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RESUMEN

La determinacién sexual se refiere a los eventos genéticos que conducen a un
desarrolio gonadal, masculino o femenino, normal. La diferenciacion sexual
comprende todos los eventos morfogenéticos y fisioldégicos subsecuentes que
resultan en sexualidad funcional, dimorfismo sexual y caracteristicas sexuales
secundarias.

En el ser humano, la determinacion y la diferenciacién se llevan a cabo en etapas
consecutivas. E! establecimiento del sexo genético se realiza por el complemento
cromosomico 46,XX o 46,XY. Esta constitucidon cromosdmica marca el inicio de
una cascada de eventos genéticos que conducen al desarrollo de la génada
indiferenciada en testiculo u ovario, y que se denomina sexo gonadal. Las
génadas, a su vez, secretan hormonas que son esenciales para la diferenciacion
subsecuente de los genitales internos y externos, que constituyen el sexo
fenotipico. El sexo de asignacion de un individuo normalmente depende de la
determinacion y de la diferenciacién sexual normal.

En 1990, se identifico al gen SRY (sex-determining region of the Y-chromosome)
como resuitado del andlisis de una regién especifica del Y de 35 kb que estaba
presente en individuos con reversion sexual XX. Subsecuentemente, se demostro
que SRY correspondia al gen TDF (festis-determining factor). El gen SRY codifica
un factor de transcripcion con 204 residuos de aminoacidos que comprende una
caja HMG, un dominio de unién a DNA de 79 aminoacidos compartido con la
familia SOX de factores de transcripcion. La expresion de SRY en génadas 46,XY
coincide con la formacion de cordones testiculares y persiste en las células de
Sertoli como una proteina nuclear en la semana 18 de la gestacion.
Recientemente se han identificado varios genes que participan junto con SRY en
la determinacion sexual, apoyando el papel de WT-1, SF-1, SOX-9y DAX-7Ten la
gonadogénesis.

El gen WT-7 se localiza en 11p13 y codifica para un polipéptido con cuatro dedos
de zinc que es tanto factor de transcripcion como supresor de tumores, siendo

esencial para el desarrollo de los rifiones y la diferenciacion gonadal. Se han



descrito mutaciones en WT-1 en cuatro patologias humanas (tumor de Wilms,
sindorme de Dennys-Drash, sindrome de Frasier y sindrome de WAGR), todas
con caracteristicas de reversidén sexual XY.

El gen SF-1 se expresa en la cresta urogenital que forma tanto génadas como
suprarrenales y también se observa en regiones cerebrales en desarrollo. Los
ratones que carecen de S£-1 no desarrollan gdnadas, suprarrenales ni hipotalamo.
Las mutaciones en SOX9, un gen relacionado a SRY, son la causa de la reversion
sexual y de las anomalias esqueléticas observadas en los casos XY de displasia
campomeélica. Este gen esta asociado a la condrogénesis y a la diferenciacion
gonadal y se transcribe después de la expresiéon de SRY en las estructuras
gonadales masculinas. Recientemente se demostré que en el humano SOX9
muestra una translocacién subcelular sexo especifica, del citoplasma al nicleo, en
las céluias de la cresta genital masculina durante ia diferenciacién testicular.

El gen DAX-1 esta implicado en la reversion sexual sensible a dosis génica, de
masculino a femenino, debida a la microduplicacién de Xp21. Esie gen se
expresa durante el desarrollo ovarico pero se suspende durante la formacion del
testiculo, sugiriendo una funcién critica en la formacion del ovario. DAX-1 es
reprimido por la accion de SRY durante el desarrollo testicular. Sin embargo, si se
presenta duplicacion de la regién de DAX-7 en pacientes XY, la sobre expresion
de este gen impide la formacion del testiculo.

Ademas, se han descrito deleciones en 9p y 10q que han sido asociadas a la
reversion sexual en individuos XY, sugiriendo que en estas regiones existan uno o
mas genes requeridos en doble copia para el desarrollo testicular normal.

Como se expuso anieriormente, todos ios pasos de la cascada de diferenciacion
sexual estan sujetos a control genético, por lo que mutaciones en estos genes
pueden resultar en diferentes anomalias.

Los estudios citogenéticos en las pacientes con sindrome de Turner han mostrado
que 40-60% son 45,X mientras que el resto presentan anomalias estructurales del
cromosoma X 0 son Mmosaicos con una segunda linea celular con cromosoma X o
Y normai o anormal. Sin embargo, los estudios molecuiares han demostrado una

mayor proporcion de individuos mosaicos, pero los informes de varias poblaciones
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muestran una frecuencia muy variable (0-61%) de mosaicismo con cromosoma Y.
En las pacientes con sindrome de Turner la presencia de cromosoma Y o de
material derivado de éste, se correlaciona con 20-40% de riesgo de desarrollar
gonadoblastoma o disgerminoma, requiriendo la remocion preventiva de las
génadas. Recientemente se han descrito algunos casos de mutacién en SRY en
individuos con fenotipo Turner.

En el ser humano existen dos tipos de reversion sexual completa: los varones XX
que en ausencia de cromosoma Y tienen testiculos bilaterales, y las mujeres XY
gue en presencia de cromosoma Y no desarrollan testiculos. La reversién sexual
parcial o incompleta incluye varones XX con ambigliedad genital y los
hermafroditas verdaderos 46,XX o 46 XY.

La mayoria de las mujeres XY presentan un cromosoma Y intacto pero 10-15%
tienen mutaciones en el gen SRY, particularmente en la caja HMG. De manera
contraria la transferencia accidental de secuencias especificas del Y, que
incluyen SRY, al cromosoma X durante la meiosis paterna se observa en la
mayoria de los varones XX pero es un hallazgo raro en hermafroditas verdaderos
46 XX. Se han descrito mutaciones en SRY en dos hermafroditas verdaderos
46,XY.

En este trabajo se realizé el analisis molecular de 105 pacientes con diferentes
anomalias de la diferenciacién sexual: sindrome de Turner, disgenesia gonadal
46, XY, sindrome de varén XX y hermafroditismo verdadero, para detectar la
presencia de secuencias especificas del cromosoma Y, identificar mutaciones en
SRY, y correlacionar los datos moleculares con la etiologia dei padecimiento y el
fenotipo de los pacientes.

En 75 pacientes con sindrome de Turner y diferentes cariotipos se detecto
material derivado del cromosoma Y en 6 individuos. Esto resulta en 8% de
incidencia de mosaicismo con Y en pacientes con fenotipo Turner en nuestra
poblacion. Los 8 casos de disgenesia gonadal 46,XY fueron positivos para todas
las secuencias analizadas. En 10 casos esporadicos de varones XX se exciuyo
mosaicismo criptico con cromosoma Y por la ausencia de la region centromerica

de éste, pero en 6 de ellos se identificd material derivado de Yp en su genoma. En
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dos hermanos varones XX sin ambigiiedad genital se demostrd que carecian de
secuencias del cromosoma Y.

También se estudiaron 10 hermafroditas verdaderos, 6 con cariotipo 46 XX
mienfras que el resto fueron mosaicos con una segunda linea celular con
cromosoma Y. El andlisis molecular en los sujetos 46,XX documento la ausencia
de la regién centromérica del cromosoma Y, demosfrando que no possen
mosaicismo oculto. Sélo un individuo 46,XX presenté secuencias de Yp. Los 4
casos con cromosoma Y citogenéticamente observable fueron positivos para
todas las secuencias estudiadas de este cromosoma.

Se realizé el andlisis molecular del marco abierto de lectura de SRY en los casos
positivos para este gen: 3 pacientes 45X con sindrome de Turner, 8 con
disgenesia gonadal 46.XY, 4 casos esporadicos de varones XX, un hermafrodita
46, XX y 4 hermafroditas mosaicos con cromosoma Y. Los resultados solo
revelaron una mutacion sin sentido en la caja HMG de SRY en una mujer XY,
mientras que el resto de los individuos mostré una secuencia consenso.

De acuerdo a lo informado en la literatura, nuestros datos demuestran que en el
ser humano la mayoria de los casos de reversion sexual XY, y todos los casos
negativos para SRY de varones XX y hermafroditas verdaderos 46 XX
permanecen sin resolver.

También se demostré que no siempre existe correlacion del fenotipo con la
presencia o ausencia de secuencias del Y en el genoma, confirmando que la
reversion sexual es genéticamente heterogénea. Nuestros datos son consistentes
con la hipdtesis de que se desconocen muchos genes que participan en la
cascada de ia determinacién sexual.

Aun cuando la funcién de SRY es indiscutible y a pesar de haber sido descubierto
hace diez afos, conocemos poco de su mecanismo de accion o de sus blancos
biologicos.

En mamiferos, la mayoria de los genes implicados en la determinacién sexual
(WT-1, SRY, SOX9, DAX-1) han sido identificados al estudiar individuos con
reversion sexual. Por lo tanto, la investigacion de pacientes con diferentes

anomalias de la diferenciacidn sexual parece una estrategia promisoria para



detectar otros genes. En un futuro cercano, la caracterizaciéon de estos genes sera
fundamental para el diagnéstico, tratamiento y consejo genético de pacientes con

padecimientos de la determinacién sexual.



ABSTRACT

Sex determination refers to the genetic events that bring about male or female
gonadal development, and sex differentiation to ail subsequent morphogenetic and
physiological evenis that establish functional sexuality, sexual dimorphism and
secondary sexual characteristics.

Human sex determination and differentiation can be divided into several steps,
Genetic sex is mediated through the chromosomal set, 46,XX or 46, XY. This
chromosomal pattern is the beginning of a cascade of genetic events leading to
the development of the undifferentiated gonads into testis or ovaries, referred as
gonadal sex. The gonads, in turn, secrete both steroidal as well as peptide
hormones which are essential for the development of the internal and external
genitalia. Hormone action mediates phenotypic sex. The gender of an individual is
the sex of assignment and usually depends both on normat sexual determination
and differentiation.

In 1980, SRY (sex-determining region of the Y-chromosome) was identified
following the analysis of 35 kb of Y-specific DNA from XX sex-reversed patients.
This gene was equated to TDF (festis-determining factor). SRY encodes a
transcription factor of 204 aminoacid residues, encompassing a conserved HMG
box, a DNA-binding domain of 79 residues shared by the SOX family of
transcription factors. SRY is expressed in 46,XY gonads coincident with sex cord
formation and persists as a nuclear protein within Sertoli cells at 18 weeks of
gestation.

Recently, potential protein partners of SRY have been identified and there has
been considerable activity to understand the roles of WT-1, SF-1, SOX9 and DAX-
1 in gonadogenesis.

The gene WT-7 is located on chromosome 11p13. It encodes a polypeptide with
four zinc finger motifs that is both a transcription factor and a tumor supressor, that
is essential for renal development and gonadal differentiation. Mutations in WT17

are involved in four different human pathologies (Wilms’ tumor, Dennys-Drash



syndrome, Frasier syndrome and WAGR syndrome) each with characteristics of
XY sex reversal,

SF-1 is expressed in the urogenital ridge which forms both gonads and adrenals,
and is also found in developing brain regions. Mice lacking Sf-7 fail to develop
gonads, adrenais and the hypothalamus.

Mutations in an SRY-box-related gene, SOX9, are the cause of both the sex
reversal and the skeletal dysplasia in XY cases of campomelic dysplasia. It is
associated to chondrogenesis and gonadal differentiation and is transcribed
especially following SRY expression in male gonadal structures. In the mouse,
high levels of Sox8 mRNA are found in maie (XY) but not female (XX) genital
ridges and are localized in Sertoli cells within the sex cords of the developing
testis. Recently, it was shown that in humans SOX9 harbors a sex-specific
subcellular translocation from the cifoplasm to the nucleus in male genital ridge
cells at the time of testis differentiation.

The DAX-1 gene has been involved in the dosage sensitive (DSS) sex reversal
phenotype, a male to female sex reversal syndrome due to a microduplication of
Xp21.This gene is expressed during ovarian development but is suspended during
testicular formation, implying a critical role in ovarian formation. DAXT is repressed
by SRY during testicular development. However if a duplication of the DAX7 region
is present in a 46,XY patient and the activity of its gene product is thus enhanced,
testicular formation is hindered.

Deletions of 9p and 10q have also been associated with sex reversal in 46, XY
individuals, suggesting that these regions contain one or more genes required in
two copies for normal testis development.

As noted above, all the steps in the sex differentiation cascade are under genetic
control, consequently mutations in these genes can cause several sex
differentiation anomalies.

Cytogenetic studies have shown that 40-60% of patients with Turner syndrome
are 45 X, whereas the rest have structural aberrations of the X chromosome or
mosaicism with a second cell line containing a structurally normal or abnormal X or

Y chromosome. However, molecular studies have demonstrated a higher



proportion of mosaicism, and studies in different populations have shown an
extremely variable frecuency of Y mosaicism of 0-61%. In Turner patients the
presence of a Y chromosome or Y-derived material is correlated with 10-20% risk
of developing gonadoblastoma or dysgerminoma, requiring preventive removal of
the gonads. Recently, a few mutations in SRY have been reported in subjects with
Turner phenotype.

In humans two types of complete sex reversal are observed: XX males that lack a
Y chromosome and have bilateral testes and XY females that in the presence of a
Y chromosome fail to develop testes. Partial or incomplete sex reversal includes
XX males with genital ambiguity and true hermaphrodites 46, XX or 46 XY,

Most 48,XY females have an intact Y chromosome but 10-15% of them have
mutations in SRY, the majority localized within the HMG box. Conversely, the
accidental transfer of Y-specific sequences including SRY, onto the X
chromosome during male meiosis is found in many 46,XX males but is uncommon
in 46 XX true hermaprodites. Two mutations in SRY have been described in 46,XY
true hermaphodites.

We performed molecuiar analysis in 105 patients with different sex differentiation
anomalies: Turner syndrome, 46,XY gonadal dysgenesis, XX maleness and true
hermaphroditism to detect the presence of Y-specific sequences, to identify SRY
mutations and to correlate molecular data with the etiology of the disease and the
patients phenotype

fn 75 Turner patients with different karyotypes, we detected Y derived material in 6
subjects, resulting in 8% incidence of Y mosaicism in Turner syndrome patients in
our population. The 8 cases of 46,XY gonadal dysgenesis were positive for all the
Y-sequences analyzed. In 10 sporadic cases of XX males cryptic Y mosaicism was
ruled out due to the absence of the Y centromeric region, but in 6 of them
molecular data indicated the presence of Yp derived material in their genome. In
two XX male brothers without genital ambiguity, no Y sequences were detected.
We also studied 10 true hermaphrodites, 6 of them had a 46,XX karyotype while
the rest were mosaics with a second cell line with Y chromosome. Molecular

analysis in 46 XX subjects documented the absence of Y-centromeric seguences




in all cases, arguing against hidden mosaicism. Only one 46 XX individual
presented Yp sequences. The 4 cases with cytogenetic Y chromosome were
positive for all the Y- sequences studied.

Molecular analysis of the SRY open-reading frame was undertaken in cases SRY-
positive: 3 cases 45,X with Turner syndrome, 8 with 46, XY gonadal dysgenesis, 4
sporadic XX males, one 46,XX true hermaphodite and 4 cases of true
hermaphoditism with Y mosaicism. Results only revealed a nonsense mutation in
the HMG box of one 46 XY female, while the rest of the patients showed a
CONsensus sequence.

In accordance to previous reports, our data demonstrate that in humans most
cases of XY sex reversal and all cases of XX maleness and XX true
hermaphrodites in the absence of SRY remain unsolved.

We also showed that the phenotype does not always correlate with the presence
or absence of Y sequences in the genome and confirm that sex reversal is a
heterogeneous condition. Our results are consistent with the hypothesis that many
genes involved in mammalian sex determination remain unknown.

Although the function of SRY is indisputable, we know little of its mode of action
and, despite ten years of research, the biological target of SRY remains unknown.
Many genes involved in mammalian sex determination (WT71, SRY, SOX9, DAXT)
have been isolated by studying sex-reversed individuals. Therefore, the study of
patients with different sex differentiation anomalies seems a promising strategy to
identify other genes. The characterization of these genes in the, hopefully near
future, will be fundamental to the diagnosis, treatment and counselling of patients

with a sexual determination disorder.



1.0 INTRODUCCION

La determinacion sexual en las diferentes especies puede ocurrir por una gran
variedad de mecanismos, entre ellos: ambientales (sefiales externas, temperatura,
etc), cromosémicos (dependientes de dosis) o genéticos (presencia de un gen
dominante). Los mamiferos euterios poseen el mecanismo genetico de
determinacion sexual, ya que las hembras portan dos cromosomas X y los machos
un Unico cromosoma X y un cromosoma Y, en el que se localiza un gen dominante
gue dispara la determinacion sexual masculina (Capel,1998).

En los mamiferos euterios, la determinacién sexual se define como el inicio del
desarrollo del testiculo a partir de la gbnada bipotencial ya que toda la
diferenciaciéon sexual secundaria depende y es subsecuente de este evento inicial
(Martineau et al, 1997).

