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RESUMEN

RESUMEN

La determinacién y diferenciacidn sexual son procesos secuenciales que involucran
factores genéticos y hormonales, que comienzan con el establecimiento del sexo genético
en &l momento de la concepcidn, seguido de la diferenciacidn gonadal y terminan en la
pubertad con la maduracion sexual y la capacidad de procrear.

Por tanto, cualquier alteracién genética durante esta secuencia ordenada de eventos,
traera como consecuencia alteraciones en la diferenciacion gonadal que se manifiestan por
ambigiiedad de genitales, discordancia entre el fenotipo y el sexo genético al nacimiento,
o por alteracicnes en la edad de presentacién y calidad del desarrollo puberal. Una de las
consecuencias de esto es una entidad conocida como pseudohermafroditismo masculino
(PHM), gque se define como masculinizacién incompleta de los genitales externos en
sujetos en cariotipo 46 XY y testiculos histoldgicamente normales o con gdnadas en estria.
La apariencia de los genitales externcs varia desde ser femeninos con un saco vaginal
ciego, hasta ambigliedad minima e hipospadias. Entre las causas de PHM se encuentran:
la disgenesia gonadal, defectos en la biosintesis de testosterona o de la
dihidrotestosterona, anormalidades en la respuesta de los tejidos a andrdgenos, sindrome
de conductos de Muller persistentes y otros sindromes dismdrficos ascciados a disgenesia

gonadat.

En el estudio inicial de estos pacientes, se realiza una prueba de estimulacién con
gonadotropina coridnica (hCG) para evaluar la capacidad esteroidogénica de los testiculos.
De tal manera que varios autores han reportado que en nifios preplberes se puede
encontrar una relacién inversamente proporcional entre las concentraciones y actividad
bioldgica de la testosterona vy la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG, de sus
siglas en inglés: sex hormone binding globulin) durante la estimulacién con hCG,
testosterona exdgena u otros andrégenos sintéticos. Sin embargo, los resultados
obtenidos no permiten definir si esta relacidn depende de la capacidad méxima de
produccién de testosterona independiente de la produccidn de dihidrotestosterona, o si la
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respuesta depende de ambas hormonas. Por otro lado, los resultados son contradictorics
con respecto a la respuesta a la estimulacién con hCG.,

Por tanto el objetivo de este trabaje fue determinar si existe una relacion entre la
produccidn inducida de testosterona y dihidrotestosterona mediante estimulacion con hCG
y las concentraciones séricas de la SHBG que permitiera evaluar la respuesta a los
andrdgencs in vivo.

Se estudiaron en total 12 pacientes con edades comprendidas entre 2 v 2 afios, con
cariotipo 46 XY (excepto un paciente con cariotipo 45 XOf46 XY) con diagndstico de:
disgenesia gonadal mixta, deficiencia de 5a-reductasa, insensibilidad a andrégenos; y
como controles nifios con orquidopexia unilateral o gonadectomia bilateral. La prueba de
estimulacidn consistié en administrar 2,500 UI diarias de hCG IM {Gonadotropil C) durante
cuatro dias. Se obtuvo una muestra de sangre basal y 4 muestras 24 horas después de
cada dosis, para la medicion de testosterona, dihidrotestosterona v SHBG. En dos
pacientes gonadectomizados la estimulacion se realizé con testosterona con una dosis de
2 mg/kg de peso por via Intramuscular. Se analizd una muestra basal v posteriormente
una muestra a los 2, 4 y 6 dias.

Las  determinaciones hormonales se  realizaron  por  quimicluminiscencia,
radioinmuncandlisis y ensayo radicinmunométrico.

Se abservd una respuesta positiva de testosterona (>100 ng/dl) a la estimulacién con hCG
en todos los pacientes, con excepcion de un nifio con panhipopituitarismo, Los niveles de
dihidrotestosterona aumentaron también en todos los pacientes excepto en un paciente
con gonadectomia. No se observaron diferencias en el comportamiento 6 en el cociente
- testosterona/dihidrotestosterona entro los pacientes con deficiencia de Se-reductasa v los
pacientes con insensibilidad a androgenos, disgenesia gonadal mixta, gonadectomia
bilateral u orquidopexia unilateral,

Ninguno de los pacientes a quienes se les administrd hCG mostré un cambio significativo
en os niveles de SHBG. Sdlo en un paciente con deficiencia de Sa-reductasa a quien se le
administrd testosterona se observé una disminucion significativa de los niveles de SHBG,
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En este trabajo concluimos que no existe una relacidn entre la produccidn inducida de
testosterona y dihidrotestosterona mediante estimulacién con gonadotropina coridnica
humana vy las concentraciones séricas de la globulina fijadora de hormonas sexuales que
sea Util como indicador de la respuesta bicldgica de los tejidos a andrdgenos in vivo.
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La diferenciacion y desarrollo sexual masculinos requieren una serie de eventos que
comprenden la activacion del gen SRY localizado en el cromosoma Y y otros genes
autosdmicos; Ja produccidn testicular de la Hormona anti-Mulleriana y testosterona; la
conversién de testosterona en dihidrotestosterona por la Sa-reductasa; la respuesta de
los tejidos a los andrdgenos vy la produccidn normal de gonadotrapinas por el eje
hipotalamo-hipéfisiario durante el segundo y tercer trimestres de gestacion. Por tanto, los
defectos en cualquiera de estos eventos traera como consecuencia entre otras
alteraciones, la masculinizacién incompleta de los genitales en individucs con carictipo 46
XY y testiculos normales, una condicidn conocida como pseudchermafroditisme masculino
{PHM).

Las alteraciones del desarrcilo sexual generalmente se manifiestan desde el nacimiento, vy
representan un problema 'diagnéstico y terapéutico para el médico. Cicho abordaje
diagnéstico v terapéutico requiere un plan de estudios de acuerdo a la edad vy
caracteristicas del paciente que permitan determinar la causa de la anormalidad,
establecer un tratamiento, vy finalmente decidir la asignacién social del sexo del paciente
en base a las posibilidades de reconstruccidn quirdrgica, fa funcidn sexual en la vida
adulta, la capacidad de reproduccién y otros factores como la adaptacion psicoldgica,
social y cultural del paciente y su familia.

Para definir lo anterior, es necesario contar con un equipo multidisciplinario integrado por
especialistas en diversas &reas como cirugla, endocrinologia, genética, ginecclogia,
patologia, pediatria, psicologfa, radiologia, trabajo social y urclogia; asi como la realizacién
de estudios de laboratoric vy gabinete que incluyan el cariotipo, determinaciones
hormonales y de sus precursores, determinacién de receptores hormonales, actividad
enzimdtica, pruebas especiales de genética molecular; ultrasonido abdominal vy
cisterourografia®.
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La prueba de estimulacidén con gonadotropina coridnica se utiliza en la evaluacién inicial
del paciente con PHM. Cuando la respuesta es positiva sugiere la presencia de testiculos
con células de leydig funcionales con capacidad estercidogénica para sintetizar
andrdgenos. Al mismo tiempo, esta prueba permite observar la respuesta clinica de la
elevacidn de testosterona y dihidrotestosterona en funcién del aumente del volumen del
pene y testiculos. Sin embargo, entre los 2 y 9 afios de edad, la capacidad de respuesta
gonadal es limitada por encontrarse el organismo en la fase de capacidad reproductiva
latente, dificultandose asi el estudio de nifios de este grupo de edad.

Recientemente se reportd que a estas edades se puede encontrar una relacidn
inversamente proporcional entre las concentraciones de testosterana Yy SHBG (de sus
siglas en inglés: sex hormone binding globulin), pero los analisis realizados no permiten
definir si existe una relacidn entre la capacidad méxima de produccién de testosterona
independiente de la produccidn de dihidrotestosterona, o si la respuesta depende de

ambas hormonag™® ",

Definir lo anterior, permitird ampliar el arsenal diagndstico con el que se cuenta en la
actualidad para el estudio de pacientes con alteraciones en la diferenciacién sexual.
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GENERALIDADES
1.1 Anatomia y biologia celular de la diferenciacion sexual

La adquisicién de un fenotipo sexual dimérfico es un elemento esencial para el desarrollo
del ser humano. Aln cuando fa maduracion de la funcién sexual y la repreduccion ocurren
después del nacimiento, esencialmente todos los eventos criticos para llegar a éste
ocurren durante la embricgénesis.

Estos eventos pueden ser divididos en dos procesos secuenciales, la determinacion ¥
diferenciacidn sexual. La primera, se establece por el complemente cromosémico XX o XY
y otros genes contenidos en los autosomas en el momento de ia fecundacién, vy es el inicio
de una cascada de eventos genéticos que determina si fa génada indiferenciada se
convertird en ovario o testiculo, Asi mismo, la diferenciacion sexual se refiere a los
eventos subsecuentes que preducirdn finalmente un fenotipo sexual masculing o
femenino, asi como la maduracion sexual durante la pubertad a través de la accién de
hormonas especificas’.

Hasta los 42 dias de gestacion, los ovarios y los testiculos son indistinguibles y por tanto
son Ilamadaé gdnadas bipontenciales o indiferenciadas. Estas gonadas bipotenciales se
desarrollan a partir de la cresta urogenital, una estructura derivada del mesodermo
intermedio en la pared posterior de la cavidad abdominal que se forma aproximadamente
a los 28 dias de gestacion. Esta estructura también contiene precursores celulares de la
corteza adrenal y rifiones. La porcion gonadal de esta cresta resufta de la proliferacion
rapida del epitelio celémico v la condensacién del mesénquima adyacente en el lado
medial de! mesonefros.

El evento central en la diferenciacidn sexual del feto es el desarrollo de la gdnada
indiferenciada en testiculo u ovario. '
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1.2 Diferenciacion testicular

En los mamiferos en general, la determinacidn sexual masculina es iniciada por la
activacién de un gene, el SRY {(de sus siglas en inglés: sex determining region Y
chromosome}, en las células somaticas del puente genital alrededor de la sexta semana de
gestacion, activandc una serie de genes, que a su vez median la conversidn de la gonada
bipotencial en testfculo. En ausencia de estos genes testiculo-determinantes, la gonada
indiferenciada se desarroila inherentemente hacla ovario®.

