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RESUMEN

En el ser humano, el desarrollo fenotipico masculino o femenino es resultado de una cascada
de eventos moleculares y morfolégicos complejos que deben ocurrir apropiadamente en tiempo y
en secuencia durante la ontogenia.

El sexo genético masculino del embrién es determinado por su constitucion cromoséimica, en
particular por la presencia del gen TDF (factor determinante testicular) localizado cn el brazo corto
del cromosoma Y. El sexo gonadal masculino, o la formacién del testiculo, es subsecuentemente
determinado por este gene y por olras vias secundarias. A su vez, el testfculo produce hormonas
que regulan la diferenciacién de los genitales internos y extenos, resultando en el sexo fenotfpico
masculino.

En el embrién femenino, la ausencia de cromosoma Y, y por ende de TDF, determina que la
g6nada bipotencial se desarrolle como ovario. La baja y tardfa producci6n de AMH permite el
desarrollo de los ductos Miillerianos, mientras que los ductos Woiffianos sufren regresion por
ausencia de testosterona, resultando en la diferenciacién de los genitales internos y externos
femeninos.

El desarrollo reciente de la genética molecular permitié 1a localizacién del gen SRY en una
regién de 35 kb adyacente al lfmite pscudoautosémico en Yp. Este gen codifica para la sintesis de
una protefna con una caja HMG con capacidad de unién 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 reversién sexual humana
(mujeres XY).

El gene ZFY, previamente sugerido como TDF, estd localizado a 160 kb det limite pseudoau-
tos6mico de Yp. Las evidencias que excluyeron a ZFY como TDF son principalmente: el descubri-
miento de que secuencias homélogas a la clona ZFY humana son autosémicas en marsupiales, el
hallazgo de la expresi6n de l1os hom6logos murinos Zfy-1 y Zfy-2 en células germinales, la ausencia
de ZFY en algunos varones XX y Ia observacién de que el gene homélogo ZFX (Xp) escape al
mecanismo de inactivacion.

Aun cuando la funcién del gen ZFY no es clara, se¢ ha propuesto que actie durante la

espermatogénesis. Ademds, considerando al sfndrome de Turner como una haploinsuficiencia, los



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

El cromosoma Y es pequeiio, conticne muy pocos genes y su funcién principal es la
determinacion 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 inactivacion transcrip-
cional de uno de los cromosomas X en el nicleo de cada célula somdtica femenina.

Los cromosomas X y Y humanos comparten de manera significativa sccuencias similares de
DNA, probablemente debido a su origen evolutivo comun. El segmento homdélogo mds estudiado
es la regién psecudoautosémica, a traves del cual recombinan ambos cromosomas durante la meiosis
masculina.

Tradicionalmente, la investigacion en genética humana se ha realizado en individuos afectados
mediante 1a historia clfnica y familiar, el examen {{sico, algunos estudios de laboratorio y el andlisis
del 4rbol genealégico. Sin embargo, en los Wltimos afios el desarrollo de técnicas moleculares de
gran precisién ha permitido estudiar y diagnosticar padecimientos genéticos analizando ¢l DNA del
paciente y sus familiares.

La aplicacién de esta metodologfa en diferentes trastomos de la diferenciacién sexual ha
permitido discriminar enfermedades fenot{picamente similares pero genotpicamente diferentes,
ademds de entender mds claramente algunos aspectos de la etiologfa de estos padecimientos.

Con el propdsito de reconocer la presencia de secuencias especificas del cromosoma Y (regién
centromérica y genes ZFY y SRY) en individuos mexicanos con diferentes tipos de disgenesia
gonadal, en la presente investigaci6n se analizaron 40 pacientes con sfndrome de Turner, 5 pacientes
con disgenesia gonadal mixta y 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY.

El andlisis citogenético en sangre periférica de las 40 pacientes con sfndrome de Turner mostré
un complemento cromosémico 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,X/46,X+mar (5 casos),
45,X/46,Xdel(Xp) (1 caso) y 45,X/46, XY (1 caso).

Los hallazgos moleculares en los casos con sindrome de Turner permitieron identificar 5
pacientes con secuencias del cromosoma Y en su genoma (T1, T3, T22, T31 y T32). Los casos Tl
(45,X/46,XY) y T22 {45,X) s6lo fueron positivos para la regién centromérica, lo que permitié
asumir que el marcador de T1 fuera derivado del cromosoma Y y que la paciente T22 presente un

mosaico criptico con una segunda lfnea celular con cromosoma Y anormal, probablemente similar



al de T1. Los casos T3 (45,X/46,XY), T31 (45,X), y T32 (45,X) fueron positivos para la regién
centromérica y para los genes ZFY y SRY. En T3 se confirmé la normalidad de Yp, mientras que
las pacientes T31 y T32 fueron consideradas mosaicos ocultos con una segunda lfnea celular con
cromosoma Y normal o anormal.

Debido al elevado riesgo que presentan las pacientes con material genético derivado del Y y
goénadas disgenéticas de desarrollar gonadoblastomas, se sugirié gonadectomia bilateral preventiva
en las pacientes T'1, T3, T22, T31 y T32.

Las demds pacientes con sfndrome de Turner (n=35) fueron negativas para todas las secuencias
del cromosoma Y analizadas. Estos datos permitieron concluir que los cromosomas marcadores de
las pacieates TS, T13 y T35 sean derivados del cromosoma X.

En los 5 pacientes con disge'nesia gonadal mixta el andlisis citogenético revelé un cariotipo
45,X/46,XY. El andlisis molecular de estos casos mostré la presencia de la regién 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 fa
presencia de la region centromérica y de los genes ZFY y SRY. En ambos casos los genes presentan
el tamafio molecular apropiado, aunque no se realizaron estudios de secuenciacién que permitieran
demostrar o descartar la presencia de mutaciones.

La diferenciaci6n sexual en el humano es aln un proceso no lotaimente elucidado. La
identificacion del gen SRY como TDF constituye s6lo un paso en este mecanismo, faltando el
esclarecimiento de los eventos morfolégicos y la deteccién de otros genes que participen en la
cascada que conduce al fenotipo masculino normal. Este trabajo contribuye al entenditmiento del
proceso de diferenciacién sexual nommal y patol6gico en el humano, al analizar a un nimero

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

1.1 DIFERENCIACION SEXUAL NORMAL

La diferenciacién sexual es un proceso dindmico que estd sujeto a un programa secuencial,
ordenado e interrelacionado que se lleva a cabo en tres etapas consecutivas: el establecimiento del
sexo cromosSémico durante la fertilizacién, el desarrollo del sexo gonadal y el desarrollo de las
caracter(sticas scxuales secundarias, colectivamente denominadas sexo fenotfpico (George,1992).

Este paradigma constituye el dogma central de la diferenciacién sexual y fue formulado por
Alfred Jost a finales de los afios cuarentas para explicar los resultados de los experimentos de
castracién fetal que realizé en conejos. El observé que la extirpacién de las génadas (ovarios o
test{culos) antes de la diferenciacién sexual ocasionaba invariablemente que los embriones castrados

se desarrollaran como hembras (Jost, 1953).

1.1 ETAPA CROMOSOMICA

En 1923, se demostrd citolégicamente la existencia de los cromosomas X y Y en el humano
(Painter, 1923). Por analogfa con Drosophila, se asumi6é que la determinacién sexual en los
mamfferos estaba mediada por la proporcién entre el nimero 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 determinaci6n sexual de los mamfferos: Welshons y Russell (1959)
demostraron que los ratones XO eran hembras; Jacobs y Strong (1959) describieron el cariotipo
47,XXY en un var6n con sfndrome de Klinefelter; Ford et al (1959a) reportaron el cariotipo 45,X
en una mujer con sindrome de Turner; y Ford et al (1959b) describieron 2 cromosomas supernu-
merarios (un X y un 21) en un varén 48 XXY+21 con sindromes de Klinefelter y Down. Estas
observaciones demostraron que en presencia de un cromosoma Y, independientemente del niimero
de cromosomas X, el embrién de mamf{feros se desarrolla como macho, mientras que en avusencia

del cromosoma Y se desarrolia como hembra. Ademds, llevaron a suponer la existencia de gene (s)



determinantes del sexo masculino en el cromosoma Y, cuya presencia o ausencia determina el
destino de la génada bipotencial, en testfculo u ovario, respectivamente. A su vez, las hormonas
gonadales controlan las demds caracterfsticas dimérficas sexuales (Jost et al., 1973). En el ser
humano, este gen fue posteriormente denominado TDF ( por sus siglas en ingl¢s, "lestis determining
factor") y en el rat6n Tdy ("testis determining Y").

En los afios siguientes, la biisqueda de TDF fue objeto de numerosas investigaciones, a lo
largo de las cuales varios genes y secuencias fueron propuestos tomando en cuenta diferencias
biogufmicas en machos y hembras, y la conservacion evolutiva que presentan genes fundamentales.

La observacién de que anticuerpos provenientes de ratonas transplantadas con tejido masculino
reaccionaban con células del sexo heterogamético de mamfferos (XY) llevé a proponer al ant{geno
H-Y como producto de TDF (Wachtel et al., 1975). Por més de 10 afios, esta propuesta fue
considerada vdlida, pero el hallazgo de ratones machos XX Sxr que no expresaban H-Y excluyd
esta hipétesis (McLaren et al., 1984). Otro candidato para TDF fue la secuencia repetida Bkm
("banded krait minor"), originalmente aislada de la serpiente Bungarus fasciatus (Jones y Singh,
1981) y presente en los cromosomas sexuales de algunos vertebrados. Sin embargo, en el humano
estas secuencias estdn dispersas en el genoma y no estdn concentradas en laregién sexo-especifica
del cromosoma Y (Kiel-Metzger ct al., 1985).

Los individuos con reversion sexual (varones XX , mujeres XY y hermafroditas verdaderos
XX} aparentcmente rompen la regla de que el cromosoma Y controle la determinaci6n sexual. En
el caso de los varones XX, se demostré que en su gran mayor{a presentan sccuencias derivadas del
cromosoma Y translocadas al cromosoma X por una recombinacion ilegftima durante la meiosis
paterna (Guellaen et al., 1984), El andlisis molecular de los diferentes fragmentos del cromosoma
Y presentes en estos pacientes, permitid la construccién de un mapa de delecién con 7 intervalos
(los primeros 3 incluyen la totalidad de Yp, el cuarto corresponde a ia regién centromérica y los
tres restantes se encuentran en Yq) en el que se demostré que la regi6n terminal del brazo corto

fintervalo 1) de este cromosoma era esencial en 1a diferenciaci6n testicular (Vergnaud et al,, 1986).

1.1.1.1 EL GEN ZFY

Page y cols.(1987a) construyeron un mapa genético mds detallado subdividiendo el brazo corto



del cromosoma Y en 13 intervalos. El intervalo 1A2, de 140 kb, sc encontrd presente ¢n un varén
XX que portaba s6lo 300 kb del cromosoma Y, y ausente en una mujer X, #(Y;22) que carecfa de
sélo 160 kb de este cromosoma. Los autores concluycron que el intervalo 1AZ2 contenfa una parte
esencial o todo el gen TDF, por lo que utilizaron diferentes sondas de esta regién para buscar
secuencias conservadas evolutivamente en el cromosoma Y de varios mamf{feros. Una de las sondas,
pDP1007, identifico una secuencia de DNA de copia Gnica presente en todos los machos de los
mamf{feros estudiados, y ausente en las hembras. Sin embargo, esta sonda también hibridé con otro
fragmento de DNA presente tanto en machos como en hembras. La determinaci6n de la secuencia
nucleot{dica de pDP1007 revels el marco de lectura de una protefna de 404 aminodcidos conteniendo
13 motivos de "dedos de zinc", un dominio similar a los reportados en factores de transcripcidn.
En base a estas observaciones, estos investigadores propusieron que la protefna codificada por
pDP1007 era el producto de TDF , sugiriendo que la protefna se unfa especfficamente al DNA
regulando la transcripci6n de otro gen en la via que conduce a Ia diferenciacién de la génada
masculina. Al gen se le nombré ZFY ( "zinc finger gene on Y chromosome"} y ZFX a su homologo
en el cromosoma X. La gran homologia entre ZFX y ZFY sugiri6 que estos genes tuvieran una
funci6n equivalente proponiéndose que la determinacién sexual estuviera controlada por Ia dosis
génica (Page et al., 1987a).

Posteriormente, se descubrieron cuatro genes homélogos a ZFY en el raton: Zfy-1 y Zfy-2
localizados en el cromosoma Y, Zfx en el cromosoma X y Zfa cn ¢l cromosoma 10 (Koopman et
al., 1990).

Sin embargo, en los aiios subsecuentes se acumularon una serie de evidencias que excluyeron
a ZFY como TDF, y que fueron principalmente las siguienies:

1.- La presencia de secuencias homélogas a ZFY en machos y hembras de reptiles con
mecanismos de determinacién sexuval cromosémico y ambicntal (Bull et al., 1988)

2.- El descubrimiento de que secuencias homdélogas a la clona humana de ZFY son
autosémicas en marsupiales fue un hallazgo inesperado dada la relacién filogenética entre
mamfferos metaterios y euterios (Sinclair et al., 1988).

3.- El hallazgo de la expresion de los genes Zfy-1 y Zfy-2 (homélogos murinos de ZFY) en
c€lulas germinales, normalmente no relacionadas con la diferenciacién testicular (Koopman
et al., 1989).



4.- La demostracion de que el gen ZFX escapa al mecanismo de inactivacién del cromosonta
X (Schneider-Gidicke et al., 1989) descartando el modelo propucsto de dosis génica.

5.- La ausencia de ZFY en algunos varones XX con material genético del Y, lo gue descarta
la posibilidad de mutaciones cn otros genes autosémicos o ligados al cromosoma X (Palmer
et al., 1989; Verga y Erickson, 1989).

1.1.1.2 EL GEN SRY

La nueva bisqueda de TDF se limité a una region de 35 kb de DNA, presente entre el mite
de la regi6n pseudoautosémica y el punto de ruptura en los varones XX, ZFY negativos. Las sondas
generadas de esta regién cromosémica fucron hibridadas con DNA provenientec de machos y
hembras de bovinos, ratones, hamster y del humano. Siete de las sondas identificaron secuencias
de copia tnica especificas del cromosoma Y en el DNA humano digerido con EcoRI, pero s6lo una
de ellas, pY53.3, fue también capaz de detectar secuencias sexo-especificas en DNA bovino y
murino. Se utilizé una subclona de 0.9 kb, obtenida por la digestién de pY53.3 con Hincll, 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-especifica en todas las especies animales analizadas, aunque a un menor
rigor en el lavado se detectaron bandas adicionales tanto en machos como en hembras, sefialando
la posibilidad de secuencias relacionadas cn autosomas. Se descarté la localizacién en el cromosoma
X porque las bandas mencionadas no fueron observadas en DNA proveniente de células hibridas
humano-roedor con cromosoma X humano (Sinclair et al., 1990).

L.a secuencia nucleot{dica del fragmento de 2.1 kb revel6 dos marcos de lectura, con direccién
de transcripcién de 5’ a 3’ de centrémero a telémero, codificando una protefna de 99 y 223
aminod4cidos, respectivamente. No se encontraron secuencias de DNA relacionadas para ambos
marcos de lectura; sin embargo se encontré homologfa del polipéptide mayor con la protefna Mc
codificada por el gen mat-3M de Schizosaccharomyces pombe y ademds con un motivo conservado,
con capacidad de uni6n a DNA, presentc en protefnas no histénicas de las familias HMG1 y HMG2

("high mobility group"”). Este motivo conservado se conoce como caja 0 dominio HMG y consiste



en 80 aminodcidos con capacidad de unién a DNA, apoyando la funcién de regulacién génica
propuesta para cste gen. Por tltimo, s¢ utiliz6 el fragmento Hinc/I de 0.9 kb de pY53.3 come sonda
para cvaluar la presencia de transcritos de RNA obtenidos de pulmo6n y rifién masculinos, ovario y
testfculo, y detectdndose s6lo en testfculo 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 nombré SRY ("sex-deter-
mining region, Y-chromosome) y se postulé como TDF (Sinclair et al., 1990).

Utilizando 1a sonda pY53.3, se cloné y describi6 el homélogo murino de SRY, denomindndolo
Sry. Este gen contiene 237 pb y un marco de lectura para una protefna con un dominio HMG (Gubbay
etal., 1990).

La caja HMG es un elemento de unién a DNA inicialmente reconocido al alincar la secuencia
del factor de transcripcién de la RNA polimerasa humana (hUBF) con la de HMGI, protefna de
alta movilidad asociada a cromatina (Jantzen et al., 1990). Posteriormente, se describieron otras
protefnas que poscen al menos una caja HMG y entre las que se encuentran factores de transcripcion
de RNA polimerasas mitocondriales y factores de regulacién de transcripcién. El dominio comiin
de estas protefnas, la caja HMG, comprende aproximadamente 70 aminodcidos con una carga neta
positiva y gran abundancia de residuos arométicos y prolinas (Ferrari et al., 1992).

Se ha propuesto la existencia de dos tipos de cajas HMG, denominadas canonicas y generali-
zadas. Las primeras tienen aproximadamente 50% de residuos conservacos, constituyen la mayor
parte de la protefna a la que pertenccen, son muy abundantes y se localizan en el niicleo. Por otro
lado, las cajas HMG generalizadas ocurren en un grupo muy diverso de protefnas, de las cuales
representan una pequefia porcion de la masa total. Estdn menos conservadas enire sf y con las cajas
candnicas, sin embargo se caracterizan por la conservacion de ocho residuos: dos son invariable-
mente prolinas, dos son aminodcidos con carga positiva y cuatro son residuos arométicos. Las cajas
HMG de las protefnas SRY y Sry corresponden a cajas generalizadas (Bianchi et al., 1992).

Se ha demostrado que la caja HMG de la protefna SRY se une a fragmentos de DNA sintéticos
von la secuencia AACAAAG (Harley et al., 1992). Sin embargo, también se une a estructuras 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 Ia
posibilidad de tener dos sitios de unién diferentes, uno dependiente de secuencia y otro de estructura.

