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Resumen: El trastorno del desarrollo sexual (TDs) testicular XX es una patologia que se presenta en
un individuo con cariotipo 46,XX con un fenotipo anatémico de genitales externos masculinos, que
pueden variar desde la normalidad hasta la ambigtedad genital. Clinicamente se han descrito dos
subgrupos de hombres 46,XX con SRY-negativos y SRY-positivos, dependiendo de la presencia o no
del gen SRY que normalmente se encuentra en el cromosoma Y participando en la determinacion
testicular. En este articulo se describen los antecedentes personales y los hallazgos clinicos de un in-
fante con anomalias del meato urinario en el cual se identificd un complemento cromosémico 46,XX.
También, se realizé hibridacion in situ fluorescente en linfocitos de sangre periférica que demostro la
ausencia del gen SRY'y confirmé la presencia de dos cromosomas X.
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Clinical and Cytogenetic Analysis of a Case of SRY-Negative XX
Testicular Disorder of Sex Development

Resumo: XX testicular disorder of sex development (DSD) is a pathology that occurs in an individual
with a 46,XX karyotype and an anatomical phenotype of male external genitalia, which may vary from
normal to ambiguous. Clinically, two subgroups of SRY-negative and SRY-positive, 46, XX men have
been described, depending on the presence of the SRY gene that is normally found on the Y chromo-
some participating in testicular determination. This article describes the personal history and clinical
findings of an infant with urethral meatus abnormalities in whom a 46,XX chromosome set was iden-
tified. Also, fluorescent in situ hybridization was performed in peripheral blood lymphocytes which
demonstrated the absence of the SRY gene and confirmed the presence of two X chromosomes.

Keywords: 46,XX testicular disorder of sex development; 46,XX male; SRY-negative; fluorescent in
situ hybridization.

Analise clinica e citogenética de um caso de transtorno do
desenvolvimento sexual testicular XX com SRY-negativo

Resumo: O transtorno do desenvolvimento sexual (TDS) testicular XX é uma patologia apresentada
em um individuo com cariotipo 46,XX com um fendtipo anatémico de genitais externos masculinos,
que podem variar da normalidade a ambiguidade genital. Clinicamente, sdo descritos dois subgru-
pos de homens 46,XX com SRY-negativos e SRY-positivos, dependendo da presenca ou ndo do gene
SRY que normalmente se encontra em Y cromossomo participando da determinacao testicular. Neste
artigo, sdo descritos os antecedentes pessoais e 0s achados clinicos de uma crianca com anomalias
de meato urinario em que foi identificado um complemento cromossémico 46,XX. Além disso, foi rea-
lizada hibridacdo insitu fluorescente em linfécitos de sangue periférico que demonstrou a auséncia
do gene SRY e confirmou a presenca de dois cromossomos X.

Palavras-chave: transtorno do desenvolvimento sexual testicular 46,XX; homem 46,XX; SRY-negativo;
hibridacdo insitu fluorescente.
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Introduccion

Los trastornos del desarrollo sexual (TDS) com-
prenden un grupo de afecciones congénitas ca-
racterizadas por un componente cromosomico,
gonadal y anatémico atipico (1). Se estima que en-
tre el 1 y el 2% de los nacidos vivos puede padecer
este tipo de anomalia congénita (1-3). Dentro de la
clasificacion de los TDs (1) se ha descrito una pa-
tologia denominada TDs testicular 46,XX, la cual
consta de la evidencia de un cariotipo con com-
plemento cromosémico 46,XX en un individuo
con genitales externos masculinos, que van desde
una presentacién clinica normal hasta genitales
ambiguos, presencia de dos testiculos, ausencia de
estructuras derivadas del conducto de Miiller e in-
fertilidad debida a azoospermia (2-5).

La diferenciacion del sexo durante la etapa em-
brionaria se produce gracias al desarrollo de las
crestas gonadales indiferenciadas para formar los
ovarios o los testiculos. El gen sry (de las siglas en
inglés: sex-determining region Y) ha demostrado
ser crucial en la diferenciacion testicular y normal-
mente se localiza en la region distal del brazo corto
del cromosoma Y (Ypl11.2) (3, 4); sin embargo, el
gen SRY pueden encontrarse translocado en uno de
los cromosomas X en un porcentaje aproximado
del 80 % de los pacientes masculinos con comple-
mento cromosémico 46,XX (5).

La prevalencia del TDs testicular 46,XX es de
1 en 20.000 (1, 5). En el 80% de los casos con TDS
testicular 46,XX los individuos son positivos para
el gen sry, identificado usualmente a través de hi-
bridacion in situ fluorescente (FISH) o hibridacion
genomica comparativa con microarreglos (CGH) (4,
5). En este articulo se describe el caso clinico de un
infante con TDs testicular 46,XX con SRY negativo.