Independientemente del sexa genético, las células germinales primordiales aparecen entre
las células del endodermo en la pared del saco vitelino a los 24 dias de gestacion. Estas
celulas germinales migran a lo largo del alantoides, la pared del intestino posterior, vy el
mesenterio dorsal para entrar en la cresta gonadal primitiva alrededor de la sexta semana
de gestacién. Posteriormente, inicia la diferenciacién de las células de Sertolli v [a
formacién de los cordones sexuales primarios (cordones seminiferos) a las 6.5 semanas
de gestacidn, estos cordones sexuales primarios provienen de células epiteliales que se
extienden dentro del mesénquima subyacente. Finalmente se forma una capa de tejido
conectivo fibroso (tinica albuginea) alrededor de la gdnada, separando los cordones
testiculares del epitelio superficial alrededor del dia 42. Estos cordones medulares sdlidos,
que poseen células de Sertolli y células germinales primordiales, se convierten en tibulos
seminiferos poco antes de la pubertad. Las células de Leydig aparecen en el intersticio
testicular durante la octava semana de gestacidn, e inician la produccién de testosterona
por la estimulacion de la gonadotropina coriénica placentaria, y posteriormente por la
hormona luteinizante fetal®,

1.3 Desarrollo de los genitales internos y externcs

Inicialmente, el tracto urogenital también es indistinguible en los embricnes femeninos o
masculinos. Durante la fase indiferenciada, ambos embricnes poseen dos pares de ductes
genitales: los ductos de Wolf o mesanéfricos, y los ductos de Muller o paramesonefricos.
Ambos pares de ductos se desarralian dentro de la cresta urogenital alrededor de la sexta
semana de gestacidn, de una region del mesonefros que no participa en la formacién de la
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gonada fetal; vy terminan en el seno urogenital que se abre en el perineum a nivel del
orificio urcgenital, localizado en la base del tubérculo genital. Los conductos de Wolff se
originan en la region posteromedial de la cresta y en su extremo inferior alcanzan la pared
lateral de la cloaca, formando asi el seno urogenital primitivo. La parte frontal de este
seno da origen al primordio vesicoureteral, mientras que la porcidn caudal forma el seno
urogenital definitivo. En el feto masculing, la parte anterior de jos ductos de Wolff forman
el epididimo, mientras que la parte posterior da origen al conducto deferente y la vesicula
seminal; este proceso ocurre entre la novena y treceava semanas de gestacidn, y es
dependiente de una concentracidn local alta de testostercna. Por otro lado, los ductos
Mullerianos se desarrollan como invaginaciones longitudinales del epitelio celdmico a lo
largo de la regidn anterclateral de la cresta urogenital. El extremo celdmico de éstos da
jugar al ostium de las trompas de Falopio y la porcidn terminal inferior tos ductos se
fusiona para formar el conducto uterovaginal, que se une a la pared posterior del seno
urcgenital v forma el tubérculo Mulleriano. En presencia la hormona anti-Mulleriana
{HAM), secretada por las células de Sertolli alrededor de la séptima a octava semana de
gestacidn comienza la regresion de los ductos de Muller alrededor del dia 51 posterior a
{a ovulacidn y desaparecen en el dia 64°.

Durante las primeras 6 semanas del desarrollo fetal, los genitales externos son también
idénticos en ambos sexos. Estas estructuras bipotenciales estén formadas por los pliegues
urogenitales, que se desarrollan lateralmente a la membrana urogenital; los cojinetes
labicescrotales que se encuentran adyacentes a los pliegues urogenitales y el tubérculo
genital, que se forma por fusién de los pliegues urogenitales.

La masculinizacidn de los genitales externos comienza a partir del dia 65 de .la
concepcidn: la distancia anogenital aumenta; el seno urogenital aumenta de tamario y
forma la uretra prostatica y perineal; los cojinetes labioescrotales se fusionan, de tal
manera que cada uno forma la mitad ipsitateral del escroto; los pliegues urogenitales se
fusionan para formar la uretra y el rafe medio del pene. El proceso de masculinizacién se
completa a la 14va.semana de gestacion, sin embargo, no se observan diferencia entre el
tamafio del pene vy el clitoris hasta después de la semana 16, aungue el crecimiento mas
importante ocurre entre la semana 20 y el término de la gestacidn®. Tanto la
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masculinizacién de los genitales externos, como e! desarrollo de fa préstata y la uretra
prostdtica dependen de un andrégeno mas potente, la dihidrotestosterona (DHT). Esta
Gltima hormona se deriva de la reduccidn de la testosterona por la enzima llamada Sa-
reductasa tipo 2, codificada por el gen SRD5A2 localizado en el brazo corto del cromosoma
2 (2p23). Se expresa en el seno y tubérculo genitales, asi como en los pliegues
urogenitales antes del inicio de la diferenciacion sexual. También se expresa en la piel
genital fetal, foliculos pilosos en el adulto, corteza cerebral, higado, préstata, vesiculas
seminales, epididimo y células adiposas. La tipo 1 se expresa transitoriamente en la piel
del recién nacido y postnatalmente también en el higado. Ambas, la testosterona y ta DHT
se unen al receptor de andrdgenos, sin embargo la DHT se une con mayor afinidad y su

tasa de disgciacion es menar®®,

1.4 Regulacién de la diferenciacion sexual masculina

El papel critico del cromosoma Y en la regulacion de la morfogénesis del testiculo fue
elucidada a finales de la década de los 50s por Ford y Jacobs® quienes demostraron que el
cromosoma Y estd asociado con la diferenciacidn testicular en génadas humanas con
diferenciacion anormal.

Posteriormente, mediante el andlisis de translocaciones cromosdmicas en varones XX y de
delecién en mujeres XY, Page® vy col. definieron una regidn critica para la determinacién
testicular en el brazo corto de cromosoma Y, cerca de la region pseudoautosdmica de
apareamiento X-Y. Dentro de esta regién identificaron un segmento de 140 kb que estaba
presente en un vardn XX y ausente en una mujer XY. Inicialmente se pensé que este gen,
lamado ZFY (de sus siglas en inglés; zinc finger Y), altamente conservado que codifica
una proteina de union al ADN que contiene un dedo de zinc podria ser el componente
cromosomico que determinara el sexo, esto es el factor determinante del testiculo (TDF,
de sus siglas en ingles: testicular determining factor). Sin embargo, después se demostrd
que este gen estaba ausente en varios varones XX °,

El analisis posterior de estos varones reveld que poseen un segmento cromosdmica entre
el gen ZFY vy la regién pseudoautosdmica de apareamiento X-Y. Fue entonces cuando
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Sinclair y col. delimitaron la regidn critica de este segmento a 35 kb. Esta region contiene
una sola copia de un gen que codifica a una proteina que pertenece a la familia de
factores de transcripcién HMG (Grupo de alta movilidad)®.

La proteina SRY tiene un dominio de union al ADN de 80 aminoacidos denominado “caja
HMG” (de sus siglas en inglés: high mobility group) aitamente conservado a través de la
evolucion. La expresion de éstas proteinas es regulada durante el desarrolle en tejidos
especificos, Estudios multidimensionales de resonancia magnética nuclear indican que SRY
interactla con el surco menor de ADN e induce un plegamiento en la doble hélice. De
hecho, ciertas mutaciones del SRY alteran el plegamiento y no su union al ADN, por
alteracién de la conformacion de la caja HMG o el contacto directo entre ambos. Lo
anterior sugiere que el SRY, como otras proteinas HMG pueden regular la expresion génica
mediante efectos "arquitectdnicos" que modifican regiones promotoras facilitando asi la
accion de otros reguladores transcripcionales. Sin embarge, adin no se han identificado los
genes sobre los que el SRY actlia directamente’.

Existe evidencia de que el SRY controla la expresidn de enzimas esteroidogénicas y que se
une a la regién promotora del gen de |a hormona anti-Mulleriana (HAM)®,

La HAM es glicoproteina compuesta por dos subunidades idénticas de 70 kDa que en el
feto masculino causa la regresion del ducto de Muller que formarfa el Gtero, las trompas
uterinas y el tercio superior de la vagina en el embridn femenino alrededor del dia 64 de
vida fetal. También inhibe otros procesos como la meiosis del oocito, la produccién de
aromatasa en el ovario fetal, los niveles del receptor de la hormona luteinizante yla
aromatasa y la sintesis de progesterona inducida por el factor de crecimiento epidérmico
en el ovario después del nacimiento. El gen de la HAM se localiza en el brazo corto del
cromosoma 19, y pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento transformante-p*.

Sin embargo, para e! desarrollo gonadal se requieren otros genes autosdmicos o ligados a
X, que conforman una cascada genética responsable de dirigir la morfogénesis y
diferenciacién adecuadas para crear un testiculo o un ovario.

A

10
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SOX

Se han descrito otros genes autosdmices relacionados estructuraimente con el SRY, que
estan involucrados en el desarrollo testicular. Uno de ellos es el SOX9, que comparte un
71% de similitud con la caja HMG. Este gen esta involucrado en la condrogénesis vy la
diferenciacién gonadal. Se expresa en las células somaticas de la gonada masculina antes
de la expresidn de la HAM vy la formacidn del corddén sexual. Aunado a esto, SOXS
presenta una translocacion subcelular sexc-especifica desde el citoplasma hacia el nicleo
en las células somaticas de la cresta urogenital masculina en el momento de [a
diferenciacidn testicular y la secrecidn de la HAM. A las 6.5 semanas de gestacion, cuando
comienza la diferenciacién de las células de Sertolli v la formacidn del corddn sexual, la
expresion de SOX9 se restringe al nlcleo de las celulas de Sertolli mientras que
permanece citosdlico en el embridn femenino en la etapa correspondiente®.

SOX9 es también un activador del gen del colageno tipo 11, que a su vez es esencial para
la formacidn de la matriz extracelular del cartilago. Por lo tanto, las mutaciones de éste
gen ocasionan reversion sexual en individuos XY asi como malformaciones esqueléticas
(displasia campomélica)®.

SF-1

Las mutaciones que alteran genes esenciales para eventos tempranos en el desarrollo
gonadal causan agenesis de! testiculo o €l gvario. Uno de estos genes s el SF-1 (de sus
siglas en inglés, steroidogenic factor), localizado en el brazo largo del cromosoma 9
{9g933). SF-1 es factor de transcripcion que pertenece a la familia de receptores
hormonales nucleares. Regula la expresidn adrenal y gonadal de enzimas involucradas en
la esteroidogénesis como las P-450 hidroxilasas, la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa y
el receptor de ACTH™, El SF-1 se une directamente con [a regién promotora del gen de la
HAM vy activa su transcripcién en las células de Sertoili® Al igual que SOX9, se expresa en
las células somdticas gonadales y del epitelio celdmico, cuando la génada indiferenciada
comienza a desarrollarse en la superficie mediclateral del mesonefros a las 6 semanas de
gestacién. Con el comienzo de la diferenciacidn testicular, se expresa en las celulas de
Sertolli y otras células intersticiales que parecen ser precursares de las células de Leydig.
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Por otro lado, su expresicn en los ovarios disminuye durante el desarrollo embrionario y se
reactiva hasta que la diferenciacién del foliculo primaric se completa’.

DAX-1

Un gen que estd involucrado también en & desarrollo gonadal v adrenal es DAXL (de sus
siglas en inglés dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia congénita, X-inked).
Este gen se encuentra en el brazo corto del cromosoma X (Xp21), y durante la
embriogénesis se expresa junto con el SF-1 en las células somdéticas de la cresta
urcgenital que formara a las glandulas adrenales, gonadotropos y nucleo ventromedial
del hipotalamo. Por el contrario de |0 que sucede con el gen SOX9, su expresién cesa en el
testiculo al momento en que se expresa el gen SRY, pero continda en el ovario durante
todo su proceso de diferenciacién’.

