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ABSTRACT

Differences in sexual development (DSD) encompass a diverse spectrum of conditions
arising from alterations during fetal development related to genetic, gonadal, or
phenotypic sex. With a prevalence of less than 1 case per 2,000 newborns, these entities
are classified as rare diseases. The objective was to characterize four patients with
differences in sexual development through cytogenetic and molecular analysis in order
to establish genotype-phenotype correlations. Four patients were evaluated due to
presenting reproductive disorders. Lymphocyte cultures with GTG-banding were
performed, complemented by fluorescence in situ hybridization (FISH) using X-
centromeric and SRY gene locus-specific probes. Additionally, SRY gene detection was
carried out using polymerase chain reaction (PCR). Three patients with a male
phenotype presented a 46,XX karyotype and the presence of the SRY gene, suggesting a
translocation of the SRY locus to the X chromosome during paternal meiosis. One
patient with a female phenotype exhibited a 46,XY karyotype and the absence of the
SRY gene. Distinct phenotypic peculiarities were observed in the patients consistent
with their respective diagnoses. The integration of cytogenetic techniques (karyotype +
FISH) and molecular methods (SRY detection) is fundamental for the accurate diagnosis
of these entities. These findings not only help elucidate underlying genetic mechanisms
but also guide personalized genetic counseling strategies, minimizing clinical
uncertainty for affected families.

Keywords: Chapelle Syndrome — Disorders of Sex Development — Swyer Syndrome

RESUMEN

Las diferencias del desarrollo sexual, comprenden un espectro diverso de condiciones
originadas por alteraciones en las etapas del desarrollo fetal relacionadas con el sexo
genético, gonadal o fenotipico. Con una prevalencia inferior a 1 caso por cada 2 000
recién nacidos, estas entidades se clasifican como enfermedades raras. El objetivo fue
caracterizar citogenéticamente y molecularmente a cuatro pacientes con desarrollo
sexual diferente con el fin de establecer correlaciones genotipo-fenotipo. Fueron
evaluados cuatro pacientes, debido a los trastornos reproductivos que presentaban. Se
realizd cultivo de linfocitos con bandeo GTG, complementado con hibridacion in situ
fluorescente mediante sondas centroméricas del X y locus especifico del gen SRY.

También la deteccion del gen SRY se llevd a cabo mediante reaccion en cadena de la
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polimerasa. Tres pacientes con fenotipo masculino presentaron cariotipo 46,XX y
presencia del gen SRY, sugiriendo una translocacion del locus SRY al cromosoma X
durante la meiosis paterna. Un paciente con fenotipo femenino mostrd un cariotipo
46,XY y ausencia del gen SRY. Se observan peculiaridades fenotipicas en los pacientes
acordes con el diagndstico realizado. La integracion de técnicas citogenéticas (cariotipo
+ FISH) y moleculares (deteccion de SRY) es fundamental para el diagnodstico preciso
de estas entidades. Estos hallazgos no solo permiten elucidar mecanismos genéticos
subyacentes, sino que también orientan estrategias de asesoramiento genético
personalizadas, minimizando la incertidumbre clinica en las familias afectadas.

Palabras clave: sindrome Chapelle — sindrome de Swyer — Trastornos Desarrollo

Sexual

INTRODUCCION
Las diferencias en el desarrollo sexual (DDS), anteriormente denominadas anomalias

del desarrollo sexual (ADS), comprenden un grupo heterogéneo de condiciones
originadas por variaciones en las etapas del desarrollo fetal. Estas determinan el sexo
cromosdmico, gonadal (ovarios o testiculos) o anatomico (genitales internos o externos)
del individuo. (Horowitz ef al., 2025).

Su prevalencia es baja (inferior a 1 por cada 2.000 recién nacidos), lo que las clasifica
como enfermedades raras. Su etiologia es predominantemente genética, con mas de 40
genes identificados en la regulacion de la diferenciacion sexual; no obstante, en una
minoria de casos, pueden influir factores maternos o ambientales (Hughes et al., 2006;
Kavanaugh et al., 2021).

