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| RESUMEN

El Sindrome de Turner, es la Unica monosomia compatible con la vida, sin
embargo no todas las pacientes presentan el cariotipo 45,X sino que pueden
presentar cromosomas sexuales con alguna alteracion estructural que
comprometa genes importantes ya sea para la diferenciacién sexual o bien para la
generacion del fenotipo Turner. Existe ademas un grupo de pacientes que
presentan mas de una linea celular, es decir tienen mosaicismo. Se ha especulado
sobre la mayor probabilidad de sobrevida asi como la atenuacion del fenotipo en
estas pacientes, pues la linea celular normal, compensaria sus caracteristicas
clinicas. El analisis con FISH presenta multiples ventajas en la determinacion de
mosaicismo, es por ello que es la técnica ideal para ello. En el presente trabajo se
estudiaron dos tejidos de pacientes con el fin de detectar una segunda linea
celular en tejidos que provienen de diferentes capas germinales embrionarias,
leucocitos que provienen del mesodermo y células de descamacion de mucosa
bucal que proviene del ectodermo; esta estrategia se ha utilizado con éxito para la
deteccidn de mosaicismo en dos tejidos.

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la existencia de mosaicismo en
pacientes diagnosticadas con sindrome de Turner en leucocitos de sangre
periférica y células epiteliales de mucosa bucal, provenientes de diferente linea
germinal embrionaria con el fin de determinar el momento en que se genera este
fendmeno. Para ello se estudiaron 37 pacientes con el diagndstico clinico, en 20
de ellas se contd con las muestras para ambos tejidos y en las 17 restantes solo
se contd con sangre periférica. EI método para la deteccién del mosaicismo fue
hibridacién in situ con fluorescencia el cual tiene la gran ventaja del ahorro de
tiempo de analisis y ademas evita tratamientos previos a las células (estimulacion
del crecimiento) ya que se pueden estudiar células en interfase. La senales de
estudio correspondieron a centromeros de los cromosomas 18, X e Y. Fue posible
detectar estado de mosaico en 4 de las 20 pacientes con ambos tejidos lo que
representa un 20%, y en 5 de las restantes 17 con solo un tejido, lo que
representa un 27% de pacientes con mosaico del total. Ademas de la deteccion
del mosaicismo fue posible hallar una paciente con una linea celular con un
cromosoma isodicéntrico X y dos pacientes con centromero del cromosoma Y. Los
resultados indican que el evento que generé el estado de mosaico ocurrié antes
de la diferenciacion de tejidos embrionarios. El presente trabajo forma parte de un
proyecto que persigue la identificacion de factores de riesgo para este tipo de
alteraciones que en un futuro puedan ser detectables al inicio del embarazo.

Palabras clave

Sindrome de Turner, FISH, Aneuploidia, Mosaicismo.



Il INTRODUCCION

La funcidn mas importante del DNA es contener los genes, la informacién sobre
todas las proteinas y moléculas de RNA que componen un organismo, dicho
material genético se encuentra distribuido en los cromosomas en delicado
equilibrio tanto en su contenido como en su localizacién.

El material genético es dinamico, cambia lenta pero continuamente, produciendo
asi la inmensa variedad de caracteres biolégicos de los seres vivos. A diferencia
de los cambios moleculares que ocurren a nivel de genes especificos dentro del
genoma, las patologias cromosomicas, afectan grandes porciones del material
genético observables en microscopio.