DAX1 cedifica @ un miembro de la familia de receptores hormonales nucleares que posee
el dominio de union al ligando pero carece del caracteristico dominio de unidn al ADN de
“dedo de Zinc”, lo que sugiere que DAX1 regula la expresidn génica a traves de
interaccicnes proteina-proteina. La duplicacion de este locus en individuos 46 XY, causa
reversion sexual, este fendmeno es llamado reversién sexual sensible a la dosis. Las
mutaciones o deleciones de este mismo locus causan hipoplasia adrenal congénita, una
enfermedad asociada a insuficiencia adrenal debida a la falta de desarrdllo de la corteza
suprarrenal  definitiva; estos  pacientes, desarrollan  también  hipogonadismo
hipogonadotrofico debido a defectos pituitario-hipotaldmicos’.

LIM-1

El gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 11 (11pi2-13) y codifica para. la
sintesis de una proteina de 384 aminoacidos que contiene dos dominios ricos en cisteina
unidos por zinc y un dominio de caja necesarios para la regulacion de la transcripcion de
ADN. Esta involucrado en la diferenciacion inicial del tejido mesonéfrico que dard origen a
las génadas y se expresa en el mesodermo intermedio y en los cordones mesonéfricos,
para limitarse posteriormente a estructuras encefdlicas, al conducto mesonéfrico v los
thbulos renales. La delecidn homocigota produce una falla total para el desarrolle de
rifiones y génadas®.
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WT-1
Se localiza en el brazo corto del cromosoma 11 (11p13). Se generan al menos 8 isomorfas

de una proteina gue contiene “dedos de zinc” por sitios de inicio de transcripcion y
empalme &lternativos, que regulan la expresién génica a traves de su interaccion con
secuencias especificas en un gran nimero de genes, que codifican factores de crecimiento
y sus receptores, generalmente reprimiendo su transcripcién. Se expresa en el epitelio
germinal v en los cordones sexuales (células de Sertolli en el vardn y células de la
granulosa en la mujer) y es indispensable para el desarrolio Inicial de las gdnadas vy los
rifiones. Su nombre deriva de la asociacidn con individuos que desarrollan tumor de
Wilms, Sindrome de WAGR (tumor de Wilms, aniridia, anormalidades genitourinartas vy
retraso mental), Sindrome de Denys-Drash (sindrome nefrético congénito, anormalidades
genitales y tumor de Wilms) v sindrome de Frasier (disgenesia gonadal, PHM y esclerosis
glomerular focal). Existe evidencia de que el WT-1 forma heterodimeros con el SF-1 y
aumenta su actividad transcripcional sobre el promotor de la HAM™,

Se han ascciado deleciones de los cromosomas 9p y 10g con reversidn sexual en
individuos 46 XY. En el cromosoma 9p24.3 se identificaron 2 genes llamados DMRT1 vy
DMRTZ, lo que sugiere que la disgenesia gonadal pusde ser debida a hemicigocidad
combinada de ambos genes. De [a misma manera deleciones terminales del cromosoma
10q se han asociada con malformaciones genitales en ascciacién con otras anarmalidades
fenotipicas y retardo mental®.

1.5 Alteraciones en la diferenciacion sexual masculina

El desarrollo de un fengtipo sexual determinado y funcional, requiere una complicada serie
de eventos durante pericdos criticos de la vida fetal, que involucran factores genéticos y
hormonales que conducen al dimotfismo sexual cbservado al nacimiento. Por tanto, si
existen anormalidades la férmula cromosdmica, particularmente en los cromosomas Xy Y
0 en los genes Invelucrados en la diferenciactén gonadal, se producen cambios funcionales
en las gonadas que ocasionan cambios cualitativos y cuantitativos en su produccién
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hormonal, con la consecuente alteracion en el crecimiento v diferenciacidn de los genitales
internos y externos.

Las alteraciones de la diferenciacidn gonadal se manifiestan por ambigliedad de genitales,
discordancia entre el fenotipo y & sexo genético o por alteraciones en la edad de
presentacion y calidad del desarrcllo puberal.

El pseudohermafroditismo masculino (PHM) se define como masculinizacién incompleta de
los genitales externos en sujetos en cariotipo 46 XY y testiculos histoldgicamente normales
o con gdénadas en estria. La apariencia de los genitales externos varia desde ser
femeninos con un saco vaginal ciego, hasta ambigiledad minima e hipospadias' . Se
conocen muchas causas de PHM (Tabla 1).

Tabla 1. Causas de PHM

Disgenesia gonadal

Completa (Sindrome de Swyer)

Parclal

Defectos en la biosintesis de testostercna

Deficiencia de 3-p-hidroxiesteroide deshidrogenasa

Deficiencia de 20-22 liasa (desmolasa)

Deficiencia de 17-p-hidroxiestercide-oxidoreductasa

Hipoplasia de células de Leydig o resistencia a hCG

Defectos en la respuesta de los tejidos a andrégenos

Insensibilidad a andrégenos

Deficiencia de la 5-a-reductasa

Sindrome de conductos de Muller persistentes

Sindromes dismérficos asociados a disgenesia gonadal

Sindrome de WAGR
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Sindrome de Denys-Drash’

Sindrome de Frasier

Displasia campomélica

Testiculos evanescentes

1.5.1 Disgenesia gonadal

Bajo esta entidad se encuentran un grupo heterogéneo de condicicnes en las que existen
defectos en la diferenciacion testicular, en individuos con cariotipo 46 XY 0, en la mavoria
de los casos, mosaicismo cromosdmico (presencia de dos o mas lineas celulares del mismo
cigoto con diferentes cariotipos). En el 10 al 15% de los casos la disgenesia gonadal
completa es causada por una mutacién en el SRY ¢ por una delecidn de la regidn
pseudoautosémica del brazo corto del cromosoma Y en la que se encuentra el SRY. De
igual manera, la mutacion de los genes que codifican para las proteinas WT-1, e! locus
DSS yfo SOX-9 pueden ocasionar alteraciones en la diferenciacién gonadal. También se ha
reportado una delecién en la posicién 9p23.3-p24.1  como causa de disgenesia gonadai®®.

La disgenesia gonadal completa se caracteriza por la presencia de estrfas gonadales,
generalmente constituidas por estroma ovarico laxo y ausencia de folicules con grados
variables de fibrosis, derivades Mulleriancs normales y genitales externos femeninos. La
mayoria de los individuos afectados se identifican alrededor de los 10 a 14 afios por
presentar pubertad retrasada o amenorrea primaria, proporcién esquelética eunucoide en
algunos casos v edad dsea atrasada. La insuficiencia gonadal primaria se manifiesta por
niveles elevados de LM y FSH y bajos de estradiol.

£n la disgenesia gonadal parcial los genitales son habitualmente ambiguos, en general se
observa microfalo, criptorquidia uni o bilateral, labios mayores escrotalizados vy
parcialmente fusionados e hipospadias escrotal. Sin embargo, algunos pacientes presentan
sélo micropene. El diagndstico se establece mediante ef andlisis histoldgico de las
gdnadas, mientras algunos pacientes muestran estria gonadai de un lado del abdomen vy
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un testiculo disgenético en otro lado, en otros ambos testiculos se encuentran
disgenéticos®.

La disgenesia gonadal mixta generalmente estd asociada con la férmula cromosdmica
45X%/46XY, causada por la pérdida del cromosoma Y por no disyuncion después de una
fertilizacidon disémica normal. Frecuentemente se han asociado anormalidades en el
cromosoma Y asociadas con el mosaicismo 45X/46XY', El 90 a 95% de los pacientes
presentan genitales externos ambiguos aunque también puede existir ambigiledad genital
caracterizada por microfalo, criptorquidia uni ¢ bilateral e hipospadias severa o pseudo-
vagina. De igual manera, puede encontrarse una marcada asimetria de los genitales
externos, con criptorquidia y labio mayor de ‘un lado, y gdnada palpable con
escrotalizacion del pliegue lateral en el otro. Muchos pacientes presentan talla baja y un
fenotipo similar al sindrome de Turner. Histoldgicamente, ambas génadas pueden mostrar
disgenesia o bien puede encontrarse un testiculo de un lado y una estria en el otrot®,

1.5.2 Defectos en la biosintesis de testosterona

En general, los defectos en la formacidn de andrdgencs se deben a mutaciones
autosdmicas recesivas que alteran la actividad enzimética de cualquiera de las enzimas
involucradas en la conversién de colesterol a testosterona: 20-22,desmolasa,3-B-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa, 17-e-hidroxilasa/17-20-liasa y 17-B-hidroxiestercide
deshidrogenasa.

La deficiencia mas com(in es de la 17-p-hidroxiestercide deshidrogenasa, que cataliza la
conversidn de androstenediona en testosterona. Se han detectado al menos 14
mutaciones en el gen de esta enzima. Los individuos afectados 46 XY generalmente
tienen testiculos, epididimo, vascs deferentes, vesiculas seminales y ductos eyaculadores,
con genitales externos ambigues o femeninos. En la pubertad, fos niveles de testostercna
aumentan como resultado de la conversion de androstenediona por otras isoenzimas no
afectadas, trayendo como consecuencia la virilizacién de los individuos afectados®.
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La aplasia o hipoplasia de células de Leydig es una causa rara de pseudohermafroditismo
masculino que resulta de la diferenciacion inadecuada de dichas célufas durante [a vida
fetal. El fenotipo de los individuos afectados varla desde ser genitales externos
completamente femeninos, hasta genitales masculinos con wicropene. No presentan
derivados Mullerianos, mientras que el epididimo y los vasos deferentes se encuentran
ocasionalmente. El perfil hormonal de estos pacientes se caracteriza paor niveles bajos de
testosterona (basales o posteriores a la estimulacion con hCG) y niveles elevados de LH.
Entre las causas de esta condicidn se encuentran mutaciones recesivas en el gen del
receptor de la LH, la maycria de fas cuales son mutacicnes puntuales en el exdn 11 del
gen. La mayoria de estas mutaciones son homocigotas, aunque también se han descrito
heterocigotos compuestos. Los estudios de expresidn in vitro de los receptores mutados
muestran alteracion o ausencia de unién ligando receptor v en la produccion de AMPc en
respuesta a la estimulacidn con hCG, lo gue confirma el efecto deletéreo de estas
mutaciones en la actividad del receptor de LHY,

1.5.3 Insensibilidad a androgenos

El sindrome de insensibilidad a andrégenos (SIA) es una enfermedad heterogénea, ligada
a X. Llos individuos con SIA tienen un cariotipo 46 XY y testiculos bilaterales bien
diferenciados, regresion normal de los ductos de Muller y secrecion normal de
testosterona®®, El SIA es causado por mutaciones en el gen del receptor de andrdgenocs
(RA), que resultan en fa disminucidn de la unién de los andrdgenos al receptor con la
consacuente disminucion de la actividad transcripcional del complejo andrdgeno-receptor y
por tanto alteraciones en la virilizacién genital®. El gen del RA pertenece a la familia de
receptores de esteroides nucleares, que al formar un complejo con la hormona, interactiia
directamente con determinados genes para réguiar su transcripcion. Esta localizade en el
cromosoma Xql1-12, consta de 90 kpb vy se divide en 8 exones. 1a proteina estd
constituida por 910 a 919 amincdcidos y su peso molecular es de 110 kDa. Posee
diferentes dominios funcionales: la region N-terminal, codificada por el exdn 1, compuesta
por 529 aminodcidos que esta involucrada en la activacién de la transcripcidn; una regidn
interna de 66 aminoécidos codificada por 10s exones 2 y 3, que es un dominio altamente
conservado de unidn al ADN que contiene 2 “dedos de zinc”; {a regién "bisagra” codificada
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por regioneé de los exones 3 y 4, que media la translocacién del receptor activado del
citoplasma &l nlcleo y la regidn C terminal, formada por 252 aminodcidos codificados por
los exones 4 a 8, que es el dominio de unidn al ligando y esta involucrado también en ia
dimetizaclon del receptor, la regulacién de la activacidn transcripcional y la unidn a

proteinas de choque térmico™?.