Este proceso biologico es complejo y secuencial: comienza con la determinacion del
sexo cromosomico durante la fecundacion, continia con la diferenciacién gonadal —
donde la cresta indiferenciada evoluciona hacia testiculo o ovario— y concluye con la
formacion del sexo fenotipico. Cualquier alteracion en estos periodos criticos del
desarrollo fetal puede dar lugar a las DDS (Diaz-Hernandez & Merchant-Larios, 2008).
La etapa inicial del desarrollo genital es comun a ambos sexos durante las primeras seis
semanas posfecundacion. A partir de la séptima semana, inicia la diferenciacion gonadal
regulada por una red de genes. En este contexto, la presencia del gen SRY en el
cromosoma Y es el factor determinante para el desarrollo testicular, actuando como el

iniciador de una cascada de genes reguladores complementarios (Krishna et al., 2017).
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El diagnodstico de las DDS exige un enfoque multidisciplinario que integre: estudios
clinicos: antecedentes, exploracion fisica y técnicas de imagen; andlisis fisioldgicos:
bioquimica general y perfiles hormonales; estudios citogenéticos: determinacion del
cariotipo. (Barrios-Martinez et al., 2022).

Posteriormente, la evaluacion integrada de estos datos permite el analisis de genes
candidatos segun el diagnoéstico diferencial. En casos especificos, es fundamental la
caracterizacion molecular del gen SRY, particularmente en pacientes con cariotipo
46,XX y presencia de tejido testicular, o en individuos 46,XY con disgenesia gonadal.
Estas condiciones suelen manifestarse con infertilidad, ambigliedad genital o
discordancia entre el sexo genético y el fenotipico (Kutney et al., 2016; Lambert et al.,
2021),

El objetivo del presente trabajo es caracterizar citogenéticamente y molecularmente a
cuatro pacientes con desarrollo sexual diferente mediante el anélisis del cariotipo y la
deteccion del gen SRY, con el fin de establecer correlaciones genotipo-fenotipo y

fundamentar el asesoramiento genético.

MATERIAL Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo entre enero de 2023 y diciembre de 2024. Se
realiz6 un estudio observacional, descriptivo y prospectivo de una serie de casos que
incluyo a cuatro pacientes con infertilidad de mas de un afio de evolucién o DDS. Todos
los sujetos fueron evaluados previamente en consultas de genética médica.

Las muestras se remitieron a los laboratorios de Citogenética y Biologia Molecular del
Centro Nacional de Genética Médica (La Habana), Cuba, para realizar el andlisis del
cariotipo, hibridacion in situ fluorescente (FISH) y el estudio molecular del gen SRY.
Para el andlisis citogenético, se recolectaron 5 mL de sangre periférica heparinizada, los
cuales fueron procesados mediante cultivos celulares y bandeo GTG, siguiendo los
protocolos estandarizados de la institucion. La descripcion de los cariotipos se realizd
conforme a la nomenclatura del sistema ISCN 2024 (Liehr, 2021).

La técnica de FISH se efectué empleando sondas especificas para la region del gen SRY
(marcada con fluorocromo rojo en Ypll.2) y para el centromero del cromosoma X
(Spectrum Aqua, CEP Xpl1.1-q11.1). Asimismo, se empleo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para la deteccion del gen SRY. Los productos de amplificacion se
visualizaron mediante transiluminacion UV, identificando fragmentos de 510 pb para el

control interno y de 609 pb para el gen SRY.
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Aspectos éticos: Los resultados de esta investigacion cuentan con la aprobacion del
Comité de Etica e Investigacion y del Consejo Cientifico del Centro Nacional de
Genética Médica de La Habana, Cuba. (Resolucion # 28/2025). Tras informar a los
pacientes sobre los objetivos del estudio, se procedid a la obtencidon del consentimiento
informado. Para garantizar el anonimato, los datos fueron codificados al ingresarlos en
la base de datos del laboratorio. Finalmente, las muestras de sangre se desecharon

conforme a las normas de bioseguridad y no se emplearon para fines adicionales.