1.2. DIFERENCIACION SEXUAL

La diferenciacion sexual es un proceso dinamico sujeto a un programa secuencial,
ordenado e interrelacionado que se lleva a cabo en etapas consecutivas: el
establecimiento del sexo cromosdmico durante la fertilizacién, el desarrollo de la
gonada indiferenciada en testiculo u ovario, sexo gonadal, y la diferenciacion
subsecuente de los genitales internos y externos, que constituyen el sexo
fenotipico.

Los experimentos realizados por Alfred Jost en los afios cuarenta definieron que la
determinacion sexual en los mamiferos depende de la presencia o ausencia de un
testiculo funcional (Jost, 1947). En el ser humano, el testiculo fetal produce todas
las hormonas necesarias para el desarrollo de un fenotipe mascuiino completo, las
células de Sertoli secretan la hormona anti Mulleriana (AMH) que causa la
regresion de los ductos Mullerianos vy las células de Leydig producen testosterona
que induce el desarrollo de los ductos Wolffianos resultando en la formacién de

epididimo, vas deferens y vesicula seminal. La accion de la enzima extragonadal



5-a-reductasa convierie a la testosterona en 5-a-dihidrotestosterona que es ia
hormona responsable de la diferenciacion de los genitales externos masculinos
(pene y escroto). En el embridon femenino, la ausencia de AMH da lugar al
desarrollo de trompas de Falopio, Ulero y tercio superior de la vagina, mieniras
gue ios ductos Wolffianos sufren regresion por ausencia de testosterona.

Por analogia con Drosophifa melanogaster, se asumi6 que la determinacion sexual
en los mamiferos estaba mediada por la proporcidbn entre el nimero de
cromosomas X y autosomas presentes (Hodgkin, 1992). Sin embargo, a finales de
los afos cincuenia y principios de los sesenta varios reportes en ia literatura
pusieron de manifiesto la funcion crucial del cromosoma Y en la determinacion
sexual de los mamiferos, al describir en el ratén y en el humano un fenotipo
femenino en presencia de un cariotipo 45 X (Weishons and Russell, 1959;Ford et
al, 1959) y un fenotipe masculino con cariotipo 47 ,XXY (Jacobs and Strong,
1959;Cattanach, 1961). Estas observaciones demostraron que en presencia de un
cromosoma Y, independientemente del nimero de cromosomas X, el embrién de
mamiferos se desarrolla como macho, mientras que en ausencia del Y se
desarrolla como hembra. Ademas, llevaron a suponer la existencia de un gen
determinante de testiculo en el cromosoma Y, cuya presencia o ausencia
determina el destino de la génada bipotencial en testiculo u ovario. En el ser
humano este gen hipotético fue denominado TDF (testis determining factor) y en el
ratdn Tdy (testis determining gene on the Y).

El gen TDF fue finalmente localizado en el cromosoma Y mediante el analisis
molecular de pacientes con reversion sexual. El estudio de 4 varones XX con
material derivado del Y translocado at cromosoma X fue critico en la deteccion de
la regidn determinante del sexo en el brazo corio del Y (Palmer et al,1989).
Posteriormente esta region fue definida a un segmento de 35 kb, adyacente ai
limite pseudoautosdmico, y se identificd al gen SRY (sex determining region, Y-
chromosome) (Sinclair et al, 1990). El homdlogo murino fue subsecuentemente
clonado y denominado Sry (Gubbay et al, 1990).

Varias evidencias indican que SRY equivale a TDF y que es el gen necesario y

suficiente para la determinacion sexual masculina, enire ellas estan:



(1) Se localiza en la region mas pequena del cromosoma Y capaz de inducir la
diferenciacién testicular en el hombre y en el ratén

(2) Las mutaciones de SRY en el humano o su pérdida del cromosoma Y en el
ratdn, conducen a un desarrollo femenino (Lovell-Badge y Robertson, 1990)

(3) La introduccién de un fragmento gendémico de 14kb, que incluye el gen Sry, en
embriones murinos cromosdmicamente femeninos fue suficiente para inducir la
diferenciacion testicular y el subsecuente desarrollo masculino (Koopman et al,
1991).

1.3 SRY, EL GEN DETERMINANTE TESTICULAR

El gen SRY tiene una estructura simple, conteniendo un solo exén y ningln intrén.
El extremo 5" no posee cajas TATA o CCAT, es rico en dinucledtidos GC y
contiene dos sitios en tandem de reconocimiento para Sp1 (factor de transcripcion
con dedos de zinc) cuya secuencia es promotora de transcripcién (Vilain et al,
1992). La region transcrita de SRY consiste en 841 pb, que producen una proteina
de 204 aminoacidos con un peso molecular de 23.8 kDa. La caja HMG (HMG,
High Mobility Group) comprende 79 aminoacidos, se localiza en la porcion central
del gen SRY y corresponde a los amincacidos 57-137 de la proteina (Su y Lau,
1993).

1.3.1 Expresién de SRY

En el raton, Sry se expresa por un periodo breve que comprende
aproximadamente 10.5 a 12 dias post coito (dpc) en la porcidén gonadal de la
cresta urogenital (Hacker et al, 1995).Siguiendo la expresion de Sry, los eventos
iniciales incluyen cambios en la organizacion topografica de varios tipos celuiares
de la gonada XY en desarrollo. Este proceso resulta en una estructura
caracteristica de tubulos testiculares (visible al microscopio a los 12.5 dpc)
compuesta por celulas germinales, rodeadas por células de Sertfoli epiteliales, que

a su vez estan rodeadas por células mioides peritubuiares. En el interior de los



fubulos se encuentran las células de Leydig. Se ha demostrado que la migracion
celular del mesonefros hacia la gonada es especifica del sexo masculino y que
depende de la presencia del cromosoma Y en la génada (Martineau et al, 1997).
En el ratén adulto, la expresion de Sry se detecta exclusivamente en el testiculo
(Koopman et al,1991; Rossi et al, 1993). El franscrito de Sry predominante es un
RNA circular de1.2 kb, probablemente resultado del procesamiento de un
transcrito primario mayor presente en un nivel muy bajo, y que aparentemente no
es traducido (Capel et al,1993). El gen Sry se localiza entre dos secuencias
invertidas repetidas de 15 kb, que podrian confribuir a generar una estructura
secundaria capaz de ser procesada a una molécula circular (Gubbay et al, 1992).
Por lo tanto, este transcrito circular podria ser consecuencia de su estructura
gendémica o podria representar una forma de regulacién en el testiculo, sin
embargo a la fecha no se le ha asignado una funcion (Capel,1998; Schafer y
Goodfellow, 1996)

El gen SRY humano no esta flanqueado por secuencias invertidas repetidas y no
se ha encontrado un transcrito circular en el testiculo adulto humano (Schafer y
Goodfellow, 1996).

El focus SRY humano comprende un gene con un exén y miultiples sitios de inicio
de transcripcion. Se han identificado transcritos en el testiculo aduito y, en menor
nivel, en muchos tejidos humanos fetales y adulios (Clepet et al, 1993). La
expresion del RNAm de SRY humano y de otros mamiferos abarca un periodo de
tiempo mayor que las cerca de 40 h de expresion duranie la gonadogénesis
murina (Hacker et al,1995).

1.3.2 Regulacion del nivel de expresién de SRY

Actualmente no esta caracterizada la reguiacion transcripcional de Sry, aunque se
estan realizando esfuerzos en animales transgénicos para definir los limites de la
region reguladora 5°. Ademas, los estudios de ratones transgénicos en los que
Sry se activa normalmente en hembras genéticas, sugieren que todos los genes

rio arriba que se requieren para la activacion estan presentes en individuos XX,



Los estudios basados en la falta de desarrollo de génadas de ratones mutantes,
han identificado varios genes (Sf1,Wt1, Lim1 y Emx2) que aparentemente son
necesarios para el desarrolio de la cresta genital. Sin embargo, ninguno de estos
genes ha sido directamente implicado en la activacion de Sry (Capel,1988).

Por otro lado, varios experimentos sugieren que el nivel de expresion de Sry sea
un umbral critico para la determinacion sexual y, por lo tanto, aliamente sensible a
efectos de dosis. Por gjemplo, se han descrito familias en las que el padre normal
es portador de la misma mutacién que sus hijas XY, pudiendo ser resultado de un
mosaicismo gonadal o de falta de penetrancia (Cameron y Sinclair, 1997; Neri y
Opitz, 2000). Sin embargo, también es posible suponer que estos casos de
reversion sexual se deban a fondos genéticos variables que afecten el nivel de
expresion de SRY (Cameron y Sinclair, 1997; Capel,1998).

1.3.3 Proteina SRY

La proteina SRY es miembro de una familia de proteinas de alta movilidad (HMG)
con una caja HMG en la regidn centrai (aminoacidos 57-137) que corresponde al
dominio de union de la proteina SRY al DNA, por lo que se asume que es un
factor de franscripcion (Su y Lau,1993).

El analisis espectroscopico multidimensional mediante resonancia magnética
nuclear indica que la proteina SRY interacciona con el surco menor del DNA vy le
produce una curvatura de 60° (Werner et al, 1995). De hecho, algunas mutaciones
de SRY no impiden la union al DNA sino que interfieren con el doblamiento del
mismo (Pontiggia et al,1994). Estas observaciones sugieren que SRY, al igual
que otras proteinas con caja HMG, pueda regular la expresion génica a través de
efectos arquitectonicos que convierten a las regiones promotoras en estructuras
de orden superior y facilitan la accion de otros reguladores transcripcionales
(Parker et al, 1999b).

Se ha demostrado la habildad de la proteina SRY para unirse al DNA

dependiendo de su secuencia, especificamente a AACAAAG y preferencialmente



a AACAAT (Harley et al, 1994). Sin embargo, también se ha demostrado su gran
afinidad de union a estructuras cruciformes de DNA independientemente de su
secuencia (Ferrari et al, 1992).

Con la ayuda de anticuerpos especificos dirigidos a un péptido de SRY
(aminoacidos 40-56), se logré localizar a la proteina SRY en el nicleo de dos tipos
de células humanas. Mas aun, se demostré que la localizacién nuclear de la
proteina SRY depende de la regién amino terminal del dominio HMG (Poulat et al,
1995).

La fosforilacion es uno de 1os principales mecanismos por los que la célula puede
modular la actividad de un factor de franscripcion. Recientemente se encontrd que
la proteina ciclina cinasa dependiente de AMP (PKA) fosforila a la proteina SRY
humana en los residuos de serina del extremo amino terminal. Ademas, se
demostré que este evento de fosforilacién regulaba positivamente la actividad de
unién de SRY al DNA, aportando evidencia de una modulacién postraduccional de
la actividad de SRY durante la determinacion sexual (Desclozeaux et al, 1998).

Se ha sugerido que el gen SRY active genes rio abajo de la cascada génica que
conduce al fenotipo masculino y que convierten a la gdnada bipotencial en
testiculo. Sin embargo, no se han identificado genes blanco de SRY vy el
mecanismo por el cual regula la franscripcidon sigue siendo especulativo. Por otro
lado, se ha sugerido que SRY no active positivamente la cascada sino que reprima
a un regulador negativo que normalmente inhibe el desarrollo testicular (McElreavy
et al 1993).

1.3.4 Evolucién de SRY

El gen SRY sdlo se encuenira en los mamiferos, y aungue se han identificado
varios genes con dominios de unidon a DNA semejantes a SRY estos no son sexo
especificos. Los miembros de esta gran familia de genes se conocen como SOX
(SRY-box related) y se definen como aquellos genes con una similitud en la

secuencia de aminoacidos de la caja HMG de 60% o mas (Koopman, 1999). Estos



genes tienen diversas funciones como reguiadores del desarrollo, y en uno de
ellos, SOX9, se ha demostrado una funciéon importante en la determinacion sexual
(da Silva et al, 1996).

El dominio de union de SRY aL DNA esta evolutivamente conservado entre
diferentes especies, sin embargo la comparacion de las secuencias codificantes
(fuera de la caja HMG) del gen SRY humano con el de raton, conejo y marsupiales
demuestra escasa similitud (Foster et al,1992).

Los resultados de la comparacién entre la secuencia de bases de SRY y SOX, asi
como su localizacion en tres diferentes grupos de mamiferos sugieren que SRY se
origind a partir de SOX3 por mutacion y pérdida de secuencias fuera de la caja
HMG. Esto ha llevado a suponer que el gen SRY no actie como activador de la
transcripcién, sino como inhibidor de su homélogo SOX3, que a su vez inhibe al

gen autosomico ancestral de determinacion sexual, SOX9 (Graves, 1998).

1.3.5 Estructura y funcion de SOX9

La displasia campomélica es una enfermedad caracterizada por alteraciones
esqueléticas y cartilaginosas asociadas a un amplio espectro de anomalias en el
desarrollo gonadal. El fenotipo de estos pacientes incluye individuos masculinos
normales, femeninos con testiculos disgenéticos bilaterales y cariotipo 46 XY y
mujeres 46,XX con ovarios bilaterales (Houston et al, 1983).

El gen SOX9, que participa en i1a determinacion sexual, fue identificado en el brazo
largo del cromosoma 17 (17924.3-g25.1) al clonar ios puntos de ruptura
cromosodmicos de las translocaciones gque presentaban los pacientes con displasia
campomélica. (Foster et al, 1994). El gen SOX9 codifica para un factor de
transcripcion de 509 aminoacidos, con dominios de union a DNA y de
transactivacion transcripcional. Se ha demostrado que la caja HMG se une a fas
secuencias AACAAT y AACAAAG, al igual que SRY y otras proteinas SOX
(Koopman, 1999).

El homoiogo murino Sox9, se localizé en el cromosoma 11 y se expresa
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predominantemente en las condensaciones mesenquimatosas del embrion, antes
y después del deposito del cartilago; lo cual es consistente con una funcidon
esencial en el desarrollo esquelético (Wright et al, 1995).

La expresion del RNA de Sox9 esta asociada con el desarrollo de los cordones
testiculares y no es debida a las céluias germinales, implicando a las células de
Sertoli como el sitio de expresion. Por lo tanto este gen juega un pape! importante
en la determinacién sexual, posiblemente inmediatamente por debajo de Sry
(Morais da Silva et al, 1998). Esta expresién de Sox9, especifica del sexo
masculino, también ha sido observada en las crestas genitales del pollo y de Ia
tortuga, coincidiendo con la determinacién testicular en esas especies (Koopman,
1999). En un estudio reciente, realizado en un embrion humano de 6 semanas, se
describidé que la localizacion subcelular de SOX9 se transloca del citoplasma al
nlucleo en las células de la cresta genital masculina en el momento de la
diferenciacion testicular y de ia secrecion de AMH. Por lo tanto, se concluyd que la
expresion de SOX9 muestra dimorfismo sexual (de Santa Barbara et al, 2000).
Las mutaciones de SOX9 que resultan en reversion sexual se encuentran a lo
largo del gen, y no existe una correlacién entre el tipo de mutacion y el fenotipo.
Solo 75% de los individuos XY heterocigotos para mutaciones en SOX9 presentan
displasia campomeélica con reversion sexual, indicando que la haploinsuficiencia
de este gen es responsable de ambos efectos fenotipicos (Foster et al, 1994;
Wagner et al, 1994). Otras mutaciones de SOX9 resultan en displasia
campomelica sin reversion sexual XY, mientras que las mutaciones en pacientes
XX no son informaiivas respecto a sus efectos en la determinacion sexual

masculina (Schaefer et al, 1995).

1.4 GENES QUE PARTICIPAN EN EL DESARROLLO GONADAL
Durante las primeras etapas del desarrolio de los mamiferos, las futuras gonadas

(ovario y testiculo) son histoldgicamente indistinguibles y, por lo tanto, se

denominan gonadas bipotenciales o indiferenciadas. Estas gonadas bipotenciales

17



se originan de la cresta urogenital, una region adyacente al mesonefros que
contribuye con lineas celulares a la corteza adrenal, a las génadas y al rifién
(Capel, 2000).

Estudios recientes han identificado dos factores de transcripcion que participan de
manera ciave en el desarrollo de la gonada, WT7 y SF1, que se describen a

continuacion.

1.4.1 El gen WT1

El gene WT1 fue originalmente identificado como un oncogene localizado en el
cromosoma 11, implicado en la etiologia del cancer renal infantil o tumor de Wilms
(Call et al,1990). La clonaciéon de WT17 se guid en gran parte por las deleciones
cromosomicas heterocigotas en el cromosoma 11p13, asociadas al sindrome de
WAGR que es un padecimiento que incluye tumor de Wilms, aniridia,
anormalidades genitourinarias y retraso mental (Miller et al 1964). El fenotipo
WAGR refleja la delecion de varios genes contiguos, que incluyen WTT y el factor
de transcripcion PAX6, asociado a aniridia en pacientes sin WAGR (Parker et al,
1998b).