Esta contradiccién fue apareniemente resuella cuando por ensayos de permutacién circular se



confirmé que la secuencia consenso y la estructura cruciforme pueden tener una estructura
potencialmente similar, El modelo propuesto considera que la uni6n especffica de secuencia de la
protefna SRY al DNA lineal induce un doblamiento de 83°, similar al encontrado en el DNA
cruciforme. Otras protefnas HMG reconocen con gran afinidad estructuras de DNA cruciformes,
pero como éstas son méds abundantes que la protefna SRY restringen la posibilidad de unidn
dependiente de estructura, favoreciendo la unién dependiente de secuencia (Ferrari et al, 1992). Es
interesante sefialar que la secuencia AACAAAG ha sido identificada en la posicién -3 a +4 pb del
sitio de iniciaci6n de transcripcion del gen SRY, sugiriendo un papel autoregulaiorio (Vilain et al.,
1992b).

Un estudio reciente revelé que el dominio de unién a DNA de la caja HMG de SRY reconoce
de manera especffica y con gran afinidad a los elementos promotores de los genes de la hormona
antimulleriana (AMH) y de la aromatasa P450, sugiriendo que la protefna SRY controle el desarrollo
masculino a través de la reguiacion de genes blanco (Hagq et al., 1993),

El gen humano SRY presenta una estructura muy sencilla, contiene un solo exén y no tiene
intrones. El extremo 5 carece de cajas TATA o CCAT, esrico en GC y presenta en tandem dos
sitios de reconocimiento para Spl, una sccuencia potenciadora de transcripcién (Vilain et al.,
1992b). La region transcrita es de 841 pb, resultando en un transcrito de 1.1 kb y laregion traducida
es de 612 pb produciendo una proteina de 204 aminodcidos con un peso molecular de 23,9 kDa. El
gen de SRY estd flanqueado por dos regiones ricas en AT conteniendo secuencias repetidas
invertidas, sugiriendo que este gen se haya originado por la retroposicion de un transcrito de otro
gen durante la evolucién humana. La region que codifica para la caja HMG se localiza pricticamente
en la parte central del gen SRY, abarcando del aminodcido 57 al residuo 137 de la protefna (Su y
Lau, 1993).

En el embridn de rat6n, los transcritos de Sry aparecen principalmente en la cresta genital en
el perfodo correspondiente a la formacién del testfculo (Koopman et al., 1990). Sin embargo, un
reporte reciente sugiere que los transcritos de Sry y de Zfy, pero no los de Zfx y Zfa, también estdn
presentes en ¢l estado de blastocisto (Zwingman et al., 1993).

En el ratén adulto, Sry se expresa en el testiculo, donde el transcrito tiene una estructura circular

tinica (Capel et al., 1993). Aparentemente, este transcrito circular no es traducido y es un compo-

nente minimo de los transcritos de la cresta genital. La singular estructura del mRNA en el testfculo



puede estar relacionada con la organizaci6én del locus Sry que presenta una secuencia inverlida
repetida flangueando la secuencia codificante (Gubbay et al., 1992). Recientemente, s¢ ha demos-
trado 1a presencia tanto del transcrilo lineal como del circular en el estado de blastocisto, sugiriendo
que ambos sean responsables del inicio de 1a cascada génica que conduce a la determinacion sexual
(Boyer y Erickson, 1994),

Todos los estudios de expresién de SRY en el ratén y en el humano se han realizado a nivel
de transcripcion y no de traduccién, debido a que la protefna se encuentra en una cantidad muy
baja para ser detectada por anticuerpos especificos (Hawkins, 1993).

Recientemenie se postul6 una hip6tesis para explicar el papel de la protefna SRY en la cascada
regulatoria de la diferenciacién sexual en mamfferos, Se propuso que el dominio HMG de la protefna
SRY sc une a secuencias de DNA regulatorias de un gen hipotético Z, considerado un regulador
negativo de la determinacién sexual masculina. Esta interaccién impide la expresion del gen Z,

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

Las principales evidencias a favor del gen SRY como 7DF son las siguientes:

1.- Estd localizado ¢n la regi6n mds pequefia del cromosoma Y capaz de inducir la
diferenciacion testicular en el hombre (Sinclair et al., 1990) y en el ratén (Gubbay et al.,
1990).

2.- Algunas disgenesias gonadales puras XY presentan mutaciones de novo en el gen SRY
(Berta et al., 1990, Jiger et al., 1990; Hawkins et al., 1992b; Affara et al., 1993),

3.- En el ratén, su expresion correlaciona con el inicio de la determinacion testicular
(Koopman et al., 1990).

4.- Un fragmento de DNA de 14 kb, que incluye el gen Sry del cromosoma Y del ratén
puede inducir el desarrollo masculino en ratones transgénicos XX (Koopman et al., 1991).
5.- Es un gen evolutivamente conservado en el cromosoma Y de mamf{feros metaterios y

euterios (Sinclair et al.,1990; Foster et al., 1992).

Los fragmentos autosOmicos previamente mencionados detectados por la sonda pY53.3 en
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filtros "arca de No¢" (Sinclair et al., 1990) han sido posteriormente identificados como genes
autosémicos y ligados al cromosoma X relacionados a SRY. A la familia de genes que presentan
una homologfa mayor al 60% en la caja HMG con SRY se les ha denominado genes SOX ("SRY
box-related gene") (Denny et al., 1992; Stevanovic et al,, 1993). Estos genes SOX estdn muy
conservados y han sido demostrados en varios veriebrados, incluyendo a marsupiales, La relacién
entre el gen SRY y los genes SOX ha suscitado un gran interés desde el punto de vista del origen

y evolucion del gen SRY en los mamiferos (Foster y Marshall, 1994).

1.1.2 ETAPA GONADAL

La determinacion gonadal es un evento clave en el proceso de diferenciacion sexual debido a
que la génada controla la morfogénesis de los genilales internos y externos y la posterior maduracién
sexual(Kofman-Alfaro et al., 1984).

El desarrollo de testfculo a partir de la cresta genital bipotencial es un evento activo aparcnte-
mente dirigido por el factor determinante testicular, recientemente identificado como SRY . Este
gen constituye un "switch” que induce a la génada indiferenciada hacia el programa de organogé-
nesis testicular. En contraste, la determinacion sexual femenina ocurre pasivamente cuando en
ausencia de cromosoma Y, y por ende de SKY, la génada primitiva diferencia a ovario (George,
1992).

Encl humano, el primordio gonadal es bipotencial ¢ indistinguible morfolégicamente cn ambos
sexos hasta la etapa de 12 mm (aprox. 42 dfas de gestacién). Las crestas gonadales se forman durante
la tercera y cuarta semanas de la embriogénesis por la prolifcracién del epitelio celémico y la
condensacion del mesénquima en ambos lados de la Ifnea media entre el mesonefros y el mesenterio
dr.esal. 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 gestacion. Se ha reportado que en el embrién humano el
niimero de células germinales en migracion es aproximadamente de 700 a 1300, y que para la octava

semana de gestaci6n estdn presentes cerca de 600 000 células germinales. Posteriormente, estas

células se convierlen en ovogonias o cspermatogonias (Grumbach y Conte, 1992). Es importante
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sefialar que la ausencia de células germinales es incompatible con la diferenciacion oviérica pero no
previene la morfogénesis testicular (Merchant, 1984).

Lamigraci6n de las células germinales se completa en la sexta semana de gestacién, las génadas
embrionarias femeninas o masculinas son indistinguibles y estAn formadas por células germinales
y tres tipos de células somd4ticas: las células de soporte (células de Sertoli en el hombre y células
foliculares en 1a mujer), las células esteroidogénicas (c€lulas de Leydig en el hombre y c€lulas 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 sc comprometen en
el desarrollo femenino o masculino. Sin embargo, dejando a un lado los efectos pleiotrépicos de
Sry, es razonable suponer que la determinacién sexual empieza cuando SRY se expresa por primera
vez (Bogan y Page, 1994), Inicialmente, se sugirié que la primera expresién de Sry en la génada
murina ocurrfa entre 10.5 y 12.5 dpc (Koopman et al., 1990); sin embargo, estudios recientes en
embriones previos a la implantacién muestran que la transcripcién de Sry (y de Zfy) se rcaliza en el
estado de blastocisto (Zwingman et al., 1993).

Tampoco se ha esclarecido el momento en que {inaliza la determinacién sexual. Los transcritos
de Sry ya no son detectados por PCR en el RNA gonadal en el 13.5 dpc (Koopman ct al., 1990) y
se desconoce hasta cuando persiste 1a protefna Sry u otras protefnas implicadas en el proceso (Bogan
y Page, 1994).

Es claro que la diferenciacién gonadal no se inicia en Ias células germinales ya que embriones
de ratén cuyas génadas estdn desprovistas de ellas (por mutaciones en los loci W o 81), llevan a
cabo el proceso de manera normal (McLaren, 1991). De las tres lfneas somdticas restantes, la
evidencia actual sugiere que los pasos iniciales de la diferenciacién gonadal se realizan en las células
de soporte (pre-Sertoli o pre-folfculo) (Bogan y Page, 1994) pero que las interacciones célula-célula
son criticas para Ia funcién de SRY y, en general, para la diferenciacién gonadal (Goodfellow y
Lnvell-Badge, 1993).

Aun cuando la evidencia a favor de SRY como factor determinante testicular es sélida, la
observacion de que algunas alteraciones de la diferenciacion sexval no estdn ligadas al cromosoma
Y ha llevado a suponer que otros genes, autosémicos y/o ligados al cromosoma X, participen en
la gonadogénesis. Existen anomalfas de Ia diferenciacién sexual en las cuales ocurre desarrollo

testicular en ausencia de SRY, tales como varones XX y hermafroditas verdaderos 46,XX. Esto ha

12



llevado a proponer la existencia de numerosos genes cn el desarrollo gonadal como componentes
de una cascada génica responsable de realizar los programas apropiados de morfogénesis y

diferenciacién gonadal (Bogan y Page, 1994).

1.2.1.2 DIFERENCIACION TESTICULAR

En un embrién XY, la génada primitiva se diferencia hacia testfculo. Las células de Sertoli
rodean a las células germinales primordiales formando cordones testiculares primitivos (precurso-
res de los tdbulos seminfferos) e inhibiendo la meiosis de las células germinales (Gustafson y
Donahoe, 1994). Una funcién endécrina temprana del festiculo fetal es la secrecién de la hormona
antimulleriana (AMH) por las células de Sertoli (Blanchard y Josso, 1974). La actividad de la AMH
causa la regresién de los ductos Mullerianos (estructuras precursoras del tracto genital interno
femenino). Es importante sefialar que las células de Sertoli en el testiculo y las células de las
granulosa en el ovario comparten muchas caracterfsticas estructurales y funcionales, incluyendo la
produccién de AMH. Sin embargo, la cronologfa es diferente: las céiulas de la granulosa sélo
producen 1a hormona después del nacimiento y en baja cantidad (Vigier et al., 1984), mientras que
las células de Sertoli la producen en grandes cantidades desde la etapa embrionaria hasta los
primeros afios de vida, disminuyendo su expresion al empezar la pubertad (Baker et al., 1990).

La AMH es una glicoprotefna 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 ratén y en la rata. En el humano, el gen
abarca 2,75 Kb, contiene 5 exones y se localiza en el cromosoma 19 (19p13.3), El tltimo ¢xén es
particularmente interesante ya que presenta la mayor homologfa entre las especies y es la dnica
regién homdloga a la familia TGB-8 (factor de transformacién del crecimiento) (Cate ct al, 1986).

Ademds de AMH, las células de Sertoli producen inhibina y activina , ambas miembros de la
familia TGB-8. Se ha demostrado que la inhibina suprime la produccién de FSH (hormona folfculo
estimulante) , mientras que la activina activa la liberacién de FSH en la hip6fisis. A nivel gonadal,
existe evidencia indirecta de que la inhibina inhibe la proliferacion de las espermatogonias mientras

que la activina estimula su proliferacién. La importancia fisiolégica de estas observaciones no es
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muy clara, pero el hecho de que ratones deficientes en inhibina desarrollen tumores de células
somdticasen ovario y en testfculo sugiere que la accién normal de 1a inhibina pudiera ser 1a supresiGn
tumoral (Hogan, 1993).

Por otro lado, las células de Leydig se observan por primera vez en embriones de 32-35 mm
(aprox. en el dfa 60 de Ia gestacién) y proliferan rdpidamente duranie el tercer mes y la primera
mitad del cuarto mes., después de la diferenciacién de los cordones testiculares primitivos. Las
células de Leydig secretan testosterona, la hormona reguladora de la diferenciacién masculina de
los conductos Wolffianos. Adem4s, la accién de la enzima 5-a reductasa sobre la testosterona

resulta en la 5-o dihidrotestosterona, que induce la virilizacién de los genitales externos masculinos

{Gustafson y Donahoe, 1994),

1.2.2.2 DIFERENCIACION OVARICA

En ausencia de los genes testfculo 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 estrfas fibrosas incapaces de producir hormonas sexuales femeninas durante la
pubertad (Merchant, 1984; Grumbach y Conte, 1992),

En la hembra, la etapa indiferenciada es mds prolongada que la organogénesis testicular; sin
embargo, continda la proliferacién del epitelio celémico y las células germinales crecen y se
convierlen en ovogonias. Entre 1a semana onccava y la doceava (etapa de 80 mm) las ovogonias
entran en la primera profase meidtica (ovocitos primarios) pero se detienen en la etapa de dictiotene
hasta la pubertad en que la accién de AMH en el foliculo induce la continuacién de la meiosis
(George, 1992)

Durante la embriogénesis, €l ovario no secreta AMH ni testosterona. La ausencia de estas dos
se‘iales ocasiona la persistencia de los ductos Mullerianocs y 1a regresién de los conductos Wolffia-
nos, que forman los genitales internos y externos femeninos, respectivamente (Grumbach y Conte,
1992).
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1.1.2 ETAPA FENOTIPICA

En la séptima semana de la vida intrauterina el feto estd equipado con ducios genitales,
masculinos o femeninos, mesonéfricos (Wolfl) y paramesonéfricos (Muller). La diferenciacién
fenotfpica subsecuente es consecuencia de las diferencias anatémicas y estructurales de las génadas
(Gustafson y Donahoe, 1994). En el embrién masculino, la presencia de AMH produce la regresion
de los ductos Mullerianos, mientras que en el femenino la ausencia de AMH da lugar al desarrollo
de trompas de Falopio, ttero y tercio superior de la vagina. Por otro lado, en el hombre la accitn
de la festosterona induce la diferenciacién de los conducios Wolffianos cn conducto deferente,
epididimo, vesfcula seminal y conducto eyaculador. La testosterona actia como prohormona y
mediante 1a accién de la enzima extragonadal 5-o reductasa se convierte en S-o-dihidrotestosterona
que ¢s la hormona responsable de la diferenciacién de los genitales externos masculinos (pene y
escroto). En ausencia de dihidrotestosterona los genitales externos dan lugar al clftoris y a los labios
mayores y menores, El tercio inferior de la vagina proviene del seno urogenital (Kofman-Alfaro y
cols, 1988; Grumbach y Conte, 1992).

1.2 CROMOSOMAS SEXUALES EN EL HUMANO

La diferenciacién morfol6gica gradual de los cromosomas sexuales humanos ha permitido la
especializacion del cromosoma Y en la determinacién sexual y-el mecanismo de compensacién de
dosis para genes ligados al X en la mujer. Este proceso de dimorfismo constituye una innovacién

cn los mamfferos (Affara y Ferguson-Smith, 1994).

1.2.1 CROMOSOMA Y

El cromosoma Y es uno de los cromosomas humanos més pequefios, constitufdo por 60
millones de pares de bases. Si se considera que el contenido de DNA del genoma humano diploide

es6x10” pb, este cromosoma constituye aproximadamente 1% del total. Aun cuando por su tamafio

15



sc sitda con los autosomas del grupo G, las técnicas de tincién de rutina ponen de manifiesto las
siguientes caracterfsticas que distinguen al cromosoma Y de los cromosomas 21 y 22: ¢l Y no
presenta satélites; en ocasiones s¢ observa una constriccion en la mitad del brazo largo; las
cromitidas del brazo largo permanecen paralelas. Ademds, el segmento distal del brazo largo tiene

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

1.2.1.1 ESTRUCTURA

El cromosoma Y humano estd formado por una regién heterocromética y una regién eucromé-
tica. L.a region heterocromadtica estd localizada en la porcion distal del brazo largo (principalmente
en Yq12) yestd compuesta de secuencias altamente repetidas (DYZ1 y DYZ2) (Cooke et al, 1983).
La familia DYZI 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 familia DYZ2
s una subclase del DNA satélite humano I que contiene secuencias ricas en AT, incluyendo una
secuencia Alu por cada repeticién (Frommer et al, 1984). Este DNA satélite s muy variable en
cuanto a su tamailo, constituyendo mdés de Ia mitad (50-70%) del cromosoma en algunos varones
normales mientras que en otros es prdcticamente nulo. Se ha reportado que el cromosoma Y suele
ser mds largo en japoneses, chinos y kirghis que en caucdsicos. Aun no se ha esclarecido la funcién
de estas secuencias repetidas ni se hacomprobado si el tamafio del cromosoma Y tiene algtin efecto
sobre el fenotipo (Bernstein et al., 1986).

Laregion eucromdtica esté localizada en el brazo corto (Yp), enel centr6mero y en el segmento
proximal del brazo largo, teniendo un tamafio casi constante en varones normales. Contiene bloques
de secuencias homdélogas al cromosoma X, familias de secuencias repetidas especificas y todos los
gencs identificados del cromosoma Y (Cuevas-Covarnrubias y Kofman-Alfaro, 1990).

En la regién centromérica del cromosoma Y se encuentra un bloque de DNA satélite alfoide
denominado DYZ3 organizado en unidades de 5.7 6 6.0 kb, que contienen subunidades de 170 pb
(Willard, 1992). Este DNA constitaye aproximadamente el 1% del cromosoma Y. La presencia de

este DNA alfoide en todos los centr6émeros humanos, su especificidad cromosémica y su habilidad

para unir protefnas 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 © pb de DNA del cromosoma Y se pueden subdividir en la region
pscudoautosémica de 1a porcién distal de Yp y en las regiones més 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 recombinacion meidtica lo cual ha evitado la construccidn de un mapa genético por
ligamiento. Sin embargo, la presencia natural de deleciones en individuos viables ha permitido la
construccién de un mapa fisico de los gencs en el cromosoma Y (Vollrath et al,, 1992).

Los genes ZFY, RPS4Yy AMGY del cromosoma Y presentan homaélogos en el cromosoma X
, ZFX, RPS4X y AMGX, respectivamente. Los genes ZFY y ZFX codifican para una protefna con
dedos de zinc cuyas funciones se desconocen (Page et al., 1987a). Los genes RPS4Y y RPS4X
codifican isoformas de Ia protefna ribosémica S4 (RPS4) (Fisher et al., 1990).

