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RESUMEN 

En el ser humano, el desarrollo fenoúpico masculino o femenino es resultado de una cascada 

de eventos moleculares y morfológicos complejos que deben ocurrir apropiadamente en tiempo y 

en secuencia durante la ontogenia. 

El sexo genético masculino del embrión es determinado por su constitución cromosómica, en 

particular por la presencia del gen TDF (factor determinante testicular) localizado en el brazo corto 

del cromosoma Y. El sexo ganad al masculino, o la formación del testículo, es subsecuentemente 

deternünado por este gene y por otras vías secundarias. A su vez, el tesÚculo produce hormonas 

que regulan la diferenciación de los genitales internos y externos, resultando en el sexo fenotípico 

masculino. 

En el embrión femenino, la ausencia de cromosoma Y, y por ende de TDF, determina que la 

gónada bipotencial se desarrolle como ovario. La baja y tardía producción de AMH permite el 

desarrollo de los duetos Müllerianos, mientras que los duetos Wolffianos sufren regresión por 

ausencia de testosterona, resultando en la diferenciación de los genitales internos y externos 

femeninos. 

El desarrollo reciente de la genética molecular permitió la localización del gen SRY en una 

región de 35 kb adyacente al límite pseudoautosómico en Yp. Este gen codifica para la síntesis de 

una proteína con una caja HMG con capacidad de unión a DNA. Las evidencias que demuestran 

que el gene SRY es equivalente a TDF son principalmente: el desarrollo masculino resultante en 

ratones transgénicos XX, y la presencia de mutaciones en algunos casos de reversión sexual humana 

(mujeres XY). 

El gene ZFY, previamente sugerido como TDF, está localizado a 160 kb del límite pseudoau­

tosómico de Yp. Las evidencias que excluyeron a ZFY como TDF son principalmente: el descubri­

miento de que secuencias homólogas a la clona ZFY humana son autosómicas en marsupiales, el 

hallazgo de la expresión de los homólogos murinos Zfy-l y Zfy-2 en células germinales, la ausencia 

de ZFYen algunos varones XX y la observación de que el gene homólogo ZFX (Xp) escape al 

mecanismo de inactivación. 

Aun cuando la función del gen ZFY no es clara, se ha propuesto que actúe durante la 

espermatogénesis. Además, considerando al síndrome de Turner como una haploinsuficiencia, los 



genes ZFY y RPS4Y han sido sugeridos como genes anti Turncr. 

El cromosoma Y es pequeño, contiene muy pocos genes y su [unción principal es la 

detem1inación testicular. En contraste, el cromosoma X es grande y tiene miles de genes. La 

equivalencia en la dosis génica entre machos y hembras se logra mediante la inactivación transcrip­

cional de uno de los cromosomas X en el núcleo de cada célula somática femenina. 

Los cromosomas X y Y humanos comparten de manera significativa sccuencias similares de 

DNA, probablemente debido a su origen evolutivo común. El segmento homólogo más estudiado 

es la regi6n pseudoautos6mica, a través del cual recombinan ambos cromosomas durante la meiosis 

masculina. 

Tradicionalmente, la investigación en genética humana se ha realizado cn individuos afectados 

mediante la historia clínica y familiar, el exanlen físico, algunos estudios de laboratorio y el análisis 

del árbol geneal6gico. Sin embargo, en los últimos años el desarrollo de técnicas moleculares de 

gran precisi6n ha permitido estudiar y diagnosticar padecimientos genéticos analizando el DNA del 

paciente y sus familiares. 

La aplicación de esta metodologfa en diferentes trastomos de la diferenciaci6n sexual ha 

permitido discriminar enfermedades fenotípicamente similares pero genoúpicamente diferentes, 

además de entender más claramente algunos aspectos de la etiologfa de estos padecimientos. 

Con el prop6sito de reconocer la presencia de secuencias especfficas del cromosoma Y (región 

centromérica y genes ZFY y SRY) en individuos mexicanos con diferentes tipos de disgenesia 

gonadal, en la presente investigaci6n se analizaron 40 pacientes con síndrome de Turner, 5 pacientes 

con disgenesia gonadal mixt.1 y 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY. 

El análisis citogenético en sangre periférica de las 40 pacientes con síndrome de Turner mostró 

un complemento cromosómico 45,X en 25 casos (62.5%). Las 15 pacientes restantes (37.5%) 

presentaron un mosaico 45,x/46,XX (4 casos), 45,X/46,Xi(Xq) (4 casos), 45,Xl46,X+mar(5 casos), 

45,X/46,Xdel(Xp) (l caso) y 45,Xl46, XY (1 caso). 

Los haUazgos moleculares en los casos con síndrome de Turner permitieron identificar 5 

pacientes con secuencias del cromosoma y en su genoma (TI, TI, T22, TIl Y TI2). Los casos TI 

(45,Xl46,xy) Y T22 (45,X) s610 fueron positivos para la región centromérica, lo que permitió 

asumir que el marcador de TI fuera derivado del cromosoma Y y que la paciente T22 presente un 

mosaico críptico con una segunda Hnea celular con cromosoma Y anormal, probablemente similar 
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al de n. Los casos TI (45,XJ46,XY), T31 (45,X), y T32 (45,x) fueron positivos para la región 

centromérica y para los genes ZFY y SRY. En TI se confirmó la normalidad de Yp, mientras que 

las pacientes TII y TI2 fueron consideradas mosaicos ocultos con una segunda línea celular con 

cromosoma Y normal o anormal. 

Debido al elevado riesgo que presentan las pacientes con material genético derivado del Y y 

gónadas disgenéticas de desarrollar gonadoblastomas, se sugirió gonadectomfa bilateral preventiva 

en las pacientes TI. T3, T22, T31 Y TI2. 

Las demás pacientes con sfndrome de Tumer (n=35) fueron negativas para todas las secuencias 

del cromosoma Y analizadas. Estos datos permitieron concluir que los cromosomas marcadores de 

las pacientes T9, T13 Y T35 sean derivados del cromosoma X. 

En los 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta el análisis cito genético reveló un cariotipo 

45,XJ46,XY. El análisis molecular de estos casos mostró la presencia de la región centromérica y 

de los genes ZFY y SRY, confirmando la existencia de un cromosoma Y con un brazo corto 

aparentemente normal. 

Los estudios moleculares en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY mostraron la 

presencia de la región centromérica y de los genes ZFY y SRY. En ambos casos los genes presentan 

el tamaño molecular apropiado, aunque no se realizaron estudios de secuenciación que permitieran 

demostrar o descartar la presencia de mutaciones. 

La diferenciación sexual en el humano es aún un proceso no totalmente elucidado. La 

identificación del gen SRY como TDF constituye sólo un paso en este mecanismo, faltando el 

esclarecimiento de los eventos morfológicos y la detección de otros genes que participen en la 

cascada que conduce al fenotipo masculino normal. Este trabajo contribuye al entendimiento del 

proceso de diferenciación sexual normal y patológico en el humano, al analizar a un número 

importante de pacientes con diferentes tipos de disgenesia gonadal. 
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1.0 INTRODUCCION 

1.1 DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL 

La diferenciación sexual es un proceso dinámico que está sujeto a un programa secuencial, 

ordenado e interrelacionado que se lleva a cabo en tres etapas consecutivas: el establecimiento del 

sexo cromosómico durante la fertilización, el desarrollo del sexo gonadal y el desarrollo de las 

caracterfsticas sexuales secundarias, colectivamente denominadas sexo fenotípico (George,1992). 

Este paradigma constituye el dogma centra! de la diferenciación sexual y fue formulado por 

Alfred Jost a finales de los años cuarentas para explicar los resultados de los experimentos de 

castración fetal que realizó en conejos. El observó que la extirpación de las gónadas (ovarios o 

testículos) antes de la diferenciación sexual ocasionaba invariablemente que los embriones castrados 

se desarrollaran como "hembras (Jost, 1953). 

1.1 ETAPA CROMOSOMICA 

En 1923, se demostró citol6gicamente la existencia de los cromosomas X y Y en el humano 

(Painter, 1923). Por analogía con Drosophila, se asumió que la determinación sexual en los 

mamíferos estaba mediada por la proporción entre el número de cromosomas X y autosomas 

presentes. Sin embargo, en 1959 cuatro reportes en la literatura pusieron de manifiesto el papel 

crucial del cromosoma Y en la determinación sexual de los mamíferos: Welshons y Russell (1959) 

demostraron que los ratones XO eran hembras; Jacobs y Strong (1959) describieron el cario tipo 

47,XXY en un varón con síndrome de KlinefeIter; Ford et a! (l959a) reportaron el cariotipo 45,X 

en una mujer con sfndrome de Turner; y Ford et al (l959b) describieron 2 cromosomas supernu­

merarios (un X y un 21) en un varón 48,XXY+21 con sfndromes de KlinefeIter y Down. Estas 

observaciones demostraron que en presencia de un cromosoma Y, independientemente del número 

de cromosomas X, el embrión de mamfferos se desarrolla como macho, mientras que en ausencia 

del cromosoma Y se desarrolla como hembra. Además, llevaron a suponer la existencia de gene (s) 
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determinantes del sexo masculino en el cromosoma Y, cuya presencia o ausencia determina el 

destino de la gónada bipotencial, en tesÚculo u ovario, respectivamente. A su vez, las hormonas 

gonadales controlan las demás características dimórfícas sexuales (Jost et al., 1973). En el ser 

humano, este gen fue posteriormente denominado TDF ( por sus siglas en inglés, "testis determining 

factor") y en el ratón Tdy ("testis determining Y"). 

En los años siguientes, la búsqueda de TDF fue objeto de numerosas investigaciones, a lo 

largo de las cuales varios genes y secuencias fueron propuestos tomando en cuenta diferencias 

bioquímicas en machos y hembras, y la conservación evolutiva que presentan genes fundamentales. 

La observación de que anticuerpos provenientes de ratonas transplantadas con tejido masculino 

reaccionaban con células del sexo heterogamético de mamíferos (XY) llevó a proponer al antígeno 

H-Y como producto de TDF (Wachtel et al., 1975). Por más de 10 años, esta propuesta fue 

considerada válida, pero el hallazgo de ratones machos XX Sxr que no expresaban H-Y excluyó 

esta hipótesis (MeLaren et al., 1984). Otro candidato para TDF fue la secuencia repetida Bkm 

("banded.krait minor"), originalmente aislada de la serpiente Bungarus fasciatus (Iones y Singh, 

1981) y presente en los cromosomas sexuales de algunos vertebrados. Sin embargo, en el humano 

estas secuencias están dispersas en el genoma y no están concentradas en la región sexo-específica 

del cromosoma Y (Kiel-Metzger et al., 1985). 

Los individuos con reversión sexual (varones XX , mujeres XY y hermafroditas verdaderos 

XX) aparentemente rompen la regla de que el cromosoma Y controle la determinación sexual. En 

el caso de los varones XX, se demostró que en su gran mayoría presentan secuencias derivadas del 

cromosoma Y translocadas al cromosoma X por una recombinación ilegítima durante la meiosis 

paterna (Guellaen et al., 1984). El análisis molecular de los diferentes fragmentos del cromosoma 

Y presentes en estos pacientes, permitió la construcción de un mapa de deleción con 7 intervalos 

(los primeros 3 incluyen la totalidad de Yp, el cuarto corresponde a la región centromérica y los 

tres restantes se encuentran en Yq) en el que se demostró que la región terminal del brazo corto 

(intervalo 1) de este ClOmosoma era esencial en la diferenciación testicular (Vergnaud el al., 1986 J. 

1.1.1.1 EL GEN ZFY 

Page y cols. (1987 a) construyeron un mapa genético más detallado subdividiendo el brazo corto 
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del cromosoma Y en 13 intervalos. El intervalo l A2, de 140 kb, se encontró presente en un varón 

XX que portaba s610 300 kb del cromosoma Y, y ausente en una mujer X, t(Y;22) que careda de 

s610 160 kb de este cromosoma. Los autores concluyeron que el intervalo lA2 contenía una parte 

esencial o todo el gen TDF, por lo que utilizaron diferentes sondas de esta regi6n para buscar 

secuencias conservadas evolutivamente en el cromosoma Y de vatios mamíferos. Una de las sondas, 

pDPlO07, identificó una secuencia de DNA de copia única presente en todos los machos de los 

mamíferos estudiados, y ausente en las hembras. Sin embargo, esta sonda también hibrid6 con otro 

fragmento de DNA presente tanto en machos como en hembras. La determinaci6n de la secuencia 

nucleot{dica de pDPl 007 revel6 el marco de lectura de una protefna de 404 aminoácidos conteniendo 

13 motivos de "dedos de zinc", un dominio similar a los reportados en factores de transcripción. 

En base a estas observaciones, estos investigadores propusieron que la proteína codificada por 

pDPlO07 era el producto de TDF , sugiriendo que la proteína se unía específicamente al DNA 

regulando la transcripci6n de otro gen en la vía que conduce a la diferenciaci6n de la g6nada 

masculina. Al gen se le nombr6 ZFY ( "zinc finger gene on Y chromosome") y ZFX a su hom610go 

en el cromosoma X. La gran homología entre ZFX y ZFY sugiri6 que estos genes tuvieran una 

funci6n equivalente proponiéndose que la determinaci6n sexual estuviera controlada por la dosis 

génica (Page et al., 1987a). 

Posterionnente, se descubrieron cuatro genes hom610gos a ZFYen el rat6n: Zfy-J y Zfy-2 

localizados en el cromosoma Y, 7.fx en el cromosoma X y Zfa en el cromosoma JO (Koopman et 

al., 1990). 

Sin embargo, en los años subsecuentes se acumularon una serie de evidencias que excluyeron 

a ZFY como TDF, y que fueron principalmente las siguientes: 

1.- La presencia de secuencias hom610gas a ZFYen machos y hembras de reptiles con 

mecanismos de determinaci6n sexual cromos6mico y ambiental (Bull et al., 1988) 

2.- El descubrimiento de que secuencias hom610gas a la clona humana de ZFY son 

autos6micas en marsupiales fue un hallazgo inesperado dada la relaci6n filogenética entre 

mamíferos metaterios y euterios (Sinclair et al., 1988). 

3.- El hallazgo de la expresi6n de los genes Zfy-J y Zfy-2 (hom610gos murinos de ZFY) en 

células germinales, nonnalmente no relacionadas con la diferenciaci6n testicular (Koopman 

et al., 1989). 
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4.- La demostración de que el gen ZFX escapa al mecanismo de inactivación del cromosoma 

X (Schneider-Gadicke et al., 1989) descartando el modelo propuesto de dosis génica. 

5.- La ausencia de ZFYen algunos varones XX con material genético del Y, lo que descarta 

la posibilidad de mutaciones en otros genes autosómicos o ligados al cromosoma X (Palmer 

et al., 1989; Verga y Erickson, 1989). 

1.1.1.2 EL GEN SRY 

La nueva búsqueda de TDF se limitó a una región de 35 kb de DNA, presente entre ellfmite 

de la región pseudoautosómica y el punto de ruptura en los varones XX, ZFY negativos. Las sondas 

generadas de esta regi6n cromos6mica fueron hibridadas con DNA proveniente de machos y 

hembras de bovinos, ratones, hámster y del humano. Siete de las sondas identificaron secuencias 

de copia única específicas del cromosoma Y en el DNA humano digerido con EcoRI, pero s610 una 

de ellas, pY53.3, fue también capaz de detectar secuencias sexo-específicas en DNA bovino y 

murino. Se utiliz6 una subclona de 0.9 kb, obtenida por la digesti6n de p Y53.3 con HinclI, para 

hibridar el DNA proveniente de machos y hembras de las especies arriba mencionadas y de 

chimpancé, conejo, cerdo, caballo, gato y tigre (filtros "arca de Noé"). Los resultados mostraron 

una banda de 2.1 kb sexo-específica en todas las especies animales analizadas, aunque a un menor 

rigor en el lavado se detectaron bandas adicionales tanto en machos como en hembras, señalando 

la posibilidad de secuencias relacionadas en autosomas. Se descartó la localización en el cromosoma 

X porque las bandas mencionadas no fueron observadas en DNA proveniente de células híbridas 

humano-roedor con cromosoma X humano (Sinclair et al., 1990). 

La secuencia nucleotfdica del fragmento de 2.1 kb reveló dos marcos de lectura, con dirección 

de transcripci6n de 5' a 3' de centrómero a tel6mero, codificando una proteína de 99 y 223 

aminoácidos, respectivamente. No se encontraron secuencias de DNA relacionadas para amb()s 

marcos de lectura; sin embargo se encontr6 homología del polipéptido mayor con la protefna Mc 

codificada por el gen mat-3M de Schizosaccharomyces pombe y además con un motivo conservado, 

con capacidad de unión a DNA, presente en proteínas no histónicas de las familias HMG 1 Y HMG2 

("high mobility group"). Este motivo conservado se conoce como caja o dominio HMG y consiste 
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en 80 aminoácidos con capacidad de unión a DNA, apoy¡u¡do la función de regulación génica 

propuesta para este gen. Por último, se utilizó el fragmento HincJI de 0.9 kb de pY53.3 como sonda 

para evaluar la presencia de transcritos de RNA obtenidos de pulmón y riñón masculinos, ovario y 

testículo, y detectándose sólo en testículo un transcrito de 1.1 kb. En base a todos los hallazgos 

anteriores, al gen localizado en Yp y definido por la sonda pY53.3 se le nombró SRY ("scx-deter­

mining region, Y-chromosome) y se postuló como TDF (Sinclair et aL. 1990). 

Utilizando la sonda pY53.3 ,se clonó y describió el homólogo murino de SR Y, denominándolo 

Sry. Este gen contiene 237 pb Y un marco de lectura para una proteína con un dominio HMG (Gubbay 

et al., 1990). 

La caja HMG es un elemento de unión a DNA inicialmente reconocido al alinear la secuencia 

del factor de transcripci6n de la RNA polimerasa humana (hUBF) con la de HMG 1, proteína de 

alta movilidad asociada a cromatina (Jantzcn et al., 1990). Posteriormente, se describieron otras 

proteínas que poseen al menos una caja HMG y entre las que se encuentran factores de transcripción 

de RNA polimerasas mitocondriales y factores de regulación de transcripción. El dominio común 

de estas proteínas, la caja HMG, comprende aproximadamente 70 aminoácidos con una carga neta 

positiva y gran abundancia de residuos aromáticos y prolinas (Ferrari et al., 1992). 

Se ha propuesto la existencia de dos tipos de cajas HMG, denominadas canónicas y generali­

zadas. Las primeras tienen aproximadamente 50% de residuos conservados, constituyen la mayor 

parte de la proteína a la que pertenecen, son muy abundantes y se localizan en el núcleo. Por otro 

lado, las cajas HMG generalizadas ocurren en un gmpo muy diverso de proteínas, de las cuales 

representan una pequeña porción de la masa total. Están menos conservadas entre sí y con las cajas 

canónicas, sin embargo se caracterizan por la conservación de ocho residuos: dos son invariable­

mente prolinas, dos son aminoácidos con carga positiva y cuatro son residuos aromáticos. Las cajas 

HMG de las proteínas SRY y Sry corresponden a cajas generalizadas (Bianchi et al., 1992). 

Se ha demostrado que la caja HMG de la proteína SRY se une a fragmentos de DNA sintéticos 

..:on la secuencia AACAAAG (Harley et al., 1992). Sin embargo, también se une a estmcturas de 

DNA cruciforme independientemente de su secuencia. (Ferrari et al., 1992). 

El tamafio del péptido de la caja de SRY es lo suficientemente pequefio para descartar la 

posibilidad de tener dos sitios de unión diferentes, uno dependiente de secuencia y otro de estructura. 

Esta contradicción fue aparentemente resuelta cuando por ensayos de permutación circular se 
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confirmó que la secuencia consenso y la estructura cruciforme pueden tener una estructura 

potencialmente similar. El modelo propuesto considera que la unión específica de secuencia de la 

proteína SRY al DNA lineal induce un doblamiento de 83°, similar al encontrado en el DNA 

cruciforme. Otras proteínas HMG reconocen con gran afinidad estructuras de DNA crucifonnes, 

pero como éstas son más abundantes que la proteína SRY restringen la posibilidad de unión 

dependiente de estructura, favoreciendo la unión dependiente de secuencia (Ferrari et al. 1992). Es 

interesante señalar que la secuencia AACAAAG ha sido identificada en la posición -3 a +4 pb del 

sitio de iniciación de transcripción del gen SRY, sugiriendo un papel autoregulatorio (Vilain et al., 

1992b). 