RESULTADOS

A continuacién, presentamos una descripcion de los pacientes estudiados teniendo en
cuenta sus caracteristicas clinicas y el diagnéstico obtenido.

Caso # 1: Paciente con fenotipo masculino, pene pequefio y baja talla que fue remitido
al laboratorio de citogenética por presentar infertilidad. En el espermograma fue
detectada una azoospermia. El diagndstico citogenético convencional fue 46,XX en 25
metafases analizadas con una resolucion de 450 bandas. Tabla 1. Los estudios mediante
la técnica FISH utilizando las sondas CEP del cromosoma X y la sonda LSI del gen SRY
detectaron una probable translocacion X,Y (Figura 1). El cariotipo del paciente fue:

46,X .ish der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.2)

Figura 1. Muestra la translocacion X,Y. El derivativo X tiene el marcaje centromérico
verde (DXZ1) y el marcaje del gen SRY en rojo ubicado en Xp. Aparece la X normal

con su centromero marcado en verde.



160 Caso # 2: Paciente con fenotipo masculino normal que fue remitido al laboratorio de
161  citogenética por presentar 5 afios de infertilidad. En el espermograma fue detectada una
162  azoospermia. El diagnostico citogenético convencional mostré 46,XX en 30 metafases
163  analizadas con una resolucion de 500 bandas. Los resultados utilizando la técnica FISH
164  (sondas CEP del cromosoma X y sonda LSI del gen SRY) detectaron una probable
165  translocacion X,Y (Tabla 1). El cariotipo del paciente después de los resultados del
166  FISH fue: 46,X . ish der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.2).

167

168  Caso #3: Paciente con fenotipo masculino, genitales externos normales, que es remitido
169  al laboratorio producto de su infertilidad. El diagnostico citogenético convencional fue
170  de 46, XX en 20 metafases con una resolucion de 550 bandas. Al realizar la técnica
171  FISH (sondas CEP del cromosoma X y sonda LSI del gen SRY) se detecté una
172  translocacion X,Y (Tabla 1). El cariotipo final del paciente después de los resultados
173  conlatécnica FISH fue: 46,X.ish der(X)t(X;Y)(p22.3;p11.2)

174

175 CASO # 4: Paciente con fenotipo femenino, genitales externos normales y normal
176  desarrollo de las mamas. Un examen ultrasonografico ginecoldgico revel6 la ausencia
177  de utero, de las trompas de Falopio y de ambos ovarios. Al examen fisico se detectaron
178  abultamientos bilaterales en los conductos inguinales semejantes a los que produce la
179  criptorquidia. El cariotipo realizado mediante citogenética convencional mostrd en 30
180 metafases 46,XY con una resolucion de 450 bandas (Tabla 1). Mediante genética
181  molecular (extraccion de ADN, PCR y corrida electroforética) no se detecta el gen SRY.
182 La técnica FISH no estaba disponible en ese momento. Como resultado final se
183  propuso: 46,XY SRY(-)

184

185 Tabla 1. Descripcion de los resultados del cariotipo, del gen SRY y de la técnica

186  utilizada para el diagnostico.

Pacientes Fenotipo Cariotipo, Gen SRY Método molecular
CASO #1 Varén  con azoospermia, 46, XX, SRY (+) FISH

baja talla, hipogenitalismo
CASO#2  Varon normal con 46, XX, SRY (+). FISH

azoospermia

CASO #3:  Varon normal con 46, XX, SRY (+) FISH
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azoospermia
CASO #4:  Fenotipo femenino, 46, XY, SRY (-) PCR
alteraciones del  aparato

reproductor.