Mediante procesamiento alternativo (Haber et al, 1991) y varias sefiales de inicio
de traduccion (Bruening y Pelletier, 1996}, el gen WT7 genera al menos ocho
isoformas diferentes de una proteina de unién a DNA con dedos de zinc, se ha
sugerido que regula fa transcripcion génica por la interaccién con secuencias de
DNA especificas rio arriba de genes blanco. Las diferentes isoformas de WT1
difieren en sus afinidades de unidbn al DNA, pero ademas se localizan
diferenciaimente dentro del nicleo dependiendo de la presencia o ausencia de un
procesamiento alternativo que introduce tres aminoacidos (lisina-treonina-serina,
KTS) entre los dedos de zinc 3y 4 (Bickmore, et al 1992).

Ademas de ser un mediador en la supresion de tumores, WTT tiene una funcion
esencial en la diferenciacion del fracto urogenital. Este gen se expresa muy

tempranamente en el desarrollo de la cresta urogenital y ocasiona un patrén de



expresion especifico en los rifiones y gonadas en desarrollo (Pritchard-Jones et
al,19980). En el testiculo y en el ovario, la expresion se restringe a las células de
Sertoli y de la granulosa, respectivamente (Armstrong et al,1992). En el ratén, el
gen Wt1 se expresa a los 9 dpc en la cresta genital indiferenciada de machos y
hembras, mientras que la expresién en las génadas maduras ocurre en las células
somaticas de ambos sexos (Pelletier et al, 1991a). Los estudios realizados en
ratones ftransgénicos provocando experimentaimente la disrupcion de las dos
copias de Wt7 han demostrado la incapacidad para ia formacion de rifiones y
gbnadas, evidenciando su papel esencial en el desarrollo de estos érganos
(Kreidberg et ai,1993). Estos resultados, aunados a los patrones de expresiony a
los fenotipos observados por mutaciones en Wi1, sugieren que este gen se
exprese antes que Sry y que regule genes blanco esenciales para la
gonadogénesis en ambos sexos (Schafer,1995; Parker et al, 1999a).

Ademas del tumor de Wilms clasico y del sindrome de WAGR, las mutaciones de
WT1 estan asociadas con otros dos desdérdenes humanos: el sindrome de Denys-
Drash y el sindrome de Frasier. El sindrome de Denys-Drash (DDS) es un
padecimiento autosOmico dominante que se caracteriza por nefropatia de inicio
temprano, anomalias gonadales y urogenitales, y tumor de Wims (Drash et
al,1970). En estos pacientes las anomalias gonadales son muy variables, desde
estrias gonadales y reversién sexual de genitales extermos e internos, hasta
pseudohermafroditismos en individuos XY. De hecho, los estudios citogenéticos
revelan que la mitad de las mujeres afectadas con DDS presenta cariotipo 46,XY
asociado a gonadas disgenéticas (Miller et al, 1964). El DDS es casi siempre
resuliado de mutaciones puntuales en la region de dedos de zinc del producte de
WT1, que impiden su union al DNA. Por lo fanto, estas proteinas mutantes
probablemente actian de manera dominante negativa, inhibiendo la funcion de la
proteina codificada por el alelo normal (Pelietier et al, 1991b; Hastie, 1993).

En el sindrome de Frasier, los pacientes no desarrollan tumor de Wilms pero
presentan disgenesia gonadal, pseudohermafroditismo masculino vy
glomerulopatia, aunque menos severa que en DSS. Las mutaciones de WTT que

se han identificado en el sindrome de Frasier se concentran en el intron 9 del gen



WT1 y aparentemente interfieren con el procesamiento alternativo del mismo
evitando la sintesis de las isoformas +KTS (Barbaux et al,1997). Esta evidencia
sugiere que la isoforma +KTS es fundamental para el desarroilo gonadal pero no
juega un papel esencial para suprimir la aparicién del tumor de Wilms (Parker et
al, 1999a).

1.4.2 Facior esteroidogénico 1 (SF-T1)

El factor esteroidogénico 1, SF-1, fue iniciaimente identificado como un factor de
transcripcion que regula la expresion tejido especifica de las enzimas
esteroidogénicas en las células adrenocorticales (Lala et al, 1992).
Subsecueniemente, el aislamiento de un cDNA para SF-1 mosirdé que éste
pertenece a ia familia de receptores de hormonas nucleares de los factores de
transcripcion que regulan las acciones de las hormonas esteroides, de la hormona
tiroidea, de la vitamina D y de los retinoides (Evans, 1988).

En el ratén, tanto en el embridon masculino como femenino, se ha demostrado que
Sf-1 se expresa en la cresta urogenital entre 9 y 9.5 dpc; lo cual lo sitia en una
etapa temprana de la organogénesis de las génadas en desarrollo y antes de la
expresién de Sry. Es interesante sefialar que la expresion de Sf-1 después de 12.5
dpc revela un patrén de expresién sexualmente dimorfico: los niveles de los
transcritos de Sf-7 aumentan con el inicio de la diferenciacion testicular, pero
disminuyen durante la formacién de los ovarios y sélo reaparecen a medida que
maduran mas foliculos (lkeda et al, 1994; Root, 1999). Esto sugiere que la
expresién persistente de Sf-7 pueda interferir con la diferenciacidon ovarica
(ingraham et al, 1994).

El analisis de ratones, de ambos sexos, knockouf para SF-1 mostré agenesia de
glandulas adrenales y de génadas, resultando en una deficiencia en corticosterona
que posiblemente fue la causa de muerte a los 8 dias de nacidos (Luo et al, 1994).
Como se esperaria, la degeneracion de los testiculos antes de la produccion de
andrégenos y AMH provoca que los ratones XY knockout también presenten

reversion sexual, masculina a femenina, de los tractos urogenitales externos e



internos (Parker et al, 1999b). El andlisis de genes reporteros con ia region
promotora del gen AMH en células de Sertoli fransfectadas y en ratones
transgénicos sugirié que SF-1 también regule la expresién de AMH (Shen et al,
1994).

Ademas de los érganos esteroidogénicos, los transcritos de SF-7 también han sido
detectados en la hipofisis anterior y en el hipotdlamo. Estos sitios mlltiples de
expresion de SF-71 son responsables del fenotipo clinico del ratéon knockout y
sugieren que sin la expresion de SF-7 la cresta gonadal sufre una apoptosis
prematura (Root, 1999).

En conjunto, las evidencias sugieren que SF-1 regula la expresién de ambas
hormonas criticas para el desarrollo masculino (andrégenos y AMH), ademas de
participar en otros niveles del eie endécrino (Parker et al, 1999b).

Resumiendo, SF-71 parece ser necesario para el mantenimiento de la cresta
urogenifal bipotencial y subsecuentemente juega un papel importante en el
testiculo activando AMH en las células de Sertoli y controlando las vias de sintesis
de androgenos en las células de Leydig. Ademas, tendria una accién importante,
hasta ahora desconocida, en el ovario en desarrolio (Sinclair, 1998; Capel, 1998).
En el humano, el gen SF-7 se localiza en 9q33 (Taketo et al, 1995), una regidn
cromosomica que no ha sido asociada con problemas de diferenciacion sexual.
Tampoco se han descrito pacientes con desdrdenes asociados a mutaciones en
SF-1, pero se podria predecir que el fenotipo seria predominantemente femenino
con problemas neonatales severos debidos a la falta de hormonas esteroides
(Parker et al, 1999a)

1.4.3 El gen DAX-1

La existencia de un gen ligado al X relacionado con la determinacién sexual
humana fue postulado por German et al. (1978) en una familia con disgenesia
gonadal 46,XY y un aparente patron de herencia ligado al X. Posteriormente se
informaron otras familias con este padecimiento por transmision recesiva ligada al

X o autosdmica dominante limitada al sexo (Fechner et al, 1993).



La descripcion de 12 individuos con duplicaciones parciales de Xp y un gen SRY
intacto llevd a Bardoni et al. (1994) a analizar si la reversion sexual se debia a un
efecto de dosis génica o a que [as duplicaciones tuvieran puntos de ruptura
similares, interrumpiendo un gen que participe en la determinacion sexuai. De esta
manera, se identificé un Jocus de 160 kb en el cromosoma X (DSS, Dosage
Sensitive Sex reversal) que cuando esta duplicado resulta en reversion sexual
masculina a femenina. En esta region Zanaria et al (1994) clonaron el gen DAX-1
(Dosage sensitive sex reversal-AHC critical region on the X chromosome, gene 1)
cuyas mutaciones causan hipoplasia adrenal congénita (AHC). Los datos
obtenidos de la expresién de Dax? en el ratdn lo han equiparado con DSS (Swain
et al, 1996; Swain et al, 1998).

Los pacientes con AHC presentan insuficiencia adrenal en la infancia y, si
sobreviven mediante corticoesteoides, muestran caracteristicas de
hipogonadismo hipogonadotrdfico en la pubertad (Parker et al, 1999b). La
combinacién de un desarrollo adrenal anormal aunado al hipogonadismo
hipogonadotrofico es similar al fenotipo observado en los ratones knockout para
SF1, lo que sugiere que DAXT y SF1 participen en la misma via de desarrollo
endocrino (Parker et al, 1999a). Ademas, se ha demostrado que ambos genes se
expresan en cuatro érganos en desarrollo: las génadas, la corteza adrenal, la
hipofisis y el hipotalamo (Goodfellow y Camerino, 1999).

El gen DAX-1 codifica para un miembro huérfano (se desconoce su ligando) y
atipico (carece del motive de union de dedos de zinc) de la superfamilia de
receptores hormonales nucleares; esto Ultimo sugiere que DAXT regule la
expresion génica mediante interacciones proteina-proteina {(Parker et al, 199%a).
La secuencia de DAX-1 contiene un marco de lectura abierto unico, interrumpido
por un intron de 3 kb, con un producto proteico que varia entre 470 y 474
aminoacidos en las diferentes especies analizadas a la fecha (Goodfellow y
Camerino, 1999).

En el ratdn, la expresion de Dax-7 en la gdénada coincide con la de Sryen el 11.5
dpc, contintia en el ovario pero se apaga en el testiculo después del inicio del

desarrollo de los cordones, aproximadamente en el 12.0 dpc (Swain et al, 1996).
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La expresion de DAX-1 es reprimida por la acciébn de SRY durante Ia
diferenciacion testicular, por lo tanto, ia duplicacion de DAX-7 en individuos 46, XY
conhduce a reversion sexual masculina a femenina. En los varones 46,XY normales
el efecto de SRY es dominante mientras que en las mujeres 46,XX normales DAX-
1 parece antagonizar determinantes geneéticas testiculares secundarias, como
SOX9, favoreciendo la diferenciacion ovarica (Root 1999; Hiort y Holterhus, 2000),
Ademas, la identificacion de que los individuos XY con pérdida de DSS se
desarrollen como varones, sugirié que este focus no se require en la diferenciacién
testicular normal, pero que cuando esta presente en doble dosis impide la
formacion del testiculo (Goodfellow y Camerino, 1999},

Inicialmente se habia propuesto que DAXT fuera un gen determinante de ovario
(Bardoni et al, 1994). Sin embargo, se observé que la inactivacion dirigida de Dax1
en el ratdon no afecta el desarrotlo ovarico, pero bloquea la espermatogénesis en
los machos. Por lo tanto, se concluyd que Dax7? es un gen antitesticulo y no un
gen determinante de ovario, pero que ademas participa en la espermatogénesis
(Swain et al, 1998; Yu et al, 1998a).

Se han descrito un gran nimero de mutaciones puntuales y deleciones en el gen
DAX1 de pacientes con AHC (Goodfellow y Camerino, 1999). La identificacion de
mutaciones en DAX-1 en 17 familias con hipoplasia suprarrenal congénita reveld
que 23 individuos corresponden a corrimiento del marco de lectura, 12 a
mutaciones sin sentido, 6 a mutaciones de sentido equivocado y 1 a la delecién
de un codén. Cuando estos dltimos 7 cambios de aminoacidos fueron analizados
en un modelo homdélogo, construidoc mediante estructuras cristalinas
tridimensionales del receptor de la hormona tiroidea y del receptor alfa del
retinoide X, se observd que todos se localizaban en el extremo carboxilo de la
proteina DAX-1, en particular en el dominio hidrofébico conservado de union a
ligando (LBD, figand-binding domain) (Zhang et al, 1998).

Como se esperaria para una enfermedad recesiva ligada al X, las portadoras
heterocigotas de mutaciones para AHC son normales. La existencia de mujeres
homocigotas deficientes en DAX1 serfa muy rara, ya que los varones necesarios

para transmitir el alelo no funcional son estériles (Goodfellow y Camerino, 1999).
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Es interesante sefialar que en marsupiales y monotremas la regién sinténica de
Xp21, incluyendo DAX1, se localiza en un autosoma y que probablemente no sea

parte de un cromosoma X primitivo (Graves, 1996).

1.5 INTERACCIONES GENETICAS EN EL DESARROLLO GONADAL

Tanto la determinaciéon como la diferenciaciéon sexual requieren de una serie de
eventos complejos en los tejidos y en los tiempos apropiados durante el desarrollo.
Los defectos en cualquiera de estos pasos conlleva a una diferenciacion sexual
anormal. Aun cuando se sabe que SRY es el principal mediador de la
determinacién sexual masculina, se desconoce como esfe gen es capaz de
desencadenar los eventos criticos del desarrollo. Como se expuse anteriormente,
existen genes autosémicos (WT1 y SF-1) y ligados al X (DAX1) que también
juegan papeles criticos en la determinacion y en la diferenciacion sexual. Por ello,
las investigaciones actuales estan dirigidas a definir las interacciones potenciales
entre estos genes para explicar su cooperacién en [a gonadogénesis (Parker et al,
1999b).

151 SF-1y WT1

El analisis in vifro con proteinas recombinantes o en ensayos hibridos de
mamiferos ha mostrado que las proteinas WT1 y SF-1 forman heterodimeros. Mas
aun, la cotransfeccion con Wi7 aumenta la activacion transcripcional del promotor
de AMH dependiente de SF-1. Este efecto fue mas pronunciado con la isoforma -
KTS de WTH1, lo cual resulta raro tomando en cuenta que los pacientes con
sindrome de Frasier sugieren una aparente relacion entre la isoforma +KTS y la
gonadogénesis (Nachtigal et al, 1998). Sin embargo, pareceria que WT1 no es
absolutamente esencial para la expresion de SF71 ya que los ratones knockout
para Wt1 todavia muestran niveles detectables de transcritos de SFf-7 en las
génadas en proceso de degeneracion (Parker et al, 1999b).

Por otro lado también se ha demostrado que ademas de WT1, al menos in vitro, 1a



proteina SOX9 también es capaz de estimular al promotor de AMH en presencia
de SF-1. Esto llevé a proponer que ambos factores de transcripcion, SOX9y SF-1,
pudieran participar en la expresidon de AMH, ya sea como resultado de su
respectiva union al promotor de AMH como por su habilidad para interaccionar
entre si (de Santa Barbara et al, 1998).

Por lo tanto, se desconoce qué factores son necesarios para la activacién in vivo

de AMH o si se requiere que todos participen en una manera sinergistica (Parker
et al, 1999b).

1.5.2 SF-1y DAX-1

La naturaieza de la interaccion entre SF-1 y DAX-1 difiere considerablemente en
los estudios realizados, proponiéndose varios modelos. Uno de ellos postuia que
DAX-1 puede formar heterodimeros con SF1, lo cual resultaria en una inhibicién
de la activacion de franscripcibn mediada por SF-17  (lto et al, 1897).
Alternativamente, se ha propuesto que DAX-1 interfiere con la accién de SF-1 al
unirse a estructuras tallo-asa en la regidén 5’ de los genes que responden a SF-7,
lo gue presumiblemente bloquearia el acceso de SF-1 a estos promotores
(Zazapoulos et al, 1997). Finalmente, existen informes de que SF-1 puede
interaccionar con elementos promotores rio arriba de DAX-1 para inducir su
expresion (Burris et al, 1995; Yu et al, 1998b). Aparentemente, las consecuencias
funcionales de las interacciones propuestas entre DAX-1 y SF-1 varian
dependiendo del tejido. En la corteza adrenal, SF-1 y DAX-1 podrian cooperar
para la activacion de los genes blanco requeridos en las funciones tejido
especifico; en contraste, en las células gonadales las acciones de SF-1 y DAX-1

parecen ser antagénicas (Parker et al, 1999b).

En la Fig. 1.1 se resumen los principales eventos moleculares que ocurren durante
los procesos de determinacion y diferenciacion sexual. La Fig. 1.2 muestra las

interacciones celulares y moleculares durante la induccidén gonadal.
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1.1 Resumen de los principales eventos moleculares que ccurren en los mamiferos durante la :
Determinacion sexual y (B) Diferenciacion sexual.

indican las posiciones de los genes { WT1 , SF-1, DAX-1,SRY, SOX9 y AMH) que intervienen

=stos procesos. AMH-R : receptor de la hormona anti-Mulleriana; 5aR: 5a-reductasa; DHT dihidrotestosterona;
receptor de andrégenos. Medificado de Parker et al, 1999b
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Fig.1.2 Interacciones celulares y moleculares durante la induccion gonadal.
( medificado de Koopman, 1999 )



1.6 ANOMALIAS DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

Actualmente se conocen varios genes due tienen funciones criticas en el
desarrollo de la génada y en los procesos de determinacion y diferenciacion
sexual. Sin embargo, seguramente existen genes adicionales aun no identificados
que participan en estas complejas vias del desarrollo. Por ejemplo, el gen DMT7
posee una region homologa a un gen en Drosophila implicado en la determinacidn
sexual, ademas de que se expresa selectivamente en testiculo y se localiza en la
region distal del brazo corto del cromosoma 9 relacionado con la reversidon sexual
XY (Raymond et al, 1998). Recientemente, se han descrito varios genes
esenciales para los eventos tempranos del desarrollo gonadal que incluyen Lim1
(Shawlot y Behringer, 1995), Emx (Miyamoto et al, 1997) y Wnt-4 (Vainio et al,
1999).