Un estudio reciente reveló que el dominio de unión a DNA de la caja HMG de SRY reconoce 

de manera espec(fica y con gran afinidad a los elementos promotores de los genes de la honnona 

antimulleriana (AMH) y de la aromatasa P450, sugiriendo que la proteína SRY controle el desan'ollo 

masculino a través de la regulación de genes blanco (Haqq et al., 1993). 

El gen humano SRY presenta una estructura muy sencilla, contiene un solo exón y no tiene 

intrones. El extremo 5 carece de cajas TATA o CCAT, es rico en GC y presenta en tnndcm dos 

sitios de reconocimiento para Spl, una secuencia potenciadora de transcripción (Vilain el al., 

1992b). La región transcrita es de 841 pb, resultando en un tramcrito de 1.1 kb Y la región traducida 

es de 612 pb produciendo una proteína de 204 aminoácidos con un peso molecular de 23.9 kDa. El 

gen de SRY está flanqueado por dos regiones ricas en AT conteniendo secuencias repetidas 

invertidas, sugiriendo que este gen se haya originado por la retroposición de un transcrito de otro 

gen durante la evolución humana. La región que codifica para la caja HMG se localiza prácticamente 

en la parte central del gen SRY, abarcando del aminoácido 57 al residuo 137 de la proteína (Su y 

Lau, 1993). 

En el embrión de ratón, los transcritos de Sry aparecen principalmente en la cresta genital en 

el pr;r(odo correspondiente a la formación del testfculo (Koopman et al., 1990). Sin embargo, un 

reporte reciente sugiere que los transcritos de Sry y de 7fy, pero no los de Zfx y Zfa, también están 

presentes en el estado de blastocisto (Zwingman et al., 1993). 

En el ratón adulto, Sry se expresa en el testfculo, donde el transcrito tiene una estructura circular 

única (Capel el al .• 1993). Aparentemente, este transcrito circular no es traducido y es un compo­

nente mínimo de los transcritos de la cresta genital. La singular estructura del mRNA en el testículo 
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puede estar relaciunada con la organización del loclIs Sry que presenta una secuencia invertida 

repetida flanqueando la secuencia codifican te (Gubbay et al., 1992). Recientemente, se ha demos­

trado la presencia tanto del transcrito lineal C0ll10 del circular en el estado de blastocisto, sugiriendo 

que ambos sean responsables del inicio de la cascada génica que conduce a la detenninación sexual 

(Boyer y Erickson, 1994). 

Todos los estudios de expresión de SRY en el ratón y en el humano se han realizado a nivel 

de transcripción y no de traducción, debido a que la proteína se encuentra en una cantidad muy 

baja para ser detectada por anticuerpos específicos (Hawkins, 1993). 

Recientemente se postuló una hipótesis para explicar el papel de la proteína SRY en la cascada 

regulatoria de la diferenciación sexual en mamíferos. Se propuso que el dominio HMG de la proteína 

SRY se une a secuencias de DNA regulatorias de un gen hipotético Z, considerado un regulador 

negativo de la determinación sexual masculina. Esta interacción impide la expresión del gen Z, 

impidiendo su efecto regulador y resultando en un fenotipo masculino (McElreavy et al., 1993a). 

Las principales evidencias a favor del gen SRY como TDF son las siguientes: 

1.- Está localizado en la región más pequeña del cromosoma Y capaz de inducir la 

diferenciación testicular en el hombre (Sinclair et al., 1990) y en el ratón (Gubbay et al., 

1990). 

2.- Algunas disgenesias gonadales puras XY presentan mutaciones de /laVO en el gen SRY 

(Berta el al., 1990; Jiiger et al., 1990; Hawkins et al., 1992b; Affara el al., 1993). 

3.- En el ratón, su expresión correlaciona con el inicio de la determinación testicular 

(Koopman et al., 1990). 

4.- Un fragmento de DNA de 14 kb, que incluye el gen Sry del cromosoma Y del ratón 

puede inducir el desarrollo masculino en ratones transgénicos xx (Koopman et al., 1991). 

5.- Es un gen evolutivamente conservado en el cromosoma Y de mamíferos metaterios y 

eutenos (Sinclair el al.,I990; Foster et al., 1992). 

Los fragmentos autosómicos previamente mencionados detectados por la sonda pY53.3 en 
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filtros "arca de Noé" (Sinclair et al., 1990) han sido posteriormente idcntificados como genes 

autosómicos y ligados al cromosoma X relacionados a SRY. A la familia de genes que prescntan 

una homología mayor al 60% en la caja HMG con SRY se les ha denominado genes SOX ("SRY 

box-related gene") (Denny et al., 1992; Stevanovic ct al., 1993). Estos genes SOX están muy 

conservados y han sido demostrados en varios vertebrados, incluycndo a marsupiales. La relación 

entre el gen SR Y y los genes SOX ha suscitado un gran interés desde el punto de vista del origen 

y evolución del gen SRY en los mamíferos (Foster y Marshall, 1994). 

1.1.2 ETAPA GONADAL 

La determinación gonadal es un evento clave en el proceso de diferenciación sexual debido a 

que la gónada controla la morfogénesis de los genitalcs internos y externos y la postcrior maduración 

sexual(Kofman-Alfaro et al., 1984). 

El desarrollo de testículo a partir de la cresta genital bipotencial es un evento activo aparente­

mente dirigido por el factor determinante testicular, recientemente identificado como SRY . Este 

gen constituye un "switch" que induce a la gónada indiferenciada hacia el programa de organogé­

nesis testicular. En contraste, la determinación sexual femenina ocurre pasivamente cuando en 

ausencia de cromosoma y, y por ende de SRY, la gónada primitiva diferencia a ovario (George, 

1992). 

En el humano, el primordio gonadal es bipotencial e indistinguible morfológicamente cn ambos 

sexos hasta la ctapa de 12mm (aprox. 42 días de gestación). Las crestas gonadales se forman durante 

la tercera y cuarta semanas de la embriogénesis por la proliferación del epitelio celómico y la 

condensación delmesénquima en ambos lados de la línea media entre el mcsonefros yelmesenterio 

dr.{sal. Inicialmente, las células germinales primordiales se localizan en el endodermo posterior del 

saco vitelino y empiezan a migrar hacia el primordio gonadal a través del mesénquima del 

mesenterio durante la quinta semana de gestación. Se ha reportado que en el embrión humano el 

número de células gemlinales en migración es aproximadamente de 700 a 1300, y que para la octava 

semana de gestación están presentes cerca de 600 000 células gernlinales. Posteriormente, estas 

células se convierten en ovogonias o espcrmatogonias (Grumbach y Conte, 1992). Es importante 
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señalar que la ausencia de célula~ germinales es incompatible con la diferenciación ovárica pero no 

previene la morfogénesis testicular (Merchant, 1984). 

La migración de las células germinales se completa en la sexta semana de gestación, las gónadas 

embrionarias femeninas o masculinas son indistinguibles y están formadas por células germinales 

y tres tipos de células somáticas: las células de soporte (células de Sertoli en el hombre y células 

foliculares en la mujer), las células esteroidogénicas (células de Leydig en el hombre y células de 

la teca en la mujer) y células del tejido conectivo (McLaren, 1991;Bogan y Page, 1994). 

Aun no se ha dilucido el momento en que las estirpes celulares gonadales se comprometen en 

el desarrollo femenino o masculino. Sin embargo, dejando a un lado los efectos pleiotrópicos de 

Sry, es razonable suponer que la determinación sexual empieza cuando SRY se expresa por primera 

vez (Bogan y Page, 1994). Inicialmente, se sugirió que la primera expresión de Sly en la gónada 

murina ocurrfa entre 10.5 y 12.5 dpc (Koopman et al., 1990); sin embargo, estudios recientes en 

embriones previos a la implantación muestran que la transcripción de Sry (y de Zfy) se realiza en el 

estado de blastocisto (Zwingman et al., 1993). 

Tampoco se ha esclarecido el momento en que finaliza la determinación sexual. Los transclitos 

de Sry ya no son detectados por PCR en el RNA gonadal en el 13.5 dpc (Koopman et al., 1990) y 

se desconoce hasta cuando persiste la protefna Sry u otras protefnas implicadas en el proceso (Bogan 

y Page. 1994). 

Es claro que la diferenciación gonadal no se inicia en las células germinales ya que embriones 

de ratón cuyas gónadas están desprovistas de ellas (por mutaciones en los loei Wo SI), llevan a 

cabo el proceso de manera normal (MeLaren, 1991). De las tres Ifnea~ somáticas restantes, la 

evidencia actual sugiere que los pasos iniciales de la diferenciación gonadal se realizan en las células 

de soporte (pre-Sertoli o pre-folfculo) (Bogan y Page, 1994) pero que las interacciones célula-célula 

son crfticas para la función de SRY y, en general, para la diferenciación gonadal (Goodfellow y 

L1JVell-Badge, 1993). 

Aun cuando la evidencia a favor de SRY como factor detemlinante testicular es sólida, la 

observación de que algunas alteraciones de la diferenciación sexual no están ligadas al cromosoma 

y ha llevado a suponer que otros genes, autosómicos y/o ligados al cromosoma X, participen en 

la gonadogénesis. Existen anomalfas de la diferenciación sexual en las cuales ocurre desarrollo 

testicular en ausencia de SRY, tales como varones XX y hermafroditas verdaderos 46,XX. Esto ha 
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lIcvado a proponer la existencia dc numerosos genes en el desarrollo gonadal como componentes 

de una cascada génica responsable de realizar los programas apropiados de morfogénesis y 

diferenciación gonadal (Bogan y Page, 1994). 

1.2.1.2 DIFERENCIACION TESTICULAR 

En un embrión XY, la gónada primitiva se diferencia hacia testículo. Las células de Sertoli 

rodean a las células germinales primordiales formando cordones testiculares primitivos (precurso­

res de los túbulos seminíferos) e inhibiendo la meiosis de las células germinales (Oustafson y 

Donahoe, 1994). Una función endócrina temprana del testículo fetal es la secreción de la honnona 

antimuileriana (AMH) por las células de Sertoli (Blanchard y Josso, 1974). La actividad de la AMH 

causa la regresión de los ductos MuIlerianos (estructuras precursoras del tracto genital interno 

femenino). Es importante señalar que las células de Sertoli en el testículo y las células de las 

gl'anulosa en el ovario comparten muchas características estructurales y funcionales, incluyendo la 

producción de AMH. Sin embargo, la cronología es diferente: las células de la granulosa sólo 

producen la hormona después del nacimiento y en baja cantidad (Vigieret al., 1984), mientras que 

las células de Sertoli la producen en grandes cantidades desde la etapa embrionaria hasta los 

primeros años de vida, disminuyendo su expresión al empezar la pubertad (Raker et al., 1990). 

La AMH es una glicoproteína con un peso molecular de 140 000 kDa, compuesta de dos 

subunidades idénticas de 70 kDa unidas por puentes disulfuro (Picard y Josso, 1984). El gen de 

AMH ha sido clonado en el bovino, en el humano, en el ratón y en la rata. En el humano, el gen 

abarca 2.75 Kb, contiene 5 exones y se localiza en el cromosoma 19 (l9p13.3). El último exón es 

particularmente interesante ya que presenta la mayor homología entre las especies y es la única 

re~ión homóloga a la familia TOB-B (factor de transformación del crecimiento) (Cate et al, 1986). 

Además de AMH, las células de Sertoli producen inhibina y activina, ambas miembros de la 

familia TOB-B. Se ha demostrado que la inhibina suprime la producción de FSH (hormona fo){culo 

estimulante) ,mientras que la activina activa la liberación de FSH en la hipófisis. A nivel gonadal, 

existe evidencia indirecta de que la inhibina inhibe la proliferación de las espernlatogonias mientras 

que la act1vina estimula su proliferación. La importancia fisiológica de estas observaciones no es 
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muy clara, p~ro el hecho de que ratones deficientes en inhibina desarrollen tumores de células 

somáticas en ovario y en testículo sugiere que la acción normal de la inhibina pudiera ser la supresión 

tumoral (Hagan, 1993). 

Por otro lado, las células de Leydig se observan por Plimera vez en embriones de 32-35 mm 

(aprox. en el día 60 de la gestación) y proliferan rápidanlente durante el tercer mes y la primera 

mitad del cuarto mes., después de la diferenciación de los cordones testiculares primitivos. Las 

células de Leydig secretan testostcrona, la hormona reguladora de la diferenciación masculina de 

los conductos Wolffianos. Además, la acción de la enzima S-a reductasa sobre la testosterona 

resulta en la S-a dihidrotestosterona, que induce la virilización de los genitales externos masculinos 

(Gustafson y Donahoe, 1994). 

1.2.2.2 DIFERENCIACION OV ARICA 

En ausencia de los genes testículo determinantes el primordio gonadal tiene una tendencia 

inherente a desarrollarse como ovario, siempre y cuando existan células germinales, ya que en caso 

contrario se forman estrías fibrosas incapaces de producir hornlOnas sexuales femeninas durante la 

pubertad (Merchant, 1984; Grumbach y Conte, 1992). 

En la hembra, la etapa indiferenciada es más prolongada que la organogénesis testicular; sin 

embargo, continúa la proliferación del epitelio celómico y las células germinales crecen y se 

convierten en ovogonias. Entre la semana onceava y la doceava (etapa de 80 mm) las ovogonias 

entran en la primera profase meiótica (ovocitos primarios) pero se detienen en la etapa de dictiotene 

hasta la pubertad en que la acción de AMH en el folículo induce la continuación de la meiosis 

(George, 1992) 

Durante la embriogénesis, el ovario no secreta AMH ni testosterona. La ausencia de estas dos 

se;¡ales ocasiona la persistencia de los duetos Mullerianos y la regresión de los conductos Wolffia­

nos, que forman los genitales internos y externos femeninos, respectivamente (Grumbach y Con te, 

1992). 
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1.1.2 ETAPA FENOTIPICA 

En la séptima semana de la vida intrauterina el feto está equipado con duetos genitales, 

masculinos o femeninos, mesonéfricos (WolfO y paramesonéfricos (Muller). La diferenciación 

fenotípica subsecuente es consecuencia de las difere!lcias anatómicas y estructurales de las gónadas 

(Gustafson y Donahoe, 1994). En el embrión masculino, la presencia de AMH produce la regresión 

de los duetos Mullerianos, mientras que en el femenino la ausencia de AMH da lugar al desarrollo 

de trompas de Falopio, útero y tercio superior de la vagina. Por otro lado, en el hombre la acción 

de la testosterona induce la diferenciación de los conductos Wolffianos en conducto deferente, 

epidfdimo, vesfcula seminal y conducto eyaculador. La testosterona actúa como prohormona y 

mediante la acción de la enzima extragonadal S-a reductasa se convierte en 5-a-dihidrotestosterona 

que es la hormona responsable de la diferenciación de los genitales externos masculinos (pene y 

escroto). En ausencia de dihidrotestosterona los genitales externos dan lugar al clítoris y a los labios 

mayores y menores. El tercio inferior de la vagina proviene del seno urogenital (Kofman-Alfaro y 

cols, 1988; Grumbach y Con te, 1992). 

1.2 CROMOSOMAS SEXUALES EN EL HUMANO 

La diferenciación morfológica gradual de los cromosomas sexuales humanos ha permitido la 

especialización del cromosoma Y en la determinación sexual yel mecanismo de compensación de 

dosis para genes ligados al X en la mujer. Este proceso de dimorfismo constituye una innovación 

en los mamíferos (Affara y Ferguson-Smith, 1994). 

1.2.1 CROMOSOMA Y 

El cromosoma Y es uno de los cromosomas humanos más pequeños, constituído por 60 

millones de pares de bases. Si se considera que el contenido de DNA del genoma humano diploide 

es 6 x 10 9 pb, este cromosoma constituye aproximadamente) % de) total. Aun cuando por su tamaño 
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se sitúa con lus aUlosomas del grupo G, las técnicas de linción de rulina punen de manifiestu las 

siguientes características que distinguen al cromosoma Y de los cromosomas 21 y 22: el Y no 

presenta satélites; en ocasiones se observa una constricción en la mitad del brazo largo; las 

cromátidas del brazo largo permanecen paralelas. Además, el segmento distal del brazo largo tiene 

una apariencia borrosa que se tiñe intensamente con bandas Q y C (Therman y Susman, 1993). 

1.2.1.1 ESTRUCTURA 

El cromosoma Y humano está formado por una región heterocromática y una región eucromá­

tica. La región heterocromática está localizada en la porción distal del brazo largo (principalmente 

en Yq12) y está compuesta de secuencias altamente repetidas (DYZl y DYZ2) (Cooke el al, 1983). 

La familia DYZl es una subclase del DNA satélite humano III y consiste de subunidades de de 5 

pb organizadas en una unidad de orden superior de 3.4 kb (Nakahori et al, 1986). La fan1i1ia DYZ2 

es una subclase del DNA satélite humano 1 que contiene secuencias ricas en AT, incluyendo una 

secuencia Alll pur cada repetición (Frommer et al, 1984). Este DNA satélite es muy variable en 

cuanto a su tamaño, constituyendo más de la mitad (50-70%) del cromosoma en algunos varones 

normales mientras que en otros es prácticamente nulo. Se ha reportado que el cromosoma Y suele 

ser más largo en japoneses, chinos y kirghis que en caucásicos. Aun no se ha esclarecido la función 

de estas secuencias repetidas ni se ha comprobado si el tamaño del cromosoma Y tiene algún efecto 

sobre el fenotipo (Bemstein et al., 1986). 

La región eucromática está localizada en el brazo corto (Yp), en el centrómero y en el segmento 

proximal del brazo largo, teniendo un tamaño casi constante en varones normales. Contiene bloques 

de secuencias homólogas al cromosoma X, familias de secuencias repetidas específicas y todos los 

gen"s identificados del cromosoma Y (Cuevas-Covanubias y Kofman-Alfaro, 1990). 

En la región centromérica del cromosoma Y se encuentra un bloque de DNA satélite alfoide 

denominado DYZ3 organizado en unidades de 5.7 ó 6.0 kb, que contienen subunidades de 170 pb 

(Willard, 1992). Este DNA constituye aproximadamente ell % del cromosoma Y. La presencia de 

este DNA alfoide en todos los centrómeros humanos, su especificidad cromosómica y su habilidad 

para unir proteínas nucleares sugiere que este DNA juegue un papel importante en la actividad 
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centromérica (Gaff et al., 1994) . 

Las restantes 20-30 x 10 6 pb de DNA del cromosoma Y se pueden subdividir cn la región 

pscudoautos6mica de la porci6n distal dc Yp y en las rcgioncs más proximales de los brazos cortos 

y largos del cromosoma Y (Vollrath et al., 1992) 

1.2.1.2 GENES 

La mayor parte del cromosoma Y, a diferencia del resto de los cromosomas humanos, no 

participa en la recombinación meiótica lo cual ha evitado la construcción de un mapa genético por 

ligamiento. Sin embargo, la presencia natural dc deleciones en individuos viables ha permitido la 

construcción de un mapa físico de los genes en el cromosoma Y (Vollrath el al., 1992). 

Los genes ZFY, RPS4Yy AMGY del cromosoma Y presentan homólogos en el cromosoma X 

, ZFX, RPS4X Y AMGX, respectivamente. Los genes ZFY y ZFX codifican para una protcína con 

dedos de zinc cuyas funcioncs se desconoccn (Pagc et al., 1987a). Los genes RPS4Y y RPS4X 

codifican isoformas de la proteína ribosómica S4 (RPS4) (Fisher et al., 1990). 

La observación de que delcciones de Yp y de Yq se asocien a talla baja ha llevado a suponer 

la existencia de genes de crecimiento en ambos brazos del cromosoma Y (Ogata et al., 1992b Y 

1992c; Alvesalo et al 1981). 

Se ha postulado la existcncia del gene GBY ("gonadoblastoma locus on Y chromosome) en la 

regi6n pericentromérica o en el brazo largo del cromosoma Y, responsable de la predisposición de 

las gónadas disgenéticas a desarrollar gonadoblastomas y con alguna función fisiológica en los 

varones normales (page, 1987), sin embargo hasta la fecha no hay evidencia al respecto. 