La observacién de que deleciones de Yp y de Yq se asocien a talla baja ha llevado a suponer
1a 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 existencia del gene GBY ("gonadoblastoma locus on Y chromosome) en la
regi6n pericentromérica o en el brazo largo del cromosoma Y, responsable de la predisposicién de
las génadas disgenéticas a desarrollar gonadoblastomas y con alguna funci6n fisiol6gica en los
varones normales (Page, 1987), sin embargo hasta la fecha no hay evidencia al respecto.

El andlisis de una delecién terminal en el cromosoma 'Y de 6 varones infértiles, con testiculos
hiprpldsicos, llevd a sugirir Ia localizacién de un gen controlador de la espermatogénesis (AZF) en
la regién Yql1 (Tiepolo y Zuffardi, 1976). Posteriormente, e} estudio molecular en 21 pacientes
con anormalidades estructurales en Yq permiti6 localizar el factor AZF ¢n el intervalo 6 (subinter-
valo XII-X1V) del cromosoma Y (Ma et al., 1992). Utilizando sondas de este intervalo, ausentes en
varones azoospérmicos y oligospérmicos, recientemente, se reporté ¢l aislamiento y caracterizaci6n

de una familia génica, YRRM ("Y chromosome RNA recognition motif"). La expresion de las
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sccuencias YRMM es aparentemente testiculo especifica y constituyen bucnos candidatos para el

locus AZF (Ma et al., 1993).

1.2.1.3 ANORMALIDADES DEL CROMOSOMA Y

Adem4s del polimorfismo que se observa en el cromosoma Y por el tamaiio de la heterocro-
matina en Yq, este cromosoma puede exhibir diferentes aberraciones que no afectan el fenotipo,
ni Ia fertilidad. La més comn de ellas es una inversién que, en la mayorfa de los casos, desplaza
el centrémero a una posicién adyacente al ifmite de la heterocromatina. Se ha sugerido que uno cada
200 varones presenta esta aberraci6én , habiéndose reportado en varias familias y en comunidades
donde este cromosoma Y se¢ encontré en 30% de los varones (Bernstein et al,, 1986). Una
anormalidad estructural m4ds rara que Ia inversion es la presencia de satélites en los brazos largos
del cromosoma Y (Yqs), debida a una translocacién balanceada entre Yq y el brazo corto de un
cromosoma acrocéntrico. Se ha descrito Ia transmisi6n hereditaria de un cromosoma Ygs en una
familia canadiense durante doce generaciones, abarcando m4s de 300 afios (Genest et al., 1977).

Otras anomalfas estructurales reportadas para el cromosoma Y incluyen deleciones, i(Yq),
i(Yp), cromosomas en anillo y cromosomas Y isodicéntricos con uno o ambos centrémeros activos

(Therman y Susman, 1993).

1.2.2 CROMOSOMA X

Es un cromosoma grande, del tamafio y morfologfa del grupo C, constituyendo et 5.3% del
senoma haploide. El mimero de bandas G observadas en el cromosoma X varfa dependiendo de si
Ia tinci6n fue realizada en profase, prometafase o metafase. Se han demostrado m4s de 100
enfermedades ligadas al cromosoma X y han sido localizado m4s de 160 genes, que en su mayorfa

codifican para funciones somdticas (Therman y Susman, 1993),
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1.2.2.1 ESTRUCTURA

Si se sobrepone el patrén de bandas al mapa genético, el cromosoma X podrfa dividirse en
regiones funcionales, la mayorfa reflejo del fenémeno de inactivacién-activacién (Therman y
Susman, 1993).

El extremo distal de Xp es parte de la regién de apareamiento meidtico conel Y, reconocién-

dose un entrecruzamiento en esta regién, denominada pseudoautosémica. Los segmentos de

apareamiento de los cromosomas X y Y siempre permanecen activos y replican sincrénicamente
(Burgoyne, 1982).

Una regién de replicacién temprana, que siempre est4 presente en cromosomas X anormales,
es Xcen-q13. En ella se localizé un gen, XIST ("X-inactive specific transcript"), que siempre
permanece activo en el cromosoma X inactivo (Brown et al 1991).

La region conocida como critica s¢ encuentra en ¢l extremo distal de Xq13 y consiste en dos
segmentos separados por una banda intercalar corta en Xq22. Se ha propuesto que ambas partes
de laregion critica actiian 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 INACTIVACION DEL CROMOSOMA X

Como se expuso anteriormente, los mamfferos poseen cromosomas sexuvales heteromoérficos
y un sistema de determinacién sexual! cromosémico con hembras XX y machos XY, El cromosoma
Y es pequefio, contiene muy pocos genes y su funcion principal es la determinacién 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 micleo de cada célula somética femenina (Rastan, 1994),

En 1949, Barr y Bertram descubrieron un cuerpo adherido a la membrana nuclear que se tefifa
intensamente en neuronas de gato femeninas y estaba ausente en las masculinas. Maés tarde, en
1959, Ohno y colaboradores demostraron que el cuerpo de Barr o cromatina sexual estaba formado

por un cromosoma X condensado. Simultdncamente, Welshons y Russell descubrieron que la
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determinacitn sexual en los mamf{feros dependfa de Ia presencia del cromosoma Y, ya que ratones
XO eran hembras fértiles normales. Finalmente, Lyon observé en el rat6n, que las hembras
heterocigotas para genes ligados al cromosoma X que controlan el color del pelo mostraban
mosaicos de dos colores. Esta variegacién corresponde a la expresion del gen mutado y del normal
(Lyon, 1992).

Estudiando cromosomas X isodicéntricos en células interfdsicas y mitéticas y utilizando
sondas fluorescentes para regiones centroméricas y teloméricas, se observé que el cuerpo de Barr
corresponde a un cromosoma X condensado en una configuracién no lineal con los telémeros muy
préoximos (Walker et al., 1991).

Aunqtie la primera evidencia de la inactivacién del cromosoma X se obtuvo hace més de treinta
aflos el mecanismo molecular del proceso aun no es bien conocido (Lyon, 1992).

En las células femeninas, la inactivacién de la mayor partc de los genes de uno de los
cromosomas X se inicia tempranamente en la embriogénesis (dfas 12 y 18 de la gestacién humana)
y en cada célula el cromosoma X que se inactiva es seleccionado al azar. El proceso de inactivacién
es heredable y ¢l mismo cromosoma X permanece generalmente silencioso en las futuras genera-
ciones celulares (Lyon, 1992).

En marsupiales el cromosoma X de origen paterno ¢s preferencialmente inactivado en todas
sus células. Esta preferencia fue posteriormente observadaen el trofoectodermo y en lineas celulares
del endodermo primitivo de embriones de rata y ratén , y , de manera menos clara, en tejidos
extracmbrionarios humanos (Lyon, 1994). Es interesante sefialar que esta inactivacién no azarosa
constituyé el primer ejemplo de impronta genética en los mamf{feros (Rastan, 1994). En el estadfo
posterior de epiblasto la impronta genética deja de operar, inactivdndose al azar ¢l cromosoma X
paterno o maternc en cada célula en particular. Todos los descendientes 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 diferenciacién (McBurney,
1993).

En mujeres heterozigotas para variantes electroforéticas de la enzima glucosa-6-fosfata
deshidrogenasa se observé que los oocitos formaban un heterodfmero de las dos formas de ta enzima,
demostrando que en la lfnea germinal femenina sc reactiva el cromosoma X inactivo antes de Ia

meiosis (Gartler et al., 1573). La presencia de ambos cromosomas X activoses necesaria para la
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formacidn del folfculo y el subsecuente desarrollo del ovario (Lyon, 1992).

Por otro lado, en la lfnca germinal masculina el Gnico cromosoma X aparenicmente s¢ vuelve
transcripcionalmente inactivo durante la espermatogénesis, condensdndose en paquiteno dentro de
la vesfcula scxual (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 permila el apareamiento normal de
ambos cromosomas homologos en la meiosis femenina , mientras que en la espermatogénesis la
inactivacién del cromosoma X protege de una recombinaci6n entre regiones no homélogas, que
tendrfa un efecto deletéreo en la célula germinal (Jablonka y Lamb, 1988).

Los estudios genéticos en el humano (Matteiet al., 1981} y en el ratén (Rastan y Brown, 1990)
han demostrado que Ia inactivacién depende de 1a presencia de una region definida, el centro de
inactivacion (XIC).

Recientemente, se ha demostrado que los genes homologos localizados en el centro dc
inactivacion, XIST en humanos (Brown et al., 1991) y Xist en 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 inactivacién (Davies, 1991), particularmente los localizados en la
regién psudoautosémica y que tienen homdlogos en el Y, XIST y Xist son los tnicos genes
actualmente identificados que se expresan de Xi. Esta propicdad hace a estos genes candidatos para
iniciar o mantener la tnactivacién del cromosoma X en forma cis; sin embargo, los estudios de

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

1.2.2.3 ANORMALIDADES DEL CROMOSOMA X

Se han descrito anormalidades estructurales del cromosoma X en mujeres con amenorrea
primaria o secundaria, infertilidad, talla baja o fenotipo de Turner (Grumbach y Conte, 1992).

La monosomia del cromosoma X (45,X) o los mosaicos que incluyan una linea 45,X y otra
46,XX 6 46,XY se discutirdn en el capftalo 1.4

La monosomf{a 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 lfnea 45,X (Hall y Gilchrist, 1990),

En general, los cromosomas X estructuralmente anormales replican tardfamente (exceplo cn
las translocaciones balanceadas X:autosomas) y constituyen la cromatina X o cuerpo de Barr
(Grumbach y Conte, 1992).

Se ha estimado que el 28% de las pacientes con sfndrome de Turner presentan altcraciones
estructurales del cromosoma X, siendo 1a mds frecuente (15%) el isocromosoma de brazos largos
1(Xq). Estas pacientes presentan talla baja y estrfas fibrosas, aunque ocasionalmiente menstruan
espontdncamente (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 (De la Chapelle
y Schroeder, 1975).

Entre las deleciones del brazo corto (Xp-) aquellas que incluyen la banda Xp21 resultan en
sfndrome de Turner, mientras que las mds distales estdn asociadas con talla baja y algunas
caracterfsticas de Tumer, pero con génadas funcionales (Fraccaro et al., 1977).

Las deleciones de brazo largo (Xqg-) estdn frecuentemente asociadas con disfuncién gonadal
como Unica caracterfstica, presentando amenorrea primaria o secundaria. Sin embargo, algunas
pacientes presentan caracterfsticas asociadas al sindrome de Turner. Las translocaciones X/autoso-
mas pueden estar asociadas con wna gran variedad de fenotipos dependiendo de si estén o no
balanceadas y det patrén de inactivacion presente en los pacientes. La (X:X) es muy poco frecuente
y en general s¢ presenta como mosaico con una lfnca 45,X. Un anillo de cromosoma X resulta de
la pérdida de ambos extremos de un cromosoma y union posterior de ¢stos. Se presenta frecuente-
mente en forma de mosaico 45,X/46,X,r(X); la mayorfa de las pacientes tienen talla baja y muchas

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

1.3 SECUENCIAS HOMOLGOGAS EN LOS CROMOSOMAS SEXUALES

Los cromosomas X y Y humanos comparien de manera significativa secuencias similares de
DNA , probablemente debido a su origen evolutivo a partir de un par de cromosomas homélogos

ancestrales (Ohno, 1967).

22



Se podrfa asumir que la homologfa de las sccuencias ancestrales haya sido retenida en regiones
funcionalmente importantes de los cromosomas sexuales. Por ejemplo, los cromosomas X y Y
aparean en mejosis asegurando una segregacion correcta durante la gametogénesis, aun cuando son
muy dispares en morfologfa y tamaiio. Esta regién de apareamiento puede abarcar la mayor parte
del brazo corto del cromosoma Y y hasta 27% de Xp a partir del centrémero (Chandley et al., 1984).

La mayoria de Ios genes humanos que se conoce que escapan al mecanismo de inactivacién
del cromosoma X (a excepeion de XIST'y UBEI) presentan un gen homdélogo en el cromosoma Y
(Rappold, 1993). Estos genes homd6logos pueden expresarse activamente en el Y, como en el caso
de ZFX (SchaeiderGidicke et al., 1989) y RPS4X (Fischer et al., 1990) o constituir un psudogene
en el Y, como en los casos de los loci para STS (sulfatasa de esteroide) (Yen et al., 1988), -
KALIG-1/ADML (sfndrome de Kallmann) (Legouis et al., 1991) y GSI (Yen et al, 1992). Por lo
tanto, el hecho de que un gene escape a la inactivacién del cromosoma X parecerfa reflejar una
conducta remanente del par de cromosomas homdlogos ancestrales (Rappold, 1993).

L.a observacion de que todos los genes homdlogos reconocidos en los cromosomas Xy Y se
localizan en Xp (a excepcion de RPS4X) y escapan al proceso de inactivacion ha llevado a formular
la hipdtesis de que estos genes sean de origen autosdémico y hayan sido posteriormente adquiridos
por los cromosomas sexuales. Esta propuesta estd apoyada por el descubrimiento de que los genes
en Xp estdn agrupados en dos autosomas diferentes en marsupiales y monotremas, los cuales
evolucionaron de los euterios hace 150 y 170 millones de afios, respectivamente. Estos datos han
permitido postular que el brazo largo y el brazo corto del cromosoma X tienen aparentemente un

origen diferente (Spencer et al., 1991).

1.3.1 REGION PSEUDOCAUTOSOMICA

Se denomina regi6n pseudoautosémica (PAR) al segmento homdlogo localizado en la porcidn
distal de los cromosomas sexuales (Burgoyne, 1982).

En la mujer los dos cromosomas X son equivalentcs en tamafio y contenido génico y el
apareamiento y recombinacién mei6ticos puede ocurrir tedricamente en cualquier sitio. Sin embar-

20, en el varén se lleva a cabo en la regiones pseudoautosémicas que se¢ localizan en los extremos



de los brazos cortos de tos cromosomas X y Y (PARs), y que abarcan 2.6 y 0.4 Mb, respectivamente.
La (recuencia de recombinacion en la PAR situada en brazos cortos es 10 veces mayor en la meiosis
masculina que en la femenina, probablemente debido a que en [a ovogénesis fa recombinacion
ocurre al azar micntras que en la espermatogénesis sca en un sitio obligado (Hunt y Le Maire, 1992).
La regi6n pscudoautosdmica humana de 2.6 Mb se localiza en la parie distal del brazo corto del
cromosoma X, Xp22.3, y en la parte distal del brazo corto del cromosoma Y, Ypl1.32. Esta region
en el cromosoma X escapa a la inactivacién. Ambas regiones llevan a cabo un ¢vento de
recombinacién obligatorio durante la meiosis masculina (Rappold, 1993).

Durante la primera profase mei6tica, el contacto f{sico entre los cromosomas homélogos resulta
en apareamiento y sinapsis, con la consecuente formacién de un complejo sinaptonémico. En
general, el apareamiento de los cromosomas humanos empieza en sitios muy cercanos a los
telémeros. En el caso de los cromosomas sexuales estc inicio y el entrecruzamiento obligatorio se
realiza en la regién pseudoautosémica. El evento de entrecruzamiento dentro de esta regidn fue
primeramente observado citogenéticamente (Solari, 1974) y posteriormente fue establecido usando
sondas moleculares para seguir la segregacion de fragmentos de restriccién polimérficos de tamafio
variable (RFLP) en drboles genealdgicos (Page et al., 1987b).

Se han detectado varias secuencias "minisatélites” en la regidn pseudoautos6mica, responsa-
bles de 1a gran variabilidad en las secuencias de DNA de los segmentos distales de Xp y Yp. Se ha
propuesto que estos minisatélites representen "sitins calientes” de recombinacién relacionados con
en ¢l aparecamiento cromosémico y/o en la iniciacion de la recombinacién meiética (Jeffreys et al.,
1985).

La region de aparcamicnto entre Xp y Yp es variable, incluyendo la regién pseudoautosdmica
y la mayor parte del brazo corto del Y, ademds de extenderse , en algunos casos, al brazo largo del
Y (Chandley et al., 1984).

El apareamiento de los cromosomas scxuales no ocurre tnicamente entre Xp y Yp, ya que
ocasionalmente se ha observado que se lleva a cabo entre Xq y Yq (Chandley et al., 1984). Se ha
dumostrado la presencia de otra regién pseudoautosémica pequeiia con eventos de entrecruzamiento
entre Xq y Yq (Freije et al., 1992). Recientemente, se determind que esla segunda regién
psudoautosémica consta de 320 kb, translocadas del cromosoma X al Y mediante un evento de

recombinacién mediado por secuencias Alu (Kvaloy et al., 1994).

24



El Ifmite pseudoautosémico (PABY y PABX en los cromosomas Y y X, respectivamenie) esté
definido por el lfmite proximal de recombinacién en PAR y constituye una interfase entre secuencias
sexo-especificas y pseudoautosdmicas. En el humano, el lfmile pseudoautosomico en Yp/Xp estd
marcado por una secuencia Alu seguida de un segmento de 220 pb con una homologfa reducida de
78% (Ellis, 1989).

1.3.2 GENES PSEUDOAUTOSOMICOS

Se han identificado 6 genes en ambos cromosomas sexuales X y Y, que se comportan como
pseudoautosémicos: MIC2 (codifica para un antfgeno de superficie implicado en procesos de
adhesién celular), XE7 (protefna ubfcuota cuya funcién se desconoce), ASMT (codifica para la
enzima acetilserotonfn metiltransferasa o hidroxi indol-O-metiltransferasa, responsable del dltimo
ﬁaso en la sfntesis de la hormona melatonina), ANT3 (codifica para la adenina nucleétido translocasa,
encargada del transporte de ATP y ADP a través de la membrana mitocondrial), /L3RA (codifica
para la subunidad alfa del receptor de interleucina) y GM-CSF (codifica para el receptor alfa del
factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos) (Rappold, 1993).

Recientemente, se ha propuesto un gen para crecimiento en la porcién distal de la region

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

1.4 DISGENESIA GONADAL

Se conocen como disgenesias gonadales aquellos padecimientos que presentan génadas
disgenéticas y diferentes fenotipos. Entre ellas se encuentra el sindrome de Turner, la disgenesia

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

14.1 SINDROME DE TURNER

La apariencia fenotfpica atribuible a la monosomfa del cromosoma X o a sus variantes fue
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descrita por primera vez en 1930 por Ouo Ulrich (Ulrich, 1949). Posteriormente, Turner (1938)
describi6 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 cromosémico del sfndrome 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 cl
niimero correcto de cromosomas en el humano, Ford y cols (1959a ) reportaron que la constitucién
cromosémica en una paciente de 14 afios con sfndrome de Tomer era 45,X .

