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Hermafroditismo verdadero
y secuencias del cromosoma Y.
Implicaciones a propdsito de dos casos

El hermafroditismo verdadero es un trastor-
no de la diferenciacion sexual caracterizado
por tejido ovarico y testicular en una misma
persona y condiciona un riesgo mayor de de-
sarrollar cancer gonadal. Los procedimientos
de diagndstico y manejo médico-quirdrgico
acertados y oportunos facilitan la prevencion
de gonadoblastoma, ademas de contribuir a
solucionar problemas de asignacion social del
sexo. Se presentan dos casos con hermafro-
ditismo verdadero a quienes se les realizé
andlisis citogenético y busqueda de secuen-
cias del cromosoma Y. Aunque tuvieron un ca-
riotipo 46,XX ambos mostraron positividad
para regiones polimoérficas del cromosoma Y.
La deteccion molecular del cromosoma Y es
un procedimiento no invasivo y rapido que per-
mite evidenciar lineas celulares no aparentes
por andlisis citogenético. Se concluye que este
procedimiento es util ya que optima el manejo
de las alteraciones de la diferenciacion sexual
al identificar sujetos con riesgo mayor de can-
cer gonadal.

SUMMARY

True hermaphroditism is a disorder of sexual
differentiation characterized by the presence
of ovarian and testicular tissue in a person
,and it determines an increased risk for de-
veloping gonad cancer. Diagnostic and
medical-surgical procedures with opportunity
and successful in true hermaphroditism,
facilitate the prevention of gonadoblastoma,
besides contributing to solving social problem
for assignation of sex. In this paper we pre-
sent two cases with true hermaphroditism that
had cytogenetic analysis and search for
sequences of chromosome Y. Both patients,
had a karyotype 46,XX and showed positive
polymorphic regions in chromosome Y. The
molecular detection of the Y chromosome is
anon-invasive and fast procedure that allows
explore cell lines by cytogenetic analysis. We
conclude that this procedure is useful as it
streamlines the management of disorders of
sexual differentiation to identify individuals
with higher risk to gonad cancer.

Recibido: 27 de abril de 2007

Introduccion

Los trastornos de la diferenciacién sexual se
agrupan en tres categorias: pseudohermafrodi-
tismo masculino, pseudohermafroditismo feme-
nino y hermafroditismo verdadero. Cada uno
comprende un amplio espectro de sindromes y
manifestaciones clinicas. El hermafroditismo ver-
dadero da cuenta de menos de 10 % de los casos
de diferenciacién sexual anormal y es el mds raro.
Se presenta en uno de cada 20 mil recién nacidos
y se conocen mds de 400 casos en la literatura.
Aunque se han informado casos familiares, la
mayorfa es esporddico.!
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El hermafroditismo verdadero se caracteriza
por tejido gonadal ovérico y testicular en una
misma persona.” Las génadas pueden encontrar-
se en cualquiera de las siguientes combinaciones:
) un testiculo y un ovario, 4) cualquier génada
y un ovotestes, ¢) dos ovotestes.” Un ovotestes y
un ovario es la combinacién mds comdn y con
frecuencia las génadas tienen una localizacién
anatémica anormal.? El cariotipo 46,XX es el mds
frecuente (60 %), el 46,XY se observaen7 %y
33 % corresponde a un mosaico.’

Los pacientes con hermafroditismo verdade-
ro no presentan malformaciones en otros drga-
nos y sistemas, desarrollan inteligencia normal y
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en general tienen una buena expectativa de vida,*>
aunque tienen 2.6 % de riesgo de desarrollar neo-
plasias gonadales.’ La reciente identificacién de
genes en el cromosoma Y que determinan un
desarrollo embrionario masculino hacen que el
estudio molecular del cromosoma Y sea funda-
mental en el diagnéstico del hermafroditismo ver-
dadero.%” En este trabajo se presentan dos casos
de hermafroditismo verdadero en los que se iden-
tificaron regiones genémicas del cromosoma Y
oculto, lo que permitié estimar riesgos incre-
mentados para neoplasia gonadal.

Casos clinicos
Caso 1

Evaluado a los dos meses de edad por ambigiie-
dad de los 6rganos genitales externos, fue el pro-
ducto de la primera gestacién a término, de
curso normal, con parto eutdcico, 3000 g de
peso al nacimiento y llanto espontdneo. La ma-
dre de 17 afos y el padre de 18 afios de edad,
ambos sanos, no consanguineos.

Desde su nacimiento se observé ambigiie-
dad de genitales externos. A los dos meses de
edad el peso fue de 5.2 kg, la talla de 55 cm y el
perimetro cefdlico de 40.8 cm. El examen clini-
co fue normal, con excepcién del drea genital
por presencia de pliegues labioescrotales,
hipospadia perineoescrotal y tubérculo genital
sin prepucio, de 3.5 c¢m de longitud y 3.3 cm
de circunferencia. Solo se detecté una génada,
en la regién inguinal derecha.