Metodologia

Revision de caso clinico

Se describe un reporte de caso sobre el seguimien-
to clinico de un nifio con hipospadia que cursa con
un TDS testicular 46,XX.

Hibridacion in situ fluorescente
Muestras

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de tres
individuos: la muestra del paciente evaluado en
la consulta externa de genética clinica pediatrica
(caso). Ademas, se utilizaron dos muestras adicio-
nales como controles experimentales de donantes
voluntarios sanos: una muestra de un individuo de
sexo masculino con descendencia (control positi-
vo) y una muestra de un individuo femenino con
descendencia (control negativo).

Procedimiento

Previo consentimiento informado se realizé culti-
vo de linfocitos de sangre periférica para obtener a
las 72 horas, extendidos cromosdémicos en ldmina
portaobjetos; posteriormente, se hizo protocolo
de hibridacién Vysis SRY/CEPX FISH Probe Kit
siguiendo las recomendaciones del fabricante (6).
Luego, se inici6é procesamiento de la muestra con
desnaturalizacién del pNa a 73°C durante cinco
minutos, seguido de solucién de etanol al 70 %,
80% y 100% durante un minuto en cada una de
ellas. Se adiciondé sonda marcada para el gen del
SRY (LsI) y la sonda centromérica del cromosoma
X (CEPX, DXZ1), y se dej6 hibridar a 37°C por doce
horas. Se realizaron lavados con solucién poshi-
bridacion a 73°C por dos minutos, seguidos de
un segundo lavado con solucién poshibridacion.
Se adiciono colorante DAPI y se visualizaron los
nucleos de los linfocitos a través de un microsco-
pio de fluorescencia marca Nikon Eclipse E-80i
con filtros de Spectrum Green para la sonda CEPx
(DXZ1, Xpll.1-q11.1, Vysis) y Spectrum Orange
para la sonda Ls1 srY (Ypl1.3). Al final, se hizo el
montaje con controles positivos y negativos para
las sondas utilizadas (3, 6, 7).

Resultados
Descripcion de caso

Asiste a la consulta de genética un varén de 28 dias
de nacido por cuadro de hipospadia y pene peque-
1o, fruto de unién no consanguinea de padres sa-
nos, primera gestacion, controlada sin exposicion
a teratdgenos, sin antecedente de endocrinopatias,
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ni exposiciones hormonales durante la gestacion.
No hay historia familiar de sindromes genéticos,
genitales ambiguos o muerte neonatal temprana.
Durante el control prenatal a los siete meses de
gestacion se diagnosticd por ecografia hipospa-
dias. El vardn nacid por cesarea de urgencia a las
36 semanas, por disminucion de los movimientos
fetales, con un peso de 3170 gr y talla al nacer de
51 cm. Present6 aspiracion de liquido amniético,
por lo que necesit6 hospitalizacién en unidad neo-
natal por ocho dias. En evaluacién clinica a los 28
dias de vida el paciente tenia peso y talla normales
(percentil 25-50), se mostro activo, reactivo, nor-
mocéfalo, con simetria facial, pero evidenciando
genitales masculinos con presencia de epispadias
(meato funcional) e hipospadias con meato proxi-
mal no funcional, con testiculos en bolsa escrotal.
El resto del examen fisico no presentd alteraciones.

Luego, se realizé cariotipo convencional en
bandeo G con resultado 46,XX confirmado en dos
muestras independientes. estos estudios se com-
plementaron con una ecografia testicular la cual
evidencia ambos testiculos con contornos bien de-
finidos y ecogenicidad homogénea. Adicionalmen-
te, se valord el tracto urinario por ecografia renal y
de vias urinarias, lo cual mostré rifiones, uréteres
y vejiga normales.
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Hibridacion in situ fluorescente

Se realizaron las observaciones con el microsco-
pio de fluorescencia Nikon eclipse 80i, y para la
captura de las sefales fluorescentes se utilizé el
programa de Lucia kario FIsH. Se observaron dos
fluorescencias verdes (Spectrum Green) de la sonda
que contiene la secuencia del satélite alfa de la re-
gion pxzl que es especifica para el cromosoma X
(ver figura 1). No se observo fluorescencia naranja
(Spectrum Orange) de la regién cromosémica del
gen SRY en 100 metafases y nicleos analizados. Su
constitucién cromosdmica fue: 46,XX. ISH CEPX
(pxz1, Xpll.1-q11.1x2), (SRY-)(Yp11.3-). Los resul-
tados de los controles positivos fueron concordan-
tes con el fenotipo y sexo de los donantes. En los
resultados de la muestra del control positivo de
individuo masculino, se observé una fluorescencia
verde (Spectrum Green) de la sonda que contiene la
secuencia del satélite alfa de la region pxz1 y se ob-
servo una fluorescencia naranja (Spectrum Orange)
dela regién cromosdmica del gen sry (figura 1). En
los resultados de la muestra del control negativo de
individuo femenino, se pudieron ver las dos fluo-
rescencias verdes (Spectrum Green) de la sonda que
contiene la secuencia del satélite alfa de la region

pxz1 del cromosoma X.