Actualmente se conocen muchas mds anormalidades somdticas que las observadas por Turner.
Entre ellas estdn: baja viabilidad in utero, linfedema congénito en manos y pies, paladar alto y
arqueado, implantacién baja del cabello, implantacién baja de pabellones auriculares, anormalida-
des renales, coartacién de aorta, miiltiples nevos pigmentados, clinodactilia del quinto dedo, cuarto
metacarpiano corto, etc. Es importante sefialar que el fenotipo es muy variable y que cada paciente
sOlo-se presenta algunos de los estigmas sométicos caracter{sticos (Zinn et al., 1993). Sin embargo,
se puede considerar que el sfindrome de Turner estd asociado con cuatro caracterfsticas clfnicas
principales: (1) fenotipo femenino, (2) baja estatura, (3) infantilismo sexual debido a g6nadas
rudimentarias, y (4) diversas anormalidades sométicas asociadas. Estas caracterfsticas pueden
modificarse por la presencia de una linea cclular celular normal, como en el caso de los mosaicos
(Grumbach y Conte, 1992).

El desarrollo de las técnicas citogenéticas a partir de los afios sesentas permitié reconocer
diversos complementos cromosémicos en pacientes con fenotipo de Turner. En ia tabla 1.1 se
muestran los porcentajes de los principales complementos cromos6micos en pacientes con sfndrome
de Turner.

Las deleciones de brazo corto del cromosoma X son raras y estdn frecuentemente asociadas a
mosaicismo con una linea 45,X. La correlacion cariotipo-fenotipo en 40 pacientes (sin mosaico)
demostré que en presencia de una delecién terminal del brazo corto del cromosoma X (distal a
Xp21) la funci6én ovédrica es normal y no se obsevan estigmas de Turner, con excepci6n de talla
baja. Sin embargo, las pacicntes con deleciones proximales a Xp21 presentan diversos estigmas

de Tumner y disfuncién gonadal (Fraccaro et al., 1977).

Estudios subsecuentes en un nimero mayor de pacientes con fenotipo Turner demostraron
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que sélo 40 a 60% cran monosomicas para ¢l cromosoma X. El resto presenta dos cromosomas
sexuales, uno de los cuales es anormal o bien un mosaico 45,X con una scgunda linca celular con
un cromosoma X o Y estructuralmente normal o anormal (Palmer et al., 1976; Hali, 1990). Sc ha
estimado que 99% de las concepciones 45,X se abortan espontdneamente, por lo que se calcula que
5-10% de los abortos espontdneos y 1-2% de de las concepciones corresponden a monosomfas del
X (Hook y Warburton, 1983). En efecto, un estudio de abortos espontdneos revel6 una incidencia
de mosaicos de 1% mediante andlisis citogenético y 15% por estudios de hibridacion de DNA
(Hassold et al., 1988). Recientemente, el estudio ctotgenético y molecular en linfocitos y {ibroblas-
tos de 87 pacientes con sindrome de Turner demostré que 66.7% eran mosaicos y que $6lo 20.7%
eran 45,X (Held et al., 1992). Estos datos han llevado a sugerir que el mosaicismo ejerce un efecto
fetoprotector y que los casos 45,X que sobreviven a la vida embrionaria y fetal corresponden a
mosaicos cripticos con pérdida gradual de la segunda linea cromosémica (Hook y Warburton, 1983;
Held et al., 1992). Apoyando esta hipétesis, se describié el caso de un cariotipo
45,X(65%)46,X,1(X)(35%) obtenido del diagnéstico prenatal por cultivo de vellosidades coriéni-
cas en una mujer con nueve semanas de gestacién. El embarazo fue interrumpido a las 14 semanas.
El cariotipo encontrado al cultivar células del pericardio y del misculo del producto fue 45, X en el
95% de las células y 46,X,r,(X) en el resto. Los autores concluyeron que todos los casos 45X
correspondan en la vida embrionaria a mosaicos cromosémicos para un X 6 Y estructuralmente
anormales, con pérdida de esta linea por inestabilidad de los cromosomas anormales durante las
divisiones celulares (Kelly et al., 1992).

Las pacientes con sindrome de Turner y mosaico con cromosoma Y o con un marcador
derivado del Y, constituyen un subgrupo clinicamente importante ya que prescntan un riesgo 15 a
20% mayor que la poblacién general de desarrollar gonadoblastoma o disgerminoma (Scully, 1970).
Estas observaciones resaltan la importancia de caracterizar inequfvocamente el origen (X o Y) del
cromosoma marcador en el sfndrome de Turner, lo cual en ocasiones resulta dificil utilizando s6lo
1as técnicas citogenéticas convencionales (Crolla et al., 1988; Lépez-Lépez ct al., 1993).

La diferenciacién normal del ovario requiere la presencia de dos cromosomas X activos. En
los embriones 45,X (que carecen dc un segundo cromosoma sexual) el desarrollo del ovario es
aparentemente normal durante el primer trimestre de gestacion, después del cual hay una pérdida

progresiva de c€lulas germinales y foliculos 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 haploinsuficiencia de uno o
mds genes en el cromosoma X y no a la monosomfa del cromosoma X per se. De acuerdo a este
modelo, el locus responsable debe tener un homélogo en el cromosoma Y, debe escapar el
mecanismo de inactivacién del cromosoma X y transcribirse activamente durante el desarrollo. La
identificacion de estos genes anti-Turner ha sido complicada por la variabilidad fenot{pica entre
individuos con un mismo cariotipo. Sin embargo, se ha intentado su localizacién correlacionando
caracter{sticas fenotfpicas 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 Ia porcion distal del brazo corto incluyendo a la region psudoautosémica.
Varios genes candidatos han sido sugeridos en los ultimos afios, en especial ZFX/ZFY (Page et al.,
1987a} y RPS4X/RPS4Y (Fisheret al., 1990); sin embargo, evidencias posteriores no apoyan a estos
genes como responsables del fenotipo Turner. En una mujer X,1(Y:22) que carecfa de ZFY no se
observaron caracterfsticas de Turner (Page et al., 1990). Por otro lado, se han reportado pacientcs
con cariotipo 46,X,1(Xq) y fenotipo Tumer que expresan RPS4X en dosis mayores al doble (Just
¢tal., 1992) y una mujer 46,XYp- (incluyendo RPS4Y) sin estigmas de Turner (Miiller et al., 1992a).
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TABLA 1.1 Porcentajes de los principales complementos cromosémicos en sindrome de Turner

Cariotipo Palmer y Reichman, Armendares Halletal, Park et al., Held et al., Miranda,
(1976) y (1982) (1983) (1992) (1994)
Salamanca
(1977)
45X 58.2 68.9 55.0 61.2 20.7 53.1
46,X1(Xq) 7.3 10.8 5.5 6.0 5.7 3.5
45,X/46,XX 8.2 6.7 13.4 11.2 17.2 23.5
45,X/46,Xi(Xq) 11.8 10.8 4.7 7.8 12.6 4.7
45,%/46,X1(X) 5.5 1.3 3.9 1.7 3.5 1.2
45.X/46,XY 5.4 2.7 3.1 2.6 2.3 23
45,X/46,Xdel(Xp) 0.9 4.05 0.8 2.6 2.3 23
) 45,X/46, Xdel(Xq) 0 0 1.6 1.7 3.5 1.2
J 45,X/47,XXX 6 1.8 4.0 0.8 0.9 6.9 4.6
45,X/46,XX/47 XXX

45,X/46,X+mar 0 0 0.8 0 18.4 0




1.4.2 DISGENESIA GONADAL MIXTA

En 1961, Bergadd y cols. describieron por primera vez el sindrome de diferenciacién gonadal
asimétrica en pacientes con genitales externos ambigtios, conductos femeninos o masculinos, vagina
normal y asimetrfa gonadal caracterizada por el desarrollo de un testfculo e¢n un lado y una estria
fibrosa del otro. En 1964, Sohval denominé a este padecimiento disgenesia gonadal mixta.

Las disgenesias gonadales con cariolipo 45,X/46,XY exhiben un espectro fenotfpico amplio
que va desde un fenotipo masculino con testfculos disgenéticos, hasta un fenotipo femenino con
estrfas gonadales bilaterales y estigmas somdticos de Turner. Sin embargo, la forma m4s estudiada
ha sido la intermedia, disgenesia gonadal mixta o asimétrica (DGM), en la que los pacientes
presentan asimetrfa gonadal (testiculo de un lado y estrfa fibrosa o ausencia de génada en ¢l otro),
persistencia de estructuras Mullerianas y grado variable de ambiguedad genital. Mas de 1a mitad de
estos individuos tienen baja estatura y la tercera parte presenta muchas caracterfsticas dismoérficas
similares a las encontradas en pacientes con sfndrome de Tumer cldsico (Berkovitz, 1992; Méndez
et al., 1993),

Es diffcil entender el desarrollo de una génada masculina sélo en un lado y no en el otro. De
acuerdo a las teorfas de diferenciacion sexual el predominio de células germinales primordiales XY
6 XO que migran a cada cresta genital influirfa en la diferenciacién gonadal hacia testfculo o hacia
una estrfa fibrosa, respectivamente. Consecuentemente, la diferenciacion testicular y su capacidad
funcional durante la vida fetal y postnatal, asf como las caracterfsticas cl{nicas de los pacienies con
DGM dependerfan del predominio de la Ifnea celular XY 6 XO. La prevalencia de la linea XO
resultarfa en varias de las caracter{sticas clfnicas del sindrome de Turmner: estatura baja, cuello alado,
implantacién baja de pabellones auriculares, paladar arqueado, etc. El grado de masculinizacion
dependerfa de la cantidad de tejido testicular presente (Bergadd et al., 1994). Sin embargo, en un
estudio reciente de 16 individuos con disgenesia gonadal mixta, se observé que no existfa una
corrzlacién entre el cariotipo y el fenotipo (Méndez et al., 1993).

Dado que los gonadoblastomas ocurren muy frecuentemenie en una poblacién muy selecta
-individuos con génadas 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 gonadal mixta desarrollan gonadoblastoma y que 40% de las neoplasias son
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bilaterales (afectan la estrfa fibrosa y el testiculo). Aun cuando el gonadoblastoma es un tumor
benigno, 30% desarrolla un tumor invasivo de células germinales, en general un disgerminoma, por
lo que se considera mandatorio la excisién preventiva de ambas génadas a edad temprana. Ademds,
cuando el sexo de asignacién es femenino la extirpacién temprana de la génada previene la
posibilidad de la funcién androgénica de las células de Leydig del testfculo durante la pubertad, lo
cual resultarfa en masculinizaci6n del individuo (Robboy et al., 1982). Por otro lado, cuando el sexo
es masculino se recomienda la extirpacién preventiva de las génadas (estrfa fibrosa y testiculo
intrabdominal) y de las estructuras mullerianas, debicndo vigilarse en forma periédica los testfculos

intraescrotales (Berkovitz, 1992).

1.4.3 DISGENESIA GONADAL PURA

Descrito por Swyer (1955}, este sindrome se caracteriza por un fenotipo femenino, estatura
normal o alta, estrfas fibrosas bilaterales, infantilismo sexual con amenorrea primaria, habito
eunucoide y cariotipo 46,XY. Las estructuras internas son femeninas con trompas bilaterales, titero
y vagina hipbplésicos. Los genitales externos son femeninos e hipopldsicos (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 ala edad normal de pubertad sugiere
la presencia de un tumor gonadal secretor de andrdgenos, aunque no se ha encontrado una
correlaci6n estricta entre la oncogénesis y el desarrollo mamario (Grumbach y Conte, 1992),

Aunque la mayorfa de los casos son esporddicos y presentan un cariotipo 46,XY, se han
reportado casos familiares con herencia ligada al cromosoma X (Berkovitz et al., 1991) y casos
esporddicos en individuos con duplicaciones del brazo corto del cromosoma X. El andlisis de esta
duplicacién en individuos XY normales y en XY con reversi6n sexuval ha sugerido Ia existencia de
uno o més genes en la porcion distal de Xp, sujetos al proceso de inactivaci6n e implicados en la

diferénciaci6n testicular (Ogata et al., 1992a).
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El andliisis molecular del gen SRY en pacientes con disgenesia gonadal pura XY ha demostrado
que aproximadamente 80% ticnen 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 excepcién de una delecién 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 atribuy§
la reversion sexual a elementos reguladores de SRY (McElreavy et al,, 1992).

En algunos casos, la mutacién en el gen SRY se ha detectado tanto en mujeres XY como en
familiares masculinos normales (Berta et al., 1990; Harley et al., 1992; Hawkins et al., 1992; Jiger
et al., 1991: Jiger et al., 1992a; McElreavy et al,, 1991, Vilain et al., 1992a). Para explicar stos
casos heredados se ha propuesto que la variante de SRY interaccione con cualquicra de dos alelos
de un segundo gen implicado en la determinaci6n sexual. El desarrollo de dos individuos masculinos
normales en esta familia resultarfa de la interaccién de la variante de SRY con el alelo normal del

segundo gen, mientras que la interaccién con el alelo mutado ocasionarfa la reversion 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
en DNA Localizacién Cambio

AA ATG - ATA 64 Met — Tle de novo Berta et al.,1990

IN* GIG - CTG 60 Val = Leu HP Berta et al., 1990

IS del ATTC 122 CcM de novo Jageretal,, 1990

ML TTC - TCC 109 Ser — Phe HP Jager et al., 1992

N1y N2* GTG — CTG 60 Val = Leu HP Vilain et al., 1592
ZB CAG — TAG 83 Gln — * de novo McElreavy et al., 1992
Ca GGA — CGA 95 Gly - Arg de novo Hawkins et al., 1992a
CHMO39 TGG — TAG 70 Trp — * de novo Hawkins et al., 19922
207 AAA - ATA 106 Lys —»Ile ? Hawkins et al., 1992b
208 del A 109 CM de novo Hawkins et al., 1992b
213 ATC - ATG 90 Ile — Met HP Hawkins et al., 1992b

XYF AAG - TAG 92 Lys — * ? Miiller etal., 1992b

SHM60 CGA —» GGA 61 Arg = Gly de novo Affaraetal., 1993

wYs57° CAG — TAG 73 Gln — * HP Affara et al., 1993

wcss” CAG — TAG 73 Gln - * HP Affara et al., 1993

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

GASS5 CGG —» TGG 132 Arg — Trp ? Affara et al., 1993

7 G- A 113 Ala — Thr de novo Zengetal., 1993

failjjreviaturas: del = deleci6n; * = coddn de terminacién;, CM = cambio de marco de lectura; HP = herencia paterna.

, = hermanzs



2.0 OBJETIVOS

(1) Crear un banco de DNA de pacientes con sindrome de Tumer con diferentes cariotipos,

de disgenesias gonadales mixtas 45,X/46,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 sfndrome de Tumer, para detectar

mosaicos cripticos con cromosoma Y.

(3) Esclarecer el origen de cromosomas marcadores en pacientes con sfndrome de Tumer.
(4) Detectar la presencia de los genes ZFY y SRY en DNA aislado de sangre periférica de
pacientes con sfndrome de Turner (en las que se haya detectado secuencias centroméricas
del cromosoma Y) y otras disgenesias gonadales (mixtas y puras).

(5) Correlacionar los hallazgos moleculares con la expresion fenotipica de estos pacientes.

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

diferenciacién sexuval y en otros padecimientos genéticos.
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3.0 MATERIALES Y METODOS

3.1 PACIENTES

Se estudiaron 40 pacientes con diagndstico de sindrome de Tumer, 5 con disgenesia
gonadal mixtay 2 con disgenesia gonadal pura 46,XY.

3.2 ESTUDIOS CITOGENETICOS

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

3.3 ESTUDIOS MOLECULARES

3.3.1 Aislamientc de DNA genémico

Se llevé a cabo mediante una técnica previamente descrita (Escobar y Zamora, 1992) ,
tomando como bas¢ Sml de sangre periférica para las cantidades requeridas en cada paso. Se
coloc6 la sangre en tubos Vacutainer conteniendo EDTA y se centrifugé durante 25min a
3000rpm. Se desech6 el plasma y los giébulos rojos. Se transfiri6 la capa de globulos blancos a
un tubo y se afiadié 1.6ml de solucidn de lisis de glébulos rojos (BLGR: 10mM Tris pH 7.6,
SmM MgCly , 10mM NaCl). Se agit6 suavemente y se centrifugd a 3000 rpm durante 10min.
Se decant6 el sobrenadante . Al bot6n de glébulos blancos restante se le agregé nuevamente
BLGR, se homogenizd y se centrifugé a 3000 rpm durante 10min. Este dltimo tratamiento se
efectud tantas veces como fuera necesario para que la muestra perdiera su color rojo.
Finalmente, se resuspendi6 el bot6n de glébulos blancos en 165mi de BLGR vy se afiadié 1ml de
soluci6n de lisis de gl6bulos blancos (BLGB: 10mM Tris pH 7.6, 10mM EDTA pH 8, 50mM
NaCl, 0.2% SDS , 200pg/ml de proteinasa K). Se incubé en bafio Marfa a 42°C toda la noche.
Se extrajo dos veces con 1 volumen de fenol-cloroformo (1:1) y una vez con | volumen de
cloroformo: alcohol isoamflico (24:1). Se transfirié la fase acuosa a un tubo limpio y se le
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afiadié NaCl 5M hasta una concentracién final de 100mM y 2 volimenes de etano! absoluto a -
20°C. Se colecté el DNA precipitado con una pipeta pasteur de punta curveada. Se lavé el DNA
sumergiéndolo varias veces en etanol al 70%. Se dej6 secar al aire. Se resuspendié en 200-
400ul de TE (10mM Tris-Cl pH 8.0, ImM EDTA pH 8.0). Se conservé a -20°C, manteniendo
una alicuota de 100 ul a 4°C.

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

(a) Se asign6 una clave de identificacién por padecimiento (T: sfndrome de Turner, DG:
disgenesia gonadal mixta y DP: disgenesia gonadal pura) seguida de un niimero progresivo
y del afio en curso. En cuanto a los controles, los masculinos tuvieron ia clave CM y los
femeninos la CF. Ademds, los microtubos que contienen las muestras de DNA se
eliquetaron con diferente color para facilitar su localizacion.