Las anomalias cromosomicas o cromosomopatias son interesantes desde varios
puntos de vista bioldgicos; resultan utiles para profundizar en la funciéon génica a
escala gendmica, revelan aspectos importantes de la meiosis y de la arquitectura
cromosoOmica, constituyen herramientas muy utiles para la manipulacion gendémica
experimental y permiten profundizar en los procesos evolutivos. De igual forma, su
conocimiento es basico para la Genética Médica y para la evaluacién de las
enfermedades de origen cromosomico. (Alberts, B. 2008; Griffiths, A. 1999)

1.1 Aneuploidias

Existe un amplio rango de anormalidades cromosomicas de la especie humana
que dan lugar a fetos no viables que generalmente se abortan durante el primer
trimestre del embarazo, sin embargo dependiendo de la naturaleza de la
anormalidad asi como del cromosoma implicado, el embarazo puede continuar y
llegar a término, lo que implica generalmente que un neonato presente ciertos
defectos o malformaciones congénitas. (Griffths,A. 1999)

Las cromosomopatias son observadas en un 0.5 a un 1% de los recién nacidos
vivos; se encuentran en un 6% de los fallecimientos en la etapa perinatal y en un
39% de los abortos espontaneos. (Griffiths, A. 1999; Heim, 1995)

Las anomalias cromosodmicas en el ser humano se clasifican en numéricas y
estructurales. Las numéricas implican pérdida o ganancia de cromosomas
(aneuploidias) o ploidias, que implican ganancia o pérdida de un set haploide
completo (euploidias aberrantes). Por otra parte, las alteraciones cromosémicas
estructurales se generan por la presencia de por lo menos dos rupturas de doble
hebra del DNA, con una consecuente reasociacion andmala. Ambos tipos se
pueden presentar en mosaico (presencia de mas de una linea celular con diferente
numero cromosomico).

Muchas aneuploidias que involucran a los autosomas son incompatibles con la
supervivencia fetal, por su parte las aneuploidias de los cromosomas sexuales son
compatibles con la vida. ( Gersen, S. 201; Gersen, S. 2013; Hassold, T. 1989;
Jacobs, P. 1992; Warburton, D. 1991)



La aneuploidia es la anomalia cromosomica mas frecuente en los seres humanos
y es la causa principal de algunos defectos de nacimiento y abortos espontaneos,
ya que soélo un 5% de los embriones aneuploides llegan a nacer, estos individuos
son los que presentan trisomias de los autosomas 13 (Sindrome de Patau),
18(Sindrome de Edwards) y 21 (Sindrome de Down), asi como monosomia y
polisomias de los cromosomas sexuales. Desde la identificacion de las primeras
condiciones aneuploides en humanos hace casi medio siglo, aunque existe una
gran cantidad de informacién sobre estas alteraciones, poco se ha encontrado
sobre su origen y etiologia. Se sabe que la mayoria de las aneuploidias derivan de
errores en la meiosis materna |, que la edad materna es un factor de riesgo para la
mayoria y que las alteraciones en la recombinacion son un importante
contribuyente a la no disyuncion meiética. (Hassold, T. 2007)

1.1.1 Causas de las aneuploidias.

Los errores en la meiosis (no disyuncion) dan lugar a gametos que contienen un
numero anormal de cromosomas que tras la fecundacion, producen concepciones
aneuploides. La no disyuncion se puede producir durante la meiosis | (Ml) o la
meiosis Il (MIl). En la MI, los cromosomas homodlogos se aparean y forman
bivalentes. La mala segregacién de los cromosomas homologos puede ocurrir de
dos maneras. La primera consiste en la no disyuncion de los cromosomas
bivalentes cuando ambos homaologos van al mismo polo. La segunda consiste en
la separacion prematura de las cromatidas en donde un centromero se separa
prematuramente y se genera una distribucion inadecuada de un par de cromatidas
hermanas, lo que resulta en un desbalance de uno de los cromosomas
homdlogos. (Wang, J. 2005)
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Imagen 1. No disyuncion en MI. Modificado de Gersen S. & Keagle M. The
principles of clinical cytogenetics (2013). (a)Profase |. (b) Metafase I. (c)
Anafase |. (d) Telofase |, con ambos cromosomas homodlogos segregados
juntos. (e)Productos de la meiosis |I. (f) Metafase Il. (g) Anafase II.
(h)Productos meiéticos: dos gametos sin copia de cromosoma y dos con
doble copia.
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Imagen 2. Separacion prematura de cromatidas en MI. Modificado de
Gersen S. & Keagle M. The principles of clinical cytogenetics (2013).
(a) Profase I. (b) Metafase | (¢) Anafase |, con separaciéon prematura del
centromero de un cromosoma. (d) Telofase |, con una cromatida separada
prematuramente segregada con su cromosoma homologo. (e) Productos de
meiosis |. (f) Metafase Il. (g) Anafase Il. (h) Productos meidticos: dos
gametos con un cromosoma normal complete, uno sin cromosoma y otro
mas con dos copias.