El análisis de una deleci6n terminal en el cromosoma Y de 6 varones infértiles, con testículos 

hipoplásicos, llevó a sugirir la localización de un gen controlador de la espermatogénesis (AZF) en 

la región Yqll (Tiepolo y Zuffardi, 1976). Posteriormente, el estudio molecular en 21 pacientes 

con anormalidades estructurales en Yq permitió localizar el factor AZF en el intervalo 6 (subinter­

valo XII-XIV) del cromosoma Y (Ma et al., 1992). Utilizando sondas de este intervalo, ausentes en 

varones azoospérmicos y oligospérmicos, recientemente, se reportó el aislamiento y caracterización 

de una familia génica, YRRM C'Y chromosome RNA recognition motif'). La expresión de las 
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secuencias YRMM es aparentemente tcstfculo específica y constituyen buenos candidatos para el 

IOCl/S AZF (Ma et al., 1993). 

1.2.1.3 ANORMALIDADES DEL CROMOSOMA Y 

Además del polimorfismo que se observa en el cromosoma Y por el tamaño de la heterocro­

matina en Yq, este cromosoma puede exhibir diferentes aberraciones que no afectan el fenotipo, 

ni la fertilidad. La más común de ellas es una inversión que, en la mayoría de los casos, desplaza 

el centrómero a una posición adyacente allfmite de la heterocromatina. Se ha sugerido que uno cada 

200 varones presenta esta aberración, habiéndose reportado en varias familias y en comunidades 

donde este cromosoma Y se encontró en 30% de los varones (Bernstein et al., 1986). Una 

anormalidad estructural más rara que la inversión es la presencia de satélites en los brazos largos 

del cromosoma Y (Y qs), debida a una translocación balanceada entre Yq y el brazo corto de un 

cromosoma acrocéntrico. Se ha descrito la transmisión hereditaria de un cromosoma Yqs en una 

familia canadiense durante doce generaciones, abarcando más de 300 años (Genest et al., 1977). 

Otras anomalías estructurales reportadas para el cromosoma Y incluyen deleciolles, i(Yq), 

i(Yp), cromosomas en anillo y cromosomas Y isodicéntricos con uno o ambos' centró meros activos 

(Therman y Susman, 1993). 

1.2.2 CROMOSOMA X 

Es un cromosoma grande, del tamaño y morfología del grupo C, constituyendo el 5.3% del 

:¡,enoma haploide. El número de bandas G observadas en el cromosoma X varía dependiendo de si 

la tinción fue realizada en profase, prometafase o metafase. Se han demostrado más de 100 

enfermedades ligadas al cromosoma X y han sido localizado más de 160 genes, que en su mayoría 

codifican para funciones somáticas (Thennan y Susman, 1993). 
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1.2.2.1 ESTRUCfURA 

Si se sobrepone el patrón de bandas al mapa genético, el cromosoma X podría dividirse en 

regiones funcionales, la mayoría reflejo del fenómeno de inactivación-activación (Therman y 

Susman, 1993). 

El extremo distal de Xp es parte de la regi6n de apareamiento mei6tico con el Y, reconocién­

dose un entrecruzamiento en esta región, denominada pseudoautósómica. Los segmentos de 

apareamiento de los cromosomas X y Y siempre pemlanecen activos y replican sincrónicamente 

(Burgoyne. 1982). 

Una región de replicación temprana, que siempre está presente en cromosomas X anormales, 

es Xcen-qI3. En ella se localizó un gen, XIST ("X-inactive specific transcript"), que siempre 

permanece activo en el cromosoma X inactivo (Brown et al 1991). 

La región conocida como crítica se encuentra en el extremo distal de Xq 13 y consiste en dos 

segmentos separados por una banda intercalar corta en Xq22. Se ha propuesto que ambas partes 

de la regi6n crítica actúan como "super genes" que deben permanecer intactos en ambos cromosomas 

X para permitir un desarrollo sexual normal (Therman et al., 1990). 

1.2.2.2 INACTIV ACION DEL CROMOSOMA X 

Como se expuso anteriormente, los mamíferos poseen cromosomas sexuales heteromórficos 

y un sistema de determinación sexual cromosómico con hembras XX y machos XV. El cromosoma 

y es pequeño, contiene muy pocos genes y su función principal es la determinación testicular. En 

contraste, el cromosoma X es grande y tiene miles de genes. La equivalencia en la dosis génica 

entre machos y hembras se logra mediante la inactivaci6n transcripcional de uno de los cromosomas 

X en el núcleo de cada célula somática femenina (Rastan, 1994). 

En 1949, Barr y Bertram descubrieron un cuerpo adherido a la membrana nuclear que se teñía 

intensamente en neuronas de gato femeninas y estaba ausente en las masculinas. Más tarde, en 

1959, Ohno y colaboradores demostraron que el cuerpo de Barr o cromatina sexual estaba formado 

por un cromosoma X condensado. Simultáneamente, Welshons y Russell descubrieron que la 
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detemlinación sexual en los mamfferos dependía de la presencia del cromosoma Y, ya que ralones 

XO eran hembras fértiles normales. Finalmente, Lyon observó en el ralón, que las hembras 

heterocigotas para genes ligados al cromosoma X que controlan el color del pelo mostraban 

mosaicos de dos colores. Esta variegación corresponde. a la expresión del gen mutado y del normal 

(Lyon, 1992). 

Estudiando cromosomas X isodicéntricos en células interfásicas y mit6ticas y utilizando 

sondas fluorescentes para regiones centroméricas y teloméricas, se observó que el cuerpo de Barr 

corresponde a Un cromosoma X condensado en una configuración nO lineal con los telómeros muy 

próximos (WaIker et al., 1991) . 

Aunque la primera evidencia de la inactivaci6n del cromosoma X se obtuvo hace más de treinta 

años el mecanismo molecular del proceso aun no es bien conocido (Lyon, 1992). 

En las células femeninas, la inactivaci6n de la mayor parte de los genes de uno de los 

cromosomas X se inicia tempranamente en la embriogénesis (días 12 y 18 de la gestaci6n humana) 

yen cada célula el cromosoma X que se inactiva es seleccionado al azar. El proceso de inactivaci6n 

es heredable y el mismo cromosoma X permanece generalmente silencioso en las futuras genera­

ciones celulares (Lyon, 1992). 

En marsupiales el cromosoma X de origen paterno es preferencialmentc inactivado en todas 

sus células. Esta preferencia fue posteriormente observada en el trofoectodernlO y en lfneas celulares 

del endodermo primitivo de embriones de rata y ratón, y , de manera menos clara, en tejidos 

extraembrionarios humanos (Lyon, 1994). Es interesante señalar que esta inactivación no azarosa 

constituyó el primer ejemplo de impronta genética en los mamíferos (Rastan, 1994). En el estadío 

posterior de epiblasto la impronta genética deja de operar, inactivándose al azar el cromosoma X 

paterno o materno en cada célula en particular. Todos los deseen dientes mit6ticos de cada célula 

contienen el mismo cromosoma X inactivo que sus progenitores, indicando que el estado inactivo 

es heredado establemente a través de divisiones celulares y programas de diferenciaci6n (McBurney, 

1993). 

En mujeres heterozigotas para variantes electroforeticas de la enzima glucosa-6-fosfatv 

deshidrogenasa se observ6 que los oocitos formaban un heterodfmero de las dos formas de la enzima, 

demostrando que en la lfnea germinal femenina se reactiva el cromosoma X inactivo antes de la 

meiosis (Gartler el al., 1973). La presencia de ambos cromosomas X activoses necesaria para la 
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formación del folfculo y el subsecuente desarrollo del ovario (Lyon, 1992). 

Por otro lado, en la línea germinal masculina el único cromosoma X aparentemente se vuelve 

transcripcionalmente inactivo durante la espcrmatogénesis, condensándose en paquiteno dentro de 

la vesícula sexual (Rastan, 1994). 

Esta diferencia en la actividad de los cromosomas X en las células germinales femeninas y 

masculinas parece reflejar la necesidad de un estado activo que permita el aparcamiento nOffilal de 

ambos cromosomas homólogos en la meiosis femenina, mientras que en la espermatogénesis la 

inactivaci6n del cromosoma X protege de una recombinación entre regiones no homólogas, que 

tendría un efecto deletéreo en la célula germinal (Jablonka y Lamb, 1988). 

Los estudios genéticos en el humano (Mattei et al., 1981) Y en el ratón (Rastan y Brown, 1990) 

han demostrado que la inactivación depende de la presencia de una región definida, el centro de 

inactivación (X/C). 

Recientemente, se ha demostrado que los genes homólogos localizados en el centro de 

inactivación, X/STen humanos (Brown et al., 1991) y Xisten rat6n (Borsani et al., 1991) se expresan 

en el cromosoma X inactivo (Xi) pero no en el activo (Xa).Aunque hay otros genes ligados al 

cromosoma X que escapan a la inactivación (Davies, 1991), particularmente los localizados en la 

región psudoautosómica y que tienen homólogos en el Y, XIST y Xist son los únicos genes 

actualmente identificados que se expresan de Xi. Esta propiedad hace a estos genes candidatos para 

iniciar o mantener la inactivación del cromosoma X en fonna cis; sin embargo, los estudios de 

secuencia sugieren que su función no es a través de un producto proteico (Brown et al., 1992). 

1.2.2.3 ANORMALIDADES DEL CROMOSOMA X 

Se han descrito anonnalidades estructurales del cromosoma X en mujeres con amenorrea 

primaria o secundaria, infertilidad, talla baja o fenotipo de Turner (Grumbach y Conte, 1992). 

La monosomfa del cromosoma X (45,X) o los mosaicos que incluyan una !fnea 45,X y otra 

46,XX 6 46,XY se discutirán en el capftulo 1.4 

La monosomfa parcial de los cromosomas sexuales se presenta en el 30-40% de los pacientes 

con disgenesia gonadal. Este grupo puede presentar un cromosoma X o Y estructuralmente anormal 
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y mosaicismo con una línea 45.X (Hall y Gilchrist. 1990). 

En general, los cromosomas X estructuralmente anomlales replican tardíamente (excepto en 

las translocaciones balanceadas X:autosomas) y constituyen la cromatina X o cuerpo de Barr 

(Grumbach y ConJe. 1992). 

Se ha estimado que el 28% de las pacientes con síndrome de Tumer presentan alteraciones 

estructurales del cromosoma X, siendo la más frecuenJe (15%) el isocromosoma de brazos largos 

i(Xq). Estas pacientes presentan talla baja y estrías fibrosas, aunque ocasionalmente menstruan 

espontáneamente (Palmer y Reichman, 1976). 

Existe controversia respecto a los casos reportados con isocromosoma de Xp, asumiéndose 

que corresponden a deleciones grandes, citogenéticamente indistinguibles, de Xq (Dc la Chapellc 

y Schroeder, 1975). 

Entre las deleciones del brazo corto (Xp-) aquellas que incluyen la banda Xp21 resultan en 

síndrome de Tumer, mientras que las más distales están asociadas con talla baja y algunas 

caracJerísticas de Tumer, pero con g6nadas funcionales (Fraccaro et al.. 1977). 

Las deleciones de brazo largo (Xq-) están frecuenJemente asociadas con disfunci6n gonadal 

como única característica, presentando amenorrea primaria o secundaria. Sin embargo, algunas 

pacientes presentan características asociadas al síndrome de Turner. Las translocaciones Xlautoso­

mas pueden estar asociadas con una gran variedad de fenotipos dependiendo de si están o no 

balanceadas y del patr6n de inactivaci6n presente en los pacientes. La t(X:X) es muy poco frecuente 

yen general se presenta como mosaico con una línea 45,x. Un anillo de cromosoma X resulta de 

la pérdida de ambos extremos de un cromosoma y uni6n posterior de éstos. Se presenta frecuente­

mente en forma de mosaico 45,Xl46,x,r(X); la mayoría de las pacientes tienen talla baja y muchas 

tienen estigmas de síndrome de Turner (Miranda, 1994) .. 

1.3 SECUENCIAS HOMOLOGAS EN LOS CROMOSOMAS SEXUALES 

Los cromosomas X y Y humanos comparten de manera significativa secuencias similares de 

DNA , probablemente debido a su origen evolutivo a partir de un par de cromosomas homólogos 

ancestrales (Ohno, 1967). 
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Se podría asumir que la homología de las secuencias ancestrales haya sido retenida en regiones 

funcionalmente importantes de los cromosomas sexuales. Por ejemplo, los cromosomas X y Y 

aparean en meiosis asegurando una segregación correcta durante la gametogénesis, aun cuando son 

muy dispares en morfología y tamaño. Esta regi6n de apareamiento puede abarcar la mayor parle 

del brazo corto del cromosoma Y y hasta 27% de Xp a partir del centrómero (Chandley et al., 1984). 

La mayoría de los genes humanos que se conoce que escapan al mecanismo de inactivaci6n 

del cromosoma X (a excepción de XIST y UBEl) presentan un gen homólogo en el cromosoma Y 

(Rappold, 1993). Estos genes homólogos pueden expresarse activamente en el Y, como en el caso 

de ZFX (SchneiderGadicke et al., 1989) y RPS4X (Fischer el al., 1990) o constituir un psudogene 

en el Y, como en los casos de los loc; para STS (sulfatasa de esteroide) (Yen et al., 1988), 

KAUG-I/ADML (síndrome de KaIlmann) (Legouis el al., 1991) Y GSl (Yen el al, 1992). Por lo 

tanto, el hecho de que un gene escape a la inactivaCÍón del cromosoma X parecería reflejar una 

conducta remanente del par de cromosomas homólogos ancestrales (Rappold, 1993). 

Laooservación de que todos los genes homólogos reconocidos en los cromosomas X y Y se 

localizan en Xp (a excepci6n de RPS4X) y escapan al proceso de inactivaCÍón ha llevado a fornlUlar 

la hip6tesis de que estos genes sean de origen autos6mico y hayan sido posteriormente adquiridos 

por los cromosomas sexuales. Esta propuesta está apoyada por el descubrimiento de que los genes 

en Xp están agrupados en dos autosomas diferentes en marsupiales y monotremas, los cuales 

evolucionaron de los euterios hace 150 y 170 millones de años, respectivamente. Estos datos han 

permitido postular que el brazo largo y el brazo corto del cromosoma X tienen aparentemente un 

origen diferente (Spencer el al., 1991). 

1.3.1 REGION PSEUDOAUTOSOMICA 

Se denomina regi6n pseudoautosómica (PAR) al segmento hom610go localizado en la porción 

distal de los cromosomas sexuales (Burgoyne, 1982). 

En la mujer los dos cromosomas X son equivalentes en tamaño y contenido génico y el 

apareamiento y recombinaci6n meióticos puede ocurrir te6ricamente en cualquier sitio. Sin embar­

go, en el var6n se lleva a cabo en la regiones pseudoautosómicas que se localizan en los extremos 
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d.: los brazos COrlOS de los cromosomas X y Y (PARs), y qUe abarcan 2.6 y OA Mb, respectivamente. 

La frecuencia de recombinación cnla PAR situada en brazos CarlOS es 10 veces mayor en la meiosis 

masculina que en la femenina, probablemente debido a que en la ovogénesis la rccombinación 

ocurre al azar mientras que en la espermatogénesis sea en un sitio obligado (Hunt y Le Maire, 1992). 

La región pseudoautosómica humana de 2.6 Mb se localiza en la parle distal del brazo corLo del 

cromosoma X, Xp22.3, y en la parte distal del brazo corto del cromosoma Y, Yp 11.32. Esta región 

en el cromosoma X escapa a la inactivación. Ambas regiones llevan a cabo un evento de 

recombinación obligatorio durante la meiosis masculina (Rappold, 1993). 

Durante la primera profase meiótica, el contacto ffsico entre los cromosomas homólogos resulta 

en apareamiento y sinapsis, con la consecuente formación de un complejo sinaptonémico. En 

general, el apareamiento de los cromosomas humanos empieza en sitios muy cercanos a los 

telómeros. En el caso de los cromosomas sexuales este inicio y el entrecruzamiento obligatorio se 

realiza en la región pseudoautosómica. El evento de entrecruzamiento dentro de esta región fue 

primeramente observado citogenéticamente (Solari, 1974) y posteriormente fue establecido usando 

sondas moleculares para seguir la segregación de fragmentos de restricción polimórficos de tamaño 

variable (RFLP) en árboles genealógicos (Page et al., 1987b). 

Se han detectado varias secuencias "minisatélites" en la región pseudoautosómica, responsa­

bles de la gran variabilidad en las secuencias de DNA de los segmentos distales de Xp y Yp. Se ha 

propuesto que estos minisatélites representen "sitios calientes" de recombinación relacionados con 

en el apareamiento cromosómico y/o en la iniciación de la recombinación meiótica (Jeffreys et al., 

1985). 

La región de aparcamiento entre Xp y Yp es variable, incluyendo la región pseudoautosómica 

y la mayor parte del brazo corto del Y, además de extenderse, en algunos casos, al brazo largo del 

y (Chandley et al., 1984). 

El apareamiento de los cromosomas sexuales no ocurre únicamente entre Xp y Yp, ya que 

ocasi.:malmente se ha observado que se lleva a cabo entre Xq y Yq (Chandley et al., 1984). Se ha 

d..:mostrado la presencia de otra región pseudoautosómica pequeña con eventos de entrecruzamiento 

entre Xq y Yq (Freije et al., 1992). Recientemente, se determinó que esta segunda región 

psudoautosómica consta de 320 kb, translocadas del cromosoma X al Y mediante un evento de 

recombinación mediado por secuencias Alu (Kvaloy et al., 1994). 
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Ellfmite pseudoautosómico (PABY y PABX en los cromosomas Y y X, respectivamente) está 

definido por ellfmite proximal de recombinación en PAR y constituye una interfase entre secuencias 

sexo-específicas y pseudoautosómicas. En el humano, ellfmite pseudoautosómico en Yp/Xp está 

marcado por una secuencia Alu seguida de un segmento de 220 pb con una homología reducida de 

78% (EIlis, 1989). 

1.3.2 GENE'S PSEUDOAUTOSÓMICOS 

Se han identificado 6 genes en ambos cromosomas sexuales X y Y, que se comportan como 

pseudoautosómicos: MIC2 (codifica para un antígeno de superficie implicado en procesos de 

adhesión celular), XE7 (proteína ubícuota cuya función se desconoce), ASMT (codifica para la 

enzima acetilserotonín metiltransferasa o hidroxi indol-O-metiltransferasa, responsable del último 

paso en la síntesis de la hormona melatonina),ANT3 (codifica para la adenina nucleótido translocasa, 

encargada del transporte de ATP y ADP a través de la membrana mitocondrial), IL3RA (codifica 

para la subunidad alfa del receptor de interIeucina) y GM-CSF (codifica para el receptor alfa del 

factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos) (Rappold, 1993). 

Recientemente, se ha propuesto un gen para crecimiento en la porción distal de la región 

pseudoautosómica de Xp (Ogata et al., 1992b). 

1.4 DISGENESIA GONADAL 

Se conocen como disgenesias gonadales aquellos padecimientos que presentan gónadas 

disgenéticas y diferentes fenotipos. Entre ellas se encuentra el síndrome de Tumer, la disgenesia 

gonadal mixta y la disgenesia gonadal pura, que se describen a continuación. 

1.4.1 SINDROME DE TURNER 

La apariencia fenotípica atribuible a la monosomía del cromosoma X o a sus variantes fue 
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dcsclita por primera vez en 1930 por Otto Ulrich (Ulrich, 1949). Posteriom1entc, Turner (I93g) 

describió siete individuos con fenotipo femenino, infantilismo sexual, talla baja, cuello alado y 

cubitus valgus. En 1944, la presencia de ovarios rudimentarios como causa de infantilismo sexual 

fue identificada por Wilkins y Fleischmann (Grumbach y Conte, 1992). La primera evidencia del 

fundamento cromos6mico del síndrome de Turner fue el hallazgo de Polani y cols (1954) de que 

estas pacientes no presentaban cromatina X. Cuando las técnicas de cultivo permitieron asignar el 

número correcto de cromosomas en el humano, Ford y cols (1 959a ) reportaron que la constitución 

cromosómica en una paciente de 14 años con síndrome de Tumer era 45,x . 

