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RESUMEN

En el humano la diferenciacién sexual se produce en tres etapas
sucesivas: cromosOmica, gonadal y fenotipica. La primera se inicia con
la fertilizacion, estableciendo un complemento cromosémico XY para el
varén o XX para la hembra. En ausencia del cromosoma Y las génadas
bipotenciales evolucionaran a ovarios, por lo que la presencia de este
cromosama es necesaria para la diferenciacién testicular. La segunda
etapza esta dirigida por el gen SRY que induce la transformacion de la
génada primitiva en testiculo, y por ultimo el desarrollo sexual
fenotipico, que estd determinado por la accién de hormonas sintetizadas
por la génada fetal. Alteraciones en cualquier fase del desarrollo sexual
conducen a diversas anomalias de la diferenciacidon sexual. El
hermafroditismo verdadero, considerado como una forma de reversidon
sexual, se caracteriza por el desarrollo de tejido testicular y ovérico en
un mismo sujeto; los individuos con esta anomalia presentan
ambigltiedad genital variable y en el 60% de los casos son 46,XX. En el
resto de los casos se encuentran lineas celulares con presencia de Y.
Mediante técnicas moleculares se ha observado que solo el 10% de los
HV 46,XX presentan SRY en su genoma, y el mecanismo por el cual
ocurre el desarrollo testicular en estos pacientes permanece sin
explicacion. Determinar la presencia de secuencias del cromosoma Y en

las gonadas de pacientes con HV verdadero puede contribuir a la



identificacion de nuevos mecanismos de formacién del ovotestis en
estos pacientes. En el presente estudio se analizaron 4 pacientes con HV
y cariotipo 46,XX. Todos los pacientes estudiados fueron negativos para
secuencias del gen SRY en DNA de linfocitos de sangre periférica; el
estudio del DNA extraido de las goénadas de los pacientes 1 y 2
demostré secuencias de SRY en DNA del ovotestis y DNA de la region
testicular del ovotestis, mientras que la amplificacién en DNA de los
ovotestis de los pacientes 3 y 4 resulté ser negativa para este gen.
Ademas la paciente 1 presentd una delecidn de la region 5 de SRY
mientras que la secuencia de este gen en la paciente 2 no mostro
ninguna mutacién., Estos resultados indican la existencia de un
mecanismo etioldgico poco usual en la formacién de la goénada en los HV
46,XX en donde la presencia temprana de SRY es suficiente para
diferenciar parcialmente el testiculo, y posteriormente este material

genético se pierde en la mayoria de los tejidos.



ANTECEDENTES

Etapa cromosomica

La diferenciacién sexual es uno de los fendmenos bioldgicos de mayor
trascendencia, ya que permite la perpetuacién de las especies con
reproduccién sexual, En el humano la diferenciacion sexue! se produce en
tres etapas sucesivas: cromosémica, gonadal y fenotipicat.

La diferenclacién cromosomica se inicia al momento de la fertilizacion,
cuando un espermatozoide que posee un cromosoma X 0 un Ccromaosoma
Y fertiliza un ovulo que aporta un cromosoma X. De esta forma se
establece el dimorfismo sexual que caracteriza a los mamiferos, en los
cuales la hembra presenta un complemento cromosémico sexual XX y el
macho XY. La presencia del cromosoma Y es necesaria para la
diferenciacion testicular de la gdnada primitiva, independientemente del
numero de cromosomas X presentes en el genoma de un individuo'®¥,

El desarrollo temprano de la cresta urogenital, hacia la goénada
indiferenciada y finalmente al tejido gonadal diferenciado depende de la
expresion e interaccidon de una serie de genes que actian sobre las

diferentes estirpes celulares localizadas en estas estructuras.




Esquema molecular de la diferenciacion sexual

El esquema molecular que caracteriza a ia diferenciacion sexual en
mamiferos ain no se define, por lo que para su estudio estos genes, se
han clasificado en tres grupos'®.

El primero consiste en factores de transcripcibn como por ejemplo
SF158 wT178 1 IM1®, Emx2¢9, GATA41Y M33(2, DMT1U® entre
otros, los cuales estan involucrados en algunos de los procesos de
diferenciacidon temprana, y aungque no de manera consecutiva y no
necesariamente interactuando entre ellos, participan desde |la
diferenciacion de la cresta genital, hasta la diferenciacién de las estirpes
celulares especificas de las gdnadas y estructuras relacionadas.

El segundo grupo de genes, representados principalmente por SRY(!41%),
SOX9'617) y otros genes relacionados, tiene la funcién especifica de
promover el desarrollo testicular. Un tercer grupo participa antagonizando
el desarrollo testicular y probablemente promoviendo el desarrollo del
ovario (DAX19® y wnt4 %), (Figura 4).

La caracterizacion tanto de la estructura como de la funcién de estos
genes, se realiza principalmente en modelos biologicos animales
(animales “knock-out”) o en pacientes con alguna alteracién de la
diferenciactén sexual, quienes al perder uno o dos alelos funcionales
sugieren el momento del desarrollo en que estos genes, ejercen su

funcién.



SF1

Este gen es miembro de la subfamilia de receptores nucleares huérfanos,
para los que aln no se ha identificado un ligando activador especifico’®,
Las caracteristicas estructurales de este factor de transcripcion son: un
dominio de unién al DNA compuesto por dos dedos de zinc, altamente
conservados entre los mamiferos, en la regidn carboxiterminal se
encuentra un dominio caracteristico a esta familia de receptores
nucleares, que interacttia con secuencias especificas (AGGTCA) del DNA,
tiene ademds dos regiones, una rica en prolina y la otra del tipo AF-2
involucradas en la activacion de la transcripcion de este gen?®,

SF1 fue el primer gen identificado como activador en la biosintesis de
esteroides, se encuentra activo durante el desarrollo embrionario en
regiones asociadas a funciones endocrinas como son las génadas,
suprarrenales, hipéfisis e hipotalamo®!22),

En mutantes nulas para SF1 se observa que existe perdida de las
gonadas, suprarrenales, ademas de alteraciones en la funcién de los
gonadotropos y estructuras hipotaldmicas ventromediales®3-2%),

En las gdnadas de animales mutantes que carecen de este gen, la cresta
genital inicia su desarrollo, es colonizada por las células germinales, y
alrededor del dia 11-11.5 d.p.c detiene su desarrollo y degenera via
apoptosis'®” y ademds no se observa la formacién de suprarrenales;

estos hallazgos sugieren que SF1 no estd involucrado en el desarrollo



inicial de la gdnada sino por el contrario su participacidon parece ser
necesaria para la diferenciacién, mantenimiento y desarrollo de las

células somaticas.

WT1

WT1 es otro de los genes identificados, cuya funcién se circunscribe al
desarrollo temprano de la génada y el rifion.

Este gen es considerado como un factor de transcripcién con un dominio
de dedos de zinc, se ha asociado a tumor de Wilms y se localiza en el
brazo corto del cromoscma 11 (p13). Tiene 10 exones, que durante la
transcripcion y empalme generan cuatro formas mayores de RNA(,
existen dos sitios de inicio de la traduccién y las modificaciones
post-traduccionales generan dos isoformas practicamente idénticas que
unicamente difieren en la presencia o ausencia de tres aminoécidos lisina
(K), treonina (T), serina (S) localizados entre el tercero y cuarto dedo de
zinc; La presencia del dominio KTS modifica la afinidad de la proteina por
el DNA.

La isoforma KTS positiva se asocia con proteinas implicadas con el
empalme y la edicién del RNA, sugiriendo que ademas de participar como
factor de transcripcidn tiene una funcion en el procesamiento del RNAZ®)
Al interactuar con otros genes WT: puede regular la transcripcion como

activador o como represort?’’,



Se han asociados tres sindromes diferentes a mutaciones en este gen: 1)
pacientes con deleciones heterocigotas de WT1 presentan diversas
malformaciones genitourinarias menores asi como predisposicion al
desarrollo de tumores renales en infancia.