Los defectos en la funcién del receptor se clasifican en 2 categorias:

1. Alteracién de la secuencia primaria del receptor, debida a mutaciones que san
consecuencia de la introduccién de codones de terminacidn prematuros, cambios
en & marco de lectura, deleciones, inserciones o alteraciones en el procesamiento
del ARNm. Estas alteraciones genéticas, estan invariablemente asociadas a
insensibilidad completa a andrégenos.

2. Mutaciones causadas por la sustitucién de un solo aminodcido en la proteina del
RA. Son las mutaciones mas comunes y al contrario de la categorfa anterior,
resultan en una amplia variedad de fenotipos. Estas mutaciones se localizan en dos
dominios de la proteina: los dominics de unign a la hormona y al ADN. Las
substitucionas en la unidn al ADN alteran 'a capacidad de RA para reconocer la
secuencias blanco dentro o adyacentes & los elementos de respuesta a
andrdgenos. De la misma forma, los cambios de amingacidos en el dominio de
unién_ al ligando pueden abolir por completo la unién a la hormona, o causar
anormalidades cualitativas en dicha unién, de manera que la habilidad de formar
complejos hormona-receptor estables es lo que determina la funcionalidad del
receptor?.

Se han descrito mas de 300 mutaciones en este gen®, La complejidad de la presentacién
fenotipica del SIA probablemente es reflejo la heterogeneidad del gen del RA y otros
factores necesarios para su funcidn normal, en consecuencia, hasta la fecha ha sido diffcil
establecer una relacion entre el genotipo y el fenotipe, con la misma mutacién puntual
asociada con diferente expresidn fenotipica.

Clinicamente, podemos distinguir insensibilidad completa, parcial, o casos raros de

hombres fenotipicamente normales con azoospermia o alteraciones en la viriiizacion
puberal, dependiendo del grado de rasistencia hormonal.
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a} Insensibilidad a andrégencs completa: fenctipo femeninc con un saco vaginal
ciego al nacimiento, testiculos abdominales, inguinales, o présentes en los labios,
ductos Wolfianos ausentes o hipopldsicos. En la pubertad, los caracteres sexuales
secundarios femeninos se desarrollan normalmente, aunque el vello pibico v axilar
€5 escaso O ausente. _

b) Insensibilidad parcial: los sujetos afectados tienen ambigitedad genital variable,
algunes tienen fenotipo femenino con clitoromegalia, fusién parcial de los labios
menores y seno urogenital o aperturas independientes para la vagina y uretra; en
otros casos, existe ambigledad de genitales con micropene v labios mayores
rugoscs o semiescrotalizados, orificio uretral localizado a nivel perineal o formando
parte de un seno urogenital asociado con una vagina corta que termina en forma
de saco; también puede presentarse un fenotipo predominantemente masculino
con hipospadias aislada o asociada a micropene y escroto bifido. En la pubertad los
sujetos afectados generalmente desarrcllan ginecomastia sin un  aumento
significativo de tamafio del falo. Los testiculos tienen un numero reducido de
células germinales con azoospemia.

Durante los primeros 3 meses de edad, los niveles séricos de testosterona y hormena
luteinizante (LH) estan por encima o en los niveles altos del intervalo normal, v en los
pacientes prepuberes los niveles de estas dos hormenas estan en el intervalo normal para
la edad. En los adultos con testiculos in situ, los niveles de LH estan generalmente
incrementados, mientras que |os de testosterona y FSH son normales o elevados, y los
niveles de estradiol se encuentran en el limite superior normal®5%,

1.5.4 Deficiencia de 5-alfa reductasa

Una causa rara de pseudohermafroditisme masculino es una enfermedad autoscmica
recesiva causada por deficiencia de una de las isoenzimas necesarias para la conversion
de testosterona en dihidrotestosterena. Andersson y cal, aislaron y clonaron 2 genes que
codifican las isoenzimas de! la 5-a reductasa. El gen tipo 1 se localiza en ef cromosoma
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5p15. No se conocen mutaciones en este gen en familias con deficiencia de 5-a reductasa.
El gen tipo 2 {SRD5A2) se localiza en el cromosoma 2p23 y esta formado por 5 exones y 4
intrones, Codifica para una enzima microsomal que cataliza la reduccidn de la doble unién
entre las posiciones 4 y 5 de una gran variedad de estercides de 19 y 21 carbonos,
aungue su principal funcion bioldgica es convertir [a testosterona en dihidrotestosterona
(DHT), v es la isoforma predominante en la prdstata y otros tejidos andrdgeno-
dependientes”. Se han descrito mutaciones puntuales, que originan substituciones de
aminodcidos, cambios en los sitios de empalme del RNAm y codones sin sentido; asf
como deleciones y codones de terminacién prematura. Estas mutaciones en el SRDEAZ, al
igual que tas mutaciones del receptor de andrdgencs, resultan en una gran variedad de
fenotipos, que van desde genitales externos femeninos casi normales (hipospadias
pseudovaginal perinevescrotal), hasta un fenotipo masculing con hipospadias™, algunocs
individuos tienen orificios uretral y vaginal separados, mientras que otros tienen un seno
urogenital comuin; algunos sujetos tienen azoospermia, mientras que otros tienen
espermatogénesis casi normal; la virilizacion en la pubertad es también variable. La
deficiencia en la actividad enzimatica es resultado de mutaciones que alteran la unién de
la testosterona o el NADPH a la enzima, mutaciones que impiden la formacion de una
enzima funcional, mutacicnes que resultan en una enzima inestable o bien, mutaciones
fuera de la secuencia codificadora que alin no se han caracterizado y que alteran la
expresidn de la enzima®.

Al nacer, los sujetos afectados generalmente tienen un falo semejante al clitoris e
hipospadias perineoescrotal, con menos frecuencia, a hipospadias es 1a Unica alteracidn.
Los derivados Wolfianos son normales, pero la vesicula seminal vy los vasos deferentes
terminan en un saco vaginal ciego de tamafio variable que generalmente se abre en. el
seno urogenital; hay ausencia o hipoplasia de la préstata; los testiculos tienen localizacion
abdominal, inguinal, en los labios mayores o en el escroto. Durante |2 pubertad, los
pacientes sufren diferentes grados de virilizacién sin ginecomastia, La virilizacidn podria
estar mediada por cantidades pequefias de DHT circulante, sintetizada por la 5 alfa-
reductasa 1 o por actividad residual de la tipo 2, © por los niveles altos de testosterona.
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El diagndstico se basa en alguna o todas de [as siguientes caracteristicas: niveles basales
de testostercna normales, niveles de DTH normales o bajas, cociente testosterona/DHT
alto, cociente alto entre Etiocolanclona/androsterona en orina, disminucidn de la
conversidn de testostercna en DHT in vivo, disminucion de 5 alfa-reductasa 2 en tejidos u
homogenados de piel genital, actividad baja o cinéticamente anormal de la enzima en
fibroblastos obtenidos de la piel genital v la demostracién de un defecto molecular en el
SRD5A2¥, Se han identificado 31 mutaciones diferentes, sin que exista una correlacién
adecuada entre el fenotipo y el genotipo®.
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ANTECEDENTES

la determinacidn de la capacidad del organismo para responder a concentraciones
adecuadas de testosterona y dihidrotestosterona se ha basado hasta el momento en
producir una elevacion de éstas mediante estimulacidén con LH o hCG, y observar la
respuesta clinica-en funcién de aumento de volumen del pene vy testiculos. Sin embargo,
entre los 2 v los 9 afios de edad, la capacidad de respuesta gonadal es limitada por
encontrarse el organismo en la fase de capacidad reproductiva latente, dificultandose asi
el estudio de nifios de este grupo de edad.

Como los andrdgenos disminuyen los niveles sericos de la SHBG (de sus siglas en inglés:
sexual hormone binding globulin, varios investigadores han propuesto la medicién de las
variaciones de la SHBG bajo estimulacidn androgénica como una prueba para evaluar
sensibilidad a andrdgenos in vivo. Sin embargo, parece que esta variacién en ios niveles
de SHBG dependen de un metabolito més activo, la dihidrotestosterona®.

Definir lo anterior, puede ampliar el arsenal diagnéstico con el que se cuenta en la
actualidad para el estudio de pacientes con alteraciones en la diferenciacidn sexual.

La SHBG es una proteina glicosilada de 46 kD cedificada en el brazo corto del cromosoma
17, en las bandas p12-13*, secretada por el higado, que se une con gran afinidad a DHT,
testosterona y estradiol®®. Circula como un homodimero, y cada mondmero posee dos
dominios similares a laminina (dominios G)*, Ademads de regular 1a fraccién biodisponible
de estos esteroides y su entrega a tejidos especificos, interactlia con un receptor de
membrana especifico con gran afinidad®, Una vez unidos, la SHBG puede unir esteroides y
de esta manera se integra un sistema de transduccion de sefiales a través de la adenilil
ciclasa y el AMPc, que se ha asociado a los efectos de los andrégenos v el estradiol®*. Es
concebible que el sistema SHBG/R-SHBG funcione come un mecanismo de control
adicional que inhiba o amplifique los efectos de la DHT y estradicl en las céluias®™®. La
concentracion sérica de SHBG esta regulada por varios factores: los estrdgenos vy ias
hormonas tiroideas la aumentan, mientras que los androgenos, la Insuling, & factor de
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crecimiento similar a insulina-1 v el factor de crecimiento epidérmico la disminuyen. Se ha
argumentado que la secrecion variable de SHBG es debida a los diferentes efectos de las
hormonas y factores de crecimiento sobre la glicosilacién de la proteina o por expresién de
transcritos con sitios de empalme alternativo 3¥%°, Como consecuencia de los efectos de
las hormonas sexuales, sus niveles séricos son més altos en mujeres que en hombres y
son extremadamente altos en él embarazo, aumentan en nifios prepiberes y disminuyen a
los niveles del varén adulto durante la maduracién sexual, Otres factores como la ingesta
de calorias y el balance de energia pueden estar involucrados también en la regulacién de

sus concentraciones séricas®™,

En 1982, Belgorosky™ y cols. reportaron la utilidad clinica de la disminucién de la SHBG
posterior & la administracién de gonadotropina coridnica humana (hCG) en nifios con
criptorquidia, anorquia, pseudohermafroditismo y micropene, concluyendo que el cambio
en la SHBG después de la administracion de hCG es un parametro (til para la evaluacién
de la respuesta bioldgica a andrégenos, basados en la disminucién de los niveles de la
SHBG en nifios con criptorquidia v la faita de cambio en nifios con anorquia en quienes los
niveles de la concentracion de andrégenos no aumentaron. Sin embargo, en 5 nifios con
micropene en quienes los niveles de andrégenos se incrementaron, los niveles de la SHBG
no disminuyeron.