De lo anterior se deduce que en el ser humano las anomalias genégticas en los
procesos complejos de determinacion y diferenciacion sexual, resulten en
diferentes desérdenes © padecimientos. Sin embargo, debido a que las
mutaciones que afectan estos procesos complejos no son letales, sino que
resultan en reversidon sexual completa o parcial, han sido muy importantes en la
diseccion de la cascada génica que conduce a un fenotipo masculinc o femenino
normal.

A continuacion se discutiran fas principales caracteristicas clinicas, citogenéticas y
moleculares de los padecimientos estudiados en este trabajo: sindrome de
Turner, disgenesia gonadal pura XY, sindrome de vardon XX y hermafroditismo

verdadero.

1.6.1 Sindrome de Turner

El fenotipo asociado al cariotipo 45,X se conoce como sindrome de Turner por la
descripcion clinica que realizé Turner en 7 pacientes con talla baja, infantilismo
sexual, cuello alado, baja implantacion de cabello y cubitus valgus (Turner, 1938).

Sin embargo, en 1930 Ullrich habia informado de un caso con un marcado



linfedema congénito, ademas de otras caracteristicas clinicas, por lo que este
sindrome es denominado Ullrich-Turner (Ullrich 1949).

La primera evidencia del fundamento cromosdémico del sindrome de Turner fue el
hallazgo de Polani y cols. (1954) de que estas pacientes no presentaban
cromatina X. Cuando las técnicas de cullivo permitieron asignar el nlmero
correcto de cromosomas en el humano, Ford y cois (1959) informaron que la
constitucidon cromosdmica en una paciente de 14 afios con sindrome de Turner era
45,X.

El sindrome de Turner constituye una de las anomalias cromosémicas mas
comunes con un frecuencia de 1 en 2500 nifas recién nacidas. Clinicamente se
caracteriza por fenotipo femenino, talla baja, amenorrea primaria, estrias fibrosas
bilaterales y diversas anomalias somaticas asociadas como linfedema congénito
en manos y pies, implantacién baja del cabello, cuello alado, anomalias cardiacas
y renales, y la presencia de mdltiples nevos, entre otras (Grumbach y Conte,
1998).

El resultado de varios estudios en sangre periférica ha demostrado que 40-60% de
las pacientes con sindrome de Turner son monosomicas para el cromosoma X, el
resto presenta un cromosoma X o Y esiructuralmente anormal o son mosaicos
45X con una segunda linea celular con un cromosoma sexual normal o anormal
(Hall y Gilchrist, 1990). No obstante, el estudio citogenético y molecular en
linfocitos y fibroblastos de 87 casos reveld que 66.7% eran mosaicos
(particularmente debido a la presencia de cromosomas marcadores,18.4%), y que
solo 20.7% eran 45 X. Estos resultados llevaron a sugerir que el mosaicismo
gjerce un efecto fetoprotector y que los casos 45,X que sobreviven a la etapa
embrionaria y fetal, corresponden a maosaicos cripticos con pérdida gradual, o
incapacidad de la deteccion citogenética, de la segunda linea cromosodmica (Held
et al, 1992). Se ha estimado que 99% de los fetos 45X se abortan
espontaneamente por lo que se estima que 5-10% de los abortos espontaneos y
1-2% de las concepciones corresponden a monosomias del X (Hook y Warburton,
1983).

Los estudios moleculares en diferentes poblaciones han demostrado que las
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pacientes con sindrome de Turner pueden presentar secuencias del cromosoma Y
con una frecuencia que varia de 0-61% (Binder et al, 1995; Coto et al,
1995;Fernandez et al, 1996; Lépez et al, 1998; Patsalis et al, 1998; Quilter et al,
1998). Este dato es muy importante ya que la presencia de material genético
derivado del cromosoma Y en pacientes con disgenesia gonadal se ha
correlacionado con un riesgo elevado (10-20%) de desarrollar neoplasias
gonadales (Verp y Simpson, 1987). Page (1987) propuso la existencia del gen
GBY, (Gonadoblastoma gene, Y-chromosome) cerca del centromero ¢ en el brazo
largo del cromosoma Y, con una funcion fisiolégica no definida en varones
normales, pero con la habilidad de predisponer la malignhizacién de las goénadas
disgenéticas. Posteriormente, Tsuchiya y cols. (1995) analizando pacientes con
reversion sexual XY y gonadoblastomas estimaron gue el gen GBY se localiza en
una region de 1-2Mb cercana al cenirdmero. Mas aun, sus resultados indicaron la
presencia de copias de 2 familias génicas del cromosoma Y, TPSY (testis-specific
protein, Y-encoded)y YRRM (Y-chromosome RNA recognition motif), en todos los
casos estudiados aun cuando solo las copias de TSPY se localizan en la region
critica de GBY. También se observé la expresion de ambos genes en dos
muestras de gonadoblastoma. Estos datos no implican directamente a TSPY o a
YRRM en la etiologia de este tumor, pero si sugieren la posibilidad de que existan
multiples Joci de GBY dispersos en el cromosoma Y.

Actualmente se considera que el fenotipo Turner se debe a una haploinsuficiencia
de uno o mas genes en el cromosoma X y no a la monosomia de este cromosoma
per se (Zinn y Ross, 1998). De acuerdo a este modelo, el locus responsable debe
tener un homodlogo en el cromosoma Y, debe escapar el mecanismo de
inactivacion del cromosoma X y transcribirse activamente durante el desarrollo.
Entre los genes que han sido propuestos como candidatos estan ZFX/ZFY (Page
et al, 1987} y RPS4X/RPS4Y (Fisher et al, 1990); sin embargo, evidencias
posteriores no los apoyan como responsables del fenotipo Turner (Page et al,
1990; Just et al, 1992). Por ofro lado, se propuso gue la haploinsuficiencia del gen
homedtico SHOX, localizado en la regién pseudoautosomica, fuera responsable

de la talla baja observada en el sindrome de Tumner (Rao et al, 1997).



Recientemente, Clement-Jones y cols (2000) describieron la expresién de SHCOX
en la formacion de [as exiremidades y en el primero y segundo arco faringeo,
durante el desarrollo embrionaric humano. Ademas, observaron mutaciones sin
sentido de SHOX en individuos con talla baja y caracteristicas esqueléticas
dismorficas asociadas al fenotipo Turner. Estos datos aportan la primera evidencia
de que este gen esté implicado tanto en estatura baja como en algunas
anormalidades esqueléticas observadas en el sindrome de Turner (cubitus valgus,
metacarpianos cortos, paladar alto y arqueado, entre otras).

La identificacién de los genes anti-Turner ha sido complicada por la variabilidad
fenotipica entre individuos con un mismo cariotipo, aun cuando se ha intentado
localizacar estos genes correlacionando caracteristicas fenotipicas con deleciones
parciales del cromosoma X (Ogata y Matsuo, 1995).

En un principio se consideré que el ratén XO constituia un modelo para el estudio
del sindrome de Turner (Cattanach, 1962). Sin embargo, el efecto del carictipo XO
en el ratdbn es menos severo que en el humano, estos ratones son fértiles y su
viahilidad in utero es mayor comparada con ia del humano. Ademas, no existen
evidencias obvias de anormalidades fisicas, ni crecimiento alterado (Lyon y
Hawker, 1973; Ashworth et al, 1991).

Recientemente se han informado mutaciones en el gene SRY en pacientes
femeninas con mosaicismo con cromosoma Y. En una paciente con cariotipo
45 X/47 XYY se identificé una mutacion de corrimiento de fase en la posicion 422
del gen SRY, concluyéndose que era la responsable de las estrias bilaterales y el
fenotipo femenino (Takagi et al, 1999). Por otra parte nuestro grupo describid una
mutacion de sentido equivocado, en el extremo &’ fuera de la caja HMG, en dos
casos 45,X/46,XY con fenotipo Turner y estrias bilaterales (Canto et al, 2000).
Esta mutacion habia sido previamente descrita en una paciente 46,XY con
disgenesia gonadal parcial que presentaba un testiculo anormal (Domenice et al,
1998). Estos datos sugieren la existencia de un hotspot en esta regién del gen
SRY e indican que una misma mutacion puede expresarse en fenotipos diferentes
(Canto et al, 2000).



1.6.2 REVERSION SEXUAL

La discordancia entre el sexo cromosémico y el gonadal-fenotipico se conoce
como reversion sexual. En el humano se reconocen dos tipos de reversién sexual
completa: los varones XX que carecen de un cromosoma Y pero desarrollan
testiculos bilaterales y tienen fenotipo masculino y su contraparte, las mujeres
48, XY que en presencia de un cromosoma Y no presentan desarrollo testicular y,
en consecuencia, el fenotipo es femenino.

La reversion sexual incompleta o parcial incluye varones XX con ambigliedad
genital y el hermafroditismo verdadero 46,XX 6 46,XY.



1.6.2.1 Disgenesia Gonadal Pura 46,XY

El término disgenesia gonadal pura 46,XY fue utilizado originalmente en pacientes
que presentan esfrias fibrosas bilaterales sin estigmas somaticos de sindrome de
Turner (Swyer, 1955). El padecimiento se puede presentar en la forma completa o
parcial: en la primera, los individuos afectados se caracterizan por presentar
fenotipo femenino, amenorrea primaria, estrias fibrosas bilaterales, ausencia de
desarrollo de caracteres sexuales secundarios y talla normai (Vilain et al, 1993).
En las variantes conocidas como disgenesias parciales, el fenotipo depende tanto
del momento especifico de 1a gestacidn en el cual se produce el dafic gonadal,
como del grado de afeccién existente en cada uno de los compartimentos
testiculares (Kofman-Alfaro et al, 1989).

En la mayoria de los casos, el motivo de consulta es ausencia de caracteristicas
sexuales secundarias o amenorrea primaria, aunque algunas pacientes pueden
presentar manifestaciones leves de ambigliedad genital como clitoromegalia
(Schmitt-Ney et al, 1995).

En los individuos con Ila forma completa se observa hipogonadismo
hipergonadotropico, mientras que en la forma parcial existe variabilidad en la
secrecion hormonal, de acuerdo con el grado de afeccion testicular. En la forma
clasica existe la presencia de trompas de Falopio y Utero pequenfio, hallazgos que
son variables en las formas parciales (Kofman-Alfaro et al, 1989). En ambos tipos
se observa un riesgo elevado (20-30%) de tumores gonadales, por lo que esta
indicada la remocioén quirdrgica de las gonadas disgenéticas (Scully, 1970).

La mayoria de las mutaciones de SRY identificadas en mujeres XY se localizan en
la caja HMG, pero también se han descrito mutaciones fuera de la caja HMG, que
presumiblemente actlen alterando la expresion de SRY. En la tabla 1.1 se

resumen las principales mutaciones descritas.

1)
1y



Tabla 1.1 Resumen de las principales mutaciones en SRY en pacientes con

disgenesia gonadal 46, XY

Mutacién Coddn Nucleétido Aminoacido Referencia
1.-En la caja
HGM
a.- Sin sentido
70 TGG-TAG Trp-ALTO Hawkins et al, 1992a
74 {CAG-TAG Gin-ALTO Affara ef al, 1993
86 gCGA-TGA Arg-ALTO Cameron et al, 1997
92 cAAG-TAG Lys-ALTO Muller et al, 1992
93 gCAG-TAG GIn-ALTO McElreavy et al,
1992a
97 cCAG-TAG GIn-ALTO Bilbao et al, 1996
107 TGG-TAG Trp-ALTO lida et al, 1997
127 TAT-TGT Tyr-ALTO McElreavy et al,
1992b
b.-Sentido
equivocado
18 AGT-AAT Ser-Asn Domenice et al 1998
60 aGTG-CTG Val-Leu Hawkins, 1993
62 gCGA-GGA Arg-Gly Affara et al, 1993
64 ATG-AGG Met-Arg Scherer et al, 1998
64 ATGa-ATA Met-lle Hawkins et al, 1993
67 aTTC-GTC Phe-Val Scherer et al, 1998
68 ATC-ACC lle-Thr McElreavy et al,
1992b
78 ATG-ACG Ser-Gly Affara et al, 1993
87 AAC-ATC Asnh-Tyr Okuhara et al, 2000
90 ATCa-ATG Gly-Arg Hawkins et al, 1992a
91 cAGC-GGC Lys-lle Schmiti et al, 1985
95 gGGA-CGA Phe-Ser Hawkins, 1993
106 AAA-ATA Ala-Thr Hawkins et al, 1992b
108 TTC-TCC Pro-Leu Jager et al, 1992
113 gGCA-ACA Tyr-Cys Zeng et al, 1993
125 CCG-CTG Arg-Trp Schmitt-Ney et al,
1995
127 TAT-TGT Tyr-Cys Poulat et al, 1894
133 tCGG-TGG Arg-Trp Veitia et al, 1997
.- corrimiento
de fase
107 Delecidon 1pb Hawkins et al, 1992b
120 Delecién 4pb Jager et al, 1990
2.- Ofra region
codificante
a.- sin sentido
2 gCAA-TAA GIn-ALTO Brown et al, 1998
4 TATg-TAA Tyr-ALTO Veitia et al, 1997
163 TTG-TAG Leu-ALTO Tajima et al, 1994

34




Es interesante sefialar que en dos mujeres XY, que habian desarrollado
gonadoblastoma y disgerminoma asociado, se describieron mutaciones en SRY,
sugierendo gue este gen juegue un papel en la formacion de tumores gonadales
(Uehara et al, 1999).

Sélo 10-15% de los casos con disgenesia gonadal pura 48, XY presentan
mutaciones en el gen SRY, sugiriendo que mutaciones en genes blanco o
activados por SRY puedan causar reversion sexual. Los genes que determinan la
expresion correcta de SRY deben proveer el ambiente gonadal adecuado para
que en presencia de SRY se active en el momento apropiado. De manera similar,
los genes por debajo de SRY deben actuar correctamente para dar lugar a las
estructuras testiculares apropiadas. Debido a la falta de especificidad de unién de
la proteina SRY, no se ha podido esclarecer qué genes son activados por eila. Por
jo tanto, la identificacion de genes responsables de diversos padecimientos que
cursan con reversidon sexual parcial o completa ha permitido reconocer la
participacion y la jerarquia de cada uno de estos en la cascada de Ia
diferenciacion sexual (Lopez et al, 1998; Roberis et al, 1999; Capel et al, 2000).
Otra de las causas de reversion sexual en mujeres XY con una copia intacta de
SRY es la presencia de microduplicaciones de Xp21 (Bernstein ef al 1980; Bardoni
et al, 1994). Posteriormentie se identifico en esta region al gen DAX-1, cuyas
mutaciones causan hipoplasia adrenal congénita (Muscatelli et al, 1994). Su
funcion en el desarrollo de la génada (discutido anteriormente) lo convierten en un
candidato muy interesante para explicar el mecanismo por el cual las
duplicaciones de Xp21 suprimen la formacion del testiculo. A la fecha, las
evidencias moleculares apoyan la hipétesis de que DAX-1 es responsable de la
reversion sexual XY sensible a dosis génica, pero no son compatibles con los
datos obtenidos de estudios transgénicos (Roberts et al, 1999). Los ratones XY
transgénicos con copias extras de Dax-1 muestran refraso en el desarrollo
testicular pero no sufren reversion sexual. Solo cuando este transgén es analizado

contra alelos débiles de Sry se presenta reversion sexual completa, sugiriendo que



Dax-1 puede antagonizar este efecto de Sry (Swain et al, 1998). Estos resultados
indican que los mecanismos de reversién sexual XY con duplicacién de Xp21 son
mas complejos que los efectos simples de dosis génica (Roberts et al, 1999). La
observacion de que duplicaciones aparentemente similares no siempre conducen
a reversion sexual (Arn et al, 1994; Baumstark et al, 1996) sugieren efectos de
posicién o genes modificantes pueden influir en el fenotipo.

