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RESUMEN

Los cromosomas sexuales humanos son diferentes a los autosomas en cuanto a que contienen
dos tipos de genes, aquéllos con homélogos en ambos cromosomas y genes especificos del X y
del Y. Ademas su comportamiento durante la meiosis es exclusivo en cada sexo, principalmente
en cuanto se refiere a la recombinacién, el estado de activacioén de los genes localizados en ellos
y los errores en su segregacion. El objetivo principal de este trabajo fue analizar el
comportamiento de los cromosomas sexuales humanos durante la meiosis con relaciéon a su
participacion en la produccion de las aberraciones cromosémicas presentes en individuos con

sindrome de Turner.

El sindrome de Turner es un desorden cromosémico debido a la pérdida total o parcial
de un segundo cromosoma sexual. Citogenéticamente cerca de la mitad de las pacientes presentan
un cariotipo 45,X, mientras que en el resto estd presente un segundo cromosoma sexual normal o
estructuralmente anormal en forma pura o en mosaico con la linea 45, X. Debido a la elevada
mortalidad de los embriones 45,X, se ha postulado que la mayoria de las pacientes con fenotipo
Turner y cariotipo 45,X en realidad sean o fueron mosaicos. Consecuentemente, los estudios
para identificar mosaicismo criptico en estas pacientes resultan relevantes para tratar de
establecer el origen mitStico o meiético de dicha anormalidad. Adicionalmente, cabe seftalar que
20% de los casos mosaico tienen un cromosoma sexual marcador cuyo origen generalmente no

puede ser determinado por métodos citogenéticos convencionales.

En el presente trabajo se estudiaron 21 pacientes con fenotipo de sindrome de Turner, 10
de ellas con cariotipo 45, X y 11 con una linea celular adicional con un segundo cromosoma
sexual; dos presentaban isocromosomas de Xq, otra una del(Xq) y las restantes 8 cromosomas
marcadores, 6 de los cuales eran anillos de diferentes tamafios. El andlisis se realiz6 mediante la
amplificaciéon de secuencias especificas del cromosoma Y, FISH, PRINS y marcadores
microsatélite del cromosoma X para:

() detectar la presencia de mosaicismo criptico de los cromosomas X y Y en las
pacientes con constitucion 45X,
(ii)  determinar la estructura de los cromosomas sexuales anormales presentes en las

pacientes con mosaico,



(iii)  establecer el origen parental de las aberraciones cromosomicas presentes en las
pacientes estudiadas,

(iv)  analizar los eventos de recombinacién meidtica ocurridos entre los cromosomas X
maternos para inferir el origen cigético del cariotipo y sugerir el tiempo y mecanismos
de los errores que condujeron a la formacién de aberraciones estructurales del
cromosoma X, y

(v) discutir la correlacion entre la aberracién cromosémica presente y el fenotipo de cada

paciente con sindrome de Turner estudiada.

La amplificacién por PCR de secuencias centroméricas del cromosoma Y resultd negativa
en todas las pacientes 45,X y solo fue positiva en dos de ellas con cromosomas marcadores, en
las cuales la amplificacién por PCR de otras secuencias del cromosoma Y (PABY, SRY, ZFY y
Ygh) también fue positiva. Estos datos junto con los obtenidos de las reacciones de PRINS y
FISH nos permitieron establecer la estructura de estos cromosomas. El primero resultd ser un
cromosoma pseudodicéntrico con punto de ruptura dentro de la PAR1, que probablemente se
originé por un evento de recombinacion entre las cromatidas hermanas del cromosoma Y durante
la meiosis paterna; mientras que el segundo cromosoma derivado del Y sélo presentaba la
delecion de la mayor parte de la region heterocromética del extremo distal del brazo largo. Los
resultados de los estudios de citogenética molecular, PRINS Y FISH, permitieron corroborar el
origen derivado del cromosoma X de los 6 cromosomas en anillo y establecer que uno de los

isocromosomas era realmente un pseudicéntrico.

El anilisis con marcadores microsatélite del cromosoma X en las 10 pacientes 45,X no
demostré heterocigocidad para ninguno de los 5 marcadores informativos empleados, lo cual
descarta la presencia de mosaicismo criptico para el cromosoma X. Adicionalmente revel6 que el
cromosoma X presente en 9 de las 10 pacientes era de origen materno. Solo fue posible estudiar
con microsatélites 5 pacientes mosaico con un segundo cromosoma derivado del X, en ellas se
encontré que el cromosoma anormal era de origen paterno en dos casos y materno en tres.
Ademas el andlisis con microsatélites permitié acotar los puntos de ruptura en estos 5

cromosomas X anormales.



En dos de las pacientes con cromosomas X anormales de origen materno, el
pseudodicéntrico y el que presentaba una delecidn del brazo largo, el analisis con microsatélites
en miembros adicionales de sus familias nos permiti¢ establecer los eventos de recombinacién
ocurridos durante la meiosis materna y proponer que probablemente, el cromosoma X
pseudodicéntrico se haya originado por un evento de recombinacién entre las cromatidas
hermanas del cromosoma X materno durante una de las primeras divisiones del cigoto, mientras
que la presencia de un evento de recombinacion meidtica en el punto de ruptura del cromosoma

del(Xq) sugiere que la pérdida del segmento cromosémico pudo ocurrir en la meiosis I materna.

Los datos obtenidos permiten sugerir que la mayoria de las pacientes Turner se deban a un
error paterno, ya sea debido a la presencia de un gameto nulisdmico para los cromosomas
sexuales o a la de un cromosoma sexual estructuralmente anormal de origen paterno, lo cual
debido a su inestabilidad durante las divisiones mit6ticas podria contribuir de manera sustancial

a la presencia del cariotipo 45,X.

La correlacion cariotipo-fenotipo fue dificil de establecer por la naturaleza altamente
variable del mosaico en las pacientes con un segundo cromosoma sexual, tanto con respecto a la

proporcién de células 45,X como con relacion a su distribucion tisular.



INTRODUCCION

Los cromosomas sexuales humanos y los genes que portan presentan un comportamiento distinto
al de los autosomas. Estas diferencias son particularmente relevantes durante el proceso meidtico
mostrando caracteristicas sexo especificas, las cuales tienen una participacion importante en la
fertilidad de los individuos y en la generacién de aberraciones cromosémicas asociadas con

sindromes bien definidos.
LOS CROMOSOMAS SEXUALES HUMANOS

En los mamiferos, los pares de autosomas homoélogos son virtualmente idénticos
(homomdrficos); y el apareamiento meidtico entre ellos, pareceria ser facilitado por el alto grado
de identidad de secuencias. En contraste, los cromosomas X y Y humanos y de otros mamiferos
son morfolégica y genéticamente diferentes (heteromoérficos). El cromosoma X humano es
submetacéntrico grande, contiene aproximadamente 165 Mb de DNA, es en mayor proporcién
eucromatico y se calcula que contenga aproximadamente 1500- 2000 genes, mientras que el
cromosoma Y es mucho mads pequefio y  principalmente heterocromdtico con sélo
aproximadamente 60 Mb de DNA y ~ 40 genes y pseudogenes (Lahn y Page, 1997; Miller Y
Therman, 2001).

En general, se considera que los cromosomas sexuales evolucionaron a partir de un par de
autosomas. En los mamiferos esta especializacion parece haber comenzado con la aparicién de un
alelo determinante testicular en un autosoma, lo cual origin6 al naciente cromosoma Y y llevé
eventualmente a la supresidn de la recombinacion con su parte homoéloga, el naciente
cromosoma X. Esta falta de recombinacion a su vez promovié la degeneracién del cromosoma Y
en yn proceso llamado “Miiller’s rachet”, debido a la incapacidad para segregar genes que lleven
mutaciones deletéreas, formando un haplotipo no deletéreo (Ohno, 1967; Lahn y Page, 2000).
Con base en esta teoria, se puede asumir que los genes de los cromosomas sexuales
evolucionaron a partir de genes autosomicos a genes X-Y homologos y a genes especificos del X

y especificos del Y.



El requisito del apareamiento meidtico entre el X y el Y ha sido mantenido por la
retencion de una porcién de DNA homdlogo en ambos cromosomas debido a la reduccion
progresiva de genes del cromosoma Y durante la evolucién. Estas regiones homélogas X-Y se
localizan en ambos extremos de los cromosomas y aparean y recombinan durante la meiosis
masculina. Debido a que los genes mapeados en ellas no muestran los criterios estrictos de estar
ligados al sexo se les llamo regiones pseudoautosémicas, PAR. Los genes de las PAR
generalmente se mantienen activos en ambos cromosomas X en la mujer y se expresan tanto los
homoélogos del X como los del Y en el varén (Burgoyne, 1982; Polani, 1982; Rappold, 1993).

Un proceso irreversible durante la evolucién de los cromosomas sexuales fue la supresion
progresiva de la recombinacién entre el X y el Y sobre regiones relativamente largas (Lahn y
Page, 1999a). Este proceso afecta a los dos cromosomas sexuales de forma radicalmente
diferente. Dentro de la region no recombinante del X (NRX; la porcidn que no recombina con el
Y), los genes contintian bien preservados. En contraste, dentro de la porcién no recombinante del
Y (NRY), la mayoria de los genes han degenerado (Jegalian y Page, 1998; Lahn y Page, 1999a).
Sin embargo, existen excepciones a la via general de degeneracion del cromosoma Y: un manojo
de genes ancestrales han persistido en NRY asi como en NRX en los mamiferos existentes, donde

se encuentran como homoélogos diferenciados (Lahn y Page, 1997).
Genes en el cromosoma Y

Al parecer dos procesos adaptativos han sido los responsables de la persistencia de los miembros
ligados al cromosoma Y en la NRY. El primero es la conservacién de ciertos genes de
mantenimiento esenciales en los cromosomas X y Y para asegurar la doble dosis de estos genes,
tanto en los machos como en las hembras (Lahn y Page, 1997). Los genes ligados al Y por este
proceso son similares a sus homologos en el X ya que codifican para proteinas de mantenimiento
ampliamente distribuidas. En suma, sus homologos en el X, escapan a la inactivacion para llenar
el requerimiento de doble dosis en las hembras (Lahn y Page, 1997; Brown y cols, 1997). El
segundo proceso es la seleccién al haber adquirido funciones benéficas masculinas y su
subsecuente preservacion (Delbridge y cols, 1999; Mazeyrat y cols, 1999). Los genes en el Y,
conservados por este ultimo proceso, son diferentes de sus homélogos en el X ampliamente

expresados en que se manifiestan (inicamente en el testiculo.



Lahn y Page (2000) describieron un tercer tipo de genes conservados en el Y, los genes
BPY, los cuales han sido rebautizados como VCY, de los cuales se pensaba no tenian homélogos
en el X, como la mayoria de los genes presentes en multicopias en el Y, sin embargo, también
existen en copias multiples en el X y tanto los genes en el Y como los del X (VCX) se expresan
unicamente en testiculo, en particular en las células germinales masculinas. Esta wltima

caracteristica distingue a esta familia de los dos tipos de genes en el Y previamente descritos.

La mayoria de los genes localizados en el cromosoma Y pertenecen al primer tipo de
genes mencionado (Genes NRY Clase I), es decir aquéllos que son necesarios para mantener una
doble dosis en ambos sexos y que codifican para proteinas de mantenimiento ubicuas (Lahn 97).
Estos genes se encuentran distribuidos en bloques tanto en el brazo corto (RPS4Y, ZFY, PRKY),
como en el largo (USPYY, DBY, UTY, TB4Y, SMCY, EIFIAY) y parecerian corresponder a las
regiones conservadas del par ancestral (Yen, 1999; Bachtrog y Charlesworth, 2001; Lahn y cols,
2001). Junto con los genes de mantenimiento funcionales se encuentran varios pseudogenes
(STSP, KALP, GYG;P), cuyos homélogos funcionales en el X escapan a la inactivacion (Del
Castillo y cols, 1992, Disteche, 1995; Meroni y cols, 1996) (Figura 1, Tabla 1). Algunos de los
genes activos en el cromosoma Y humano son pseudogenes en otros mamiferos, por ejemplo
RPS4Y s6lo estd presente en los primates y en las lineas no primates el gen RPS4X esté sujeto a
inactivacién en las hembras (Jegalian y Page, 1998). Por el contrario, el Jocus UBEIX tiene un
homélogo en el cromosoma Y de los monos ardilla, pero aunque no existe en el cromosoma Y
humano, el homélogo en el X escapa al proceso de inactivacién en las mujeres (Mitchell y cols,
1998). Es por ello que se ha sugerido que la deriva génica del cromosoma Y dirige el proceso
por el cual estos genes evolucionan para ser inactivados en el cromosoma X de las hembras en

los mamiferos (Jegalian y Page, 1998).

Un mecanismo mediante el cual el cromosoma Y ha adquirido genes homologos a los del
X es a través de genes autosémicos que originalmente fueron incorporados a las regiones
pseudoautosomicas. Por ejemplo STS y ANT3 son autosémicos en los marsupiales y han sido
incorporados a la PAR de mamiferos euterios como la oveja y el perro (Graves y cols, 1998). En
los humanos, ANT3 es parte de la PAR, pero STS ha sido incorporado a la NRXY, en donde el
homélogo del Y es un pseudogen, STSP (Graves, 2000).
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Figura 1. Idiogramas de los cromosomas X y Y en donde se muestran en el centro los genes que tienen o
tuvieron homélogos en ambos cromosomas y escapan a la inactivacion del cromosoma X. Se sefialan en azul
los pseudogenes presentes en el cromosoma Y, en los genes que no escapan a la inactivacién del
cromosoma X y en el gen UBEI que ya no tiene homdlogo en el cromosoma Y humano. Del lado derecho
del cromosoma Y se encuentran los genes especificos de este cromosoma. Las letras a, b y ¢ indican los tres
estratos evolutivos de los genes del brazo corto del cromosoma X.



Tabla 1. Genes de la regién no recombinante del cromosoma Y humano

Tipode | Simbolo | Producto Funcién/Especificidad | Homélogo No. copias | Referencias
Genes de expresién en X/
inactivado
en mujeres
NRY RPS4Y | Proteina ribosémica | Mantenimiento/ si/no una Fisher y cols, 1990
clase I S4 ubicuota
ZFY Factor de Mantenimiento/ si/no una Page y cols, 1987
transcripcion con ubicuota Schneider-Gadicke y
dedos de Zinc SR
PRKY | Potein cinasa de Mantenimiento/ si/no una Schiebel y cols, 1997
Ser/Thr ubicuota
USP9Y | Enzima Mantenimiento/ si/no una Brown y cols, 1998:
desubiquitinizante ubicuota Sun y cols, 1999
DBY Caja de destruccion- Mantenimiento/ si/no una JLinder y c;]]s,] ‘1)99&;9:
i H Ones y cols, 3
RN belicass ubicuota Chua.n!; y cols, 1997
Foresta y cols, 2000
ury motivo TRY Mantenimiento/ si/no una Greenfield y cols,
ubicuoto ubicuota ;ggg‘ Wacrea y:cols;
TB4Y | Timosina B4 Mantenimiento/ si/no una Lahn y Page, 1997
ubicuota
SMCY | Selected mouse Mantenimiento/ si/no una Wang y cols, 1995
cDNA ubicuota
EIF14Y | Factor de inicio de Mantenimiento/ si/no una Ehrman y cols, 1998
traduccién 1A ubicuota
NRY TTY! | Transcrito testicular | Espermatogénesis/ no multiples | Lahny Page, 1997
clase Il 1 testiculo
TSPY | Protefna de uniona | Espermatogénesis / no multiples | Schnieders y cols,
ciclina B testiculo 1996
PRY Protein tirosin Espermatogénesis / no multiples | Lahny Page, 1997
fosfatasa testiculo
TTY2 | Transcrito testicular | Espermatogénesis / no miultiples | Lahny Page, 1997
2 testiculo
CDY Proteina con Espermatogénesis / no miltiples | Lahny Page, 1999a
cromodominio testiculo
XKRY | Proteina de Espermatogénesis / no multiples | Lahny Page, 1997
transporte de testiculo
emmbrana
DAZ | Proteina de unibna | Espermatogénesis / no 4 Reijo y cols, 1995;
RNA testiculo Saxena y cols, 1996
BPY2 Proteina bésica Espermatogénesis / no maltiples | Lahny Page, 1997
testiculo
NRY SRY Factor de Determinaci6n sexual si/si una Sinclair y cols, 1990;
clase II1 transcripcion masculina/ testiculo ?g;a““"'c yeols,
RBMY | Proteinade uniéna | Espermatogénesis/ si/si multiples ma ¥ CO]:‘ 199I3:
azeyrat y cols,
RNA testiculo 108 yrany
AMELY | amelogenina Gemas dentales si/probable una Nakahori y cols,
1991; Salido y cols,
1992a
vcy Proteina de carga Desconocida/ testiculo | multiples/na dos Lahn y Page, 2000
variable
PCDHY]I | Protocaderina Adhesion si/no una Yoshida y Sugano,
celular/cerebro i

na- no aplicable




Solo dos genes en el cromosoma Y con homdlogos en el X han sido preservados por el
proceso de especializaciéon masculina: SRY, el gen determinante testicular (Sinclair y cols, 1990),
y RBMY, un factor espermatogénico putativo (Ma y cols, 1993) (Genes NRY Clase III, Tabla 1).
Tanto SRY como RBMY tienen funciones masculinas especificas, mientras que sus homdlogos en
el X, SOX3 y RBMX, respectivamente, retienen amplios patrones de expresién que
presumiblemente recuerdan el estado ancestral de expresion (Stevanovick y cols, 1993; Foster y
Graves, 1994; Delbridge y cols, 1999; Mazeyrat y cols, 1999). RBMY ha sufrido amplificacion,
lo cual es la etiqueta de los genes especificos del Y expresados exclusivamente en testiculo
(Delbridge y cols, 1999; Mazeyrat y cols, 1999). En el ratén, existen tres ejemplos adicionales de
genes en X y Y - Zfx/y, Ubely/x, Dffrx/y- que se han vuelto especificos de testiculo los del Y,
mientras que los del X han mantenido una expresién ubicuota (Mardon y cols, 1989; Handley y
cols, 1991; Kay y cols, 1991; Brown y cols, 1998). Al igual que RBMY en el humano, Zfy y
Ubely en el raton han sufrido amplificacion en el cromosoma Y (Mardon y cols, 1990, Mitchell y
cols, 1991).

Los genes PCDHY (Yoshida y Sugano, 1999) y AMELY (Nakahori y cols, 1991),
considerados inicialmente como genes con expresién ubicuota han sido reclasificados y
estimados como genes con funciones masculinas benéficas, debido a que ambos homdlogos
tienen expresion tejido especifica (Genes NRY Clase III, Tabla 1). El gen PCDHY que codifica
para una proto-caderina se expresa exclusivamente en cerebro y se ha sugerido que pudiera
tener una funcién masculina especifica en la morfogénesis del cerebro (Blanco y cols, 2000a).
Sin embargo, aiin cuando existe dimorfismo sexual en el cerebro humano, esto no ha podido ser
demostrado y alternativamente se ha propuesto que, dado que este gen parece ser una adicion
reciente del X al Y, sélo hace 3 o 4 millones de afios (Schwartz y cols, 1998), podria encontrarse
en un estado temprano de degeneracion funcional (Lahn y cols, 2001). Los genes de la
amelogenina X/Y codifican para una proteina que se agrega al naciente armazon del esmalte
dental, el cual es el tejido mas mineralizado de los vertebrados. Los mamiferos placentados
expresan estas protefnas del Jocus en el X en algunos taxa por ejemplo los primates, gato, vaca,
venado y caballo, pero no en otros, muridos y cerdos; y muy débilmente del locus del Y
(Nakahori y cols, 1991; Alvesalo, 1997; Samonte y cols, 1998; Lahn y cols, 2001). En los
humanos, algunos alelos de AMLX segregan con defectos en el esmalte dental (Ravassipour y
cols, 2000). La pregunta que surge es como ha evolucionado AMLY para conferir un beneficio



masculino especifico, postuldndose que podria retardar el brote dental y por otra parte,
recientemente se ha demostrado la existencia de un producto de procesamiento alterno del gen
que pudiera estar implicado en la regulacion del crecimiento dseo y de cartilago, aunque los sitios
cruciales para la obtencién de este producto no estan presentes en el homologo del Y (Veisy
cols, 2000; Lahn y cols 2001).

Otros genes con funciones benéficas masculinas y homélogos en el X son los genes de
carga variable VCX/Y que forman una gran familia con expresion de ambos homoélogos
exclusivamente en testiculo (Genes NRY Clase III, Tabla 1). Aun cuando se desconoce la
funcién de estos genes se ha propuesto que pudieran tener una funcién antagoénica en la deriva
meidtica debido a que presentan caracteristicas comunes con los genes de Drosophila
melanogaster, Stellate (Ste) ligado al X y cristal (Su(Ste)) ligado al Y (Kogan y cols, 2000). Es
interesante sefialar que existen copias de VCX cerca del telémero, en la regién que mds
recientemente dejé de recombinar, dos de estos grupos flanquean al gen de la sulfatasa de
esteroides y se han implicado en los eventos de recombinacién que llevan a la delecién de este
gen (Lahn y Page, 2000; Lahn y cols, 2001).

En la NRY también existen genes especificos del cromosoma Y, que no tienen homélogos
en el X y que como regla general se encuentran en multicopias y se expresan exclusivamente en
testiculo (familias DAZ, CDY, TTY, TSPY, PRY, XKRY, BPY) (Reijo y cols, 1995; Schnieders
y cols, 1996; Lahn y Page, 1997; 1999a; 2000) (Genes NRY Clase II, Tabla 1). Varios de los
genes testiculo especificos arribaron al Y por transposicion o retroposicién de genes autpsémicos,
mas que por persistencia (Saxena y cols, 1996, Lahn y Page 1999a). Algunos de éstos, como los
genes CDY carecen de intrones y podrian haber sido incorporados por retrotransposicion a partir
de un autosoma (Lahn y Page, 1999a), mientras que otros tal como DAZ contienen intrones
(Saxena y colsl, 1996). La acumulaciéon de genes especificos para espermatdgenesis coincide
con una funcién masculina benéfica que podria resultar antagénica para la mujeres. De hecho
individuos fenotipicamente femeninos que portan segmentos del cromosoma Y son
especialmente susceptibles al desarrollo de gonadoblastoma, habiéndose propuesto la existencia
de uno o varios genes predisponentes, GBY, para el desarrollo de este tipo de tumores en el
cromosoma Y. Aun cuando no se ha identificado al gen postulado como GBY, es muy probable

que su localizacién sea pericentromérica, principalmente en el intervalo 4 (Page, 1994; Salo y
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cols, 1995; Tsuchiya y cols, 1995). Un gen en multicopias localizado primariamente en la regién
critica en el intervalo 3 con algunas copias homdlogas en los intervalos proximales 4 y 5, TSPY,

ha emergido como el candidato més probable para GBY (Lau, 1999).

Uno de los hallazgos relevantes al secuenciar y mapear al cromosoma Y fue la presencia
de regiones NRY especificas amplificadas masivamente, las cuales comprenden una tercera parte
de la region eucromdtica no recombinante. Estas regiones amplificadas presentan diferente
composicidn, tamafio, nimero de copias y orientacidn; algunas ocurren como repetidos en
tandem, otras como repeticiones invertidas y aun dispersas a lo largo de ambos brazos del
cromosoma. La mayoria de los genes Y especificos se encuentran en estas regiones amplificadas
(Tilford y cols, 2001).

El cromosoma Y también contiene abundantes elementos repetitivos de las familias Alu y
LINE a lo largo de todo el cromosoma y una parte importante de él estd constituida de DNA
satélite que en su mayor parte se encuentra en la region heterocromatica del extremo distal del
brazo largo, aproximadamente 30Mb (Erlandsson y cols, 2000; Lander y cols, 2001; Venter y
cols, 2001). Esta region heterocromética consiste principalmente de dos secuencias DYZI de
3.4kb y DYZ2 de 2.5Kb que juntas forman del 50- 70% del contenido de DNA del cromosoma Y
(Cooke y cols, 1983, Lahn y cols, 2001).

Una caracteristica distintiva de los genes en la NRY es que sus dos clases principales se
asocian con dos patologias: el sindrome de Turner (ST) y la infertilidad masculina. El sindrome
de Turner resulta de un cariotipo 45,X o de mosaicos con una linea celular 45,X y otra con un
segundo cromosoma sexual estructuralmente normal o anormal. El cariotipo del ST puede ser
visto como la falta de un cromosoma o segmento de cromosoma X o del cromosoma Y en
relacion a las mujeres XX o a los varones XY, lo que llevd a postular en 1965, que el sindrome
refleja la haploinsuficiencia de los genes del ST, de los cuales debfan existir homélogos en
ambos cromosomas sexuales y escapar a la inactivacion del cromososma X (Ferguson- Smith,
1965). Los genes clase 1 de la NRY del Y y sus homélogos del X cumplen estas condiciones, lo
que los hace candidatos a genes anti-Turner y su amplia expresién es consistente con el espectro
de anomalias presentes en las pacientes con este padecimiento (Zinn y cols, 1993; Lahn y cols,

2001). Los genes pseudoautosémicos también deben contribuir al ST ya que cumplen con los
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mismos requisitos (Rappold, 1993) Este sindrome permite evaluar el papel fundamental que
desempeifian los genes de mantenimiento del cromosoma Y expresados ubicuotamente y resaltar
la incompleta degeneracion de este cromosoma en el humano. En el raton, la degeneracion del
cromosoma Y parece estar relativamente mas avanzada ya que los individuos X0 no muestran un

fenotipo alterado o reconocible (Lahn y cols, 2001).