Actualmente se conocen muchas más anormalidades somáticas que las observadas por Tumer. 

Entre ellas están: baja viabilidad in utero, linfedema congénito en manos y pies, paladar alto y 

arqueado, implantación baja del cabello, implantación baja de pabellones auriculares, anorn1alida­

des renales, coartación de aorta, múltiples nevos pigmentados, clinodactilia del quinto dedo, cuarto 

metacarpiano corto, etc. Es importante señalar que el fenotipo es muy variable y que cada paciente 

sólo-sepresenta algunos de los estigmas somáticos caracterfsticos (Zinn et al., 1993). Sin embargo, 

se puede considerar que el síndrome de Torner está asociado con cuatro características clínicas 

principales: (1) fenotipo femenino, (2) baja estatura, (3) infantilismo sexual debido a gónadas 

rudimentarias, y (4) diversas anormalidades somáticas asociadas. Estas características pueden 

modificarse por la presencia de una lfnea celular celular normal, como en el caso de los mosaicos 

(Grumbach y Conte, 1992). 

El desarrollo de las técnicas cito genéticas a partir de los años sesentas permiti6 reconocer 

diversos complementos cromosómicos en pacientes con fenotipo de Turner. En la tabla 1.1 se 

muestran los porcentajes de los principales complementos cromosómicos en pacientes con síndrome 

de Turner. 

Las deleciones de brazo corto del cromosoma X son raras y están frecuentemente asociadas a 

mosaicismo con una Unea 45,X. La correlación cariotipo-fenotipo en 40 pacientes (sin mosaico) 

demostró que en presencia de una deleción terminal del brazo corto del cromosoma X (distal a 

Xp21) la funci6n ovárica es normal y no se obsevan estigmas de Tumer, con excepci6n de talla 

baja. Sin embargo, las pacientes con deleciones proximales a Xp21 presentan diversos estigmas 

de Turner y disfunci6n gonadal (Fraccaro et al., 1977). 

Estudios subsecuentes en un número mayor de pacientes con fenotipo Turner demostraron 
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que s610 40 a 60% eran monosómicas para el cromosoma X. El resto pres~nta dos cromosomas 

sexuales, uno de los cuales es anonnal o bien un mosaico 45,X con una segunda línea celular con 

un cromosoma X o Y estructuralmente normal o anormal (Palmer et al., 1976; Hall, 1990). Se ha 

estimado que 99% de las concepciones 45,X se abortan espontáneamente, por lo que se calcula que 

5-10% de los abortos espontáneos y 1-2% de de las concepciones corresponden a monosomías del 

X (Hook y Warburton, 1983). En efecto, un estudio de abortos espontáneos reveló una incidencia 

de mosaicos de 1 % mediante análisis citogenético y 15% por estudios de hibridación de DNA 

(Hassold et al., 1988). Recientemente, el estudio ciotgenético y molecular en linfocitos y fibroblas­

tos de 87 pacientes con síndrome de Tumer demostró que 66.7% eran mosaicos y que sólo 20.7% 

eran 45,x (Held et al., 1992). Estos datos han llevado a sugerir que el mosaicismo ejerce un efecto 

fetoprotectoí y que los casos 45,X que sobreviven a la vida embrionaria y fetal corresponden a 

mosaicos crípticos con pérdida gradual de la segunda línea cromosómica (Hook y Warburton, 1983; 

Held et al., 1992). Apoyando esta hipótesis, se describió el caso de un cariotipo 

45,X(65%)/46,X,r(X)(35%) obtenido del diagnóstico prenatal por cultivo de vellosidades corióni­

cas en una mujer con nueve semanas de gestación. El embarazo fue interrumpido a las 14 semanas. 

El cariotipo encontrado al cultivar células del pericardio y del músculo del producto fue 45,X en el 

95% de las células y 46,X,r,{X) en el resto. Los autores concluyeran que todos los casos 45,X 

correspondan en la vida embrionaria a mosaicos cromosómicos para un X ó y estructuralmente 

anormales, con pérdida de esta línea por inestabilidad de los cromosomas anormales durante las 

divisiones celulares (Kelly et al., 1992). 

Las pacientes con síndrome de Turner y mosaico con cromosoma Y o con un marcador 

derivado del Y, constituyen un subgrupo clínicamente importante ya que presentan un riesgo 15 a 

20% mayor que la población general de desarrollar gonadoblastoma o disgerminoma (Scully, 1970). 

Estas observaciones resaltan la importancia de caracterizar inequívocamente el origen (X o Y) del 

cromosoma marcador en el síndrome de Turner, lo cual en ocasiones resulta difícil utilizando sólo 

las técnicas citogenéticas convencionales (Crolla et al., 1988; López-López et al., 1993). 

La diferenciación normal del ovario requiere la presencia de dos cromosomas X activos. El', 

los embriones 45,X (que carecen de un segundo cromosoma sexual) el desarrollo del ovario es 

aparentemente normal durante el primer trimestre de gestación, después del cual hay una pérdida 

progresiva de células germinales y foIfculos y un aumento del tejido conectivo (Grumbach y Conte, 
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1992). 

Actualmente se piensa que el fenotipo de Turner es debido a una haploinsufíciencia de uno o 

más genes en el cromosoma X y no a la monosomía del cromosoma X per se. De acuerdo a este 

modelo, el locus responsable debe tener un homólogo en el cromosoma Y, debe escapar el 

mecanismo de inactivación del cromosoma X y transcribirse activan1ente durante el desarrollo. La 

identificación de estos genes anti-Tumer ha sido compIícada por la variabilidad fenotípica entre 

individuos con un mismo cariotipo. Sin embargo, se ha intentado su localización correlacionando 

características fenotípicas con deleciones parciales del cromosoma X. La evidencia citogenética 

sugiere que tres regiones del cromosoma X no se inactivan: las regiones pericentroméricas de los 

brazos cortos y largos, y la porción distal del brazo corto incluyendo a la región psudoautosómica. 

Varios genes candidatos han sido sugeridos en los ultimos años, en especial ZFX/lFY (Page et al., 

1987a) y RPS4X1RPS4Y (Fisher et al., 1990); sin embargo, evidencias posteriores no apoyan a estos 

genes como responsables del fenotipo Turner. En una mujer X,t(Y:22) que carecía de ZFY no se 

observaron características de Tumer (Page et al., 1990). Por otro lado, se han reportado pacientes 

con cariotipo 46,X,i(Xq) y fenotipo Tumer que expresan RPS4X en dosis mayores al doble (Just 

el al., 1992) y una mujer 46,xYp- (incluyendo RPS4Y) sin estigmas de Tumer (MülIer et al., 1992a). 
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TABLA 1.1 Porcentajes de los principales complementos cromosómÍcos en síndrome de Tumer 

Cariotipo Palmer y Reichman. Armendares Hall et al .• Park et al .• Held et al .• Miranda. 
(1976) y (1982) (1983) (1992) (1994) 

Salamanca 
(1977) 

45,x 58.2 68.9 55.0 61.2 20.7 53.1 

46.Xi(Xq) 7.3 10.8 5.5 6.0 5.7 3.5 

45.Xl46.XX 8.2 6.7 13.4 11.2 17.2 23.5 

N 
45.Xl46,xi(Xq) 11.8 10.8 4.7 7.8 12.6 4.7 '-O 

45.Xl46.Xr(X) 5.5 1.3 3.9 1.7 3.5 1.2 

45.Xl46,xy 5.4 2.7 3.1 2.6 2.3 2.3 

45.Xl46.Xdel(Xp) 0.9 4.05 0.8 2.6 2.3 2.3 

45.Xl46,xdel(Xq) O O 1.6 1.7 3.5 1.2 , .' 
45.Xl47.XXX 6 1.8 4.0 0.8 0.9 6.9 4.6 

45.Xl46.XXl47.XXX 

45.Xl46.X+mar O O 0.8 O 18.4 O 



1.4.2 DISGENESIA GONADAL MIXTA 

En 1961, Bergadá y cols. describieron por primera vez el síndrome de diferenciación gonadal 

asimétrica en pacientes con genitales externos ambigüos, conductos femeninos o masculinos. vagina 

normal y asimetría gonadal caracterizada por el desarrollo de un testículo en un lado y una estría 

fibrosa del otro. En 1964. Sohval denominó a este padecimiento disgenesia gonadal mixta. 

Las disgenesias gonadales con cariotipo 45.XJ46.XY exhiben un espectro fenotípico amplio 

que va desde un fenotipo masculino con testículos disgenéticos, hasta un fenotipo femenino con 

estrías gonadales bilaterales y estigmas somáticos de Turner. Sin embargo. la forma más estudiada 

ha sido la intelJUedia, disgenesia gonadal mixta o asimétrica (DGM), en la que los pacientes 

presentan asimetría gonadal (testículo de un lado y estría fibrosa o ausencia de gónada en el otro). 

persistencia de estructuras Mullerianas y grado variable de ambiguedad genital. Más de la mitad de 

estos individuos tienen baja estatura y la tercera parte presenta muchas características dismórficas 

similares a las encontradas en pacientes con síndrome de Turner clásico (Berkovitz. 1992; Méndez 

et al., 1993). 

Es difícil entender el desarrollo de una gónada masculina sólo en un lado y no en el otro. De 

acuerdo a las teorías de diferenciación sexual el predominio de células germinales primordiales XY 

ó XO que migran a cada cresta genital influiría en la diferenciación gonadal hacia testículo o hacia 

una estría fibrosa, respectivamente. Consecuentemente, la diferenciación testicular y su capacidad 

funcional durante la vida fetal y postnatal, así como las características clínicas de los pacientes con 

DGM dependerían del predominio de la línea celular XY ó XO. La prevalencia de la Hnea XO 

resultaría en varias de las características clínicas del síndrome de Turner: estatura baja, cuello alado, 

implantación baja de pabellones auriculares, paladar arqueado, etc. El grado de masculinización 

dependería de la cantidad de tejido testicular presente (Bergadá et al., 1994). Sin embargo, en un 

estudio reciente de 16 individuos con disgenesia gonadal mixta. se observó que no existía una 

corr;:lación entre el cariotipo y el fenotipo (Méndez et al., 1993). 

Dado que los gonadoblastomas ocurren muy frecuentemente en una población muy selecta 

-individuos con gónadas disgenéticas y cromosoma Y-las disgenesias gonadales mixtas también 

presentan una alta frecuencia de estos tumores. Se ha estimado que la tercera parte de los pacientes 

con disgenesia ganad al mixta desarrollan gonadoblastoma y que 40% de las neoplasias son 
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hilaterales (afectan la estría fibrosa y el testículo l. Aun cuando el gonadoblaSlOmJ es un tUlllor 

benigno, 30% desarrolla un tumor invasivo de células germinales, en general un disgerminoma, por 

lo que se considera mandatorio la excisión preventiva de ambas gónadas a edad temprana. Además, 

cuando el sexo de asignación es femenino la extirpación temprana de la gónada previene la 

posibilidad de la función androgénica de las células de Leydig del testículo durante la pubertad, lo 

cual resultaría en masculinización del individuo (Robboy et al., 1982). Por otro lado, cuando el sexo 

es masculino se recomienda la extirpación preventiva de las gónadas (estría fibrosa y testículo 

intrabdominal) y de las estructuras mullerianas, debiendo vigilarse en forma periódica los testfculos 

intraescrotales (Berkovitz. 1992). 

1.4.3 DISGENESlA GONADAL PURA 

Descrito por Swyer (1955) , este síndrome se caracteriza por un fenotipo femenino, estatura 

normal o alta, estrfas fibrosas bilaterales, infantilismo sexual con amenorrea primaria, hábito 

eunucoide y cariotipo 46,XY. Las estructuras internas son femeninas con trompas bilaterales, útero 

y vagina hipoplásicos. Los genitales externos son femeninos e hipoplásicos (Grumbach y Conte, 

1992). 

La prevalencia de neoplasias gonadales, especialmente gonadoblastoma y germinoma (semi­

noma y disgerminoma) es elevada por lo que se practica gonadectomfa bilateral preventiva (Verp 

y Simpson,1987). La presencia de desarrollo mamario posterior a la edad normal de pubertad sugiere 

la presencia de un tumor ganad al secretor de andrógenos, aunque no se ha encontrado una 

correlación estricta entre la oncogénesis y el desarrollo mamario (Grumbach y Cante, 1992). 

Aunque la mayoría de los casos son esporádicos y presentan un cariotipo 46,XY, se han 

reportado casos familiares con herencia ligada al cromosoma X (Berkovitz et al., 1991) y casos 

esporádicos en individuos con duplicaciones del brazo corto del cromosoma X. El análisis de este 

duplicación en individuos XY normales yen XY con reversión sexual ha sugerido la existencia de 

uno o más genes en la porción distal de Xp, sujetos al proceso de inactivación e implicados en la 

diferenciación testicular (Ogata et al., 1992a). 
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El análisis molecular del gen SRY en pacientes con disgenesia ganad al pura XY ha demostrado 

que aproximadamente 80% tienen el gen SRY normal, mientras que el resto presenta mutaciones en 

este gen (Ver tabla 1.2). Todas las mutaciones reportadas a la fecha se localizan en la caja HMG 

del gen SRY, a excepción de una deleción de 25 a 50 kb identificada a 1.8 kb del inicio del marco 

de lectura hacia el extremo 5' del gen. El resto de la secuencia génica es normal por lo que se atribuyó 

la reversión sexual a elementos reguladores de SRY (McElreavy et al., 1992). 

En algunos casos, la mutación en el gen SRY se ha detectado tanto en mujeres XY como en 

familiares masculinos normales (Berta el al., 1990; Harley el al., 1992; Hawkins et al., 1992; Jager 

et al., 1991: Jliger et al., 1992a; McElreavy el al., 1991, Vilain et al., 1992a). Para explicar estos 

casos heredados se ha propuesto que la variante de SRY interaccione con cualquiera de dos alclos 

de un segundo gen implicado en la detem1inación sexual. El desarrollo de dos individuos masculinos 

normales en esta familia resultaría de la interacción de la variante de SRY con el alelo normal del 

segundo gen, mientras que la interacción con el alelo mutado ocasionaría la reversión sexual 

(Vilain et al., 1992a). 
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TABLA 1.2 Principales mutaciones reportadas en la caja HMG del gen SRY. 

PACIENTE MUTACION PROTEINA ORIGEN REFERENCIA 
enDNA Localización Cambio 

AA ATG~ATA 64 Met~ne de novo Berta et al., 1990 

JN" GTG~CTG 60 Val~Leu HP Berta et al., 1990 

JS delATIC 122 CM de novo Jliger et al., 1990 

ML TIC~TCC 109 Ser~Phe HP Jager et al., 1992 

NI yN2" GTG~CTG 60 Val~Leu HP Vilain et al., 1992 

ZB CAG~TAG 93 G1n~* de novo McElreavy et al., 1992 

Ca GGA~CGA 95 Gly~Arg de novo Hawkins et al., 1992a 
w 

CHM039 TGG~TAG 70 Trp~* de novo Hawkins et al., 1992a w 

207 AAA~ATA 106 Lys ~ne ? Hawkins et al., 1992b 

208 de1A 109 CM de novo Hawkins et al., 1992b 

213 ATC~ATG 90 ne~Met HP Hawkins et al., 1992b 

XYF AAG~TAG 92 Lys~* ? Müller et al., 1992b 

SHM60 CGA~GGA 61 Arg ~G1y de novo Affara et al., 1993 

WY57
b 

CAG~TAG 73 G1n~* HP Affara et al., 1993 

WC58
b 

CAG~TAG 73 G1n~* HP Affara et al., 1993 

HN31 ATG~ACG 77 Met~Thr de novo Affara et al., 1993 

GA55 CGG~TGG 132 Arg ~Trp ? Affara et al., 1993 

? G~A 113 Ala~Thr de novo Zeng et al., 1993 

Abreviaturas: del = deleci6n; * = cod6n de terminaci6n; CM = cambio de marco de lectura; HP = herencia paterna. 
" b , = hermanas 



2.0 OBJETIVOS 

(1) Crear un banco de DNA de pacientes con sfndrome de Tumer con diferentes cariotipos. 

de disgenesias gonadales mixtas 4S.XJ46.XY y de disgenesias gonadales puras 46.XY. 

(2) Reconocer la presencia de secuencias centroméricas derivadas del cromosoma Y en 

DNA aislado de sangre periférica de pacientes con síndrome de Turner, para detectar 

mosaicos crfpticos con cromosoma Y. 

(3) Esclarecer el origen de cromosomas marcadores en pacientes con síndrome de Tumer. 

(4) Detectar la presencia de los genes ZFY y SRY en DNA aislado de sangre periférica de 

pacientes con síndrome de Tumer (en las que se haya detectado secuencias centroméricas 

del cromosoma Y) y otras disgenesias gonadales (mixtas y puras). 

(S) Correlacionar los hallazgos moleculares con la expresión fenotfpica de estos pacientes. 

(6) Desarrollar la tecnologfa de DNA recombinante para su aplicación en problemas de la 

diferenciación sexual y en otros padecimientos genéticos. 
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3.0 MATERIALES y METODOS 

3.1 PACIENTES 

Se estudiaron 40 pacientes con diagnóstico de sfndrome de Tumer, 5 con disgencsia 

gonadal mixta y 2 con disgcncsia gonadal pura 46,XY. 

3.2 ESTUDIOS CITOGENETICOS 

Se realizó cariotipo en linfocitos de sangre periférica en todos los paciente~ 

estudiados. Se analizaron 100 células con técnica habi tual y 20 con bandas GTG y CBG 

en cada caso. 

3.3 ESTUDIOS MOLECULARES 

3.3.1 Aislamiento de DNA genómico 

Se llevó a cabo mediante una técnica previamente descrita (Escobar y Zamora, 1992) , 

tomando como base 5ml de sangre periférica para las cantidades requeridas en cada paso. Se 

coloc6 la sangre en tubos Vacutainer conteniendo EDTA y se centrifug6 durante 25min a 

3000rpm. Se desechó el plasma y los glóbulos rojos. Se transfiri6 la capa de gl6bulos blancos a 

un tubo y se añadió 1.6ml de solución de lisis de glóbulos rojos (BLGR: IOmM Tris pH 7.6, 

5mM MgCI2 ' IOmM NaCI). Se agitó suavemente y se centrifugó a 3000 rpm durante IOmin. 

Se decantó el sobrenadante . Al botón de glóbulos blancos restante se le agregó nuevamente 

BLGR, se homogenizó y se centrifug6 a 3000 rpm durante IOmin. Este último tratamiento se 

efectuó tantas veces como fuera necesario para que la muestra perdiera su color rojo. 

Enalmente, se resuspendi6 el botón de gl6bulos blancos en 165ml de BLGR y se añadió Iml de 

solución de lisis de gl6bulos blancos (BLGB: IOmM Tris pH 7.6, IOmM EDTA pH 8, 50mM 

NaC!, 0.2% SDS , 200Jlglml de proteinasa K). Se incubó en baño María a 42°C toda la noche. 

Se extrajo dos veces con l volumen de fenal-cloroformo (1: 1) Y una vez con 1 volumen de 

cloroformo: alcohol isoamflico (24:1). Se transfirió la fase acuosa a un tubo limpio y se le 
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añadió NaCl 5M hasta una concentración final de 100mM y 2 volúmenes de etanol absoluto a -

20"C. Se colectó el DNA precipitado con una pipeta pasteur de punta curveada_ Se lavó el DNA 

sumergiéndolo varias veces en etanol al 70%_ Se dejó secar al aire. Se resuspendió en 200-

400¡il de TE (lOmM Tris-Cl pH 8.0, lmM EDTA pH 8.0). Se conservó a -20°C, manteniendo 

\Ina alícuota de 100 ¡il a 4°C. 

Todas las muestras de DNA obtenidas se procesaron de la siguiente manera: 

(a) Se asignó una clave de identificación por padecimiento (T: síndrome de Turner, DO: 

disgenesia gonadal mixta y DP: disgenesia gonadal pura) seguida de un número progresivo 

y del año en curso. En cuanto a los controles, los masculinos tuvieron la clave CM y los 

femeninos la CF. Además, los microtubos que contienen las muestras de DNA se 

etiquetaron con diferente color para facilitar su localización. 