(b) Se realiz6 un andlisis espectrofotomélrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. Se calculé
la concentracién de la muestra de DNA mediante la férmula 1D.0. 260 = 50 mg/ml de
DNA. Una relacion 260/280 cercana a 1.8 se consideré 6ptima (Sambrook et al., 1989).

(c) Se analizaron alfcuotas de 1-2pg de DNA en electroforesis en gel de agarosa 0.8%
tefiido con bromuro de etidio 0.0002%.

3.3.2 Sondas moleculares

Se utilizaron las sondas de DNA pY97 y pDP1007. La primera corresponde a una familia
de secuencias alfoides repetidas de l1a regién centromérica del cromosoma Y humano. Contiene
un fragmento genémico de 5.3 kb en el sitio EcoRI de pUCI3 y detecta por hibridacién DNA-
DNA una banda de 5.5 kb, al digerir el DNA genémico con EcoRI (Wolfe et al., 1985). La
sonda pDP1007 contiene un fragmento genémico de 1.3 kb derivado del cromosoma Y humano
insertado en el sitio HindIII de pUCI3 y detecta por hibridacion DNA-DNA, en DNA genémico
digerido con EcoRlI, una banda de 3.5 kb en Yp11.3 que corresponde al gen ZFY. Esta sonda
hibrida en forma cruzada con el gen homdélogo ZFX en Xp21.3 observdndose 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 Transformacién bacteriana

Para la introduccién de los plasmidos en la cepa IM101 (supE thi A [lac pro AB/F traD
proAB lacl] ) de Escherichia coli se utilizé 1a técnica de cloruro de calcio (Sambrook et al.,
1989 ). Esta consisti6 en cultivar a la cepa bacteriana en 30 ml de caldo cerebro corazén
(CCC) a 37°C con agitacién hasta alcanzar la fase logarfimica, concentraria, resuspenderia en
10 ml solucién de cloruro de calcio (S0 mM CaClp , 10 mM Tris , pH 8.0) e incubarla a 4°C
durante 12-16 h. Posteriormente, a estas células competentes se les agregd el DNA del pldsmido
(10-20 ng/10ml) y se expusicron a un choque térmico de 42° C por 2 min. Se suplemento la
suspensién con CCC y se incub6 a 37° C durante 1 h. Se sembraron alfcuotas de 0.1ml en medio
de cultivo selectivo (agar cerebro corazén + 200mg/ml de ampicilina). Se incubaron a 37°C
durante 24 h,

3.3.4 Purificacién de plasmido

Se utilizé el método de ebullicion (Ausubel et al., 1987). Se inocularon 5 ml. de medio de
cultivo infusién cerebro coraz6n con una colonia bacteriana transformada con el pldsmido
correspondiente y se incubaron toda la noche a 37° C. Se inocularon 500 ml. de medio de
cultivo infusidn cerebro corazén, conteniendo el antibitico correspondiente, con el cultivo
anterior y se incubaron a 37° C durante § h. con agitacion vigorosa. Se cosecharon las bacterias
por centrifugacién a 5000 rpm/ 30 min. y s¢ resuspendendicron en 20 ml. de STET (sacarosa
8%, 0.5% Tritén X-100, 50 mM Tris, 50mM EDTA, pH 8.0) m4s 2 ml. de lisozima (10 mg/ m!
en 25 mM Tris-Cl, pH 8). Se mezci6 suavemente, se llevd a ebullicién en una flama abierta y se
coloc6 en bafio de agua hirviendo por 1 min. Se enfr{6 en baiio de hielo y s¢ centrifugé a 12 000
rpm/ 20 min. Se decant6 el sobrenadante a un tubo limpio y se le agregé 0.6 vol. de
isopropanol. Se mezcl6 por inversién y se dej6 reposar 10-20 min. a temperatura ambiente, Se
centrifugé a 10 000 rpm/30 min. El precipitado se suspendié en TE y se trat6 con RNAsa (100
ug/ ml) a temperatura ambiente durante 1 h.

Se extrajo 1 vez con 1 volumen de fenol, 1 vez con 1 volumen de fenol -cloroformo 1:1 y
i vez con 1 volumen de cloroformo - alcohol isoamflico 24:1. La fase acuosa se precipit6 con 2
volimenes de etanol a -20°C. Se centrifugé y se resuspendi6 en un volumen adecuado de TE. La
pureza e integridad del pldsmido se analizé en gel de agarosa .8% en TBE (0.089 mM Tris
base,0.089mM 4cido bérico, 0.002 mM EDTA pH 8.0) con 0.5 pg /ml de bromuro de etidio.
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3.3.5 Puorificacion de insertos

Se digirieron los pldsmidos con las enzimas apropiadas (pY97 con EcoRI y pDP1007 con
Hind TII). Se separaron los fragmentos resultantes mediante electroforesis en gel de agarosa
0.8%. El aislamiento del fragmento de DNA correspondiente al inscrio de interés se realizd
utilizando nitrégeno liquido (Koenen, 1989). Brevemente, la banda del DNA de interds se corlé
del gel, se colocd en una punta de micropipeta con tap6n de algodén y se incubd por 5 min. en
nitrégeno Hquido. La punta de micropipeta se coloc6 en un microtubo agujerado en la base, que
a su vez s¢ puso en otro microtubo. Se centrifugé durante 5 min a velocidad médxima en una
microfuga. La solucidn acuosa conteniendo el DNA se colect6 en el segundo tubo, mientras que
la matriz de agarosa se queda en la punta de micropipeta. Se afiadié 1/ 10 vol. de 4M LiCl y se
extrajo con un volumen de fenol. El DNA se precipité de la fase acuosa con 3 vol. de etanol a -
20°C. Se centrifugd a 12000rpm/15 min, s¢ dejé secar al atre y se resuspendié en un volumen
adecuado de TE. Se conservé a 4° C. Se calcul6 su concentracién mediante lectura
espectrofotométrica a 260 nm. Se verific6 st peso molecular mediante corrimiento
electroforético.

3.3.0 Marcaje de sondas

El inserto de DNA que se utiliz6 como sonda molecular s¢ marcé radiactivamente
mediante la técnica de hexanucledtidos al azar, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(Amersham, Alyesbury, England). Brevemente, en un microtubo se colocaron 100 ng del inserto
de DNA y 1.25 pl de 1a mezcla de hexanucle6tidos al azar (1.8 mg/ml con BSA 4 mg/ml), ent un
volumen final de 7 pl. Se hirvié durante 2 min y se coloc6 en hielo. Se le agregaron 2.5 ul de
solucién de dNTPs (dCTP, dTTP y dGTP ImM 10X en 250 mM Tris-HC1 pH 7.8 , 25 mM
MgClyp y 50 mM 2-mercaptoetanol) 10 pl de solucién RH 2.5X, 1 pl del fragmento Klenow de
la DNA polimerasa (3-8 U) y 50 pCi de dATP « 32 P. Se afor6 a 25 pl con HoO y se incub6 a
temperatura ambiente 12-18 h, Se paré la reaccion afiadiendo 2 pl de 0.5M EDTA pH 8.0. Se
agregaron 100 pl de TE y se separé el DNA marcado de la marca libre mediante cromatograffa
en columna de Sephadex G-50 en TE (Sambrook et al., 1989). Se calculé el porcentaje de
incorporacién midiendo con un contador Geiger manuval la radiactividad en el tubo y en la
columna.
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3.3.7 Digestion del DNA gendémico

En todos los casos se digirieron 10pug de DNA genémico con 30U de EcoRI (3U/ug) a
37°C durante 18-24 h, Los productos de la digestién se separaron por electroforesis en gel de
agarosa 0.8% en TBE con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio, incluyéndose un marcador de peso
molecular (DNA de fago A digerido con Hind 1II). La electroforesis se realizé durante 18 ha 2
volts/cm para una mejor resolucion de los fragmentos de alto peso molecular (Sambrook et al.,
1989).

3.3.8 Transferencia a filtros de nitrocelulosa e hibridacion DNA-DNA

El DNA fue desnaturalizado in situ sumergiéndo el gel en solucion desnaturalizante (1.5M
NaCl, 0.25M NaOH) durante lh a temperatura ambiente. Posteriormente, se neulralizé
colocando el gel en una solucién neutralizante (1.5M NaCl, IM Tris-Cl pH 8.0) durante 1h a
temperatura ambiente. El DNA del gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa
reforzada con nylon (Duralose UV, Stratagene, La Jolla,CA) de acuerdo al procedimiento
descrito por Southern (1975). Los filtros se prehibridaron a 42° C durante 24 h en 75 pl/em? de
solucién de prehibridacion ( 50% formamida desionizada, 6X SSC [20X es 3M NaCl, 0.3M
citrato trisédico, pH 7.0] 0.5% SDS§, 5X sol. Denhart [ 50X es 1% albimina sérica bovina, 1%
Ficoll 400, 1% polivinilpirrolidona] 100 pg/mi de DNA de esperma de salmén). Se hibridaron
con el inserto de DNA radiactivo a 42° C durante 24 h en 50 ul/cm2 de solucién de hibridacién
(igual férmula que para prehibridacién). Los filtros se lavaron dos veces con 2X SSC/0.1%
SDS a temperatura ambiente y una vez con 0.2X SSC/0.1% SDS a 55° C durante 30 min. Se
expusieron a pelicula X-OMAT K (Kodak, Guadalajara, Jalisco) con pantalla intensificadora
durante 3-5 dfas a -70° C (Sambrook et al., 1989).

3.3.9 Reaccion en cadena de la polimerasa

Se utilizaron 4 pares de oligonucleétidos que se describen a continuacién:
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(1) El par Y1 y Y2 flanquea un fragmento de 170 bp de secuencias alfoides repetidas de la
regién centromérica del cromosoma Y humano (Witt y Erickson, 1989; Wit y Erickson,
1991).

Y1: 5°-ATG ATA GAA ACG GAA ATA TG-3°
Y2: 5-AGT AGA ATG CAA AGG GCT CC-3°

(2) El par X1 y X2 define un fragmento de 130 bp de secuencias alfoides repetidas de la
regién centromérica del cromosoma X humano (Witt y Erickson, 1989).

X1: 5-AATCATCAAATGGAGATTTG-3"
X2: 5-GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA-3”

Para el gen ZFY se utilizé el par TDF4 y TDF5 que limita una regién de 400 pb
(Schneider-Giidicke et al., 1989; Bailey et al 1992).

TDF4: 5°-ATG TGG CTG TCC ACA AAG GT-3°
TDF5: 5°-AAG CTT GTA GACACACTGTT -3

(3) Se amplificé una regién de 609 pb del gen SRY mediante el par SRY1 y SRY2
(Sinclair et al., 1990, Bailey et al,1992).

SRY1: 5- CGA CAA TGC AAT CAT ATG C-¥
SRY2: 5°-TAG CGG TCC CGT TGC TGC-3"

La amplificacion se realiz6 en todos 1os casos a partir de 0.5-1 ug de DNA genémico. Los
oligonucieétidos fueron adquiridos de Bio-Synthesis, Inc., Denton, TX. y los reactivos para la
reaccién en cadena de la polimerasa de Perkin Elmer. Los programas de amplificacion se
realizaron en equipo Techne PHC-1y fueron, respectivamente :

(a) 30 ciclos de 94°C/1min, 55°C/1min, 72°C/1min y 1 ciclo de 72°C durante 9.9 min para
los pares Y1,Y2 y X1,X2;

{b) 30 ciclos de 95°C/1min, 55°C/1.3min, 72°C/1.3min y un ciclo de 72°C durante 9.9 min
para el par TDF4 y TDFS; y
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(c) 33 ciclos de 95°C/imin, 53°C/imin, 72°C/1min y un ciclo de 72°C durante 9.9 min
para el par SRY1 y SRY2.

Los productos de cada reaccién de amplificacién fueron analizados mediante electroforesis

en gel de agarosa 1.5% teflido con bromuro de ctidio 0.0002%, incluyéndose un marcador de
peso molecular (escalera de 100pb 6 pBluescript digerido con Hpal).
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4.0 RESULTADOQOS

Se estudiaron 47 pacientes con diferentes tipos de disgenesia gonadal: 40 con sindrome de

Tumer, 5 con disgenesia gonadal mixta y 2 con disgenesia gonadai pura 46,XY.

Las caracteristicas clinicas 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,X/46,XX en 4 casos, 45,X/46,X+mar en
4 casos, 45,X/46,X1(Xq) en 4 casos, 45,X/46,Xdel(Xp) en 1 caso y 45,X/46,XY en 1 caso.

La Figura 4.1 muestra los cariotipos parciales en sangre periférica de las 8 pacientes
informativas con sfndrome de Turner (T1, T3, T9, T13, T22, T31, T32 y T35). En las pacientes T1,
T9, T13 y T35 se reconocio la presencia de un mosaico con dos Ifneas celulares, una monosémica
parael cromosoma X (45,X) y la segunda con un cromosoma marcador (46,X + mar). El cromosoma
anormal era un anillo pequefic en las pacientes T1 y T9, y de tamaiio intermedio en las pacientes
T13 y T35. Todos los marcadores presentaban Ia regién centromérica tefiida cuando se utilizaron
bandas CBG, y s6lo s¢ observé la presencia de una pequeiiaregién heterocromética en el cromosoma
marcador de la paciente T1. Sin embargo, las técnicas citogenéticas no permitieron identificar con
certeza ¢l origen de los marcadores. La paciente T3 presentaba un mosaico 45,X/46,XY. El
cromosoma Y tenfa caracter{sticas morfoldgicas y bandas CBG sin anomal{as.

La Tabla 4.2 resume los hallazgos moleculares en las 40 pacientes con sfndrome de Turner
estudiadas.

Las Figuras 4.2 a 4.6 muestran los resultados moleculares de las 8 pacientes: 4 casos con
un cromosoma marcador (T1, T9, T13,y T35), 3 pacientes 45,X en las que se detectaron secuencias
del Y (T22, T31 y 32), la paciente T3 con cariotipo 45,X/46,XY y los controles masculinos y
femeninos. El resto de las pacientes no presenté marcadores citogenéticos y ademds fueron
neativas para secuencias del cromosoma Y. En estas pacientes se amplificé en forma paralela y
como control positivo la region centromérica del cromosomna X mediante PCR. La presencia de una
banda de 130 pb en todas ellas demostré que la ausencia de secuencias del Y no es debida a

problemas metodol6gicos {resultados no mostrados).

La hibridacién DNA-DNA con la sonda centromérica Y97 en las 40 pacientes con fenotipo
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Turner revel6 la presencia de una banda de 5.5 kb sélo en las pacientes T1, T3, T22, T31, T32 yen
el control masculino (Figura 4.2). El andlisis por PCR con los oligonucledlidos Y1 y Y2 demostré
la presencia de una banda de 170 pb en las mismas pacientes y en el control masculino, confirmando
la presencia de regiones alfoides centroméricas del cromosoma Y(Figura 4.3). Estos resullados
indican que ¢l marcador de la paciente T1 corresponde a un cromosoma Y y que la paciente T3
presenta un cromosoma Y aparentemente norial. Los casos T22, T31 y T32 con cariotipo 45,X
presentan secuencias centroméricas del Y. En las pacientes T9, T13 y T35 la ausencia de secuencias
centroméricas del Y permilte proponer que los marcadores citogenéticos correspondan a anillos del
X

La hibridacion DNA-DNA con la sonda pDP1007 demostr$ la banda de 3.5 kb correspon-
diente al gen ZFY s6lo en las pacientes T3, 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 oligonucledtidos
TDF4 y TDFS en el DNA de estas pacientes y en 1os controles se observa en [a Figura 4.5. Sélo
se observa la banda especffica de 400 pb en las pacientes T3, T31 y T32 y en el control masculino,
confirmando los hallazgos de la hibridacién DNA-DNA con pDP1007. En el caso T3 con cariotipo
45,X/46,XY se confirma la presencia de esta region del cromosoma Y. En los casos T31 y T32 se
identifica el gen ZFY en el genoma de estas pacientes, citogenéticamente 45,X. La ausencia de
ZFY en la paciente T1 indica que el punto de ruptura en la formacién del anillo estd por debajo de
laregion Yp11.3. En las pacientes 19, T13 y T22 no se observé la banda correspondiente a ZFY.

El gen SRY sélo fue analizado por PCR. La Figura 4.6 muestra los resultados de esta
amplificacién en las 8 pacientes Turner antes sefialadas y en los controles. S6lo se observé la
presencia de una banda de 609 pb correspondiente a SRY en las pacientes T3, T31 y T32. En el
primer caso, T3, con cariotipo 45,X/46,XY indica la presencia de SRY en el cromosoma Y, mientras
~ue en T31 y T32 demuestra 1a existencia de esta regi6n de Yp en el genoma. La ausencia de SRY
en T1 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 T32 (Ycen+, ZFY+, SRY+), lo que condujo a
la revisién de los cariotipos originales y al andlisis de 500 metafases en cada caso. En 2 pacientes

(T22 y T31) el cariotipo fue 45,X en todas las células analizadas, en cambio en la paciente T32 se

43



reconocié un cromosoma marcador en 2 de 500 metafases.

La Tabla 4.3 muestra las caracterfsticas clfnicas ¢ histopatolégicas de 5 pacientes con
disgenesia gonadal mixta. En la Tabla 4.4 sc muestran los hallazgos citogenéticos en cstos
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
Tabla4.5.

La Figura 4.7 muestra la hibridacién 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 excepcién del control femenino, todos los casos son positivos para
la regién centromérica del cromosoma Y. Estos datos se confirmaron por PCR utilizando los
oligonucleétidos Y1 y Y2 (Figura 4.8).

Las Figura 4.9 muestra la hibridacién DNA-DNA utilizando la sonda pDP1007 en los 5
pacientes con disgenesia gonadal mixta (4.9a) y en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura
46,XY (4.9b) y en controles masculinos y femeninos. En todos los casos, con excepcitn del control
femenino, se observé 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 andlisis del gen ZFY mediante PCR
confirmo los resultados observados con la sonda pDP1007 (Figura 4.10).

La electroforesis en gel de agarosa de los productos amplificados mediante PCR utilizando los
oligonuciedtidos SRY1 y SRYZ 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 observaen la Figura
4.11. La banda de 609 pb correspondiente al gen SRY estuvo presente en todos los pacientes y en
el control masculino, no observindose 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.
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TABLA 4.1 Caracteristicas clinicas y citogendticas de 40 pacientes con fenotipo de Turner.