El segundo padecimiento cominmente asociado con el Y, la infertilidad masculina se
presenta en 1 de 1000 individuos principalmente por una falla espermatogénica. Notablemente,
las deleciones de novo del cromosoma Y constituyen aproximadamente 10% de los casos (Reijo
y cols, 1995; Vogt y cols, 1996; Simoni y cols, 1997; Vogt, 1998). Los genes especificos del Y
de la NRY con expresion especifica en testiculo, primordialmente en las células germinales y en
copias multiples son probablemente importantes para la espermatogénesis. El mapeo por delecion
en individuos infértiles permiti6 definir tres regiones implicadas en la fertilidad, AZFa,b,c
(Azoospermia factor region a, b and c) (Figura 1). La delecion de cualquiera de ellas afecta
severamente la espermatogénesis (Ma y cols, 1993; Reijo y cols, 1995; Vogt y cols, 1996;
Simoni y cols, 1996). La delecion de AZFc es la més comiin de las tres (Stuppia y cols, 1998).
Al parecer la alta incidencia de deleciones intracromosémicas en el cromosoma Y es debida a
eventos de recombinacion entre bloques de secuencias repetitivas dispersas del cromosoma Y,
incluyendo elementos retrovirales (Blanco y cols, 2000b; Kamp y cols, 2000). Ademés de los
genes multicopia con expresion en testiculo se han reportado alteraciones en los genes USP9Y,
previamente llamado DFFRY o en DBY (DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His)- box polipeptide Y), los
cuales pertenecen a la clase de genes NRY que se expresan ubicuotamente y se localizan dentro
de la regién AZFa, en individuos con falla espermatogénica (Sun y cols, 1999; Foresta y cols,
2000). Es interesante sefialar que los genes de expresion ubicuota SMCY, USP9Y, y UTY
codifican para varios antigenos H-Y masculinos especificos que despiertan la respuesta inmune
en las mujeres (Wang y cols, 1995; Warren y cols, 2000, Lahn y cols, 2001), lo que ha llevado a
sugerir que también podrian conferir un beneficio masculino y debido a que los homélogos en el
X retienen las funciones ancestrales, los genes en el Y pueden especializarse o por el contrario

degenerar y perderse (Wyckoff y cols, 2002).

El mapeo genético comparativo entre los tres grupos principales de mamiferos - euterios,

marsupiales y monotremas- mostré que los cromosomas sexuales consisten de dos regiones con
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origenes diferentes. Una region del cromosoma X estd conservada en todos los mamiferos y por
lo tanto debe ser parte del par ancestral. Sin embargo, la otra regién del X de los mamiferos
euterios es autosomica en los otros dos grupos, por lo que debe de haber sido adquirida més
recientemente. Esté region agregada, comprende la mayor parte del brazo corto del cromosoma X
humano y confirma su reciente adquisiciéon por el hecho de que muchos de los genes ahi
localizados escapan a la inactivacién del cromosoma X (Waters y cols, 2001). Asimismo, el
cromosoma Y también contiene una regién conservada en todos los grupos de mamiferos y una
regién agregada que estd presente solo en los euterios. Esto sugiere que la diferenciacion del
cromosoma Y se inicié antes de la divergencia de los monotremas y los terios (marsupiales y
euterios) lo cual se calcula ocurrié hace 170 millones de afios (Gaves, 1996; Waters y cols, 2001;
Graves, 2002). La region conservada del Y incluye solo a los genes SRY, RBMY, RPS4Y y
SMCY; mientras que para la mayoria de los genes de expresion ubicua (USP9Y, DBY, UTY, ZFY,
AMELY, STSP, CFS2RA y SLC254) su adicién fue maés recientes, el hecho de que casi todos
estos genes se encuentren en el mismo cromosoma de un marsupial, el wallaby, sugiere que

hayan pasado al cromosoma Y humano en un solo evento (Graves, 2000; Waters y cols, 2001).

Graves (2002) ha propuesto que el factor determinante testicular, SRY, es uno de los
genes tipicos del cromosoma Y en degeneracion y que probablemente no fue el producto original
que defini6 al cromosoma Y, sino mas bien es un producto de su degeneracion. Al igual que otros
genes en el cromosoma Y, evolucioné a partir de un gen, SOX3, en el par ancestral de
cromosomas sexuales y fue divergiendo de su funcién original, probablemente en el cerebro,
manteniendo la caja HMG de unién a DNA, lo que probablemente lo convirtié en un represor de
los genes SOX. Al igual que otros genes del cromosoma Y, ain aquéllos cruciales para el sexo
masculino, podria perderse y sus funciones ser realizadas por otros genes en la via de la

determinacién gonadal al continuar la deriva génica.
Genes en el cromosoma X

El cromosoma X de los mamiferos es tnico en el genoma debido a que estan presentes dos copias
en las mujeres y s6lo una en los varones. S6lo unos cuantos de sus 1500 probables genes en los

humanos y ratén tienen homdlogos en el Y. Los sujetos masculinos por su hemicigocidad
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expresan los genes recesivos ligados al X y la mayoria de los genes que no tienen homdlogos en

el Y estdn sujetos al proceso de inactivacion.

A diferencia de la poca conservaciéon del cromosoma Y que existe entre los mamiferos
euterios, el cromosoma X es un cromosoma altamente conservado no solo entre los primates sino
entre diferentes érdenes incluyendo, en algunas regiones, a marsupiales y monotremas (Graves,
2000; Waters y cols, 2001). Se ha postulado que esto es debido a la retencién de la funcion
ancestral de los genes autosémicos y que una vez que éstos entran al proceso de inactivacion, la
pérdida o cambio de localizacién de alguno de ellos descompensaria severamente la dosis génica
(Ohno, 1967; Graves, 2000). Sin embargo, la deriva génica del cromosoma Y ha marcado
diferencias evolutivas en cuanto a los genes que escapan a la inactivacion del cromosoma X en
las hembras. En general, como ya se menciond, se esperaria que todos los genes que escapan a la
inactivacién del cromosoma X tuvieran homologos funcionales en el Y (Greenfield y cols, 1998;
Disteche, 1999), esto ocurre en la mayoria de los casos, pero algunos genes como UBE! y SB1.8
escapan a la inactivacion pero carecen de homélogos en el cromosoma Y humano (Brown y cols,
1995; Rocques y cols, 1995; Carrel y cols, 1996; Mitchell y cols, 1998). Otros como el gen del
sindrome de Kallman, KALI, y STS tienen como homologos pseudogenes en el Y, existiendo
considerables diferencias en relacién a otros mamiferos como el ratén, en donde como ya se
menciond Sts es pseudoautosémico (Mitchell y cols, 1991; Del Castillo y cols, 1992; Disteche,
1995; Meroni y cols, 1996).

Lahn y Page (1999b) han propuesto que los genes que escapan a la inactivacién del
cromosoma X han evolucionado en cuatro estratos diferentes. Al estudiar 19 genes ancestrales
autosémicos que persisten como homélogos diferenciados en los cromosomas X y Y humanos y
medir la edad individual de los pares X-Y (por divergencia de su secuencia de nucledtidos) y con
base a su localizacion en ambos cromosomas establecen que existieron al menos 4 eventos que
suprimieron la recombinacion en bloques a lo largo de los cromosomas sexuales sin alterar €l
orden de los genes en el cromosoma X. El primer evento, el cual debe haber marcado el inicio de
la diferenciacién de los cromosomas sexuales, posiblemente ocurrié hace 240 a 320 millones de
afios, poco después de la divergencia entre aves y mamiferos. En la figura 1 se muestran los
genes y la localizacion de cada uno de estos estratos dentro de las NRX/Y. Se ha sugerido que los

eventos iniciales se llevaron a cabo en el brazo largo y que la supresion de la recombinacion mas
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reciente se did en la region adyacente a la PAR localizada en el extremo distal del brazo corto
del X y que probablemente los genes de este estrato formaban parte de una regién

pseudoautosémica de mayor tamaifio (Lahn y Page 1999b, Wyckoff'y cols, 2002).

Ademds de los genes que tienen o no homdlogos funcionales en el Y existe un nimero
adicional de genes en el X que escapan a la inactivacion. En un trabajo realizado por Carrel y
cols (1999) de 224 genes y secuencias de expresién blanco (EST) investigados se encontré que
34 escapan a la inactivacion. La mayoria de las secuencias que escapan a la inactivacién se
encuentran en el brazo corto y sélo 3% de ellas en el brazo largo. Estos datos parecen confirmar
que los genes del brazo corto son las adiciones autosémicas més recientes al cromosoma X y que
quiza por ello la inactivacion no se extiende homogéneamente en ellas, tal como ha sido
reportado en las translocaciones X/autosoma (Carrel y cols, 1999; Disteche, 1999; Hall y cols,
2002; Sharp y cols, 2002). Recientemente, se compard el estado de inactivacion de 5 genes
humanos, SMCX, ADS56, DXS100E, SB1.8 y ADS13, que no se inactivan de la region localizada
en Xp11.21-p11.22 con la region hémologa en el ratén, encontrdndose que sélo un gen, Smcx,
escapa a la inactivacién en este tltimo. Estos datos han llevado a sugerir que las secuencias de
los promotores y las localizadas adyacentes a ellos podrian ser importantes para determinar su
estado de inactivacion por el establecimiento de dominios cromosémicos especificos (Tsuchiya y
Willard, 2000).

El cromosoma X contiene, ademas de un gran nimero de genes de mantenimiento celular,
muchos genes implicados en la inteligencia (Lehrke, 1972; Turner, 1996) y sorprendentemente
una cantidad desproporcionada de genes que participan en la fertilidad en ambos sexos,
incluyendo genes que regulan la espermatogénesis (Hurts y Randerson, 1999; Saifi y Chandra,
1999; Wang y cols, 2000; Graves y Delbridge, 2001; Hurts, 2001). Varias hip6tesis han sido
propuestas para tratar de explicar como se produjo la acumulacion de este tipo de genes en el
cromosoma X de los mamiferos euterios, entre las que cabe destacar: (1) que inicialmente un
autosoma haya sido seleccionado por su alto contenido de genes relacionados con la reproduccion
y (2) que los genes implicados con la reproduccién se acumularon en el X después de la
degeneracion del cromosoma Y, ya sea por transposicion de autosomas al “autosuficiente
cromosoma X" o por la adquisicién de funciones relacionadas con la reproduccién por algunos

genes del X mas ampliamente expresados (Graves y Delbridge, 2001; Hurts, 2001). Sin embargo,
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a la fecha ninguna de ellas ha podido ser comprobada, sugiriéndose incluso que la organizacion
general del genoma podria ser la responsable de la acumulacién de genes que se expresan en un
tejido particular en una determinada region cromosomica para facilitar la regulacién de su

expresion.
Regiones pseudoautosémicas

En cada extremo de los cromosomas sexuales existen regiones homologas X-Y, estas regiones
pseudoautosémicas (PAR) aparean y recombinan regularmente en la meiosis masculina. La
PARI1 localizada en los extremos de los brazos cortos, abarca 2.6 Mb y contiene 11 genes
(PGPL, SHOX, XE7, CSF2RA, IL3RA, ANT3, ASMTL, DHRSXY, ASMT, TRAMP y MIC2) y la
regién 5’ de un duodécimo gen (XGA) (Graves y cols, 1998, Gianfrancesco y cols, 2001) (Tabla
2). La recombinacidn entre este DNA “pseudoautosdmico” en los extremos de los brazos cortos
de los cromosomas (Xp y Yp) asegura la homogeneizacién de las secuencias en la regién
(Rappold, 1993). Como la mayoria de los genes autosémicos, aquéllos en la PAR] se expresan
ambos alelos en los cromosomas X en la mujer y en los alelos enel X y el Y en el varén
(Disteche, 1995).

La PARI es esencial para el apareamiento meidtico y la recombinacién; su delecién causa
infertilidad masculina. Estudios comparativos entre los genes humanos localizados en esta regién
y los genes correspondientes en otros mamiferos ha llevado a establecer que fueron adicionadas
al X y al Y desde la divergencia de los marsupiales y los euterios hace 130 millones de afios
(Toder y Graves, 1998, Graves y cols, 1998). Una reduccion importante de esta regiébn que
incluye al gen STS se produjo durante la divergencia de carivoros y artiodactilos (Toder y cols,
1997). La comparacién de tres genes humanos de la PAR1, DHRSXY, PGPL y TRAMP, junto
con estudios previos de otros genes, ha permitido proponer que la PAR en el ratén ha ido
perdiendo gradualmente genes y no que a la PAR1 humana se le hayan ido adicionando (Graves
y cols, 1998; Gianfrancesco y cols, 2001).

Una segunda regi6n pseudoautosémica comparable a la anterior en Xg/Yq, fue
descubierta durante el mapeo del cromosoma X (Freije y Schlessinger, 1992). La PAR2 contiene
secuencias que fueron recuperadas tempranamente por ambos cromosomas y que muestran

recombinacién en toda su extension (Freije y cols, 1992). Sin embargo, también presenta
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Tabla 2. Genes localizados en las regiones pseudoautosémicas de los cromosomas sexuales

humanos
Regién Gen Producto/funcion Inactivacién | Referencias
PARI PGPL Proteina de unién a GTP putativa no ?;;;franccseo y cols,
SHOX/PHOG | Baja estatura con caja homedtica no Rao y cols, 1997;
Ellison y cols, 1997
XE7 Transcrito  especifico que escapa a no Ellison y cols, 1992
inactivacion del X
CSFR24 Cadenas a del receptor del factor no Gough y cols, 1990
estimulador de colonias de granulocitos y
macrofagos
IL3RA Cadenas a del receptor de interleucina 3 no Milatovich y cols, 1993
ANT3 ADP/ATP translocasa no Slim y cols, 1993
ASMTL Acetil-serotonin-O-metiltransferasa, no Ried y cols, 1998
semejante a
DHRSKY Deshidrogenasa/reductasa de la familia no Gianfrancesco y cols,
SDR 2001
ASMT Acetil-serotonin O metiltransferasa no Yiy cols, 1993
TRAMP Transposasa tipo AC putativa no Esposito y cols, 1999
MIC2 Antigeno de superficie definido por no Goodfellow, 1986;
anticuerpos monoclonales 12E7, F21 y 013 Gelin y cols, 1989
i Grupo sanguineo X no Ellis y cols, 1994a;
3" 4G4 pe £ . 1994b; Weller y cols
1995
PAR2 HSPRY3 Homélogo a sprouty de D. melanogaster si Ciccodicola y cols, 2000
SYBL1 Tipo sinaptobrevina si ll)g‘lgsgmsi:o y cols, 1996,
IL9R Receptor de interleucina 9 no Kermouni y cols, 1995
CXYorfl Desconocida, marco de lectura abierto no Ciccodicola y cols, 2000

conservadoen Xy Y
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propiedades diferentes a las de la PAR1. La recombinacion es 6 veces mayor que en el resto del
cromosoma X, pero mucho menor que el evento indispensable de recombinacién en cada meiosis
en la PAR Xp/Yp y no es necesaria para la fertilidad (Li y Hamer, 1995, Kuhl y cols 2001).
Quizés todavia mas extrafio, fue el hecho de que al mapearse y estudiarse dos genes en esta
regién, se encontré que /LI9R mostraba la expresion bialélica caracteristica de los genes de Xp/Yp
(Vermeesch y cols, 1997), pero que el segundo gen SYBL! se inactivaba tanto en el cromosoma
X inactivo como en el Y, por un mecanismo unico de compensacion de dosis génica (D’Esposito
y cols, 1997) (Tabla 2).

Ciccodicola y cols. (2000) secuenciaron y analizaron una regién de 330 270 bp de la PAR
en Xq/Yq, encontrando que los dos genes previamente descritos eran caracteristicos de dos
distintas sub-regiones. Los dos segmentos difieren marcadamente en su contenido de GC y
secuencias repetitivas y muestran formas diversas de expresién génica. La porcion proximal
contiene un segundo gen, HSPRY3, con el mismo patrén inusual de inactivacién reportado para
SYBL1. La porcién distal, ademds del gen /LIR contiene un gen embebido en la regién rica en
GC adyacente a los repetidos teloméricos TTAGGG, llamado CXYorf! y que al igual que IL9R

escapa a la inactivacion del cromosoma X (Tabla 2).

Se ha sugerido que las 320 kb de la PAR2 fueron duplicadas en el cromosoma Y
recientemente durante la evolucién de los primates. La comparacion de las dos regiones
propuestas con los homologos de los genes de la PAR2 en otras especies de mamiferos, lemur,
gato y wallaby, permitié establecer que ninguno de los genes humanos de las PAR1 y 2
colocalizan en el genoma marsupial, por lo que evolucionaron independientemente. El gen
SYBLI es el unico que en todas las especies se localiza en el cromosoma X, por lo que debe ser
parte del par ancestral. HSPRY3 también se encuentra en ¢l X de los euterios, pero no en el de los
marsupiales y debe haber sido adicionado al X hace 70-130 millones de afios, sugiriéndose que al
menos debieron de ocurrir dos adiciones subsecuentes durante la evolucién de la PAR2 y ademas
presentarse dos inversiones para obtener el orden de los genes en el cromosoma X humano. Este
complicado proceso evolutivo apoya la idea de que los rearreglos intercromosémicos terminales

son comunes en regiones no apareadas durante la meiosis (Charchar y cols, 2003).
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INACTIVACION DEL CROMOSOMA X

La inactivacién de uno de los cromosomas X en las hembras de mamiferos es necesaria para
asegurar la expresion de los genes ligados al X en igual dosis en relacién con el sexo masculino.
Este proceso de inactivacion estd acoplado con la diferenciacion celular durante la embriogénesis
y generalmente puede inactivarse al azar el X paterno o el X materno, durante el estado de
blastocisto y la progenie de cada una de estas células mantiene el mismo cromosoma X inactivo,

es decir la inactivacion es clonal (Heard, y cols, 1997).

Las islas CpG localizadas en los promotores de la mayoria de los genes del cromosoma X
inactivo, incluyendo las de genes de mantenimiento como HPRT, G6PD y PGKI, se encuentran
metiladas (Kass y cols, 1997). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que en muchos de
estos genes, el silenciamiento transcripcional precede a la metilacién (Brockdorf, 2002), por lo
que pareceria que ésta es responsable de mantener el estado inactivo mas que de iniciarlo. El
proceso de inactivacién se inicia con la expresion del gen XIST (X inactive specific transcript),
localizado en el centro de inactivacion del cromosoma X (XIC) en Xq13.2 (Brown y cols, 1991).
Este gen se encuentra desmetilado en el cromosoma X inactivo y metilado en el cromosoma
activo (Heard y cols, 1997). Sin embargo, pareceria que la presencia del centro de inactivacion y
la expresion del gen XIST no es necesaria para mantener el estado inactivo (Brown y Willard,
1994; Csankovsky y cols, 1999). En las células totipotenciales de ratén en que se han eliminado
ambas copias del gen Dnmtl, que codifica para la DNA metiltransferasa de mantenimiento, se
observa la expresién del gen Xisf, normalmente inactivo en el cromosoma X de los machos

(Panning y Jaenisch, 1996).

El producto del gen XIST es un RNA que cubre en cis un cromosoma X y desencadena
una serie de eventos que conducen a la inactivacion (Clemson y cols 1996). El primero de ellos
es la metilacién en K9 de la histona H3 (Avner y Heard, 2001; Mermoud y cols, 2002), conforme
se acumulan los RNA de Xist se observa la represion transcripcional de genes ligados al
cromosoma X, posteriormente existe una hipoacetilacién global de la histona H4 (Keohane y
cols, 1996; Csankovszki y cols, 2001) y la incorporacién de la macro histona H2A en los
nucleosomas (Chadwick y Willard, 2001; 2002). La metilacion de las islas CpG es el evento final

(Brockdorf, 2002), y pareceria ser el mecanismo responsable de mantener apagado
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transcripcionalmente casi todo el cromosoma. El estado de metilacion del cromosoma X inactivo
es preservado durante su replicacion por ambos tipos de DNA metil transferasas, de
mantenimiento y de novo (DNMT1 y DNMT3 respectivamente) (Boumil y Lee, 2001;
Brockdorf, 2002).

No tener un cromosoma X funcional o poseer méas de uno activo es letal para las células
diploides de ambos sexos (Tagaki y Abe, 1990), es por ello que sélo un cromosoma X debe ser
protegido de la inactivacion promovida por el gen XIST. Esto es logrado reprimiendo su
expresion en el X presente en los individuos masculinos y en el X de las hembras que
permanecerd activo. El escoger que alelo de X7ST sera reprimido es generalmente al azar en las
hembras de los mamiferos euterios. Sin embargo, en la placenta del raton, la inactivacion esta
improntada, el cromosoma X paterno se encuentra inactivo y el materno activo (Migeon, 1994).
El alelo materno de Xist esta reprimido siempre protegiendo al cromosoma materno de la
inactivacién (Lee 2000). En el Xic existe otro gen Tsix, el cual se transcribe en forma antisentido
a Xist abarcandolo en toda su longitud (Lee y cols, 1999) y contiene también una isla CpG que se
encuentra metilada en el cromosoma X activo (Debrand y cols, 1999). Este gen pareceria ser el
responsable de regular el proceso de inactivacion y de escoger que cromosoma X serd inactivado
en las hembras de ratén. Tsix parece ser un antagonista de Xist en la placenta de ratén y en el
proceso de inactivacion al azar en el resto de los tejidos (Boumil y Lee, 2001). Sin embargo,
recientemente se identificd el homdlogo humano, 7SIX que carece de isla CpG y cuyo transcrito
solo abarca los exones 5-8 del gen sentido. Estas diferencias hicieron pensar que fuera poco
probable que TSLX regule el proceso de inactivacién reprimiendo a XIS7, lo cual fue demostrado
por Migeon y cols (2002) por lo que pareceria que el proceso para escoger cual cromosoma X
sera inactivado es diferente en el humano.

Shibata y Lee (2003), a partir de la cuantificacion y caracterizacion de los transcritos de
Tsix encontraron que: (a) en células embrionarias totipotenciales la concentracién de RNA de
Tsix es 10 a 100 veces mayor que la de Xist, (b) solo 30-60% del RNA de Tsix es procesado a
partir de las uniones exdn-intrén conocidas y (c) que existen formas de 7six heterogéneas por un
procesamiento alternativo en el extremo 5° y la mayoria de las variantes comprenden una regién
de 1.9 kb complementaria entre los transcritos sentido y antisentido. Estos datos plantean la

posibilidad de diferentes funciones para los transcritos antisentido postuldndose que es probable
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que los dominios funcionales de 7six correspondan al extremo 5°, lo cual permite sugerir que los
transcritos humanos de 7SLX pudieran tener alguna funcion andloga a las propuestas para el del
ratén, ya sea por la regién del transcrito que es complementaria a los exones 5-7 de XIST o

simplemente ejerciendo su accidn represiva por la transcripcion antisentido per se.

Recientemente se encontré que el producto proteico del gen tumor supresor BRCA/
colocaliza con marcadores del cromosoma X inactivo en células sométicas femeninas y que se
asocia con el RNA de XIST. Los tumores de mama y ovario que carecen de alelos funcionales de
BRCA1I muestran defectos en la estructura de la cromatina del cromosoma X inactivo (Ganesan y
cols, 2002). El uso de microarreglos en tumores asociados a BRCA! revel6 la sobreexpresion de
genes ligados al cromosoma X en comparacion con tumores esporadicos o con mutaciones en
BRCA2 (Jazaeri y cols, 2002). Estos datos apoyan la participacion de BRCA1 en la inactivacién
del cromosoma X y plantean la necesidad de conocer la forma en que BRCAL1 y otras proteinas
interaccionan con el RNA de XIST para regular especificamente las modificaciones en la
estructura de la cromatina que llevan a la inactivacién del cromosoma X. Por otra parte, se
desconocen las implicaciones que tiene en el proceso neopldsico la pérdida de heterocigocidad

del gen BRCAI que conlleva a la reactivacion de genes del X (Stone y cols, 2003).

En la region pseudoautosomica Xp/Yp todos los genes analizados escapan a la
inactivacién del cromosoma X, al igual que un buen nimero de genes localizadas en regiones
especificas de los brazos cortos y largos del X y que como ya se menciond, en su mayoria tienen
o tuvieron homélogos funcionales en el cromosoma Y (Figura 1). Sin embargo, de los cuatro
genes de las PAR en Xq/Yq, sélo dos de ellos escapan a la inactivacioén, IL9R y CXYorfl,
mientras que los mas centroméricos, H-SPRY3 y SYBLI, son inactivados tanto en el X como en el
Y (Ciccodicola y cols, 2000). La inactivacion epigenética de SYBLI por metilacion del DNA fue
sugerida por el hecho de que es posible reactivar los alelos silenciados en células somadticas
hibridas empleando un agente desmetilante como S-aza-deoxicitidina (Huber y cols, 1999) y por
la observacion de su expresion bialélica en pacientes con sindrome ICF (inmunodeficiencia,
inestabilidad cromosémica y anomalias faciales) debido a mutaciones en el gen DNMT3B (Xu y
cols, 1999; Hansen y cols, 2000). Recientemente se demostré que tanto las modificaciones
especificas de las histonas, metilacion en K9 de H3, hipoacetilacion de H3 y H4 y la metilacién
de citosinas actan sinérgicamente para reprimir la transcripcion de SYBL!/ tanto en el
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cromosoma X inactivo como en el Y. Sin embargo, ain cuando los mecanismos epigenéticos de
mantenimiento del estado silente parecen ser los mismos, aparentemente se requieren procesos
diferentes para establecerlo en las células sométicas femeninas y masculinas. La inactivacién de

los alelos del cromosoma Y parece ser independiente de XIST (Matarazzo y cols, 2002).