2) El sindrome de Denys-Drash (DDS) caracterizado por reversion sexual,
malformaciones genitourinarias y tumor de Willms, se ha explicado por
mutaciones heterocigotas sin sentido localizadas en los dominios de
dedos de zinc®™®), La repercusién molecular de estas mutaciones se
considera como un efecto dominante negativo ya que pierde la capacidad
para unir DNA y de esta forma interfiere con la funcidon norma! del alelo
silvestre.

3) El Sindrome de Frasier es otra de las anormalidades relacionadas con
mutaciones en WT1; En este sindrome los pacientes 46,XY presentan
reversion sexual asi como malformaciones urogenitales, en los pacientes
con sindrome de Frasier existe perdida de la forma KTS, por {o que esta
alterado el empalme del RNA considerado como critico para la
determinacion sexual®®,

A los 9.5 d.p.c, WTL se expresa en el mesodermo intermedio,
posteriormente la expresién se localiza en la gdnada y en el mesenquima
del mesonefros. La presencia de WT1 es necesaria para regular las
sefiales del epitelio celdmico, dirigiendo el ingreso de células del este

epitelio ©®, hacia la cresta urogenital.



Liml y Emx2

Estos genes pertenecen a la familia de genes con caja homeética’®, se
expresan durante el desarrollo temprano en la cresta urogenital, epitelio
celdmico, los ductos mesonéfricos, génadas, suprarrenales, y el rifion?,

Ratones homocigotos para deleciones en estos genes pierden desde

etapas muy tempranas la capacidad para desarrollar estas estructuras.

M33

Este gen esta relacionado estructuraimente con los genes “polycomb”
(PcG) de Drosophila, y sus mutaciones en ratones originan retardo en el
desarrollo gonadal, y aunque la gdnada logra desarrollarse ésta no es
normal. Los fenotipos encontrados en animales XY que pierden este gen
presentan diversos grados de reversién sexual, por lo que no ha sido
posible identificar la etapa precisa del desarrollo donde actia esta
proteina. Se ha propuesto que M33 actdia antes y después de SRY/Sry‘2.
En la Drosophila los productos de estos genes son los encargados de
mantener |a expresion de genes homeoéticos, responsables de proveer
informacion de posicién al embridnt'?. El mecanismo de accién es la
expresién de genes formando complejos multiméricos que compactan la
cromatina haciendo inaccesible la interaccién con factores de

transcripcion®l. Los genes blancos homedticos de M33 en el sistema



urogenital ain no son identificados, sin embargo se conoce que genes

como Hox 3 y Hox 4. se expresan a lo largo del sistema urogenital®?,

DMT1

Este gen se encuentra asociado con genes que participan en la
diferenciacion sexual de C. Elegans y Drosophila. Estos genes pertenecen
a la familia de factores de transcripcién que contienen dominio de unién
al DNA (DM)** el cual se asocia con secuencias especificas de DNA. En el
humano DMT posee el dominio DM y esta relacionado con la
determinacién sexual, se localiza en 9p regidén asociada a reversion

sexual en individuos XY,

GATA 4

Pertenece a la familia de factores de transcripcion identificados en el
testiculo y en el ovario (GATA1-6). GATA4 es el Unico en expresarse en la
génada en desarrollo™). A los 11.5 d.p.c se expresa en la cresta
urogenital de ambos sexos, posteriormente en el macho se localiza en la
célula de Sertoli y las células intersticiales, mientras que en el ovario
existe incremento de su expresion a las 16 d.p.c.

La proteina codificada por este gen une secuencias consenso de SF1,
WT1 y Hormona antimulleriana (HAM), aunque no es el responsable

directo de la regulacién de estos genes®,



SRY

El dimorfismo gonadal, se inicia en la sexta semana de la vida
intrauterina. En presencia de! cromosoma Y la g6nada primitiva se
transformara en testiculo por accién del Factor Determinante Testicular
(FDT) localizado en el brazo corto del cromosoma Y (Yp 11.3); de no
existir FDT, como ocurre en los productos 46,XX, la génada primitiva
evolucionara hacia ovario®3%,

En 1990 se identifico el gen especifico que induce la transformacion de la
gonada primitiva en testiculo. El gen de! factor determinante testicular,
denominado SRY en el humano y Sry en el ratén se encuentra localizado
y conservado en todas las especies de mamiferos®®®, Al presentarse
mutaciones en este gen en humanos, o deleciones unicas de Sry en ratén
(Y™™} originan sindromes de reversidn sexuai®®, indicando que la
participacion de este gen en el desarrollo testicular es critica.

Entre de los dias 10.5 y 12 d.p.c. Sry se expresa en la porcién gonadal de
la cresta urogenital, antes de que ocurra la divergencia histoldgica hacia
ovario o testiculo. Esta expresién se limita a las diferentes estirpes
celulares del testiculo, la expresion de SRY debe de ser especifica en el
tiempo y este lapso es critico para una funcién adecuada, por lo que si la
expresion de este gen es fuera del tiempo indicado, puede ocasionar

perdida de la funciont3639),



SRY presenta una estructura sencilla, contando Unicamente con un sélo
exén y no tiene intrones, los transcritos originados son de 1.1 kb,
presenta un marco abierto de lectura (ORF) de 615 pares de bases (pb),
el cual codifica para una proteina de 204 aminoacidos con un peso
molecular de 23.9 kilodaltones®, Aunque se desconocen los elementos
reguladores especificos de la transcripcion, se sabe que estos se localizan
principalmente en la regién 5°y en algunas secuencias de la region
3,(40,41)‘

Estudios en ratones transgénicos han aportado datos interesantes al
estudio de la regulacion y funcién de este gen. La presencia de Sry en
algunos animales transgénicos XX induce el desarrollo testicular y

reversion sexual completa®®?.

Si se regula la expresion de Sry la
severidad de la reversién sexual es variable y esto también ocurre si se
modifica la concentracidn del transcrito y el momento en el que se
expresa. Estos datos muestran hechos interesantes: el primero es que
Sry es capaz de activarse en animales transgénicos XX, sugiriendo que
todos los genes necesarios para la activacion de este factor se encuentran
presentes en un ambiente genético XX y, en segundo lugar la expresidn
de Sry crea un umbral critico para la determinacién sexual y este es
altamente sensible a efectos de dosis y de tiempo{*349,

SRY codifica para una proteina con un dominio conservado de alta

movilidad HMG (High mobility group), que actia como regulador de la



transcripcién en otros genes®>, No se ha identificado ningin tipo de
polimorfismo asociado a esta regién, a diferencia de las regiones
localizadas fuera de este dominio que comparte poca homologia entre las
diferentes especiestt47),

Las proteinas HMG fueron identificadas como un grupo heterogéneo de
componentes no histonicos del nucelosoma, SRY tiene la caracteristica de
unirse a sitios especificos en la curvatura menor del DNA, induciendo un
plegamiento organizado de la estructura de la cromatina, facilitande de

esta forma el ensamblaje de complejos nucleoproteicos®®,

Y
presumiblemente el plegamiento en el DNA da como resultado una
yuxtaposicién de otros factores de transcripcién unidos a sitios distantes,
de esta forma se induce la activacion o represién de la transcripcién de
genes blancot*®1),

El estudio del SRY en algunos de pacientes con reversidn sexual 46,XY,
ha permitido identificar mutaciones que sefalan los aminodcidos
importantes para la estabilidad estructural de la proteina asi como los
sitios criticos de contacto con el DNAG?,

Algunas alteraciones de la diferenciacién sexual han sido asociadas con
mutaciones en el gen SRY. En 10-20% de los pacientes 46,XY con

disgenesia gonadal se han observado mutaciones de novo en SRY.