A los cuatro meses de edad, los valores de tes-
tosterona basales (0 pg/mL libre, 8 ng/dL total)
y después de estimulacién con gonadotropina
coridnica (4.1 pg/mL libre, 305 ng/dL total) fue-
ron normales. A los cinco meses, por uretroci-
toscopia se aprecié cavidad vaginal y cérvix, y
mediante laparoscopia, génada intraabdominal
izquierda con apariencia de ovotestes y salpinge
normal; en el lado derecho, ovotestes, estructura
epididimaria y conducto deferente. Se realizé
biopsia de titero y de ambas génadas; en el lado
izquierdo se encontré tejido ovdrico con abun-
dantes foliculos primarios; y en el derecho, una
regién correspondiente a foliculos primordiales
y otra a tibulos seminiferos de tipo infantil sin
células de Leydig diferenciadas. Se resecé el

ovotestes izquierdo, el tejido con apariencia
macroscépica de testiculo y se extirpé génada
derecha. A los seis meses de edad se le realizd
plastia genital feminizante y reduccién del clito-
ris. La alfa fetoproteina y el antigeno carcinoem-
brionario fueron negativos.

A los dos afios de edad, la busqueda de se-
cuencias génicas del cromosoma Y fue positiva,
por lo que se informé a los padres del riesgo
mayor de gonadoblastoma, recomenddndose la
extirpacién de la génada remanente, procedi-
miento no autorizado por los padres; por lo
anterior se vigil6 la génada con determinaciones
semestrales de alfa-fetoproteina y ecosonograma
pélvico. A los siete anos de edad, el ecosonogra-
ma abdominal evidencié crecimiento tumoral,
por lo que se realizé laparotomia exploradora,
encontrando génada izquierda crecida, edematosa
y vascularizada, que fue extirpada. El examen
anatomopatoldgico del espécimen demostré go-
nadoblastoma.

Caso 2

Producto de la cuarta gestacion, de curso y parto
normales; pes6 al nacimiento 3575 g, llanto y
respiracién espontdneos. Madre de 25 anos y
padre de 27 afios de edad, sanos, no consangui-
neos. A la exploracién fisica se observé tubér-
culo genital de 2.5 cm de longitud y 0.8 cm de
didmetro, con cuerpos cavernosos bien desarro-
llados y foseta ciega en la punta del falo, unido
a la base de los pliegues labioescrotales por una
cuerda fibrosa. En la parte media de los labios
se observd seno urogenital estrecho de 2a 3 mm
de didmetro. Los labios tenian caracteristicas ru-
gosas, se unfan a 1.5 cm de la punta y habia
hipospadia perineoescrotal; no se logré palpar
las génadas.

A los 22 dias de edad se realizé genitografia
en la que se aprecié solamente el seno urogeni-
tal. Los exdmenes hormonales mostraron el eje
hipotdlamo-suprarrenal en buenas condiciones
(estudios basales de cortisol y 17-hidroxiproges-
terona normales, testosterona libre 3.3 pg/mL).
Después de la estimulacién con gonadotropina
coribénica se noté incremento de testosterona
libre (24.4 pg/mL).

A los cuatro meses de edad, una minilaparo-
tomia exploratoria puso de manifiesto una vagi-
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na atrésica, génadas con apariencia de ovarios y
salpinges y utero de aspecto macroscopico nor-
mal. El estudio histopatolégico en biopsia revel6
del lado izquierdo 90 % de parénquima ovirico
y 10 % de tejido testicular rudimentario; del lado
derecho, 75 % era testicular y 25 % ovdrico, sin
datos de malignidad (ovotestes bilateral).

A los nueve meses de edad se realizd vagino-
plastia y reduccién del clitoris, y a los cuatro afos,
gonadectomia derecha y reseccién de la porcién
testicular de la génada izquierda. El examen anato-
mopatolégico de la génada derecha (ovotestes)
contenia foliculos primordiales y estroma ovdrico,
asi como tabulos seminiferos (algunos de tipo in-
fantil y otros con proliferacién de células germi-
nales y calcificaciones), hipercromasia y atipias,
edema del intersticio y células estromales no dife-
renciadas, con neoplasia intratubular germinal (go-
nadoblastoma). El fragmento del lado izquierdo
mostré foliculos, estroma y tdbulos seminiferos
de tipo infantil con células germinales y calcifica-
ciones. Cuatro meses después se extirp6 la génada
izquierda, que mostré histolégicamente tdbulos
seminiferos y foliculos primordiales dentro del es-
troma ovdrico, los primeros con proliferacién de
células germinales atipicas (neoplasia intratubular
germinal y focos con gonadoblastoma). Posterior
a la cirugia se realizaron estudios moleculares en
busca de secuencias de cromosoma Y.

Estudios especificos

Andlisis citogenético. El cariotipo se realizé en
30 células por cada caso, a partir de cultivos de
células obtenidas de sangre periférica y tincién
con bandas GTG.