El mecanismo por el cual algunos genes ligados al cromosoma X escapan al
silenciamiento mediado por el RNA Xist/XIST en el ratén y humano continua siendo un misterio.
Las técnicas de FISH no tienen la resolucion suficiente para determinar si los genes que se
mantienen activos se encuentran cubiertos por el RNA Xist. Sin embargo, pareceria que los RNA
Xist/XIST no cubren uniformemente al cromosoma X inactivo y que el RNA estd ausente en la
hetrocromatina constitutiva (Clemson y cols, 1996, Duthie y cols, 1999). Los promotores de los
genes inactivos pueden ser aislados de la cromatina del Xi empleando anticuerpos contra la
histona H3 metilada en K9, no asi los de genes que escapan a la inactivacién (Boggs y cols,
2002). Por el contrario los promotores de los genes que evaden a la inactivacion pueden ser
precipitados contra la H3 metilada en K4 (Boggs y cols, 2002), lo cual es consistente con la
presencia de metilacion en K9 en cromatina transcripcionalmente inactiva y en K4 en la
cromatina activa (Jenuwein y Allis, 2001). Esta correlacién se presenta también en los genes
transcripcionalmente activos de la PARI, de ratén y humano, en donde los promotores se
encuentran metilados en H3K4 y acetilados en la histona H4 (Jeppesen y Turner, 1993; Boggs y
cols, 2002). La region Xp11.2-3 que contiene un grupo de genes que escapan a la inactivacion, y
la regién homdloga en el ratén A2 tienen el mismo patrén de modificacién de histonas que la
PAR (Jeppesen y Turner, 1993; Boggs y cols, 2000). Ademas, las regiones que escapan a la
inactivacion no muestran una replicacion tardia ni metilacion en los dinucleétidos CpG de sus
regiones promotoras (Torchia y cols, 1994; Carrel y cols, 1996). Todos estos datos indican que la
cromatina de los genes activos del Xi no tiene la misma estructura que en los genes silenciados, y
permite suponer que deben existir elementos en cis que determinen cuando Xist debe mediar la

inactivacion de una regién particular del cromosoma X (Plath y cols, 2002).

Los genes que escapan a la inactivacién tienden a encontrarse agrupados, sugiriéndose
que su expresion puede ser controlada a nivel de dominios de cromatina (Carrel y cols, 1999). Ha
sido demostrada la existencia de elementos limitantes o aislantes en el DNA que separan regiones

de cromatina diferencialmente regulada (Chung y cols, 1993; Bell y cols, 2001; Norma y cols,
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2001). Los elementos limitantes podrian jugar un papel similar aislando a los genes que escapan
a la inactivacion del ambiente heterocromatico del Xi. Recientemente se sugirié que la presencia
de secuencias LINE (long interspersed nuclear elements) promueven la extension del RNA de
Xist, debido a que estas secuencias son particularmente abundantes en el cromosoma X en
comparacion con los autosomas (Lyon, 1998). Sin embargo, transgenes de cDNA Xist pueden
cubrir y silenciar regiones cromosomicas pobres en LINE, indicando que éste no es un requisito

indispensable para el silenciamiento (Migeon y cols, 2001; Plath y cols, 2002).

LA MEIOSIS Y LOS CROMOSOMAS SEXUALES HUMANOS

Generalidades sobre el proceso meiético

La meiosis es el mecanismo que asegura la produccién de gametos funcionales. Para ello, existen
mecanismos reguladores intrinsecos de los meiocitos que aseguran que el programa secuencial de
eventos necesarios sea ejecutado correctamente. Los mecanismos intrinsecos, ademds responden
a factores que se originan a partir del entorno ambiental de las células germinales. En los
organismos multicelulares, tales sefiales pueden genenarse en las células somaticas gonadales o

ser hormonas liberadas por células localizadas a distancia (Kohli y Hartsuiker, 2001).

La meiosis produce espermatozoides y 6vulos con exactamente la mitad del numero
cromosdmico de las células que dan lugar a gametos. Para asegurar que cada gameto tenga una
copia de cada par cromosomico, las células diploides emplean cuatro procesos especificos de
meiosis (Champion y Hawley, 2003; Petronczki y cols, 2003).

1. Los cromosomas homélogos son unidos por alineamiento homélogo, esto es, la
asociacion fisica (apareamiento) y la formacién de la sinapsis mediante el ensamblado de
una estructura proteica, el complejo sinaptonémico.

2. Los pares de homélogos son mantenidos unidos a través del proceso de recombinacion
reciproca meidtica resuelta como entrecruzamientos y que culmina con la formacién de
quiasmas.

3. La orientacion de los dos centromeros de cada bivalente hacia polos opuestos del huso en

formacién, que junto con la inhibicion de la separacion de las crométidas hermanas,
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asegura la separacién de los dos homélogos y la reduccion del nimero cromosémico
durante la primera division meiética.
4. Después de la meiosis I, los cromosomas realizan una division tipo mitosis, sin

replicacion del DNA.

Basandose en los estudios citogenéticos iniciales, parecia razonable asumir que la sinapsis era
necesaria para que se realizara el entrecruzamiento. Esto fue apoyado por el hallazgo de una
mutante de Drosophila melanogaster, (¢(3)G), que bloquea tanto la formacién del complejo
sinaptonémico como la recombinacién (Page y Hawley, 2001). Sin embargo, los estudios
genéticos en Saccharomyces cerevisiae, realizados a principio de los 90, indicaron que la
supresiéon mutacional del complejo sinaptonémico tenia consecuencias moderadas sobre la
recombinacién y la segregacion (Rockmill y Roeder, 1990). De hecho, en S. cerevisiae, la
recombinacion es esencial para la formacién del complejo sinaptonémico (Hawley y Arbel,
1993). Observaciones similares han sido reportadas en Arabidopsis thaliana y en mamiferos
(Baudat y cols, 2000; Grelon y cols, 2001). No obstante, la recombinacion no es necesaria para la
sinapsis en los ovocitos de Drosophila o en el nematodo Caenorhabditis elegans (McKim y
Hayashi-Hagihara, 1998; Demburg y cols, 1998). Estos datos apoyan que ambos procesos
ocurran de manera independiente y que el orden en que se realizan depende del grado de
evolucion de cada especie. Lo que si constituye un mecanismo universal es que la recombinacién
se inicia por rupturas de doble cadena en la molécula de DNA (DSB) generadas por la proteina
Spo 11 en levaduras y sus homélogos en otros organismos (Hunter y cols, 2001; Mahadevaiah y
cols, 2001; Champion y Hawley, 2003; Petronczki y cols, 2003). En la figura 2 se muestran los
principales eventos que se ocurren durante la primera profase mei6tica y que son relevantes para

asegurar una segregacién cromosomica correcta, tal como acontecen en levaduras y mamiferos.

Regulacién de las meiosis femenina y masculina

Las caracteristicas basicas de la meiosis — dos divisiones celulares, sin la intervencion de una
replicacién de la cromatina y la reducciéon a la mitad del nimero cromosémico — se han
conservado a través de la evolucion. Por lo que no es sorprendente que estas reglas se apliquen en
los mamiferos, incluyendo a los humanos, tanto para la meiosis femenina como para la

masculina. Sin embargo, existen detalles en los procesos meidticos que son marcadamente
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Figura 2. A Primera profase meiética, eventos relevantes para la recombinaci6n genética y
formacion de los quiasmas que aseguren la segregacién cromosémica correcta.

B Mecanismo molecular de la recombinacién meidtica, proteinas participantes
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de Bishop, 2001 y Villeneuve y Hillers, 2001)
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diferentes. La ovogénesis en los mamiferos se inicia durante el desarrollo fetal, y un nimero
predeterminado de células germinales, se detiene al final de la profase 1. La primera divisién se
completa durante la ovulacién, generando un ovocito secundario y el primer cuerpo polar. De
estas células Gnicamente la primera continuard con la segunda division meiotica, que sdlo sera
completada si la célula es fertilizada (Hunt y Hasssold, 2002). Es por ello que la meiosis
femenina requiere de seflales especificas de inicio y alto (Duesbery y Van de Woude, 2002) ¢
incluso puede durar varias décadas, como en el caso de los humanos. En contraste, la meiosis
masculina es menos complicada, se inicia en la pubertad y es un proceso continuo, con
espermatocitos progresando desde la profase I hasta la segunda divisiéon en poco méas de una
semana (Hunt y Hasssold, 2002).

Quizas la diferencia méas importante entre ambos géneros en el humano sea la tasa de errores
que ocurre en cada meiosis, ya que al menos 10-25% de todos los fetos son aneuploides (Hassold
y Hunt, 2001). Los estudios realizados a partir de productos con las trisomias més frecuentes
indican que aproximadamente 80-90% son el resultado de una no disyuncién en la meiosis I
materna. A pesar de que es posible que las aneuploidias de origen paterno sean preferentemente
eliminadas, no existen evidencias de que exista una seleccién in ufero para que sean
discriminadas de acuerdo al origen parental. Sin embargo, es posible que las diferencias se
originen durante la meiosis, lo cual es consistente con estudios directos en gametos humanos para
detectar aneuploidias, donde més de 20% de los ovocitos y s6lo 3-4% de los espermas presentan
anormalidades en el niimero cromosémico (Martin y cols, 1991; Griffin y cols, 1995; Spriggs y
cols, 1996; Angell, 1997). De aqui que la meiosis femenina, en particular la MI parezca

extraordinariamente susceptible a errores.

La vulnerabilidad de la meiosis femenina presumiblemente se origina por dos vias: ya sea por
una ocurrencia mayor de errores o que los mecanismos de reconocimiento y correccién que
eliminan a las células anormales sean menos eficientes que en la espermatogénesis. Existen dos
puntos de control importantes que operan de manera estricta durante la meiosis masculina, uno
de ellos es similar al que ocurre en la mitosis durante la transicion metafase-anafase que
monitorea el alineamiento correcto de los cromosomas en el huso. La existencia de este punto de
control fue demostrada inicialmente en estudios en biopsias de testiculo de individuos portadores

de rearreglos cromosémicos que mostraban un nimero significativo de univalentes en metafase I
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y un decremento significativo o incluso total de metafases II (Chandley y cols, 1976; Chandley,
1988). De manera similar, en los ratones macho, las anormalidades cromosomicas o defectos en
genes especificos que generan cromosomas univalentes conducen a arresto en metafase | con
muerte subsecuente de los espermatocitos (Hunt y Hassold, 2002). Sorprendentemente, el punto
de control de metafase tiene una calidad de alta exigencia durante la meiosis masculina, y parece
estar ausente en la meiosis femenina (Hunt y cols, 1995; LeMarie y cols, 1997; Roeder y Bailis,
2000; Miller y Therman, 2001). Esto ha sido demostrado en portadoras de rearreglos
cromosdmicos que producen infertilidad en los varones o en cepas de ratonas expuestas a
agentes que impiden la formacién del huso o con mutaciones en genes que alteran la foliculo-
génesis y que no se asocian en ningilin caso con arresto meidtico o retraso en la anafase (Hunt y
cols, 1995; Le Marie y cols, 1997; Roeder y Bailis, 2000; Miller y Therman, 2001, Hodges y
cols, 2002). En los ovocitos, la meiosis continta, por lo que ademds las células que proceden a
través de la MII presentan un incremento significativo en aneuploidias, indicando que el costo en
la relajacion en el control del ciclo celular se traduce en una reduccién en la calidad genética de

los gametos.

La falta del punto de control en metafase provee una explicacion para el elevado rango de
segregaciones cromosémicas anormales de meiosis I observado en las mujeres, surgiendo la
interrogante de sf esta diferencia est4 relacionada con la estructura del huso meiético. En mitosis,
el centrosoma de cada polo del huso es organizado alrededor de un centriolo. En la meiosis
femenina, el centrosoma carece de centriolo. En la primera division después de la fusién del
esperma y el 6vulo, al menos uno de los dos centrosomas parece tener un centriolo de origen
paterno. La ausencia de centriolo podria reflejar los cambios moleculares que contribuyen a la
elevada frecuencia de no disyuncién en la meiosis femenina (Tomado de Miller y Therman,
2001). Hodges y cols (2001) han sugerido que la presencia de remanentes del complejo
sinaptonémico asociados con los cromosomas meidticos masculinos hasta la anafase II, a
diferencia de lo que ocurre en la femenina, en la que los cromosomas pierden todas las proteinas
del complejo sinaptonémico antes de que ocurra la primera division, podria estar implicada en la
existencia mecanismos de segregacion distintos en cada sexo y contribuir al alto grado de error en

la meiosis femenina.
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Ademas del punto de control en la formacién del huso y en el alineamiento de los
cromosomas que monitorea la transicion metafase-anafase, existe un punto de control més
temprano que monitorea el procesamiento de las DSB generadas para iniciar la recombinacion y
que se conoce como el punto control de paquiteno. Se ha sugerido que éste opera de manera
similar al punto de control que detecta DNA dafiado. En él el control es mucho més estricto en la
meiosis masculina que en la femenina. Esto fue demostrado empleando varias cepas de ratones
con mutaciones en los diferentes genes que participan en el proceso de recombinacion, donde en
general la meiosis se detiene més tempranamente en los machos que en las hembras, e incluso
algunas mutaciones no alteran la fertilidad de estas ultimas (Roeder y Bailis, 2000; Miller y
Therman, 2001; Cohen y Pollard, 2001; Hunt y Hassold, 2002; Champion y Hawley, 2003). En la
tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de estos trabajos indicando el punto de arresto

durante la primera profase o la continuacién del proceso meiético en cada sexo.

Comportamiento de los cromosomas sexuales en las meiosis femenina y masculina

El comportamiento de los cromosomas sexuales en las meiosis femenina y masculina en
mamiferos muestra diferencias significativas. En la mujer ambos cromosomas X son equivalentes
en tamafio y contenido génico y el apareamiento y recombinacién meiéticos pueden ocurrir
tedricamente en cualquier sitio, comportdndose de la misma manera que los autosomas. Sin
embargo, los individuos masculinos presentan un X y un Y con diferencias en su tamafio y
contenido génico. En los varones la recombinacién sélo se lleva a cabo en las pequeiias regiones
pseudoautosémicas (Rappold, 1993).

El apareamiento de los cromosomas humanos usualmente comienza en sitios muy
cercanos a los telémeros (Lauri y Hultén, 1985). En los cromosomas X y Y el apareamiento se
inicia en la PAR1, donde también tiene lugar el evento obligatorio de entrecruzamiento y la
formacion de unicamente un quiasma, indispensable para asegurar su segregacién correcta. Este
entrecruzamiento fue inicialmente observado citogenéticamente y posteriormente establecido
siguiendo la segregacién de alelos de RFLP en drboles geneal6gicos (Rouyer y cols, 1986; Page y
cols, 1987). El apareamiento en los cromosomas sexuales no sélo se ha observado en la regién

distal de sus brazos cortos, sino que ocasionalmente se encuentran apareados también en los
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Tabla 3. Alteraciones en la meiosis por la presencia de mutaciones inducidas en estado
homocigoto en el ratén. Diferencias en el efecto entre hembras y machos (Modificado de

Hunt y Hassold, 2002)
Gen/estadio leptoteno | zigoteno | paquiteno | diploteno | diacinesis/MI | fertilidad
Recombinacion
DMC1 S —
Mihl phsen
Pms2 SRS T (R " SR .
espermas anormales
Msh4 4
Complejo
sinaptonémico
Otros - R
Ciclina Al [M—]
Atm _—I
Cpeb ]__ ............................................. od. POCOS espermas
moviles
Y2 — i

Las lineas negras representan los eventos en que las meiosis femenina y masculina son similares, las lineas naranja
los eventos en las hembras y las azules en los machos; las lineas discontinuas indican que sélo sobrevive una
proporcién de células.
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extremos distales de sus brazos largos (Chandley y cols, 1984; Speed y Chandley, 1990). Estos
datos llevaron al descubrimiento de la PAR2 (Freije y cols, 1992).

La frecuencia de recombinacion en la PAR situada en los brazos cortos es
extremadamente alta en la meiosis masculina, siendo aproximadamente 10 veces mayor que la
frecuencia normal de recombinacion meidtica, lo cual probablemente se deba a que en la
ovogénesis ocurre al azar, mientras que en la espermatogénesis es un sitio obligado (Hunt y
LeMarie, 1992). Estudios de ligamiento tipificando espermatozoides han confirmado que en esta
region existe una actividad recombinacional incrementada y que incluso pueden ocurrir en
algunas ocasiones dos entrecruzamientos en una distancia fisica de aproximadamente 1 800 kb
(Schmitt y cols, 1994). Aln cuando la recombinacién en la PAR2 no es ni necesaria ni suficiente
para la culminacién de la espermatogénesis, su frecuencia es aproximadamente 6 veces mayor
que en la meiosis femenina (Strachan y Read, 1999).

El apareamiento entre los cromosomas X y Y fue considerado de manera hipotética
como un prerrequisito para que se complete la meiosis masculina (Burgoyne, 1982). Burgoyne y
otros argumentaron que los espermatocitos primarios, que contienen cromosomas sexuales
univalentes, no producen espermatozoides funcionales. Estudios de segregacion meidtica en
ratones indican que todos los espermatozoides funcionales derivan de espermatocitos con
cromosomas X-Y que aparean y tienen un quiasma entre ellos (Keitges y cols, 1987: Cattanach y
cols, 1990; Hale y cols, 1991; Burgoyne y cols, 1992). Igualmente se ha observado que la
disociacion X-Y conduce a esterilidad. En otras palabras, el entrecruzamiento obligado es una
condicion indispensable para la reproduccién del individuo. Esto fue demostrado en cruzas entre
dos especies de ratones donde habia 95% de disociacién en hibridos llevando a esterilidad
(Matsuda y cols, 1991; 1992; Burgoyne y cols, 1992). Individuos con anomalfas estructurales de
los cromosomas sexuales que no permiten el apareamiento y la recombinacién entre ellos
presentan azoospermia. De manera similar, una recombinacion reducida frecuentemente provoca
una segregacion incorrecta produciendo aneuploidias (Quack y cols, 1988; Speed y Chandley,
1990; Hassold y cols, 1991; Mohandas y cols, 1992; Delobel y cols, 1998; Hassold y Hunter,
2001). Datos similares se han encontrado en estudios meidticos en individuos con cariotipos
47,XXY; 47,XXY/46,XY y 47, XYY, donde tinicamente los espermatocitos con un complemento

cromosémico normal y cromosomas sexuales apareados pueden culminar la meiosis (Blanco y
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cols, 1997 y 2001; Martin y cols, 2001; Bergere y cols, 2002). Estos datos demuestran que el
control de la meiosis masculina sobre la formacion de los quiasmas y el alineamiento correcto de
los pares de homélogos es sumamente estricto y que en particular la meiosis es interrumpida por
la presencia de cromosomas sexuales aquiasmdticos o univalentes (Roeder y Bailis, 2000;
Hassold y Hunter, 2001; Miller y Therman, 2001; Champion y Hawley, 2003).

Los estudios meidticos en ovocitos XO de hembras de ratén demuestran que la presencia
de un cromosoma univalente causa una severa disrupcion durante la meiosis en los mamiferos,
afectando el alineamiento y la segregacién de otros pares de cromosomas, sin embargo,
contrariamente a lo que ocurre en la meiosis masculina, la mayoria de los ovocitos reasume la
meiosis y culmina la primera divisién con la migracién del univalente hacia un polo o con su
divisién ecuacional (Hunt y cols, 1995). Por el contrario, en estudios realizados en embriones
humanos (de 15 a 20 semanas de gestacion) con complemento 45, X se encontré apoptosis
masiva de los ovocitos, lo cual sugiere que aunque la apoptosis es un evento que ocurre
normalmente durante el desarrollo de las células germinales femeninas, la presencia de un
cromosoma X univalente la acelera y probablemente conduce a la disgenesia gonadal (Modi y
cols, 2003).

Ocasionalmente el entrecruzamiento obligado entre el X y el Y en la meiosis masculina
ocurre fuera de la PAR1 (recombinacién ilegitima); en estos casos genes localizados en el limite
de la regi6n pseudoautosdmica (PABY) tales como SRY, el cual se localiza proximal a s6lo 5kb
del limite de las regiones pseudoautosémicas en Xp/Yp (Sinclair y cols, 1990), pueden ser
transferidos al cromosoma X. Esta recombinacion ilegitima resulta en varones 46, XX (Page y
cols, 1985; Petit y cols, 1987) y el producto reciproco es un cromosoma Y que carece de SRY tal
como se ha encontrado en algunas mujeres con disgenesia gonadal pura 46, XY. (Levilliers y
cols, 1989) Se ha sugerido que el “atrapamiento” de los cromosomas sexuales en el cuerpo XY
contribuya, facilitando que se extienda el area de recombinacién, y que en realidad no sélo ae
lleve a cabo un intercambio no homoélogo, sino que se presente un evento de translocacion no
balanceada entre los cromosomas sexuales (Stalvey y cols, 1989). Al parecer, los eventos de
recombinacién ilegitima o translocacion son facilitados por la presencia de secuencias Alu y otros
elementos repetitivos dispersos en ambos cromosomas sexuales, que proveen sitios de

recombinacién homéloga (Rouyer y cols, 1987; Erlandsson y cols, 2000). Aproximadamente un
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tercio de los varones XX (SRY+) y mujeres XY (SRY-) se deben a intercambios anormales entre
los genes PRKY y su homélogo PRKX localizados relativamente distantes de la PAR1, ~ 7Mbp,
pero que muestran una gran homologia, lo cual probablemente explique la frecuencia elevada de
recombinacion ectdpica que no ocurre en otros pares de genes homoélogos como ZFY/ZFX y
AMELY/AMELX (Schiebel y cols, 1997).

Reactivacion e inactivacién meidtica de los cromosomas sexuales

Otro aspecto en que difiere el comportamiento meiético de los cromosomas sexuales en varones
y mujeres es que en los ovocitos primarios se requiere de la presencia de los dos cromosomas X
activos para que se pueda realizar el apareamiento y la recombinacién entre ellos para asegurar
su correcta segregacion (Gartler y cols, 1975; Kratzer y Chapman, 1981). El cromosoma X
inactivo debe ser reactivado para que se pueda dar el apareamiento y recombinacion entre ellos.
Esta reactivaciéon parece ocurrir en los ovocitos poco antes del comienzo de la meiosis,
observéndose transcripcién en ambos cromosomas X y que ninguno muestra un comportamiento
heteropicnético (Miller y Therman, 2001). En cambio, en los espermatocitos primarios, los
cromosomas sexuales se observan heteropicnéticos de zigoteno a diploteno, lo cual indica un

estado de condensacién de su cromatina e inactivacion transcripcional (Hunt y LeMarie, 1992).

La presencia de un cuerpo densamente tefiido en el nicleo de los espermatocitos de
mamiferos durante la profase I fue observada inicialmente por Lenhossek a finales del siglo XIX.
Subsecuentemente esta estructura fue identificada como el par de cromosomas sexuales altamente
condensado (Painter, 1924). Originalmente se le llamé vesicula sexual, sin embargo ahora se
conoce como cuerpo sexual o XY, debido a que no estd rodeado de membrana (Solari, 1974). La
condensacion de la cromatina del X y del Y se inicia en zigoteno tardio y en paquiteno, en el cual
es visible una clara organizacién en bouquet y todos los pares homélogos se encuentran
completamente alineados, la cromatina sexual forma una estructura esférica fécilmente
distinguible al microscopio optico (Solari, 1974). En diploteno, los cromosomas sexuales dejan
de mostrarse heteropicnéticos y durante diploteno-metafase I, el cuerpo X-Y parece similar a los

bivalentes autosémicos, excepto por su estructura asimétrica (Therman y Susman, 1993).

En paquiteno temprano, aproximadamente un tercio del cromosoma Y esté implicado en

la formacién del complejo sinaptonémico con la porcién distal de Xp (Moses y cols, 1975; Solari,
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1980). En general se supone que el apareamiento implica el tercio distal de Xp y casi todo Yp por
arriba del centrémero (Moses y cols, 1975). En el ratén, el X y el Y aparean por los extremos
distales de sus brazos largos, al igual que en el chimpancé, mientras que en el orangutén y el
gorila ocurre de manera similar al humano. La evolucién del cromosoma Y puede inferirse a
través del estudio de las variaciones en el comportamiento en el apareamiento de los cromosomas

sexuales en mamiferos (revisado en Schempp y Toder, 1993).

La inactivacion de los cromosomas sexuales, MSCI, (meiotic sex chromosome
inactivation) es el proceso por el cual los cromosomas X y Y de los espermatocitos primarios son
inactivados transcripcionalmente; la forma asociada de los cromosomas XY heteropicnéticos o
cuerpo XY ha sido considerada como la manifestacién morfoldgica de este proceso (Solari, 1974;
McKee y Handel, 1993). Sin embargo, poco se conoce de las bases moleculares o de la funcién
biolégica de la MSCI. Lifschytz y Lindsley sugieren que ciertos genes ligados al sexo podrian ser
inhibidores de la espermatogénesis y que la MSCI sirve para silenciarlos (Lifschytz y Lindsley,
1972). Otros autores la consideran como la desafortunada consecuencia de la necesidad de una
maéscara para ocultar las regiones que no se encuentran en sinapsis de los cromosomas sexuales,
ya sea para evitar el punto de control que detecta los defectos en la sinapsis de los cromosomas e
induce la muerte de las células germinales (Jablonka y Lamb, 1988; Odorisio y cols, 1998), para
prevenir la iniciacién de los eventos de recombinacién ilegitimos que dafien las regiones
diferenciales de los cromosomas X-Y. (McKee y Handel, 1993), o para asegurar que la sinapsis

entre los cromosomas sexuales sea eficiente (Turner y cols, 2000b).