También han sido reportados algunos casos familiares®,

12



Otro grupo de proteinas asociadas al gen SRY son las denominadas SOX
(Sry-like HMG-box), estas comparten 60% de homologia con el dominio
HMG del gen determinante del testiculo. Hasta el momento varias
proteinas SOX han sido caracterizadas, sin embargo no todas se han
relacionado con el desarrollo y la diferenciacién sexual®®. Un miembro
de esta familia es SOX9 el cual participa activamente durante los
procesos de diferenciacion sexual. SOX 9 fue identificado por primera
vez como el responsable de la displasia campomélica, patologia dsea
asociada a reversién sexual XY'%35%) En estudios de expresién en
génadas en desarrollo de ratones, se observa un patrén de expresion
dimérfico: en estadios muy tempranos el transcrito se expresa en
ambos sexos en bajas concentraciones y alrededor del dia 11.5 d.p.c la
expresién aumenta en la génada masculina y se inhibe en la génada
femenina; cuando los cordones testiculares ya se han formado la
expresion de SOX9 se limita y se mantiene (nicamente en las células de
Sertoli’*®), La maxima expresién de este gen correlaciona con la
expresion de Sry por lo que se considera que ambos genes participan de
forma conjunta en el mismo momento y lugar en la diferenciacidén
testicutar. Estudios en pacientes con displasia campomélica y reversién
sexual han apoyado los hallazges en animales de laboratorio vy

actuaimente se conoce que ademas de la funcidn que tiene esta proteina



en la morfogénesis del hueso, SOX 9 se encuentra relacionado con el

desarrollo testicular’®?,

DAX1 y wnt-4

Por ultimo, los genes que se consideran como antagonistas del
desarrollo ovérico y probablemente promotores del desarrollo ovérico
son DAX1U8) y wnt-41'7), DAX1 es miembro de la familia de receptores
nucleares, este gen se encuentra ligado al cromosoma X, localizado en
la regién del brazo corto de este cromosoma que se relaciona con
reversién sexual sensible de dosis (DSS), duplicaciones o
translocaciones de esta regidn ocasionan reversion sexual en pacientes
XY®®, En 1994 se identificd en esta regién al gen responsable de
hipoplasia suprarrenal congénita e hipogonadismo hipogonadotropico
(AHC)®?), En ambos sexos DAX1 se expresa en la cresta urogenital; en
ta gbnada masculina coincide con la expresién de Sry y conforme la
diferenciacién continua su expresion es inhibida en la génada masculina
y mantenida en la génada femenina. Debido a que mutaciones de este
gen no parecen afectar de forma directa el desarrollo ovarico, se ha
sugerido que este tiene una funcidn antitesticulo, antagonizando con la
funcién de SRY. DAX1 actGa en la misma via que SF1 y al parecer su

efecto represor lo ejerce a través de interactuar con este gen.
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El ditimo, y mds reciente gen asociado con desarrollo ovérico es Wnt4,
Este factor de transcripcion pertenece a la familia de genes Wnt, se ha
relacionado con el desarrollo de las células esteroidogénicas. En ovarios
en desarrollo de ratones XX que carecen de este gen se observa
expresién de enzimas caracteristicas de las células de Leydig. En
machos adultos Wnt”" se observa disrupcidn de la arquitectura testicular
y del desarrollo ductal. Estos hallazgos sugieren la hipétesis de que
Wnt4 es necesario para suprimir el desarrollo de las células de Leydig en

el ovariot?,

Etapa gonadal

La génada primitiva se desarrolla a partir de una estructura mesodermica
denominada cresta urogenital, la cual ocupa la cavidad celdmica, ésta se
encuentra localizada entre los primordios de las extremidades. La cresta
urogenital se divide en tres segmentos diferentes: el pronefros que
contiene el primordio de la gldndula suprarrenal, la regién central
denominada mesonefros de donde emergera la génada; en esta regién
también se localizan los ductos mesonéfricos y tibulos mesonéfricos que
posteriormente desarrollaran las estructuras wolffianas y mullerianas. En
la region posterior de la cresta urogenital se encuentra el metanefros que

contribuird a la formacién de los rifiones. (Figura 1).
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Figura 1: Micrografia electrénica de la cresta urogenital a los 10.5 d.p.c (A} La regién(g}
donde se localiza la cresta genital. (B) alos 11.5 d.p.c, en la regién mesonéfrica de la
cresta urogenital se localiza el primordio gonadal (g), y el rifnén (k) localizado en la
regién metanéfrica,

La gonada se desarrolla a partir de la superficie ventro-medial del
mesonefros, e inicia su desarrollo como resultado del engrosamiento y de
la proliferacién del epitelio celémico®®,

En estadios muy tempranos el primordio gonadal es bipotencial, esto
implica que tanto en el macho como en la hembra cada una de las células
localizadas en esta estructura tiene la capacidad de desarrollarse hacia
células de sostén (Sertoli o granulosa) o células esteroidogénicas {Leydig

0 teca)(®!,



En 1991, los estudios realizados por Burgoyne et af®® sugirieron por
primera vez que la célula de Sertoli es necesaria para la diferenciacion
testicular. En estos trabajos se analiz6 el genctipo de las células en todos
los tejidos de ratones quiméricos XX/XY y se observéd que habia 50% de
células XX y 50% de XY. Es importante sefialar que en la gran mayoria de
las quimeras XX/XY la génada se diferencié hacia testiculo y el genotipo
de las células en todas las estirpes presentes con excepcion de Sertoli,
fueron 50% XX y 50% XY. Sin embargo, mas del 90% de las células de
Sertoli tenian un genotipo XY. Actualmente se sabe que la célula de
Sertoli es el primer tipo celular en diferenciarse y que actda como centro
organizador de la gbénada masculina®*®, también existe suficiente
evidencia que implica a 1a célula de preSertoli como el primer sitio de
expresidn del gen SRY. El origen de esta estirpe celular ain se encuentra
en debate, sin embargo se considera que migra a partir del epitelio
celdomico. 1.a migracién celular es un mecanismo especifico del desarrollo
gonadal®® masculino, y el movimiento celular que dirige a la célula de
Sertoli se origina en respuesta a las sefiales de genes que actlan como
factores de transcripcién y que se expresan en estadios tempranos en la
génada, uno de los genes implicados en Ia migracién celular es el gen
wnt2, miembro de la familia de factores de transcripcién Wnt®®, La
célula de Sertoli ya diferenciada aparece por primera vez a los 11.5 d.p.c

coincidiendo con la expresion del Sry. La expresién de este gen inicia una

i7



serie de cambios en la histologia gonadal, incrementandose la
proliferacién de las células precursoras de Sertoli, asi mismo se movilizan
otras estirpes celulares como las células peritubulares miodes y células
endoteliales como por ejemplo PECAM {CD31] que se ha relacionada con
densidad vascular y angiogénesis, que inician cambios importantes en la
vasculatura de la génada'®®®®), Todos estos cambios ocasionan que las
células de Sertoli una vez diferenciadas rodeen a las células germinales y
formen los cordones testiculares, mientras esto ocurre las células
peritubulares mioides rodean a las de Sertoli y forman una ldmina basal

donde reposaran fos cordones testiculares. (Figura 2 y 3).



1.5
Bipotential Gonad

Figura 2: Im&genes confocat a los 11.5 y 12.5 d.p.c. Se observa que tanto en los
embriones XX como en tos XY. La génada(g) es un primordio bipotenciat localizado en la
superficie ventromedial del mesonefros. Se observan los ductos mesonéfricos (md) asi
como los tibulos mesanéfricos {tm). La expresion del SRY en la gdnada XY induce la
praliferacién del epitelio gonadal, la migracién y poblacién de células de Sertoli con la
formacién de cordones testiculares (tc) rodeados por una lamina bdasal (bl}). Estos
cambios no se observan en la génada XX.

161 kL TN

Figura 3: Esquema de los cambios inducido por la expresién del gen SRY en la
gdnada. Los precursores de las células peritubulares mioides {azul claro) migran hacia
fa génada y obligan a las células de soporte (verde) a rodear a las células germinales
(negro) dentro de los cordones testiculares, E! tejido vascular {azul abscuro) protifera a

partir del mesonefros (nicamente en la gonada XY.



Esta organizacion morfolégica relega a la célula de Leydig hacia el espacio
intersticial y es esta arquitectura celular la que se encuentra en los
testiculos de los vertebrados(®®®”), Las células de Sertoli ademéas de
organizar la formacién de los cordones testiculares, seran las encargadas
de producir la hormona inhibidora de Mullerianos (HIM)®), que ejercera
su accion principal en la etapa fenotipica de la diferenciacion sexual
masculina.