Por otro lado, ocasionaimente se han cbservado deleciones de 9p y de 10g en
individuos con reversion sexual XY, sugiriendo que en estos segmentos
cromosomicos existan genes requeridos en dos copias para un desarrollo
testicular normal. En dos estudios realizados mediante el analisis de los puntos de
ruptura, han localizado la delecién responsable de la disgenesia gonadal a la
region 9p23.3-p24.1 y también han demostrado que tenia un origen paterno
{Ogata et al, 1997, Veitia et al, 1997). En esta region se ha localizado al gen
DMRT1, que en el humano se expresa Unicamente en el testiculo adulto
(Raymond et al, 1999a) y en la cresta genital del embridn masculinc, pero no del
femenino, de manera similar a SRY (Moniot et al, 2000). Estudios recientes han
delimitado la region a la porcion distal de 9p24.3 y han identificado también al
gen DMRT2 en ella. Adicionalmente, se demosird por hibridacion in situ
fluorescente (FISH) que tanto DMRT7 como DMRTZ2 estaban ausentes en un caso
de reversién sexual XY con la delecion mas pequefia de 9p descrita, sugiriendo
que la disgenesia gonadal en los individuos con delecion de 9p sea debida a la
homocigosidad combinada de DMRTT y DMRT2 (Raymond et al, 1999b).

Por ofro lado, las deleciones distales del brazo largo del cromosoma 10 (g25.3-
g26.2) estan asociadas con ambigliedad genital y reversion sexual en individuos
46 XY (Wulfsberg et al,1989) Esta anomalia se acompana de retraso mental
severo, alteraciones craneofaciales y digitales y malformaciones cardiacas
diversas. La histologia de la gbénada en estos pacientes es variable, desde
gonadas disgenéticas hasta tejido testicular de apariencia normai (Wilkie et al,
1993). El fenotipo estd en realcion con la funcionalidad residual del tejido
testicular. En la regién 10924-925 se localizan algunos genes candidatos cuya

alteracion podria originar la disgenesia gonadal: el gen p450c¢17 que interviene en
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la sintesis de testosterona (Sparkes et al, 1991) y el gen PAX2 que se expresa en

el mesonefros (Sanyanusin et al, 1995).

1.6.2.2 Varones XX

El sindrome de vardn XX se caracteriza por fenotipo masculino, testiculos
bilaterales e infertilidad y se presenta con una frecuencia aproximada de 1:10,000-
20,000 recién nacidos vivos. (de la Chapelle et al, 1964). Diversos estudios han
demostrado que en la mayoria de los casos el fenotipo masculino es normal y que
el resto, 10-15%, presenta ambigledad genital (de la Chapeile et al, 1981;
Grumbach y Conte, 1998). Therkelsen (1964) y Ferguson-Smith (1966)
propusieron que los varones XX eran resuliado de un intercambio desigual entre
los cromosomas X y Y durante la meiosis paterna. El mejoramiento de las técnicas
citogenéticas permitid observar cariotipos de varones XX con alteraciones en el
tamanio del brazo corto de uno de los cromosomas X (Evans et al, 1979; Magenis
et al, 1982). Posteriormente, la habilidad para clonar segmentos del cromosoma Y
confirmaron la presencia de material genetico derivado de este cromosoma en el
genoma de varones XX ( Guellaen et al, 1984; Miiler et al, 1985; Page et al,
1985; Affara et al, 1986).

En los dltimos afios, la aplicacidn de técnicas moleculares en el estudio de
pacientes con anomalias de la diferenciacion sexual ha permitido demostrar que
90% de los varones XX porta el gen SRY translocado a uno de sus cromosomas
X, lo que explica su desarrollo testicular (Abbas et al, 1990; Ferguson-Smith et al,
1990; Donlon y Muller, 1991). El 10% restanie es negativo para secuencias
derivadas del cromosoma Y, postulandose que la reversion sexual en estos casos
sea debida a mutaciones en genes, autosomicos o ligados al X, que también
participan en la cascada génica que conduce a la determinacion testicuiar. (Palmer
et al, 1989: Abbas et al, 1990; Lépez et al, 1995a).

El patréon de secuencias del cromosoma Y presentes en la mayoria de los varones
XX muestra gran variabilidad en el tamafio del segmento transiocado, pero

siempre incluye a SRY por lo que resulta en reversién sexual (Lopez et al, 1995b).




Inicialmente se considero que los pacientes positivos para material genético
derivado del cromosoma Y mostraban virilizacién normal, en contraste con los
varones XX negativos para SRY que presentan ambigliedad genital; sin embargo,
reportes posteriores no apoyan esta hipdtesis (Ferguson-Smith et al, 1990;
Numabe et ai, 1992; Lépez et al, 1995a).

Aungue en general este padecimiento se presenta en forma aislada, existen 4
reportes en la literatura de casos familiares de varones XX (Nicolis et al, 1972; de
la Chapelle et al, 1977; Minowada et al, 1979; Abbas et al, 1990). Ademas se han
informado 9 casos de varones XX y de hermafroditas verdaderos coexistiendo en
una misma familia, sugiriendo un origen genético comun para ambos desordenes
(Berger et al, 1970; Kasdan et al, 1973; Vergnaud et al, 1986; Skordis et al, 1987,
Palmer et al, 1989; Pereira et al, 1991; Kuhnle et al, 1993; McElreavy et al, 1993;
Ramos et al, 1996). Es inferesante sefialar que en las 7 ultimas familias los
estudios moleculares revelaron que todas, a excepcion de la informada por Palmer
et al (1989), fueron negativas para secuencias del cromosoma Y, la mayoria de los

varones XX en todas estas familias presentan genitales ambiguos.

1.6.2.3 Hermafrodistimo Verdadero

Los hermafroditas verdaderos son individuos en los que se encuentra tanto tejido
testicular como ovarico, en forma separada o constituyendo un ovotestes, y un
grado variable de ambigledad genital. La génada mas comunmente encentrada
es el ovotestes (60%), seguida de ovario y menos frecuentemente de testiculo. El
desarrollo de los ductos Wolffianos y Milllerianos depende del tipo de gonada
presente y del grado de desarrollo testicular. En general, presentan Utero pero
éste es hipoplasico. En 60% de los casos el cariotipo es 46,XX, 20% presenta
quimeras 46,XX/46 XY y otros mosaicos, y el resto son 46, XY (Grumbach y Conte,
1998).

La histologia del testiculo y de la porcion testicular es idéntica en varones XX y
hermafroditas verdaderos XX, mostrando espermatogonias normales en los

pacientes jovenes y tejido disgenético desprovisto de espermatogonias después



de los 5-8 afos de edad (Toublanc et al, 1993). A diferencia de las disgenesias
gonadales discutidas previamente (sindrome de Turner y disgenesia gonadal pura
XY) el riesgo de malignizacion de las génadas de los hermafroditas verdaderos es
bajo (Warne y Zajac, 1998).

Contrariamente a lo que sucede con los varones XX, sOlo una minoria de
hermafroditas verdaderos 46,XX son SRY positivos y se ha sugerido que en el
resto el desarrollo testicular sea resultado de (1) mutaciones en otros genes,
autosdmicos o ligados al X, implicados en la diferenciacion gonadal, de manera
analoga a lo que ocurre en los varones XX que son SRY negativos, (2)
mosaicismo o quimerismo criptico o circunscrito a la génada, con una linea celular
con cromosoma Y (Pereira et al, 1991; McElreavy et al, 1993; Spurdle et al, 1995;
Ramos et al, 1996; Torres et al, 1996).

Por otro lado, se han descrito algunas mutaciones de SRY en hermafroditas
verdaderos. Braun et al (1993) informaron de un hermafrodita verdadero 46,XY
con una mutacién de sentido equivocado en la caja HMG de SRY, que estaba
presente en el DNA extraido de génada y no en el obtenido de leucocitos.
Posteriormente en otro caso de hermafroditismo verdadero 46,XY se identificd una
mutacién puntual en el codén 60 que conduce al cambio de valina por alanina
{(Hiort et al, 1995).

La mayoria de los hermafroditas verdaderos 46,XX ocurren en forma esporadica,
aun cuando existen formas familiares (Fraccaro et al, 1979). Los casos familiares
muestran una frecuencia mayor en subgrupos étnicos particulares, especialmente
en los negros de Sudafrica que hablan bant(, sugiriendo que este padecimiento
posea una causa y una patogénesis comin en los habitantes de esta regién
(Ramsay et al, 1988). El analisis de secuencias especificas de! cromosoma Y,
incluyendo SRY, en 16 hermafroditas verdaderos 46 XX de esta poblacion mostré
que eran Y-negativos excluyendo que la presencia de material derivado del Y
estuviera implicado en ia etiologia de la enfermedad (Spurdle et al, 1995).

El manejo clinico del hermafroditismo verdadero depende de la edad del
diagnoéstico y del resuftado del analisis de la capacidad funcionat de las génadas,

los ductos genitales y los genitales externos presentes. En general, el sexo de



2.0 OBJETIVOS

Detectar la presencia de secuencias del cromosoma Y en diferentes patologias de
la diferenciacion sexual: 75 pacientes con sindrome de Turner, 8 con disgenesia
gonadal pura XY, 10 varones XX esporadicos, 2 hermanos varones XX y 10

hermafroditas verdaderos.
En los casos positivos, analizar 1a secuencia del gen SRY para determinar si la
presencia de mutaciones esta relacionada con la etiologia del padecimiento y con

el fenotipo.

Correlacionar los datos moleculares obtenidos con la etiologia del padecimiento y

las caracteristicas fenotipicas de estos pacientes
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3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1 PACIENTES

Para reconocer la presencia de secuencias del cromosoma Y en diferentes
anomalias de la diferenciacion sexual se estudiaron 75 pacientes con sindrome de
Turner, 8 sujetos con disgenesia gonadal pura 46,XY, 10 casos esporadicos de
varones XX, 2 hermanos varones XX y 10 casos de hermafroditas verdaderos. En

todos los individuos SRY positivos se analizé la secuencia de este gen.

3.2 ESTUDIOS CITOGENETICQOS

Se realizdé cariotipo en linfocitos de sangre periférica en todos los pacientes
estudiados. Se analizaron 100 metafases con técnica habitual y 20 con bandas
GTG y CBG en cada caso.

3.3 ESTUDIOS MOLECULARES

3.3.1 Aislamiento de DNA gendmico de sangre periférica

Se llevd a cabo mediante una técnica medificada de dos métodos previamente
descritos (Buffone y Darlington, 1995, Kempter y Grossbadern, 1992). Se
extrajeron asépticamente 3 ml de sangre periférica en un tubo Vacutainer con
EDTA como anticoagulante. Se colocd la sangre en un tubo conico de 15 mi, se
agrego un volumen igual de amortiguador TTS (Tris 10mM pH 7.6, Tritdn 1% v/v,
Sacarosa 300 mM) y se invirtid el tubo varias veces. Se centrifugdé a 3000 rpm
durante 6 min y se decantd el sobrenadante. Se agregé al botén 1mi de
amortiguador TTS, se agito y se transfirié a un microtubo de 1.5 ml. Se agitd hasta
homogenizar y se centrifugd a 12,000 rpm durante 2min. Se decanto el
sobrenadante, se agrego al boton 1ml de amortiguador TTS, se agitd y se

centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min. Se repitié el paso anterior 2-3 veces. Se



agrego al botén limpio 570 ul de NaCi 5mM, se agité durante 2 min, se agregd 30
pl de SDS 10% vy se agité durante 5 min. Se adicion6 200 ul de NaCl saturado y
se agité durante 10 min. Se centrifugd a 11,500 rpm durante 15 min a 4°C. Se
decanid el sobrenadante a un tubo de ensaye de 13x100 mm estéril. Se afiadio 2
ml de etanol absoluto a -20°C para precipitar el DNA. Se tomé el DNA mediante
una varilla de vidrio, se enjuagd con etanol al 70% y se dej6 secar al aire. El DNA
se resuspendié en 350 pl de agua estéril en un microtubo a bafio Maria a 60°C

durante 2 h. Se conservo a -20°C, manieniendo una alicuota de 100 pl a 4°C.

3.3.2 Extraccion de DNA gendmico de tejido embebido en parafina

Se realizd mediante una técnica previamente descrita (Banerjee et al, 1995). Se
cortaron 2 tiras de 15 mm de espesor del tejido embebido en parafina y se
colocaron en un microtubo de 1.5 ml estéril. Se agrego6 200 ul de amortiguador de
digestion (Tris 50 mM pH 8.5, EDTA 1mM,Tween 5% v/iv,H,O cbp) y se
homogenizé mediante [a accidon de una micropipeta. El tubo cerrado se introdujo
en horno de microondas y se irradié a maxima potencia 3-5 puisos de 15 seg. Se
centrifugd a 12,000 rpm/10min a temperatura ambiente. Se retiré el anillo de
parafina formado con la ayuda de una punta estéril de micropipeta. El botén de
tejido libre de parafina se homogenizé mediante inversion suave en el
amortiguador de digestion restante. Se anadid proteinasa K a una concentracion
final de 20 mg/ml vy se dejé actuar 3 h a 55°C,0 hien toda la noche a
42°C Después de la digestion, el tubo se centrifugd a 6,000 rpm/5min a
temperatura ambiente. El sobrenadante conteniendo el lisado de DNA se transfirid
a otro tubo estéril y se hirvid durante 10 min para desnaturalizar la proteasa
residual y las proteinas contaminantes. Se enfrié a temperatura ambiente o en

hielo.

3.3.3 Procesamiento de las muestras de DNA gendmico

Todas las muestras de DNA obtenidas se procesaron de la siguiente manera:
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(1) Se asigné una clave de identificacién por padecimiento (T: sindrome de
Turner; D: disgenesia gonadal pura XY; V: varén XX; H: hermafrodita verdadero)
seguida por un nimero progresivo y del afio en curso. En cuanto a los controles,

los masculinos tuvieron la clave CM y los femeninos la CF.

(2) La calidad y concentracién del DNA extraido en cada muestra se determiné
mediante analisis espectrofotométrico y electroforesis en gel de agarosa:

(a) El andlisis espectrofotométrico se realizé mediante lecturas a 260 y 280 nm.Se
calcuio la concentracién de la muestra de DNA mediante la férmula 1 D.O.260= 50
mg/ml de DNA. Una relacién 260/280 cercana a 1.8 se considerd 6ptima.

{(b) Se analizaron alicuotas de 1-2 ug de DNA gendmico mediante electroforesis
en gel de agarosa 0.8% en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001M)
tefiido con bromuro de etidio 0.0002% (Sambrook et al, 1989).

3.3.4 Reaccion en cadena de la polimerasa

Reaccion de PCR:

dNTPs (1mM cada uno) 4 pl (20 mM cada uno)
oligonuciedtidos (10 mM) 1 ul de cada uno (0.2 ml cada uno)
Amortiguador 10X (MgClz 1.5mM) 5 ul (1X)

Tag polimerasa (5U/mi) 0.2 ul (1U/ml)

DNA (50-100 ng/mi) 1-2 w! (100 ng)

H,O cbp 50 i

Los oligonucleétidos empleados feuron los siguientes:

(a) Ei par Y1 y Y2 flanquea un fragmento de 170 pb de secuencias alfoides
repetidas de la region centromérica del cromosoma Y humano (Witt y
Erickson,1989; 1991).

Y1: 5~ ATG ATA GAA ACG GAAATA TG -3° Tm = 52°C

Y2:5- AGT AGA ATG CAAAGG GCT CC -3 Tm = 60°C



Desnaturalizacion 95°C/3min; 30 ciclos de 95°C/1min, 58°C/2min y 72°C/3 min;
extension 72°C/10 min.

(b) El par X1 y X2 define un fragmento de 130 pb pb de secuencias alfoides
repetidas de la regibn centromérica del cromosoma X humano (Witt y
Erickson,1989)

X1: 5°- AAT CAT CAAATG GAGATT TG -3° Tm = 52°C

X2:5-GTT CAG CTC TGT GAG TGA AA -3’ Tm = 58°C

Desnaturalizacion 95°C/3min; 30 ciclos de 94°C/1min, 63°C/2min y 72°C/3 min;
extension 72°C/10 min.

(c) Para el gen ZFY se utilizé el par ZFY-1 y ZFY-2 que flanquea una regién de
400pb (Schneider-Gadicke et al, 1989)

ZFY-1. 5-GAA TTC ATG AGG AGA CCA GAA G-3° Tm =64°C

ZFY-2: 5- CAC AAAACT TACACT TATGCA T-3° Tm=58°C
Desnaturalizacién  94°C/3min; 35 ciclos de 94°C/1°30min, 60°C/1°30min y
72°C/1730 min; extensidon 72°C/7min.

(d) Ei par Y1.1 y Y1.2 define un fragmento de 154 pb de una secuencia repetida
de 3.4kb de la region heterocromatica del brazo largo del cromosoma Y humano
(Kogan y Gitschier,1990)

Y1.1: 5-ATG ATA GAA CGC AAA TAT G -3 Tm = 50°C

Y1.2: 5-AGT AGAATG CAAAGG GCT CC -3° Tm=60°C

Desnaturalizacién 95°C/5min; 35 ciclos de 94°C/1min, 57°C/1°30min y 72°C/2°30

min; extension 72°C/7min.

() El par PABY-1 y PABY-2 flanquea una region de 250 pb del limite
pseudoautosémico del cromosoma Y (Jager et al, 1990)

PABY-1: 5°- TGG GCA CTT ACA CAT AGA CGT-3° Tm = 62°C

PABY-2: 5-CTT CTC TIT GAAGTG TAAGGA G-3° Tm=58°C
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Desnaturalizaciéon 95°C/3min; 30 ciclos de 94°C/1min, 56°C/2min y 72°C/3 min;
extensidn 72°C/2 min.