El cromosoma X inactivo de las células somdticas femeninas y el de las células
germinales masculinas comparten algunas caracteristicas como la replicacién tardia (Kofman-
Alfaro y Chandley, 1970) y el enriquecimiento para la histona macroH2A1.2 (Hoyer-Fender y
cols, 2000). Estos datos llevaron a proponer que la MSCI debia ocurrir por un mecanismo
semejante al que produce la inactivacion del X en las células somdticas femeninas. En el ratén
macho, la expresion de Xist estd restringida al testiculo, el sitio donde la MSCI tiene lugar
(Richler y cols, 1992; Salido y cols, 1992b, McCarrey y Dilworth, 1992), ademés, Ayoub y cols
(1997) reportaron que el RNA de Xist cubre los ejes de los cromosomas X y Y en el cuerpo

sexual de los espermatocitos en paquiteno. Estos investigadores propusieron que la MSCI es
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mediada por el transcrito de Xist y que debia extenderse desde el cromosoma X hasta el

cromosoma Y, via la region del apareamiento XY (Ayoub y cols, 1997).

En contra del mecanismo comun propuesto, existen trabajos con ratones que presentan
mutaciones dirigidas en Xist que no afectan la fertilidad masculina, pero que si alteran la
inactivacion somaética en las hembras (Marahrens y cols, 1997; Csankovaszki y cols, 1999).
También, se demostr6 que la falta de Xist impide la localizacién de la histona macro H2A1.2 en
el cromosoma X de las células somaticas femeninas, pero no en el cuerpo sexual (Csankovaszki y
cols, 1999). Recientemente, Mc Carrey y cols (2002) y Turner y cols (2002) comprobaron que la
inactivacion del cromosoma X durante la espermatogénesis es independiente de Xist/Tsix, en
ratones con disrupciones dirigidas de Xist y midiendo la expresiéon de ambos transcritos tanto en
las cepas silvestres como en las que portan las mutaciones. Ambos grupos demostraron que el
cuerpo XY se forma de manera normal en los ratones macho Xist ~ (Mc Carrey y cols, 2002;
Tumner y cols, 2002). Se ha propuesto que la expresién de Xist y Tsix en los meiocitos
masculinos podria ser el resultado de una transcripcién ilegitima, resultado de la desmetilacion
que ocurre en la linea germinal, misma que se ha sugerido es responsable de la expresion
improntada del alelo paterno (Norris y cols, 1994; Turner y cols, 2002). Ademaés en contraste con
la situacién presente en los tejidos femeninos, la expresion del gen Xist en testiculo de ratén es
muy baja y no correlaciona temporalmente con la formacién del cuerpo XY (Richler y cols,
1992; Salido y cols, 1992b; Mc Carrey y Dilworth, 1992). Asimismo, el mantenimiento de la
inactivacién del cromosoma X en los espermatocitos parece no implicar la desacetilacion de la
histona H4 (Armstrong y cols, 1997), ni la metilacién de las islas CpG (Bernardino y cols, 2000),

como ocurre en las células sométicas femeninas.

Los mecanismos moleculares que controlan la formacion del cuerpo XY parecen ser
diferentes de aquéllos que participan en la inactivacion del cromosoma X en las células sométicas
de las hembras de mamiferos. AGn cuando estos mecanismos se desconocen, diferentes
investigaciones permiten sugerir que su formacién no es una propiedad intrinseca de los
cromosomas sexuales, y que puede ser controlada en frans por factores originados a partir de los
autosomas o aun por eventos que ocurren fuera de las células meibticas (Smith y Benavente,
1995; Turner y cols, 2000b). La condensacién de los cromosomas sexuales para formar el cuerpo

sexual es probablemente mediada por la asociacion de protefnas especificas a la cromatina y por
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modificaciones diferenciales de las histonas, tales como, fosforilacién, ubiquitinizacién,
metilacion o acetilacion (Baarends y cols, 1999; Strahl y Allis, 2000; Turner y cols, 2000b).
Algunas proteinas como las histonas macro H2A1.2 (Hoyer-Fender y cols, 2000) y H2AX, en su
forma fosforilada y-H2AX (Mahadevaiah y cols, 2001), junto con la proteina XMR (Escalier y
Garchon, 2000) se localizan preferentemente en la cromatina de los cromosomas sexuales de los
espermatocitos en zigoteno tardio/ paquiteno temprano, esto es durante los estadios iniciales de
condensacion; lo que hace a estas proteinas fuertes candidatos para jugar una funcion en el inicio
de la remodelacion de la cromatina. En paquiteno tardio/ diploteno temprano, la proteina
heterocromética HP1p (M31), ademas de encontrarse en su localizacion habitual
pericentromérica, se encuentra concentrada en el cuerpo XY (Motzkus y cols, 1999, Turner y
cols, 2001), lo que corresponde con su naturaleza heterocromatica. Las proteinas M31/H2A1.2 se
localizan también en la PAR1 desde paquiteno y persisten hasta diploteno, por lo que se ha
propuesto que participen tanto en mantener la cohesion entre las cromatidas hermanas, como en
prevenir una separaciéon prematura del par X-Y (Turner y cols, 2001). Otras proteinas como
Suv3%h interaccionan con M31 (Aargard y cols, 1999) y la isoforma especifica de testiculo,
Suv39h2 se localiza en el cuerpo sexual (O’Carrol y cols, 2000), lo que la hace candidata para
participar también en el proceso de MSCI.

Ademaés de estas proteinas con una funcién putativa en los procesos de condensacion y
heterocromatizacion existe todo un catdlogo de proteinas que se acumulan en la cromatina de los
gonosomas. Algunas protefnas especificas del cuerpo XY en el ratén son: la proteina XY40
(Smith y Benavente, 1992) y la proteina XY77 (Kralewski y cols, 1997) que est4n asociadas con
los ejes de los cromosomas sexuales pero no se encuentran en las asas de cromatina y quiza estén
implicadas en enmascarar a los cromosomas X-Y, aunque no se encuentran en el inicio del
proceso de la inactivacién. Por otra parte, la proteina p51 esté distribuida a través del cuerpo XY
y en los centrémeros de los autosomas, lo que sugiere una funcién en el bloqueo de los eventos

de transcripcion y recombinacion durante la gametogénesis (Smith y Benavente, 1995).

Turner y cols (2000b) describieron otra proteina asociada con los cromosomas sexuales
durante la meiosis masculina, la proteina ASY o proteina asindptica. Esta molécula no tiene
relacién con la MSCI, pero pareceria ser especifica de la cromatina asindptica de las regiones no

homélogas X-Y y tener una funcién en el punto de control de paquiteno. La presencia de esta

35



proteina en el cuerpo XY pareceria evitar la activacién en paquitene tardfo del punto de control
que remueve las células que presentan sinapsis incompleta a través de una via apoptética
independiente de pS3. Asimismo, Turner y cols (2000b) proponen que debido a que la MSCI
inicia antes de entrar a la profase meidtica y por lo tanto, previo a la blisqueda de homologia; el
cuerpo XY enmascara las regiones no homoélogas de los cromosomas sexuales originando una
asinapsis entre ellos y disparando a su vez la sinapsis de los demas cromosomas. De esta manera

actua como un punto de control de la sinapsis.

Fernandez-Capetillo y cols (2003) encontraron que la y-H2AX, cuya acumulacion en el
cuerpo XY es independiente de las rupturas de doble cadena asociadas con la recombinacién
meidtica (Mahadevaiah y cols, 2001) es requerida para el remodelamiento de la cromatina y la
MSCI en la meiosis en el ratén macho. Los ratones deficientes en esta proteina presentan una
falla en iniciar la condensacion de los cromosomas sexuales para formar el cuerpo XY y exhiben
severos defectos en el apareamiento meidtico. Ademds proteinas como la macro H2A1.2 no se
localizan preferentemente en el cuerpo XY en ausencia de H2AX, lo cual indica una clara
funcién de esta proteina en la MSCI y muy probablemente del cuerpo XY en el control de la
meiosis masculina (Ferndndez-Capetillo y cols, 2003).

Cuando se forma el cuerpo XY, la cromatina de los cromosomas X y Y es
transcripcionalmente inactiva, como lo evidencia el hecho de que no existe incorporacién de
uridina tritiada y la exclusion de la RNA polimerasa II del cuerpo XY (Monesi, 1965a; 1965b;
Wiltshire y cols, 1998; Turner y cols, 2000b). Sin embargo, la PAR1 probablemente escape a esta
inactivacién (Raman y Das, 1991). En contraste con las NRY y NRX, los autosomas en este
estadio se encuentran descondensados y son transcripcionalmente activos presentando una
configuracién accesible a nucleasas (Solari, 1974; Wiltshire y cols, 1998). La MSCI asociada con
el cuerpo sexual se refleja como una marcada regulacion a la baja de varios transcritos ligados al
X y al Y (Mc Carrey y Dilworth, 1992; Mc Kee y Handel, 1993; Mahadevaiah y cols, 1998;
Odorisio y cols, 1998). Concomitante con este silenciamiento transcripcional, los “respaldos”
autosdmicos de varios genes ligados al cromosoma X son activados para mantener las funciones

metabélicas esenciales en ausencia de sus contrapartes silenciadas (McKee y Handel, 1993).
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Otro aspecto interesante de la meiosis masculina es el proceso de compactacién y
extension de los ejes de los cromosomas sexuales. Al estudiar el comportamiento del cromosoma
Y en células testiculares humanas (germinales y de Sertoli) usando hibridaciéon in situ
fluorescente (FISH) es posible correlacionar la actividad de genes localizados en dicho
cromosoma con ¢l grado de compactacion de la cromatina (Speed y cols, 1993). Los resultados
de este estudio indican que debe ejercerse algin control de la espermatogénesis via células de
Sertoli en el testiculo adulto y no ser auténomo de las propias células germinales. El eje del
cromosoma Y en las células de Sertoli adultas se encontraba grandemente expandido comparado
con ¢l visto en las células de Sertoli fetales y neonatales. Esto mismo habia sido observado en el
ratén (Guttenbach y cols, 1993). Ademds un cromosoma Y expandido fue observado tnicamente
en células germinales prepuberales y exclusivamente en el estadio de zigoteno de la profase
meidtica en adultos. En todos los demés estadios de las células germinales en el testiculo adulto,
el eje del Y estaba contraido. De aqui se sugiere que un eje extendido del cromosoma Y debe ser
un prerrequisito para el apareamiento y entrecruzamiento en la PARI, lo que asegura la

supervivencia de las células germinales (Speed y cols, 1993).

Estudios realizados utilizando una sonda para pintar el cromosoma X demostraron que
durante la primera profase meidtica, el eje de este cromosoma se encuentra extendido en
zigoteno, compactandose posteriormente en paquiteno para formar el cuerpo XY. En las células
somaticas del testiculo adulto normal, el cromosoma X se encuentra totalmente expandido,
contrariamente a lo observado en las células testiculares de los pacientes con sindrome de sélo
células de Sertoli (Kofman-Alfaro y cols, 1994). En estos pacientes ambos cromosomas sexuales
se encuentran extremadamente compactados. Estos datos sugieren una asociacion entre la falla en
la expansién de los ejes de los cromosomas sexuales y la pérdida del control genético de las
células germinales en el testiculo adulto, proponiendo que en algunas facetas de la
espermatogénesis, las células germinales no son auténomas y que el control de ellas puede
emanar de las células de Sertoli (Speed y cols, 1993; Kofman-Alfaro y cols, 1994). En un trabajo
posterior, Chandley y Speed encuentran que aunque el cromosoma Y estd condensado en las
células de Sertoli prepuberales, estd muy expandido en las células germinales primordiales y que
la expansion del Y en las células de Sertoli coincide con la aparicién de espermétidas en el
epitelio germinal del raton (Chandley y Speed, 1995). Asimismo, Armstrong y cols (1994),

estudiando también el comportamiento meidtico de los cromosomas sexuales mediante FISH,
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proponen que el tiempo de apareamiento y segregacion del par de cromosomas sexuales es
diferente y mucho més precoz comparado con los autosomas y que esto podria explicar la elevada

incidencia de aneuplodias de los cromosomas sexuales en esperma.

La espermatogénesis en mamfferos esté controlada de forma estricta en un gran niimero
de eventos moleculares y celulares especificos. Este control implica tanto mecanismos
enddcrinos como parédcrinos. La estimulacién endocrina de la espermatogénesis se da por las
hormonas estimulante del foliculo (FSH) y luteinizante (LH), esta ultima actuando a través de la
testosterona, producida por las células de Leydig en el testiculo. Debido a que las células
germinales no tienen receptores para FSH y testosterona, las seflales hormonales son transducidas
a través de las células de Sertoli. La regulacion se da por las interacciones entre las células de
Sertoli y un programa elaborado de cambios en la estructura de la cromatina y la expresion
génica de las células germinales. En los ultimos afios se han acumulado diferentes evidencias
para demostrar que las células de Sertoli no sélo intervienen como soporte estructural y
nutricional, sino que ademds existe una intima comunicacién entre ellas y las células germinales
con un tréfico bidireccional de sefiales, en donde cada tipo celular participa en la regulacion de
las funciones del otro (de Kretser y cols, 1998; Jamieson y cols, 1998; Kramer y cols, 1998;
Cheng y Mruk, 2002; Eddy, 2002; Tanaka y cols, 2002; Shinohara y cols, 2003).

La presencia de microdeleciones del cromosoma Y en algunos pacientes infértiles con
sindrome de sdlo células de Sertoli provee evidencias adicionales de la intima inter-regulacién
entre las células germinales y las células de Sertoli, proponiéndose que la pérdida de algunos
genes del cromosoma Y puede afectar tanto el desarrollo de las células germinales como la
funcion de las células de Sertoli. En cambio, en otros pacientes o en aquéllos sin deleciones del
Y, anomalfas especificas de las células germinales alteran parcialmente la funcién de las células
de Sertoli (Foresta y cols, 1998; 2001; Kleiman y cols, 2001; Luetjens y cols, 2002).
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ORIGEN Y MECANISMOS DE PRODUCCION DE LAS ABERRACIONES
CROMOSOMICAS EN PACIENTES CON SINDROME DE TURNER

El sindrome de Turner es un desorden cromosdémico, con una frecuencia de 1-2% en los
embarazos clinicamente reconocibles y de una en 2,500 recién nacidas vivas (Hassold y cols,
1988; Jacobs y cols, 1990). Se caracteriza por baja estatura, falta de desarrollo de caracteres
sexuales secundarios en la edad de la pubertad, estrias gonadales y varios defectos sométicos
(Zinn y cols, 1993). El fenotipo es muy heterogéneo y el término sindrome de Turner es
frecuentemente aplicado a pacientes que no presentan los datos cldsicos. Aproximadamente la
mitad de las pacientes son monosémicas para el cromosoma X (Loughlin y cols, 1991; Jacobs y
cols, 1997) y el resto tienen un cromosoma sexual estructuralmente anormal o son mosaicos con
una segunda linea celular conteniendo un cromosoma X o Y normal o anormal (Hall y Gilchrist,
1990; Kleczkowska y cols, 1990; Gicquel y cols, 1992; Larsen y cols, 1995; Jacobs y cols, 1997)
(Tabla 4).

Tabla 4. Cariotipos asociados con un fenotipo de sindrome de Turner y sus frecuencias.
(Modificado de Kleczkowska y cols,1990; Jacobs y cols, 1990 y 1997)

Cariotipo | Frecuencia

45X 48%

45,X/46,XX 9%
45,X/47T;XXX/46,XX y 45,X/47;: XXX 3%

45,X/46,XY ~3%

45,X/46,X.,i(Xq) y 46,X.i(Xq) 18% ( ~ 80% mosaicos)
45,X/46,X,r(X) 11%

46,X,del(Xp) y otras anomalias del X 5% ( muchos mosaicos)
Anomalias estructurales del Y: ~3% (la mayoria mosaicos
idic(Yq), idic(Yp), r(Y),del(Yp), del(Yq) con linea 45,X)

Monosomia 45,X y mosaicismo

En diferentes estudios utilizando marcadores moleculares se ha demostrado que en 70-80% de las
pacientes 45,X el cromosoma X presente es de origen materno, lo que implica que se ha perdido
el X o el Y paterno, ya sea durante la meiosis o durante las primeras divisiones del cigoto. Estos
resultados se aplican tanto a los estudios realizados en pacientes Turner como en productos 45,X

abortados espontaneamente, lo que indica que el origen parental del cromosoma X no influye en
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la supervivencia del producto (Hassold y cols, 1988; Jacobs y cols, 1990; 1997; Larsen, y cols,
1995; Martinez —Pasarell y cols, 1999a; Hassold y cols, 2000).

Debido a que més de 99% de los productos 45,X se abortan espontdneamente durante el
primer trimestre del embarazo, se ha propuesto que aquéllos que llegan a término son debidos a
un error mitético temprano en el cigoto, resultando en mosaicismo (Hook y Warburton, 1983;
Cockwell y cols, 1991; Mathur y cols, 1991; Held y cols, 1992). Si éste fuera el caso, significaria
que la etiologia de las pacientes aparentemente no mosaicos seria casi siempre la pérdida post-
cigotica de un cromosoma sexual. Si la no-disyuncién ocurre con la misma frecuencia en los
cigotos XX y XY, la probabilidad de que el X materno (X ™) fuera retenido serfa del doble de la
esperada para la retencion del X paterno (X'), tomando en cuenta la inviabilidad de los productos
45,Y (Mathur y cols, 1991; Jacobs y cols, 1997). Sin embargo, se ha propuesto que el exceso de
productos 45,X que retienen el X™ pueda deberse a una mayor probabilidad de pérdida del X’ o
del cromosoma Y durante el estado de pro-nucleos. Este es un mecanismo responsable de muchos
ratones 45,X™ (Chandley, 1991). Otra posibilidad es que las primeras divisiones del embrién en
los mamiferos sean propensas a una no disyuncién, lo cual explicaria la alta incidencia de
mosaicismo cromosémico observado en estudios de embriones de preimplantacion derivados de

fertilizacion in vitro (Bean y cols, 2002).

En las pacientes con cariotipo 45,X se han realizado algunos estudios moleculares para
detectar mosaicismo criptico. Especial atencién se ha puesto a la identificacién de una linea con
cromosoma Y debido a que la presencia de material derivado de éste en pacientes con sindrome
de Tumer se correlaciona con un riesgo de 7-10% de desarrollo de gonadoblastoma y
disgerminoma, requiriendo de la remocién preventiva del tejido gonadal disgenético (Gravholt y
cols, 2000). El gen postulado como responsable del desarrollo del gonadoblastoma, GBY, no ha
sido aun identificado, pero es muy probable que su localizacién sea pericentromérica (Page,
1994; Salo y cols, 1995). Recientemente, 7SPY, un gen en multicopias localizado primariamente
en la region critica para GBY en el intervalo 3 y con algunas copias homélogas en los intervalos
proximales 4 y 5, ha emergido como el candidato mas probable para ser GBY (Hildenbrand y
cols, 1999; Lau, 1999). La frecuencia de mosaicismo para el cromosoma Y reportada varia
considerablemente, de 0-61%, principalmente debido a diferencias metodologicas (Larsen y cols,

1995; Fernandez y cols 1996; Lopez y cols, 1998). En contraste, existen pocos trabajos para la
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deteccion de mosaicos cripticos con un segundo cromosoma X en pacientes 45X y las
frecuencias reportadas también muestran diferencias notables yendo de 0 a 75 %, encontrandose
una proporcion menor de mosaicismo en los productos de aborto que en las pacientes (Hassold y
cols, 1988; Mathur y cols, 1991; Hassold y cols, 1992; Larsen y cols, 1995; Jacobs y cols, 1997,
Yorifuji y cols, 1997; Martinez-Pasarell y cols, 1999a; Nazarenko y cols, 1999; Fernandez-Garcia
y cols, 2000).

Sin embargo, aun con estudios moleculares en diferentes tejidos un porcentaje
considerable de pacientes con fenotipo Turner parece tener un cariotipo 45,X, lo que lleva a
suponer que la pérdida postcigdtica de un cromosoma sexual no es el mecanismo principal
implicado en la etiologfa del padecimiento. Considerando que en Jos casos en que se pierde el
cromosoma X materno no hay efecto de edad, como ocurre en las trisomias autosémicas y del X,
y que en la mayoria de los casos el cromosoma faltante es el paterno se ha sugerido la prevalencia
de un error durante la meiosis I del padre (Jacobs y cols, 1997; Martinez-Pasarell y cols, 1999a;
Nazarenko y cols, 1999).

Mediante el analisis de aneuploidias en el esperma, se ha reportado susceptibilidad
particular a la no disyuncion del par X-Y durante la meiosis I en los padres de pacientes con
sindrome de Turner (Martinez-Pasarell y cols, 1999b). Estos datos correlacionan con los
descritos en esperma de hombres normales mediante multi-FISH, que ademds sugieren un efecto
de edad paterna (Griffin y cols, 1995; Martin y cols, 1995; Sartorelli y cols, 2001). Como ya se
menciond, la susceptibilidad del par XY a los errores meidticos parece estar relacionada con la
pequefia region de apareamiento y con la presencia de un sélo quiasma (Burgoyne y cols, 1992;
Hassold y Hunt, 2001). De hecho, una correlaciéon entre la reducciéon en la recombinacion, o
incluso la presencia de cromosomas aquiasmaticos y no disyuncion ha sido establecida en las
trisomias de los cromosomas sexuales, 47, XXX y 47,XXY de origen paterno (Hassold, y cols,
1991; 2000; Thomas y cols, 2000; Lowe y cols, 2001).

Aberraciones estructurales del cromosoma X

La aberracion cromosdmica estructural mas frecuente en pacientes con sindrome de Turner es el
isocromosoma de brazos largos del X, i(Xq), en forma pura o de mosaico. El i(Xq) tiene una

frecuencia de ~ 1 en 13,000 en la poblacion femenina humana y esta presente en mas del 15% de
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las pacientes con sindrome de Turner, aproximadamente la mitad de las que tienen una alteracién
estructural (Kleczkowska y cols, 1990; Jacobs y cols, 1997). Sin embargo, existen pocos estudios
para determinar el origen parental y los mecanismos implicados en la formacion de los 1(Xq). Los
datos reportados indican que este cromosoma anormal puede originarse durante las meiosis
femenina o masculina con una frecuencia similar o incluso poscig6ticamente, siendo la mayoria
dicéntricos y derivados de un solo cromosoma X por un evento de recombinacién entre las
cromatidas hermanas con puntos de ruptura en la region proximal de los brazos cortos (Lorda-
Sanchez y cols, 1991; Wolff y cols, 1996; James y cols, 1997a; Shaffer y Lupski, 2000; Miller y
Therman, 2001). Aproximadamente la mitad de las pacientes con un i(Xq) son mosaicos con una
linea 45,X que aparece postcigbticamente por inestabilidad del cromosoma anormal, pocas son
mosaicos con una linea 46,XX apoyando un origen meiético de la anormalidad, mientras que el
resto s6lo tiene la linea 46,X,i(Xq) (Kleczkowska y cols, 1990; Lorda-Sénchez y cols, 1991;
Wolff y cols, 1996; Jacobs y cols, 1997).

Generalmente la inactivacién del cromosoma X en las mujeres que portan un rearreglo
estructural del X no se produce al azar, sino que muestra un patrén sesgado, inactivandose
preferentemente el cromosoma anormal. Aparentemente ocurre una selecciéon en contra de una
linea celular que asegura el mantenimiento del balance genético, lo que conduce casi siempre a
fenotipos menos severos de sindrome de Turner, tal como ocurre en las pacientes con i(Xq)
(Wolff y cols, 2000; Miller y Therman 2001). Recientemente, al estudiar pacientes con mosaicos
45,X/46,XX se encontr6 una inactivacion sesgada en algunas de ellas, proponiéndose que ésta se
deba, particularmente en pacientes con proporciones relativamente grandes de células 45,X, a que
dichas clonas provengan en realidad de células con un cromosoma X estructuralmente anormal,

no detectadas por anélisis citogenéticos convencionales (Uehara y cols, 2001).

Aproximadamente 20% de las pacientes Turner con mosaicos con una linea 45,X tienen
otra linea con un cromosoma sexual marcador, el cual generalmente es derivado del cromosoma
X (Schmid y cols, 1974; Held y cols, 1992; Jacobs y cols, 1997). Sin embargo, en
aproximadamente 6% de los casos el segundo cromosoma sexual es un derivado del cromosoma
Y (Hassold y cols, 1988; Jacobs y cols, 1997). En aproximadamente 15% de las pacientes se
encuentra una segunda linea con un r(X). Pareceria que los rearreglos estructurales que

involucran dos rupturas en un solo cromosoma X, independientemente de si ocurren en un mismo

42



brazo cromosémico (deleciones e inversiones) o en ambos (anillos e inversiones), ocurren
predominantemente durante la meiosis paterna, tal como ha sido reportado para el resto de los
cromosomas, probablemente debido a una mayor labilidad por el alto nimero de divisiones
celulares (Callen y cols, 1991; Jacobs y cols, 1997; Shaffer y Lupski, 2000).

La mayoria de las pacientes con cromosomas en anillo, ya sea del X o del Y, presentan
una linea 45,X. Esto es debido a que los anillos tienden a generar nuevas variantes y/o a perderse
durante la division celular. Por ejemplo, un intercambio de cromatidas hermanas puede conducir
a la formacién de un anillo continuo doble con un solo centromero. Cuando el centrémero se
separe en la anafase, ambos centromeros hijos pueden dirigirse al mismo polo, originando células
con un anillo dicéntrico del doble del tamafio del anillo original y ademas una linea monosdmica.
Si por el contrario los centrémeros migran hacia polos opuestos, el anillo puede romprerse al azar
y los extremos rotos volver a unirse, generando células hijas con anillos de diferentes tamafios
(Miller y Therman, 2001).