SRY: gen SRY, FISH: hibridacién in situ fluorescente por sus siglas en inglés, PCR:

reaccion en cadena de la polimerasa por sus siglas en inglés, (+): positivo, (-): negativo.

DISCUSION

Las translocaciones X/Y son eventos genéticos poco frecuentes con escasos reportes en
la literatura (Kusz et al., 2001; Morel et al., 2001; Xiaoyi et al., 2022). Las aberraciones
en los cromosomas sexuales pueden comprometer el desarrollo gonadal, derivando en
trastornos reproductivos y endocrinos complejos. Existen diversos tipos de
translocaciones X/Y (Hsu et al., 1994); sin embargo, el cariotipo convencional presenta
limitaciones para el diagnodstico preciso de estas entidades, las cuales suelen ser
cripticas. En el presente trabajo, el diagnostico final se realizo, en tres casos, mediante
la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH), técnica disponible y estandarizada
en nuestro laboratorio. (Méndez-Rosado et al., 2020).

Se presentan cuatro casos con trastornos reproductivos. En tres de ellos se identifico una
translocacion X/Y, condicion conocida como sindrome de La Chapelle (o varon
46,XX). Aproximadamente el 90% de estos casos se atribuye a la presencia del gen SRY
en el cromosoma X, tal como estd presente en nuestros pacientes, producto de un
intercambio inusual de informacion genética durante la meiosis paterna. (Thaker ef al.,
2023). La incidencia reportada del sindrome del varén 46,XX es de 1 por cada 20.000
recién nacidos. En el 90% de los pacientes, los genitales externos presentan una
virilizaciébn completa, lo que retrasa el diagnodstico hasta la pubertad, cuando suelen
manifestarse signos clinicos como hipogonadismo, ginecomastia, baja talla e infertilidad
recurrente. (Zenteno-Ruiz et al., 2001). Estas caracteristicas fueron reportadas en uno
de nuestros pacientes.

Todos los casos analizados en este estudio presentan un fenotipo masculino. No
obstante, uno de ellos muestra alteraciones fenotipicas como talla baja y micropene,
rasgos también descritos en la literatura. (Zenteno-Ruiz et al., 2001) Es posible que, en
este paciente, el cromosoma X derivativo (portador del gen SRY) haya sufrido una
inactivacion desfavorable, permitiendo que el cromosoma X normal permanezca activo

en mayor proporcion. Existen reportes de casos similares que, debido a esta inactivacion
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preferencial del X derivativo, presentan incluso un fenotipo tipicamente femenino.
(Brewer et al., 2024; Politi et al., 2024)

El cuarto caso corresponde a una paciente con cariotipo 46,XY y ausencia del gen SRY.
A pesar de su constitucion cromosdmica, presenta un fenotipo femenino con diversas
malformaciones del aparato reproductor. Un cariotipo 46,XY con SRY negativo es
indicativo de una disgenesia gonadal pura, conocida cominmente como sindrome de
Swyer. En la literatura se han reportado nddulos calcificados en la regioén inguinal que
corresponden a testiculos atrofiados (centellas gonadales) (Choi et al., 2023). La
ausencia de tejido testicular normal en nuestra paciente sugiere que la mutacion afecto a
un gen responsable del desarrollo o mantenimiento testicular, como el SRY. Debido al
elevado riesgo de desarrollar gonadoblastomas, esta paciente requiere un seguimiento
clinico regular (Rudnicka et al., 2024).

La integracion de técnicas citogenéticas (cariotipo + FISH) y moleculares (deteccion de
SRY) es fundamental para el diagnostico preciso de estas entidades. Estos hallazgos no
solo permiten elucidar mecanismos genéticos subyacentes, sino que también orientan
estrategias de asesoramiento genético personalizadas, minimizando la incertidumbre

clinica en las familias afectadas.
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