Otra de las estirpes celulares que se diferenciaran como resultado de
una proliferacion y migracion del epitelio celémico, es la célula de
Leydig. Los precursores de esta estirpe celular se desarrollan a partir de

(68) |ocalizadas en la

una poblacién dnica de céiulas esteroidogénicas
cresta urogenital a lo largo del mesonefros, las células ya diferenciadas
se localizan en el espacio intersticial de la génada alrededor del dia 11.5
d.p.c.t9, el producto hormonal de esta estirpe celular es la testosterona
(T)(J'l).

Las células germinales (CG), migran a la cresta génadal a través del
mesenterio intestinal y el mesonefros, llegando en el dia 9.5 - 11d.p.c. a
colonizar la génada(’%73,

La participacidn de estas células en [a etapa temprana de la
diferenciacién gonadal es diferente en los machos y en las hembras.

En los machos no se ha demostrado ninguna participacion de las CG en la

organogénesis testicular, ya que en ratones mutantes que carecen de
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estas células, la formacién y estructura celular de las génadas es normal
aunque existe un discreto retardo en la formacidon de los cordones
testiculares'™). Por el contrario en las génadas de productos 46,XX las CG
son necesarias en la organizacion y mantenimiento de los foliculos. Las
CG se comportan de la misma forma en los machos que en las hembras
hasta el dia 12.5 d.p.c.®®®”), en este momento la célula germinal XY es
secuestrada dentro de los cordones testiculares, continua dividiéndose en
forma mitdtica hasta poco antes del nacimiento y reinicia la mitosis en la
vida posnatal’®,

Estudios realizados por Mc Laren en 1997 demostraron que en algunos
casos anormales donde las células germinales se encuentran localizadas
fuera de los cordones testiculares (i.e. en la regidn ovérica del ovotestis o
en cultivos donde fa célula migra hacia la glandula suprarrenal) se
observa que independientemente que posean genotipo XX o XY, las
células entran en meiosis casi al mismo tiempo en que lo hace las CG XX
en condiciones normales'’. Esto sugiere que la progresién hacia la
meiosis es una propiedad auténoma de las CG XX, que opera de manera
regulada por el tiempo. Los genes gque participan en la interaccién entre
las células somaticas y germinales ain no se encuentran del todo
caracterizados; sin embargo se han relacionado principalmente a Bmp8
(bone morphogenic protein 8B) gen relacionado con el inicio vy

mantenimiento de la espermatogénesis’® y Dhh (Desert hedgehog) gen
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asociado con la regulacién del desarrolio de la linea germinal™”, en

ratones XY mutacién de estos genes generan perdida de la linea germinal

e infertilidad.
DHH+
WT1+
GATA+
AMH+
SF1+
o SOX9+
SOXa+ SF1+
DAX1+ .
SFi+ —— Egula germinal XY
Migracion AR tene la mitosis
mesonéfrica
Em2
X,
S SRY
WT1
Célula germinal XX
Detiend |a meiosis
DAX 1+ A
SFly ———» DAX 1+
Wintd y ° Céulas germinales
0 Cétulas ge Sertoli
= Células migides
10.5dpc 11.5dpc 12.5dpe ¢ Célutas de Leydig

Figura 4: Genes implicados, cambios maleculares y morfolégicos ocurridos en la génada
durante la diferenciacion.
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Etapa Fenotipica

El desarrollo del fenotipo masculino es resultado del efecto ejercido por
tres hormonas fetales sintetizadas y secretadas por las células ya
diferenciadas del testiculo, en el humano entre ia sexta y la octava
semana de gestacién, se produce la involucién de los conductos
Millerianos. La regresion de estas estructuras estd mediada por la
hormona glicoproteica HIM®?, la secrecidn de esta hormona se inicia
entre la sexta y octava semana de gestacién y concluye en la décimo
primera. La accién de esta hormona se realiza a través de un receptor
transmembranal, localizado en las células mesenquimatosas adyacentes a
los conductos Mullerianos™,

La segunda horma que participa en esta etapa es la TV" cuya secrecidn
se inicia en la novena semana de gestacion, alcanza su maximo valor
alrededor de la semana 15 para después descender y mantenerse hasta
la pubertad, esta hormona tendra la funcién de regular el eje hipotalamo
hipéfisis gonada, para mantener adecuadas concentraciones hormonales
y de esta forma continuar con el crecimiento y funcién testicular’’®, asi
como ejercer el efecto virilizante sobre los conductos Wolffianos que se
diferencian a epididimo, vas deferens, vesiculas seminales y conducto
eyaculador, durante este periodo las concentraciones de testosterona

encontradas en el feto son semejantes a las encontradas durante la vida

adulta. La T es el precursor ¢ prohormona de la tercera hormona fetal
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virilizante, la dihidrotestosterona (DHT)®®, Este andrégeno se forma en
la célula blanco por 1a accién de la enzima Sa-reductasa-2 sobre la T, y es
considerado el mediador intracelular de la gran mayoria de las acciones
de los androgenos. La DHT es responsable de la diferenciaciéon de los
genitales externos masculinos y del desarrollo de la préostata. La sintesis
de T estd regulada en un inicio por la gonadotropina coridnica (hCG)
placentaria; sin embargo, a partir de la semana 11-12 de gestacion, el
eje hipotalamo-hipofisis-testiculo inicia su actividad y entonces la
hormona luteinizante (LH) se encarga de estimular la sintesis de T®V, Por
el contrario en ausencia de sintesis y secrecién de estas hormonas por el
tejido ovarico diferenciado se iniciara el desarrollo de las estructuras
mullerianas que dan como resultado la formacién de dtero trompas y el

tercio superiores de la vagina.

Hermafroditismo Verdadero (HV)

las alteracicnes en cualquier fase del desarrollo sexual conducen a
diversos estados conocides como anomalias de la diferenciacién sexual,
Estas alteraciones se clasifican de acuerdo con la etapa en la que se
originaron: errores del sexo cromosdmico, errores del sexo gonadal y
errores en el sexo fenotipico. Una de las anomalias de la diferenciacion
sexual son los sindromes de reversion sexual que se definen como la

discordancia entre el sexo cromosdmico y el sexo gonadal-fenotipico.
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El hermafroditismo verdadero es una forma de reversion sexual y
aunque la prevalenciar""de esta enfermedad se desconoce se han
reportado mas de cuatrocientos casos en la literatura, Esta patologia se
caracteriza por ef desarrollo de tejido testicular y ovarico en un mismo
sujeto®, Ambos tipos de tejido pueden coexistir en una sola génada
denominada ovotestis 0 bien encontrarse en gdénadas separadas. El
hermafroditismo verdadero se clasifica en alternante (testiculo de un
lado y ovario del otro) esta forma se encuentra en el 20% de los casos,
unilateral (ovotestis de un lado y testiculo u ovario del otro lado) y
bilateral (ovotestis en ambos lados) en el 30%. La localizacion de las
génadas es variable ya que pueden situarse intrapélvicas, inguinales o
tabioescrotales, dependiendo de la cantidad de tejido testicular
presente®® ef ovario siempre se encuentra localizado de forma normal.
Las manifestaciones clinicas generalmente son ambigiedad genital de
diversos grados hasta un fenotipo masculino o femenino normal; los
pacientes con ambigliedad genital en su mayoria son asignados y
criados como masculinos, y pueden presentar clitoromegalia con
hipospadias y pliegues labiescrotales que pueden estar o no fusionados;
en muy raras ocasiones se llega a encontrar uretra peneana. La mitad
de estos pacientes presentan hernias inguinales que contienen una de
las génadas o el Otero. El desarrollo de estructuras mdllerianas y

wolffianas es variable y dependerd de la cantidad de tejido testicular
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funcional, aunque en la mayor parte de los casos el (tero esta presente.
La génada que se observa con mayor frecuencia es el ovotestis y puede
encontrarse en forma terminal (tejido ovarico y testicular bien
delimitados) o imbricado. En la mayoria de los casos la porcién ovarica
del ovotestis es endocrinamente funcional y en el 50% de los casos
durante la vida adulta puede presentarse incluso ovulacién, En la region
testicular o en el testiculo la funcién endocrina se encuentra aiterada los
tubulos seminiferos presentan fibrosis intersticial por lo que es raro que
exista espermatogénesis(®283),