Andlisis molecular. Se extrajo ADN de ambos
pacientes a partir de sangre venosa periférica,® el
cual se verific en su integridad por espectrofoto-
metria. La amplificacién se hizo mediante RCP
y se tipificaron los marcadores STR DYS19,
DYS390, DYS391, DYS392 y DYS393 del cro-
mosoma Y.>1°

La amplificacién de estos marcadores se hizo
en un termociclador MJ Research PTC 200®,
con 30 ciclos de un Gnico programa de termo-
ciclado: desnaturalizacién inicial de 94 °C por
un minuto, desnaturalizacién de 94 °C por 20
segundos, alineamiento de 57 °C por 20 segun-
dos, extensién de 72 °C por 20 segundos, ex-
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tensién final de 72 °C por dos minutos y enfria-
miento final de 4 °C por cinco minutos. Cada
reaccién de amplificacidn se llevé a cabo en even-
tos independientes con las siguientes concentra-
ciones de reactivos: Buffer 1X, MgCl, 1.5 mM,
dideoxinucleétidos, dNTP mix, PCR Grade,
Invitrogen® 100 UM, cebadores sentido y anti-
sentido 3 pmol/uL, Tag DNA polimerasa, In-
vitrogen® 0.02 u/uL y ADN 10 ng/uL.

Los productos de la RCP se analizaron por elec-
troforesis en geles de poliacrilamida a razén 19:1
con una concentracién de 7 % y se utilizé nitrato
de plata como agente de tincién.

En los dos pacientes sujetos a estudio, el ca-
riotipo resulté 46,XX y para la amplificacién
de los marcadores DYS19, DYS390, DYS391,
DYS392 y DYS393 ambos casos resultaron po-
sitivos para todos los marcadores (figura 1).

Discusion

La ambigiiedad de genitales en el recién nacido
es una condicién de urgencia social que requiere
intervencién médica inmediata dada la incerti-
dumbre en la asignacién de sexo,' y constituye
un reto terapéutico.'! El diagndstico de certeza
en pacientes con hermafroditismo verdadero es
complejo, debido a la variedad de procedimien-
tos médico-quirtirgicos que deben realizarse para
su confirmacién.'?
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Figura 1. En los geles de poliacrilamida se aprecian los corrimientos (handas)
de los marcadores DYS19, DYS390, DYS391, DYS392 y DYS393 en cada

paciente. A) Carriles 1-5, marcadores del cromosoma Y; carril 6, marcador

referencia de ADN de peso molecular 10 pb. B) Carril 1, marcador de referencia

de peso molecular de 10 pb; carriles 2-6, marcadores del cromosoma Y
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En los casos descritos, el diagnéstico defini-
tivo de hermafroditismo verdadero se obtuvo
por biopsia gonadal. La busqueda de secuen-
cias del cromosoma Y fue realizada posterior-
mente a la biopsia gonadal en el primer caso y
después del desarrollo de gonadoblastoma bila-
teral en el segundo. Si el estudio molecular se
hubiera realizado en paralelo con el estudio de
cariotipo, el riesgo de gonadoblastoma hubiera
sido considerado desde etapas tempranas.

La secuencias de Yen el primer caso alert6 al
clinico para una vigilancia estrecha de la génada
que permanecia intraabdominal, la que al cabo de
algunos afos evolucioné a gonadoblastoma.

El cariotipo no representa de manera cer-
tera la condicién sexual biolégica integral de
los pacientes,’ debido a que sélo es un muestreo
de las lineas celulares en médula ésea. Asi, li-
neas con diferente complemento cromosémi-
co en distintas estirpes celulares pueden pasar
inadvertidas por los medios citogenéticos
convencionales. En ambos casos, el material cro-
mosémico del ¥ incrementé el riesgo para el
desarrollo de gonadoblastoma. Las lineas celu-
lares con cromosomas Y pueden pasar inadverti-
das en sujetos hermafroditas con cariotipo 46,XX,
por lo que se debe buscar con métodos molecu-
lares.

El estudio molecular de secuencias de cro-
mosoma Y es un auxiliar valioso en el diagnés-
tico del hermafroditismo verdadero porque es
rdpido, no invasivo e identifica las lineas celula-
res que portan las secuencias ocultas del cromo-
soma Y, aun cuando la evaluacién macroscépica
o histopatoldgica no revelen tejido testicular.*

Aunque la cirugia laparoscépica y la biopsia
son los métodos de eleccién y definitivos en el
diagnéstico de problemas de diferenciacién
sexual sin génadas palpables,'? deben ser poste-
riores al cariotipo y la deteccién molecular de
secuencias génicas del cromosoma Y, cuyos re-
sultados orientardn al clinico y al cirujano.

En conclusién, el andlisis molecular de secuen-
cias del cromosoma Y por RCP es una herramien-
ta no invasiva, ripida, econdémicay confiable para
evidenciar lineas celulares que contengan el cro-
mosoma Y, ademds complementa los estudios
citogenéticos convencionales. Sus resultados
proporcionan bases adicionales que permiten
optimar la toma de decisiones médicas y qui-
rargicas.
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