Los cromosomas en anillo son inestables tanto en mitosis como en meiosis y se pierden
frecuentemente, probablemente como resultado de la formacién de dicéntricos y ciclos
subsecuentes de aparicién de puentes - rupturas y fusion. Es por ello que generalmente atn
anillos grandes del X se asocian con un fenotipo de sindrome de Turner, tanto por la existencia
de la linea 45,X, como por la pérdida de secuencias, principalmente pseudoautosémicas. Se han
descrito varios casos de pacientes con anillos del cromosoma X en mosaico con linea 45X y
fertilidad conservada e incluso la transmision del anillo a través de dos o tres generaciones, lo
cual ha llevado a proponer que la inestabilidad es mayor durante la mitosis que durante la meiosis
femenina (Blumenthal y Allanson, 1997; Uehara y cols, 1997; Matsuo y cols, 2000a; Birkebaek
y cols, 2002).

La mayoria de las pacientes con cromosomas X estructuralmente anormales presentan un
fenotipo cladsico de sindrome de Turner, sin embargo, algunas muestran caracteristicas
dismorficas no usuales y retraso mental. Este fenotipo severo ha sido asociado con la presencia
de anillos muy pequeiios del cromosoma X que carecen del centro de inactivacion (Van Dyke y
cols, 1992; Migeon y cols, 1994; Wolff y cols, 1994). Una hipétesis para explicar este fenotipo es

que la pérdida del gen XIST resulta en una disomia funcional de las secuencias contenidas en el
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anillo, sin embargo, en algunas pacientes con fenotipo severo se ha demostrado la inactivacion
del r(X). Interesentemente, en algunas ocasiones se ha encontrado la coexistencia de anillos
inactivos y activos y por otra parte anillos pequefios activos sin un fenotipo severo, asi como
disomia uniparental y fenotipos variables (Migeon y cols, 1994; 2000; Jani y cols, 1995; Yorifuji
y cols, 1998; Dennis y cols, 2000; Turner y cols, 2000a; Matsuo y cols, 2000b).

Las deleciones de brazo corto o brazo largo del cromosoma X producen diferentes
fenotipos que van desde el femenino normal con disgenesia gonadal hasta la presencia de talla
baja y otros estigmas del sindrome, con desarrollo sexual y fertilidad conservados. Es por ello
que esta variabilidad de fenotipos ha sido utilizada para localizar genes o regiones especificas
asociados con caracteristicas particulares. Los genes que estdn sujetos a la inactivacién del
cromosoma X son candidatos poco probables para ser responsables de las caracteristicas
somaticas del sindrome de Turner, debido a que su dosis funcional es la misma en los
individuos 45,X que en los 46,XX; aunque podrian tener una participacién relevante en la
disgenesia gonadal por la presencia de ambos cromosomas X activos en los ovocitos.
Consecuentemente, como ya se menciono, los genes que escapan a la inactivacion y otros que
tienen homologos funcionales en el Y son los candidatos para el fenotipo somético. Méas de 20 de
estos genes se conocen, incluyendo los de la PARI (Figura 1), sin embargo, la participacién de
genes localizados en el brazo largo del cromosoma X, como RPS4X, es poco probable porque las
pacientes con i(Xq) a pesar de tener 3 copias funcionales de ellos presentan los datos clinicos
caracteristicos del sindrome de Turner (Geerkens y cols, 1996). Algunas caracteristicas como la
talla baja y las alteraciones esqueléticas han sido asociadas con la delecién de la PARI, y
parecerian deberse a la haploinsuficiencia del gen SHOX (Rao y cols, 1997; Ellison y cols, 1997,
Palka y cols, 2000), aunque la mayoria de los signos pueden asociarse con diferentes deleciones
tanto en el brazo corto como en el brazo largo del X (Therman y Susman, 1990). Zinn y cols
(1998) han propuesto la existencia de una region critica para la formacién de ovario en la region
proximal Xp11.2-p22.1, debido a que deleciones de esta regién se asocian con disgenesia gonadal
y otras caracteristicas como baja estatura, paladar alto y arqueado, cuello alado o coartacion de la
aorta, pero no con linfedema (Zinn y cols, 1998). También se ha sugerido que la regién critica
para esta Gltima caracteristica se encuentre en Xp11.4/ Yp11.2 (Boucher y cols, 2001) o entre los

genes DMD y MAOA, localizados en Xp21.2 y Xp11.23, respectivamente (Ogata y cols, 2001).



Se ha sugerido la existencia de al menos otras dos regiones con genes que participen en el
desarrollo ovérico debido a que pacientes con deleciones del brazo largo del cromosoma X
presentan disgenesia gonadal o falla ovarica prematura. Al estudiar pacientes con translocaciones
X;autosoma se ha observado que si el punto de ruptura del X se encuentra en el brazo corto o
proximal en el brazo largo generalmente la funcién ovarica esta conservada, pero si se ubica entre
Xq13-q26, una region critica para la funcion ovérica, existe invariablemente insuficiencia
gonadal con fertilidad reducida. Sin embargo, las pacientes con punto de ruptura en Xq22
constituyen una excepcion, sugiriéndose la existencia de dos regiones implicadas en la funcién
gonadal separadas por el segmento de esta ultima banda (Madan, 1983; Miller y Therman, 2001).
Sin embargo, en estas pacientes ain no es posible descartar el efecto que pudiera tener el
comportamiento de los cromosomas estructuralmente anormales en el apareamiento y
recombinacién durante la meiosis y por consiguiente con la formacién de un ovario funcional
(Speed y cols, 1990; Ogata y cols, 2001; Modi y cols, 2003).

Anomalias estructurales del cromosoma Y

Con respecto a las anomalias estructurales del cromosoma Y observadas en las pacientes
con sindrome de Turner, la mayoria parecen haberse originado durante la meiosis masculina y
solo algunas son producto de alteraciones ocurridas durante las primeras divisiones a partir de un
producto 46,XY. Esto ha sido postulado debido a que la mayoria de los pacientes carecen de una
linea celular masculina normal y casi siempre son mosaicos con una linea 45,X. Esta ultima
aparece como consecuencia de la inestabilidad mitética de los cromosomas Y anormales,
principalmente isodicéntricos y pseudodicéntricos con puntos de ruptura tanto en los brazos
cortos como en los largos y anillos de tamafio variable. Ademds, en las pacientes con fenotipo
Turner, es posible encontrar deleciones de tamafio variable en uno u otro brazo del cromosoma
Y (Barbaux y cols, 1995; Kelly y cols, 1998; Quilter y cols, 1998; Robinson y cols, 1999;
Jakubowski y cols, 2000). En la mayoria de las pacientes con fenotipo Turner y cromosomas
derivados del Y ha sido dificil establecer una correlacién genotipo — fenotipo, principalmente en
aquéllas en las que estd presente el gen SRY, incluso en doble dosis. En estas pacientes el fenotipo
ha sido explicado generalmente con base en la proporcién de células 45,X vs 46,X, der(Y) en los
diferentes tejidos, particularmente en las células somaticas gonadales en donde la presencia de

SRY parece ser necesaria para el desarrollo testicular o en su defecto la degeneracion del tejido
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gonadal tal como ocurriria en presencia de la monosomia X (Shankman y cols, 1995; Petrusevska
y cols, 1996; Reddy y cols, 1996; Méndez y cols, 1999; Udler y cols, 2001).

Se ha propuesto que los cromosomas sexuales son particularmente propensos a sufrir
alteraciones estructurales, tanto inter como intracromdsomica, debido a la gran cantidad de
elementos repetidos dispersos que contienen y que promueven eventos de recombinacion
homéloga no alélica (Erlandsson y cols, 2000; Shaffer y Lupski, 2000; Lander y cols, 2001;
Venter y cols, 2001; Stankiewicz y Lupski, 2002). La presencia de secuencias repetidas de bajo
namero de copias, LCR, facilitan los eventos de recombinacién ilegitima que constituyen la base
para los rearreglos genémicos y cromosomicos. Asi, los rearreglos cromosémicos son producto
de recombinacién intercromosdmica, intracromosémica o intercromatidica. Un alineamiento
intercromosémico o intercromatidico desigual de LCR orientadas en forma directa conduce a
deleciones/duplicaciones o a inversiones si las secuencias son repetidos invertidos; la presencia
de asas intercromatidicas también conduce a inversiones. Los eventos de recombinacion
intercromatidicos o intercromosémicos en regiones homoélogas pueden originar cromosomas
isodicéntricos y pseudodicéntricos (Shaffer y Lupski, 2000; Miller y Therman, 2001; Stankiewicz
y Lupski, 2002). Estos parecen ocurrir de manera relativamente frecuente durante la
recombinacién meidtica de los cromosomas sexuales o incluso durante la proliferacién de las
células germinales masculinas, tal como ha sido documentado a través del estudio de pacientes
con fenotipo Turner, disgenesia gonadal mixta y en pacientes masculinos con infertilidad en
quienes se han encontrado rearreglos intracromosémicos del Y o intercromosémicos con el X que
generan derivados del Y (Savary y cols, 1992; Barbaux y cols, 1995; Shankman y cols, 1995;
Kelly y cols, 1998; Quilter y cols, 1998; Robinson y cols, 1999; Tzancheva y cols, 1999; Grass y
cols, 2000; Jakubowski y cols, 2000; Blanco y cols, 2000a, Kamp y cols, 2000; Ogata y cols,
2000; Hernando y cols, 2002).
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Métodos empleados para determinar el origen y mecanismos de formacién de las
alteraciones numéricas y estructurales de los cromosomas sexuales presentes en las

pacientes Turner

La caracterizacién del complemento cromosdmico en las pacientes con fenotipo de Turner se ha
hecho tradicionalmente por métodos citogenéticos convencionales. Sin embargo, la busqueda de
mosaicismo criptico, principalmente para detectar la presencia de derivados del cromosoma Y,
llev6 al empled de métodos moleculares, primeramente hibridacién tipo Southern y
posteriormente PCR (Hassold y cols, 1988; Medlej y cols, 1991; Kocova y cols, 1993; Chu y
cols, 1995; Lépez y cols, 1998; Nishi y cols, 2002). En general estas técnicas tienen una alta
sensibilidad para identificar mosaicos del cromosoma Y, sin embargo, para la detecciéon de
mosaicismo con un segundo cromosoma X es necesario emplear marcadores moleculares
polimérficos, en conjunto con el analisis de los mismos marcadores en los padres de las pacientes
o métodos como el PCR cuantitativo (Hassold y cols, 1988; Leonova y Hanson, 1999; Martinez-
Pasarell y cols, 1999a). En ambos casos el uso aislado de métodos moleculares no provee
informacion acerca de la estructura de los cromosomas X o Y estructuralmente anormales, sobre

todo cuando estos no han sido visualizados por técnicas citogenéticas convencionales.

Por el contrario, la introduccion de metodologias citogenéticas moleculares,
principalmente la hibridacién in situ fluorescente, FISH (fluorescence in situ hybridization) y la
reaccién de la polimerasa in situ, PRINS (primed in situ labeling) nos ha permitido identificar
con certeza el origen de cromosomas marcadores empleando sondas y oligonucleétidos para
regiones cromosOmicas especificas, principalmente centroméricas (Callen y cols, 1992; Gonzalez
del Angel y cols, 1993; Koch y cols, 1995; Hindkjaer y cols, 1996; Schwartz y cols, 1997;
Velagaleti y cols, 1997). El uso de un mayor nimero de sondas para FISH permite una mejor
caracterizacion de los cromosomas anormales, sin embargo, cuando se combinan los estudios
citogenéticos moleculares con la amplificacion de secuencias especificas del cromosoma Y es
posible determinar de manera precisa los puntos de ruptura implicados. (Quilter y cols, 1998;
Jenderny y cols, 1998; Robinson y cols, 1999; Godoy Assumpcao y cols, 2000; Ogata y cols,
2000) El andlisis de marcadores moleculares polimérficos del tipo RFLP o microsatélites en las
pacientes y sus padres permite determinar el origen parental de las alteraciones cromosdmicas

tanto numéricas como estructurales, si éstas se produjeron durante la meiosis o postcigéticamente
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e incluso analizar los eventos de recombinaci6n ocurridos en los cromosomas implicados para
establecer los probables mecanismos de formacién de los derivados del Y y del X (Lorda-
Séanchez, 1991; Callen y cols, 1992; Wolff y cols, 1996; Jacobs y cols, 1997; Grass y cols, 2000;
Jakubowsky y cols, 2000; Ogata y cols, 2000).

La caracterizacién precisa del complemento cromosdmico presente en los individuos con
sindrome de Turner resulta de suma importancia para establecer correlaciones fenotipo-genotipo
y es particularmente relevante para predecir el prondstico en cuanto a fertilidad y complicaciones

en las pacientes y asi poder brindar un asesoramiento genético adecuado.
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OBJETIVOS

* Analizar el comportamiento de los cromosomas sexuales humanos durante la meiosis y su
participacion en la produccion de las aberraciones cromosdmicas presentes en individuos con

sindrome de Turner

= Detectar la presencia de mosaicismo criptico de los cromosomas X y Y en las pacientes

con constitucién 45,X.

*  Determinar la estructura de los cromosomas anormales encontrados en las pacientes con

sindrome de Tumer.

= Establecer el origen parental de las aberraciones cromosémicas presentes en las pacientes
estudiadas.

* Analizar los eventos de recombinacion meibtica ocurridos entre los cromosomas X
maternos para inferir el origen cigético del cariotipo y sugerir el tiempo y mecanismos de

los errores que condujeron a la formacién de aberraciones estructurales del cromosoma X

* Discutir la correlacién entre la aberraciéon cromosémica presente y el fenotipo de cada

paciente con sindrome de Turner estudiada.
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MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 21 pacientes con fenotipo de sindrome de Turner en quienes previamente se habia
realizado el andlisis citogenético convencional, examinandose 100 metafase con bandas GTG y
50 con bandas CBG en cada una. 10 de las pacientes seleccionadas tenian un cariotipo 45,X, y
11 presentaban una linea celular adicional con un segundo cromosoma sexual. En la tabla 5 se

muestran los datos clinicos y cariotipos iniciales de las pacientes estudiadas.

Los estudios realizados por técnicas citogenéticas convencionales, bandas GTG y CBG,
permitieron caracterizar el cromosoma anormal del caso 11 como un isodicéntrico derivado del
cromosoma Y (Figura 3A-B). La paciente 12 presentaba un cromosoma marcador pequeiio
(Figura 3C); las pacientes 13 y 14 mostraron isocromosomas de brazos largos del cromosoma X,
el primero monocéntrico y el segundo dicéntrico (figura 3J —K); mientras que los casos 15-20
tenfan cromosomas en anillo de diferente tamafio (Figura 3D-I); siendo particularmente
pequefios los de los casos 15-18. Las pacientes 19 y 20 presentaban anillos de gran tamafio que
por su patrén de bandeo parecian corresponder a derivados del X y por tltimo, la paciente 21
tenia un cromosoma X con una delecion de brazo largo con punto de ruptura en q23 (figura 3L).
En las pacientes 14, 19, 20 y 21 también se realiz6 un anélisis de replicacién utilizando un pulso
terminal con 5-bromo-desoxiuridina y bandas R que revel6 una inactivacién preferencial del

cromosoma X anormal en los cuatro casos (no se muestra).

A partir de las preparaciones cromosOmicas de 9 de las pacientes con un segundo
cromosoma sexual (casos 11, 12 y 14-20) se realizaron técnicas de citogenética molecular,
reacciones independientes de PRINS para la deteccion de secuencias centroméricas del X y del Y
y FISH para la region centromérica del X y heterocromética del brazo largo del cromosoma Y,
para establecer inequivocamente el origen del marcador, X 6 Y, y la estructura de los
cromosomas sexuales anormales. Se analizaron 15 - 25 metafases y 50 — 100 nicleos en interfase

en cada caso.

Se tomaron muestras de sangre periférica para extraccion de DNA gendémico de las 21
pacientes, de los padres de las 10 pacientes 45,X (del caso 10 solo se obtuvo muestra de la madre

de la paciente) y de los de 5 de las pacientes con anomalfas estructurales del cromosoma X (casos
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Tabla 5. Datos clinicos y citogenéticos en las 21 pacientes con fenotipo Turner estudiadas

Caso | Edad Talla | Cariotipo inicial Caracteristicas clinicas
(afios) (m)

1 18 1.29 | 45X Implantacién baja del cabello, cuello corto y ancho,
nevos milltiples, térax ancho, camptodactilia bilateral

2 7 1.08 | 45X Cuello alado, implantacién baja del cabello posterior,
metacarparpianos y metatarsianos cortos

3 6/12 0.62 | 45X Linfedema de manos y pies, piel reduntante en cuello

4 2 dias 049 | 45X Higroma de cuello, linfedema de manos y pies,
hipoplasia ungueal en los pies

5 19 1.34 45X Paladar hendido, implantacion baja del cabello, cuello
alado, teletelia

6 9/12 0.77 | 45X Linfedema de manos y pies, cuello corto y ancho, torax
ancho, teletelia

7 11 1.21 45X Linfedema congénito, implantaciéon baja del cabello,
cuello corto y ancho, teletelia, pezones invertidos, nevos
multiples, cubitus valgus, 4° metatarsiano corto

8 34 1.37 45X Implantacién baja de cabello, clinodactilia de 5° dedo de
los pies, nevos multiples

9 16 1.37 45X Cuello corto y ancho, torax ancho, teletelia, pezones
invertidos, cubitus valgus, 4° metacarpianos cortos,
hipoplasia de labios mayores y menores, hipertrofia de
clitoris, nevos multiples, rifién izquierdo mal rotado

10 18 1.46 | 45X Cuello corto, térax ancho, teletelia, cubitus valgus, 4% y
5% metacarpianos y metatarsianos cortos, nevos miiltiples

11 15 1.29 | 45,X[27]/46,X,psu dic(Y)[73] Hernia inguinal congénita (un testiculo disgenético y una
estria gonadal fueron removidos), pterigium colli, pectus
excavatum, cubitus valgus, cardiopatia congénita, labios
menores prominentes

12 19 1.42 | 45,X[68]/46,XYqh-[32] Cuello corto y ancho, cubitus valgus, 4° metacarpiano
corto, nevos miltiples

13 23 1.41 | 45,X[57]/46,X,i(Xq)[43] Implantacién baja del cabello,cuello corto y ancho,
cubitus valgus, 4°° metacarpianos y metatarsianos cortos,
nevos multiples

14 7 1.13 45,X[45)/46,X, psu dic(X)[55] Teletelia, implantacién baja de los primeros digitos,
clinodactilia del 5° dedo

15 30 1.34 | 45,X[75)/46,X.,r(X)[25] Cubitus valgus, 4° metacarpiano corto, nevos miiltiples,
hipoacusia

16 9 1.20 | 45,X[72)/46,X,r(X)[28] Cuello corto y ancho, cubitus valgus, teletelia, algunos
nevos

17 12 1.16 | 45,X[37]/46,X,r(X)[73] Cuello corto y ancho, cubitus valgus, 4° metacarpiano
corto, nevos miultiples, pezones invertidos y
supernumerarios

18 10 1.16 | 45,X[32)/46,X,r(X)[68] Cuello corto y ancho, cubitus valgus, 4° metacarpiano
corto, nevos miultiples, sindactilia cutdnea en pies,
pezones  invetidos y  supernumerarios, labios
hipoplasicos, IQ limitrofe

19 5 1.00 | 45,X[75] /46,X,r(X)(p22q28)[25] Toérax ancho, teletelia, hiperquinesia

20 12 1.15 45 X[61]/46.X,r(X)(p21.2q24-25)[39] Cubitus valgus, toérax ancho, teletelia, nevos multiples,
tratamiento con hormona de crecimiento por 6 meses

21 22 1.44 45,X[20])/46,X,del(X)(q23)[80] Térax en escudo, cubitus valgus, hipoplasia de labios,

nevos miltiples
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Figura 3. Metafases parciales de las pacientes Turner con un segundo cromosoma sexual.
A. Bandas GTG paciente 11 B. Bandas CBG paciente 11. C. Bandas GTG paciente 12.
D -1. Bandas GTG pacientes con anillo, casos 15 a 20, respectivamente. J-L. Cromosomas
X bandas GTG pacientes con i(Xq),casos 13 14 y con del(Xq), caso 21, respectivamente.



13, 14, 18, 19 y 21). Con estas muestras se amplificaron por PCR inicialmente las secuencias
centroméricas de ambos cromosomas sexuales en todas las pacientes y posteriormente en
aquéllas con un segundo cromosoma sexual se amplificaron por PCR secuencias especificas del
cromosoma Y, PABY, SRY, ZFYy Yqh.

En todas las pacientes 45,X (casos 1-10) y en los casos (13, 14, 18, 19 y 21) que
presentaban un cromosoma anormal derivado del X se realiz6 un andlisis empleando 15 de los
marcadores microsatélite del tipo dinucledtidos (CA/GT)n del cromosoma X (p22.2-q28) del
panel 28 del cromosoma X de ABI-PRISM Linkage Mapping Set Ver 2.0-PE (Figura 4). En las
pacientes 45,X, fueron amplificados por lo menos 5 marcadores, incluyendo dos localizados en el
brazo corto, uno pericentromérico y dos en el brazo largo, para excluir mosaicismo criptico para
el X y determinar el origen parental del cromosoma X presente. En los casos con anomalias
estructurales del X los marcadores se escogieron de acuerdo con los datos citogenéticos para
establecer tanto el origen parental de los cromosomas X presentes como para tratar de definir de
manera mas precisa los puntos de ruptura en los derivados. La frecuencia de los alelos de los
marcadores empleados fue calculada previamente para 30 cromosomas independientes en

poblacion mexicana (Vazquez Mena, 2000; Monroy Jaramillo, 2002)

Adicionalmente se obtuvieron muestras de sangre de hermanos y otros familiares de las
pacientes 19 y 21 para determinar la segregacion de los marcadores microsatélite polimoérficos en
cada familia y analizar los eventos meidticos de recombinacion que pudieron estar implicados en

la generacion de los cromosomas anormales.
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CITOGENETICA MOLECULAR

Hibridacién in situ, FISH, con sondas para Xcen (DXZ1) (Boehringer Mannheim) y Yqh
(DYZ1) (Boehringer Mannheim) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Las reacciones de FISH fueron realizadas por separado para cada sonda, DXZ1 marcada con
fluoresceina y DYZ1 marcada con digoxigenina y detectada con anticuerpos conjugados con
fluoresceina, sobre preparaciones cromosomicas obtenidas por métodos estdndar y mantenidas a -

20°C en atmosfera de N, hasta su utilizacion.

Cada laminilla se deshidrat6 en etanol frio (70%, 85%, 100%, 2 min en cada uno) y se seco al
aire. La solucion de hibridacion se prepard con formamida 65%, 2X SSC, sulfato de dextran 40%,
DNA de esperma de arenque 0.5 pg/ul, DNA-COT1 humano 1pg/pl, sonda de DNA marcado 20-40
ng y agua bidestilada para obtener un volumen final de 20 pl que se aplicaron en cada laminilla. Se
colocé un cubreobjetos sobre el drea de hibridacién y se sell6 con cemento Iris. Se realizo la
desnaturalizacién conjunta de la preparacion cromosomica y de la sonda colocando la laminilla
sellada en una platina precalentada a 72°C por 5- 10 min. Las laminillas se incubaron a 37°C en

camara humeda precalentada durante toda la noche.

Los lavados post-hibridizacion se efectuaron en 2X SSC/ 0.2% Tween 20 a 72°C, 45°C, y
37°C por 5 min en cada uno. Para la sonda marcada con digoxigenina, las laminillas se incubaron con
20ul de anticuerpo anti-digoxigenin-conjugado con fluoresceina (200pg/ml) a 37°C, por 30 min en
camara himeda. Después de lo cual, se lavaron 3 veces en 50 ml de PBS/0.2% Tween 20 a

temperatura ambiente por 5 min cada uno.

Las laminillas se contratifieron con ioduro de propidio con una concentracion final de
1.25pug/ml en solucién antidesvanecedora (1ml de p-fenilen diamino 10mg/ml en NaHCO; 0.5M pH 8
mas 9ml de glicerol) y se cubrieron con un cubreobjetos. Las laminillas hibridadas se guardaron en

refrigeracion protegidas de la luz.
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Sintesis de DNA in situ con oligonucleétidos cebadores (PRINS, Oligonucleotide primed in situ
DNA syntesis) Modificada de Pellestor y cols (1995, 1996).

Las reacciones de PRINS se realizaron por separado con oligonucledtidos especificos para las
regiones centroméricas de los cromosomas X y Y. Las preparaciones cromosomicas empleadas

fueron obtenidas por métodos estandar y conservadas a - 20°C en atmdsfera de N».

Las laminillas fueron deshidratadas en una serie de alcoholes, 70%, 85% y 100% por dos
minutos en cada uno y se dejaron secar al aire. Posteriormente se colocaron en 2xSSC por 10 min a
37°C y se volvieron a deshidratar en alcoholes graduales frios por 2 min en cada uno. Para cada

laminilla se prepar6 una mezcla de reaccion conteniendo:

reactivo volumen

DNTPs (dATP, dCTP, dGTP) 0.2mM 1.0 pl
Digoxigenina-11-dUTP (Boehringer Mannhein) 0.02mM 1.0 pl
dTTP 0.02mM 1.0 pl
Amortiguador (KCI 50 mM, Tris-HCI 10mM pH 8.3; 1.5 ul
MgCl; 1.5 mM
Albimina sérica bovina 0.1% 1.5 pl
Glicerina 87% 22l
Oligonucleotido (50-200pmoles) 1.5 ul
Agua bidestilada estéril 4.3 ul
Tagq polimerasa 2.5U 1.0 pl

Volumen final 15.0 pl

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador MJ- PTC100 con una platina de temperatura
controlada con un programa que consistid6 de un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94-96°C,
adicionando la mezcla de reaccion una vez transcurridos 2- 3 min y colocando un cubreobjetos de 20
X 20 mm en la zona de reaccion, seguido de un ciclo de alineacion/extension de 30 min a la

temperatura especifica de cada oligonucledtido (Tabla 6).
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Tabla 6. Secuencias de los oligonucleétidos y temperaturas de alineamiento para las
reacciones de PRINS

Nombre Tipo Secuencia Temperatura
de alineacion
Xc a satellite 5 GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA 68 °C
3'.‘
Ye a satellite 5 CTTGGAGACCTTTGTGGAAG 56 °C
3‘.