Posteriormente Ciaccio® y cols. evaluaron el porcentaje de disminucién de la SHBG
posterior a la administracion de testosterona vy la respuesta clinica a la misma, en nifios
con genitales ambiguos y micropene y encontraron que fa concentracidn media de la
SHBG post-testosterona era significativamente diferente del valor basal sélo en pacientes
mayores a tres meses que mostraron una respuestz clinica positiva a androgenos
(alargamiento del pene y enrcjecimiento de la piel genitat), concluyendo que ambos
estudios son (tiles para evaluar la sensibilidad a andrégenos en nifios prepiberes mayores
a 3 meses,

Sin embargo, Belgorosky® v cols. al comparar la respuesta de la SHBG posterior a la

estimulacion con hCG y a la administracion de testosterona exdgena en nifios con
diferentes alteraciones en la diferenciacidn sexual, concluyeron que la prueba de
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estimulacién con hCG no es confiable para evaluar la sensibifidad a andrégenos debido a
la alta incidencia de falsos negativos, mientras que la disminucién de la SHBG después de
la administracidn de testosterona si es (il en el diagnéstico de insensibilidad a
andrégenos.
En 1997 Bertelioni** y cols. examinaron nifios prepGberes con sindrome de insensibilidad
a andrégenos (completa y parcial), pacientes con pseudohermafroditismo masculino no
debido a insensibilidad a andrégencs y nifios sanos como controles; observaren que los
niveles de SHBG disminuyeron en los controles, pero no en los pacientes con SIA,
mientras que en pacientes con otras causas de PHM los niveles medies de SHBG eran
significativamente menores que en los sujetos con SIA pero significativamente mayores
" que los controles. Concluyeron asi que la disminucidn de Ja SHBG tras la administracién de
hCG puede utilizarse como una prueba de primera eleccidn para €l estudio de la respuesta
biolégica a andrdgencs in vivo en varones preplberes, permitiendo la seleccion de
pacientes que requieren investigaciones de segundo nivel {ensayos de capacidad de unién
del receptor o andlisis molecular del gen).

En 1989 Amady® vy cols. hicieron estudios mediante estimulacién con hCG en nifios
prepiberes con deficiencia de Sa-reductasa y nifios prepiberes normales para determinar
si [a testosterona reducia ef nivel de SHBG directamente o por su conversidn a
dihidrotestosterona. Encontraron que los niveles basales de SHBG son mas altos en los
nifios con déﬂciencia de Sa-reductasa gue en nifios sanos, y que los niveles de SHBG no
disminuyeron en nifios con deficiencia de la enzima a pesar del aumento en fa
testosterona sérica, en tanto que en nifios sanos la magnitud de la respuesta de la SHBG
correlaciona mejor con la respuesta de dihidrotestosterona a la hCG que con la de
testosterona, concluyendo que la primera es el principal regulador de la secrecion de la
SHBG.
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OBJETIVO

CBJETIVO

Determinar si existe una relacidn entre la produccién inducida de testosterona v
dihidrotestosterona mediante estimulacién con gonadotropina coridnica humana (hCG) v
las concentraciones séricas de la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG) que

permita evaluar la respuesta a andrégenos In vivo en nifios prepuberes.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS

Existe una relacidn entre la produccidn inducida de testostercna y dihidrotestosterona
mediante la estimulacion con gonadctropina coridnica humana y las concentraciones
séricas de la globulina fijadora de hormonas sexuales que permitird evaluar la respuesta

de los tejidos a andrdgenos in vivo en nifios prepuberes.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Poblacion por estudiar

Se estudiaron 12 pacientes (Tabla 2), con cariotipo 46,XY (excepto paciente 7, cariotipo

45 X0/46XY) con diagndstico definitivo en algunos casos de:

1. Pacientes con gonadectomia bilateral,

2. Pacientes con ambos testiculos descendidos, con antecedente de criptorquidia unilateral
por hernia inguinal a quienes se les realizé la orquidopexia antes de los 2 afios de edad
(grupe control positivo).

3. Pacientes con disgenesia gonadal mixta que tengan una o ambas gdnadas descendidas
(grupo con respuesta parcial para produccidn de testosterona), pacientes con un
testiculo macroscopicamente normal aungue funcionalmente anormal en un lado y una
génada rudimentaria o ausente en el lado opuesto, caracteristicamente, genitales
externos ambiguos, asimétricos, y persistencia de conductos Mullerianos, el cariotipo
més comdn es 45,X0/46,XY.,

4, Pacientes con deficiencia probada en algunos casos de Sa-reductasa (grupo con
incapacidad para formar dihidrotestosterona pero con capacidad normal para sintetizar
testosterona), sus caracteristicas fenotipicas son: genitales ambiguos, con pequefio falo
hipospédico, bolsa vaginal ciega, derivados wolffianos normales, ductos Mullerianos
ausentes v testiculos normales,

E. Pacientes con diagndstico de insensibilidad a andrégenos (grupo con capacidad para
sintetizar testosterona e dihidrotestosterona, pero con incapacidad para responder
funcionalmente a éstas). Son individuos cuyos genitales externos pueden ser
femeninos normales, ambiguos, o en formas menos severas de resistencia a 'la
testosterona masculinos aunque con azoospermia e infertilidad.

Tabla 2. Datos clinicos de los pacientes estudiados.

No. de Edad Fenotipo Diagnéstico
paciente
1 2 Masculino Orquidopexia unilateral
2 2 Masculino Orquidopexia unilateral
3 3 Masculino Orquidopexia unilateral
4 3 Masculino Orquidopexia unilateral
5 4 Masculino Panhipopituitarismo
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No. de Edad Fenotipo Diagnéstico
paciente
6 7 Masculino; HPE, testiculo derecho en Disgenesia gonadal mixta
escroto, testiculo izquierdo ausente '
en escroto poco rugeso, remanente
mulleriano izquierdo.

7 2 Masculing: HPE, post-operado de Probable deficiencia de So-
criptorquidia bilateral, pseudovagina.  reductasa

8 2 Masculino: HPE Deficiencia de So-reductasa*

9 3 Femenino: LME, vagina, ausencia de Deficiencia de 5a-reductasa+
Mullerianos, uretra femenina normal.
Gonadectomizada

10 5 Masculino; HPE, post-operado de SIA parcial*
criptorquidia bilateral

11 9 Femenino. Gonadectomizada SIA completo

12 8 Femenino: CI, LMR SIA completo
Gonadectomizada

LMR: labios mayores rugosos; Cl: clitoromegalia; HPE: hipospadias peneoescrotal; LME: labios mayores escrotalizades.

* Referido en e expediente No, 398545 del INP. Los estudios moleculares se realizaren en el laboratorio de Biologia de la
Reproduccidn del INCMNSZ, No publicados.

+ Referido en el expediente No. 392698 del INP, Estudios moleculares realizados par Cerbdn y cols. Referido en el articule
enviado a la revista Journal of Steroid Biochem Mol Biol para su publicacién posterior,

4 Referido en el expediente No. 399678 del INP. Los estudios meoleculares se realizaron ess el laboratorio de Biologia de la
Reproduccidn del INCMNSZ, No publicades.

3.1.1 Criterios diagndsticos de los pacientes estudiados

En los pacientes incluidos en el grupb control positivo (1 -~ 4), el diagndstico de
criptorguidia unilateral fue realizado por el personal médico del servicio de endocrinologia
-del INP v la realizacidn de la orquidopexia en el servicio de cirugia del mismo Instituto por
lo menos 6 meses antes de |a realizacion del estudic.

En e paciente no. 6, con disgenesia gonadal mixta, el diagnéstico se hizo por sus
caracteristicas fenotipicas y su cariotipe 45 X0/46 XY en 36% de las metafases estudiadas.
En el examen fisico se encontraron bolsas escrotales asimétricas la derecha rugosa con
testiculo palpable vy la izquierda levemente rugosa sin gonada palpable. El genitograma
mostrd uretra masculina normal y por ultrasonido se encontraron restos de trompa
uterina en el lado izquierdo. 1.2 prueba de estimulacién con hCG fue positiva y la prueba
de estimulacion con pergonal negativa.

El paciente no. 7 se incluyo en el estudio por sus caracteristicas fenotipicas: hipospadias
penecescrotal, criptorquidia bilateral, escroto no rugosc ni hiperpigmentado vy
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pseudovagina. Se observé un incremento del 138% del volumen del pene durante la
prueba de estimulacidon con hCG. No se continuaron los estudios moleculares para
confirmar el diagndstico al momento de realizar este trabajo.

En el paciente no. 8 se establecid el diagnéstico al encontrarse dos mutaciones en el exén
4 del SRDSA2 (datos no publicados). Nacié con hipospadias peneoescrotal, escroto bifido y
micropene, gonadas en bolsas escrotales y ausencia de derivados mullerianos.

Al paciente no. 9 se le asignd sexo femenino por sus caracteristicas fenotipicas
predominantemente femeninas; labios mayores escrotalizados, vagina, uretra femenina
normal, y génadas inguinales, £l estudio del gen SRDSA2 reveld una mutacidn puntual
homocigota en la posicidn 212 del exdn 4, que cambia una prolina por una arginina con Ia
consecuente anulacién de |a actividad enzimatica.

El paciente no. 10 tenia un cuadro compatible con SIA parcial: criptorquidia bilateral,
hipospadias peneocescrotal y escroto bifido. El diagndstico definitivo se establecié por
estudios moleculares realizados en el INCMNSZ (datos no publicados) en los cuales se
encontrd una mutacion en el exdn 5 del RA que produjo una sustitucion de alanina par
serina en el codon 765.

El paciente no. 11 al nacimiento presentd genitales externos femeninos: labios mayores
sin hiperpigmentacion ni escrotalizacidn, introito vaginal normal y génadas inguinales; a
través del ultrasonido no se visualizaron Otero ni ovarios; no se encontrd una deficiencia
en la sintesis de testosterona durante la prueba de estimulacién con hCG y no tuvo
repuesta clinica a la administracién de testosterona por lo que se hizo el diagndstico de
insensibilidad a andrdgenos completa compatible con lo antes mencionado y un cariotipo
46 XY, por lo que se le reasignd el sexo v se le removieron las génadas. En el estudio
histopatolégico de las mismas se determind que eran testiculos con edema y congestidn
focal, y conductos deferentes sin alteraciones histoldgicas significativas.