Paciente  Edad Motivo de  Talla Estigmas de Turner* Cariotipo
(afios)  consulta.  (m) inicial
pC CV NP MC C ccC

Tl 26 Infertitidad 142  + + + - - + 45,X/46,X+mar

T2 22 Amenorrea p. 131+ + + + + + 45,x

T3 26 Amencrreap. 1.3 + + + + + + 45,X/46,XY

T4 18 Amenorreap. 129+ + + - - + 45X

TS5 15 Talla baja 126+ + + - + + 45X

T6 27 Amenorreap. 133 0 + + + + - + 45X

T7 20 Amenorreap. 134 4+ + + - - + 45X

T8 16 Talla baja 127+ + + + + + 45X

T9 9 Ohesidad L3+ + + - - + 45,X/46,X +mar

Ti0 17 Talla baja 128 + + + - - + 45,X

Tl 33 Infertitidad 132 - + + - - + 45X

T12 11 Talla baja 1.07 + + + - + + 45X

Ti3 11 Talla baja 108 - + + + - + 45,X/46,X+mar

Ti4 32 Infertilidad 137 - + + . - + 45,X/46,Xi(Xq)

Tis 13 Talla baja [.18 + + - - - + 45X

Tio 16 Amenorreap. 130+ + + - - + 45X

T17 25 Cardiopatia 1.3% - + - + + - 45X

T18 3] Talla baja 1.06 + + + - + + 45.X

T19 24 Amenomreap. 126+ + - - - + 45,X

T20 18 Cardiopatia 1.2+ + + - + + 45X

T21 22 Obesidad/ 128 + + + + - + 45X
taila baja

T22 13 Talla baja 138 - + - - + 45,X

T23 a7 Abdomen 1.34 - + - - + 45,X/46,Xdel(Xp)
agudo

T24 17 Talla baja 127  + + + + - + 45X

T25 19 Amenorrea p.  1.39 - - + - - + 45,X/46,XX

T26 20 Amenorreap. 129+ + + + - + 45,X/46,XX

T27 17 Talla baja/ 123 - + + - . + 45,X/46,Xi(Xq)
amenorrea p.

T28 10 Talla baja .12+ - - - + + 45X

T29 20 Amenomreap. 127  + + + + + 45X

T30 6 Talla baja 0.98 + - - - + 45X

T3t 14 Talla baja 126 - + - + + + 45X

T32 15 ‘Falla baja 130+ - - + - + 45X

T33 21 Amenorreap.  [.32 4+ + + - - + 45X

T34 14 Talla baja 123+ + - - - + 45X

T35 14 Cardiopatfa 1.32 - - + - + + 45,X/46,X+mar

36 18 Talla baja / 1.31 - + + - + + 45,X/46,Xi(Xq)
amenorrea p.

T37 18 Megacolon 1.31 Ex + - - + 45,X/46,Xi(Xq)

T38 26 Esterilidad .36 - - + - - + 45,X/46,XX

T39 24 Amenorreap. 140 - - + + + - 45,X/46,XX

T40 19 Amenorreap. 129 - - + + + + 45X

* Abreviaturas: PC: pteryginm coli; CV: cubitus valpus; NP nevos pigmentados; MC: 40 metatarsiano y metacarpiano coros;
C: clinadactilia bilateral del 5° dedo; CC: cuello corto.
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TABLA 4.2 Hallazgos moleculares y cariotipos definitivos en 40 pacientes con sindrome de Turner.

Paciente Hibridacién DNA-DNA PCR
Y97 ZFY ZFX Y1Y2 ZFY SRY Cariotipo definitivo % de lineas mosaico

T1 + - + + - - 45,X/46,Xr(Y) 10790
T2 - - + - - - 45, X* 100
T3 + + + + + + 45, X/46, XY 60/40
T4 . - + - - - 45 X* 100
TS5 - - + - - - 45,X* 100
T6 - - + - - - 45,X* 100
T7 - ; + - . - 45,X* 100
T8 - - + - - - 45, X* 160
% - - + - - - 45,X/46,Xr(X) 84d/16
TI10 - - + - - - 45, X* 100
TiI - - + - - - 45, X* 100
Ti2 - - + - - - 45,X* {00
Ti3 - - + - - - 45,XH6,Xr{X) 88/12
T14 - ] + - - . 45,X/46,Xi(Xq) 70/30
TIS - - + - - - 45, X* 160
TI16 - - + - - - 45, X* 100
T17 - - + - - - 45, X* 100
TIS - - + - - - 45, X* 100
T19 - - + - - - 45,X* 100
T20 - - + - - - 45,X* 100
T21 - - + - - - 45, X* 100
T22 + - + + - - 45X 100
T23 - - + - - - 45,X/46,Xdel(Xp) 05/35
T24 - - + - - - 45, X* 100
T25 - - + - - - 45,X/46,XX 52/48
T206 - - + - - - 45,X/46,XX 40/60
27 - - + . - . 45,X/46,Xi(Xq) 38/72
T28 - + - - - 45,X* 100
T29 - - + - - - 45,X* 100
T30 - - + - - - 45 X* 100
T31 + + + + + + 45X 100
T3z + + + o+ + + 45,X/46,Xr(Y) 99.6/0.4
T33 - - + - - - 45, X* 100
T34 - - + - - - 45,X* 100
T35 - . + . - . 45,X/46,Xr(X) 62/38
T36 - - + - - - 45,X/46,Xi(Xq) 57443
T37 - - + - - - 45,X/46,Xi(Xq) 80720
T38 - - + - - - 45,X/M46,XX 72128
T30 - - + - - - 45,X/46,XX 45/55
T40 . _ + - - - 45 X* 100

*S6lo e descarté mosaicismo XY, pero no la presencia de una linea XX.
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TABLA 4.3 Hallazgos citogenéticos en 5 pacienies con disgenesia gonadal mixta.

Paciente Cariotipo % de células XO % de células XY
Sangre Gonadas * Sangre Gonadas *
DGl 45,X/46,XY h o} ND 46 ND
DG2 45,X/46,XY 46 ND 54 ND
DG3 45,X/46, XY 90 100 10 0
DG4 45,X/46,XY 86 ND 14 ND
DG5S 45,X/46,XY 80 80 20 20

*Los estudios citogenéticos en las génadas fueron realizados en el Depto. Biologfa de la
Reproduccién, INNSZ

ND: no determinado

TABLA 4.4 Caracterfsticas clfnicas de 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY.

Paciente Edad (afios) Sexo de Talla (m) Genitales (Génadas Desarrollo
asignacion £x{emos mamario
DPl 18 Femenino 1.70 Femeninos Estrias fibrosas Negalivo
hipoplasicos  intrabdominales
DP2 24 Femenino 1.74 Femeninos Estrias fibrosas Negativo
hipoplasicos  intrabdominales
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TABLA 4.5 Caracterfsticas clfnicas e histopatolgicas de 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta.

Paciente Edad Fenotipo Estigmas de Genitales Gonada Genitales internos
(aflos/meses) Tumer externos
derecha izquierda derecha izquierda
DG 1/8 Masculino Metacarpiano Falo 3.0 cm Estria Testiculo Trompa de Epidfdimo
bilateral corto. Hipospadias intraescrotal Falopio
Manchas "café  peneoescrotal
aw lait”
DG2 /1 Masculino  Cuello corto y Falo 2.5 cm Estria Testculo Trompa de Epididimo
alado Hipospadias inguinal Falopio
pencoescrotal
DG3 2710 Masculino Implantacién Falo 4.0 cm Estrfa Testiculo Trompa de Epididimo
baja de cabello Hipospadias intraescrotal Falopio
Cuello corto perineoescrotal
Miiltiples nevos  Vello pibico
escaso
DG4 1710 Masculino Implantacién Falo 3.0 cm Testiculo Estria Epididimo Trompa de
baja de cabello Hipospadias inguinal Falopio
Cuello corto vy peneoescrotal
alado
DG5S 70 Masculino  Asimetria facial Falo 3.0 cm Estria Testiculo Trompa de Epididimo
Paladar alto Hipospadias inguinal Falopio

perinecescrotal




TABLA 4.6 Hallazgos moleculares en 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta.

Pacieante Hibridacion DNA-DNA PCR
Y47 ZFY ZFX YIY2 ZFY SRY
DG + + + + + +
DG2 + + + + + +
DG3 + + + + + +
DG4 + + + + + +
DGS + + + + + +

TABLA 4.7 Hallazgos moleculares en 2 pacientes con disgenesia donadal pura 46,XY.

Paciente Hibridacién DNA-DNA PCR
Yo7 7Y ZFX Yiv2 rADd SRY
DP1 + + + + + +
DP2 + + + + + +
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Figura 4.1. Cariotipos parciales de las ocho pacientes informativas con
sindrome de Turner (T1, T3, T9, 713, T22, T31, T32 Y T35).
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Figura 4.2. Hibridacion DNA-DNA utilizando la sonda Y97,
CF:control femenino; CM: control masculino; T1, T3, T9, T13, T22, T31,
T32 y T35: pacientes con sindrome de Turner. Los nlimeros corresponden al
peso molecular {kb) de fragmentos de DNA del fago lamda digerido con
Hindlll. Los carriles CM, T1, T3, T22, T31 y T32 muestran una banda de
5.5kb («) correspondiente a la regién centromérica del cromosoma Y.
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Figura 4.3. Andlisis de los productos amplificados mediante
PCR utilizando los oligonucledtidos Y1 y Y2 en gel de
agarosa 1.5% tefiido con bromuro de etidio. M1: marcador de
pesoc molecular (escalera de 100 pb); CM: control masculino;
CF:control femenino; T1, T3, 79, T13, T22, T31, T32, T35: pacientes
con sindrome de Turner. Los carriles CM, T1, T3, T22, T31 Y T32
muestran una banda de 170 pb{<) correspondiente a la regién
centromérica del cromosoma Y.
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Figura 4.4 Hibridacion DNA-DNA utilizando la

sonda pDP1007.71, T3, 79, T13, T22, T31, T32y T35:
pacientes con sindrome de Turner; CF: control femenino; CM:
control masculine. Los nudmeros corresponden al peso
molecular {kb} de fragmentos de DNA del fago lamda digerido
con Hindlil, Los carriles T3, T31, T32 y CM muestran una
banda de 3.5 kb (<) correspondiente al gen ZFY (Yp11.3).
En todos los carriles se reconoce una banda de 1.8 kb{<)
correspondiente al gen ZFX (Xp21.3).

53



- > ap)
= O = —

3 LT ey R A A HE 0 el LT BN AL TR L RN A S B R LR e P B T ST A B TS S G T b d T i B i

4

13
79

e e om SR < 61t

Figura 4.5 Andlisis de los productos amplificados mediante
PCR utilizando los oligonucledtidos TDF4 y TDFb en gel de
agarosa 1.5% teiido con bromuro de etidio. M1: marcador
de peso molecular {escalera de 100 pb); CM: control masculino; T1,
T3, 79, T13, T33, T31, T32 y T35: pacientes con sindrome de Turner;
CF: control femenino ; M1: marcador de pesoc molecular (escalera de
100 pb). Los carriles CM, T3, T31 vy T32 muestran una banda de 400
pb correspondiente a ZFY ().
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Figura 4.6. Anélisis de los productos amplificados mediante PCR
utilizando los oligonucliedtidos SRY1 y SRY2 en gel de agarosa
1.5% teiiido con bromuro de etidio. M1: marcador de peso molecular
(escalera de 100 pb); T1, T3, T9, T13, T22, T31, T32 y T35: pacientes con
sindrorme 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. Hibridacion 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, XY. Los numeros
corresponden al peso molecuiar {kb) de fragmentos de DNA del fago lamda
digerido con Hind/ll. Los carriles CM, DG1, G2, DG3, DG4, DG5, DP1 y DP2
muestran una banda de 5.5 kb { «) correspondiente a la regién centromeérica del
cromosoma Y.
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Figura 4.8. Analisis de los productos amplificados mediante
PCR utilizando los oligonucledtidos Y1 y Y2 en gel de
agarosa 1.5% teitido 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, DG2Z, DG3, DG4, DG5, DP1 y DP2 muestran una banda de
170 pb (<} correspondiente ala regién centromérica del cromosoma Y.
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Figura 4.9. Hibridacién DNA-DNA utilizando la sonda pDP1007.

(@) CF:control femenino;CM: control masculino; DG1-DG5: pacientes con disgenesia gonadal mixta;

(b} DP1, DP2: pacientes con disgenesia gonadal pura 48,XY; CF: control femenino; CM: control
masculino. Los ndmeros corresponden al peso molecular {kb) de fragmentos de DNA del fage lamda
digerido con Hind/ll. Los carriles CM, DP1, DP2, DG1, DG2, DG3, DG4 y DGS muestran una banda

de 3.5 kb{ <} 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 4.10. Andlisis de los productos amplificados
mediante PCR utilizando los oligonucleétidos TDF4 y TDF5
en gel de agarosa 1.5% teiiido con bromuro de etidio. m1:
marcador de peso molecular (escalera de 100 pb); CM:control
masculino; CF: control femenino; DG1-DGb: pacientes con disgenesia
gonadal mixta; DP1, DP2: pacientes con disgenesia gonadal pura
46,XY. Los carriles CM, DG1, bG2, DG3, DG4, DGH, DP1 y DP2
muestran una banda de 400 pb correspondiente a ZFY(«).
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Figura 4.11. Analisis de los productos amplificados mediante PCR
utilizando los oligonucledtidos SRY1 y SRY2 en gel de agarosa 1.5%
tefiido con bromuro de etidio. M2: marcador de peso molecular {pBluescript
digerido con Hpal: 713, 489, 404, 367, 242, 190, 147, 118 pb); CM: control
masculino; CF: contro! femenino; DG1-DG5: pacientes con disgenesia gonadal mixta;
DP1, DP2: pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY; M2: marcador de peso
molecular (pBluescript digerido con Hpal:713, 489, 404, 367, 242, 190, 147, 118
pb). Los carriles CM, DG1, DG2, DG3, DG4, DG, DP1 y DP2 muestran una banda
de 609 pb correspondiente SRY («).



5.0 DISCUSION

En los mamfferos, el papel crucial del cromosoma Y en la determinacién sexual masculina
estd bien establecido debido a la presencia en Yp del factor determinante testicular TDF (McLaren,
1988). En la bisqueda de TDF, originalmente se reconocié al gen ZFY que codifica para una
protefna con dedos de zinc, un motivo de unién a DNA presente en algunos factores de transcripcion
(Page et al., 1987a). Este gen se descarté como TDF ( Bull et al., 1988; Sinclair et al., 1988;
Koopman et al., 1989; Schneider-Gidicke et al., 1989; Palmer et al., 1989; Verga y Erickson, 1989
} y aun cuando su funcién no es clara, su expresién ha sido demostrada en todas las células. Esto
sugiere una funcion celular general y no una participaci6n en un evento especffico del desarrollo
(Eau y Chan, 1989; Schneider-Giidicke et al., 1989; Erickson et al, 1993 ). Por otra parte, la presién
sclectiva para mantener este gen en el cromosoma Y durante la evolucién de los mamfiferos sugiere
que tenga una funcién especffica en el sexo masculino. La observacién de que la expresién de los
homdlogos murinos Zfy-1 y Zfy-2 es dependiente de la presencia de [as células germinales, permite
preponer que estos genes estén relacionados con el proceso de espermatogénesis (Koopman et al.,
1990).

Considerando que el sfndrome de Turner pudiera ser resultado de 1a haploinsuficiencia de uno
o mds genes del cromosoma X, que escapen al mecanismo de inactivacion y que presenten un
homélogo funcional en el Y, los genes ZFY y RPS4Y, han sido sugeridos como genes anti Turner
( 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 localizé al gen SRY en una regién de 35 kb proxima al Ifmite pseudoautosémico
en la porcidn distal de Yp en pacientes con reversién sexuval (varones XX y mujeres XY). El gen
SRY codifica para una protefna con capacidad de unién a DNA por lo que se asume actiia como un
factor de transcripcion especffico de secuencia (Sinclair et al., 1990). La evidencia actual indica
gueel genSRYesequivalente a TDF: enratones XX transgénicos para Sry 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; Jiger et al., 1990; Hawkins et al., 1992a y 1992b; Affara
et al., 1993).
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El hallazgo de estos genes especificos del cromosoma Y ha permitido el estudio molecular en
pacientes con diferentes tipos de disgenesia gonadal. El término " disgenesia gonadal® fue utilizado
antes de que se realizaran andlisis citogenéticos para definir a individuos con genitales femeninos,
estructuras Miillerianas normales y estrfas {ibrosas. De estos pacientes, algunos tenfan estigmas de

Turner y otros carecfan de ellos {Berkovitz, 1992).

Con el prop6sito de reconocer la presencia de secuencias del cromosoma Y en individuos
mexicanos con diferentes tipos de disgenesia gonadal , en el presente trabajo se analizaron 40
pacientes con sfndrome de Turner, 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta y 2 pacientes con

disgenesia gonadal pura 46,XY.

El sfndrome de Turner es una de las anormalidades cromosémicas m4s 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 Ifnea celolar con un
cromosoma X ¢ Y estructuralmente normal o0 anormal (Hall y Gilchrist, 1990).

En la presente investigacién, los estudios citogenéticos en sangre periférica de las 40 pacientes
con fenotipo Turner mostraron un complemento cromosomico 45,X en 25 de los 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,X/46,X+mar (5 casos), 45,X/46,Xdel(Xp) (1 caso) y 45,X/46,XY (1 caso).

Es importante sefialar que en este estudio no se analizé la frecuencia de mosaicos con
cromosoma X, porlo que la frecuencia del cariotipo 45,X (62.5%) debe tomarse con cierta cautela.
Ademads, si se considera el efecto fetoprotector del mosaicismo (Held et al., 1992; Kelty et al., 1992)
es de suponerse que varias de las pacientes estudiadas presenten una secgunda lnea celular con
cromosoma X normal o anormat.

Diversos estudios han demostrado que el tamafio citogenético del cromosoma marcador no
es un; factor suficiente para su identificacién (Johnson et al., 1991; Cooper et al., 1991; Lindgren et
at,, 1992), No obstante, los estudios moleculares en pacientes con sfndrome de Turner han permitido
reconocer el origen de cromosomas marcadores y la presencia de mosaicos cripticos no detectados

mediante técnicas citogenéticas convencionales (Gemmill et al., 1987; Stalvey et al., 1988; Lépez
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etal., 1993). Ademds, debido al clevado riesgo (15-20%) gue ticnen estas pacienies de desarrolar
gonadoblastoma o disgerminoma cuando presentan mosaico con cromosoma Y o con un marcador
derivado del Y, es importante la caracterizacin de_cromosomas marcadores y la deteccidn de
mosaicos ocultos ( Verp y Simpson, 1987; Page, 1987; Scully, 1970).