La reaccion se detuvo sumergiendo las laminillas en una solucién de NaCl 500 mM/ EDTA
50mM con pH 8 y a la temperatura de alineacién/extension por 5 min. Posteriormente las laminillas
se lavaron dos veces en 2X SSC/Tween-20 0.2% por 2 min a 37°C y sin dejar secar la laminilla se le
adicionaron 10ul de anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fluoresceina o rodamina (0.25mM).

Se colocd un cubreobjetos y se incub6 20-30min en cdmara hiumeda a 37°C.

Para quitarle el exceso de anticuerpo se lavé 5 min en una solucion 0.4XSSC/Tween 20 0.2%
y posteriormente en 2XSSC/Tween 20 0.2% por 2 min a 37°C, se dejaron secar y fueron
contratefiidas con yoduro de propidio (1.25pg/ml) o DAPI (0.25pg/ml) en soluci6én antidesvanecedora

de la fluorescencia (p-fenilen diamina).

Las laminillas de las reacciones de FISH y PRINS se analizaron en un microscopio
Laborlux de Leitz con lampara de mercurio de 100 watts utilizando un filtro de triple banda y
filtros monobanda para rojo y verde. Las fotografias se tomaron empleando la cdmara integrada
al microscopio con pelicula de color asa 400, con un aumento 10X /100X, usando tiempos de

sobre exposicion.
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ESTUDIOS MOLECULARES

Aislamiento de DNA genémico de sangre periférica (Modificacion de las técnicas de Buffone

y Darlington, 1985 y Kempter y Grossbadem, 1992)

Se obtuvieron 3ml de sangre periférica de cada paciente en tubos Vacutainer con EDTA como
anticoagulante y se homogeneizaron por inversion. Se elimind el paquete de los glébulos rojos
por centrifugacion selectiva a 3 000rpm durante 6 min y se rompieron las células con
amortiguador de lisis TTS (Tris 10 mM pH 7.6-8.0, triton al 1% y sacarosa 300mM). Se lavé el
precipitado varias veces hasta que el botén quedé blanco. Enseguida se adicioné cloruro de sodio
(NaCl) de menor a mayor concentracion (SmM a saturado) para eliminar proteinas agitando. Se
agregd dodecil sulfato de sodio (SDS) y se mezcl6 con el detergente mas agresivo para romper
las membranas nucleares. Posteriormente se centrifugé a 10 000 rpm/30min/4°C y se recuper6 la
malla del DNA que se precipité con etanol absoluto. En este paso, la muestra se dejo reposar un
minimo de 2h a -20°C y se lavd con etanol al 70%. Se evaporo el etanol en un desecador al
vacio, sin temperatura. Finalmente, se resuspendi6 la muestra de DNA en un volumen adecuado
de amortiguador TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y se almacend a —20°C hasta su uso.

La calidad y concentracion del DNA extraido en cada muestra se determiné mediante anélisis

espectrofotométrico y electroforesis en gel de agarosa:

(a) El andlisis espectrofotométrico se realizé6 mediante lecturas a 260 y 280 nm. Se calcul6 la
concentracién de la muestra de DNA mediante la formula 1 D.O.;60= 50 mg/ml de DNA. Una

relacion 260/280 cercana a 1.8 se considerd 6ptima.

(b) Se aplic6 una alicuota de 1 ml de las muestras problema de DNA genomico (de concentracion
desconocida) junto con una curva de un DNA estandar de 100 ng/ml en concentraciones
crecientes, desde 50 hasta 500 ng/ml, (de 50 en 50) en un gel de agarosa 0.8% (p/v), en
amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001M) tefiido con bromuro de etidio 0.0002%.
Las muestras se separaron por electroforesis. El gel se analizé en una lampara de luz ultravioleta
y mediante la comparacién de la intensidad de las bandas con el patron se calculd la
concentracion de las muestras (Sambrook y cols, 1989).
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Si por ambos métodos de cuantificacion de DNA las lecturas eran parecidas, entonces se
promediaban las lecturas, en caso contrario se repetia la determinaciéon. Una vez cuantificada
cada muestra, se realizaron las diluciones correspondientes para obtener soluciones de DNA de

cada muestra en una concentracion final de 20 ng/ml.
Reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar Xcen y secuencias del Y

Los oligonucledtidos y condiciones empleados para cada reacciéon de PCR se muestran en la

tabla 7. La mezcla de reaccion se prepard de la siguiente forma:

reactivo volumen
dNTPs (ImM cada uno) 4 pl (20 mM cada uno)
oligonucleétidos (10 mM) 1 pl de cada uno (0.2 m! cada uno)
Amortiguador 10X (MgCl, 1.5mM) S ul (1X)
Taq polimerasa (5U/ml) 0.2 pl (1U/ml)
DNA (50-100 ng/ml) 1-2 pl (100 ng)
H,O0 cbp 50 ul

Anilisis electroforético de los productos de PCR

Los productos de cada reaccién de amplificacién fueron analizados mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001M pH 8.0), teilido
con bromuro de etidio 0.0002%, incluyéndose un carril con un marcador de peso molecular
(escalera de 100pb,GIBCO BRL)

Amplificacién de regiones microsatélite del cromosoma X

Se utilizaron en total quince marcadores microsatélites del cromosoma X contenidos en el panel
28 del ABI PRISM LINKAGE MAPPING SET VER 2.0 PE. El panel consiste en pares de
oligonucle6tidos para PCR que amplifican Joci microsatélites tipo (CA/GT)n y que abarcan todo
el cromosoma X, desde Xp22.3 hasta Xq28 (Figura 4). En cada par el oligonucle6tido sentido
(5'—3") estd marcado con un fluorocromo (6FAM, HEX o NED) y el antisentido presenta una
cola de poli-adeninas en su regién 5’ para evitar la adicién inespecifica de nucledtidos en la
amplificaciéon por PCR. Los marcadores se encuentran a una distancia promedio de 10 ¢cM entre
si (Panel 28 ABI Prism Linkage Mapping Set User's Manual PE, 1997).

59



Tabla 7. Pares de oligonucleétidos empleados para amplificar secuencias centroméricas de
los cromosomas X/Y y regiones especificas del Y, y condiciones de las reacciones de PCR.

Par X1 y X2 define un fragmento de 130 pb de secuencias alfoides repetidas de la regién
centromérica del cromosoma X humano (Witt y Erickson,1989)

X1:5'- AAT CAT CAA ATG GAG ATT TG -3° Tin=352°C
X2:5-GTT CAG CTC TGT GAG TGA AA -3° Tm =58°C

Desnaturalizacién 95°C/3min; 30 ciclos de 94°C/1min, 63°C/2min y 72°C/3 min; extensién 72°C/10 min.

Par Y1 y Y2 flanquea un fragmento de 170 pb de secuencias alfoides repetidas de la region
centromérica del cromosoma Y humano (Witt y Erickson,1989; 1991).

Y1:5- ATG ATA GAA ACG GAA ATA TG -3’ Toi= 52°C
Y2:5'- AGT AGA ATG CAA AGG GCT CC -3 Tm = 60°C

Desnaturalizacion 95°C/3min; 30 ciclos de 95°C/1min, 58°C/2min y 72°C/3 min; extension 72°C/10 min.

Par PABY-1 y PABY-2 flanquea una region de 250 pb del limite pseudoautosémico del
cromosoma Y (Jager y cols, 1990)

PABY-1: 5- TGG GCA CTT ACA CAT AGA CGT-3" Tm =62°C
PABY-2: 5- CTT CTC TTT GAA GTG TAA GGA G-3° Tm=58°C

Desnaturalizacién 95°C/3min; 30 ciclos de 94°C/1min, 56°C/2min y 72°C/3 min; extensién 72°C/2 min.

Par SRY1 y SRY2 amplifica una region de 609 pb del gen SRY ( Bailey y cols,1992)

SRY1: 5'- CGA CAA TGC AAT CAT ATG C-3° Tm = 64°C
SRY2: 5- TAG CGG TCC CGT TGC TGC -3" Tm = 60°C

Desnaturalizacién 95°C/3min; 33 ciclos de 95°C/1min, 56°C/2min y 72°C/3 min; extensién 72°C/2 min.

Par ZFY-1 y ZFY-2 flanquea una region de 400pb del gen ZFY (Schneider-Gadicke y cols,
1989)

ZFY-1: 5'-GAA TTC ATG AGG AGA CCA GAA G-3" Tm=64°C
ZFY-2:5- CAC AAA ACTTACACTTATGCA T-3° Tm=358°C

Desnaturalizacion 94°C/3min; 35 ciclos de 94°C/1°30min, 60°C/1'30min y 72°C/1 30 min; extensién 72°C/7min.

Par Y1.1 y Y1.2 define un fragmento de 154 pb de una secuencia repetida de 3.4kb de la region
heterocromatica del brazo largo del cromosoma Y humano (Kogan y Gitschier,1990)

Y1.1: 5'-ATG ATA GAA CGC AAATAT G -3’ Tm =50°C
Y1.2: 5-AGT AGA ATG CAA AGGGCTCC-3" Tm=60°C

Desnaturalizacién 95°C/5min; 35 ciclos de 94°C/1min, 57°C/1'30min y 72°C/2"30 min; extension 72°C/7min.
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Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados para cada uno de los marcadores

empleados estdn contenidas en la tabla 8.

Después de estandarizar las reacciones de amplificacion, la mezcla de reaccion empleada fue:

reactivo volumen
Mezcla del par de oligonucleétidos (SpM de cada uno) 1.0 pl
DNA (40ng) 2.0 ul
Amortiguador 10X (Gene Amp PCR Buffer II) 1.0 pl
Mezcla de dNTPs (2.5 mM) 1.0 pl
DNA polimerasa Ampli Taq Gold™ (5U/pl) 0.08 pl
MgCl; (25 mM) 1.0 pl
Agua estéril c.b.p. 3.92 ul
Mezcla total 10.0 pl

Las condiciones se estandarizaron para poder amplificar los marcadores empleados
inicialmente en cada paciente en una sola reaccion y fueron las siguientes:
Desnaturalizacion previa a 95° C durante 12 min y:
94°C-15s Diez
55°C-15s  ciclos
72°C-30s
89°C-15s Veintidés
55°C-15s  ciclos
72°C-30s

con extension final a 72°C durante 10 min.
Preparacién de las muestras para el analizador genético

1. Purificaci6n de los productos de PCR por columnas de filtracion en gel

Se hace pasar el producto de PCR a través de una columna de sefarosa de poro medio o fino
(sephadex G-50) y por centrifugacion selectiva (3000 rpm/ 6 min) se recupera el producto limpio
(Sambrook y cols, 1989).
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Tabla 8. Secuencias de los oligonucleétidos empleados para amplificar por PCR los
marcadores microsatélite

Locus  Secuencia de los oligonucleétidos

DXS1060 5' AAAATTAAAACATCTACTAGGCAGAZ'

5' TACTGCGAACGGTGAGAG 3'
DXS8051 5' ACCAGAAATGAGCGATTATTG 3'

5 TTTTTGAACTAAGAACCTGGAG 3'
DXS987 5' GTTGAGATAATGAGGCCAGT 3'

5' ACNTTAAAAGCCTGGTTCTTCTAAA 3'
DXS1226 5' CTAAACCCATCTGNCCTC 3'

5' TTTCCAGCAACTACCTTTCAT 3'
DXS1068 5' CCTCTAAAGCATAGGGTCCA 3'

5' CCCATCTGAGAACACGCTG &'
DXS993 5' GGATCCTGTTTACAGCCTGT 3

5' CTACAGAGCAGTTCACTGGG 3'
DXS991 5' ACTTCAACCACAGAAGCCTC 3'

5' ATCATTTGAGCCAATTCTCC 3'
DXS986 5' CCTAAGTGCTCATCATCCCA 3'

5' AGCTCAATCCAAGTTGCTGA 3'
DXS990 5' AGCTATATGACCAGTACAAACATAC 3'

5' GACAGAAGGGACATCAACTC 3'
DXS1106 5' TATGAGAACTCCCTAAACAAA 3'

5 TGATGCACCAAATACCA 3'
DXS8055 5' AGTGGGTCACTCTAGTCATCAT 3'

5 TCAGGTTTCTGTGTGGACAT 3'
DXS1001 5' TACAAGTAACCCTCGTGACA 3'

5' GTTATGGAATCAATCCAAGTG 3'
DXS1227 5' AGAGGTCCGAGTCTTCCAC 3'

5' ATAAGGGTTTACTCCCCCAA 3'
DXS8043 5' AGTTCTCAGAAACATTTGGTTAGGC 3'

5' AATTATTGGCAAAGAGTACAGGCAG 3'
DXS1073 5' GGCTGACTCCAGAGGC 3'

5 CCGAGTTATTACAAAGAAGCAC 3'

62



2. Mezclas de los productos dependiendo del fluorocromo que porten

Se hace en las siguientes proporciones 1FAM:2HEX:2NED. Esta mezcla se diluye 1:1000 en
agua estéril y se toma 1ul por cada 12 pl de ROX 350: formamida como estandar de tamaiios (en
una proporcion 1:24). Se desnaturalizan las mezclas de reaccion a 95°C/5 min e inmediatamente
se ponen en hielo hasta el momento de ser aplicadas en el analizador genético. Posteriormente, se

siguen las instrucciones sugeridas por el proveedor (Gene Scan User’s Manual PE, 1999).

Separacion de las muestras por electroforesis en capilar y analisis mediante el programa

Genescan

Los productos de PCR con fluorescencia 6FAM(azul), HEX(verde) o NED(amarillo) se separan
por electroforesis en capilar en el analizador genético ABI PRISM 310 PE, donde son analizados
mediante el software Genme Scan. El analizador genético utiliza un sistema de deteccion de
multicolores para distinguir alelos que se traslapan. Ademds determina el tamafio preciso de los
productos de PCR a través de un estdndar de tamafios interno, que se distingue de las muestras
por estar marcado con un fluorocromo diferente, ROX-350(rojo) (ver anexo 3). Cada colorante
fluorescente emite un espectro continuo de luz después de la excitacion de un rayo laser. Durante
una corrida de electroforesis, el sistema ABI PRISM 310 graba la intensidad de fluorescencia
como una funcién de tiempo y longitud de onda. Una matriz de correccién de multi-componentes
se aplica a los datos de intensidad de fluorescencia y ya resueltas son codificadas en forma de
color y desplegadas como picos en un electroferograma. El software cuenta con diferentes
patrones para interpretar estos resultados como homocigoto, heterocigoto, etc. En el eje de las
abscisas de cada electroferograma se localiza el tamafio de alelos en pares de bases (pb), y en el
eje de las ordenadas una escala arbitraria de emision de fluorescencia (Gerne Scan User’s Manual
PE, 1999).

Las frecuencias alélicas de los marcadores utilizados fueron determinadas previamente y
los alelos reales ordenados de menor a mayor tamafio para asignarles un nimero de acuerdo a su
frecuencia. Estos datos estdn contenidos en las tesis de Vazquez Mena, CICATA-IPN 2000 y en
la de Monroy-Jaramillo, Facultad de Ciencias, UNAM, 2002.
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RESULTADOS

Resultados de la amplificacion por PCR de secuencias especificas del

cromosoma Y en las pacientes Turner

La amplificacién por PCR de las secuencias centroméricas del cromosoma X fue positiva en
todos los casos, sirviendo como un control interno, mientras que la amplificacion de las
secuencias centroméricas del Y sélo resulté positiva en los casos 11 y 12 (Figura 5).
Adicionalmente, la amplificacion por PCR de las otras 4 regiones del cromosoma Y (PABY, SRY,
ZFY y Yqh) fue positiva en estas dos pacientes (Figura 6), lo que nos permite suponer la
presencia de todas ellas en los der(Y). Los resultados obtenidos de la amplificacion por PCR de
las regiones especificas del cromosoma Y se muestran en la tabla 9. Ninguna de las 10 pacientes
45,X resulto positiva para la amplificacion de Ycen por lo que es posible excluir que tengan una

segunda linea celular que resulte en mosaicismo criptico para el cromosoma Y.

Estudios citogenéticos moleculares en las pacientes Turner

-

Las reaciones independentientes de PRINS utilizando oligonucledtidos para las regiones alpha
centroméricas de los cromosomas X y Y, nos permitieron confirmar que los marcadores de las
pacientes 11 y 12 se originaron a partir de un cromosoma Y, siendo dicéntrico el de la paciente
11 (Figs 7A-B), corroborar que el cromosoma anormal de la paciente 14 es un pseudidicéntrico
derivado del X (Fig 7E) y demonstrar que los anillos presentes en las pacientes 15 a 20 son
realmente derivados del X (Figs 7 F-K).

Los resultados obtenidos mediante FISH con la sonda para la regién heterocromética del
brazo largo del cromosoma Y permitieron corroborar citogenéticamente en las pacientes con
cromosoma Y los datos moleculares previamente obtenidos, revelando que el cromosoma
dicéntrico de la paciente 11 mostraba dos sefiales positivas, una en cada extremo, mientras que el
de la paciente 12 presentaba una region heterocromatica pequefia en Yq (Figs 7C-D). Los
hallazgos de la citogenética molecular, analisis por PCR y el cariotipo final de las pacientes

estudiadas se resumen en la tabla 9.
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Figura 5. Anélisis electroforético de los productos de PCR para Ycen en las
pacientes 11, 12 y 15 a 20. M marcador peso molecular, CM control
masculino, CF control femenino.
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Figura 6. Resultados de la amplificacion por PCR de secuencias especificas

del cromosoma Y en las pacientes 11 y 12.

CF control femenino y CF control masculino.

M. marcador peso molecular,
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L9

Figura 7. Resultados de los estudios citogenéticos moleculares. A y B: Reacciéon de PRINS para Ycen revelada con
anticuerpos antidigoxigenina conjugados con fluoresceina y contratincién con PI en las pacientes 11 y 12, respectivamente.
C y D: FISH con la sonda para Ygh marcada con digoxigenina y revelado con anticuerpos conjugados con fluoresceina en
las pacientes 11 y 12, respectivamente. E-H Reaccion de PRINS para Xcen revelado con anticuerpos marcados con
rodamina y contratincion con DAPI en las pacientes 14-17 respectivamente. I-K. FISH con sonda para Xcen marcada con
fluoresceina y contratincion con PI en las pacientes 18-20 respectivamente.



Tabla 9. Datos obtenidos de la amplificacion por PCR de secuencias especificas del cromosoma Y y de las técnicas de citogenética
molecular

CASO PCR PRINS FISH CARIOTIPO FINAL
Xcen Ycen PABY SRY ZFY Ygh Xcen Ycen Xcen Ygh

T % + £ &+ + -+ I 02 1 02  45X[27)/46,X,psudic(Y)(p11.3)[73].ish psudic(Y) (DYZ1++DYZ3++)
2 2+ + + 4 + =+ 1 o 101 45X[68)/46,XYqh-[32].ish(Yqh-)DYZ1+DYZ3+)

4  + - - - - - 13 0 13 -  45X[45)/46,X.psudic(X)(p11.2) [55].ish psudic(X) (DXZ1++)

15 + - - - - - 12 0 12 -  45X[75)/46,X,1(X)[25].ish (X)(DXZ1+)

6 + - - - - - 12 0 12 -  45X[72)/46,X,1(X)[28].ish ((X)(DXZ1+)

17 + - - - - - 12 0 V2 -  45X[35)/46,X.1(X)[73].ish (X)(DXZ1+)

18 + - - - - - 12 0 12 - 45X[50)/46.X.5(X)[50].ish r(X)(DXZ1+)

19 + - - - - - 12 0 12 - 45X[74)/46X.1(X)(p22.3928)[26].ish r(X)(DXZ1+)

20 + - - - - - 12 0 12 - 45X[611/46X.i(X)(p21.2q24-25)[39].ish r(X) (DXZ1+)
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Anidlisis con marcadores microsatélites del cromosoma X en las pacientes con

sindrome de Turner

En general el uso de 5 marcadores informativos fue suficiente para determinar el origen parental
de los cromosomas X en todas las pacientes estudiadas. En la paciente 10, en quien no fue
posible obtener una muestra de su padre, su unico cromosoma X fue de origen materno con base
a que la propésita y su madre comparten los alelos de los 5 Joci analizados. Ninguna de las 10
pacientes 45,X resulto heterocigota para alguno de los microsatélites empleados, excluyendo una
segunda linea celular con mosaicismo criptico para el cromosoma X (Tabla 10). En la figura 8 se
muestra un ejemplo de un marcador informativo para establecer el origen parental del cromosoma

X presente.,

En tres de las 5 pacientes con mosaico analizadas con microsatélites del X, el cromosoma
X anormal fue de origen materno, casos 14, 19 y 21, con cariotipos 45,X/46,X,psu dic(X)(p11.2),
45,X/46,X,r(X)(p22.2q28) y 45,X/46,X,del(X)(q23), respectivamente. En los casos 13 y 18, con
cariotipos 45,X/46,X,i(Xq) y 45,X/46,X,n(X)(p11.3q137?), respectivamente, los derivados del X
fueron de origen paterno. Ninguna de estas pacientes presenté disomia uniparental del X y los
resultados obtenidos permitieron corroborar los puntos de ruptura en los 5 cromosomas
anormales (Tabla 11).

El andlisis adicional de otros micmbros. de las familias de la paciente 19, con el
cromosoma X pseudodicéntrico y de la paciente 21 con la delecién de Xq, ambos de origen
materno, permiti6 establecer los haplotipos de los cromosomas X maternos (Figuras 9 y 10). Los
datos obtenidos fueron analizados para inferir los eventos de recombinacién ocurridos durante la
meiosis materna que pudieran estar implicados en el mecanismo de formacién de los cromosomas

anormales.
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Tabla 10. Resultados obtenidos con los marcadores del cromosoma X en las pacientes 45,X y edad de sus padres al nacimiento

de la propésita.
Caso | Cariotipo Marcadores del cromosoma X usados Edad de los padres | Origen parental
(afios) cromosoma X
DXS1060 DXS8051 DXS987 DXSI226 DXSI068 DXS991 DXS986 DXSI1106 DXS8055 DXS1073 | Padre Madre presente
1 45X M ND ND ND U M M M M U 47 44 | Materno
2 45X U ND P ND U P P U P 32 33 Paterno
3 45X U ND M ND U M M M M U 19 18 Materno
4 45X U U M ND M M ND M ND M 34 36 Materno
5 45X |U M M U ND M M ND ND M 35 33 Materno
6 45X |U M U M ND M M ND ND M 28 33 Materno
7 45X |ND M M M ND M ND M M ND 32 29 Materno
8 45X |IND U M M ND M ND M M ND 35 19 Materno
9 45X |IND M M ND ND M M ND M ND 15 26 Materno
10 45X |IND M M M ND M ND M M ND 20 16 Materno
X=29.7 | X=28.7

M: alelo materno, P: alelo paterno, U: no informativo, ND: no determinado
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Figura 8. A. Electroferogramas tipicos de Genescan. Se muestran 3 Joci microsatélites marcados con diferentes
fluorocromos del DNA control del CEPH. En azul, DXS986 con [FAM], en verde DXS1047con [HEX] y en negro
DXS8043 con [NED}. En rojo la curva estandar de tamafios con [ROX350]. B. Electroferograma del locus DXS en una

paciente 45,X donde el tinico alelo presente en la paciente (en negro) corresponde con uno de los dos alelos maternos
(en azul), se observa también el alelo paterno (en verde).



Tabla 11. Resultados de los marcadores del cromosoma X en las pacientes con cromosomas X anormales y edad de sus padres al

nacimiento de la propésita.

Marcadores del cromosoma X usados Edad padres Origen del
Caso | Cariotipo (afios) cromosoma
DXS1060 DXS8051 DXS987 DXS1226 DXS993 DXS991 DXS986 DXS1001 DSXI073 | padre Madre X anormal
13 | 45,X/46,X,i(Xq) U U M/- M/~ ND M- MP ND MP 40 33 | Paterno
14 | 45,X/46,X,psudic(X) (p11.2) | ND P/- P/- P~ PM? PM PM ND ND 33 33 | Materno
18 | 45.X/46,X,r(X)(p11.3q13?) | U M/- M- M- U MP M- M/~ U 26 24 | Paterno
19 | 45,X/46,X,n(X)(p22.2q28) | P/- P/- PM U PM PM ND PM PM 28 31 Materno
DXS8051 DXSI226 DXS993 DXS5986 DXS990 DXSI106 DXS8055 DXS1227 DXS8043
21 | 45,X/46,X.del(X)(q23) PM PM pPM PM PM PM P/- PI- P/- 45 43 | Materno
X=344 | X=32.8

M: alelo materno, P: alelo paterno, U: no informativo, ND: no determinado

Nota: alelo del cromosoma en la primera linea celular/ alelo en la segunda linea celular
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Figura 9. Arbol genalégico y anlisis de haplotipos de la paciente 14. Los haplotipos de
L.1 y 1.2 se obtuvieron por deduccion. (* recombinacion meiética)
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Figura 10. Arbol genealégico y analisis de haplotipos de la paciente 21. (* recombinacién meiética)
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DISCUSION

El comportamiento de los cromosomas sexuales durante las meiosis femenina y masculina es
diferente en varios aspectos, principalmente en cuanto a la recombinacion y el estado de
activacion de los genes localizados en ellos. Particular interés se ha puesto a la relacion que
tienen estos eventos en la fertilidad del individuo, tanto a nivel del desarrollo y mantenimiento
gonadal como en la produccion de gametos normales. En esta tltima es importante la relacion
que guarda la recombinaciéon meiética con los errores producidos durante la segregacion
cromosomica que conducen a gametos aneuploides. A pesar de que los mecanismos de
segregacion son los mismos en las meiosis femenina y masculina, en los humanos existen
algunas diferencias sexo especificas, principalmente en los tiempos, mecanismos de control y

duracién del proceso.