En ef paciente no. 12 el diagndstico definitivo se cancluyd por los resultados de los niveles
del RA en cultivo de fibroblastos de piel genital (6.77 fmol/mg de proteina, valor de
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referencia 15 a 20) v por sus niveles de captacién nuclear de andrdgenos (1.01 fmol/100
ug de ADN, valor de referencia > 90); por la ausencia de respuesta clinica a la
administracién de testosterona y por sus caracteristicas fenotipicas: labios escrotalizadas,
clitoromegalia, vagina, gonadas inguinales, uretra masculina, vesiculas seminales,
ausencia de Utero y ovarics y cariotipo 46 XY.

3.1.2 Criterios de inclusién

1, Edades comprendidas entre 2 y 9 afios de edad con fenotipo sugestivo de cada una de
las entidades anteriores, o bien pacientes en los que se haya cenfirmado el diagndstico
por historia clinica y estudios de laboratorio & imagen.

2. Cuyos padres acepten la participacion en el estudio, mediante consentimiento
informado.

3.1.3 Criterios de exclusidn

1. Haber recibido en los 90 dias previos, uno 0 mas de los siguientes: andrégenos,
estrogenos, L-tiroxina sola o asociada con trivodotironina, hormona de crecimiento,
glucocorticoides, anabdlicos ¢ anticonvulsivantes como la fenitoina.

2. Aquellos que padezcan hipertirgidismo, hipotircidismo, hiperprolactinemia o cualquier
enfermedad crénica, alin cuando ésta se encuentre controlada,

3. Pacientes que hayan sido sometidos a cirugia abdominal o cirugia mayor o hayan sido
transfundidos con sangre total o plasma durante los 90 dias previos al estudio.

4, Aguellos que hayan padecido una infeccién aguda 15 dias antes ¢ que hayan tenido un
estado catabdlico con o sin pérdida de peso durante los 2 a2 3 meses previos al estudio.

3.1.4 Criterios de eliminacion

1. Pacientes que durante el curso del estudio cursen con enfermedades catabdlicas o
infecciones agudas.
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2. Pacientes que durante &l estudio reciban uno o mas de los medicamentos sefialados en
el inciso 1 de los criterios de exclusién,

3. Pacientes que durante el estudio sean transfundidos o reguieran una intervencion
quirdrgica.

3.2 Experimentacidon
3.2.1 Obtencidn de muestras

Los elementos de estudio fueron pacientes prepiberes gue acuden a la clinica de
intersexo del Instituto Nacional de Pediatria. Se estudiaron en total 12 nifios con
diagnéstico confirmado en la mayoria de los casos de: disgenesia gonadal mixta,
sindrome de insensibilidad a andrégenos, deficiencia de Sa-reductasa,
panhipopituitarismo, ademds de 4 nifios post-operados por criptorguidia unilateral
{habitualmente debida a hernia inguinal).

La prueba de estimulacién consistié en administrar 2,500 UI diarias de hCG IM
{Gonadotropil C) durante cuatro dias. Se obtuvo una muestra de sangre basal y una
muestra 24 horas después de cada dosis, para la medicion de testosterona,
dihidrotestosteroria y SHBG.

En la estimulacidn con testosterona exégena se administrd una dosis de 2 mg/kg de peso
por via intramuscular. Se analizé una muestra basal y posteriormente a los 2, 4 y 6 dias.
La obtencidn de las muestras se llevé a cabo por puncidn venosa con un ayuno previo de
8 horas; las muestras fueron centrifugadas a 4°C para separar el suero dentro de la primer
hora después de su obtencidn y aimacenadas por lo menos a -20°C hasta su analisis.

3.2.2 Mediciones hormonales
La cuantificacion de las hormonas vy de ta SHBG se realizd por radicinmunocanalisis (RIA),
ensayo inmunoradiométrico (IRMA) y quimioluminiscencia (QML) en el laboratorio de

hormenas del mismo Institute, Todas las determinaciones hormonales se realizaron por
duplicado v en un mismo ensayo para evitar variaciones interensayo.
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Los reactivos utillizados fueron provistos por la empresa DPC. Las mediciones de
testosterona y SHBG fueron realizadas por QML en el analizador automético IMMULITE
{No. de «catdlogo LKTT1 y LKSH1 respectivamente). La determinacién de
dihidrotestosterona se realizé por RIA (No. de catélogo DSL-9600) tras su extraccidn con
una mezcla de hexano-etanol. Para validar los resultados de SHBG obtenidas por QML las
muestras se analizaron también por IRMA (No. de catdlogo RKSH1).

Las mediciones se repitieron si el coeficiente de variacion intraensayo obtenido era >10%
para las hormonas o >5% para la SHBG.

3.2.2.1 Medicion de testosterona

La medicidn de testosterona se llevd a cabo en el analizador automético IMMULITE, un
instrumento continuc de acceso aleatorio que realiza ensayos quimicluminiscentes,

Utiliza un andlisis enzimoinmundmétrico competitivo en fase sdlida. La fase sélida, es una
perla de poliestireno dentro de una Unidad de reaccidn que esta recubierta con un
anticuerpo policlonal de conejo especifico para testosterona. _
El suero del paciente y la testosterona marcada con ligando se introducen
simultaneamente en la Unidad de reaccidn, incubdndose durante aproximadamenta 30
minutos a 37°C con agitacién intermitente. Durante este tiempo la testosterona presente
en la mugstra compite con la testosterona marcada con ligando por un ndmero limitado de
sitios de unidn al anticuerpo de la fase sdlida. El material no ligado se elimina por
centrifugacion,

Se introduce un anti-ligando marcado con fosfatasa alcalina y la unidad de reaccion es
incubada durante un nuevo ciclo de 30 minutos. B conjugado no ligado se elimina por un
lavado con centrifugacién. Se afiade entonces el substrato y la unidad de reaccidn se
incuba durante 10 minutos mas.

El sustrato quimicluminiscente, un éster fosfato de adamantil dioxetano, sufre hidrdlisis en

presencia de fosfatasa alcalina para generar un producto intermedic inestable. La
produccion continua de este producto intermedio resultz en una emisidn mantenida de
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luz. Et complejo ligado, y par tanto también la liberacidn de fotones, tal como los mide el
lumindmetro es inversamente proporcional a la concentracién de testosterona en la
muestra.

Antes de analizar las muestras, se ajustd ia curva maestra de calibracion con dos
calibradores alto y bajo y se validd mediante el uso de 2 niveles de control de testosterona
(alto y bajo).

3.2.2.2 Medicion de SHBG

La medicién de la SHBG se realizé por dos métodos: QML e IRMA, El motivo por el cual se
emplearon 2 métodos diferentes fue porque en estudios previos al inicio del trabajo de
tesis a un grupo de pacientes del mismo Instituto se les determing la concentracién de
SHBG durante la prueba de estimulacion con hCG y no se observd ninglin cambio
significativo. En este grupo de pacientes no se considerd el diagnéstico, solamente se
observéd si habia un aumento en la concentracién de testostercna. Basados en lo anterior
decidimos hacer la medicion de la SHBG por dos metodologias diferentes con el fin de
validar los resultados con una metodologia diferente.

Quimipluminiscencia

La QML utiliza un analisis enzimoinmunométrico en fase sdlida. La fase sdlida es una perla
de poliestireno dentro de la unidad de reaccidn que estd recubierta con un anticuerpo
manocional especifico para la SHBG. Mientras el suero del paciente diluido (1:21) y el
anticuerpo policlonal anti SHBG conjugado con fosfatasa alcaling se incuban durante
aproximadamente 30 minutos a 37°C en {a unidad de reaccidn con agitacidn intermitente,
la SHEG presente en la muestra queda ligada, formando un complejo “sandwich” can los
anticuerpos. B} cenjugado no ligado se elimina por un lavado con centrifugacion, después
del cuat se afiade el sustrato y 1a unidad de reaccion se incuba durante 10 minutos més.
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El complejo ligado y por tanto también la liberacién de fotones, tal como los mide el
lumindmetro es proporcional a la concentracion de la SHBG en la muestra.

Se ajustd la curva maestra de calibracién con dos calibradores de SHBG y se verificd el
estado de la calibracion con dos niveles de control de SHBG.

Ensayo inmunorradiométrico

En el IRMA se utilizan tubos recubiertos con un figando, y anticuerpos manoclonales, unc
(SHR1} que fija por una lado a la SHBG presente en las muestras y por otro lado a una
molécula (SHILB) que sirve de unidn entre este anticuerpo v €l ligando del tubo v otro
marcado con I'* (SHR2). lLa SHBG del paciente es capturada por el anticuerpo
menoclonal SHR1 en una reaccidn con cinética de fase liquida. La separacién se realiza por
el método tubo cubierto con ligando/anti-ligando (SHILB). Finalmente, la fraccidn unida
reacciona con el anticuerpo radiomarcado (SHR2), v el tubo se lava para remover el
exceso del marcador radiactivo. La radioactividad emitida por el I'* es cuantificada en un
contador gamma.

La radioactividad es la propiedad de un isétopo inestable de emitir particulas energéticas
desde su ndcleo. La cantidad de material radioactive es medido por cudntos nicleos se
desintegran por segundo. A esto se le llama actividad vy la unidad de medicién es el Curie
(Ci). 1 microcurie es igual a 37 000 desintegraciones por segundo. El I'* es utilizado como
marcador radioactivo acoplado a un antfigeno o a up anticuerpo, emite rayos gamma
(fotones) que son absorbidos por un cristal de Yoduro de sodio, que forma parte de un
contador gamma. Estos cristales, emiten pulsos (centelleos) de luz amarilla cuando
absorben radiacién gama que son captados entonces por un fotomultiplicador. La funcidn
de éste es producir un pulso cada vez que detecta un centelleo, este pulso es amplificado
y medido para ver si es de suficiente intensidad y de un cierto nivel de energia
caracteristicos del isétopo a ser medido. Las medidas obtenidas en el contador gamma se

llaman cuentas por minuto (CPM).

El procedimiento fue ef siguiente:

TESIS CON
. FALLA DE ORIGEN
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1. Se permitid que los compeonentes del kit estuvieran a temperatura ambiente y se
marcaron 14 tubos cubiertos con ligando con las letras A (unién no especifica) hasta la
G {unidn méxima) por duplicado, y tubos adicionales para las muestras de los
pacientes y los controfes.

2. Seagregaron 10 ub de cada calibrador, control y muestras de pacientes en cada tubo.

3. Se adicionaron 200 uL def SHR1. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente
con agitacion durante 30 minutos.

4, A continuacién se dispensaron 50 ub del SHILB. Los tubos se incubaren con agitacicn
durante 30 minutos a temperatura ambiente,

5. La reaccidn se decanté y de adicionaron 2.0 ml de solucion de lavado, después de 2
minutos se decantd nuevamente y el exceso de liquido se removié con papel
absorbente.

6. Se agregaron 200 pbL del SHR2 y se incubd la reaccién durante 30 minutos a
temperatura ambiente con agitacién.

7. Se decantaron los tubos y se lavaron con 2 mL de sclucidn de lavado 2 veces,
esperando 2 minutos entre cada lavado. Se removié el exceso de liquido con papel
absorbente.