Figura 1. Hibridacion in situ fluorescente para identificacion del gen sry: a. muestra del paciente, se observan dos
fluorescencias verdes (Spectrum Green) en el nicleo en interfase y en los cromosomas metafasicos, b. control posi-
tivo de individuo masculino sano, se observan fluorescencia verde (Spectrum Green) y fluorescencia naranja (Spec-

trum Orange) en el nUcleo en interfase.
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Discusion
El desarrollo sexual es uno de los procesos bio-
loégicos mas importantes y transcendentales, que
conlleva caracteristicas especificas morfologicas,
fisiolégicas y comportamentales indispensables
para la reproduccion (3, 4). Inicialmente, se consi-
der6 que la presencia de genes del cromosoma Y en
los varones era la causa del proceso de formacion
hacia testiculo de la génada indiferenciada (8-10).
Esta observacion condujo a la identificacion del
gen SrY en el locus Yp11.2, el cual codifica una pro-
teina que actua como factor de transcripcion de la
familia de proteinas de unién al pna con dominio
conservado de alta movilidad HMG (siglas en inglés
de High Mobility Group) (8, 11). Su proteina es el
factor determinante testicular (TDE), el cual gracias
al dominio HMG puede unirse a sitios especificos
de la curvatura menor del bNa, lo que induce un
cambio estructural de la cromatina que facilita el
ensamblaje de complejos multiproteicos, y esto re-
gula la expresion génica por activacion o represion
de diversos genes blancos (10-12). Sin embargo, se
han descrito diferentes genes y vias de sefializacion
que participan en la determinaciéon de la génada
bipotencial hacia testiculo y ovario, y en la actua-
lidad se ha reconocido que en los mamiferos el de-
sarrollo sexual es un proceso complejo, dindamico
y controlado genéticamente (1, 5, 13, 14).

Gracias a los estudios de genémica estructural
y funcional de los TDs en humanos y el entendi-
miento de mecanismos moleculares, el enfoque
clinico y el conocimiento de las bases molecula-
res de los TDs han sufrido grandes cambios en la
ultima década. Asi, pues, en 2006 se modifico la
clasificacion de los TDs a través de un consenso en-
tre expertos en el tema (1, 2). Dada la complejidad
de desarrollo sexual y las percepciones del sexo, el
género y la sexualidad es de esperarse que los in-
dividuos afectados con TDs requieran un manejo
interdisciplinario que incluya la participacion de
endocrinologia, urologia, cirugia, genética, psico-
logia, entre otras profesiones de la salud (1, 4).

Como se menciond, el desarrollo de las gona-
das (ovarios y testiculos) es regulado por una cas-
cada molecular, hacia la diferenciacién masculina
o femenina especifica, incluyendo la presencia del

gen SRY que actua como “interruptor genético” y
es determinante en la interaccion de genes nece-
sarios en la determinacion del sexo masculino (11,
12). El caso de esta investigacion corresponde a un
individuo con TDS testicular xX, con dos cromo-
somas sexuales xx identificados inicialmente por
citogenética convencional en bandeo G, cuyo com-
plemento cromosémico normalmente se encuen-
tra en fenotipo femenino, pero en esta entidad se
presenta un fenotipo masculino. Con este hallazgo
se considerd que existia una falta de coincidencia
entre el sexo cromosdmico y el sexo fenotipico.
Posteriormente, los resultados del F1sH mostraron
la ausencia total de fluorescencia de la sonda que
hibrida en el gen sry, lo que permitié clasificar al
paciente dentro del 20 % de los casos con TDs testi-
cular xx con gen SRY negativo.

Hay dos subgrupos de hombres 46,xx: srRy-nega-
tivos (rango entre 10 y 20%) y SRy-positivos (rango
entre 80 y 90%), esto dependiendo de la presencia
o no del gen sry, que normalmente se encuentra en
cromosoma Y e interviene en la diferenciacion tes-
ticular (5, 7). Los pacientes que presentan positivi-
dad para el gen sry por lo general evidencian una
translocacién en el cromosoma X o cualquier otro
autosoma (5, 15, 16, 17). Esto fue descartado por la
ausencia de srRY documentada en la hibridacién in
situ fluorescente locus especifica en sangre periféri-
ca que se le hizo al paciente (ver figura 1).