A pesar de que es bien conocido el efecto de la edad materna en la incidencia de
trisomias, las causas que la originan ain no han sido dilucidadas. Estudios recientes sefialan una
importante participacién de la recombinacion meidtica en la segregacion correcta, al demostrar
una alta incidencia de cromosomas aquiasméticos en productos con trisomia 21 tanto en madres
joévenes como afiosas (Lamb y cols, 1997; Savage y cols, 2000). Sin embargo, esto llevé a
proponer que en las madres afiosas ademés se requieran otros eventos, tales como alteraciones en
la organizacién de los microtiibulos y en los complejos de cohesinas, que aunados a la falta de un
punto de control en la transicién metafase-anafase aumentaria la posibilidad de errores en la
segregacion cromosomica. Aparentemente otro factor importante en el efecto de la edad materna
es el estado hormonal, es decir que tan cerca estan de la menstruacion, que altera la maduracion
de los ovocitos y podria afectar también la produccién de proteinas para el huso y por lo tanto la
segregacion cromosémica (Hassold y cols, 2000; Heemst y Heyting, 2000; Hassold y Hunt, 2001;
Hodges y cols, 2002; Hunt y Hassold, 2002). La no-disyuncién del cromosoma X materno ha
sido estudiada en productos 47,XXX y 47,XXY de origen materno, la mayoria de los casos
corresponden a errores de meiosis I en donde la ausencia de recombinacién representa un factor
predisponente importante con efecto de la edad. Sin embargo, en los casos producto de errores en
meiosis Il no se encontraron alteraciones en la recombinacion, ni efecto de la edad, por el
contrario, se evidencié un efecto de la edad materna en aquellos casos debidos a errores

postcigéticos (Thomas y cols, 2001). Asimismo un estudio reciente, en que se observaron los
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patrones de recombinacion meidtica en ovocitos fetales, sefiala que en general no se presentan
patrones anormales de recombinacion en el par sexual, aunque si se observan cromosomas X
asinapticos con baja frecuencia que seguramente son la fuente de bivalentes aquiasmaticos y de
no disyuncién de los cromosomas X; ya que como ha sido demostrado un par cromosémico
asinaptico no detiene el desarrollo fetal y contribuye a la poza de ovocitos del ovario adulto
(Tease y cols, 2002).

La contribucién paterna en la generacion de trisomias de autosomas es minima comparada
con la materna, no asi en la produccién de individuos 47,XXY y 47,XXX donde se ha observado
un aporte equitativo y un efecto de edad en ambos sexos (Koehelr y cols, 1996; Hassold y Hunt,
2001; Lowe y cols, 2001; Moore y Best, 2001). Esta contribucién paterna a las aneuploidias de
los cromosomas sexuales se ha atribuido a la mayor labilidad del par XY para la no disyuncién
durante la primera divisién meiética (Chandley y cols, 1984; Hassold y cols, 1991; Burgoyne y
cols, 1992; Delobel y cols, 1998). Contrariamente a lo que ocurre en las trisomias de autosomas,
en las pacientes 45,X, el cromosoma presente en la mayoria de los casos es el materno, lo que
indica la falta de un cromosoma sexual paterno, X o Y (Jacobs y cols, 1990; 1997; Uematsu y
cols, 2002) (Tabla 12).

Existen dos mecanismos posibles que lleven a una constitucién cromosémica 45,X. Uno
es la generacion de gametos nulisémicos para los cromosomas sexuales como consecuencia de
una no disyuncién meidtica, seguida de fertilizacién con un gameto normal. Si se asume una
probabilidad igual de generacion de gametos nulisémicos en cada sexo, el origen del cromosoma
X presente en las pacientes 45,X deberia ser materno en las dos terceras partes, debido a la no
viabilidad de los productos 45,Y. Esta hiptesis pareceria explicar los datos encontrados en los
estudios en que se ha determinado el origen parental de los cromosomas X presentes en las
pacientes 45X (Tabla 12), lo que implicaria que hubiera un efecto de la edad materna en los
casos 45,X", sin embargo, los datos reportados descartan su participacién. (Hassold y cols, 1988;
Jacobs y cols, 1997) El otro mecanismo posible para originar un cariotipo 45,X, es la pérdida
mitética de uno de los cromosomas sexuales en células con cariotipos con un segundo
cromosoma sexual estructuralmente normal o anormal. Los cromosomas anormales, dicéntricos,
anillos, isocromosomas, son inestables durante las divisiones celulares y tienden a perderse;

adicionalmente se ha propuesto que la inactivacion preferencial de los cromosomas X anormales
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Tabla 12. Reportes en la literatura de estudios sobre el origen parental del cromosoma X

normal en pacientes con sindrome de Turner

Cariotipo 45,X + segunda linea con

Sujetos solo i(Xq) r()%;) c(ilell())({p))/
mar e .
M P MTP ™M P Vi cll) M Referencia
5 2 3 Callen y cols, 1987
8 2 6 Harbison y cols, 1988
34 27 T Hassold y cols, 1988
66 53 13 Hassold y cols, 1990
52 36 | 1 Jacobs y cols, 1990
9 7 Villamar y cols, 1990
8 6 2 Cockwell y cols, 1991
14 5 9 Lorda-Sanchez y cols, 1991
34 16 0 51216 2 0 1 Loughlin y cols, 1991
25 18 7 Mathur y cols, 1991
33 29 4 Hassold y cols, 1992
45 351 10 Lorda-Sénchez y cols, 1992a
52 23 9 4 | 6 | 7 3 Chu y cols, 1994
24 8 7 4 5 Collins y cols, 1994
43 28 | 15 Larsen y cols, 1995
188 69| 24 |15(20]|124 | 9 8 | 2 |12 Jacobs y cols, 1997
35 17 | 18 James y cols, 1997a
21 19 | 2 James y cols, 1998
6 = - & Yorifuji y cols, 1998
14 9 3 1 0 1 0 Martinez—Pasarell y cols, 1999a
110 79 | 31 -Skuse y cols, 1999
30 7 9 4 | 2| 3 2 Tsezou y cols, 1999
5 3| 2 Matsuo y cols, 2000b
7 6° 1 Turner y cols, 2000a
50 16 6 4 3 -+ 7 Uematsu y cols, 2002
15 9 | 1 1 [ 1]1 1 0 | 1° este trabajo

* un caso con disomia uniparental materna y otro con disomfa uniparental paterna

® en dos casos con paternidad comprobada no se detectaron alelos paternos, probable disomia uniparental materna
¢ disomia uniparental materna en un r(X) y en otros tres no se determino el origen del anillo
¢ caso con delecion de Xq
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contribuye en este proceso (Held y cols, 1992; Miller y Therman, 2001). Esta segunda
posibilidad es apoyada por la propuesta de que la mayoria de los productos 45,X que llegan a

término son en realidad mosaicos (Held y cols, 1992).

En la literatura existen multiples reportes de bisqueda de mosaicismo criptico para el
cromosoma Y en las pacientes con fenotipo Turner, en los cuales la frecuencia varia
considerablemente de 0 a 60%, dependiendo fundamentalmente de la seleccion de las pacientes y
de los métodos empleados (Larsen y cols, 1995; Fernandez y cols, 1996; Lopez y cols, 1998;
Nishi y cols, 2002). En ninguna de las 10 pacientes 45,X estudiadas se detectaron por PCR
secuencias centroméricas del cromosoma Y, descartando la presencia de una segunda linea

celular con un cromosoma derivado del cromosoma Y.

Contrariamente, existen pocos reportes de busqueda de mosaicismo criptico para el
cromosoma X en pacientes con sindrome de Tumer diagnosticadas citogenéticamente como
45,X, el cual puede estar presente en 0 a 75% de estas pacientes (Hassold y cols, 1988; Mathur y
cols, 1991; Hassold y cols, 1992; Larsen y cols, 1995; Jacobs y cols, 1997; Yorifuji y cols, 1997,
Martinez-Passarell y cols, 1999a; Nazarenko y cols, 1999; Fernandez-Garcia y cols, 2000;
Uematsu y cols, 2002) (Tabla 12). En nuestras pacientes 45,X, la ausencia de heterocigocidad
para alguno de los marcadores del cromosoma X utilizados excluye la presencia de mosaicismo
criptico (Tabla 10), lo cual estaria en contraposicién con lo reportado en la literatura (Hassold y
cols, 1988; Mathur y cols, 1991; Hassold y cols, 1992; Larsen y cols, 1995; Jacobs y cols, 1997;
Yorifuji y cols, 1997; Martinez-Passarell y cols, 1999a; Nazarenko y cols, 1999; Fernindez-
Garcia y cols, 2000; Uematsu y cols, 2002). El hecho de no haber encontrado en ninguna de
nuestras pacientes mosaicismo criptico puede deberse: (i) a lo pequefio de la muestra, sélo 10
sujetos, (ii) a que el andlisis se efectué en un solo tejido o (iii) a que ya habia sido descartado en
el andlisis citogenético convencional, dado que se analizaron 100 metafases. A pesar de que
nuestros datos difieren de los previamente reportados, podemos asumir que estas pacientes no
son mosaicos en sangre periférica debido a que se empleé un método muy sensible de
amplificacion por PCR y el examen de repetidos CA. Aunque no se validé formalmente la
sensibilidad del método empleado, la probabilidad de detectar mosaicos del X ain en niveles
muy bajos se incrementa considerablemente por el uso de al menos 5 marcadores polimérficos

informativos en cada caso, tal como ya ha sido reportado (Larsen y cols, 1995; Martinez-
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Passarell, y cols, 1999a). Es importante sefialar que la electroforesis en capilar con deteccion de
fluorescencia inducida con laser es una herramienta andlitica con una sensibilidad
extremadamente alta, del orden de yocto moles (Righetti y Gelfi, 1997). Sin embargo, no
podemos excluir la presencia de un cromosoma marcador muy pequefio derivado del brazo largo
del X debido a que no se incluydo un marcador microsatélite pericentromérico en Xgq.
Actualmente, en diferentes trabajos reportados en la literatura, se estd empleando con este fin el
polimorfismo del repetido CAG presente en el gen del receptor de andrégenos localizado en
Xql2.1 (Leonova y Hanson, 1999; Martinez Passarell y cols, 1999a, Matsuo y cols, 2000b,
Uechara y cols, 2002).

Se ha especulado que la mayoria de los individuos vivos con complemento cromosémico
45,X provienen de un error mitdtico temprano en el cigoto y en realidad son mosaicos (Hook y
Warburton, 1983; Held y cols, 1992). Leonova y Hanson (1999) demostraron la presencia de
heterocigocidad para el gen del receptor de andrégenos en 20 pacientes Turner mosaicos,
confirmando que la mayoria de los mosaicos 45,X/46,XX son producto de la pérdida de un
cromosoma X en algunas lineas celulares a partir de un cigoto originalmente 46,XX, mas que de
un rescate de las concepciones 45,X por una no-disyuncion mitética durante la embriogénesis
temprana. De hecho, si el cigoto original fuera 45,X™, los sujetos que fueran mosaicos cripticos
tendrian una disomia uniparental. En nuestros 10 casos 45,X es imposible descartar una disomia
uniparental con los métodos utilizados, pero de acuerdo con Jacobs y cols (1997) y Leonova y
Hanson (1999) esto es un evento altamente improbable. Por otra parte, se ha sugerido que la
disomia uniparental puede contribuir al retardo mental en las pacientes Turner (Yorifuji y cols,

1998) y ninguna de nuestras pacientes 45,X presenta esta anomalia.

Con respecto al origen parental de los cromosomas X en las pacientes 45,X, en 9 de ellas
fue materno y solo en el caso 2 fue paterno (Tabla 10). Estos datos concuerdan con lo descrito en
otras series (Hassold y cols, 1988; 1992; Jacobs y cols, 1990; 1997; Villamar y cols, 1990;
Mathur y cols, 1991; Cockwell y cols, 1991; Loughlin y cols, 1991; Lorda Sénchez y cols, 1992a;
Collins y cols, 1994; Chu y cols, 1994; Larsen y cols, 1995; Yorifuji y cols, 1997; Martinez —
Passarell y cols, 1999a; Tsezou y cols, 1999) (Tabla 12). Para explicar la alta prevalencia del
cromosoma X materno se ha propuesto que pueda ser debida a que los productos 45,X retengan

el cromosoma X materno debido a un incremento en la pérdida del cromosoma paterno en el
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estado de pronicleos (Chandley, 1991). En un trabajo reciente, se encontré una frecuencia baja
de mosaicismo criptico (2.3%) con una proporcion de células normales menor del 10% en la
mayoria de las pacientes con sindrome de Turner estudiadas. Los autores concluyeron que a pesar
de que algunas anormalidades pueden ocurrir en el estado de pronucleos o durante la primera
division del cigoto, la mayoria debe ser el resultado de errores durante la espermatogénesis
(Jacobs y cols, 1997). Los datos encontrados en este trabajo, estan de acuerdo con esta propuesta,
permitiendo sugerir que la mayoria de las pacientes Turner con cariotipo 45,X no son mosaicos y
que probablemente son el resultado de un error durante la espermatogenésis qus llevd a la
formacion de un gameto nulisémico. Esta propuesta que puede ser apoyada, por la susceptibilidad
del par sexual a la no disyuncién durante la meiosis I, demostrada tanto en esperma de hombres
normales (Griffin y cols, 1995; Martin y cols, 1995; Guttenbach y cols, 2000; Sartorelli y cols,
2001), como en padres de individuos con sindromes de Klinefelter (Lowe y cols, 2000) y Turner
(Martinez-Passarell y cols, 1999b; 1999c¢; Soares y cols, 2001b).

Se ha hipotetizado que el apareamiento y recombinacion entre los cromosornas X y Y es
un prerrequisito para que la meiosis masculina pueda completarse. En los humanos, individuos
que carecen de apareamiento X-Y son estériles y una recombinacion reducida se ha asociado con
una segregacion incorrecta produciendo individuos aneuploides (Hassold y cols, 1991). Asi
mismo se ha postulado que la inactivacién de los cromosomas sexuales en paquiteno, formando
el cuerpo XY es importante en la regulacion del proceso meidtico y para asegurar la segregacion
correcta del par sexual (Turner y cols, 2000b y 2001). Dentro de los factores que originan una
segregacion incorrecta de los cromosomas sexuales en la meiosis masculina se ha correlacionado
la falta de recombinacion en la PAR1 en Xp y Yp en individuos 47,XXY de origen paterno
(Hassold y cols, 1991; Mohandas y cols, 1992). En los estudios realizados en productos
aneuploides existe una asociacion entre la aneuploidia y los patrones alterados de recombinacion,
tanto en los errores paternos como en los maternos. La reduccion de la recombinacién se debe a
ausencia total o a un numero reducido de intercambios. De esta forma se estima que cerca de
70% de los casos paternos 47,XXY resultan de una meiosis donde el bivalente XY falla para
aparear o recombinar (Hassold y cols, 1991). Estos hallazgos son contrastantes con los
observados en una situacion normal, donde existen entrecruzamientos obligatorios, que se
encuentran implicados en una adecuada segregacion de los bivalentes (Koehler y cols, 1996). Por

tanto, es importante mencionar que la formaciéon de al menos un quiasma obligatorio resulta
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imprescindible para una correcta segregacion, sobre todo en aquellos bivalentes como los
cromosomas sexuales y los cromosomas acrocéntricos del grupo G. Estos cromosomas tienen la
capacidad de formar sélo un quiasma, en el caso del par XY, por lo limitado de su region

homologa (PAR1) y en el caso de los cromosomas acrocéntricos por su tamafio pequefio.

El estudio del comportamiento de los cromosomas sexuales durante la meiosis masculina
resulta relevante para tratar de establecer su participacion en la generacion de productos 45,X. La
frecuencia de no-disyuncion de los cromosomas X y Y durante la meiosis masculina ha sido
estudiada utilizando FISH para un andlisis directo en los espermatozoides. Estos trabajos han
demostrado que los errores ocurren principalmente durante la primera division meidtica,
encontrandose células hiperhaploides (24,XY) con frecuencias que van de 0.08 a 0.34% (Chevret
y cols, 1995; Griffin y cols, 1995; Martin y cols, 1995; Spriggs y cols, 1996). De acuerdo con lo
ya mencionado, el apareamiento o asociacién XY en diacinesis representa el punto de
recombinacion obligatoria que tiene como funcion establecer una correcta segregacion, si éste no
se encuentra presente los cromosomas sexuales migran de manera independiente resultando en
gametos aneuploides. Sin embargo, si se considera el porcentaje de aneuploidia XY obtenido por
FISH en el analisis de esperma, 0.08 a 0.34% (Chevret y cols, 1995; Griffin y cols, 1995; Martin
y cols, 1995; Spriggs y cols, 1996; Sartorelli y cols, 2001) y se compara con los resultados
obtenidos en los estudios de diacinesis en las muestras de testiculo adulto, 4% a 14%, (Speed y
cols, 1993; Gélvez-Galicia, 2002) se observa que la frecuencia de no-disyuncién determinada por
FISH en los espermatozoides es mucho menor que la frecuencia de no asociaciéon X-Y
encontrada en los estudios realizados en diacinesis. El porcentaje obtenido de no asociaciéon XY
en espermatocitos primarios pareceria no verse reflejado en la produccion de espermas
aneuploides maduros. Esto puede ser explicado con base en los estudios de Blanco y cols (2001)
que demuestran que en células germinales con aneuploidias para los cromosomas sexuales,
47.XXY 6 46,XY/47,XXY, la presencia de puntos de control a niveles premeidticos, de
espermatocitos primarios, secundarios o espermatidas, posiblemente arresten a las células
anormales originando una eliminacién continua de éstas en la linea germinal a lo largo de la
espermatogénesis, reduciendo significativamente la cantidad de gametos aneuploides para los

cromosomas sexuales.
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El efecto de la edad paterna en la no disyuncién del par XY ha resultado controvertido,
existiendo trabajos que apoyan este efecto estudiando individuos con 47,XXY de origen paterno
(Lorda-Sanchez y cols, 1992b) o la frecuencia de espermas XY mediante FISH (Griffin y cols,
1995; Guttenbach y cols, 2000; Lowe y cols, 2001; Sartorelli y cols, 2001). Sin embargo otros
no encuentran dicho efecto en el sindrome de Klinefelter de origen paterno (Jacobs y cols, 1988;
Thomas y cols, 2000) o estudiando espermas (Martin y cols, 1995; Robins y cols, 1995). En un
trabajo realizado por Shi y cols. (2002) se demostré que no existe un efecto de edad en la tasa de
recombinacion meidtica entre los cromosomas X y Y humanos. Atun cuando se ha sefialado que
~75% de los espermas 24,XY provienen de meiosis I en las que no hubo recombinacion entre los
cromosomas sexuales (Shi y cols, 2001) y que > 80% de los productos 47,XXY son el resultado
de una falla en la recombinacion de los cromosomas sexuales (Hassold y cols, 1991; Thomas y
cols, 2000), en ambos casos no es posible discriminar si la no disyuncién aquismatica fue el
resultado de una falla en el apareamiento de los cromosomas sexuales o de un apareamiento
normal en ausencia de recombinacidn, siendo esta ultima mds probable si consideramos el arresto
meidtico ante la incapacidad para aparear. En el resto de los productos Klinefelter y espermas XY
en donde hay cromosomas normoquiasméticos y no disyuncién estarian implicados otros
mecanismos en la falla en la segregacién, postuldindose que podria ser un evento de
recombinacién doble o multiple 0 muy cercana a los teldémeros, aunque por otra parte el evento
de recombinacién aunque indispensable, no es suficiente para asegurar una segregacion correcta
del par sexual (Shi y cols, 2002). Este efecto resulta ain mas dificil de evaluar en las pacientes
45, X que carecen de un cromosoma paterno, en donde no es posible medir la recombinacién
meidtica y tampoco la edad paterna parece ser un factor etiolégico importante en el origen de los
individuos 45,X (Jacobs y cols, 1997). Los datos encontrados respecto a la edad de los padres de
las 10 pacientes 45,X estudiadas parecen confirmar esta hipdtesis (Tabla 10). Sin embargo
estudios realizados mediante FISH en esperma de padres de pacientes 45,X han revelado una
mayor incidencia, que en sujetos control, de aneuploidia XY y de los cromosomas acrocéntricos,
comparable a la encontrada en padres de nifios con sindrome de Down de origen paterno. Esto es
derivado probablemente de una mayor susceptibilidad a los errores meidticos en estos
individuos, mas que un evento dependiente de la edad (Martinez-Passarell y cols, 1999b; Soares
y cols, 2001a y b).
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Por otra parte, en los casos estudiados con anomalias estructurales del cromosoma X en
esta serie, las edades parentales fueron ligeramente mayores que el promedio de edad para los
padres de las pacientes 45,X; 34.4 vs 29.7 para los padres y 32.8 vs 28.7 afios para las madres
(Tablas 10 y 11). Asimismo si comparamos la edad promedio de las madres para los cromosomas
estructuralmente anormales de origen materno, casos 14, 19 y 21 con los de origen paterno, casos
14 y 18, también se observa un incremento, 35.7 vs 28.5 aflos Estos datos concuerdan con lo
reportado en la literatura donde se encontr6é una edad materna significativamente mayor para los
isocromosomas de origen materno (31.2 + 7.5) versus los derivados paternos (24.2 + 3) (Lorda-
Sanchez y cols, 1991). Sin embargo, para los derivados de origen paterno no se observa este

efecto, 33 vs 35.3 afios.

La identificacion de cromosomas sexuales marcadores es de suma importancia para el
diagnéstico clinico y manejo de las pacientes con fenotipo Turner y cariotipos mosaico. Esto
generalmente es dificil mediante el uso de técnicas citogenéticas convencionales, ¢ incluso en
ocasiones resulta imposible determinar su origen (X o Y) y localizar de manera precisa los
puntos de ruptura en los cromosomas estructuralmente anormales. La técnica de PCR para
identificar la presencia o ausencia de secuencias especificas del cromosoma Y en pacientes con
sindrome de Turner con o sin cromosomas marcadores ha sido ampliamente utilizada, mostrando
frecuencias que van de 0 a 61% dependiendo de los métodos empleados y la seleccion de las
pacientes (Gicquel y cols, 1992; Larsen y cols, 1995; Shankman y cols, 1995; Lépez y cols,
1998; Nishi y cols, 2002). Sin embargo aun cuando esta metodologia permite la deteccién de
mosaicos cripticos para el cromosoma Y con una gran sensibilidad, no provee informacién acerca
del cromosoma Y presente. Para corroborar su origen cromosomico y caracterizar adecuadamente
la estructura de marcadores derivados de cromosomas sexuales se han usado diferentes
metodologias como: técnicas de FISH (Callen y cols, 1992; Plattner y cols, 1993; Schwartz y
cols, 1997), FISH-centromérico multicolor (Nietzel y cols, 2001), PRINS (Velagaleti y cols,
1997) o combinaciones de FISH y amplificacién de secuencias especificas por PCR (Jacobs y
cols, 1997; Fernandez y cols, 1996; 2000; Quilter y cols, 1998; Robinson y cols, 1999; Grass y
cols, 2000).
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En el presente trabajo, usando una combinacion de técnicas citogenéticas y moleculares
fue posible establecer inequivocamente el origen, X o Y, y caracterizar a los cromosomas
estructuralmente anormales presentes en las 11 pacientes con cariotipos mosaico (Casos 11 - 21).
La amplificacién por PCR de secuencias centroméricas del cromosoma Y solo resulté positiva en
2 de las pacientes con un segundo cromosoma sexual (Casos 11 y 12) (Figura 5), en cambio
ninguna de las otras 9 con cromosomas sexuales anormales tenia una segunda linea celular con
cromosoma Y. Los 6 anillos de los casos 15 a 20 resultaron derivados del X (Casos 15-20).
Para las restantes con isocromosomas de brazo largo del X (casos 13 y 14) y una delecién en Xq
(caso 21), el analisis molecular ayudd a definir su estructura y determinar de manera precisa los

puntos de ruptura.

Los datos obtenidos del analisis citogenético molecular y de las amplificaciones por PCR
(Figuras 5-7, Tabla 9) sugirieron la presencia de un cromosoma pseudodicéntrico en la paciente
11. La presencia de PABY indica que el punto de ruptura se encuentra por arriba de este locus
dentro del segmento pseudoautosémico. Estos datos nos permiten proponer que este cromosoma
pudo haberse originado durante la meiosis paterna, probablemente debido a un evento de
recombinacion anormal entre las regiones pseudoautosémicas de ambas crométidas hermanas del
cromosoma Y (Figura 11), tal como ha sido postulado para otros derivados del cromosoma Y,
incluyendo algunas translocaciones XY (Savary y cols, 1992; Shankman y cols, 1995; Grass y
cols, 2000). De acuerdo con esto, el cariotipo final de la paciente seria: 45,X[27]/46,X,psu
dic(Y)(Yqter»>Ypl11.3::Ypl1.3—>Yqter)[73].ish psu dic(Y)Y(DYZ1++, DYZ3+ +). En la paciente
12, el cromosoma derivado del Y contiene todas las secuencias analizadas (Figuras 5-7, Tabla 9)

con unicamente una disminucién de la region heterocromatica.