(b) Se realizó un análisis espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. Se calculó 

la concentración de la muestra de DNA mediante la fórmula ID.O. 260 = 50 mglml de 

DNA. Una relación 260/280 cercana a 1.8 se consideró óptima (Sambrook et al., 1989). 

(c) Se analizaron alícuotas de 1-2J.1g de DNA en electroforesis en gel de agarosa 0.8% 

teñido con bromuro de etidio 0.0002%. 

3.3.2 Sondas moleculares 

Se utilizaron las sondas de DNA pY97 Y pDPI007. La primera corresponde a una familia 

de secuencias alfoides repetidas de la región centromérica del cromosoma Y humano. Contiene 

un fragmento genómico de 5.3 kb en el sitio EcoRI de pUCl3 y detecta por hibridación DNA­

DNA una banda de 5.5 kb, al digerir el DNA genómico con EcoRI (Wolfe et al., 1985). La 

sonda pDPlO07 contiene un fragmento genómico de 1.3 kb derivado del cromosoma Y humano 

insertado en el sitio HindIII de pUCl3 y detecta por hibridación DNA-DNA, en DNA genómico 

digerido con EcoRI, una banda de 3.5 kb en Ypl1.3 que corresponde al gen ZFY. Esta sondú 

hibrida en forma cruzada con el gen homólogo ZFX en Xp21.3 observándose una banda de 1.8 

kb (Page et al., 1987a). Las sondas fueron proporcionadas por el Dr. R. P. Erickson de la 

Universidad de Arizona en Tucson. 
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3.3.3 Transformación bacteriana 

Para la introducción de los plásmidos en la cepa JMIOI (supE 1M 6. [Iae pro AB/F'¡raD 

proAB lael] ) de Eseheriehia eoli se utilizó la técnica de cloruro de calcio (Sambrook et al.. 

1989 ). Esta consistió en cultivar a la cepa bacteriana en 30 mi de caldo cerebro corazón 

(eee) a 37°e con agitación hasta alcanzar la fase logarítmica, concentrarla, resuspenderla en 

10 mi solución de cloruro de calcio (50 mM CaCI2" 10 mM Tris, pH 8.0) e incubarla a 4°C 

durante 12-16 h. Posteriormente, a estas células competentes se les agregó el DNA del plásmido 

(10-20 ngllOml) y se expusieron a un choque térmico de 42° C por 2 mino Se suplementó la 

suspensión con eec y se incubó a 37° C durante I h. Se sembraron alícuotas de O.lml en medio 

de cultivo selectivo (agar cerebro corazón + 200mglml de ampicilina). Se incubaron a 37°C 

durante 24 h. 

3.3.4 Purificación de plásmido 

Se utilizó el método de ebullición (Ausubel et al., 1987). Se inocularon 5 mI. de medio de 

cultivo infusión cerebro corazón con una colonia bacteriana transformada con el plásmido 

correspondiente y se incubaron toda la noche a 37° C. Se inocularon 500 mI. de medio de 

cultivo infusión cerebro corazón, conteniendo el antibiótico correspondiente, con el cultivo 

anterior y se incubaron a 37° e durante 8 h. con agitaci6n vigorosa. Se cosecharon las bacterias 

por centrifugaci6n a 5000 rpml 30 mino y se resuspendendieron en 20 mI. de STET (sacarosa 

8%,0.5% Trit6n X-lOO, 50 mM Tris, 50mM EDTA, pH 8.0) más 2 mI. de lisozima (10 mgl mi 

en 25 mM Tris-C!, pH 8). Se mezcl6 suavemente, se llev6 a ebullici6n en una flama abierta y se 

coloc6 en baño de agua hirviendo por 1 mino Se enfrí6 en baño de hielo y se centrifug6 a 12000 

rpml 20 mino Se decant6 el sobrenadante a un tubo limpio y se le agreg6 0.6 vol. de 

isopropanol. Se mezcl6 por inversi6n y se dejó reposar 10-20 mino a temperatura ambiente. Se 

centrifug6 a 10 000 rpm/30 mino El precipitado se suspendi6 en TE y se trat6 con RNAsa (lOO 

llgl mI) a temperatura ambiente durante l h. 

Se extrajo 1 vez con 1 volumen de fenal. 1 vez con 1 volumen de fenal -cloroformo 1: I y 

i vez con 1 volumen de cloroformo - alcohol isoamflico 24: 1. La fase acuosa se precipit6 con 2 

volúmenes de etanol a -20°C. Se centrifug6 y se resuspendi6 en un volumen adecuado de TE. La 

pureza e integridad del plásmido se analiz6 en gel de agarosa 0.8% en TBE (0.089 mM Tris 

base,O.089mM ácido b6rico, 0.002 mM EDTA pH 8.0) con 0.511g Iml de bromuro de etidio. 
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3.3.5 Purificación de insertos 

Se digirieron los plásmidos con las enzimas apropiadas (p Y97 con EcoRI y pDP 1007 con 

Hind IlI). Se separaron los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de agarosa 

0.8%. El aislamiento del fragmento de DNA correspondiente al inserto de interés se realizó 

utilizando nitrógeno líquido (Koenen. 1989). Brevemente. la banda del DNA de interés se carló 

del gel. se coloc6 en una punta de micropipeta con tap6n de algod6n y se incub6 por 5 mino en 

nitr6geno Ifquido. La punta de micropipeta se coloc6 en un microtubo agujerado en la base. que 

a su vez se puso en otro microtubo. Se centrifugó durante 5 min a velocidad máxima en una 
microfuga. La soluci6n acuosa conteniendo el DNA se colect6 en el segundo tubo. mientras que 

la matriz de agarosa se queda en la punta de micropipeta. Se añadi6 11 10 vol. de 4M LiCl y se 

extrajo con un volumen de fenal. El DNA se precipit6 de la fase acuosa con 3 vol. de etanol a -

20°C. Se centrifug6 a 12000rpm/15 mino se dej6 secar al aire y se resuspendi6 en un volumen 

adecuado de TE. Se conserv6 a 4° C. Se calcul6 su concentraci6n mediante lectura 

espectrofotométrica a 260 nm. Se verific6 su peso molecular mediante corrimiento 

electroforético. 

3.3.6 Marcaje de sondas 

El inserto de DNA que se utiliz6 como sonda molecular se marc6 radiactivamente 

mediante la técnica de hexanucle6tidos al azar. de acuerdo a las instrucciones del fabricante 

(Arnersham. AIyesbury. England). Brevemente. en un microtubo se colocaron 100 ng del inserto 

de DNA y 1.25 111 de la mezcla de hexanucIe6tidos al azar (1.8 mglml con BSA 4 mg/ml). en un 

volumen final de 7 ¡¡l. Se hirvi6 durante 2 min y se coloc6 en hielo. Se le agregaron 2.5 ¡.tI de 

soluci6n de dNTPs (dCTP. dTTP Y dOTP lmM 10X en 250 mM Tris-HCl pH 7.8 .25 mM 

MgCI2. y 50 mM 2-mercaptoetanol) 10 111 de soluci6n RH 2.5X. 1 111 del fragmento Klenow de 

la DNA polimerasa (3-8 U) Y 50 ¡.tCi de dATP a 32 P. Se aforó a 25111 con H20 y se incubó a 

temperatura ambiente 12-18 h. Se par6 la reacci6n añadiendo 2 111 de 0.5M EDTA pH 8.0. Se 

agregaron 100111 de TE y se separ6 el DNA marcado de la marca libre mediante cromatograffa 

en columna de Sep/Jadex O-50 en TE (Sambrook et al .• 1989). Se calcul6 el porcentaje de 

incorporaci6n midiendo con un contador Oeiger manual la radiactividad en el tubo y en la 

columna. 
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3.3.7 Digestión del DNA genómico 

En todos los casos se digirieron IOllg de DNA genómico con 30V de EcoRI (3U1llg) a 

37°C durante 18-24 h. Los productos de la digestión se separaron por electroforesis en gel de 

agarosa 0.8% en TBE con 0.5 ~lg/ml de bromuro de etidio. incluyéndose un marcador de peso 

molecular (DNA de fago A. digerido con Hind lIf). La electroforesis se realizó durante 18 h a 2 

volts/cm para una mejor resolución de los fragmentos de alto peso molecular (Sambrook et al., 

1989). 

3.3.8 Transferencia a filtros de nitrocelulosa e hibridación DNA-DNA 

El DNA fue desnaturalizado in silu sumergiéndo el gel en solución desnaturalizante (1.5M 

NaCl, 0.25M NaOH) durante Ih a temperatura ambiente. Posteriormente, se neutralizó 

colocando el gel en una solución neutralizante (1.5M NaCl, 1M Tris-Cl pH 8.0) durante Ih a 

temperatura ambiente. El DNA del gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa 

reforzada con nylon (Duralose VV, Stratagene, La Jolla,CA) de acuerdo al procedimiento 

descrito por Southern (1975). Los filtros se prehibridaron a 42° C dnrante 24 h en 75 Illlcm2 de 

solución de prehibridación ( 50% formamida desionizada, 6X SSC [20X es 3M NaCl, 0.3M 

citrato trisódico, pH 7.0] 0.5% SDS, 5X sol. Denhart [ 50X es 1% albúmina sérica bovina, 1% 

Ficoll 400, 1 % polivinilpirrolidona] 100 Ilg/ml de DNA de esperma de salmón). Se hibridaron 

con el inserto de DNA radiactivo a 42° C durante 24 h en 50 Illlcm2 de solución de hibridación 

(igual fórmula que para prehibridación). Los filtros se lavaron dos veces con 2X SSC/O.! % 

SDS a temperatura ambiente y una vez con 0.2X SSC/O.l % SDS a 55° C durante 30 mino Se 

expusieron a película X-OMAT K (Kodak, Guadalajara, Jalisco) con pantalla intensificadora 

durante 3-5 días a-70° C (Sambrook et al., 1989). 

3.3.9 Reacción en cadena de la polimerasa 

Se utilizaron 4 pares de oligonucleótidos que se describen a continuación: 
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(1) El par Yl y Y2 flanquea un fragmento de 170 bp de secuencias alfoides repetidas de la 

región centromérica del cromosoma Y humano (Witt y Erickson, 1989; Witt y Erickson, 
1991), 

Yl: Y-ATO ATA OAA ACO OAA ATA TO-3' 

Y2: 5'-AOT AOA ATO CAA AOO OCT CC-3' 

(2) El par Xl y X2 define un fragmento de 130 bp de secuencias alfoides repetidas de la 

región centromérica del cromosoma X humano (Witt y Erickson, 1989). 

Xl: 5'-AATCATCAAATOOAOATTTO-3' 

X2: 5'-OTICAOCTCTOTOAGTOAAA-3' 

Para el gen ZFY se utilizó el par TDF4 y TDF5 que limita una región de 400 pb 

(Schneider-Oiidicke et al., 1989; Bailey et al 1992). 

TDF4: 5'-ATO TOO ero TCC ACA AAO OT-3' 

TDF5: 5'-AAO CTI OTA OAC ACA CTO TI -3" 

(3) Se amplificó una región de 609 pb del gen SRY mediante el par SRYl y SRY2 

(Sinc1air et al., 1990; Bailey et al, 1992). 

SRY1: 5'- COA CAA TOC AAT CAT ATO C-3' 

SRY2: Y-TAO COO TCC COT TOC TOC-3' 

La amplificación se realizó en todos los casos a partir de 0.5-1 Ilg de DNA genómico. Los 

oligonucleótidos fueron adquiridos de Bio-Synthesis, Inc., Denton, TX. y los reactivos para la 

reacción en cadena de la polimerasa de Perkin Elmer. Los programas de amplificación se 

realizaron en equipo Techne PHC-ly fueron, respectivamente: 

(a) 30 ciclos de 94°CJlmin, 55°CJlmin, nOC/lmin y 1 ciclo de noc durante 9.9 min para 

los pares Yl,Y2 y Xl,X2; 

(b) 30 ciclos de 95°Cllmin, 55°C/1.3min, nOC/1.3min y un ciclo de noc durante 9.9 min 

para el par TDF4 y TDF5; Y 
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(e) 33 ciclos de 95°Cllmin, 53°C/lmin, nOCllmin y un ciclo de noc durante 9.9 min 

para el par SRYI y SRY2. 

Los productos de cada reacción de amplificación fueron analizados mediante electroforesis 

en gel de agarosa 1.5% teñido con bromuro de elidio 0.0002%, incluyéndose un marcador de 

peso molecular (esealera de 100pb ó pBluescript digerido con Hpal). 
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4.0 RESULTADOS 

Se estudiaron 47 pacientes con diferentes tipos de disgencsia gonadal: 40 con síndrome de 

Turner, 5 con disgenesia gonadalmixta y 2 con disgenesia gonadal pura 46,XY. 

Las características clínicas y citogenéticas de 40 pacientes con fenotipo Turner se muestran en 

la Tabla 4.1 El cariotipo inicial fue 45,x en 26 casos, 45,Xf46,xx en 4 casos, 45,X/46,X+mar en 

4 casos, 45,X/46,Xi(Xq) en 4 casos, 45,Xf46,Xdel(Xp) en 1 caso y 45,X/46,xYen 1 caso. 

La Figura 4.1 muestra los cario tipos parciales en sangre periférica de las 8 pacientes 

informativas con síndrome de Turner (TI, TI, T9, T13, T22, TII, T32 Y TI5). En las pacientes TI, 

T9, TI3 Y T35 se reconoció la presencia de un mosaico con dos lfneas celulares, una monosómica 

para el cromosoma X (4S,x) y la segunda con un cromosoma marcador (46,x + mar). El cromosoma 

anormal era un anillo pequeño en las pacientes TI y T9, Y de tamaño intermedio en las pacientes 

TI3 y TI5. Todos los marcadores presentaban la región centromérica teñida cuando se utilizaron 

bandas CBO, y sólo se observó la presencia de una pequeña región heterocromática en el cromosoma 

marcador de la paciente TI. Sin embargo, las técnicas citogenéticas no permitieron identificar con 

certeza el origen de los marcadores. La paciente TI presentaba un mosaico 4S,X/46,XY. El 

cromosoma y tenía características moríológicas y bandas CBO sin anomalfas. 

La Tabla 4.2 resume los hallazgos moleculares en las 40 pacientes con síndrome de Turner 

estudiadas. 

Las Figuras 4.2 a 4.6 muestran los resultados moleculares de las 8 pacientes: 4 casos con 

un cromosoma marcador (TI, T9, TI3, Y TI5), 3 pacientes 45,X en las que se detectaron secuencias 

del Y (T22, T31 Y 32), la paciente T3 con cario tipo 45,x/46,XY y los controles masculinos y 

femeninos. El resto de las pacientes no presentó marcadores citogenéticos y además fueron 

nc:;ativas para secuencias del cromosoma Y. En estas pacientes se amplificó en forma paralela y 

como control positivo la región centromérica del cromosoma X mediante PeR. La presencia de una 

banda de 130 pb en todas ellas demostró que la ausencia de secuencias del Y no es debida a 

problemas metodológicos (resultados no mostrados). 

La hibridación DNA·DNA con la sonda centromérica Y97 en las 40 pacientes con fenotipo 
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Tumcr reveló la presencia de una banda de 5.5 kb sólo cn las pacientes TI. T3. T22. T3l. T32 yen 

el control masculino (Figura 4.2). El análisis por PCR con los oligonucieótidos Y 1 Y Y2 demostró 

la prcsencia de una banda de 170 pb en las mismas pacientes yen el control masculino. confimlando 

la presencia de regiones alfoides centroméricas del cromosoma Y (Figura 4.3). Estos resultados 

indican que el marcador de la paciente TI corresponde a un cromosoma Y y que la paciente TI 

presenta un cromosoma Y aparentemente normal. Los casos T22, TII Y TI2 con cariotipo 45,X 

presentan secuenciascentroméricas del Y. En las pacientes T9. T13 Y T351a ausencia de secuencias 

centroméricas del Y permite proponer que los marcadores citogenéticos correspondan a anillos del 

X. 

La hibridación DNA-DNA con la sonda pDPI007 demostró la banda de 3.5 kb correspon­

diente al gen ZFY sólo en las pacientes TI, T31. T32 Y en el control masculino. Las 8 pacientes y 

ambos controles muestran la banda de 1.8 kb correspondiente al gen ZFX (Figura 4.4). La 

electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados mediante PCR y los oligonucleótidos 

TDF4 y TDF5 en el DNA de estas pacientes y en los controles se observa en la Figura 4.5. Sólo 

se observa la banda específica de 400 pb en las pacientes T3. TIl Y T32 Y en el control masculino, 

confirmando los hallazgos de la hibridación DNA-DNA con pDPI 007. En el caso TI con cariotipo 

45,xJ46,XY se confirma la presencia de esta región del cromosoma Y. En los casos TII y TI2 se 

identifica el gen ZFYen el genoma de estas pacientes, citogenéticament.e 45,X. La ausencia de 

ZFYen la paciente TI indica que el punto de ruptura en la formación del anillo está por debajo de 

la región Yp11.3. En las pacientes T9, T13 Y T22 no se observó la banda correspondiente a ZFY. 

El gen SRY sólo fue analizado por PCR. La Figura 4.6 muestra los resultados de esta 

amplificación en las 8 pacientes Tumer antes señaladas y en los controles. Sólo se observó la 

presencia de una banda de 609 pb correspondiente a SRY en las pacientes TI, T31 Y T32. En el 

primer caso, TI, con cariotipo 45,Xl46,XY indica la presencia de SRY en el cromosoma y, mientras 

que en TII y TI2 demuestra la existencia de esta región de Yp en el genoma. La ausencia de SRY 

en TI es congruente con la ruptura de Yp por debajo de ZFY.Tres de las pacientes 45,X presentan 

secuencias del Y (Tabla 4.2): T22 (Ycen+), T31 y TI2 (Ycen+, ZFY +, SRY +), lo que condujo a 

la revisión de los cariotipos originales y al análisis de 500 metafases en cada caso. En 2 pacientes 

(T22 y TII) el cario tipo fue 45,X en todas las células analizadas. en cambio en la paciente TI2 se 
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reconoció un cromosoma marcador en 2 de 500 mclafascs. 

La Tabla 4.3 muestra las características clfnicas e histopatológicas de 5 pacientes con 

disgenesia gonadal mixta. En la Tabla 4.4 se muestran los hallazgos citogenéticos en estos 

pacientes. Todos los casos mostraron un cariotipo 45,x/46,XY (datos no mostrados). 

Los hallazgos clfnicos de 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY se observan en la 

Tabla 4.5. 

La Figura 4.7 muestra la hibridación DNA-DNA con la sonda Y97 en los 5 pacientes con 

disgenesia gonadal mixta, en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,xy y en controles 

masculinos y femeninos. Con excepci6n del control femenino, todos los casos son positivos para 

la regi6n centromérica del cromosoma Y. Estos datos se confim1aron por PCR utilizando los 

oligonucle6tidos Y 1 Y Y2 (Figura 4.8). 

Las Figura 4.9 muestra la hibridación DNA-DNA utilizando la sonda pDPI007 en los 5 

pacientes con disgenesia gonadal mixta (4.9a) y en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 

46,XY (4.9b) yen controles masculinos y femeninos. En todos los casos, con excepción del control 

femenino, se observó la banda de 3.5 kb correspondiente a ZFY. La banda de 1.8 kb del gen ZFX 

estuvo presente en todos los pacientes y en ambos controles. El análisis del gen ZFY mediante PCR 

confirm6 los resultados observados con la sonda pDP 1007 (Figura 4.10). 

La electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados mediante PCR utilizando los 

oligonucleótidos SRYI y SRY2 en el DNA de los 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta, en las 

2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY yen los controles normales se observa en la Figura 

4.11. La banda de 609 pb correspondiente al gen SRYestuvo presente en todos los pacientes y en 

el control masculino, no observándose en el control femenino. 

Las Tablas 4.6 y 4.7 resumen los hallazgos moleculares de los 5 pacientes con disgenesia 

gonadal mixta y de las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY, respectivamente. 

44 



TABLA 4.1 Características clínicas y citogenéticas de 40 pacientes con fenotipo de Turner. 