El hermafroditismo verdadero es una anomalia genética heterogénea:
60% de los casos presentan cariotipo 46,XX, mientras que el resto son
guimeras 46,XY/46,XX, mosaicos con cromosoma Y normal o anormal o
son 46,XY®, En los hermafroditas verdaderos con cromosoma Y, el
desarrollo testicular parcial puede explicarse por {a presencia del gen
SRY. Mediante estudios de biologia molecular se ha podido determinar
que 10% de los hermafroditas verdaderos con cariotipo 46,XX presentan
el gen SRY en su genoma. Sin embargo en la mayoria de los casos no se
logra detectar secuencias del cromosoma Y, por lo que el desarrollo
testicular en estos sujetos permanece sin explicacion®®., Se ha sugerido
un mecanismo de ganancia de funcidbn en mutaciones de genes
autosémicos o ligados al X que participan en la diferenciacion

gonadalt*®2%, son las responsables del padecimiento, por otra parte se
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han descrito dos casos de hermafroditismo verdadero 46,XX que
presentan secuencias del cromosoma Y confinadas a las gonadas o
incluso a la porcidn ovdrica del ovotestis®®**”), Sin embargo no existen
estudios en que hayan establecido la distribucién del material genético

derivado del Y en las diferentes estirpes celulares de las gbnadas.
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JUSTIFICACION

El estudio de la presencia de secuencias del cromosoma Y en el tejido
gonadal de hermafroditas verdaderos, asi como la identificacién de
secuencias del gen SRY en las génadas de pacientes con HV, permitira
reconocer un modelo alternativo para la formacién de ovotestis en estos
pacientes. El hermafroditismo verdadero ofrece un modelo biolégico
excelente para estudiar estos aspectos y contribuir a un mejor
entendimiento del proceso de gonadogénesis asi como ampliar el

conocimiento actual de esta patologia de la diferenciacion sexual.
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OBJETIVOS

v ldentificar la presencia del gen SRY en las porciones testicular y

ovarica de individuos con HV.
v ldentificar la presencia de secuencias especificas del cromosoma Y en
las porciones testicular y ovérica de indlviduos con hermafroditismo

verdadero.

¥" Secuenciar el marco abierto de lectura de SRY en los casos positivos.
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SUJETOS Y METODOS

Sujetos

Se estudiaron 4 pacientes con diagndstico histolégico de hermafroditismo
verdadero. Los datos clinicos de los sujetos analizados se muestran en la
tabla 1.

Todos los pacientes fueron evaluados antes de los 7 afios de edad, en
todos io pacientes se observé ambigiiedad genital de grado variable:
clitoromegalia, labios mayores escrotalizados, senc urogenital en a
paciente 2, cuerda tendinosa en la paciente 4. El estudio citogenético se
realizd6 mediante la técnica de bandas GTG analizando 100 metafases en
cada uno de los casos. Todos los pacientes mostraron un complemento
cromosdmico 46,XX. No se realizo estudio citogenético en las génadas de
los pacientes. El andlisis histologico de las gdnadas demostré ovotestis
bilateral en la paciente 1, en los pacientes 2 y 3 se encontré ovotestis
izquierdo con ovario derecho mientras en la paciente 4 se identifico
ovotestis derecho con ovario izquierdo, en la paciente 1 se retird la
porcién testicular, mientras que en el resto de los casos se conservd la

génada contralateral que fue tejido ovarico morfolégicamente normal.
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PACIENTE | EDAD/SEXO MANIFESTACIONES GONADA CARIOTIPO
cLinICAS

1 1/F Ambigledad Ovotestis 46,XX
genital: falo 1.8 cm bilateral

2 1/F AmbiguUedad Ovotestis 46,XX
genital: falo 2 cm izquierdo
seno urogenital, Ovario
escroto bifido derecho
gbénada palpable en
canal inguinal

3 I/ F Ambigiiedad Ovotestis 46,XX
genital: falo 2 cm izquierdo
labios mayores Ovario
escrotalizados derecho
labios menores
fusionados

4 7/ F Ambigtiedad Qvotestis 46,XX
genital: falo 3 cm derecho
glande, cuerda Qvario
tendinosa labios izquierdo

mayores
escrotalizados

Tabla t: Manifestaciones clinicas, hallazgos histolégicos y cariotipo de los pacientes

incluidos en el estudio.

Extraccion de DNA de tejido gonadal fijado en parafina

La extraccion de DNA a partir de tejido embebido en parafina se realizé

de acuerdo al método descrito por Banerjee'®®. Se transfirieron cortes

de aproximadamente Sum de grosor del tejido gonadal fijado en
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parafina a tubos con 200p! del buffer de digestion (TrisHCI SOmM pH 8,
EDTAImM.Tween 20 05%) se homogeneizaron durante 5 minutos y
fueron sometidos a irradiacién con microondas (500W/15 segundos/3-4
veces). Se centrifugaron a temperatura ambiente a una velocidad de
22,000g, se extrajo la parafina y el tejido fue tratado con buffer de
digestién (proteinasa K 200ug/ml) (Boheringer Mannheim, Indianapolis,
IN). Las muestras se incubaron por 12 horas a 42°C y se centrifugaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos a 5,500g; para eliminar el
efecto residual de la proteinasa K, el sobrenadante se incubo a 97°C. Las
muestras se guardaron a -20°C hasta su uso.

En todas las muestras obtenidas se flevd a cabo un analisis
espectofotométrico mediante lecturas a 260 y 280nm. La concentracion
de DNA fue calculada mediante la siguiente relacién:

1 DO260=50mg de DNA/mI.

La pureza del DNA se obtuve mediante la relacion de las densidades
opticas obtenidas con las lecturas 260/280nm y se considerd como
Optima una relacién 1.8-2.0. Para determinar la calidad de las muestras
se realizo electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro

de etidio al 0.0002%.
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Extraccién de DNA genémico

El DNA gendémico de los pacientes estudiados, se obtuvo siguiendo la
técnica descrita previamente por Buffone y Kempter®®®®® con algunas
modificaciones(®Y,

Se extrajeron 3ml de sangre periférica de cada sujeto, colocandose en
tubos Vacutainer que contenian 0.05ml de NaEDTA como
anticoagulante. Con el fin de lisar a los eritrocitos, la sangre se colocd
en un tubo cénico y se mezclé con un volumen igual de buffer de lisis
TTS (trisHCI/ triton X-100/ sacarosa). La mezcla se homogeneizo y se
transfirio a tubos de microcentrifuga de 1.5 ml, se centrifugd a
temperatura ambiente durante 1.5 minutos a una velocidad de 9,221q,
Se decanté el sobrenadante y se resuspendié el botdn celular en 1mi de
TTS, centrifungdndose con las mismas condiciones. Este ultimo paso se
repiti6 hasta obtener un botén libre de eritrocitos. El paquete de
leucocitos se resuspendié en 570pl de NaCl 50mM, se agregaron 50ul de
SDS al 10% con la finalidad de lisar las membranas leucocitarias. La
mezcla se agitdé durante algunos minutos, para precipitar las proteinas
se adicionaron 200pl de NaCl 5M, se aqité y se dejd en reposo. El botdn
de leucocitos se centrifugé a 9,221g durante 15 minutos a 4°C vy, el
sobrenadante fue transferido a un tubo estéril, se adicionaron 2.5
volimenes de etanol absoluto (-20°C) para precipitar el DNA. El

precipitado obtenido se recolectd con una pipeta pasteur de punta curva
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y se lavd con etanol frio al 70%. La muestra se dejo secar a
temperatura ambiente y se reuspendié en un volumen entre 200 y 400yl
de agua estéril destilada y deionizada. Las alicuotas de DNA se
almacenaron a -20°C hasta su uso.

La calidad, concentracién y pureza del DNA se determind de la forma

antes mencionada.