8. La radioactividad se midié ¢on un contador gamma que tiene incluido un software que
da autométicamente los resuttados.

3,2.2.3  Medicion de dihidrotestosterona

El procedimiento siguid el principio basico del RIA: una concentracién fija de un antigeno
marcado con un elemento radioactivo se incuba con una cantidad constante de
anticuerpos de tal manera que el nimero de sitics de unidn del anticuerpo para el
antigeno es limitada. Si se agrega antigéno no marcado a este sistema, hay una
competicion entre el antigeno marcado v el no marcado por un numero constante y
limitado de sitios de unidn en el anticuerpo, de tal manera que la cantidad de antigeno
marcado unido al anticuerpo disminuird conforme  la concentracidn del antigeno no
marcado se incremente. La cantidad de antigeno marcado unido puede medirse después
de separar la cantidad de éste de la del antigenc marcado libre.
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Procedimiento :

a) Extraccién

b} RIA

1.

Se transfirieron 400uL del suero del paciente y de los controles en tubo de
vidrio y se adicionaron 500 ul de la solucién oxidante. Se mezclaron con
vortex y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente.

Para extraer la muestra oxidada se adicionaron 4 mL de una mezcia de n-
hexano:etanol (98% hexano:2% etanol). Cada muestra se mezcld en
vortex durante 1 minuto.

Se adicionaron 50 pL del huffer de muestra para dihidrotestosterona
{OHT), ¥ se mezclaron por inversidn 3 a 4 veces.

Las muestras se centrifugaron a 1500 g por 15 minutos a 4°C para separar
{a capa orgénica de la acuosa.

Se transfirieron 2.5 ml de la capa organica en un tubo de vidrio v se
secaron con aire,

Las muestras y los controles se reconstituyeron con 250 pl del diluyente
para muestras {estandar A).

Se rotularon 2 tubos no recubiertos para las cuentas totales, y tubos
recubiertos con anti-DHT para estandares, controles y muestras por
duplicado.

2. Seagregaron 100 uL de estandares, controles y muestras extraidas.

3. Se adicionaron 500 ub de DHT-1'# a todos los tubos y se mezclaron con

vortex.
Se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas con agitacién
mecanica,
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Transcurrido este tiempo se decantaron por inversidn simultdnea en una
gradilla de esponja y se removié el exceso de liquide con papel absorbente,
excepto os tubos de cuentas totales.

Se adicionaren 3 ml. de agua deionizada en todos los tubos, excepto los de
cuentas totales.

Nuevamente se decantaron los tubos excepto los de cuentas totales y se
elimind todo el exceso de liguido manteniéndolos durante 2 minutos sobre
papel absorbente.

Se contaron fas CPM en un contador gamma, en el que se obtuvo
directamente la concentracidén de las muestras.
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41 RESULTADOS

4.1.1 Prueba de estimulacion

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos durante la prueba de estimulacién con 2500
U1 por 4 dias consecutivos de hCG, a excepcidn de los pacientes 9 y 11 a guienes se les
administrd 2 mg/kg de peso de testosterona (Primotestén) por via intramuscular.

Los coeficientes de variacion entre cada muestra-determinada por duplicade fueron: < 8%
para testosterona, <10 % para DHT y < 4% para SHBG medida por quimioluminiscencia
{SHBG 1). La medicién de la SHBG por ensayo inmunorradiométrico (SHBG 2) no se
realizd por duplicado.

En la tabla 4 se muestran los cambios en los niveles de la testosterona,
dihidrotestosterana y SHBG durante las pruebas de estimulacion.

Tabla 3. Resultados de la prueba de estimulacion con hCG

No. de paciente | Testosterona Dihidrotestosterona;  SHBG 1 SHBG 2
ng/dl __pgiml nmol/L nmoliL
1 20 268 45.5 93.8
41 96.8 52.7 80.4
74.1 113 57.5 79.6
117 152 59 68.9
173 96.4 42.4 60.2
2 20 12.3 102 117
20 33.5 976 929
52.8 70.2 88.8 107
113 117 87.7 100
183 115 84.3 94.5
3 20 53.1 94.4 66
20 78.3 127 83.8
143 146 113 68.9
269 195 132 68.7
254 180 119 786
4 20 26.9 74.5 118
20 80.1 80.2 105
80.5 107.1 80 111
103 133 85.3 134
113 92.8 80.1 104
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No. de paciente; Testosterona |Dihidrotestosterona SHBG 1 SHBG 2
ng/dl pa/mi nmoliL nmoi/L
5 20 29.8 144 57.4
20 54.8 151 73.9
20 48.5 136 68.8
20 30.8 161 77.8
20 42.4 163 69
6 20 21.8 91.7 98.5
20 72.9 94.4 79.8
93.7 133 91,3 108
170 155 84.2 95.1
198 164 80.2 107
7 20 20.1 109 83
35.5 55 132 74
93 61 104 714
142 137 118 90.6
204 127 105 87.3
8 20 19.4 82.3 33
20 16.8 84.6 41.6
223 151 77.3 : 35.9
334 237 85.6 322
478 287 93.1 871
o 20 18.8 51.4 M.I.
086 472 51.5 §82.8
713 29 447 67.1
507 85 38.1 80.9
10 20 29.3 103 61.3
89 43 108 66.1
108 56 104 57.8
147 68 97 58.8
177 98 95 139
11* 20 95.5 66.5 79.4
1069 323 77.5 71.8
S87 735 69.6 68
486 370 73.5 776
12 108 256 118 33.6
127 102 108 36.6
128 94.3 108 426
132 114 96.8 46.8
140 54.8 103 48.8

* Testosterona intramuscular
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4.1.2 Pacientes con diagnostico de orquidopexia unilateral

Los resultados de los pacientes con orquidopexia unilateral se muestran en las figuras 1, 2
y 3. En los cuatro casos se observd una respuesta positiva a la estimulacion con hCG
definida como una concentracidn de testosterona superior a los 100 ng/dl en el dfo, dia de
estimulacion. Los valores basales en estos pacientes se encontraban dentro de los limites
normales en pacientes prepuberes, por debajo del limite de deteccién del método (<20
ng/dl). Al cuarto dia de estimulacién los valores aimentaron en promedio + 15D, 180 + 57

ng/d! (Fig.1).

Orquidopexia unilateral
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Figura 1. Niveles de testosterona durante la prueba de estimulacién con hCG

Los valores iniciales de dihidrotestosterona fueron 29.5 + 17.0 pg/ml y los valores en el
4to. dia posterior a la estimulacidn aumentaron a 91.7 + 21.6 pg/ml (Fig. 2).
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Orquidopexia unilaterat
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Figura 2. Comportamiento de los niveles de DHT durante fa prueba de estimulacién con hCG.

Sin embargo, no se encontrd un cambio significativo en los niveles de la SHBG. Los niveles
basales de la proteina fueron 79.1 £ 25.0 nmol/L vy los valores en el 4to. dia de
estimulacion fueron de 81.4 * 31.3 nmol/L. El méximo porcentaje de disminucion
encontrado fue del 17% del valor basal en el paciente 2 (Fig. 3).

Segun un estudio realizado por Belgorosky y cols,” en un grupo de pacientes con genitales
externos masculincs o ambiguos 1os niveles de SHBG no cambiaron a pesar del aumento
en los niveles de testosterona después de la estimulacion con hCG, y si mostraron una
disminucion en los niveles de SHBG cuando se les administré testosterona.

Orquidopexia unilateral
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Figura 3. Cambio en los niveles de la SHBG durante fa prueba de estimulacién con hCG
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4,1,3 Paciente con diagndstico de panhipopituitarismo

En el paciente 5 no.se observé un incremento en los niveles de testosterona durante la
prueba de estimulacién con hCG (Fig. 4). Esto puede explicarse porque en un paciente con
panhipopituitarismo, no hay una secrecion basal normal de LH, por tanto las células de
Leydig pueden no responder a la estimulacién con hCG si no hay una sensibilizacién
previa.

Panhipopituitarismo
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Figura 4. Comportamiento de los niveles de testosterona en un paciente con panhipopituitarismo

Los niveles de dihidrotestosterona en este paciente tampoco mostraron un aumento {(Fig.
5).

Panhipopituiarismo

300
E 250
2200
'_..1 50 —PAG 5
T
5100

50
[} T : T -
0 1 2 3 4 5
DIAS

Figura 5. Valores de DHT durante la prueba de estimulacion
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En este paciente no esperabamos un cambio en los niveles de la SHBG, sin embargo, este
comportamiento también se observd en pacientes que tuvieron una respuesta gonadal
positiva (Fig. 6).

Panhipopituitarismo
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Figura 6. Cambig en los niveles de SHBG

4.1.4 Paciente con disgenesia gonadal mixta

En este paciente se observd un incremento en los niveles de testosterona desde un valor
basal inferior al limite de deteccién del método hasta 164 ng/dl en el 4to, dia de
estimulacion (Fig. 7).

Disgenesia gonadal mixta
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Figura 7. Respuesta de testosterona durante la prueba de estimulacidn con hCG
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Los valores de dihidrotestosterona aumentaron también de 21.8 a 164 pg/ml come se
muestra en la figura 8.

Disgenesia gonadal mixta
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Figura 8. Aumento de los niveles de DHT durante Ia prueba de estimulacién con hCG.

Los niveles de SHBG descendieron de 91.7 a 80.2 nmol/L, lo que representa una
disminucion del 13% con respecto al valor basal (Fig. 9).

Disgenesia gonadal mixta
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Figura 9. Cambio en los niveles de SHBG durante la prueba de estimulacion

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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4.1.5 Pacientes con deficiencia de Sa-reductasa

En los dos pacientes con deficiencia de S5a-reductasa (uno de ellos con diagndstico
comprobade por anormalidades en el gen SRD5A23), se observé un incremento en los
niveles de testosterona durante la prueba de estimulacién con hCG desde niveles basales
prepuberales hasta 204 y 478 ng/dl en el paciente no. 7 y no. 8 respactivamente (Fig 10).
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Figura 10. Respuesta de testosterona durante la administracién de hCG

Fn el paciente en quien se administrd testosterona, el valor maximo alcanzado fue de 986
ng/dl (Fig 11).
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"Figura 11. Niveles posteriores a la administracidn de testosterona LM,
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En este paciente la prueba de estimulacion se hizo segin lo descrito por los mismos
autores*™*, (estimulacién con una dosis de 2 mg/kg de testosterona por via intramuscular
y medicién de la SHBG 7 dias después del estimulo) porque debido a la feminizacién casi
normal de sus genitales externos, se decidié remover las gdnadas y reasignar el sexo
como femenino antes de la realizacidn de este trabajo.