Paciente Edad Motivo de Talla Estigmas de Turncr* Carilltipo 
(años) consulta. (m) inicial 

PC CV NP MC C ce 
TI 26 Infertilidad 1.42 + + .. + 45,Xf46,X+mar 
T2 22 Amenorrea p. 1.31 + + + + + + 45,X 
T3 26 Amenorrea p. 1.31 + + + + + + 45,Xf46,XY 
T4 18 Amenorrea p. 1.29 + + + + 45,X 
T5 15 Talla baja 1.26 + .. + + + 45,X 
T6 27 Amenorrea p. 1.33 + + + + + 45,X 
T7 20 Amenorrea p. 1.34 + + + + 45,X 
T8 16 Talla b:ija 1.27 + + + + + + 45,X 
T9 9 Obesidad l.l3 + + + + 45,Xf46,X+mar 

TlO 17 Talla baja 1.28 + + + + 45,X 
TlI 33 Infertilidad 1.32 + + + 45,X 
Tl2 II Talla b:ija 1.07 + + + + + 45,X 
Tl3 II Talla baja 1.08 + + + .. 45,Xf46,X +mar 
Tl4 32 Infertilidad 1.37 + + + 45,Xf46,Xi(Xq) 
Tl5 13 Talla baja 1.18 + + + 45,X 
Tl6 16 Amenorrea p. 1.30 .. + + + 45,X 
Tl7 25 Cardiopatla 1.31 + + .. 45,X 
Tl8 II Talla baja 1.06 + + + + + 45.X 
Tl9 24 Amenorrea p. 1.26 + + + 45,X 
T20 18 Cardiopatra 1.25 + + + + ;- 45,X 
T::I 22 Obesidad! 1.28 + + + + + 45,X 

talla baja 
T22 13 Talla baja 1.38 + + + 45,X 
123 37 Abdomen 1.34 + + + 45,X/46,Xdel(Xp) 

agudo 
T24 17 Talla baja 1.27 + + + + + 45,X 
T25 19 Amenorrea p. 1.39 + + 45,Xf46,XX 
T26 20 Amenorrea p. 1.29 + + + + + 45,Xf46,XX 
T27 17 Talla baja! 1.23 + + + 45,Xf46,Xi(Xq) 

amenorrea p. 
T28 10 Talla baja 1.12 + + + 45,X 
T29 20 Amenorrea p. 1.27 + + + + + + 45,X 
T30 6 Talla baja 0.98 + + 45,X 
T31 14 Talla baja 1.26 + + + + 45,X 
T32 15 Talla baja 1.30 + + + 45,X 
T33 21 Amenorrea p. 1.32 + + + + 45,X 
T34 14 Talla baja 1.23 + + + 45,X 
T15 14 Cardiopatla 1.32 + + + 45,Xf46,X+mar 
T36 18 Talla baja / 1.31 + + + + 45,Xf46,Xi(Xq) 

amenorrea p. 
T37 18 Megacolon 1.31 + + + + 45,Xf46,Xi(Xq) 
T38 26 Esterilidad 1.36 + + 45,X/46,XX 
T39 24 Amenorrea p. 1.40 + + + 45,Xf46,XX 
T40 19 Amenorrea p. 1.29 + + + + 45,X 

• Abreviaturas: PC: plerygillm cali; CV: cllbillls va/glls; NP: nevos pigmentados; MC: 40 metatarsiano y metacarpiano COrtos; 
c: clinodactilia bilateral del 5° dedo; ce: cueHo corto. 
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TABLA 4.2 Hallazgos moleculares y cariotipos definitivos en 40 pacientes con sfndrome de Turncr. 

Paciente Hibridación DNA-DNA PCR 
Y97 ZFY ZI'X YI Y2 ZFY SRY CariOli[!o definitivo % de líneas mosaico 

TI + + + 45.Xl46.Xr(Y) 10/90 
T2 + 45.X· 100 
T3 + + + + + + 45.Xl46,XY 60/40 
T4 + 45,X* 100 
T5 + 45.X* 100 
T6 + 45.X· 100 
T7 + 45.X· 100 
T8 + 45.X· 100 
T9 + 45.X/46.Xr(X) 84/16 

TlO + 45.X· 100 
TI! + 45.X* lOO 
Tl2 + 45.X· 100 
Tl3 + 45,X/46.Xr{X) 88/12 
Tl4 + 45.X/46.Xi(Xq) 70/30 
Tl5 + 45.X* 100 
Tl6 + 45,X' 100 
Tl7 + 45.X· 100 
Tl8 + 45.X· 100 
Tl9 + 45,X* 100 
T20 + 45.X· 100 
T2I + 45.X· 100 
T22 + + + 45.X lOO 
T23 + 45.X/46.Xdel(Xp) 65/35 
T24 + 45.X* lOO 
T25 + 45,Xl46.XX 52/48 
T26 + 45.X/46.XX 40/60 
T27 + 45.X/46.Xi(Xq) 38/72 
T28 + 45.X· 100 
T29 + 45.X· 100 
1'30 + 45.X· 100 
T31 + + + + + + 45.X 100 
1'32 + + + + + + 45,Xl46.Xr(Y) 99.6/0.4 
1'33 + 45.X· 100 
1'34 + 45,X' 100 
1'35 + 45,Xl46.Xr(X) 62/38 
T36 + 45,X/46.Xi(Xq) 57/43 
T37 + 45.Xl46.Xi(Xq) 80120 
T38 + 45.Xl46,XX 72/28 
1'39 + 45.X/46.XX 45/55 
T40 + 45,X' 100 

'Sólo Je descartó mosaicismo XY, pero no la presencia de una linea XX. 
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TABLA 4.3 Hallazgos citogenéticos en 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta. 

Paciente eariotipo % de células XO % de células XY 
Sangre Gónadas • Sangre Gónadas • 

001 45,xJ46,XY 54 ND 46 ND 

002 45,x/46,XY 46 ND 54 ND 

003 45,x/46,xy 90 lOO 10 O 

004 45,xJ46,XY 86 ND 14 ND 

005 45,x/46,XY 80 80 20 20 

*Los estudios citogenéticos en las gónadas fueron realizados en el Depto. Biología de la 
Reproducción, INNSZ 

ND: no determinado 

TABLA 4.4 Características clfnicas de 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY. 

Paciente Edad (años) Sexo de Talla (m) Genitales Gónadas Desarrollo 
asignación exlemos mamario 

DPI 18 Femenino 1.70 Femeninos Eslrfas fibrosas Negativo 
hipoplásicos intrabdominales 

DP2 24 Femenino 1.74 Femeninos Eslrfas fibrosas Negativo 
hipoplásicos intrabdominales 
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TABLA 4.5 Características clínicas e histopato16gicas de 5 pacientes con disgenesia gonada! mixta. 

Paciente Edad Fenotipo Estigmas de Genitales Gónada Genitales internos 
(años/meses) Turner externos 

derecha izquierda derecha izquierda 

DGl 1/8 Masculino Metacarpi3-~o Falo 3.0 cm Estría Testículo Trompa de Epidídimo 
bilateral corto. Hipospadias intraescrotal Falopio 
Manchas "café peneoescrotal 

all lait" 

DG2 011 Masculino Cuello corto y Falo 2.5 cm Estría Testículo Trompa de Epidídimo 
alado Hipospadias inguinal Falopio 

,¡:., 
peneoescrotal 

00 

DG3 27/0 Masculino Implantación Falo 4.0 cm Estría Testículo Trompa de Epidídimo 
baja de cabello Hipospadias intraescrotal Falopio 
Cuello corto perineoescrotal 

Múltiples nevos Vello púbico 
escaso 

DG4 l/lO Masculino Implantación Falo 3.0 cm Testículo Estría Epidfdimo Trompa de 
baja de cabello Hipospadias inguinal Falopio 
Cuello corto y peneoescrotal 

alado 

DG5 7/0 Masculino Asimetría facial Falo 3.0 cm Estría Testículo Trompa de Epidídimo 
Paladar ~Jto Hipospadias inguinal Falopio 

perineoescrotal 



TABLA 4.6 Hallazgos moleculares en 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta. 

Paciente Hibridación DNA-DNA PCR 
Y97 ZFY ZFX YIY2 ZFY SRY 

DGl + + + + + + 

002 + + + + + + 

003 + + + + + + 

DG4 + + + + + + 

005 + + + + + + 

TABLA 4.7 Hallazgos moleculares en 2 pacientes con disgenesia donadal pura 46,XY. 

Paciente 

DPI 

DP2 

Hibridación DNA-DNA 
Y97 ZFY ZFX 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
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YIY2 

+ 
+ 

PCR 
ZFY 

+ 
+ 

SRY 

+ 
+ 
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Figura 4.1. Cariotipos parciales de las ocho pacientes informativas con 
síndi'Ome de Turner (T1, T3, T9, T13, T22, T31, T32 Y T35). 
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Figura 4.2. Hibridación DNA-DNA utilizando la sonda Y97. 
CF:control femenino; CM: control masculino; T1, T3, T9, T13, T22, T31, 
T32 Y T35: pacientes con síndrome de Turner. Los números corresponden al 
pp-so molecular (kb) de fragmentos de DNA del fago lamda digerido con 
tlindll/. Los carriles CM, T1, T3, T22, T31 Y T32 muestran una banda de 
5.5kb ( ... ) correspondiente a la región centromérica del cromosoma Y. 
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Figura 4.3. Análisis de los productos amplificados mediante 
PCR utilizando los oligonucleótidos Y1 y Y2 en gel de 
agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. M1: marcador de 
peso molecular (escalera de 100 pb); CM: control masculino; 
CF:control femenino; T1, T3, T9, T13, T22, T31, T32, T35: pacientes 
con síndrome de Turner. Los carriles CM, T1, T3, T22, T31 Y T32 
muestran una banda de 170 pb( ... ) correspondiente a la región 
centromérica del cromosoma Y. 
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Figura 4.4 Hibridación DNA-DNA utilizando la 
sonda pDP1 007. T1, T3, T9, T13, T22, T31, T32 Y T35: 
pacientes con síndrome de Turner; CF: control femenino; CM: 
control masculino. Los números corresponden al peso 
molecular (kb) de fragmentos de DNA del fago lamda digerido 
con Hindlll. Los carriles T3, T31, T32 Y CM muestran una 
banda de 3.5 kb (<j) correspondiente al gen ZFY (Yp11.3). 
En todos los carriles se reconoce una banda de 1.8 kb(~) 
correspondiente al gen ZFX (Xp21.3). 
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Figura 4.5 Análisis de los productos amplificados mediante 
PCR utilizando los oligonucleótidos TDF4 y TDF5 en gel de 
agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. M1: marcador 
de peso molecular (escalera de 100 pbl; CM: control masculino; T1, 
T3, T9, T13, T33, T31, T32 Y T35: pacientes con síndrome de Turner; 
CF: control femenino; M 1: marcador de peso molecular (escalera de 
100 pb). Los carriles CM, T3, T31 Y T32 muestran una banda de 400 
pb correspondiente a ZFY (~). 
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Figura 4.6. Análisis de los productos amplificados mediante PCR 
utilizando los oligonucleótidos SRY1 y SRY2 en gel de agarosa 
1.5% teñido con bromuro de etidio. M1: marcador de peso molecular 
(escalera de 100 pb); T1, T3, T9, T13, T22, T31, T32 Y T35: pacientes con 
síndrome de Turner; CM: control masculino;CF: control femenino; M1: marcador 
de peso molecular (escalera de 100 pb) . Los carriles T3, T31, T32 Y CM 
muestran una banda de 609 pb correspondiente a SRY ( ... ). 
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Figura 4.7. Hibridación DNA-DNA utilizando la sonda Y97. CM:control 
masculino; CF: control femenino;DG1-DG5: pacientes con disgenesia gonadal 
mixta; DP1, DP2:pacientes con disgenesia gonadal pura 46, XV. Los números 
corresponden al peso molecular (kb) de fragmentos de DNA del fago lamda 
digerido con Híndlll. Los carriles CM, DG1, uG2, DG3, DG4, DG5, DP1 Y DP2 
muestran una banda de 5.5 kb ( .. ) correspondiente a la región centromérica del 
cromosoma V. 
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Figura 4.8. Análisis de los productos amplificados mediante 
PCR utilizando los oligonucleótidos Y1 y Y2 en gel de 
agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. M1: marcador de 
peso molecular (escalera de 100 pb); CM:control masculino; CF: 
control femenino; DG1-DG5: pacientes con disgenesia gonadal mixta; 
DP1, DP2: pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY. Los carriles 
CM, DG1, DG2, DG3, DG4, DG5, DP1 Y DP2 muestran una banda de 
170 pb ( .. ) correspondiente a la región centromérica del cromosoma Y. 
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Figura 4.9. Hibridación DNA-DNA utilizando la sonda pDPl 007. 
(a) CF:control femenino;CM: control masculino; DG1-DG5: pacientes con disgenesia gonadal mixta; 

(b) DP1, DP2: pacientes con disgenesia ganada! pura 46,XY; CF: control femenino; CM: control 
masculino. Los números corresponden al peso molecular (kb) de fragmentos de DNA del fago lamda 
digerido con Hindlll. Los carriles CM, DP1, DP2, DG1, DG2, DG3, DG4 Y DG5 muestran una banda 
de 3.5 kb( .. ) correspondiente al gen ZFY (Yp 11.3), En todos los carriles se reconoce una banda de 
1.8 kb( ..... ) correspondiente al gen ZFX (Xp21.3). 



Figura 4.10. Análisis de los productos amplificados 
mediante peR utilizando los oligonucleótidos TDF4 y TDF5 
en gel de agarosa 1.5% teñido con bromuro de etidio. M1: 
marcador de peso molecular (escalera de 100 pb); CM:control 
masculino; CF: control femenino; DG1-DG5: pacientes con disgenesia 
gonadal mixta; DP1, DP2: pacientes con disgenesia gonadal pura 
46,XY. Los carriles CM, DG1, DG2, DG3, DG4, DG5, DP1 Y DP2 
muestran una banda de 400 pb correspondiente a ZFY( ~). 
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Figura 4.11. Análisis de los productos amplificados mediante PCR 
utilizando los oligonucleótidos SRY1 y SRY2 en gel de agarosa 1.5% 
teñido con bromuro de etidio. M2: marcador de peso molecular (pBluescript 
digerido con Hpa/: 713,489,404,367,242,190,147,118 pb); CM: control 
masculino; CF: control femenino; DG 1-DG5: pacientes con disgenesia ganadal mixta; 
DP1, DP2: pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY; M2: marcador de peso 
molecular (pBluescript digerido con Hpa/:713, 489, 404, 367, 242, 190, 147, 118 
pb). Los carriles CM, DG1, DG2, DG3, DG4, DG5, DP1 Y DP2 muestran una banda 
de 609 pb correspondiente SRY (~). 
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5.0 DISCUSION 

En los mamfferos, el papel crucial del cromosoma Y en la detemlinación sexual masculina 

está bien establecido debido a la presencia en Yp del factor detenninante testicular TDF (MeLaren, 

1988). En la búsqueda de TDF, originalmente se reconoció al gen ZFY que codifica para una 

protefna con dedos de zinc, un motivo de unión a DNA presente en algunos factores de transcripción 

(Page et al., 1987a). Este gen se descartó como TDF ( Bull et al., 1988; Sinclair el al., 1988; 

Koopman et al., 1989; Schneider-Giidicke et al., 1989; Palmer et al., 1989; Verga y Erickson, 1989 

) Y aun cuando su función no es clara, su expresión ha sido demostrada en todas las células. Esto 

sugiere una función celular general y no una participación en un evento específico del desarroIlo 

(Lau y Chan, 1989; Schneider-Gadicke et al., 1989; Erickson et al, 1993 ). Por otra parte, la presión 

selectiva para mantener este gen en el cromosoma Y durante la evolución de los mamfferos sugiere 

que tenga una función especffica en el sexo masculino. La observación de que la expresión de los 

homólogos murinos 7fy-1 y ZJy-2 es dependiente de la presencia de las células genninales, permite 

proponer que estos genes estén relacionados con el proceso de espermatogénesis (Koopman et al., 

1990). 

Considerando que el sfndrome de Tumer pudiera ser resultado de la haploinsuficiencia de uno 

o más genes del cromosoma X, que escapen al mecanismo de inactivación y que presenten un 

homólogo funcional en el Y, los genes ZFY y RPS4Y, han sido sugeridos como genes anti Tumer 

( Fisher et al., 1990; Ogata et al., 1993). Sin embargo, las evidencias no son concluyentes (Page et 

al., 1990; Just et al., 1992). 

En 1990, se localizó al gen SRYen una región de 35 kb próxima allfmite pseudoautosómico 

en la porción distal de Yp en pacientes con reversión sexual (varones XX y mujeres XY). El gen 

SRY codifica para una protefna con capacidad de unión a DNA por lo que se asume actúa como un 

factor de transcripción especffico de secuencia (Sinclair et al., 1990). La evidencia actual indica 

q'~e el gen SRYes equivalente a TDF: en ratones XX transgénicos para SI)' el desarrollo es masculino 

(Koopman et al., 1991), y en algunas disgenesias gonadales puras 46,XY se presentan mutaciones 

de novo en el gen SRY (Berta et al., 1990; Jager et al., 1990; Hawkins et al., 1992a y 1992b; Affara 

et al., 1993). 

61 



El hallazgo de estos genes específicos del cromosoma Y ha permitido el estudio molecular en 

pacientes con diferentes tipos de disgenesia gonadal. El término n disgencsia gonadal" fue utilizado 

antes de que se realizaran análisis citogenéticos para definir a individuos con genitales femeninos. 

estructuras Müllerianas normales y estrfas fibrosas. Dc estos pacientes, algunos tenfan estigmas de 

Tumer y otros carecfan de ellos (Berkovitz, 1992). 

Con el propósito de reconocer la presencia de secuencias del cromosoma Y en individuos 

mexicanos con diferentes tipos :.le disgenesia gonadal, en el presente trabajo se analizaron 40 

pacientes con síndrome de Tumer, 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta y 2 pacientes con 

disgenesia gonadal pura 46,XY. 

El síndrome de Tumer es una de las anormalidades cromosómicas más comunes con una 

incidencia aproximada de 1 en 2500 recién nacidas vivas. El cariotipo 45,X analizado en sangre 

periférica, se observa en aproximadamente 50% de estas pacientes, el resto presenta dos cromoso­

mas X, uno de los cuales es anormal o bien un mosaico con una segunda !fnea celular con un 

cromosoma X ó y estructuralmente normal o anormal (Hall y Gilchrist, 1990). 

En la presente investigación, los estudios citogenéticos en sangre periférica de las 40 pacientes 

con fenotipo Tumer mostraron un complemento cromosómico 45,X en 25 de los casos (62.5%) . 

Las 15 pacientes restantes (37.5%) presentaron un mosaico 45,)U46,XX (4 casos), 45,X/46,xi(Xq) 

(4 casos), 45,X/46,x+mar (5 casos), 45,x/46,Xdel(Xp) (1 caso) y 45,x/46,XY (1 caso). 

Es importante señalar que en este estudio no se analizó la frecuencia de mosaicos con 

cromosoma X, por lo que la frecuencia del cariotipo 45,X (62.5%) debe tomarse con cierta cautela. 

Además, si se considera el efecto fetoprotector del mosaicismo (Held et al., 1992; Kelly et al., 1992) 

es de suponerse que varias de las pacientes estudiadas presenten una segunda !fnea celular con 

cromosoma X normal o anormal. 

Diversos estudios han demostrado que el tamaño cito genético del cromosoma marcador no 

es ur. factor suficiente para su identificación (Johnson et al., 1991; Cooper et al., 1991; Lindgren et 

aí., 1992). No obstante, los estudios moleculares en pacientes con sfndrome de Tumer han permitido 

reconocer el origen de cromosomas marcadores y la presencia de mosaicos crípticos no detectados 

mediante técnicas citogenéticas convencionales (Gemmill et al., 1987; Stalvey et al., 1988; López 
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et aL, 1993). Además, debido al elevado riesgo (15-20'1[,) 4ue tienen estas pacientes de desarrollar 

gonadoblastoma o disgerminoma cuando presentan mosaico con cromosoma Y o con un marcador 

derivado del Y, es importante la caracterización de cromosomas marcadores y la detección de 

mosaicos ocultos (Verp y Simpson, 1987; Page, 1987; Scully, 1970). 