Extraccion de DNA de células epiteliales de la mucosa
orai

El DNA de células epiteliales de la mucosa oral de {a paciente 1 se
obtuvo siguiendo la técnica descrita previamente por Rudbeck vy
Dissing®?, Las células epiteliales se obtuvieron realizando un raspado
de la mucosa del carrillo oral, utilizando un hisopo. Se dejé secar a
temperatura ambiente, una vez seco se corté parte del algoddn, se
colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mi y se agregaron 20 pl de
0.2M de NaOH y se incubd durante 6-10 minutos a 75°C. La reaccion se
detuvo afadiendo 180 ul de una solucion de 0.04M (40mM) Tris-HCI pH
7.5. Se retird el algoddn restante y la solucién se utilizé como templado
para la reaccién de PCR. Aproximadamente 5 pl del extracto se utilizaron
para una reaccién de 50 ul. La calidad, concentracién y pureza del DNA

se determind de la forma ya mencionada.
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Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Por medio de la técnica de PCR se amplificé el marco abierto de lectura
del gen SRY (615pb). La secuencia de los oligonucledtidos utilizados
fueron las siguientes: SRY 6F (5" GTG GTC TCG CGA TCA CA 3') XES11R
(3' GTA GCC ATT GTT ACC CGA TTG TC5') que amplificé un producto de
432pb (de! nucleétido 207 al nucledtido 638 con respecto al codén de
inicio) AP1F (5'GAATAT TCC CGC TCT CGG 3') AP2R (S'ACA ACC TGT
TGT CCA GTT3') amplificé un producto de 421pb que abarcé la caja HMG
(de la posicién 60 al nucledtido 490) XES7F (S TGA CAA TGC AAT CAT
ATG CTT CTG C 3') SRYBR (5'CTT CGG ACG AGG TCG ATA 3') amplificé
un fragmento de 380 pb (del nucledtido -140 al 240) XES10F (5'GGT
GTT GAG GGC GGA GAA ATG C 3') SRY3R (5'TAG AGC CAT CTT GCG
CCT 3') que generd un fragmento de 529pb (del nucleétido -127 al 402)
XES10F (5'GGT GTT GAG GGC GGA GAA ATG C 3') SRYSR(S5'CTT CGG
ACG AGG TCG ATA 3') que amplificé un fragmento de 380 pb.

La representacion grafica y el nombre utilizado de los iniciadores
ademas de la direccion y la posicion de estos oligonucleétidos con
respecto al ORF del gen se muestran en la figura 5.

Las secuencias y el nombre de los pares de iniciadores utilizados para
amplificar otras secuencias especificas del cromosoma Y como regién
pseudoautosdmica, cetrémero y heterocromatina del brazo largo se

muestran en la tabla 2.
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Nombre Secuencia Tiempo y Producto
temperatura de | ampiificado
alineamiento

PABY PABY-1:5' - TGG GCA CTT| Tm=62°C
Reglén ACA CAT AGA CGT - 3 2505
pseudoautosémica | papy.2; 5° .cTT cTC TIY| Tm=s8°C
GAA GTG TAAGGA G - 3°
Yi:5 - ATG ATA GAA ACG| Tm=52°C
GAAATATG - 3°
Centrémerode Y 170 pb

¥Y2:5° - AGT AGA ATG CAA| Tm=60°C
AGGGTCCC-3"

Y 1.1:5° TCCACT TTA TTC Tm=63°C
Heterocromatina |CAG GCT TGT CC-3°
de brazo largo del 154 pb
Y Y 1.2:5° TTG AAT GGA ATG Tm=61°C

GGA ACGAAT GG-3°

X1: 5 -AAT CAT CAA ATG Tm=52°C
Centrémerode X |GAG ATT TG-3 ' ’
130 pb
X2: 5 GTT CAG CTC TGT Tm = 58°C
CAG TGA AA-3°

Tabla 2: Nombre, secuencia, temperatura de alineamiento y tamafio del producto
amplificado de diferentes regiones del cromosoma Y y centromero de X

Los oligonucleotidos fueron adquiridos de una casa comercial (GIBCO
BRL LIFE TECHNOLOGIES) y llevados a una concentracién final de
100uM.

En todos los casos se prepard una reaccién estandar de 25ul de acuerdo

a las condiciones descritas por Sambrook et aft'®®. Esta contenia una
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concentracion de DNA entre 0.5 y 1pg, solucién amortiguadora de
amplificacién 10X (Tris-HCI, KCl, Mg2Cl) a una concentracién final ix,
mezcla de los cuatro desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs) a una
concentracidn final de 80uM, oligonucledtidos iniciadores a
concentraciones finales especificas, 0.5U1 de Tag polimerasa (Perkin-
Elmer Corp, Branchburg New Jersey, USA) y agua destilada deionizada.
Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador {Gene Amp
PCR System 9700 de Perkin Elmer). Las condiciones de amplificacién
fueron: un ciclo a 94°C (5 minutos), 35 ciclos a 94°C (1 minuto), 68°C
(1 minuto) y 72°C (2 minutos) y un ciclo final a 72°C (10 minutos), Los
productos amplificados de cada reaccion se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, tefiido con bromuro de etidio
al 0.0002%. En todos los casos se incluyé un marcador de peso
molecular, un control positivo, y un contro! negativo que consistié en

una reaccidn sin DNA.
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Purificacién de los productos de PCR

La purificacién de los productos de PCR a partir del gel de agarosa se
realizd utilizando e! Kit QIAEX gel Extraction (Qiagen,Chatsworth, CA
USA). Se cortd la banda del gel con el producto amplificado se colocd en
tubo de microcentrifuga de 1.5ml, se pesd y agregd buffer QX1 pH 7.5y
4u! de la resina QX2, se agitd la mezcla, se colocd a 55°C durante 3
minutos (en dos ocasiones consecutivas, agitando entre una y otra
incubacién). Una vez disuelta la agarosa esta se elimind mediante
centrifugacion durante 1 minuto a 9,221g, se decanté el sobrenadante y
el boton se resuspendid en 500ul de buffer QX 1, se agitd
vigorosamente y se centrifugd en las mismas condiciones antes
mencionadas, una vez que se decantd el sobrenadante el exceso de
buffer se retiré con una pipeta hasta dejar Gnicamente el botén que
contenia el DNA, el cual se fue resuspendido en 500yl de buffer PE (que
contiene principalmente alcohol). Se centrifugd nuevamente y se lavd
con buffer PE; una vez que se decantd, se colocd a 55°C durante 10
minutos hasta que se seco la muestra la cual se resuspendid en un
volumen de 20ul con agua destilada y deionizada, se incubd durante
toda la noche a 4°C, para centrifugarse en fas mismas condiciones, el

sobrenadante fue recuperado y se utilizé como templado.
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Secuenciacion

La secuenciacién de los productos de PCR obtenidos a partir del DNA
genémico y de las génadas embebidas en parafina que se estudiaron se
realizd con un estuche de secuencia de DNA [ABI Prism Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin-Elmer Corp,
Branchburg New Jersey, USA)]. El procedimiento seguido se basé en el

método descrito por Sanger et af*® con algunas modificaciones.
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RESULTADOS

Los 4 pacientes con diagndstico de hermafroditismo verdadero vy
cariotipo 46,XX fueron estudiados antes de los 7 afios de edad, el
motivo de la consulta fue ambigliedad genital en todos los casos. En la
paciente 1 se encontré ovotestis bilateral mientras que los pacientes 2-4
presentaron ovotestis con ovario contralateral normal. Tabla 1.

Se obtuvo DNA de los 4 pacientes estudiados a partir de leucocitos de
sangre periférica y de tejido gonada! embebido en parafina. Del paciente
1 se extrajo DNA de la porcion testicular del ovotestis de los pacientes
2-4 el DNA obtenido fue de homogenado de ovotestis ademas se extrajo
DNA de la mucosa oral del casc 1. Como controles positivos se analizd el
DNA de leucocitos de sangre periférica de sujetos sanos asi como
testiculo normal embebido en parafina.

Con {a finalidad de conocer la concentracién y la pureza del DNA
extraido, a todas las muestras analizadas de DNA se les realizd
espectrofotometria. En todos los casos la relacién 260/280nm cbtenida
estaba dentro de los limites esperados de 1.8-2.0. El andlisis de las
muestras por medio de electrofcresis en gel de agarosa mostrd un DNA
integro, de alto peso molecular y sin evidencia de degradacion.