El mecanismo por el cual en los pacientes con
SRY-negativo se presenta la induccién testicular
tiene algunas hipdtesis: 1) mosaicismo escondido
para el gen sry; 2) mutaciones autosémicas o liga-
das al cromosoma X en genes que reprimen la via
masculina, y 3) expresion alterada de otros genes
que son determinantes en la cascada de la diferen-
ciacion sexual, como RSPOI, DAXI, SOX9, DAX1,
SF1, WT1, GATA4, WNT4, FGF9, SOX3, SOX10,
ROCK1 y DMRT, entre otros (5, 7, 13, 18, 19, 20).

En este caso, y como lo indica la literatura, indi-
viduos 46,xX SRY-negativos en raras ocasiones tienen
masculinizaciéon completa y en muchos casos pre-
sentan diferencias fenotipicas, como es el caso del pa-
ciente en estudio con una presentacién poco comin
de hipospadia y epispadia concomitantes, y para el
cual se recomienda ampliar la busqueda de la etiolo-
gia enfocandose en genes adicionales que participan
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en el desarrollo testicular (5, 21, 22). Los individuos
con este tipo de afecciones por lo general son cria-
dos como varones y tienen identidad de género mas-
culino; aproximadamente el 85% de los individuos
después de la pubertad presenta vello pubico normal,
pene de tamafio normal, testiculos pequefios, gine-
comastia y esterilidad, resultante de la azoospermia
(21-23). Usualmente, los individuos requieren en la
adolescencia seguimiento clinico por la probabilidad
de presentar hipogonadismo hipergonadotréfico (5,
17,21, 23).

La evidencia clinica identificada en casos de
pacientes con TDs testicular XX con SRY ausente
(23-26) y en modelos in vivo en ratones (27) sus-
tenta el hecho de que la sobreexpresion de genes
de la familia sox, relacionados con el dominio
HMG del sry, expliquen una parte de los mecanis-
mos moleculares de este subgrupo clinico (24-27).
Asimismo, mutaciones con pérdida de funcién en
los genes de la diferenciacion del ovario, principal-
mente por genes de la via de senalizacién de Wnt,
pueden explicar este trastorno (5, 13, 23). Debido a
la heterogeneidad alélica descrita, el mecanismo de
herencia para los individuos 46,xx con SRy negati-
vo es desconocido y dependiente del tipo de mu-
tacion causal que pudiera identificarse (5, 13). La
relacion del fenotipo-genotipo del paciente podria
tener otras explicaciones como mosaicismo no de-
tectado, ya que las muestras por estudiar son dife-
rentes al tejido testicular; también puede ser una
pérdida del cromosoma Y en etapas tempranas de
la embriogénesis (28).

El uso de la hibridacion in situ flourescente en
el diagndstico molecular de Tps ha demostrado ser
una técnica eficiente para la localizacion rapida de
los genes como el sry, que tiene una sola copia en
el pNa. Otra de las ventajas de su uso es que per-
mite una conservacion adecuada de los extendidos
y la visualizacién de las sefiales en las metafases
y en los nucleos donde se pueden revisar célula a
célula (29). Adicionalmente, es una técnica con alta
especificidad, de facil estandarizacion, costo rela-
tivamente bajo, en la cual el valor predictivo posi-
tivo es alto cuando se cuenta con una preparacion
adecuada de las muestras, equipos correctos y la
experticia del analista de citogenética. En nues-
tro estudio se observo una concordancia con el

Revista Med m Vol. 27(1)

resultado de cariotipo convencional, con respecto
a la composicion cromosémica 46,xX, con la ven-
taja de poder demostrar la ausencia del gen sry (6,
30, 31).

Sin embargo, la incertidumbre generada por la
no identificacién de la etiologia molecular de los
TDS en general, y en nuestro caso particular, plan-
tea incomodidades a los pacientes y sus familiares,
dado que no es posible ofrecer un asesoramiento
genético familiar completo y adecuado (5, 31-34).
Asi, pues, se considera indispensable el segui-
miento clinico de estos pacientes, ya que, si bien
es cierto que los hombres 46,xx presentan expre-
sividad variable, todos los pacientes son infértiles
por la ausencia de las regiones de la azoospermia
AZFa, AZFb y AZFc, ubicada en el brazo largo del
cromosoma Y (5). No obstante, en el futuro cerca-
no, con el uso de nuevas tecnologias diagndsticas
como la cGH, paneles de secuenciamiento de nueva
generacion para evaluar simultaneamente varios
genes e incluso el analisis de exoma completo estan
facilitando el aumento del porcentaje de diagndsti-
cos confirmados de manera temprana, para definir
el manejo integral de los pacientes con TDs (31-35).
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