Los estudios moleculares utilizando las sondas Y97 y pDPlO07 en hibridación DNA-DNA y 

oligonucleótidos para la región centromérica del cromosoma Y y para los genes ZFY y SRY 

mediante peR, revelaron que 5 pacientes con síndrome de Tumer (TI, TI, T22, T31 Y T32) 

presentaban secuencias del Y. Los casos TI (45,Xl46,X + mar) y T22 (45,X) sólo fueron positivos 

para la región centromérica (Ycen), tanto por hibridación DNA-DNA con la sonda Y97 como 

mediante PCR con los oligonucleótidos YI y Y2 . En cambio, las pacientes TI (45,x/46,XY), TII 

y T32 (45,X) fueron positivas tanto para la región centromérica como para los genes ZFY y SRY. 

Estos datos permiten concluir que el marcador de la paciente TI (Ycen+, ZFY -, SRY -) corresponde 

a un anillo del cromosoma Y, cuyo punto de ruptura está por debajo de Ypl1.3. L1 paciente T22, 

cilOgenéticamente 45,X, también fue positiva para Ycen y negativa para los genes ZFY y SRY. 

Estos resultados sugieren la presencia de un mosaico crfptico con una segunda !fnea celular con 

cromosoma Y anoffilal, posiblemente similar al de Tl. Los casos T3 (45,Xl46,XY), T31 (45,X) y 

T32 (45,x) fueron positivas para la región centromérica y para los genes ZFY y SRY. En T3 se 

confirmó la normalidad de Yp, mientras que las pacientes TII y T32 fueron consideradas como 

mosaicos ocultos con una segunda línea celular con cromosoma Y normal o anormal. 

El hallazgo de secuencias del cromosoma Y en las pacientes T22, T31 Y TI2, citogenética­

mente 45,X, condujo a una segunda revisión citogenética en sangre periférica. Se identificó un 

cromosoma marcador en 2 de 500 células analizadas en el caso TI2, mientras que en los casos T22 

y TII sólo se observaron 500 metafases 45,X. En éstas dos útimas pacientes, el análisis citogené­

tico en otros tejidos podrfa revelar una segunda línea celular con un cromosoma Y normal o 

anormaL 

Aún cuando el número de pacientes analizadas es pequeño (n=40) el hallazgo de 5 casos con 

secuencias del cromosoma Y (12.5%) es elevado. 

Los estudios comparativos de la frecuencia de gonadoblastomas en pacientes con síndrome de 

Tumer que presentan mosaicismo con cromosomas Y han sugerido que la integridad del cromo­

soma, particularmente la presencia de la región distal heterocromática Yqh, es un requisito para la 
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aparición del tumor (Lukusa et al., 1986). Se ha postulado la existencia de un gen CB y en el brazo 

largo o en la región pericentromérica del cromosoma Y, responsable de la predisposición de las 

gónadas disgenéticas a desarrollar gonadoblastomas y con alguna función fisiológica en los varones 

normales (page, 1987). Además, se ha sugerido que en estas pacientes el gonadoblastoma se origine 

por un proceso de dos eventos, el primero sería la existencia de una gónada disgenética y el segundo, 

la actividad de un gene (CBY) localizado en o cerca de Yqh (De Arce et al., 1991). De acuerdo a 

la evidencia citogenética se asume que las pacientes TI y T3 presentan la región Yqh, mientras que 

en la paciente T32 el tamaño del marcador es tan pequeño que no permite la detección cilogenética 

de esta regi6n. En los casos T22 y T31 el análisis cito genético no permitió la identificación del 

cromosoma Y, por lo que se desconoce su estructura. Sin embargo, como las evidencias respecto 

a la asociaci6n de Yqh con el desarrollo tumoral no son concluyentes, en todas las pacientes positivas 

para el cromosoma Y 0'1, T3, T22, T31, T32 Y T35) se sugirió la extirpación preventiva de las 

estrías fibrosas para evitar el riesgo de malignización. 

Las demás pacientes con síndrome de Tumer (n=35) fueron negativas para todas la~ secuencias 

del cromosoma Y analizadas. Este hallazgo pemútió descartar que los cromosomas marcadores de 

las pacientes T9, T13 Y T35 se originaran a partir del cromosoma Y, concluyéndose que son 

derivados del cromosoma X. En ausencia de material genético derivado del cromosoma Y en el 

genoma de estas pacientes, el manejo clínico no incluyó la extirpación de las gónadas. 

Es interesante señalar que cuando los anillos provenientes del cromosoma X son pequeños 

las pacientes con síndrome de Tumer tienen un riesgo elevado de presentar retraso mental, 

convulsiones, estrabismo, infecciones óticas y displasia pigmentaria. Además, tienen talla más 

baja y cabeza más pequeña que el promedio de pacientes con fenotipo Tumer. Se ha propuesto que 

este fenotipo severo sea debido a la pérdida de la región del centro de inactivación (gen X/S]) 

localizada en Xq 13. Esta deleci6n ocasionaría la falta de inactivación en los r(X) pequeños (van 

Dyke el al., 1992). Sin embargo, también se ha observado retraso mental en casos con rey) 

¡>CJ:¡ueños y con r(X) grandes y se ha demostrado la replicación tardía de r(X) pequeños y la 

expresión de XIST en algunos pacientes afectados (Dennis et al., 1993). En nuestra población, ni 

las pacientes TI y T22 con reY) ni las pacientes T9, T13 Y T35 con r(X) presentaron retraso mental 

aún cuando el tamaño del r(X) en T9 es pequeño. 

Se ha sugerido la presencia de un gen (es) responsable del crecimiento en la región pseudoau-
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tosómica distal deYp (Ogata et al., 1992c). La estatura (1.42 m) de la paciente TI (45,)U46,X+mar) 

llama la atención por ser más elevada que la habitualmente observada para este padecimiento en 

nuestra población (l.32 0.06 m) (Arenas,1989). Es posible que este gen se haya perdido en la 

formación del anillo, pero probablemente se haya conservado la región que controla [a estatura en 

Yq 11 (Alvesalo et al., 1981). No obstante, las demás pacientes con secuencias del y (TI, 1'22, TIl 

Y TI2) presentan una estatura dentro del rango para síndrome de Turner en nuestra población. 

Este estudio demuestra [a importancia de los estudios molecu[ares en pacientes con fenotipo 

Turner. Para prop6sitos prácticos, la utilizaci6n de [a sonda Y97 en hibridaci6n DNA-DNA o el uso 

de los oligonue[e6tidos Yl y Y2 por PCR es probablemente suficiente para verificar la naturaleza 

del cromosoma sexual marcador o para identificar mosaicos crípticos con cromosoma Y en 

pacientes con fenotipo de Turner. Sin embargo, el estudio molecular de otras regiones génicas del 

cromosoma y permite analizar su posible implicación en la etiología del padecimiento. La presencia 

del gen ZFYen las pacientes T3, TII Y TI2 contradice la propuesta de que ZFY sea un gen 

antiTurner, aunque con la metodología utilizada no se puede descartar una mutaci6n. Es importante 

señalar la presencia del gen SRYen estas mismas pacientes. Este gen, equivalente de TOF, determina 

el desarrollo testicular en la gónada indiferenciada; sin embargo, las pacientes TI, T31 Y TI2 

presentan estrías fibrosas bilaterales. Esto podría deberse a la presencia de la línea celular 45,X y/o 

a una mutaci6n en el gen SRY. 

En 1962, Bergadá y cols. describieron un tipo de disgenesia gonadal caracterizada por 

ambigüedad de genitales externos y la presencia de testículo de un lado y estría fibrosa contralateral, 

denominándola disgenesia gonadal asimétrica. Del lado del testículo se observaron derivados 

Wolffianos y del lado de la estría derivados Müllerianos. La mayor parte de estos pacientes presenta 

estigmas de Turner, incluyendo talla baja (Méndez et al., 1993). En 1964, Sohval denomina a este 

padecimiento disgenesia gonadal mixta. La mayor parte de estos pacientes exhiben un cariotipo 

45,x/46,XY, aunque también pueden presentar otros complementos cromos6micos tales como 

46,XY; 45,x/47,XXY 6 45,x/47,XYY. El cromosoma Y de estos pacientes puede ser normal o 

presentar alguna alteraci6n estructural (Berkovitz, [992). Sin embargo, se ha demostrado que en 

presencia de un cariotipo 45,X/46,XY se observa un amplio espectro fenotípico que va desde 

masculino con testículos disgenenéticos bilaterales, pasando por la disgenesia gonadal mixta, hasta 
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pacientes con fenotipo Turner y estrfas gonadales bilaterales (Kofman-Alfaro et al., 1981 l. 

En los S pacientes con disgenesia gonadal n¡jx~1, el análisis citogenético en sangre perifélica 

reveló un cariotipo 4S,X/46,XY. El estudio citogenético en gónada sólo se realizó en los casos DG3 

y DGS. No obstante, no fue posible correlacionar los hallazgos citogenéticos con el fenotipo en 

ninguno de los casos. 

El análisis molecular en el DNA aislado de sangre periférica de los 5 pacientes con disgenesia 

gonadal mixta reveló la presencia de la región centromérica y de los genes ZFY y SR Y del cromosoma 

y en todos los casos. Estos datos confirman la presencia de un cromosoma Y con un brazo corto 

aparentemente normal. Estos pacientes presentan una frecuencia elevada de gonadoblastomas y 

disgernlinomas, por lo que debe realizarse extirpación preventiva de las gónadas (Kofman-Alfaro 

et al., 1981; Robboy et al., 1982; Berkovitz, 1992). 

En los casos de disgenesia gonadal mixta 4S,x/46,XY positivos para los genes ZFY y SRY es 

diffcil explicar la existencia de tejido testicular en un lado y estna fibrosa contra lateral. Se ha 

sugerido que en presencia de un mosaico 4S,x/46,XY ambas lfneas de células germinales migren 

a cualquiera de los lados y que la predominancia de una sobre otra influya en la diferenciación hacia 

testfculo o hacia estna fibrosa. Además, la prevalencia de la !fnea 4S,x re.suItarfa en características 

clfnicas del síndrome de Tumer (Bergadá et al., 1994). Sin embargo, se ha demostrado que la 

ausencia de células germinales primordiales es incompatible con la diferenciación ovárica pero no 

con la testicular (Merchant, 1984). Por otro lado, el estudio de las caracterfsticas c1fnicas, citogené­

ticas, endocrinológicas e histopatológicas en 16 pacientes con disgenesia gonadal mixta demostró 

la dificultad de establecer una correlación apropiada entre estos parámetros. El cariotipo 

4S,x/46,XY fue el más frecuente con predominio de las células 4S,X tanto en sangre perifética 

como en gónada; no obstante, todos los pacientes presentaron asimetna gonadal y estigmas de 

Turner (Méndez et al., 1993). 

La presencia de SRY hace suponer un desarrollo testicular normal, sin embargo en estos 

pp . .:ientes sólo hay testículo de un lado. En estos casos, ZFY +, los estigmas de Tumer no pueden 

explicarse por la haploinsuficiencia de este gen. La investigación del gen RPS4Yen estos pacientes 

sena importante ya que ha sido propuesto también como gen anti Turner (Fisher et al., 1990) . Es 

importante señalar que no se realizaron estudios de secuencia que permitieran descartar o identificar 

mutaciones en los genes ZFY y SRY. 
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Es interesante el hallazgo de pacientes 45,Xl46,xy con presencia de los genes ZFY y SR Y 

pero con dos fenotipos diferentes, uno de Turner con estrfas bilaterales (T3, T31 Y T32) Y otro de 

disgenesia gonadal mixta con testfculo de un lado y estrfa fibrosa contralateral (DG l-DG5). La 

explicación al respecto es compleja yen este momento meramente especulativa. En estos pacientes 

la secucnciación de los genes ZFY y SR Y, la dctección del gen RPS4Y y la idenlit1cación de 

mutaciones en el cromosoma X o en autosomas podrían ayudar a resolver csta aparente paradoja. 

Otro tipo de disgenesia gonadal es la que fucra originalmcntc dcscrita por Swycr (1955) con 

el nombre de disgcnesia gonadal pura XY. La mayorfa de estos pacicntes presenta un cariotipo 

46,XY y se caracteriza por genitales externos femeninos, desarrollo de estructuras MüIlerianas y 

cstrías fibrosas bilatcrales (Grumbach y Con te, 1992) 

Los estudios moleculares en pacientes con disgenesia ganad al pura 46,XY con fenotipo 

femenino han evidenciado que en la mayorfa de ellas el gen SRYestá presente y con características 

normales (Behzadian et al., 1991; Pivnick et al, 1992; Pao et al, 1992). Sólo en algunos casos sc 

han identificado mutaciones en el dominio de unión a DNA, la caja HMG del gen SRY(Tabla 1.2). 

Esto ha llevado ha sugerir quc las causas más probables de reversión scxual XY sean mutaciones 

cn segmcntos aún no caracterizados del gcn SRY o mutaciones cn otros loci, localizados cn el 

cromosoma X o en autosomas, que actúan cn la vfa dc la difercnciación sexual (Pivnick ct al., 1992). 

Los resultados del estudio molecular en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY 

mostraron la presencia de la región ccntromérica y de los genes ZFY y SRY. En ambos casos, los 

genes presentan el tamaño molecular esperado aunque no se realizaron estudios dc secuenciación 

qnc permitieran demostrar o descartar la prescncia de mutaciones. 

Recientemente, se ha propuesto la existencia de dos tipos de mujeres XY. En el primer grupo 

estarían aquéllas que presentan un cromosoma Y prácticamente intacto y estrfas fibrosas bilaterales, 

pero que no exhiben estigmas de Turner. La causa de la reversión sexual en la mayorfa de estas 

pacientes es desconocida y sólo algunas ticnen mutaciones puntuales en SRY. El segundo grupo es 

mucho más raro y abarca a aquellas mujeres XY con revcrsión sexual debida a deleciones de Yp 

que incluyan SRY. La mayor partc de los casos presenta uno o más estigmas de Turner (Zinn et al., 

1993). Las pacientes DPl y DP2 no presentan cromosomas Y estructuralmcnte anormales ni 

estigmas de Turner, por lo que se asume pertcnezcan al primer grupo. 
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Se ha sugerido que la morfologfa de la gónada pueda servir para reconocer la existencia n 

ausencia de mutaciones en el gen SRY. Las estrfas fibrosas compuestas exclusivamente por estroma 

ovárico, sin túbulos y con nódulos eselerohialinos representarían reminescencias de la gónada de 

una disgenesia gonadal pura 46,XY debida a mutaciones de SRY. Por otro lado, si la estría presenta 

lúbulos y estroma indiferenciado corresponderfa a una reversión sexual XY como consecuencia de 

mutaciones en la vfa de la diferenciación testicular y con un gen SRY normal (Vilain et al., 1993). 

Todas las pacientes con 46,XY con reversión sexual deben ser sometidas a laparotomia para 

extirpación preventiva de las gónadas, debido al elevado riesgo de malignización (Verp y Simpson, 

1987). Los hallazgos en las gónadas de las pacientes DPl y DP2 permiten asumir que correspon­

den al primer tipo de pacientes, ya que el estudio histológico reveló estrfas fibrosas bilaterales 

desprovistas de túbulos y células germinales. No se reconoció la presencia de gonadoblastomas. 

Se ha propuesto que en la disgenesia gonadal pura 46,XY la cantidad de protefna SRY mutada 

sea normal, mientras que en la disgenesia gonadal mixta 45,x/46,XY haya una disminución de la 

cantidad de protefna SRY normal (Berkovitz, 1992). No obstante, esta hipótesis no ha sido probada 

debido a que en individuos normales la proteína SRY se encuentra en cantidades muy bajas que 

no pueden ser detectadas por anticuerpos específicos (Hawkins, 1993). 

En el humano existen varias anomalías de la determinación testicular que no están ligadas al 

cromosoma Y, y por lo tanto no se deben a defectos en SRY. Estas enfemledades incluyen el 

síndrome de tumor de Wilms, aniridia, retardo genitourinario y mental (W AGR), síndrome de 

Denys-Drash, enanismo camptomélico (todas autosómicas), la disgenesia gonadal XY ligada al X 

y autosómica, y la reversión sexual XY por duplicación de Xp (Moore y Grumbach, 1992). Además, 

la mayoría de los hermafroditas verdaderos 46,XX y algunos varones 46,XX presentan desarrollo 

testicular en ausencia de SRY (Ramsay et al, 1988; Palmer el al., 1989; Abbas et al., 1990; 

Ferguson-Smith et al., 1990; Pereira et al., 1991). 

El análisis de las diferentes alteraciones de la diferenciación testicular, ligadas o no al cromosoma 

Y, permitirán resolver las preguntas claves de la función de SRY: ¿qué regula la expresión de SRYen la 

etapa crítica del desarrollo?, ¿qué genes son a su vez regulados por SRY y necesarios para llevar a cabo 

el programa de diferenciación testicular?, y ¿qué otros genes ligados al X o autosómicos participan en 

la determinación y la diferenciación gonadal cuya función es independiente de SRY? 
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6.0 CONCLUSIONES 

(1) Se creó un banco de DNA de 40 pacientes con sfndrome de Turner con diferentes cariotípos, 
de 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta 45,X/46,XY y de 2 pacientes con disgenesia 
gonadal pura 46,XY, 

(2) Se identificaron los cromosomas marcadores en 5 pacientes con sfndrome de Turner 

(3) Se reconoció la presencia de secuencias cenu'oméricas del cromosoma Y en 5 casos de 
síndrome de Turner (TI, TI, T22, T31 Y T32). 

(4) El 12.5% de las pacientes con síndrome de Turner analizadas (n=40) presenta secuencias del 

cromosoma y en su genoma. 

(5) Se identificó la presencia de los genes ZFY y SRY en las pacientes T3, TII Y T32. 
En T3 se confirmó la normalidad de Yp, mientras que los casos T31 y T32 fueron 
consideradas corno mosaicos crfpticos con una segunda línea celular con cromosoma Y 
normal o anormal. 

(6) Los hallazgos moleculares fueron impork1ntes para el manejo clfnico de las pacientes con 
síndrome de Turner. En los casos positivos para el cromosoma Y se sugirió la extirpación 
preventiva de las estrías fibrosas para evitar el riesgo de malignización. 

(7) Se demostró la presencia de los genes ZFY y SRY en los 5 pacientes con disgenesia gonadal 
mixta 45,x/46,XY y en las 2 pacientes con disgenesia ganad al pura 46,XY. 
En todos los casos, ambos genes presentaron el tamaño molecular esperado aunque no se 
realizaron estudios de secuenciación que permitieran demostrar o descartar la presencia de 
mutaciones. 

(8) No se pudo establecer una correlación entre los hallazgos moleculares y el fenotipo de los 
pacientes con síndrome de Turner y con disgenesia ganad al mixta. 

(9, Se desarrollaron métodos de DNA recombinante para aplicarse a anomalfas de la 
diferenciación sexual y a otros padecimientos genéticos. 

(10) Este estudio demuestra la importancia de realizar estudios moleculares en pacientes 
con diferentes tipos de disgenesia gonadal. 
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Detección molecular de secuencias de ADN 
derivadas del cromosoma Y en pacientes 

con síndrome de Turner 

Resumen 

la presencia de malerial genético derivado del 
cromosoma y en el gen ama de individuos 
fenotípicamente femeninos ha sido asociada con un 
elevado riesgo de desarrollar neoplasias gonadales. 
Para investigar la existencia de secuencias de AON 
del cromosoma Y en el gen ama de pacientes con 
disgenesia gonadal y características clínicas de 
síndrome de T urner, se estudiaron tres pacientes coro 
un complemento cromosómico 45, X/46, X, + mar, 
una paciente con cariolipo 45, Xj46, XV, y otra 45,X. 
Las dos últimas sirvieron como controles positivo y 

negativo, respectivamente. El análisis molecular de 
secuencias derivadas de Y se realizó mediante 
hibridación AON-AON con las sondas específicas 
pY97 y pOP1007, así como por la reacción en 
cadena de la polimerasa. 