(f) La amplificacion del gen SRY se realizé utilizando varios pares de

oligonucleétidos (Fig 3.1).

- El par SRY1 y SRY2 amplifica una regién de 609 pb ( Bailey et al,1992)

SRY1: 5'- CGA CAA TGC AAT CAT ATG C-3° Tm = 64°C

SRY2: 5- TAG CGG TCC CGT TGC TGC -3° Tm = 60°C

Desnaturalizacion 95°C/3min; 33 ciclos de 95°C/1min, 56°C/2min y 72°C/3 min;
extension 72°C/2 min.

-El par AP-1 y AP-2 amplifica una region de 421 pb

AP-1: 5-GAA TAT TCC CGC TCT CCG G-3° Tm= 62°C

AP-2: 5- ACAACC TGT TGT CCA GTT GC-3° Tm= 60°C

Desnaturalizacion 85°C/3min; 33 ciclos de 94°C/1min, 58°C/1°30min y 72°C/1°30

min; extension 72°C/5 min.

-El par XES7 y SRY3 amplifica un fragmento de 407pb, el par XES10 y SRY3
amplifica un fragmento de 529 pb,el par SRY6 y XES11 amplifica un fragmento de
432 pb,el par XES7 y XES2 amplifica un fragmento de 609pb y el par SRY6 y
SRY3 amplifica un fragmento de 200pb.

(Affara et al, 1993)

XES2: 5°-CTG TAG CGG TCC CGT TGC TGC GGT G-3° Tm= 73°C
XES7: 5-CCC GAA TTC GAC AAT GCAATC ATATGC TTC TGC -3° Tm=68°C
XES10: 5°-GGT GTT GAG GGC GGA GAAATG C -37 Tm =70°C
XES11: 5°-GTAGCC AAT GTTACC CGATTG TC-3° Tm = 68°C
SRY3: 5°-CTT CCG ACG AGG TCG ATA C-¥ Tm = 60°C
SRY8: 5-GTG GTC TCG CGA TCA GA-3’ Tm = 54°C

Desnaturalizacion 94°C/5min; 30 ciclos de 94°C/1min, 68°C/1min y 72°C/2 min;
extension 72°C/7 min.
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Fig 3.1 Secuencia parcial del gen SRY. Se enmarca la localizacion de la caja
HMG vy se indican las posiciones de los oligonucledtidos utilizados.



3.3.5 Analisis electroforético de los productos de PCR

Los producios de cada reaccion de amplificacién fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE (Tris-acetato
0.04M, EDTA 0.001M pH 8.0), tenido con bromuro de etidic 0.0002%,
incluyéndose un carril con un marcador de peso molecular (escalera de
100pb,GIBCO BRL)

3.3.6 Elucién de productos de PCR a partir de geles de agarosa

Este método se realizé utilizando un estuche comercial (QUIAEX 1l, QUIAGEN) y
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El protocolo esta disefado para la
extraccion de fragmentos de DNA de 40 pb a 50 kb a partir de geles de agarosa
de 0.3-2.0% (agarosa estandar o de bajo punto de fusién) en amortiguador TAE
(Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001M pH 8.0) o TBE (Tris-borato 0.045M, EDTA
0.001M pH 8.0).

El fragmento de DNA se cortd del gel de agarosa con un bisturi limpio, eliminando
lo mas posible de agarosa, y se transfirié a un microtubo de 1.5 ml estéril. Se pesd
y se le adicioné 3 volumenes de amortiguador QX1 (ej. 300 pl de amortiguador
para 100 mg de agarosa). Enseguida se agrego 3-5 ul de la solucion QIAEXII
(suspension recién preparada) por cada microgramo de DNA. La reaccién se
incubod a 50°C durante 10 min para solubilizar |a agarosa y permitir el enlace del
DNA a las perlas de silica de la solucion QXIl. Se mezclé mediante vortex para
mantener el QUIAEX 1l en solucion.Se centrifugd a 13,000 rpm/1 min y se
desechd el sobrenadante mediante una micropipeta. Se lavd el precipitado con
500 ul de amortiguador QXI, se resuspendid en vortex y se centrifugo
nuevamente. Se elimind todo el sobrenadante con una micropipeta (en este paso
se retiran los residuos de agarosa contaminante). Posteriormente, se lavo el
precipitado con amortiguador PE 2 veces (estos lavados eliminan residuos de
sales). El boton se seco al aire durante 10-15 min o hasta que el precipitado se vid

blanco. Finalmente, para eluir el DNA se adicioné 20 ul de H,O estiéril y se incubd
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a temperatura ambiente por 5 min. Pasado este tiempo, se centrifugé durante
1min y se colectd el sobrenadante (que ahora contiene al DNA) a un microtubo
estéril. El DNA purificado se almacend a -20°C.

3.3.7 Cuantificacion de DNA mediante fluorometria

La cantidad de templado de DNA utilizada en la reaccion de secuenciacion puede
afectar la calidad de los resuitados, por ello para la secuenciaciéon de DNA los
productos de PCR purificados del gel de agarosa se cuantificaron mediante
fluorometria.Se usé el fluorébmetro DyNA Quant 200, (Hoefer) que tiene una
longitud de onda fija de 365 nm de excitacién y 460 nm de emision. Estas
caracteristicas de espectro estan disefiadas para la deteccion de DNA de doble
cadena mediante su enlace al colorante fluorescente Hoechst 33258. Este ensayo
es un método preciso para determinar fa concentracién de DNA en presencia de
proteina, RNA y nucledtidos que son contaminantes que interfieren con la
determinacion convencional por absorbancia en luz ultravioleta. Para ello, se
preparé un estandar de DNA de concentracion conocida (100 ng/ml) en
amortiguador TEN (Tris 10 mM pH8.0, EDTA 1mM pH 7.4, NaCl 0.1 M) y se le
agrego del colorante fluorescente Hoechst 33258 (1mg/ml). El equipo se calibrd
introduciendo una celda con el estandar de DNA.Se tomaron 2ul de cada muestra
de DNA de concentracion desconocida y se mezclaron con 2ul del colorante en
TEN. Se realizaron 3 lecturas por cada muestra, las cuales se promediaron para

calcular la concentracion de DNA en cada muestra.

3.3.8 Purificacion de productos de PCR por columnas de filtracion en gel (Spin
Columns)

La columna (Cenirisep) se colocd sobre su base y se le retird la tapa. Se
reconstituyo el gel (sefarosa G-50 de grano media) en 800 pl de HoO esteril, se
tapd la columna y se invirtié varias veces, evitando la formacion de burbujas. Se

dej6 reposar 30 min a temperatura ambiente antes de usarse.Una vez que el ge!
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ha sedimentado, se destapé la columna, se retiré de su base y se colocé sobre un
microtubo para drenar el exceso de liquido. La columna se centrifugd a 3000 rpm
durante 3-4min para eliminar el fluido intersticial. Se colocd en un microtubo
colector estéril y etiquetado. Se aplicd 20 pl del producto de PCR sobre la
sefarosa de la columna, sin tocar las paredes o dafar el gel. Finalmente se
centrifugd la columna con el tubo colector a 3000 rpm durante 6min. Se guardd la

muestra purificada en el tubo colector y se desechd la columna utilizada.

3.3.9 Secuenciacion de DNA

La reaccion de secuenciacion se llevé a cabo empleando un paquete comercial
(ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Perkin Elmer)
y siguiendo las instrucciones del proveedor para el analizador genético ABlI PRISM
377.

En un microtubo de 200 pl estérii se mezclaron los siguientes reactivos:

Amortiguador (Tris-HCI pH 9.0, MgCl, y 4.0ul

pirofosfatasa termoestable)

Mezcla de DNTP’s (incluye DITP en lugar 0.9ul
de DGTP)

Terminadores de reaccion marcados con 0.4 c/u
colorantes diferentes (A, G, C, T)

DNA polimerasa 0.8 ul
Templado de DNA (producto de PCR, 30 3-6ul
ng/ml}

Oligonucieodtido 3.2 pmolas
H,O estéril cbp 20 pl

La mezcla de reaccién se colocd en el termociclador y se procedid a la

amplificacién de la secuencia como sigue: 25 ciclos a 96°C/10 seg, 50°C/ 5 seg vy
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80°C/4 min. Al final se enfrié a 4°C. Se procedié a la purificacion del producto
amplificado mediante columnas de filtracién en gel (Spin Columns). La muestra
purificada se secd al vacio, sin aplicar calor. Se resuspendié en 1.5 pl de
amortiguador de carga (formamida desionizada en una proporcion 5:1 con EDTA
10mM pH 8.0/azul de dextran 5 mg/ml). Se mezclé en vortex y se cenfrifugd
brevemente. L.a muestra se desnaturalizé mediante calentamiento a 95°C durante
5 min e inmediatamente se colocd en hielo hasta el momento de aplicarla en el gel
de secuenciacion.
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4.0 RESULTADOS

En este frabajo se realizd un analisis molecular en el DNA genémico de 105
pacientes con diferentes anomalias de la diferenciacion sexual (sindrome de
Turner, disgenesia gonadal pura 48,XY, sindrome de varén XX y hermafroditismo
verdadero) para reconocer cuales regiones del cromosoma Y estaban presentes,
para detectar la presencia de mutaciones en el gen SRY y para correlacionar
estos datos con la eticlogia del padecimiento y el fenotipo de estos individuos.

A continuacidén se expondran los datos clinicos y citogenéticos y la deteccion de
secuencias del cromosoma Y en los pacientes estudiados. Posteriormente se
mostraran los resultados del analisis de la secuencia del gen SRY en los casos

positivos.

(a) Pacientes con sindrome de Turner

Se estudiaron 75 pacientes con sindrome de Turner de poblacion mestiza
mexicana. El motivo de la consulta fue linfedema en manos y pies en las recién
nacidas, talla baja en las nifias y amenorrea primaria en las adolescentes y
adultas. Los resuitados citogenéticos mostraron que 61 pacientes tenian un
cariotipo 45 X y que 14 pacientes eran mosaicos: 4 casos 45,X/46,XX; 4 casos
45, X/46,X +mar; 4 casos 45X/46,X,1 (Xg); un caso 45,X/46,X,del(Xp) y un caso
45 X/46,XY.

El analisis molecular mediante PCR del DNA gendmico aislado de sangre
periférica en estas pacientes demostré la presencia de diferentes secuencias de
material derivado det cromosoma Y soélo en 6 pacientes : 4 casos 45X, 1 caso
45 X/46 X +mar y el caso 45 X/46,XY. Estos datos resultan en una frecuencia de
8% de pacientes con fenotipo Turner positivas para material genético del
cromosoma Y.

La paciente 45 X/46,X,+mar solo fue positiva para la region centromérica y para la
region heterocromatica del brazo largo del cromosoma Y. La paciente 45,X/46, XY
y fres casos 45X fueron positivas para todas las secuencias de! cromosoma Y

analizadas (Ycen, ZFY, SRY, PABY y Yagh), mientras que la paciente 45 X restante



solo fue positiva para la regidon centromérica del cromosoma Y.

| as caracteristicas clinicas de las 3 pacientes con fenotipo Turner y cariotipo 45,X
positivas para SRY (T1, T2 y T3) se muestran en la tabla 4.1. La fig 4.1 muestra
las bandas especificas de las secuencias del cromosoma Y amplificadas en el
DNA genémico de estas pacientes. Estos haliazgos moleculares se resumen en la
tabla 4.2.

(b) Pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY

Las caracteristicas clinicas y citogenéticas de las 8 pacientes con disgenesia
gonadal pura 46,XY estudiadas se muestran en ia tabla 4.3. En tres casos (D2, D4
y D8) se presentd la forma completa del padecimiento (estrias fibrosas y derivados
Mullerianos) y en cinco casos (D1, D3, D5, D6, D7) la forma parcial con testiculos
disgenéticos y diferentes grados de virilizacion. Todas las pacientes presentaron
hipogonadismo hipergonadotrofico.

La fig. 4.2 muestra la amplificacion de las secuencias del cromosoma Y presentes
en las 8 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY estudiadas y en la tabla 4.4
se resumen estos hallazgos moleculares. Todas fueron positivas para las

secuencias del cromosoma Y analizadas.

(c) Varones XX

La tabla 4.5 muestra las caracteristicas clinicas y citogenéticas de 10 casos
esporadicos de varones XX. La edad vari6 entre 3 meses y 35 afos, el motivo de
la consulta fue ambigtiedad genital en 7 casos y ausencia de desarrollo sexual
secundario en los 3 restantes. La fig 4.3 muestra e! analisis electroforético de los
productos de PCR para diferentes secuencias del cromosoma Y. En la tabla 4.6 se
resumen estos datcs. Todos los sujetos (V1-V10) fueron negativos para la region
centromérica del cromosoma Y, por lo que se puede descartar mosaicismo criptico
con una linea celular con este cromosoma. Sélo 4 casos (V2, V3, V4 y V7) fueron
positivos para PABY, ZFY y SRY, mientras que el resto fue negativo para estas

secuencias.



Se estudiaron dos hermanos varones XX en una familia mexicana no
consanguinea. E! arbol genealégico correspondiente se muestra en la fig. 4.4 (a).
Los padres, dos hermanos y una hermana fueron clinicamente normales.

En la tabla 4.7 se presentan las caracteristicas clinicas de los dos hermanos
varones XX, ambos presentaron un fenotipo masculino normal y uno de ellos
ginecomastia leve, o que fue la causa de consulta. Los cromosomas sexuales
fueron XX en ambos, sin embargo el propésito presentd un cromosoma
marcador(46,XX/47 XX+mar) en menos de 1% de las metafases (fig 4.4 b).

El analisis por PCR mostré que ambos pacienies eran negativos para Ycen, SRY,
ZFY y Ygh (fig 4.4 ¢) descartando un mosaico criptico y que el cromosoma
marcador observadc en el caso indice fuera derivado del cromosoma Y. En la

tabla 4.8 se resumen los hallazgos moleculares de los dos hermanos varones XX.

(d) Hermafroditas verdaderos

Las caracteristicas clinicas de los 10 hermafroditas esiudiados se resumen en la
tabla 4.9 Todos mostraron un grado variable de ambigliedad genital y presentaron
tanio tejido ovarico como testicular. El cariotipo fue 46,XX en 6 casos, 46, XX/XY
en 3 casos y 46,XX/47 XXY en un caso. En la fig 4.5 se observan los productos de
PCR amplificados mediante secuencias especificas del cromosoma Y. La tabla
4.10 resume los hallazgos moleculares en los 10 hermafroditas veraderos
estudiados. Los 6 casos con cariotipo 46 XX (H1-HB) fueron negativos para la
regidon centromérica del cromosoma Y, lo que descarta un mosaicismo criptico.
Solo el paciente H1 fue positivo para ZFY y SRY, sugiriendo que este material
cromosdmice esté translocado en el cromosoma X paterno. Todos los casos con
constitucion cromosoémica gue incluye al cromosoma Y (H7-H10) fueron positivos

para todas las secuencias del cromosoma Y analizadas.

(e) Secuenciacon del gen SRY
En los casos positivos de las patologias estudiadas, se analizé la secuencia del
gen SRY en DNA gendmico extraido de sangre periférica para determinar la

presencia de mutaciones. Cuando fue posible, también se analizd en el DNA
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genémico obfenido de goénadas incluidas en parafina. Todas las muestras se
secuenciaron en dos ocasiones, en ambas direcciones (5’ y 3") y en productos de
PCR independientes. La secuencia del gen SRY analizada siempre incluyo la caja
HMG.

En los tres casos con sindrome de Turnéer y cariofipe 45X (T1, T2 y T3) la
secuencia del gen SRY fue normal (tabla 4. 11).

El andlisis de la secuencia del gen SRY en las 8 pacientes con disgenesia gonadal
pura 46,XY fue normal en todas, a excepcion del caso D8 (tabla 4.11) Esta
paciente mostré una mutacion puntual en el coddn 70, desde el inicio del exdn,
que corresponde a una transicion de G—A y que resulta en el cambio de un codén
de triptofano (TGG) por uno de terminacion (TGA). La mutacion fue encontrada en
DNA genodmico aislado de sangre periférica y confirmada en el obtenido de ambas
estrias fibrosas. Estos resuliados se muestran en fa fig 4.6 (direccién ) y en la fig
4.7 (direccién 37).

En los 4 casos esporadicos de varones XX positivos para SRY (V2, V3, V4 y V7),
el analisis molecular de este gene mostrd una secuencia de DNA normal (tabla
4.11).

En el hermafrodita verdadero con cariotipo 46, XX (H1) v en los 4 casos de
hermafroditas verdaderos con una segunda linea celular con cromosoma Y,
positivos para SRY, (H7, H8, H9 y H10), el andlisis molecular mostré6 una

secuencia normal (tabla 4.11).

En todos los pacientes se amplificé en forma paralela y como control positivo Ia
region centromérica del cromosoma X mediante PCR. La presencia de una banda
de 130 pb demostro que la ausencia de secuencias especificas del cromosoma Y
no es debida a problemas metodolégicos (resultados sélo mostrados en la fig 4.4c

para el caso familiar de varones XX).