Los estudios moleculares utilizando las sondas Y97 y pDP1007 en hibridacion DNA-DNA y
oligonucle6tidos para la regién centromérica del cromosoma Y y para los genes ZFY y SRY
mediante PCR, revelaron que 5 pacientes con sindrome de Tumer (T1, T3, T22, T31 y T32)
presentaban secuencias del Y. Los casos T1 (45,X/46,X + mar) y T22 (45,X) s6lo fueron positivos
para la region centromérica (Ycen), tanto por hibridacién DNA-DNA con la sonda Y97 como
mediante PCR con los oligonucleétidos Y1 y Y2 . En cambio, las pacientes T3 (45,X/46,XY), T31
y T32 (45,X) fueron positivas tanto para la regién centromérica como para los genes ZFY y SRY.
Estos datos permiten concluir que el marcador de la paciente T1 (Ycen+, ZFY-, SRY-) corresponde
2 un anillo del cromosoma Y, cuyo punto de ruptura estd por debajo de Ypl11.3. La paciente T22,
citogenéticamente 45,X, tambi€n fue positiva para Ycen y negativa para los genes ZFY y SRY.
Estos resultados sugieren la presencia de un mosaico criptico con una segunda lfnea celular con
cromosoma Y anormal, posiblemente similar al de T1. Los casos T3 (45,X/46,XY), T31 (45X) y
T32 (45,X) [ueron positivas para la region centromérica y para los genes ZFY y SRY. En T3 se
confirmé la normalidad de Yp, mientras que las pacientes T31 y T32 fueron consideradas como
mosaicos ocultos con una segunda lfnea celular con cromosoma Y normal 0 anormal,

El hallazgo de secuencias del cromosoma Y en las pacientes T22, T31 y T32, citogenética-
mente 45,X, condujo a una segunda revision citogenética cn sangre periférica. Se identificé un
cromosoma marcador en 2 de 500 células analizadas cn el caso T32, mientras que en los casos T22
y T31 s6lo se observaron 500 metafases 45,X. En éstas dos dtimas pacientes, el anélisis citogené-
tico en otros tejidos podrfa revelar una segunda Ifnea celular con un cromosoma Y normal o
anormal.

Aun cuando el nimero de pacientes analizadas es pequeiio (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 sfndrome de
Turner que presentan mosaicismo con cromosomas Y han sugerido que la integridad del cromo-

soma, particularmente la presencia de la regién distal heterocromética Yqh, es un requisito para la
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aparicién del tumor (Lukusa et al., 1986). Sc ha postulado la existencia de un gen GBY en ¢l brazo
largo o en la regién pericentromérica del cromosoma Y, responsabie de la predisposicion de las
go6nadas disgenéticas a desarrollar gonadoblastomas y con alguna funcién fisiolGgica en los varones
normales (Page, 1987). Ademds, se ha sugeridoque enestas pacientes el gonadoblastoma se origine
por un proceso de dos eventos, el primero serfa laexistencia de una gonada disgenética y el segundo,
1a actividad de un gene (GBY) localizado en o cerca de Ygh (De Arce et al., 1991). De acuerdo a
la evidencia citogenética se asume que las pacientes T1 y T3 presentan la regi6én Yqgh, mientras que
en la paciente T32 el tamaiio del marcador es tan pequeifio que no permite la deteccién citogenética
de esta regién. En los casos T22 y T31 el andlisis citogenético no permitié la identificacién del
cromosoma Y, por lo que se desconoce su estructura. Sin embargo, como las evidencias respecto
ala asociacién de Yqh con el desarrollo tumoral no son concluyentes, en todas las pacientes positivas
para el cromosoma Y (T1, T3, T22, T31, T32 y T35) se sugiri6 la extirpacion preventiva de las
estr{as fibrosas para ¢vitar el riesgo de malignizacién.

Las demads pacientes con sfndrome de Turner (n=35) fueron negativas para todas las secuencias
del cromosoma Y analizadas. Este hallazgo permitié 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 clfrico no incluyé la extirpacion de las génadas.

Es interesante sefialar que cuando los anillos provenientes del cromosoma X son pequeifios
las pacientes con sfndrome de Turner tienen un riesgo elevado de presentar retraso mental,
convulsiones, estrabismo, infecciones 6ticas y displasia pigmentaria. Ademds, tienen talla mds
baja y cabeza mds pequefia que el promedio de pacientes con fenotipo Turner. Se ha propuesto que
este fenotipo severo sea debido a la pérdida de la regi6n del centro de inactivaci6n (gen XIST)
localizada en Xq13. Esta delecién ocasionarfa la falta de inactivacién en los r(X) pequefios (van
Dyke et al., 1992). Sin embargo, también se ha observado retraso mental en casos con r(Y)
pequefios y con r(X) grandes y se ha demostrado la replicacién tardfa de r(X) pequefios y la
expresin de XIST en algunos pacientes afectados (Dennis et al., 1993). En nuestra poblacion, ni
las pacientes T1 y T22 con r(Y) ni las pacientes T9, T13 y T35 con r(X) presentaron retraso mental
atin cuando el tamaiio del r(X) en T9 es pequeiio.

Se ha sugerido la presencia de un gen (es) responsable del crecimiento en la regién pseudoau-
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tosémica distal deYp (Ogata et al., 1992¢). La estatura (1.42 m) de la paciente T1 (45,X/46,X+mar)
llama la atencién por ser mds elevada que la habitualmente observada para este padecimiento en
nuestra poblacién (1.32 0.06 m) (Arenas,1989). Es posible que este gen se haya perdido en la
formacién del anillo, pero probablemente se haya conservado la regién que controla la estatura en
Yqll (Alvesalo etal., 1981). No obstante, Ias demds pacientes con secuencias del Y (T3, T22, T31
y T32) presentan una estatura dentro del rango para sfndrome de Turner en nuestra poblacién.
Este estudio demuestra la importancia de los estudios moleculares en pacientes con fenotipo
Turner. Para propdsitos précticos, la utilizacién de la sonda Y97 en hibridacién DNA-DNA o el uso
de los oligonucledtidos Y1 y Y2 por PCR es probablemente suficiente para verificar la naturaleza
del cromosoma sexual marcador o para identificar mosaicos crfpticos con cromosoma Y en
pacientes con fenotipo de Tumner. Sin embargo, el estudio molecular de otras regiones génicas del
cromosoma Y permite analizar su posible implicaci6n en la etiologfa del padecimiento. La presencia
del gen ZFY en las pacientes T3, T31 y T32 contradice la propuesta de que ZFY sea un gen
antiTurner, aunque con la metodologfa utilizada no se puede descartar una mulacion. Es importante
sefialar la presencia del gen SRY en estas mismas pacientes. Este gen, equivalente de TDF, determina
el desamrollo testicular en la génada indiferenciada; sin embargo, las pacientes T3, T31 y T32
presentarn estrfas fibrosas bilaterales. Esto podrfa deberse a la presencia de 1a Ifnea celular 45,X y/o

a una mutacin en el gen SRY.

En 1962, Bergadd y cols. describieron un tipo de disgenesia gonadal caracterizada por
ambigiiedad de genitales externos y la presencia de testfculo de un lado y estria fibrosa contralateral,
denomindndola disgenesia gonadal asimétrica. Del lado del testiculo se observaron derivados
Wolffianos y del lado de la estrfa derivados Millerianos. 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. L.a mayor parte de estos pacientes exhiben un cariotipo
45,X/46,XY, aunque también pueden presentar otros complementos cromosémicos tales como
46,XY; 45X/47,XXY 6 45X/47,XYY. El cromosoma Y de estos pacientes puede ser normal o
presentar alguna alteracidn estructural (Berkovitz, 1992). Sin embargo, se ha demostrado que en
presencia de un cariotipo 45,X/46,XY se observa un amplio espectro fenotfpico que va desde

masculino con testiculos disgenenéticos bilaterales, pasando por la disgenesia gonadal mixta, hasta
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pacicentes con fenotipo Turner y estrfas gonadales bilaterales (Kofman-Alfaro et al,, 1981).

En los 5 pacientes con disgenesia gonadal mixta, el andlisis citogenético en sangre periférica
reveld un cariotipo 45,X/46,XY. El estudio citogenético en génada s6lo se realizé en los casos DG3
y DGS5. No obstante, no fue posible correlacionar los hallazgos citogenéticos con el fenolipo en
ninguno de los casos.

El andlisis molecular en el DNA aislado de sangre periférica de los 5 pacientes con disgenesia
gonadal mixta reveld la presencia de la region centromérica y de los genes ZFY'y SRY del cromosoma
Y en todos los casos. Estos datos confirman la presencia de un cromosoma Y con un brazo corlo
aparentemente normal. Estos pacientes presentan una frecuencia elevada de gonadoblastomas y
disgerminomas, por lo que debe realizarse extirpacin preventiva de las génadas (Kofman-Alfaro
etal., 1981; Robboy et al., 1982; Berkovitz, 1992).

En los casos de disgenesia gonadal mixta 45,X/46,XY positivos para los genes ZFY y SRY es
diffcil explicar la existencia de tejido testicular en un lado y estrfa fibrosa contralateral. Se ha
sugerido que en presencia de un mosaico 45,X/46,XY ambas lineas de c€lulas germinales migren
a cualquiera de los lados y que la predominancia de una sobre otra influya en la diferenciacién hacia
testfculo o hacia estria fibrosa. Ademds, la prevalencia de la lfnea 45,X resultarfa en caracter{sticas
clinicas del sindrome de Tumer (Bergad4 et al.,, 1994). Sin embargo, se ha demostrado que la
ausencia de céluias germinales primordiales es incompatible con la difcrenciacién ovdrica pero no
con la testicular (Merchant, 1984). Por otro lado, el estudio de las caracter(sticas clfnicas, citogend-
ticas, endocrinolGgicas e histopatolégicas en 16 pacientes con disgenesia gonadal mixta demostré
ia dificultad de establecer una correlacién apropiada entre estos pardmetros. El cariotipo
45,X/46,XY fue el mds frecuente con predominio de las células 45,X tanto en sangre periférica
como en génada; no obstante, todos los pacientes presentaron asimetrfa gonadal y estigmas de
Turner (Méndez et al., 1993).

La presencia de SRY hace suponer un desarrollo testicular normal, sin embargo en estos
preientes sélo hay testfculo de unlado. En estos casos, ZFY +, los estigmas de Turner no pueden
explicarse por la haploinsuficiencia de este gen. La investigacién del gen RPS4Y en estos pacientes
serfa importante ya que ha sido propuesto también como gen anti Tumer (Fisher et al., 1990) . Es
importante sefialar 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,X/46,XY con presencia de los genes ZFY y SRY
pero con dos fenotipos diferentes, uno de Turner con estrias bilaterales (T3, T31 y T32) y otro de
disgenesia gonadal mixta con testiculo de un lado y estrfa fibrosa contralateral (DG1-DG3). La
explicacion al respecto es compleja y en este momento meramente especulativa. En estos pacientes
la secuenciacién de los genes ZFY y SRY, la deteccién del gen RPS4Y y la identificacién de

mutaciones en el cromosoma X o en autosomas podrfan ayudar a resolver esta aparente paradoja.

Otro tipo de disgenesia gonadal es la que fuera originalmente descrita por Swyer (1955) con
el nombre de disgenesia gonadal pura XY. La mayorfa de estos pacientes presenta un cariotipo
46,XY y s¢ caracteriza por genitales externos femeninos, desarrollo de estructuras Miillerianas y
estrfas fibrosas bilaterales (Grumbach y Conte, 1992)

Los estudios moleculares en pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY con fenotipo
femenino han evidenciado que en la mayorfa de ellas el gen SRY estd presenic y con caracter{sticas
normales (Behzadian et al., 1991; Pivnick et al, 1992; Pao et al, 1992). Sélo en algunos casos se
han identificado mutaciones en ¢l dominio de unién a DNA, la caja HMG del gen SRY (Tabla 1.2).
Esto ha llevado ha sugerir que las causas mds probables de reversion sexval XY sean mutaciones
en segmentos alin no caracterizados del gen SRY o mutaciones en otros foci, localizados en el
cromosoma X o en autosomas, que actian en la vfa de la diferenciacién sexual (Pivnick et al., 1992).

Los resultados del estudio molecular en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY
mostraron la presencia de la region centromérica y de los genes ZFY y SRY. En ambos casos, los
genes presentan el tamaifio molecular esperado aunque no se realizaron estudios de secuenciacin
que permitieran demostrar o descartar la presencia de mutaciones.

Recientemente, se ha propuesto la existencia de dos tipos de mujeres XY. En el primer grupo
estarfan aquéllas que presentan un cromosoma Y pricticamente intacto y estrias fibrosas bilaterales,
pero que no exhiben estigmas de Turner. La causa de la reversi6n sexual en la mayorfa de estas
pacientes es desconocida y s6lo algunas tienen mutaciones puntuales en SRY. El segundo grupo es
mucho mds raro y abarca a aquellas mujeres XY con reversién sexual debida a deleciones de Yp
que incluyan SRY. La mayor parte de los casos presenta uno o mds estigmas de Tumer (Zinn et al.,
1993). Las pacientes DP! y DP2 no presentan cromosomas Y estructuralmente anormales ni

estigmas de Tumer, por lo que se asume pertenezcan al primer grupo.
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Se ha sugerido que la morfologfa de 1a génada pueda servir para reconocer la existencia o
ausencia de mutaciones en el gen SRY. Las estr{as fibrosas compuestas exclusivamente por estroma
ovdrico, sin tibulos y con nédulos esclerohialinos representarfan reminescencias de la gonada de
una disgenesia gonadal pura 46,XY debida a mutaciones de SRY. Por otro lado, si la estrfa presenta
tibulos y estroma indiferenciado corresponderfa a una reversién sexual XY como consecuencia de
mutaciones en la via de la diferenciacién testicular y con un gen SRY normal (Vilain et al., 1993).
Todas las pacientes con 46,XY con reversién scxual deben ser sometidas a laparotomia para
extirpacién preventiva de las génadas, debido al elevado riesgo de malignizacién (Verp y Simpson,
1987). Los hallazgos en las g6nadas de las pacientes DP1 y DP2 permiten asumir que correspon-
den al primer tipo de pacientes, ya que el estudio histolégico revel6 estrfas fibrosas bilaterales
desprovistas de tibulos y ¢élulas germinales. No se reconoci6 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 disminuci6n de la
cantidad de protefna SRY normal (Berkovitz, 1992). No obstante, esta hip6tesis no ha sido probada
debido a que en individuos normales la protcina SRY se encuentra en cantidades muy bajas que

no pueden ser detectadas por anticuerpos especificos (Hawkins, 1993).

En el humano existen varias anomalfas de la determinacion testicular que no estdn ligadas al
cromosoma Y, y por lo tanto no se deben a defectos en SRY. Estas enfermedades incluyen el
sindrome de tumor de Wilms, aniridia, retardo genitourinario y mental (WAGR), sindrome de
Denys-Drash, enanismo camptomélico (todas autosémicas), la disgenesia gonadal XY ligada al X
y autosémica, y lareversién sexual XY por duplicacién de Xp (Moore y Grumbach, 1992). Ademd4s,
la mayorfa de los hermafroditas verdaderos 46,XX y algunos varones 46,XX presentan desarrolio
testicular en ausencia de SRY (Ramsay et al, 1988; Palmer ct al., 1989; Abbas et al., 1990;
Ferguson-Smith et al., 1990; Pereira et al., 1991).

El andlisis de las diferentes alteraciones de la diferenciaci6n testicular, ligadas o no al cromosoma
Y, permitirdn resolver las preguntas claves de la funcién de SRY: ;qué regula la expresién de SRY en la
etapa critica del desarrollo?, ;jqué genes son a su vez regulados por SRY y necesarios para Hevar a cabo
el programa de diferenciacion testicular?, y ;qué otros genes ligados al X o autosémicos participan en

la determinaci6n y la diferenciacién gonadal cuya funcitn es independiente de SRY ?
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6.0 CONCLUSIONES

(1) Se cred un banco de DNA de 40 pacicentes con sfndrome de Turner con diferentes cariotipos,
de S 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 reconocié la presencia de secuencias centroméricas del cromosoma Y en 5 casos de
sindrome de Turner (T1, T3, T22, T31 y T32).

(4) El 12.5% de las pacientes con sfndrome de Turner analizadas (n=40) presenta secuencias del
cromosoma Y en su genoma.

(5) Se identificé la presencia de los genes ZFY y SRY en las pacientes T3, T3] y T32.
En T3 se confirmé la normalidad de Yp, mientras que los casos T31 y T32 fueron
consideradas como mosaicos cripticos con una segunda Ifnea celular con cromosoma Y
normal o anormal.

(6) Los hallazgos molecutares fucron importantes para ¢l mangjo clinico de las pacientes con
sindrome de Turner. En los casos positivos para el cromosoma Y se sugirié la exlirpacién
preventiva de las estrias fibrosas para evitar el riesgo de malignizacion.

(7) Se demostrd6 la presencia de los genes ZFY y SRY en los 5 pacientes con disgenesia gonadal
mixta 45X/46,XY y en las 2 pacientes con disgenesia gonadal pura 46,XY.
En todos los casos, ambos genes presentaron ¢l tamafio molecular esperado aunque no se
realizaron estudios de secuenciacion que permitieran demostrar o descartar la presencia de
mutaciones.

(8) No se pudo establecer una correlacion entre los hallazgos moleculares y el fenotipo de los
pacientes con sfndrome de Turner y con disgenesia gonadal mixta .

(97 Se desarrollaron métodos de DNA recombinante para aplicarse a anomalfas de Ia
diferenciacion 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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Deteccion molecular de secuencias de ADN
derivadas del cromosoma Y en pacientes

Resumen

La presencia de malerial genético derivado del
cromosoma Y en el genoma de individuos
fenotipicamente femeninos ha sido asociada con un
elevado riesgo de desarrollar neoplasias gonadales.
Para invesligar la existencia de secuencias de ADN
del cromosoma Y en el genoma de pacientes con
disgenesia gonadal y caracteristicas clinicas de
sindrome de Turner, se esludiaron tres pacientes con
un complemento crormosdmico 45, X/46, X, + mar,
una paciente can cariotipo 45, X/46, XY, y otra 45,X,
Las dos dltimas sirvieron como controles positivo y
negalivo, respectivamente, El anilisis molecular de
secuencias derivadas de Y se realizé mediante
hibridacién ADN-ADN con las sondas especificas
pY97 y pDP10Q07, asi como por la reaccién en
cadena de la polimerasa.