Los niveles de dihidrotestosterona aumentaron en 3 los casos (fig 12 y 13), y no
observamos una diferencia en el cociente testosterona /dihidrotestosterona entre estos
nifios y los pacientes de otros grupos quienes tienen una actividad enzimatica normal. En
el paciente no. 7 el diagndstico de deficiencia de 5 o reductasa es probable debido a las
caracteristicas fenotipicas del paciente: hipospadias perineal, psetdovagina y pliegues
escrotales no rugosos y en el paciente no. B que es heterocigoto compuesto para dos
mutaciones diferentes en el exén 4, los niveles de DHT aumentan en la misma proporcién
que en nifios con actividad enzimética normal. En la deficiencia de Su-reductasa aunque
los niveles de DHT son bajos, nunca son indetectabies y pueden estar dentro del Intervalo
normal bajo. Los niveles de DHT circulante pueden tener 2 origenes: sintesis por la
actividad residual de la enzima mutante o por accién de la isoenzima 1, que se expresa en
higado y en piel no genital. Debe tenerse en cuenta también, por un lado que los niveles
de DHT pueden alcanzar niveles suprafisiolégicos cuando los pacientes reciben una
cantidad muy grande de testosterona® y en segundo lugar que aunque uno de los
criterios  diagndsticos para deficiencia de 5o reductasa es el cociente
testosterona/dihidrotestosterona, se requiere la confirmacién de la actividad de la enzima
en extractos de fibroblastos de piel genital y que este cociente es variable en pacientes
menos afectados (fenotipo predominantemente femenino, ambiguo, predominantemente
masculino y completamente masculing con signos francos de subvirilizacién®,

Incluso pacientes con una delecién de toda la secuencia codificadora del gen SRDSA23
quienes en consecuencia no poseen una enzima funcional tienen niveles detectables de
DHT.

46



CAPITULO 4 ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

Otra consideracion importante es que pudo haber errores metodologicos en la
determinacién de DHT, sobre todo en pacientes en los que los niveles de testosterona
aumentarcn mucho, porque en la cuantificacién de fa DHT por el método que empleamos
s6lo se realizé un proceso de oxidacion y extraccién del producto oxidado con una mezcla
de hexanc-etanol, y no un procesc de separacién cromatogréfica previa al RIA, como se
haria idealmente.
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Figura 12. Comportamiento de la DHT durante la estimulacién con hCG
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Figura 13, Aumento en los niveles de DHT posteriores a la administracidn de testosterona
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En los pacientes en quienes la estimulacidn se hizo con hCG tampoco se encontré un
cambio significativo en los niveles de la SHBG, con una disminucion del 13% en el
paciente 7 y del 5% en el paciente 8 con respecto al valor basal (Fig. 14).
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Figura 14. Niveles de la SHBG durante [a prueba de estimulacién con hCG

De todos los pacientes estudiados, la maxima disminucion de a SHBG se observé en el
paciente no. 9, con un valor inicial de 51.4 nmol/L hasta un valor al 6°. dia de 38.1
nmolft. (fig 15), que implica una disminucion del 26% del valor basal, que ya
consideramos como una respuesta positiva segin los estudios realizados por Belgorovsky
y cols®.
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Figura 15, Descenso en los niveles de la SHBG pasterior a la administracién de testosterona
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4.1.6 Pacientes con Sindrome de resistencia a andrégenos

En el paciente no., 10 observamos un incremento en los niveles de testosterona desde un
valor prepuberal menor a 20 ng/dl hasta un valor de 177 ng/dl en el 4°. dia de
estimulacién. En el paciente no. 12 los niveles de testostercna no aumentaron porgue se
le reatizd la gonadectomia una vez que se establecié el diagndstico de resistencia a
androgenos completa y se decidio reasignar el sexo como femenino (Fig. 16).
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Figura 16, Aumento en los niveles de tastosterona durante la prueba de estimulacién con hCG

El nivel basal de testosterona mas alto en el paciente no. 12 puede ser de origen adrenal,
la secrecion de andrdgenios suprarrenales se incrementa eritre los 6 y 8 afios de edad y es
independiente de la secrecién de gonadotropinas, este procesc llamado adrenarca, €s
responsable de la aparicién del velio plbico en los nifics preplberes. '

En el paciente no. 11 se administré testosterona por las mismas razones que el paciente
no. ¢ (Fig. 17).

49



CAPITULO 4 ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 17. Administracion de testosterona

Los cambios en los niveles de DHT se muestran en la figura 18, en el paciente no. 10
aumentan de 29.3 a 98.0 pg/ml, mientras que en el paciente no. 12 se observa una
disminucién de los mismos desde 256 hasta 54.8 pg/ml. Los valores basales de DHT
tarnbién son superiores en este paciente en comparacién con el resto de los pacientes
estudiados.
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Figura 18. Cambio en los niveles de DHT durante la estimulacién con hCG
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El comportamiento de los niveles de DHT posteriores a la administracion de testosterona
en e_[ paciente no. 11 se muestra en la figura 19, Los valores aumentaron desde 95.5
hasta 735 pg/mil.
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Figura 19. Compartamiente de ta DHT posterfor a la administracidn de testosterona

En los pacientes a quienes se administrd hCG se observd una disminucion de la SHBG del
8% en el paciente no. 10, y del 18% en el paciente no. 12 (Fig. 20)
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Figura 20, Camibio en los niveles de SHBG durante la estimulacion con hCG

No se observd un cambio en los niveles de SHBG en el paciente no. 11 en quien se utilizé
testosterona como estimulo (Fig. 21)
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Figura 21. Cambio en los niveles de SHBG posteriores a la administracion de testosterona

Tabila 4. Porcentaje de cambio con respecto al valor basal.

No de
caciente Testosterona [Dihidrotestosterona SHBG

1 765 489 -7
2 815 851 -17
3 1245 267 20
4 465 298 7

5 0 84 -6
6 890 652 -13
7 920 34 -5
8 2290 1379 -6
9 2435 349 -26
10 785 234 -8
11 2330 287 5

12 30 -79 -18

El signo (-) indica disminucién con respecto al valor basal.
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4.2 DISCUSION

En el estudio de las alteraciones en la diferenciacion sexual masculing, la determinacién de
la capacidad de los testiculos para secretar testostercna es tan importante como la
evaluacién de la respuesta de los tejidos a andrdgenos.

La capacidad potencial para responder a los andrdgencs puede ser estimada mediante la
determinacién de los niveles del receptor de andrégenos en cultivo de fibroblastos de piel
genital y de su capacidad de unién a los mismos.

En estos pacientes, también puede necesitarse la determinacion de la actividad de
enzimas necesarias para que el proceso de difefenciacién sexual suceda de manera
normal, como por ejemplo fa determinacidn de la actividad de la Sa-reductasa en cultivos
de fibroblastos de piel genital para el diagndstico de deficiencia de ta misma como causa
de pseudohermafroditismo masculino.

Generalmente el diagndstico definitivo en estos pacientes se hace mediante el analisis
molecular del gen del receptor de andrdgenos o de la Sa-reductasa.

Sin embargo estos estudios son costosos, largos, v requieren laboratorios especializados.
Y pueden no detectar defectos post-receptor, o alteraciones en otros factores necesarios
para fa accién de ios andrégenos.

Bajo estas consideraciones se han buscado pruebas biogquimicas mas sencilias para

evaluar la sensibilidad a los andrdgencs in vivo en pacientes preplberes con
pseudohermafroditismo masculino.

Como la concentracién sérica de la SHBG es regulada por andrégenos, y sus niveles
pueden ser medidos por métedos de laboratorio rapidos y confiables, Belgorosky y
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Ravicla*!, propusieron el descenso de la SHBG inducido por testosterona durante la prueba
de estimulacion con hCG para evaluar la sensibilidad de los tejidos a andrégenos in viva.
Aunque estos autores concluyeron que la respuesta de la SHBG puede ser un parametro
de la respuesta bioldgica a andrégenos, no determinaron la utilidad de la prueba en el
diagnéstico de insensibilidad a andrégenos debido al nimero de pacientes y a la faita de
diagndstico etfolégico de los mismos.

El nimero de pacientes estudiados por nosotros hasta ahora no nos permite hacer
pruebas estadisticas para evaluar la utilidad clinica de ia determinacién de la SHBG
postetior a la administracidn con hCG, sin embargo, el analisis de resultados individuales,
sienta las bases para la realizacion de estudios posteriores en los que la prueba de
estimulacién debe realizarse con testosterona exdgena y la determinacién de la SHBG
durante o 7 dias después de la aplicacién de esta hormona. En primera instancia, porque
nosotros utllizamos testosterona en dos pacientes, uno con deficiencia de Sa-reductasa,
en quien se observd una disminucidn mayor al 20%, (respuesta positiva) y otro con
resistencia completa a andrdgenos, en quien no hubo camblo, En segundo lugar, porque
aln cuando Bertelloni y cols.* concluyeron que los cambios de la SHBG durante la prueba
de estimulacién con hCG pueden utilizarse para evaluar la respuesta a los andrdgenos in
vive en pacientes preplberes, en estudios realizados por otros autores los resultados son
contradictorios: Belgorosky y cols®, encontraron que fa estimulacién con hCG no es
confiable cuéndo la respuesta es negativa y concluyeron que la estimulacion con
testosterona si es {til como prueba de sensibilidad a los andrégenos; Willemse y cols.”,
no encontraron un cambio en la concentracion de SHBG después de la estimulacion con
5000 Ul de hCG durante 4 dias consecutivos, Y, par otro lado, otros estudios en los que se
ha encontrado una correlacidn entre la disminucion de la SHBG, vy la respuesta clinica de
los tejidos a androgenos™ o la severidad del defecto del RA in viva® se ha utilizado ia
administracion de testosterona u otro esteroide androgeénico.

La razon por la que utilizamos hCG es porque esta es una prueba de primera linea en e
estudio de pacientes de la clinica de intersexo en el INP, de esta manera, de haberse
encontrade una relacion entre la respuesta de la SHBG y la testosterona vy
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dihidrotastosterona, esta prueba tendria la ventaja practica de estudiar la respuesta
gonadal y periférica simultaneamente.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

1. En este trabajo no se encontrd una relacién clara entre la produccion inducida de
testosterona y dihidrotestosterona mediante estimulacién con genadotropina
coridnica humana vy las concentraciones séricas de la globulina fijadora de
hormonas sexuales que sea Util como indicador de la respuesta bioldgica in vivo de
los tejidos a andrégenos. Por io que no podemos concluir que la prueba de
estimulacién con hCG sea una prueba inicial confiable para la evaluacion del grado
de insensibilidad a andrdgenos.

2. Con base a los resultados obtenidos es recomendable que la determinacion de la
SHBG durante la estimulacién con hCG sea una prueba de rutina en todos los nifios
con aiteraciones en la diferenciacidn sexual con el fin de establecer una base de
datos estadisticamente representativa y realizar un estudio retrospectivo gque
permita evaluar la utilidad de la prueba en un mayor nimero de pacientes gue nos
permita confirmar los resultados obtenidos en este trabajo.

3. De acuerdo a lo reportado en la literatura seria conveniente realizar la estimulacion
con testosterona exégena en los pacientes en los que no se encuentre una
respuesta positiva de la SHBG durante [a prueba de estimulacion con hCG, y se
evalie [a respuesta de la SHBG 7 dias después, junto con ia respuesta clinica de
los genitales externos a la administracion de este andrégeno.
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