Tabla 4.1. Caracteristicas clinicas en 3 pacientes con sindrome de

Turner

PACIENTE | EDAD
(afos)

ESTATURA
(m)

CARIOTIPO

Anomalias
somaticas

11 16

1.37

45X

Cuello corto y

ancho, térax ancho,
teletelia, pezones
invertidos, ausencia
de desarrollo
mamario, cubitus
valgus, 4°
metacarpiano corto,
hipertrofia de
clitoris, mdltiples
Nevos.
Implantacion baja
de cabello, cubitus
valgus, desarrollo
mamario Tanner Il
Cuello corto, térax
ancho, desarrollo
mamario Tanner lll,
4° metacarpiano
corto, hipertrofia de
clitoris, multiples
Nevos.

12 18 1.43 45,X

13 13 1.29 45X

Tabla 4.2. Hallazgos moleculares en 3 pacientes con
sindrome de Turner

PACIENTE | Ycen | ZFY | SRY | PABY | Yqgh
T1 + + + + +
T2 + + + + -+
T3 + + + + +
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Tabla 4.3 Caracteristicas clinicas de 8 pacientes con disgenesia gonadal

pura 46,XY
PACIENTE | EDAD |Genitales int. |Genitales ext. |Génada der. |Goénada izq.
(afios)
D1 18 |No derivados |Femeninos Testiculo Testiculo
mulierianos prepuberal prepuberal
20 Utero Femeninos Estria Estria
D2 hipoplasico
24 Utero con Clitoromegalia |Testiculo Testiculo
D3 frompas (3 cm) atréfico atréfico con
hipoplasicas y gonadobiasto
epididimos ma
bilaterales
35 Utero Femeninos Estria Estria
D4 hipoplasico
con trompas
bilaterales
18 |Epididimoy |Falo=3.5cm |Testiculo Testiculo
D5 conducto Hipospadia prepuberal prepuberal
deferente izq. | perineal con
pseudovagina
13 |Trompasy Clitoromegalia | Gonadoblasto | Gonadoblasto
D6 epididimos (4.5cm) ma con ma con
bilaterales Hipospadia seminoma seminoma
perineal con
pseudovagina
D7 17 No derivados |Femeninos Testiculo Testiculo
mullerianos y prepuberal prepuberal
epididimos
bilaterales
D8 32 |Utero Femeninos Estria Estria

hipoplasico

7




Tabla 4.4 Hallazgos moleculares en 8 pacientes con disgenesia gonadal

pura 46, XY

PACIENTE

Ycen

PABY

ZFY

SRY

D1

(+)

(+)

(+)

()

D2

(+)

(+)

)

(+)

D3

(+)

(+)

(+)

(+)

D4

(+)

(+)

(+)

(+)

D5

(+)

)

(+)

(+)

D6

(+)

)

(+)

()

D7

()

(+)

(+)

(+)

DP-8

(+)

(+)

(+)

(+)
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Tabla 4.5 Caracteristicas clinicas en 10 varones XX (esporadicos)

PACIENTE | EDAD Sexo de GENITALES EXTERNOS | Testiculo | Testiculo | Ginecomastia
(afos) | Asignacion derecho | izquierdo
(vol. cc) {vol. cc)

V1 3M2 M Falo 3.2 cm 1.8 2.1 ND
Hipospadias peneana

V2 16 M Falo 7.5 cm 3.3 41 Sl
V3 35 M Falo 9.2 cm 3.3 27 NGO
V4 6/12 M Falo 1.5 ¢cm 1.1 1.1 ND
Hipospadias perineo-
escrotal
V5 9/12 M Falo 3.2 cm 2.7 27 ND

Hipospadias penoescrotal

V6 9/12 M Falo 3.5 cm 1.0 1.3 ND
Hipospadias subcoronal

V7 25 M Falo 6.5 cm 9.0 9.0 NO

V8 6 M Falo 4.5 cm 1.5 1.0 ND
Hipospadias penoescrotal

V9 2 M Falo 2.0 cm 2.6 26 ND

Hipospadias penoescrotal

V10 1 M Falo 1.6 cm 2.1 23 ND

4/12 Hipospadias penoescrotal

ND: NO DETERMINADO
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Tabla 4.6 Hallazgos moleculares en 10 varones XX (casos esporadicos)

PACIENTE PCR
Ycen ZFY SRY PABY
V1 ) ) ) ()
V2 ) (+} ) (+)
V3 ) ) (+) ()
V4 © +) ) +)
V5 ) -} ) )
V6 (-) ) () )
V7 () * (+) ()
V8 ) ) ) )
Vo (-) ) ) )
V10 ) ) ) )
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Tabla 4.7 Caracteristicas clinicas de dos varones XX (caso familiar)

PACIENTE | EDAD | SEXODE | GENITALES | TESTICULO | TESTICULO | GINECOMASTIA
(afos) | ASIGNACION | EXTERNOS | DERECHO | IZQUIERDO
(vol.cc) (vol. cc)
1-2 28 M Falo 6.0 cm 3.78 4.13 Sl
|1-4 26 M Falo 7.0cm 3.30 4.12 NO

Tabla 4.8 Hallazgos moleculares en dos varones XX {caso familiar)

PCR

PACIENTE

PABY

ZFY

SRY

Ycen

H-2

(-)

(-)

)

-4

(-)

(-)

)




Tabla 4.9 Caracteristicas clinicas de 10 hermafroditas verdaderos

wciente | Sexo de Edad Carictipo Genitales Gobnada Gonada | Geniales | Genitales
Asignacion | (afios) {porcentaje) externos derecha izquierda internos internos
derechos | izguierdos
H1 M 27 46, XX Falo=5.8cm ovario ovotestes |trompa, trompa,
Labios ducto ducto
(100) escrotalizados wollfiano | wolifiana
H2 M 10 48, XX Falo=3.1 cm testiculo ovotestes | epididimo | trompa,
Escroto bifido epididime
(100) deferente
H3 F 10/12  146,XX Falo=3.5cm ovotestes ovotestes |trompa, frompa
Labios epididimo | epididimo
{100) escrotalizados
H4 F 11712 | 46,XX Se practico | ovotestes ovotestes | trompa trompa
cirugia genital
(100) antes del ingreso
H5 F 17 46,XX Falo=3.0¢cm ovario testiculo | trompa epididimo
Labios
{100) escrotalizados
H6 M 4 48, XX Falo=2.8 cm ovario testiculo trompa trompa
Escroto bifido
(100)
HY M 2 46 XX/46 XY |Falo= 2.8 cm ovario ovotestes | frompa trompa
Labios
(70/125) escrotalizados
H8 M 2 46 X446 XY (Falo=20cm ovotestes ovotestes | trompa, trompa,
Labios epididimo | epididimo
(68/32) escrotalizados
HS F 1 46, XX/46 XY |Falo=3.0cm ovotestes ovotestes |trompa, trompa,
Labios epididimo | epididimo
(23177) escrotalizados
H10 M 16 46, XX/147 XXY | Falo=3.5 cm ovotestes ovario trompa trompa

(72/28)

Escroto bifido




Tabla 4.10 Hallazgos moleculares en 10 hermafroditas verdaderos

PACIENTE PCR
Ycen ZFY SRY PABY
H1 () (+) (+) (-)
H2 ) () () )
H3 () () (-) ()
H4 ) ) ) )
H5 (-) () ) ()
H6 ) () ) )
H7 (+) (+) (+) (+)
H8 (+) (+) (+) (+)
H9 (+) (+) (+) (+)
H10 (+) (+) (+) ()
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Tabla 4.11 Analisis de la secuencia del gen SRY

PACIENTE |MUESTRA |Extremo 5 |Caja HMG |Extremo 3° | Total pb Resultado
analizadas |secuencia
T1 Sangre 1960-2246 ;2246-2486 | 2487-2684 1724 normal
T2 Sangre 1975-2246 | 2246-2486 |2487-2706 |731 normal
T3 Sangre 2008-2246 | 2246-2486 |2487-2634 |626 normal
D1 Sangre 1973-2246 | 2246-2486 |2487-2703 (730 normal
DA Goénada 1980-2246 | 2246-2486 | 2487-2685 |705 normal
derecha
D2 Sangre 1966-2245 | 2246-2486 |2487-2715 | 749 normal
D3 Sangre 2015-2245 | 2246-2486 |2487-2584 | 569 normal
D4 Sangre 1970-2245 | 2246-2486 |2487-2690 |720 normal
D5 Sangre 1992-2245 | 2246-2486 |2487-2694 | 702 normal
D6 Sangre 1972-2245 | 2246-2486 | 2487-2705 {733 normal
D6 Génada 1981-2245 | 2246-2486 |2487-2702 |721 normal
izquierda
D7 Sangre 2006-2245 |2246-2486 |2487-2700 | 694 normal
D8 Sangre 2142-2245 [2248-2486 |2487-2712 570 2285 G—A
Irp—ALTO
D8 Gonada 2150-2245 |2246-2486 |2487-2715 |565 2285 G>A
izquierda Irp—=ALTO
D8 Goénada 2132-2245 | 2246-2486 | 2487-2698 | 566 2285 G->A
izquierda trp—>ALTO
V2 Sangre 2062-2245 | 2246-2486 |2487-2635 |573 normai
V3 Sangre 2046-2245 |2246-2486 |2487-2702 |656 normal
V4 Sangre 1975-2245 | 2246-2486 |2487-2660 |685 normat
V7 Sangre 1965-2245 |2246-2486 |2487-2576 |611 normal
H1 Sangre 2042-2245 |2246-2486 |2487-2714 |672 normal
H7 Sangre 1959-2245 |2246-2486 |2487-2640 |681 normal
H8 Sangre 2055-2245 | 2246-2486 [2487-2786 | 731 normai
H9 Sangre 1959-2245 | 2246-2486 |2487-2706 |747 normal
H9 Goénada 1981-2245 | 2246-2486 |2487-2620 |639 normal
izquierda
H10 Sangre 1984-2245 |2246-2486 |2487-2637 |653 normal
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M CM CF T1 T2 T3 M CMCF T1 12 13

(C)
M CMCF Tt T2 T3
PABY

YCEN

(E)
M CMCF T T2 T3

SRY

ZFY
Ygh

Fig.4.1 Analisis electroforético de los productos de PCR para (A ) YCEN, ( B ) PABY, (C ) SRY, (D ) ZFY
s Y (E ) Yqh .M: marcador de peso molecular ( escalera 100 pb )
o CM : control masculino ; CF : control femenino ; T1-T3 : pacientes con sindrome de Turner.
La flecha sefiala la banda especifica en cada caso.




AT
MG CF D1 D2D3 D4 DS De D7 D8 M CM CFD1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

FABY
YCEN

(C) (D)
M CM CF D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 M CMCF D1D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

SRY
ZFY

Fig.4.2 Analisis electroforético de los productos de PCR para (A ) YCEN, (B ) PABY; (C ) SRY;y (D) ZFY
M: marcador de peso molecular ( escalera 100 pb } ; CM : control masculino ; CF : control femenino ;
D1 - D8 : pacientes con disgenesia gonadal pura XY. La flecha sefiala la banda especifica en cada caso.




VOOV CF VT V2 V3B V4 VB VB VT VB VG V1D

(C)

M CMCZF V1 V2 V3 V4 V5 VB V7 va Vo V10

YCEN

SRY

M CM CF V1 V2 V3 V4 V3 V8 V7 V8 VO V10

(D)

M CMCF V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 Vg V10

PABY

ZFY

Fig.4.3 Analisis electroforético de los productos de PCR para (A ) YCEN, ( B } PABY; (C ) SRY; y (D} ZFY
M: marcador de peso molecular { escalera 100 pb } ; CM : control masculino ; CF : control femenino ;
la banda especifica en cada caso.

V1 - V10 : varones XX. La flecha senala




II 1 -2 3 ‘4 &5 PABY —»

(a)

- Yeoen

(d)

SRY -

(b)

Fig 4 4 Caso familiar de varones XX. (A) Arbol genealdgico. ( B) Cromosoma marcador observado en el propdsito ( fiecha )
{ C ) Analisis electroforético de los productos de PCR para
{( a ) PABY, ( b ) SRY, (¢ ) ZFY, ( d )} Ycen, (e ) Ygh y ( f ) Xcen.
M marcador de peso molecular ( escalera de 100 pb ),
C M- control masculino:; CF- controlt femenino B: blanco.
Los miembros de la familia se indican de acuerdo al arbol genealdgico




i CWCF H1 H2 H3 Hd4 H5 He 17 H8 HOH10 i CMCF Hi H2 H3 H4 H5 H8 HY H8 HY K10

i

YCEN PABY

(C) (D)

M CM CF H1 H2 H3 H4 H5 He H7 H8 HS H10 M CM CF H1 H2 H3 H4 H5 HE H7 H8 H9 H10

SRY
ZFY

Fig.4.5 Andlisis electroforético de los productos de PCR para (A ) YCEN, (B ) PABY; (C ) SRY;y (D) ZFY
M: marcador de peso molecular { escalera 100 pb } ; CM : control masculino ; CF : control femenino ;
H1 - H10 : hermafroditas verdaderos. La flecha senala la banda especifica en cada caso.
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que corresponde a una
DNA extraido de sangre
estrias fibrosas.

1

( D ) DNA de goénada izquierda

140

T3 ARACO CA THCATCONQTGGITCTCQCRATCAGARAGCACA AG
14

10

) en la paciente D8. ( A) control masculino

transicion G — A y que resulta en el cambio de un codén de triptofano (TGG) por uno de

( B ) DNA de sangre periférica; ( C ) DNA de gonada derecha;
Se indica la localizacion de la mutacion puntual en el codén 70

Fig.4.6. Secuencia automatica parcial del gen SRY( direccion 5'

tanto en el
de ambas

obtenido

el

La mutacion fue encontrada
en

como

terminacion (TGA).

periferica

.l
<




| T UL ) A

TYGCGTLTOTS 1 TCGCE nsln CGITGLNTGCGTHCLTGG ATCG TTGCOCCTC TG TCGLG Aeac; COATG2ATGCGTTCAY
P 0 Pl 77 o) ) 20 570 280

(B) ALTO (D) ALTO
TTGCGCCTCTG‘TCGCG!GAC‘CG‘TG‘ATGCGYTC*T TTGCGCC‘CTGATCGCG*GACACG.‘?G‘#TGCGTTCF\T
] o 7 o 280 i) - 270 280

Fig.4.7 Secuencia automatica parcial del gen SRY( direccion 3’ ) en la paciente D8. ( A ) control masculino
( B ) DNA de sangre periférica; ( C ) DNA de gonada derecha; ( D ) DNA de goénada izquierda
Se indica la localizacion de la mutacion puntual en el codon 70, que corresponde a una
transicion C — T y que resulta en el cambio de un codén de triptofano (CCA) por uno de
terminacion (TCA). La mutacién fue encontrada tanto en el DNA extraido de sangre
periférica como en el obtenido de ambas estrias fibrosas.




5.0 DISCUSION

En el ser humano, la determinacion y la diferenciacion sexual son procesos
secuenciales que resultan de mecanismos complejos en los que intervienen un
namero aun no determinado de genes, localizados tanto en cromosomas sexuales
como en autosomas (Schafer, 1995).

La determinacion sexual se refiere a los eventos genéficos que resulian en el
desarrolio gonadal masculino o femenino, mientras que la diferenciacién sexual se
aplica a todos los eventos morfogenéticos y fisiologicos subsecuentes que
establecen la sexualidad funcional, el dimorfismo sexual y las caracteristicas
sexuales secundarias. Los pasos de estos procesos estdn bajo control genético,
por lo que mutaciones en estos genes resultan en fallas que se traducen en
diferentes anomalias fenotipicas (Neri y Opitz, 1999).

E! estudio molecular de individuos con anomalias del desarrollo sexual y el analisis
de la secuencia del gen SRY permite conocer, en algunos casos, la etiopatogenia
de diversos sindromes de reversion sexual en el humano. Los limites entre la
determinacion gonadal y la diferenciacion sexual son cada vez menos aparentes,
particularmente con el descubrimiento de otros genes que participan en diferentes
niveles del desarroilo sexual. Estos datos revelan la compigjidad de la
diferenciacidn gonadal y la necesidad del estudio multidisciplinario de pacientes

con anomalias en este proceso.

El sindrome de Turner se caracteriza por talla baja, infantilismo sexual y diversas
anomalias somaticas (Grumbach y Conte, 1998). Este padecimiento se asocia con
un cariotipo 45,X en 40-60% de los casos, el resto presenta un cromosoma X oY
estructuralmente anormal o son mosaicos con una linea 45,X y una segunda linea
con un cromosoma sexual normal o anormal (Hall y Gilchrist, 1990). Sin embargo,
ios estudios moleculares han mostrado una mayor proporciéon de individuos
mosaicos (Held et al, 1992).