Se amplificaron diferentes regiones del gen SRY (Figura 5). Los

resultados de la amplificacion por PCR del ORF en DNA de leucocitos de
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sangre periférica, asi como de DNA de tejido gonadal embebido en

parafina se muestran en la tabla 3.

PACIENTE . SRY
SANGRE PERIFERICA OVOSTESTES
1 Negativo Positivo*
P Negativo Positivo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo

Tabla 3: Amplificacion del gen SRY en DNA de linfocitos de sangre periférica y DNA de
ovotestis embebido parafina.
*Parcién testicular del ovotestis

Amplificacion del gen SRY en sangre periférica

La amplificacion del gen SRY en leucocitos de sangre periférica no
identificé ninguna de las diferentes regiones analizadas del gen en los 4
pacientes estudiados (Figura 6). Estos hallazgos descartan la presencia

de SRY en el DNA gendmico de los pacientes.
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Figura 6: PCR del ORF del gen SRY en DNA de leucocitos de sangre periférica
de la paciente 2: carril 1 marcador de peso molecular (escalera de 100pb), carril 2
producto de 380 pb utilizando XES10 y SRY8 como iniciadores carril3 producto de 421
pb utilizando AP1 y AP2, carril 4 producto de 432 pb utilizande SRY6 y XES11. Carril
5-7 DNA de leucocitos de sangre periférica de un sujeto masculino control utilizando
los mismos iniciadores del carril 2-3. carril 8 control negativo en ausencia de DNA.

Amplificacidon del gen SRY en tejido gonadal embebido
en parafina

El analisis por PCR realizado en el DNA obtenida de la porcidn testicular
del ovotestis de la paciente 1, mostré amplificacion de dos fragmentos
sobrepuestos de 432 y 421pb correspondientes a la caja HMG v a la
region 3' del ORF de SRY. Con la finalidad de amplificar hacia la region
5 de la caja se utilizaron diferentes combinaciones de iniciadores, sin
embargo no fue posible amplificar las secuencias localizadas en esta
region (Figura 7 a-d). La figura 8 muestra de manera esquematica los
iniciadores utilizados, el asterisco sefala la regidn del gen que no fue
posible amplificar, mientras que el control positivo amplifico todos los
fragmentos esperados. El estudio en la mucosa oral de este paciente fue

negativo para este gen.
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Figura 7: Andlisis por PCR del gen SRY de la paciente 1: a-d Carril 1 marcador
de peso molecular (escalera de 100pb) carril 2 DNA de (a porcién testicular del
ovotestis. carril 3 DNA de tejido testicular normal (a) amplificacion de 432ph (region
37 del ORF y una parte de la caja HMG), (b) amplificacién de 421pb (corresponde al
total de la caja HMG) (¢ y d) fragmento 407 y 529pb (regidn 5 “del gen SRY)

SRY ORF (615ph)

REGION CODIFICANTE
DE LA CAJA HMG

a

- {432p0) -
SRYE XES 11
apy ™ {421p0) - ez
xesy . S0Tpn)
- (245pb) h
NEGF rrevreemseicssonvonnn SRY 8
{529pby
XES 10 M 1 SRY 3
{380pb,
XES 10 cetimvvinersmrianranrannss g-. SRY B

Figura 8: Representaciéon esquematica del gen SRY en el paciente 1 indicando
el nombre la direccién y la posicién relativa de los iniciadores utllizados en el estudio.
Las lineas negras indican los fragmentos amplificados, mientras que las lineas

punteadas corresponden a la regién del gen que no pudo ser amplificada.

44



En la paciente 2 el estudic molecular de ovotestis utilizando los
iniciadores XES10-SRY8 y SRY6-XES11 (Figura 9 a-b), lograron
amplificar dos fragmentos yuxtapuestos que abarcaron en su totalidad al
marco abjerto de lectura del gen SRY (Figura 10). Los fragmentos
obtenidos coincidieron con el tamafio esperado al compararlos con los
marcadores de peso molecular y con los controles positivos.

Los resultados obtenidos en los pacientes 1 y 2 muestran la presencia
del gen SRY cenfinado 2 la porcién testicular del ovotestis y al ovotestis
respectivamente,

El andlisis de este gen, en el ovotestis de los pacientes 3 y 4 no mostrd
amplificacién, lo que descarta la presencia de SRY en las goénadas

(Figura 11).
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Figura 9: PCR del gen SRY en DNA de ovotestis de la paciente 2, carril 1
marcador de peso molecular (escalera de 100pb) carril 2 DNA de ovotestis, carril 3
DNA de testicule controf, (a) amplificacién de 380pb (XES10 ¥ SRY8) que corresponde
de la regidn 5"y una parte de la region que codifica la caja HMG., (b) amplificacién de
432pb (SRY6 y XES11.) que corresponde a una parte de la regién que codifica la caja
HMG hacia la regién 3°,

SRY ORF (615ph;
5 I N
1 B 1

REGION CODIFICANTE
DE LA CAJA HMG

4 .

[ (432pb) =
SRYS XES 11 '

XES 10 {380pb) SRY 8
=

Figura 10: Representacién esquematica del gen SRY del paciente 2 indicando et
nombre, ia direccién y la posicién relativa de los iniciadores utilizades. Las lineas
negras indican los fragmentos amplificados,

a6



123456 78

Figura 11: : PCR del ORF del gen SRY en DNA de ovotestis de [a paciente 3,
carril 1 marcador de peso molecular {escalera de 100pb), carril 2 producto de 380 pb
utilizando XES10 y SRY8 como iniciadores carril 3 producto de 421 pb utilizando AP1 y
AP2,carril 4 producto de 432 pb utilizando SRY6 ¥y XES11.Carril 5-7 DNA de testiculo

normal, carril 8 control negativo en ausencia de DNA.

Amplificacion de otras secuencias especificas del
cromosoma Y.

Para descartar la presencia de un mosaico con Y integro se amplificaron
tres regiones de este cromosoma: PABY, centrémero y Ygh. En los
pacientes 1y 2 no se logré amplificar ninguna de estas tres regiones en

sangre periférica, ni en las goénadas estudiadas.

Secuenciacidon del gen SRY.

La purificacion de los fragmentos amplificados de ia paciente 2 fue
adecuada y se obtuvo una concentracién de DNA suficiente para
utilizarse como templado en la reaccién de secuencia. La secuenciacion
no mostré ningtin cambio en la secuencia de SRY en este paciente.

(Figura 12).
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PCR. (a} utilizando SRY8 como iniciador. (b) utilizando SR6 coma iniciador.

Figura 12: Secuenciacion automatizada de los productos del gen SRY amplificados por
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DISCUSION

El HV constituye una de las anomalias de la diferenciacién sexual mas
interesantes ya que en un mismo sujeto se desarrollan tanto tejido
testicular como ovdrico, estos pacientes ofrecen un excelente modelo
para identificar alteraciones genéticas especificas que originan el
desarroiflo de ambaos tipos de génadas.

Este estudio analizé la presencia e integridad del gen SRY en 4 pacientes
con hermafroditismo verdadero y cariotipo 46,XX en sangre periférica.

El hermafroditismo verdadero es considerado un sindrome de reversion
sexual, es una condicién clinica y gensgticamente heterogénea donde en
un mismo individuo coexiste tejido testicular y ovarico. El 60% de los
pacientes tienen cariotipo 46,XX mientras que en el resto existe la

(82,83)
'

presencia de lineas celulares con cromosoma Y lo que puede

explicar la formacion de testiculo. Sin embargo en los pacientes HV
46,XX el mecanismo de formacién génadal aun no se conoce®®,

Las manifestaciones clinicas de nuestros pacientes concuerdan con lo
descrito en la literatura, todos fueron evaluados durante la infancia y el
motivo de consulta fue ambigliedad genital. En la literatura se reporta
que la génada que se encuentra con mayor frecuencia es el ovotestis, lo
que concordd con los hallazgos histolégicos en nuestras pacientes,
Unicamente en 10% de los pacientes con HV y cariotipo 46,XX se ha

descrito la presencia del gen SRY en sangre periférica® . El analisis
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del gen SRY en el DNA de linfocitos de sangre periférica de los 4
pacientes estudiados no mostré amplificacion de este gen. En la
paciente 1 también se amplificd DNA del epitelio bucal donde SRY
tampoco pudo ser identificado.