Los resultados revelan que el cromosoma en
anillo de una de fas pacientes mosiraba secuencias
de ADN correspondientes a la regién centromérica
del cromosoma Y, de manera similar a la paciente
control 45, X/46, XY y al control masculino; en esta
paciente no se detectd el gen ZFY, que
probablemente se perdi6 al formarse €l anillo. En
conlraste, los cromosomas marcadores de las olras
dos pacienles no presentaban material derivado del
cromosoma Y. Los resultados demuestran que en
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una paciente el marcador se origind a partir del
cromosoma Y mientras que en los otros dos casos
era probablemente derivado del X. Estos datos
enfatizan la necesidad de realizar estudios
moleculares en este lipo de enfermedades para
desarrollar estrategias terapéuticas adecuadas.

Palabras clave: Sindrome de Turner, Disgenesia
gonadal, Cromosoma marcador, Cromosoma Y,
Analisis de ADN.

Abstract
Molecular detection of Y-DNA sequences in patients
with Turner’s syndrome,

The presence of Y-chromosome material in the
genome of phenolypic females has been associaled
with an increased risk of developing gonadal tlumors.
To assess whether DNA sequences of the Y-
chromosome are present in the genome of
individuals with gonadal dysgenesis and clinical
features of Turner's syndrome, we have studied three
patients with 45, X/46, X, + mar chromosome
complement, and lwo Turner patients with 45, X/46,
XY and 45, X karyotypes who served as positive and
negalive conirols, respeclively. Molecular detection
of Y-DNA seguences was done by DNA-DNA
hybridization using the specific probes pY97 and
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pDP1007 as well as by polimerase chain reaction.
The results revealed that the marker chromosome of
one of the palients conlained DNA sequences from
the centromeric region of the Y<hromosome 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 of 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 patient
with gonadal dysgenesis, and suggest an X-
chromosome origin of the ring markers in the other
two patients. These data further underline the
relevance of practicing molecular studies in these
disorders which may help to determine appropriate
therapeutic strategies.

Key words: Turner syndrome, Conadal dysgenesis,
Marker chromosome, Y chromosome, DNA analysis.

Introduccion

El sindrome de Turner se caracteriza por corta
estafura, defeclos somiticos y disgencsia gonadal.
En 1359, Ford y cols.! demosiraron que cstas
pacientes presentaban un cariolipo 45, X; sin
embargo estudios subsecuentes indicaron que sdlo
40 a 60% de las pacientes con sindrome de Turner
son monesdmicas para el cromosoma X. El resto de
los casos presenta dos cromosomas sexuales, uno de
los cuales es anormal o bien un mosaico 45, X y upa
segunda linea celular con un cromosoma X o Y de
caracleristicas normales o anormales.?? En efecto, los
resullados de un estudio reciente indican claramente
que la mayoria de los casos carresponde a diferentes
mosaicos cromosdmicos para el Xy el Y (66.7%). Es
interesante el hallazgo de que un nimero
importante de estas pacientes con mosaicos
cromosdmicos (18.4%) presentan un cromosoma
raarcador,?

Las pacientes con sindrome de Turner y mosaico
con cromosoma Y o con un marcador derivado del
Y constituyen un sub-grupo clinicamente importante
ya que presentan un riesgo 15 a 20% mayor que la
poblacién general de desarrollar gonadoblastoma o
disgerminoma.® Estas observaciones resaltan la
importancia de caracterizar inequivocamente el

origen (X o Y} del cromosoma marcador en el
sindrome de Turner, lo cual en ocasiones es dificil
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realizar utilizando sélo las técnicas citogenéticas
convencionales.? La disponibilidad de sondas para el
cromosoma Y, y de oligonucledlicos especificos
para regiones centroméricas de los cromosomas
sexuales, ha heche posible la identificacion de
secuencias caracteristicas del X y el Y en el genoma
de pacientes con anomalias de los cromosomas
sexuales.”™?

Con el objetivo de identificar fa presencia de
secuencias especificas del cromosoma Y eon el
genoma de pacientes con sindrome de Turner,
estudiamos cinco individuos con dilerente
constitucién cromosdmica: tres con cariotipo 45, X/
46, X, + mar, una con un mosaico 45, X/46, XY, y la
altima con 45, X. Eslas 2 Gltimas sirvieron como
controles positive y negativo, respectivamente. Se
utilizd una combinacion de técnicas citogenéticas
convencionales, andlisis por hibridacion ADN-ADN
con dos sondas especificas del Y y reaccién en
cadena de la polimerasa para los cromosomas Xy Y.

Material y métodos
PACIENTES

Se esludiaron cince pacientes con fenotipo de
Turner no relacionadas entre si. En ningdn caso
habfa antecedentes familiares del padecimiento. El
molivo de la consulla y los datos clinicos se
muestran en la tabla 1.

ESTUDIOS CITOGENETICOS

Se realizd cariolipo en linfocitos de sangre
periférica en las cinco pacientes, utilizando técnicas
estandar y bandas GTG y CBG.

Para el estudio citogenético se analizaron 100
células de cada caso con técnica estandar y 20 ~on
bandas GTG y CBG.

ESTUDIOS MOLECUILARES

Aislamiento de ADN e hibridacién ADN-ADN. E)
ADN gendmico de las pacientes y de los controles
femeninos y masculinos normales fue obienido de
sangre periférica mediante técnicas estandar.” Fn
todos los casos se digirieron 10 pg de ADN
gendmico con Eco RI, bajo las condiciones
recomendadas por Bochringer Mannhcim GmblH,
Mannheim, Cermany. Los productos de la digestién
se separaron por electroforesis en gel de agarosa
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Tabla i. Caracteristicas clinicas de las cinco pacienles con sindrame de Turner.

Edad Talla
Paciente {anos) {m} Molivo de consulla Estigmas de Turner®

T 20 1.42  Amenorrea PC, CV, NP, IC, PS.
primaria

12 9 1.13 Obesidad PC,IC, PA, CV, CB, NP.

13 26 1.34 Amenorrea PC, PS, CV, MC, NP.
primaria

T4 26 1.31 Amenotrea PC, IC, DU, CV.
primaria

15 19 130  Amenorrea PC,IC, PA, CV, MC.
primaria

* Abreviaturas: PC plerigivm colfli; CV cubitus valgus; NP nevos pigmentados; IC implantacian baja del
cabello; P pezones separados; PA pabellones avriculares mal conformados; CB clinodactilia bilatesal del
So. dedo; MC 40, metacarpiano y metalarsiano carios; DU displasia ungueal.

0.8%. Fl ADN fue desnaturalizado in situ y
transferido a una membrana de nitrocelulosa
reforzada con nylon (Duralose UV, Stratagene, la
Jolta CA} de acuerdo al procedimiento descrito por
Southern.'? La prehibridacion y la hibridacion se
realizaron por técnicas estandar;"" el marcaje de las
sondas moleculares se realizé por hexanucleétidos
al azar bajo las condiciones indicadas por el
fabricante {(Amersharn, Alyesbury, England). El riger
final de lavado fue 0.2X 55C/0.1% 5DS/50°C. Los
filtros se expusieron a pelicula X-OMAT K {Kodak,
Guadalajara, Jalisco} con pantalla intensificadora
durante cinco dias a -70°C.

Sondas molecufares. Se ulilizaron las sondas de
ADN pY97 y pDP1007. La primera corresponde a
una familia de secuencias alfoides repetidas de la
regién centromérica del cromosoma Y huinano.
Contiene un fragmento gendmico de 5.3 kb en el
sitio Eco Rl de pUC13 y detecta por hibridacian
ADMN-ADN una banda de 5.5 kb.” La sonda
pDP1007 contiene un fragmento gendmico de 1.3
kb derivado del cromosoma Y humano insertado en
el sitio Hind lil de pUC13 y detecta por hibridacion
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 homélogo ZFX en Xp21.3
observindose una banda de 1.8 kb." Las sondas
fueron proporcionadas por el Dr. R.P. Erickson de la
Universidad de Arizona.

Reaccion en cadena de Ia polimerasa. Los

oligonucledtidos y las condiciones para la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) fueron descritos

por Witt y Erickson.® El par Y1, Y2 flanquea un

fragmento de 170 pb de secuencias alfoides
repetidas de la regién centromérica del cromosema
Y humano. Y1: 5“ATGATAGAAACGGAAATATG-35
Y2: 5"AGTAGAATGCAAAGGGCTCC-3

El par X1, X2 flanquea un fragmento de 130 pb

de secuencias alfoides repetidas de la

region centromérica def cromosoma X humano.
X1: 5CAATCATCAAATGGAGATTTIG-3,

X2: 5"GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA3"

La amplificacion se realizd a partir da 1 pg de ADN
gendmico en todos los casos. Los ofigonucleatidos y
los reactivos para [a reaccion en cadena de la
polimerasa fueron adquiridos a Bio-Synthesis, Inc,
Denton, TX, H programa de amplificacién fue
realizado en equipo Techne PHC-1 mediante 30
ciclos {94°/1 min; 55°/1 min; 72°/1 min) y un ciclo
de extension a 72°C durante 10 min. Los productos
de PCR fueron analizados en gel de agarosa 1.5%
tenido con bromuro de etidio 0.0002%.

Resultados

En las pacientes 1, 2 y 3 se reconocié la presencia
de un mosaico con dos lineas celulares, una
monosdmica para el cromosoma X (45,X) y la
segunda con un cromosoma marcador (46, X, +
mar). La frecuencia de cada linea celular se observa
en la 1abla 2. Bl cromosoma anormal era un anillo
pequefio en las pacientes 1y 2, y de tamafio
intermedio en la paciente 3 (figura 1). Todos los
marcadores presentaban la regién centromérica
tenida cuando se utilizaron bandas CBG, y solo se
observé la presencia de una pequefia region
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Tabla 2. Hallazgos cilogenélicos en las cinco pacienles con sindrome de Turner.

Cariolipo inicial
Paciente {% lineas mosaico) Cariolipe definitivo

Ti 45, X/46, X, + mar 45, X/46, Xr (Y} {p11.2 qi2.1)
{10/90)

12 45, X/46, X, + mar 45, X746, Xr (X) (p11.3 421.3)
{84/16)

T3 : 45, X/46, X, + mar 45, X746, Xr (X) {p11.4 22.2)
(88/12)

T4 45, X/46, XY 45, X/46, XY
(60/40)

15 45, X 45, X
(100)

heterocromatica en el cromosoma marcador de la
paciente 1. Sin embargo, las técnicas cilogenéticas
no permitieron identificar con certeza el origen de
los marcadores.

La paciente 4 presentaba un mosaico 45, X/46,
XY; la proporcién de cada linea celular se muestra
en la tabla 2. El cromosoma Y lenia caracteristicas
morfolégicas y bandas CBG normales (figura 1).

£l estudio citogenético de la paciente 5 reveld un
cariotipo 45, X en lodas las células analizadas (figura
1).

La hibridaciéon ADN-ADN de acuerdo al método
descrite por Southern, ntilizando 1a sonda
centromérica pY97, reveld la presencia de esla
regién en las pacientes 1, 4 y en el control
masculino (figura 2).

La hibridacién con la sonda pDP1007 demostid la
banda correspondiente a ZFY solo en la paciente 4 y
cn el control masculino. La banda correspondiente al
gen ZFX estuvo presenle en todos los casos (figura
3).

La electroforesis en gel de agarosa de los
productos amplificados mediante PCR en ol ADN
genomico de las pacientes y los controles normales
se observa en las figuras 4 y 5. En todos los casos se
observd la banda de 130 pb caracleristica de |a
regidn centromérica del cromosoma X (figura 4). Las
pacienies 1y 4 ast como el control masculino
mostraron un fragmento de ADN de 170 pb
correspondiente a la regién centromérica del
cromosoma Y {figura 5).

Discusion

La identificacion del origen de cromosomas
marcadores, de una linea celular con cromosoma Y,
o de secuencias derivadas de éste en el genoma de
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pacientes con disgenesia gonadal es de valor
diagnéstico debido a que presentan un riesgo
elevado de desarrollar neoplasias gonadales.* Las
diferentes técnicas citogenéticas son dtiles para
distinguir marcadores provenientes del X o def Y.1*
Sin embargo, éstas no siempre resuelven el
problema, especialmente en el caso de anillos

: T

<

&

? t

Figura 1. Cariofipos parciales de las cinco pacientes con sindrome
de Turner.
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Figura 2. Hibridacién ADN-ADN utilizando fa sonda pY97. T1-15:
pacientes con sindrome de Turner; CF: contrel femenino; CM: conlrol
masculino. Los ndmeros corresponden al peso molecular (kb) de
fragmenios de ADN del fago A digerido con Flind HI: los cariles T1, T4
y CMmuesiran una banda de 5.5 kb (<) corresponcliente a secuencias
alfoides centromeéricas del ctomosoma Y.

pequeiios donde el centromero no puede
observarse por razones topoldgicas. En cambio, el
andlisis molecular permite una caracterizacion
definitiva.

£n {a paciente 1 (45, X/46, X, + mar) se obscrvé,
por técnicas cilogenélicas, un marcador que
presentaba una region heterocromitica pequeda.
Mediante la utilizacion de la sonda pY97 y
oligonucledlidos especificos para la region
centromérica del cromosoma Y, se confirmé que el
meicador correspondia a un anillo derivado del Y.
o se delectd la regién correspondiente a ZFY (Yp
11.3) con la sonda pDP1007, por lo que podemos
asumir que el punto de ruplura estd por debajo de
esia regién. La disgencsia gonadal y el fenotipo de
Turner en esla pacienle pueden explicarse por la
linea 45, X y por la pérdida de la region lerminal de
Yp donde se encuentran los genes SRY {sex
delermining region on Y chromosome] idenlificado
como ef factor determinante lesticular'® y RPS4Y.Y
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Figura 3. Hibridacion ADN-ADN ulilizando la sonda pDP1007, T1-15:
pacientes con sindrome de Turner; CF: control femeninoe; CM: contiol
masculino. fos nimeros corresponden al peso molecular (kb} de
fragmentos de DNA del fago A digerido con Hindll. Los carriles T4 y
CM muesiran una banda de 3.5 kb (@) correspondiente al gen ZFY
{Yp11.3); en todos los carriles se reconoce 1a barda de 1.8 kb (O)
corespondiente a ZTX (Xp21.3).
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Figura 4. Reaccidn en cadena de fa polimerasa para regién centromérica
del X. M1: marcador de peso molecular (escalera de 123 pb); CF:
contral femenino; CM: control masculine, T1-75: pacientes con
sindrome de Turner; M2: marcador de peso maolecular {escalera de
100 pb). Todos los cariles muestran una banda de 136 pb ()

correspondiente a la regién centromérica de X,

Vol. 45/No. 3/Mayeo-junio, 1993



238 M Lopez Lopez y cols.

Figura 5. Reaccidn en cadena de la polimerasa para regian centromérica
det Y. M1: marcador de peso molecular {escalera de 123 pb); CF:
contral femenino; CM: contrel masculino, T1-T5: pacienles con

sindrame de Turner; M2: marcador de peso molecular (escalera de
100 pb). Los carriles CM, T1 y T4 muestran una banda e 170 pb {<)
correspondiente a la regidn centromérica de Y.

Este altimo gen y su homdlogo, RPS4X, codifican
para isoformas de la proteina ribosdmica $4. Se ha
propuesio que la haploinsuficiencia de los genes
RPS4 contribuye a la etiologia del fenotipo de
Turner.V Llama la alencién que la estatura de la
paciente 1 {1.42 m) es més elevada que la
habifualmente cbservada para este padecimiento en
nuestra poblacién (1.32 £ 0.06 m).'® Recientemente,
se ha descrito un gen{es) responsable del
crecimiento en la region pseudoautosémica distal de
Yp.' Es posible que este gen se haya perdido al
formarse el anilio, pero probablemente se haya
preservado la regién que controla la estatura en
Yq11.2% Se ha postulado la existencia de un gen
préximo o incluido en Ygh responsable de las
neoplasias gonadales.™? Adn cuando no {ue posible
analizar el cariotipo palerno para identificar el
tamafio de la regién heterocromiltica del
cromosoma Y, la presencia de esta regién en la
pa.iente 1 sugiere un alto riesgo de malignizacion
gonadal. De acuerdo con los resultados oblenidos,
la paciente fue sometida a gonadeclomia bilateral, y
substituida hormonalmente con una asociacion de
estrogenos y progeslinas.

En las pacientes 2 y 3 con cariotipo 45, X/46, X, +
mar, los estudios moleculares revelaron ausencia de
secuencias centroméricas del cromosoma Yy de la
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region ZFY. Podemos concluir que el marcador no
se origind a parlir del cromosoma Y sino
probablemente del cromosoma X. E fenotipo de
Turner en estas pacientes puede explicarse por la
linea 45, X y por la posible inactivacion del gen
RPS4X en el cromosoma X anormal. En ausencia de
material derivado del Y en el genoma de estas
pacientes, el manejo clinico no incluy6 la extirpacién
de las gonadas.

£n la pacienle 4 con cariotipo 45, X/46, XY se
comprobd, por técnicas citogenélicas, la existencia
de un cromosoma Y aparentemente normal. Las
técnicas moleculares confirmaron la presencia de la
region centromérica del cromosoma Y y del gen
ZFY. De acuerdo a lo mencionado previamente, las
estrias {ibrosas de esta paciente poseen un alto
riesgo de malignizacion por lo que se realizd
gonadectomfa bilateral.

El caso 5 con cariotipo 45,X no presentd
cromosoma Y por mélodos citogenélicos, o
secuencias derivadas del Y por lécnicas moleculares.
Held y cols.* han sugerido que muchas pacientes
monosdmicas para el X son en realidad mosaicos
criplicos que provienen de un error mitdlico en el
cigoto temprano con pérdida gradual de fa segunda
linca celular in vivo.?? Este mosaicismo pareceria
ejercer un efecto protector que permite la
sobrevivencia del feto por la presencia de algunos
loci en un segundo cromosoma sexual, ya sea X
o \(-4,12

Los resultados obtenidos demuestran que la
combinacion de técnicas citogenélicas
convencionales y el anilisis por hibridacién ADN-
ADN y por PCR son de valor diagnéstico en todas
las pacientes con fenotipo de Turner. En base a lo
anlerior, proponemos que en todas las pacientes
con marcadores se realice anilisis citogenético en
varios tejidos asi como estudios moleculares con el
fin de detectar la presencia de un cromosoma Y o
secuencias derivadas de ésle.
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