Los resultados revelan que el cromosoma en 
anillo de una de las pacientes mostraba secuencias 
de ADN correspondientes a la región centromérica 
del cromosoma V, de manera similar a la paciente 
control 45, Xj46, XY y al control masculino; en esta 
paciente no se detectó el gen ZFY, que 
probabl"mente se perdió al formarse el anillo. En 
contr~ste, los cromosomas marcadores de las otras 
dos pacientes no presentaban material derivado del 
cromosoma Y. los resultados demuestran que en 

,bMarisol López López 
'Leda Carolina Torres Maldonado 

'luan Pablo Méndez 
'Alicia Cervantes Pereda 

'Patricia Canto Ce tina 
'Gregario Pérez-Palacios 

'Susana Kofman-Alfaro 

una paciente el marcador se originó a partir del 
cromosoma y mientras que en los otros dos casos 
era probablemente derivado del X. [stas datos 
enfatizan la necesidad de realizar estudios 
moleculares en este tipo de enfermedades para 
desarrollar estrategias terapéuticas adecuadas. 

Palabras clave: Síndrome de T umer, Disgenesia 
gonada/, Cromosoma marcador, Cromosoma y, 
Análisis de ADN. 

Abstrael 
Molecular detection of Y-DNA sequences in patients 
with Turner's syndrome. 

The presence of Y-chromosome malerial in the 
genome of phenotypic females has been associated 
with an increased risk of developing gonadal tumors. 
T o assess whether ONA sequen ces of the Y­
chromosome are present in lhe genome o( 
individuals with gonadal dysgenesis and clinical 
features ofTurner's syndrome, wc have sludied lhree 
palients wilh 45, Xj46, X, + mar chromosome 
complement, and lwo Turner patienls wilh 45, X/46, 
XY and 45, X karyotypes who served as positive and 
negative conlrols, respectively. Molecular deteclion 
of Y-ONA sequen ces was done by ONA-ONA 
hybridization using the specific probes pY97 and 
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pOPl 007 as well as by polimerase chain reaclion. 
The results revealed thal (he marker chrornosome of 

one oi the patients contained DNA sequences (rom 
the centromeric region oi the Y-chromosome in a 
manner similar to that found in the 45, X/46, XY 
patient and in the male control; the gene ZFY was 
negative in this patient, and was probably lost when 
the ring chromosome was formed. In contrast, the 
ring chromosomes oi the other two patients did not 
exhibit the presence of Y-chromosome material. The 
results were interpreted as demonstrating the Y­
chromosome origin of the ring marker in one palient 

with gonadal dysgenesis, and suggest an X­
chromosome origin of the ríng markers in the other 

two palients. These data further underline the 
relevance of practicing molecular studies in Ihese 

disorders which may help to determine appropriate 
therapeutic strategies. 

Key words: Turner syndrome, Ganadal dysgenesis, 
Marker chromosome, Y chromosome, ONA analysis. 

Introducción 

El síndrome de T urner se caracteriza por corta 

estatura, defectos somáticos y disgencsia ganada!. 

En 1959, Ford y cols.' demostraron que estas 
pacientes presentaban un cariotípo 45, X; sin 

embargo estudios subsecuentes indicaron que sólo 

40 a 60% de las pacientes con síndrome de T urner 
son moncsómicas para el cromosoma X. El rcsto de 
los casos presenta dos cromosomas sexuales, uno de 

los cuales es anormal o bien un mosaico 45, X Y una 
segunda línea celular con un cromosoma X o. y de 
características normales o anormales.2,J En efecto, los 
resultados de un estudio reciente indican claramenfe 

que la mayoría de 105 casos corresponde a diferentes 

mosaicos cromosómicos para el X y el Y (66.7%). Es 
interesante el hallazgo de que un número 
importante de estas pacientes con mosaicos 
cro:nosómicos (18.4%) presentan un cromosoma 
r ,Iarcador.4 

las pacientes con síndrome de Turner y mosaico 
con cromosoma Y o con un marcador derivado del 

y constituyen un sub-grupo clínicamente importante 

ya que presentan un riesgo 15 a 20% mayor que la 
población general de desarrollar gonadoblastoma o 
disgerminoma. s Estas observaciones resaltan la 
importancia de caracterizar inequívocamente el 

origen (X o Y) del cromosoma marcador en el 
síndrome de Turner, lo cual en ocasiones es difícil 

la Revista de Investigación clínica 

realizar utilizando sólo las técnicas citog(~nélicas 

convencionales.6 La disponibilidad de sondas ~~ara el 

cromosoma Y, y de oligonucleóticos específicos 

para regiones centroméricas de los cromosomas 

sexuales, ha hecho posible la identificación de 
secuencias características del X y el Y en el genoma 

de pacientes con anomalías de 105 cromosomas 

sexuales. 7.tO 

Con el objetivo de identificar la presencia de 
secuencias específicas del cromosoma Y en el 
gcnoma de pacientes con síndrome de T urner, 

estudiamos cinco individuos con diferente 
constitución cromosórnica: tres con cariolipo 45, X/ 
46, X, + mar, una con un mosaico 45, X/46, XV, y la 
última con 45, X. Estas 2 últimas sirvieron como 
controles positivo y negativo, respectivamente. Se 

utilizó una combinación de técnicas cHogenéticas 

convencionales, análisis por hibridación ADN-ADN 
con dos sondas específicas del Y y reacción en 

cadena de la polimerasa para los cromosomas X y Y. 

Material y métodos 

PACIENTES 

Se estudiaron cinco pacientes con fenotipo de 
Turner no relacionadas entre sí. En ningún caso 
había antecedentes fa,~iliares del padecimiento. El 
motivo de la consulla y los datos clínicos se 
muestran en la tabla 1. 

ESTUDIOS ClTOGENETlCOS 

Se realizó cario tipo en linfocitos de sangre 
periférica en las cinco pacientes, utilizando técni-~as 
estándar y bandas GTG y CIlG. 

Para el estudio citogenético se analizaron 100 
células de cada caso con técnica estándar y 20 ron 

bandas GTG y CIlG. 

ESTUDIOS MOLECULARES 

Aislamiento de ADN e hibridación ADN-ADN. El 
ADN genómico de las pacientes y de los controles 
femcninos y masculinos normales fue obtenido de 

sangre periférica mediante técnicas estándar. lI En 

todos los casos se digirieron 10 I-/g de ADN 
genómico con Eco RI, bajo las condiciones 
recomendadas ror Boehringer Mannheim Gmbl-l, 
Mannheím, Germany. Los productos de la digestión 
se separaron por electroforesis en gel de agarosa 
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TablOl 1. Car;¡dcríslicas dínicas de las cinco pacienles con síndrome de Turner. 

Eddd Talla 
Paciente (años) [m) Molivo de consulta Estigmas de Turner* 

Tl 20 1.42 Amenorrea PC, CV, NP, IC, PS. 
primaria 

T2 9 1.13 Obesidad PC, IC, PA, CV, CB, NP. 

TJ 26 1.34 Amenorrea PC, PS, CV, MC NP. 
primaria 

T4 26 1.31 Amenorrea PC, IC, DU, CV. 
primaria 

T5 19 1.30 Amenorrea F'C",IC, PA, CV, MC 
primaria 

Abreviaturas: PC pterigium com; CV cubilUS valgus; NP nevas pigmentados; le implantación baja del 
cabello; PS pezones separados; PA pabellones auriculares mal conformados; CB clinodaclilia bilaleral del 
50. dedo; Me 40. metacarpiano y metatarsiano COrlos; DU displasia ungueal. 

0,8%. El ADN fue desnaturalizado in situ y 
transferido a una membrana de nitrocelulosa 

reforzada con nylon (Duralose UV, Stratagene, La 
Jolla CA) de acuerdo al procedimiento descrito por 
Southern. 12 La prehibridación y la hibridación se 
realizaron por técnicas estándar; 11 el marcaje de las 

sondas moleculares se realizó por hexanuc!eólidos 

al azar bajo las condiciones indicadas por el 
fabricante (Amersharn, Alyesbury, England). El rigor 
final de lavado fue 0.2X SSC/O.l% SDS/500e. Los 
filtros se expusieron a película X-OMAT K (Kodak, 
Guadalajara, Jalisco) con pantalla intensificadora 
durante cinco días a -70°e. 

Sondas moleculares, Se utilizaron las sondas de 
ADN pY97 y pDP1007, La primera corresponde a 
una familia de secuencias alfaides repelida~ de la 
región eentroméríca del cromosoma Y humano. 
Contiene un fragmento genómico de 5.3 kb en el 
sitio Eco RI de pUC13 y detecta por hibridación 
ADN·ADN una banda de 5.5 kb.' La sonda 
pDP1 007 contiene un fragmento genómico de 1.3 
~b derivado del cromosoma Y humano insertado en 
el sitio Hind 111 de pUC13 y detecta por hibridación 
ADN·ADN una banda de 3,5 kb en Yp11.3 que 
corresponde al gen ZFY,' Esta sonda hibrida en 
forma cruzada con el gen homólogo ZfX en Xp21.3 
observándose una banda de 1.8 kb. IJ Las sondas 
fueron proporcionadas por el Dr. R.P. Erickson de la 
Universidad de Arizona, 

Reaccion en cadena de la pofimerasil, Los 
oligonucleótidos y fas condícíonc5 paril la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR) fueron dcscrilos 

por WiU y Erickson.' El par Y1, Y2 flanqura un 

fragmento de 170 pb de secuencias alfoides 
repelidas de la región ccnlromérica del cromosoma 

y humano. Yl: 5'·ATGATAGMACGGAAATATG·3'; 
Y2: 5'·AGTAGAATGCMAGGGCTCC-3'. 
El par Xl, X2 flanql!ea un fragmento de 130 pb 
de secuencias alfoides repelidas de la 
región centromérica del cromosoma X humano. 

Xl: 5'-MTCA TCAAATGGAGA ffiG·3'; 
X2: 5'-GITCAGCTCTGTGAGTGAAA-3'. 

La amplificación se realizó a partir de 1 J.l8 de ADN 
genómico en todos los casos. Los oligonuclcótido5 y 
los reaclivos para la reacción en cadena de la 
polimerasa (ueron adquiridos a Bio-Synthesis, Ine, 

Dentan, TX. El programa de amplificación fue 
realizado en equipo Techne PHC-l mediante 30 
ciclos (94°/1 min; 55°/1 min; 72°/1 min) y un ciclo 
de extensión a noc durante 10 mino Los productos 
de PCR fueron analizados en gel de agarosa 1.5% 
teñido con bromuro de etidio 0.0002%. 

Resultados 

En las pacientes 1, 2 Y 3 se reconoció la presencia 
de un mosaico con dos líneas celulares, una 

monosómica para el cromosoma X (45,X) y la 
segunda con un cromosoma marcador (46, X , + 
mar). La frecuencia de cada línea celular se observa 
en la tabla 2. El cromosoma anormal era un anillo 
pequeño en las pacientes 1 y 2, Y de tamaño 
intermedio en la paciente J (figura 1). Todos los 
marcadores presentaban la región centromérica 

teñida cuando se utilizaron bandas CBG~ y sólo se 
observó la presencia de una pequeña región 
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Tabla. 2. Uallalgos citogenéticos en las cinco pacientes con S-Índromc de Turncr. 

Cariolipo inicial 
Pacienle (% lineas mosaico) 

TI 45, X/46, X, -+- mar 

(10/90) 
T2 45, X/46, X, + mar 

(8 4/ 16) 
T3 45, X/4&, X, + milr 

(88/12) 
T4 45, X/46, XY 

(60/40) 
T5 45,X 

(lOO) 

heterocromática en el cromosoma marcador de la 
paciente 1. Sin embargo, las técnicas citogenéticas 

no permitieron identificar con certeza el origen de 

los marcadores. 

la paciente 4 presentaba un mosaico 45, X/46, 
XV; la proporción de cada línea celular se muestra 
en la tabla 2. El cromosoma Y tenía características 

morfológicas y bandas CBG normales (figura 1 l. 
El estudio citogenético de la paciente 5 reveló un 

cariotipo 45, X en todas las células analizadas (figura 
1 l. 

La hibridación AON·AON de acuerdo al método 
descrito por Southern, 'Itilizando la sonda 

cenlromérica pY97, reveló la presencia de est<l 
región en las pacipntcs 1, 4 Y c>n el control 

masculino (figura 2). 
La hibridación con la sonda pOr1007 demostró b 

banda correspondiente a ZFY sólo en la paciente 4 y 

en el control masculino. La banda correspondiente al 
gen ZFX estuvo presente en todos los casos (figura 
3). 

La c1ectroforcsis en gel de agarosa de los 

productos amplificados mediante PCR en el AON 
genómico de las pacientes y los controles normales 
se observa en las figuras 4 y S. En todos los casos se 
observó la banda de 130 pb característica de la 
región centromérica del cromosoma X (figura 4). Las 
pacientes 1 y 4 así como el control masculino 
mostraron un fragmento de AON de 170 pb 
correspondiente a la región cenlromérica del 

cromosoma y (figura 5). 

Discusión 

La ¡dentificilción Jel origen de cromosomas 

marcadores, de Una línea celular con cromosoma Y, 
O de secuencias derivadas de éste en el genoma de 

La Revista de (nvesligación clínica 

ColriOtipO definitivo 

45. X/46. Xc(Y)(I'I1.2 q 12.1) 

45. X/46. X, (X) (pl1.3 q21.3) 

45. X/46. X, (X) (p 11.4 q22.2) 

45, X/46, XY 

45,X 

pacientes con disgenesia gonadal es de valor 

diagnóstico debido a que presentan un riesgo 

elevado de desarrollar neoplasias gonadales.'·14 Las 
diferentes técnicas citogenéticas son útiles para 

distinguir marcadores provenientes del X o del Y." 
Sin embargo, éstas no siempre resuelven el 
problema, especialmente en el caso de anillos 

1 J 

2 I 

3 

, 
5 

Figura 1. Cariotipos pardales de las dnco pacientes con síndrome 
de Turner. 
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Figura 2. Hibridación ADN·ADN utilizando 1.1 sond.1 pY97. T1-15: 
pacientes con síndrornedc Turner; eF: canlrol femenino; CM: control 
masculino. los números corresponden al peso lIIolec:ul.u (kb) tic 
(r.1gmentos de ADN del (ago A. digerido con }-lind 111: los C.lrliles 11, T-1 
yCM muestran una banda dc 5.5 klJ (<j).:::orrcspondicnte a secucnci.ls 
alfoides centroméricas del CIOmOSOl1la Y. 

pequeños donde el ccnfrómero no puede 
observarse por razones topológicas. En cambio, el 
análisis molecular permite una caracterización 
definitiva. 

En la paciente 1 (45, Xj46, X, + mar) se observó, 
por técnicas cilogenélicas, un marcador que 
presentaba una región heterocromática pequeña. 
Mediante la utilización de la sonda pY97 y 

oligonucleótidos específicos para la región 
centromérica del cromosoma Y, se confirmó que el 
me¡cador correspondía a un anillo derivado del Y. 
'.Jo se detectó la región correspondiente a ZFY (Yp 
11.3) con la sonda pDP1007, por lo que podemos 
asumir que el punto de ruptura está por debajo de 
esta región. la disgenesia gonadal y el renotipo de 
T umer en esta pacien le pueden explicarse por la 
línea 45, X Y por la pérdida de la región terminal de 
Yp donde se encuentrun los genes SRY (sex 
determining region on Y chromosome) identificado 
como el fador determinante leslicular16 y RPS4Y.ll 
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Figura 3. Hibridación ADN-ADN ulili¡,lOdo la sonda pOPl 007.11-15: 
¡l.lckntt's con síndrolllt' de T urn('r; el": control femenino; CM: conllol 
/JI.lsculino. (os númcros COtlt~spolltlcn ¡ti pcso llloll'cul.H /kb) tle 
fr.lgmcntos ut' ONA del Cago A. digerido con l!indll. los Cóllt]fcs T 4 Y 
eM lIIut~slr'-ln una h.mda de].5 kb (e) corfCspondicnte al gen zry 
(Vp11.]); en lodos los ClHiles ~c reconoce la uanda de 1.8 kb (O) 
correspondiente d zrx (Xp21.]). 

:¡ " ,. .... \~; .. , -.t: 
c' 

~ U U l- e ,. ¡. ,. , 

Figura 4. Reacción en catlena de la polimerasa para región cenltoméfica 
del X. M 1: nl<1rcador de peso molecular (escalera de 123 plJ); CF: 
conltol femenino; CM: control masculino, Tl-TS: pacientes con 
síntlrome de Turner; M2: marcador de peso molecular (escalera de 
100 pb). Todos los carriles muestran una banda de 130 pb (<f() 
correspondiente a la región centrornérica de X. 
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figura S. Reacción en cadena de la polimerasa par,) región ccntromérica 
del Y. MI: marcador de peso molecular (escalerJ.de 123 pb); CF: 
conlrol (emenino; CM: conlrol masculino, T1·T5: padcnlcs con 

síndrome de Turner; M2: marcador de peso lIIolecul.lf (escalera de 
100 pb). los cauiles CM, T1 Y T 4 muestran una uand.l (le 170 pb (<l) 
correspondiente a la región ccntromérica de Y. 

Este último gen y su homólogo, RPS4X, codifican 
para isoformas de la proteína ribosómica 54. Se ha 
propuesto que la haploinsuficiencia de los genes 
RPS4 contribuye a la etiología del fenotipo de 
Turner." Llama la atención que la estatura de la 
paciente 1 (1.42 m) es más elevada que la 
habilualmente observada para este padecimiento en 

nuestra población (1.32 ± 0.06 m).'· Recientemente, 
se ha descrito un gen (es) responsable del 
crecimiento en la región pseudoautosómica distal de 
Yp.19 Es posible que este gen se haya perdido al 
formarse el anillo, pero probablemente se haya 
preservado la región que controla la estatura en 
Yql1.'o Se ha postulado la existencia de un gen 
próximo o incluido en Yqh responsable de las 
neoplasias gonadales. 14•21 Aún cuando no fue posible 
analizar el cariotipo paterno para identificar el 
tamaño de la región heterocromática del 
cromosoma Y, la presencia de esta región en la 

p?..:iente 1 sugiere un alto riesgo de malignización 

llonadal. De acuerdo con los resultados obtenidos, 
la paciente fue sometida a gonadectomía bilateral, y 

substituída hormonalmenle con una asociación de 

estrógenos y progestinas. 
En las pacientes 2 y 3 con cariotipo 45, X/46, X, + 

mar, los estudios moleculares revelaron ausencia de 
secuencias cen troméricas del cromosoma Y y de la 
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región ZfY. Podemos concluir que el marcador no 

se originó a partir del cromosoma Y sino 
probablemente del cromosoma X. El fenotipo de 

T urner en estas pacientes puede explicarse por la 

línea 45, X Y por la posible inactivación del gen 
RPS4X en el cromosoma X anormal. 17 En ausencia de 

material derivado del Y en el genoma de estas 
pacientes, el manejo clínico no incluyó la extirpación 

de las gónadas. 
En la paciente 4 con cario tipo 45, X/46, XY se 

comprobó, por técnicas citogenélicas, la existencia 

de un cromosoma Y aparentemente normal. Las 
técnicas moleculares confirmaron la presencia de la 
región centromérica del cromosoma Y y del gen 
ZFY. De acuerdo a lo mencionado previamente, las 
estrías fibrosas de esta paciente poseen un alto 
rie~go de malignización por lo que se realizó 
gonadectomía bilateral. 

El caso 5 con cario tipo 45,X no presentó 

cromosoma y por métodos citogenéticos, o 

secuencias derivadas del Y por técnicas moleculares. 

Held y cols.' han sugerido que muchas pacientes 
monosómicas para el X son en realidad mosaicos 

crípticos que provienen de un error milótico en el 
cigoto temprano con pérdida gradual de la segunda 
línea celular in vivo. 22 Este mosaicismo parecería 
ejercer un efecto protector que permite la 

sobrevivencia del feto por la presencia de algunos 
loei en un segundo cromosoma sexual, ya sea X 
o y . .4,22 

los resultados obtenidos demuestran que la 

combinación de técnicas dlogenéticas 

convencionales y el análisis por hibridación ADN· 
ADN Y por PCR son de valor diagnóstico en todas 
las pacientes con fenotipo de Turner. En base a lo 
anterior, proponemos que en ladas las pacientes 

con marcadores se realice análisis cilogenético en 
varios tejidos así como estudios moleculares con el 

fin de detectar la presencia de un cromosoma Y o 
secuencias derivadas de éste. 
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