En las pacientes con sindrome de Turner la presencia de cromosoma Y se
correlaciona con 20-40% de riesgo de desarrollar gonadoblastoma o

disgerminema, reguiriendo la remocion preventiva de las gonadas (Verp y

)
(0]




Simpson, 1987). Esta importancia clinica ha lievado a la realizacién de estudios en
diferentes paises para determinar la incidencia de material derivado del
cromosoma Y en estas pacientes. Sin embargo, la metodologia molecular
utilizada, las secuencias del cromosoma Y analizadas, el nimero de pacientes
incluidas y la constitucién cromosémica de las mismas, varia considerablemente
entre un estudio y otro. Los resultados informados muestran una frecuencia muy
variable, que va de 0-61% (Held et al, 1992; Mediej et al, 1992; Nagafuchi et al,
1092; Binder et al, 1995; Cotfo et al, 1995, Larsen et al, 1995; Fernandez et al,
1996).

En este trabajo se investigd la presencia de material genético derivado del
cromosoma Y en 75 pacientes con fenotipo Turner y diferentes constituciones
cromosomicas. Solo 6 pacientes fueron positivas para material derivado del
cromosoma Y : 4 casos 45,X, 1 caso 45 X/46 X,+mar y el caso 45,X/48 XY. Estos
datos resuitan en una frecuencia de 8% de pacientes con fenotipo Turner positivas
para material genético del cromosoma Y.

Los hallazgos moleculares indicaron el origen del cromosoma marcador en una
paciente 45 X/46 X,+mar y detectaron la presencia de secuencias especificas del
cromosoma Y en 4 pacientes 45,X. Es importante sefialar que aun cuando las 6
pacientes positivas muestran diferentes secuencias del cromosoma Y, en todos
los casos se detectd la presencia de la region ceniromérica, sugiriendo la
existencia de una segunda linea celular con un ctomosoma Y normal o anormal.
La localizacion del gen GBY, responsable de Ia predisposicion a la malignizacion
de las gonadas disgenéticas, no ha sido aun elucidada. Varios autores han
propuesto que este gen se localice en la regidon centromérica o en el brazo largo
del cromosoma Y {Magenis et al, 1984, Disteche et al, 1986; Page 1987b; Petrovic
et al, 1992). Sin embargo, Tsuchiya y cols (1995) sugieren que se encuentre en
una region de Yp cercana al centrdmero. Por lo tanto, como resultado de este
trabajo, se sugirid la extirpacion preventiva de las gdnadas en todas las pacientes
positivas para cualquier secuencia del cromosoma Y.

En un estudio previo, nuestro grupo identifico la presencia de una mutaciéon de

sentido equivocado (S18N) en la region 5 fuera de la caja HMG del gen SRY en




dos pacientes con fenotipo Turner y estrias bilaterales (Canto et al, 2000). Esta
mutacién habia sido previamente detectada en un caso de disgenesia gonadal
parcial 46, XY que presentaba un testiculo anormal (Domenice et al, 1998). Estos
datos sugieren que una misma mutacién puede resultar en fenotipos diferentes.
Recientemente, se describié 1a deleciéon de un nucleétido de timina en la posicion
422 de! gen SRY, que resulia en corrimiento de la fase de lectura, en una mujer
45.X/47 XXY:; concluyéndose que esta mutacion era responsable del fenotipo
femenino y las estrias bilaterales observadas en esta paciente (Takagi et al, 2000).
En las fres pacientes con fenotipo Turner 45 X positivas para el gen SRY (T1, T2y
T3) el analisis de la secuencia de este gen fue normal en todos los casos. La
ausencia de mutaciones en SRY permiten sugerir que en nuestras pacientes el
fenotipo Turner se debe a la presencia mayoritaria de la linea 45X y es
secundaric a la haploinsuficiencia de genes anti-Turner localizados en los

cromosomas sexuales.

La disgenesia gonadal pura 46,XY se caracteriza por fenotipo femenino,
amenorrea primaria y ausencia de caracteres sexuales secundarios (Grumbach y
Conte, 1998). Una hipotesis para explicar este padecimiento es la presencia de
mutaciones en el gen SRY que impidan el desarrollo testicular. Sin embargo, sdio
10-15% de las pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY presentan este tipo
de alteraciones, particularmente en la caja HMG del gen SRY (En la tabla 1.1 se
resumen las principales mutaciones descritas). Se ha demostrado que las
mutaciones en la caja HMG muestran una menor capacidad o ausencia de unién a
DNA (Harley et al, 1994).

En las pacientes con reversion sexual XY con presencia de SRY de secuencia
normal, se ha propuesto que se deban a mutaciones en regiones no
caracterizadas de SRY 0 en genes que pariicipen en la via que conduce al
fenotipo masculino (Scherer et al, 1998).

Los datos obtenidos en las 8 pacientes con disgenesia gonadal pura 46 XY
estudiadas revelaron que tres presentaban la forma completa y cinco la forma

parcial del padecimiento. A partir de DNA gendmico y utilizando la técnica de PCR




se analizé la secuencia del gen SRY, incluyendo la caja HMG. Solo una paciente
(D8), con la forma completa, mostré una mutacién puntual tanto en DNA de
sangre periférica como en el obtenido de ambas gbnadas, que conduce al cambio
de un codén de triptofano (TGG) por un codén de terminacion prematuro (TGA) en
la posicién 13 de la caja HMG. Aunque la mayoria de las mutaciones en SRY
informadas en pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY son diferentes, esta
mutacion es similar a una previamente informada en un caso de forma completa
(Hawkins et al, 1992a). Estos resultados apoyan Ia hipotesis de que Ia prevalencia
de las mutaciones en SRY es mayor en las formas completas de disgenesia
gonadal que en las formas parciales (McElreavy et al, 1995). En estas (lfimas se
observa tejido testicular remanente, por lo que probabiemente se deban a defectos
que ocuiren mas tardiamente en la cascada de la diferenciacion testicular (Neri y
Opitz, 1999).

Como se ha sugerido en la literatura, las pacientes con disgenesia gonadal pura
46,XY en las que no se detecté alteracién en la secuencia del gene SRY,
probablemente sean resultado de mutaciones en regiones no analizadas de esie
gen o en otros genes implicados en la via de diferenciacion masculina (Scherer et
al, 1998).

El gen DAX-1 estd implicado en la reversion sexual XY sensible a dosis génica
como resultado de microduplicaciones en Xp21 (Zanaria et al, 1994). Se ha
demostrado que DAX1 antagoniza la interaccidn de SF1 y WT1 y los efecios de
diferenciacion testicular de SRY (Swain et al, 1998). En las 7 pacientes con
disgenesia gonadal pura 46,XY con un gen SRY normal no se analizo la presencia
de microduplicaciones en Xp21, pudiendo ser la causa de la reversidén sexual en

alguna de ellas.

En la reversion sexual 46,XX se pueden identificar tres categorias clinicas:
fenotipo masculino, masculino con ambigliedad genital y hermafroditas verdaderos
(de la Chapelle, 1987).

El estudic mediante técnicas moleculares ha permitidoe reconocer que 90% de los

varones XX son SRY-positivos, mientras que en el resto no es posible identificar




secuencias derivadas del Y (Ferguson-Smith et al, 1990; Mc Elreavy et al, 1993).
En los sujetos Y-negativos, la reversion sexual puede ser secundaria a mutaciones
en genes, autosémicos o ligados al X, que intervienen en la determinacion
testicular en ausencia de SRY (Boucekkine et al, 1994; Garry y Zajak, 1998).

En este frabajo, el estudio molecular revelé que ninguno de los 10 casos
esporadicos de varones XX mostraba secuencias centroméricas del cromosoma
Y, descartando un mosaicismo oculto con una segunda linea celular con este
cromosoma. Seis pacientes de estos pacientes (60%) fueron negativos para todas
las secuencias del cromosoma Y (PABY, ZFY y SRY), mientras que los 4 sujetos
restantes (40%) resultaron SRY-positivos. Estos resultados moleculares
demuestran que el desarrollo testicular en los varones XX positivos para SRY se
debe a la presencia de este gen en su genoma. Mas aun, la ausencia de
mutaciones en la secuencia del gen SRY apoya esta hipétesis.

Por otro lado, se observd que de los 4 varones XX que resultaron SRY-positivos,
3 casos presentaron fenotipo masculino normal y sélo uno presentd ambigiiedad
genital, sugiriendo que no existe correlacion entre la presencia de este gen vy el
fenotipo de esios sujetos.

Con respecto a los pacientes en los que no se detecté SRY, la diferenciacion
testicular es seguramente secundaria a mutaciones en otros genes (autosdmicos o
ligados al X) que participan en la cascada que conduce al fenotipo masculino.

Por otro lado, los datos clinicos obtenidos parecerian ir en contra de lo informado
en la literatura al indicar que en nuestra poblacidn existe una proporcion elevada
de varones XX Y-negativos y con ambigliedad de genitales. Sin embargo, es
posible que esto sea secundario al gran nimero de pacientes atendidos en la
consulta pediatrica por ambigliedad genital y a la escasa cantidad de individuos
masculinos que acuden por infertilidad en la edad adulia.

La mayoria de los varones XX ocurren de forma esporadica, pero se han
informado varios casos en los que existen dos o0 mas individuos afectados (Nicolis
et al, 1972; de la Chapelle et al, 1977; Minowada et al, 1979; Abbas et al, 1990).
Tres de estos casos familiares fueron analizados a nivel molecular, revelando que

los miembros de dos familias eran Y-negativos (Abbas et al, 1990; Numabe et al,
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1992; previamente reportada por Minowada et al, 1979) vy de la restante Y-
positivos (Page et al, 1985, previamente reportada por de la Chapelle et al, 1977).
Ademas se han descrito 9 casos de varones XX y de hermafroditas verdaderos
coexistiendo en una misma familia, io que sugiere un origen genético comUn para
ambos padecimientos (Berger et al, 1970; Kasdan et al 1973; Vergnaud et al,
1986; Skordis et al, 1987; Palmer et al, 1989; Pereira et al, 1991: Kuhnle et al,
1993; McElreavy et al, 1993; Ramos et al, 1996). En las Ultimas siete familias se
realizd un analisis molecular, mostrando que a excepciéon de una (Palmer et al,
1989) todos los individuos afectados eran Y negativos. Es importante sefialar que
la mayoria de los varones XX en estas familias presentaban genitales ambiglios.
En este trabajo se analiz6 a una familia mexicana con dos hermanos varones XX
sin ambigtiedad genital. Los estudios maoleculares revelaron gue ambos pacientes
eran negativos para todas las secuencias del cromosoma Y estudiadas,
incluyendo el gen SRY, mientras que éstas estuvieron presentes en el padre y un
hermano normal. Estos resultados estan de acuerdo con la mayoria de las familias
de varones XX y con los casos familiares en los que coexisten con hermafroditas
verdaderos XX.

Ademas, estos datos exciuyeron que el cromosoma marcador enconfrado en uno
de los hermanos varones XX fuera derivade del cromosoma Y. No se identifico el
origen de este marcador, pero la baja proporcién en la que se encontré y su
ausencia en el hermano afectado hacen suponer que no esta relacionado con la
reversion sexual.

Por todo lo anterior, se concluye que la reversion sexual XX en esta familia es
secundaria a una mutacion en un gen, autosomico o ligado al X, que participa en
la cascada de la diferenciacion testicular y que es tan importante como SRY
(McEleavy et al, 1993; Jiménez et al, 1996). Probablemente la falta de
ambiguedad genital observada en estos hermanos varones XX (SRY negativos)
sea resultado de una mutacion homocigota con pérdida de funcién de un gen
recesivo, dominante o ligado al X que conlleva a la activacion de la via de
determinacion masculina (Zenteno et al, 1997).

Esta familia constituye un modelo genético muy importante para la realizacion de
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un analisis molecular mediante el uso de marcadores microsatélites especificos, lo
que permitiria determinar el patrén de herencia y la region cromosomica ligada a la
reversion sexual XX en esta familia. Actualmente esta en proceso el analisis
molecular de esta familia mediante el uso de microsatélites especificos del

cromosoma X .

Los hermafroditas verdaderos son individuos con presencia de tejido ovarico y
testicular y grados variables de ambigledad genital. En aproximadamente 60% de
los casos el cariotipo es 46,XX, el resto son quimeras 46,XX/46.XY, 48, XY o
mosaicos con cromosomas Y normales o anormales (Van Niekerk, 1974). En
contraste a lo informado en la literatura para los varones XX, la gran mayoria de
los hermafroditas verdaderos 46,XX carecen de secuencias del cromosoma Y
(McElreavy et al, 1892; Boucekkine et al, 1994), por lo que se ha sugerido que el
desarroilo testicular sea resuitado de mutaciones en otros genes, autosémicos 0
ligados al X, implicados en la diferenciacién gonadal, de manera analoga a los
varones XX SRY-negativos.

En los (ltimos afios se han informado alteraciones genéticas del gen SRY en
hermafroditas verdaderos, que sugieren nuevos mecanismos para el desarrollo
gonadal anormal observado en estos sujetos. Braun y cois (1993) describieron
una mutacion poscitgética en SRY que origind génadas con una mezcla de células
con y sin esta mutacion, lo que seguramente resultd en pérdida de la funcion
determinante de testiculo en las células afectadas. Recientemente, se identifico
una delecion parcial en el exiremo & del gen SRY en el DNA extraido de la
porcién testicular del ovotesies de un hermafrodita 46 XX. El gen SRY estaba
ausente en el DNA de leucocitos y de células de la mucosa bucal (Jiménez et al,
2000}.

En este proyecto se estudiaron 10 hermafroditas verdaderos de los cuales 6
presentaron cariotipo 46, XX, 'y s6lo uno de ellos fue positivo para material
genético del cromosoma Y (ZFY y SRY). En el resto de los individuos se observo
una segunda linea celular con cromosoma Y, y el andlisis molecular revelo que

eran positivos para todas las secuencias de este cromosoma analizadas. Por Io




tanto, los resultados obtenidos en los 10 sujetos analizados estan de acuerdo con
lo informado previamente en la literatura.

En todos los casos de hermafroditas verdaderos en los que se detectd la
presencia del gen SRY el analisis de la secuencia de la caja HMG fue normai,
descariando mutaciones en esia regién que pudieran explicar el defecto en el
desarrollo gonadal anormal de estos pacientes.

Los datos obtenidos concuerdan con la literatura y sugieren que la mayoria de los
hermafroditas verdaderos 46,XX sean resultado de mutaciones en otros genes

que participan en la cascada de la diferenciacion sexual.

Ha transcurrido una década desde que se localizé al gen SRY y se le identificd
como TDF (Sinclair et al, 1990), sin embargo no se ha elucidado completamente
su mecanismo de accidn ni su blanco bioldgico (Vaiman y Pailthoux, 2000). En los
afios subsecuentes al descubrimiento de SRY se describieron varios genes,
autosomicos o ligados al X, que participan en los procesos de determinacion y
diferenciacion sexual en el ser humano, permitiendo relacionar un gen maestro en
el desarrollo con los mecanismos morfogenéticos que operan en el patréon de un
organo y en la diferenciacion de sus células (Capel, 1998).

En el futuro la identificacion de ofros genes implicados en la cascada de
diferenciacién sexual, asi como de la regulacion genética de la misma, permitira
ampliar el conocimiento actual de la fisiologia y de ia patofisiologia de este evento.
La caracterizacion de estos genes sera fundamental para el diagnédstico,
fratamiento y asesoria de los pacientes con algln padecimiento de diferenciacion

sexual




6.0 CONCLUSIONES

(1) Se analizd la presencia de secuencias especificas del cromosoma Y en 105
pacientes con diferentes patologias de la diferenciacién sexual.

(2) El analisis molecular en 75 sujetos con sindrome de Turner y diferentes
cariotipos permitié detectar material derivado del cromosoma Y en 6 casos. Esto
resulta en una frecuencia de 8% de mosaicismo con cromosoma Y en el genoma
de pacientes con fenotipo Turner en nuestra poblacién.

(3) Se demosird gue la translocacion de SRY al cromosoma X paterno explica la
mayoria de los casos esporadicos de varones XX.

(4) Se observé que de los 4 varones XX que resultaron SRY-positivos, 3 casos
presentaron fenotipo masculino normal y sélo uno presenié ambigledad genital,
sugiriendo que no existe correlacion entre la presencia de este gen y el fenotipo de
estos sujetos.

(5) El analisis molecuiar de dos hermanos varones XX sin ambigliedad genital
reveld que eran Y-negativos, sugiriendo que sean resultado de una mutacion en
un gen autosémico o ligado al cromosoma X.

(6) La presencia de SRY es un hallazgo frecuente en los hermafroditas verdaderos
mosaicos con cromosoma Y, pero raro en los hermafroditas verdaderos XX.

(7} En los 20 casos positivos para SRY, el analisis del marco abierto de lectura de
este gen sdlo mostrod la existencia de una mutacion puntual en la caja HMG en una
paciente con la forma completa de disgenesia gonadal pura 46 XY,

(8) Estos datos, aunados a los de la literatura, nos llevan a sugerir que ias
mutaciones en SRY son poco frecuentes y que solo explican una muy pequefia
proporcion de la etfiologia de estos padecimientos y del fenotipo de estos

pacientes.
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