En los dos casos con un cromosoma marcador derivado del Y, el fenotipo fue femenino
con estigmas de Turner a pesar de la presencia de SRY, incluso en doble dosis en el cromosoma Y
pseudodicéntrico. Se ha propuesto que la distribucion tisular y diferencias en la proporcién de
las lineas 45,X versus la linea con cromosoma Y son las responsables de la variacion en el
fenotipo de los individuos con cariotipo 45,X/46,XY SRY positivos con respecto al desarrollo
testicular (Petrusevska y cols, 1996; Reddy y cols, 1996; Méndez y cols, 1999; Udler y cols,
2001). Por otra parte, la conexion funcional establecida entre las células germinales y las células

de soporte en relaciéon con la actividad del cromosoma Y, puede estar relacionada con el
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A B C

Figura 11. Posible mecanismo de formacion del cromososoma Y
pseudodicéntrico. A. Idiograma bandas G del cromosoma Y B. Intercambio
entre las croméatidas hermanas del cromosoma Y y fusiéon en Ypl1.3 durante la
meiosis I paterna. C. Cromosoma Y pseudodicéntrico resultante del intercambio

anormal.
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desarrollo testicular que alcanzan los individuos en edad adulta. De acuerdo a lo reportado por
Speed y cols (1993), las células de Sertoli presentan una alta condensacion del cromosoma Y en
individuos recién nacidos, mientras que en los individuos adultos se encuentra descondensado,
dandose el cambio en el estado de condensacion al iniciarse la espermatogénesis durante la
pubertad (Chandley y Speed, 1995). De esta forma, el control sobre algunos eventos de la
espermatogénesis quiza no sea auténomo de las células germinales, sino que puede emanar de las
células de Sertoli que forran las paredes de los tabulos y que muestran una cercana
interdependencia con las células germinales. Trabajos recientes han documentado un intercambio
de sefiales entre las células germinales y las células de Sertoli necesario para el desarrollo y
funcionamiento correcto de ambos tipos celulares en el testiculo (Foresta y cols, 1998; Kleiman y
cols, 2001; Eddy, 2002; Shinohara y cols, 2003). Estos datos explicarian por qué en algunos
individuos mosaico 45,X/46,XY con desarrollo testicular, las génadas se vuelven disgenéticas
por la ausencia de genes del cromosoma Y necesarios para la espermatogénesis, ya sea en las

células germinales o en las de Sertoli.

Estos datos podrian explicar el fenotipo femenino con estigmas de Turner de las
pacientes 11 y 12. La paciente 11 fue sometida a cirugia durante la infancia, debido a la presencia
de una hernia inguinal congénita, encontrandose un testiculo disgenético y una estria gonadal
contralateral. A la paciente 12 se le sugiri6 una cirugia electiva para remover el tejido gonadal
debido al elevado riesgo de gonadoblastoma en las pacientes Turner con gonadas disgenéticas y
secuencias del cromosoma Y (Page, 1994, Salo y cols, 1995; Gravholt, 2000). Recientemente, se
ha sugerido que este gen pudiera ser 7SPY, cuya expresion ha sido demostrada en tejido testicular
y derivado de gonadoblastomas, pero no en estrias gonadales (Tsuchiya y cols, 1995; Hildebrand
y cols, 1999). Apoyando la teoria de que los genes en el cromosoma Y que ejercen un efecto
benéfico para el sexo masculino pueden resultar deletéreos para el sexo femenino, se ha sugerido
que este gen estd implicado en la espermatogénesis y que su expresion en tejido gonadal

disgenético seria responsable de la proliferacién celular anormal.

Las anomalias estructurales del cromosoma X parecen ocurrir en proporciones
iguales en ambos progenitores (Lorda- Sanchez y cols, 1991; Chu y cols, 1994; Collins, y cols,
1994; Dalton y cols, 1998; Tsezou y cols, 1999). De las 5 pacientes con anomalias estructurales

del X estudiadas con marcadores microsatélite, tres presentaban cromosomas derivados de origen
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materno y dos de origen paterno (Tabla 11). Algunos reportes sefialan que la frecuencia de
rupturas cromosOmicas en la meiosis paterna es mayor que en la materna, sin embargo, debido a
la probabilidad de errores en la recombinacion meidtica entre ambos cromosomas X maternos, es
posible que las anomalias estructurales del X se originen en igual proporcion en ambos sexos
(Jacobs y cols, 1997).

Los isocromosomas de Xq pueden ser el resultado de una divisiébn anormal del
centromero o de un intercambio de cromatidas hermanas, pero debido a que la mayoria de los
isocromosomas son dicéntricos, este Gltimo mecanismo parece ser el mas probable (Harbison y
cols, 1988; Hassold y cols, 1988; Jacobs y cols, 1990; 1997). La existencia de isocromosomas
con heterocigocidad para los dos brazos Xq ha sido documentada, sugiriéndose la recombinacién
meidtica entre homélogos como un mecanismo alternativo para su formacion (Lorda-Sénchez y
cols, 1991). Por otra parte, la mayoria de los cromosomas X dicéntricos son en realidad
pseudodicéntricos, con sélo un centrémero activo (Therman y cols, 1986; Sullivan y Willard,
1998). Es ampliamente conocido que estos cromosomas pueden ser mitdticamente inestables
dando lugar a la linea 45,X presente en cerca del 80% de las pacientes con este tipo de anomalia
cromosomica (Wolff y cols, 1996; Dalton y cols, 1998). En el caso 13, el isocromosoma fue de
origen paterno, y por analisis citogenético convencional es aparentemente monocéntrico, dato que
podria ser confirmado por el hecho de que la paciente no presenta el alelo paterno para DXS991
localizado en Xpll.l1. Este cromosoma debid originarse por una division transversal del
centrémero o por un evento de recombinacién entre las crométidas hermanas, muy cercano a la
region de heterocromatina constitutiva lo que permitié la fusion de los centrémeros. Es probable
que esto haya ocurrido durante la espermatogénesis o en la primera division del cigoto debido a

la ausencia de una linea celular con complemento cromosémico normal.

En la paciente 14, con un cromosoma X pseudodicéntrico de origen materno, se
encontré tnicamente un alelo materno en DXS991, pero debido a que DXS993 result6é ser un
marcador no informativo es dificil determinar si la paciente es homocigota para DXS993 o si el
alelo materno se perdié durante la formacién del dicéntrico (Tabla 11, Figura 9). El andlisis de la
segregacion de los marcadores microsatélites en los familiares de la paciente permitié definir un
evento de recombinacion en DXS991 que probablemente coincida con el punto de ruptura para el

rearreglo que generd el cromosoma pseudodicéntrico. Sin embargo, debido a que la paciente
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presenta un solo alelo materno de los marcadores utilizados, resulta improbable que el dicéntrico
se haya originado por un evento de recombinacion entre los homélogos durante la meiosis I, que
hubiera generado un cromosoma heterocigoto para los marcadores maternos. Alternativamente, el
punto de ruptura podria estar por arriba de DXS991 o ain por encima de DXS993. Como se
muestra en la figura 12, dada la ausencia de una linea 46,XX en la paciente, es probable que este
cromosoma anormal se haya originado en la primera divisién postcigética por un intercambio
entre las cromatidas hermanas del X materno con la pérdida posterior del cromosoma dicéntrico
inestable en algunas células. Sin embargo, no es posible descartar que el rearreglo se haya
producido de igual forma pero durante la meiosis II, es decir que el cigoto fuera originalmente
46,X.idic(Xq)™.

Generalmente se considera que los cromosomas en anillo se forman a partir de rupturas
cromosdmicas que ocurren a cada lado del centrémero con la subsecuente reuniéon de los
extremos proximales y pérdida de los fragmentos distales. Aproximadamente 6- 11% de las
pacientes Turner tienen una linea celular con uno o mas cromosomas en anillo (Schmid y cols,
1974; de Almeida y cols, 1985; Jacobs y cols, 1990; 1997), siendo la mayoria derivados del
cromosoma X (Crolla y Llerena, 1988; Jacobs y cols, 1997). Generalmente los anillos grandes
del cromosoma X que incluyen al gen XIST no se asocian con un fenotipo severo, aunque se han
descrito pacientes con un IQ bajo (Collins y cols, 1994) o incluso algunas con retraso mental
(Matsuo y cols, 2000a). En contraste, las pacientes con r(X) muy pequefios que carecen de XIST
generalmente tienen un fenotipo mds severo que incluye retraso mental, dismorfismo facial y
anomalias congénitas, no caracteristicos del sindrome de Turner (Lindgren y cols, 1992; Van
Dyke y cols, 1992; Migeon y cols, 1994; Wolff y cols, 1994; McGinniss y cols, 1997). Esto
ultimo no parece ocurrir siempre, recientemente se reportaron dos pacientes con retraso mental y
cromosomas X en anillo que incluian al Jocus XIST activo (Migeon y cols, 2000). En contraste, se
han descrito individuos con un fenotipo no severo y r(X) que carecen de este gen (Yorifuji y cols,
1998; Turner y cols, 2000a). Las 6 pacientes con anillos del cromosoma X estudiadas (casos 15-
20) acudieron a consulta por presentar datos clasicos de sindrome de Turner y todas, incluyendo
las que tienen anillos muy pequefios (casos 15-18), tienen una inteligencia normal. Cabe sefialar
que la paciente 18 presenta un IQ limitrofe y en la 19 se refiere hiperquinesia. En estas
pacientes, la ausencia de secuencias centroméricas del cromosoma Y permitié inferir que sus

cromosomas en anillo eran derivados del cromosoma X, hecho que fue confirmado mediante el
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Figura 12. Posible origen del cromosoma X pseudodicéntrico. A. Recombinacién intersticial
entre los cromosomas X durante la meiosis I materna. B y C. Resultados de las meiosis | y II maternas
respectivamente, con una pequefia regién recombinada en Xp. D. Cromosomas X, paterno (gris) y materno
(negro), durante la primera divisién post-zigética en la propdsita; con un intercambio entre las crométidas
hermanas del cromosoma materno con fusidn de brazos cortos y pérdida de los segmentos terminales. E.
Linea celular con el cromosoma X paterno y el cromosoma X dicéntrico materno. F. Resultado final de
divisiones post-zigéticas con la pérdida del cromosoma dicéntrico inestable generando la linea 45X e
inactivacién de un centrémero para estabilizar el pseudodicéntrico en la linea con 46 cromosomas.
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analisis citogenético molecular realizado con PRINS y FISH para identificar secuencias
centroméricas del cromosoma X (Figura 7, Tabla 9). En los casos 19 y 20, con anillos grandes,
los puntos de ruptura pudieron ser inferidos a partir de las técnicas de bandeo convencionales. Sin
embargo, para poder delimitar los puntos de ruptura en los anillos pequefios era necesario el
analisis molecular con marcadores del cromosoma X. Esto solo fue posible para las pacientes 18

y 19, la primera con un anillo pequeiio y la segunda con el anillo de mayor tamatio.

La presencia de un fenotipo menos severo en las pacientes con los anillos grandes del X,
casos 19 y 20, probablemente sea consecuencia de la inactivacion preferencial de los
cromosomas anormales. Los puntos de ruptura del anillo del caso 19 coinciden con los reportados
en un caso familiar, madre e hija, con retraso mental probablemente debido a un patrén de
inactivacion al azar (Matsuo y cols, 2000a). En contra de lo esperado, ninguna de las pacientes
estudiadas con anillos pequefios, casos 15-18, presentd un fenotipo severo, lamentablemente en
estas pacientes no fue posible determinar el estado de inactivacién de los anillos o si contenian al
gen XIST, sin embargo el fenotipo observado en ellas, tal como ha sido propuesto por otros
autores (Yorifuji y cols, 1998; Migeon y cols, 1996; 2000; Turner y cols, 2000a; Matsuo y cols,
2000b; Wolff y cols, 2000) puede ser el resultado de:

e inactivacion preferencial del cromosoma X en anillo

e ausencia de secuencias del cromosoma X que cuando se encuentran en disomia funcional
resultan en un fenotipo severo

o distribucion diferencial del mosaicismo resultando en la ausencia de la linea con el anillo
en tejidos importantes para el desarrollo del fenotipo severo (cerebro)

e presencia de un cromosoma X inactivo en algunos tejidos en tiempos criticos

e ausencia de disomia uniparental, debido a que esta Gltima impide la cuenta y seleccion de

los cromosomas X a inactivarse.

En las pacientes con cromosomas en anillo en que se realizé el estudio con marcadores
polimorficos del X (casos 18 y 19) fue posible confirmar el origen parental de los cromosomas
anormales, siendo paterno y materno, respectivamente. Ninguna paciente presenta disomia
uniparental del X. En el caso 18, el Ginico marcador paterno presente en la paciente fue DXS991
localizado en Xpll.1, debido a que DXS993 en Xpl1.3 fue no informativo no sabemos si el

punto de ruptura esta por arriba de este tltimo o entre ambos marcadores (Tabla 11). Debido a
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que no fue posible emplear marcadores pericentroméricos de Xq no se pudo confirmar el punto
de ruptura en el brazo largo, el cual suponemos debe estar por arriba de DXS186 ya que esta
paciente no muestra un fenotipo severo. Es probable que el punto de ruptura esté en Xql3, lo que
implicaria la presencia del gen XIST activo que resultaria en el apagado de los genes presentes en
€1, lo que evitaria una disomia funcional de una cantidad relativamente grande de eucromatina del

cromosoma X(p11.3-21q13?)(Yorifuji, y cols, 1998; Turner, y cols, 2000a).

Los puntos de ruptura observados citogenéticamente en la paciente 19 pudieron
corroborarse con el andlisis molecular, con un punto de ruptura en brazo corto entre DXS8051 y
DXS987, lo que indica la pérdida de la PAR1 y de algunos genes con patrén de expresion
bialélico y el otro por debéjo del Gltimo marcador utilizado DXS1073 localizado en Xq28,
probablemente con pérdida de la PAR2. Desafortunadamente, en esta paciente no se estudiaron
otros familiares para poder analizar el mecanismo de formacion del anillo derivado del X
materno. En esta nifia seria relevante conocer la proporcion del mosaico en la génada para
predecir su fertilidad, debido a que su anillo conserva las regiones cromosémicas implicadas en la
funcién ovarica, ademds de permitir la recombinacion meidtica y segregacion tal como se
observa en casos familiares con anillos grandes del X (Blumenthal y Allanson, 1997; Uehara y
cols, 1997; Matsuo y cols, 2000a; Birkebaek y cols, 2002).

En el caso 21, con una deleciéon en Xq23 observada citogenéticamente, el andlisis con
marcadores moleculares del cromosoma X demostré la presencia de un sélo alelo de DXS1106
en Xq22 indicando homocigocidad para este polimorfismo (Tabla 11, Figura 10). Los datos
obtenidos sugieren un evento de recombinaciéon en DXS1106, por lo que el punto de ruptura
estaria entre este marcador y DXS8055 en Xq23, permitiendo sugerir que el cromosoma X
anormal probablemente se origind durante un evento de recombinacion en la meiosis materna,

aunque no puede ser excluido un evento postcigdtico temprano (Figura 13).

En general, en las pacientes con anomalias estructurales de los cromosomas sexuales
estudiadas no fue posible establecer una correlacidn fenotipo-cariotipo debido a que la naturaleza
altamente variable del mosaicismo con el cromosoma sexual marcador puede exhibir datos no
predecibles tanto en términos de anomalias de la diferenciacion sexual como con respecto a los

datos neurocognitivos. Sin embargo, podemos decir que la paciente 12, con una segunda linea
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MEIOSIS 1 i MEIOSIS II

(A) (B) (C)

Figura 13. Posible origen del derivado del cromosoma X de la paciente 21. A.
Recombinacion meidtica entre los cromosomas X maternos resultando en la
ruptura y pérdida de un segmento cromosomico terminal. B. Los cromosomas X
maternos después de la primera division meidtica mostrando la deleciéon Xq en
una cromatida, y C. Los cromosomas X de la segunda divisién meiética materna,
incluyendo el cromosoma con la delecién de Xq
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celular con cromosoma Y y las paciente con isocromosomas del X presentan una talla mayor
(>1.40m) que las 45,X (1.36m promedio) en las que han pasado la edad de la pubertad o las que
muestran anillos del X (1.34m). Contrariamente a lo esperado la paciente 11, con el
pseudodicéntrico del cromosoma Y, no muestra una talla mayor (1.29m), lo que podria deberse a
la pérdida de la copia del gen SHOX del cromosoma Y o a un efecto mayor de la linea 45,X.
Asimismo, lo contrario podria observarse en la paciente 10 que presenta cariotipo 45,X y mide

1.46m.

La mayoria de las pacientes Turner tienen disgenesia gonadal, por lo que usualmente son
infértiles y solo en raras ocasiones muestran menarca espontanea seguida de una menopausia
temprana. Adicionalmente, uUnicamente 2% de las pacientes con sindrome de Turner pueden
embarazarse de forma natural, aunque tienen una tasa elevada de abortos, mortinatos o recién
nacidos malformados (Abir y cols, 2001). Por lo general, las pacientes Turner con funcién
ovarica son mosaicos con un complemento cromosémico XX o XXX en sus células germinales.
La presencia de pacientes fértiles con cromosomas X en anillo grandes y de algunas con
deleciones terminales de Xp o deleciones en Xq, pero no de pacientes en que falta el brazo corto
del cromosoma X, incluyendo a los isocromosomas de Xq, apoyan la propuesta de que la
disgenesia gonadal sea el resultado de la haploinsuficiencia de genes localizados en Xpl1.2-
p22.1 (Zinn y cols, 1998) y/o en Xql3-26 (Madan, 1983; Therman y cols, 1990) o en Xq26-27
(Tharapel y cols, 1993, Dalton y cols, 1998) mads que de la incapacidad para la recombinacion
meioética por la presencia de un solo cromosoma X o de cromosomas estructuralmente anormales.
Esto ultimo podria ser apoyado por los estudios meidticos en ratonas 45,X y en ovocitos fetales
humanos, en donde se ha demostrado que la presencia de cromosomas univalentes no es
suficiente para detener la meiosis (Hunt y cols, 1995; Hodges y cols, 2001; Tease y cols, 2002) o
por la infertilidad de las pacientes con i(Xq), en quienes la recombinacion deberia ser posible y
sin embargo, sélo son fértiles cuando tienen una linea XX (James, 1997b). De acuerdo a esto, de
nuestras pacientes estudiadas, solo la paciente 19, como ya se mencioné podria ser fértil,
mientras que en el resto de ellas con aberraciones estructurales del X habria haploinsuficiencia de
los genes para la conservacion de la funcién ovérica en Xp, isocromosomas y anillos, y/o de los
localizados en Xq, anillos y del Xq. Por otra parte, aunque en las pacientes 45,X se ha descartado

la presencia de una segunda linea celular XX o XXX en sangre periférica, una linea podria estar
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presente en tejido gonadal en las pacientes pediatricas, no asi en las pospuberes ya que todas ellas

presentan amenorrea primaria.

El uso combinado de técnicas como PCR para secuencias especificas del cromosoma Y,
el andlisis de marcadores microsatélite del cromosoma X y métodos de citogenética molecular
como PRINS y FISH permite una mejor identificacion y caracterizacion del cariotipo presente en
las pacientes con sindrome de Turner que el empleo de técnicas convencionales o métodos
aislados de biologia molecular. El andlisis por PCR provee un método eficiente y altamente
sensible para detectar mosaicismo con cromosoma Y en muy bajas proporciones en las pacientes
Turner y para indicar cuando los cromosomas marcadores tienen su origen en el cromosoma Y.
Sin embargo, deben emplearse adicionalmente métodos de citogenética molecular, tales como
FISH o PRINS para poder caracterizar la estructura de los cromosomas marcadores. Esta
situacién es particularmente relevante para el asesoramiento genético, especialmente cuando
dichos marcadores son encontrados durante el diagnéstico prenatal. En este trabajo, fue posible
comprobar que la técnica de PRINS es simple, rapida, altamente especifica y accesible y que
constituye una mejor alternativa que el FISH cuando se utilizan secuencias de DNA alfa satélite
para caracterizar cromosomas sexuales estructuralmente anormales, debido a qué requiere de

menor tiempo y puede ser un método semi-automatizado que utiliza un minimo de reactivos.

Por otra parte, el andlisis con marcadores microsatélite del cromosoma X permite excluir
mosaicismo criptico para el cromosoma X en las pacientes 45,X, asi como también determinar el
origen parental de los cromosomas sexuales en las pacientes Turner, datos que resultan de gran
relevancia para tratar de establecer los mecanismos responsables del cariotipo presente en ellas.
Sin embargo, atn con los datos obtenidos en este y otros trabajos reportados en la literatura,
resulta dificil confirmar si la mayoria de las pacientes con cariotipo 45,X son en realidad
mosaicos derivados de un cigoto con 46 cromosomas. Uematsu y cols (2002) parecen apoyar esta
suposicion basandose en el origen materno del cromosoma X normal presente en la mayoria de
las pacientes Turner en que se ha investigado el origen parental de los cromosomas sexuales
presentes (Tabla 12). Estos investigadores proponen que los cigotos originales portan un
cromosoma sexual paterno estructuralmente anormal, producto de una mayor susceptibilidad a la
ocurrencia de rupturas cromosdmicas y recombinacion anormal durante la espermatogénesis

(Uematsu y cols, 2002). En este estudio, los datos encontrados podrian apoyar esta propuesta; si
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consideramos que en 9 de las 10 pacientes 45,X falta el cromosoma paterno, hay dos pacientes
con anomalias del cromosoma Y y dos que tienen derivados anormales del X paterno, resultaria
que en 13 de las 17 pacientes en que se determind el origen parental hay un problema derivado
del cromosoma sexual paterno. Esta propuesta puede ser apoyada por los datos encontrados por
Bean y cols, 2001 que sefialan que las primeras divisiones del zigoto en los mamiferos son
propensas a una no disyuncion, lo que también ayudaria a explicar la alta incidencia de
mosaicismo observada al estudiar productos de preimplantacion obtenidos por fertilizacion in
vitro (Bean y cols, 2001). Sin embargo, resulta imposible descartar la presencia de nulisomia de
los cromosomas sexuales en el gameto paterno como causa de los productos 45,X; ya que como
se menciond, el par XY presenta una susceptibilidad relativamente elevada a la no disyuncion

durante la primera divisién meiética masculina.
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CONCLUSIONES

* La ausencia de secuencias centroméricas del cromosoma Y y la falta de heterocigosidad
para los 5 marcadores microsatélites informativos del cromosoma X descarté la
existencia de mosaicismo criptico con un cromosoma Y o X normal o anormal en las

pacientes 45,X.

* En 90% de las pacientes 45,X el cromosoma X presente fue el materno, faltando el

cromosoma sexual paterno.

* No se observa efecto de edad paterna en las pacientes 45,X

* Laamplificacion por PCR de secuencias centroméricas del cromosoma Y permitié inferir
el origen de los cromosomas sexuales anormales en las 11 pacientes con cariotipo

mosaico.

* La estructura de los dos cromosomas derivados del cromosoma Y (casos 11 y 12) pudo
ser confirmada mediante amplificacién por PCR de secuencias especificas del cromosoma

Y (PABY, SRY, ZFY y Yqh) y el uso de técnicas de citogenética molecular.

* Dado el punto de ruptura por arriba de PABY en Ypll.3 en el cromosoma Y
pseudodicéntrico (caso 11), es probable que sea producto de un evento de recombinacion

en la PAR1 entre las cromatidas hermanas del cromosoma Y durante la meiosis paterna.

* En el caso del cromosoma X pseudodicéntrico (caso 14) y de los cromosomas en anillo
(casos 15-20) la aplicacién de PRINS y FISH para centromero de X confirmé la presencia
de dos centrémeros en el primer caso y el origen como derivados del cromosoma X en

los 6 anillos.
* El uso de marcadores microsatélite informativos permiti6é determinar el origen parental de

los cromosomas X, y corroborar los puntos de ruptura en los X anormales de las 5

pacientes mosaico analizadas (casos 13, 14, 18, 19y 21).
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El origen parental de los cromosomas X anormales fue materno en el caso del
pseudodicéntrico (caso 14), el anillo grande (caso 19) y la delecion de Xq (caso 21);
mientras que el isocromosoma (caso 13) y el anillo pequefio (caso 18) derivan del

cromosoma paterno.

La edad de los padres fue ligeramente mayor en los casos con cromosomas X anormales

estudiados con microsatélites que en las pacientes 45,X.

El anélisis de los haplotipos en las familias de los 2 casos estudiados con cromosomas X
anormales maternos, sugiere que el cromosoma pseudodicéntrico se originé durante la
primera division pos-cigética, mientras que la delecion en Xq probablemente fue

resultado de un evento de recombinacion durante la meiosis materna.

La correlacion fenotipo- cariotipo, tanto en lo que se refiere a las caracteristicas clinicas
como con respecto al desarrollo gonadal, resulta dificil de establecer en las pacientes

mosaico debido a las diferentes proporciones y distribucion de la linea 45,X.

El uso combinado de diferentes métodos moleculares apoyados con la citogenética
convencional resulta de gran utilidad para determinar el origen y estructura de los

cromosomas sexuales presentes en las pacientes con fenotipo Turner.

La mayoria de los casos de sindromes de Turner son debidos a un error en los
cromosomas sexuales del padre ya sea por un error durante la primera division meiética o

bien debido a su pérdida durante las primeras divisiones del cigoto.
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