Estos hallazgos descartan la presencia de SRY en sangre periférica y en
la mucosa oral de la paciente 1. En los HV donde no se han identificado
secuencias del gen SRY se han propuesto diversos mecanismos
etiopatogénicos, como son mutaciones que conllevan a ganancia de
funcién en genes autosémicos o ligados al X implicados en los procesos
de diferenciacién testicular®!°®  Un mecanismo alternativo para la
formacién del ovotestis en estos pacientes es el descrito por los grupos
de Hadjiathanasiou® y el de Inoue®”, donde el andlisis de SRY en
gonadas de pacientes HV 46,XX revelaron mosaicos gonadales ocultos
con la presencia de SRY, sin embargo solo estos dos casos han sido
reportados en la literatura.

El analisis del gen SRY en DNA de las génadas embebidas en parafina de
los pacientes 1 y 2 mostrd la presencia de secuencias de este gen
confinadas a gdnada: en la paciente 1 se encontrd una delecidon del
extremo 5° del ORF de SRY mientras que en la paciente 2 las secuencias
analizadas de este gen se encontraron intactas.

Con base a estos hallazgos se puede sugerir que la presencia de

material genético del Y en las génadas de estos pacientes HV pudo ser
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responsable de la diferenciacién testicular. Debido a que en los estudios
descritos anteriormente®®”) no se analizaron otras secuencias del
cromosoma Y, nuestro grupo de trabajo considerd pertinente analizar
diferentes regiones de este cromosoma No se observé amplificacién de
PABY, cent Y y Ygh en DNA sangre periférica y en DNA el tejido gonadal,
descartando la presencia de un cromosoma Y completo en las células
gonadales de nuestros pacientes. Por Gitimo, la falta de amplificacién de
SRY en los pacientes 3 Yy 4 demuestra que estas secuencias no siempre
se encuentran en las génadas de pacientes HV.

tos hallazgos en la paciente 1 pueden explicarse por la ocurrencia de
diferentes mecanismos consecutivos. Primero, durante la meiosis
paterna existié una recombinacién ilegitima entre el cromosoma X y el
cromosoma Y en donde se perdi6é de forma parcial la region 5 del gen
SRY, segundo lugar la paciente recibié el gen SRY deletado vy
translocado en el cromosoma X paterno y por uitimo la presencia
temprana de SRY en la génada fue suficiente para diferenciar de forma
parcial al testiculo, produciéndose un mosaico transitorio con perdida
posterior de SRY en la mayoria de los tejidos. Por ultimo, una probable
explicacion para la formacion del tejido ovarico en la paciente pudo ser
consecuencia del mecanismo de inactivacién preferencial del X, en
donde las lineas celulares que conservaron actividad parcial de SRY

indujeron la formacion de tejido testicular, mientras que la inactivacién
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de la delecién con las de SRY explican la formacién de tejido ovérico. La
delecién parcial encontrada en la paciente sugiere algunos puntos
interesantes acerca de la funcién y regulacién de este gen; el hecho que
ia regién HMG™* este conservada en los mamiferos sugiere que la sola
presencia de esta region es suficiente para inducir desarrollo testicular,
sin embargo Ja existencia de pacientes con disgenesia gonadal 46,XY y
mutaciones fuera del dominio HMGY“!190192) myestran que regiones
adyacentes también son necesarias para la funcidn correcta de SRY.

Aunque los elementos de regulacién de SRY ain no estdn bien
caracterizados, existen estudios que sugieren que la regién 5° puede ser
responsable de su regulacion®’, En ratones transgénicos se ha
demostrado que la expresidn de SRY debe ser cuantitativa y sensible a
dosis, ya que en ratones que presentan deleciones del cromosoma Y
entre el centrémero y SRY, la expresion del gen es menor. Lo que
correlaciona con la reversidn sexual que presentan estos animales®®¥, La
perdida de esta region en la paciente pudo haber ocasionado
alteraciones en la correcta expresion del gen con la consiguiente falla al
inducir el desarrollo testicular. La descripcién de un paciente con
disgenesia gonadal 46,XY, reversién sexual y mutaciones en la region
3 'del ORF™*Y sugiere que esta regién también se encuentra implicada en
la regulacién del gen. Recientemente se describié en ratones que la

presencia de repetidos CAG en la regién 3° es necesaria para la correcta
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diferenciacién testicular’®®. En el caso de nuestra paciente la presencia
conservada de esta region podria sugerir una regulacién parcial del gen
SRY.

En el andlisis de la secuencia de SRY confinado a tejido gonadal de la
paciente 2, donde no se encontrd ninguna alteracion, su estructura,
sugiere nuevamente que la existencia de un mosaico en la gonada
pudiendo ser responsable de la formacién del testiculo y que la
expresion temprana de SRY seria suficiente para inducir e iniciar la
diferenciacién testicular®®®”, |a presencia de SRY en otras lineas
celulares no debe ser descartada, sin embargo aunque se conoce que
SRY se expresa en otros tejidos, no se le ha implicado ninguna funcién,
por lo que no pareciera relevante en el fenotipo®®®.

Los estudios de Eicher y Washburn®®. sugieren una hipdtesis para la
formacién del ovotestis, estos autores proponen que para el desarrollo
de la gbénada XY, existe una estrecha ventana de tiempo en donde debe
ocurrir la diferenciacidon hacia testiculo y de esta forma reprimir el
desarrollo ovdarico!®®*%193)  Esto implica que Sry debe expresarse y
actuar antes que los genes promotores del desarrollo de la gdnada
femenina. Otra probable explicacidon a la formaciéon de! ovotestis en
nuestras pacientes pudo haber sido consecuencia de una expresion
tardia o debil de SRY en el tiempo, modificando el momento en que la

o(94.96,97)

gdnada tiene que diferenciarse a testicul Estudios recientes
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realizados en cultivos de organos utilizando génadas XY para inducir
diferenciaciéon masculina en las gonadas XX, sugieren gue esta induccién
solo puede ocurrir antes de que se de la expresion de Sry!®®, apoyando
la idea de que la via testicular debe de iniciarse durante una ventana
muy especifica de tiempo durante el desarrollo®®>, Actualmente SRY es
considerado como un determinante morfogenético que ademas de una
correcta expresion tiene que expresarse en las células indicadas. Esto
inducird modificaciones histolégicas en la gdnada en desarrolio, tales
como: proliferacién celular®®, movilizacion y reclutamiento de células
mioides y endoteliales hacia la génada‘®’®) ademas de incrementar 1a
vasculatura gonadal. Por ello, la expresion fuera de tiempo o fuera del
sitio indicado, puede ocasionar alteraciones en cualquiera de estos
cambios ocurridos durante el desarrollo de la génada.

Por su complejidad, la gonadogénesis continua siendo un tema de
investigacién y por las caracteristicas histolégicas y genéticas de los
pacientes con HV, éste es considerado un modelo bioldgico interesante
para responder algunas de las preguntas acerca de la etiopatogenia de
esta enfermedad, asi como del desarrolio del tejido gonadal.

El presente estudio mostré la existencia de secuencias del gen SRY en
génadas de pacientes con hermafroditismo verdadero y cariotipo 46,XX,
indicando que existe un subgrupo de casos que carecen del gen SRY en

leucocitos y otros tejidos, y que de forma interesante presentan
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secuencias de este gen en las gdnadas. Estos hallazgos sugieren un
modelo alternativo que explica la formacién de tejido testicular y que
puede ser resultado de la presencia de un mosaico con de SRY, o de una
expresion transitoria de este gen en un momento inadecuado,
induciendo una diferenciacion parcial de la génada hacia testiculo y
perdiéndose posteriormente de algunos tejidos. Como ya se mencioné el
sitio de expresién es critico para su funcidn, por lo que es interesante en
un futuro cercano estudiar las diferentes estirpes celulares de las
gbnadas positivas para este gen en HV y compararlas con las génadas
de pacientes HV que presentan lineas con cromosoma Y. Estos aspectos
contribuirdn a ampliar el conocimiento de esta enfermedad asi como

aportar datos a los mecanismos de gonadogénesis normal.
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