En MIl, las cromatidas hermanas se separan y migran hacia polos opuestos. La
segregacion deficiente se produce cuando ambas cromatidas van hacia el mismo
polo celular.

Factores como errores en la recombinacién, los complejos proteicos de los
centromeros y la edad materna avanzada pueden influir en la mala segregacion de
los cromosomas. (Gersen, S. 2012)
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Imagen 3. No disyuncién en MIl. Modificado de Gersen S. & Keagle M. The
principles of clinical cytogenetics (2013). (a) Profase I. (b) Metafase I. (c)
Anafase I. (d) Telofase |. (e) Productos de meiosis I. (f) Metafase Il. (g)
Anafase IlI, con ambas cromatidas segregadas juntas. (h) Productos
meioticos: dos gametos con un cromosoma normal, otro con dos copias y
uno Mas sin cromosoma.

Desde la década de 1980, se ha investigado sobre el origen del cromosoma extra
en las aneuploidias y la ausencia de un cromosoma sexual en el caso del ST, sin
embargo las investigaciones se centraron en las trisomias debido a que en ellas
es donde existe una mayor compatibilidad con la vida. Fue entonces que se
obtuvieron tres aspectos importantes sobre la no disyuncion en humanos, en
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primer lugar, independientemente del cromosoma implicado, la mayoria de las
trisomias ocurren durante la ovogénesis, en segundo, para la mayoria de los
cromosomas es mas comun que se trate de Meiosis materna | que |l y finalmente
existe una correlacion del numero de casos con la edad materna avanzada.
(Hassold, T. 2001; Hassold. T. 2007)

Algunas aneuploidias parecen tener una causa predominante, mientras que otras
no, por ejemplo en trisomia 21 predominan los errores en Ml materna, en trisomia
18 es mas comun MII, y en la condicion 47, XXY el origen puede ser tanto materno
como paterno (Hassold, T. 2007). Por su parte, en el ST, el cromosoma X
presente es de origen materno en un 80% de los casos, por lo que la ausencia del
segundo cromosoma sexual perdido se debe a un error durante |la
espermatogénesis o bien al momento de la fertilizacion. (Czpulkowski, B. 2001)

Conforme han pasado los afios, la informacion respecto a las trisomias (incluidas
las menos comunes), se ha ampliado permitiendo diferenciar, tres tipos de no
disyuncién, uno que afecta a todos los cromosomas, otro a un grupo de
cromosomas Yy por ultimo el que afecta a uno solo. Por ejemplo, los errores en Mi
materna, parecen ser un ingrediente importante en todas las trisomias a excepcion
del caso 47, XXY, esto parece estar relacionado con el hecho de que en la
ovogénesis, la primera division meidtica inicia en el ovario fetal y se completa
hasta el momento de la ovulacion (rango de gran amplitud, donde la edad materna
juega un papel fundamental). Por otro lado, los patrones de no disyuncion son
similares para los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22, lo que sugiere que los
mecanismos de no disyuncion se comparten en los cromosomas acrocéntricos.
Ademas algunos patrones de no disyuncidén parecen ser especificos para ciertos
cromosomas, especialmente los que involucran al cromosoma 16 y al 18, en
donde predominan errores en Ml y MIl materna respectivamente. (Bugge, M. 2004,
Hassold, T. 2007; Hall, H., Chan, E. 2007; Hall, H. Surti, U. 2007)

Cabe destacar ademas, que la recombinacion durante la meiosis |, juega un papel
importante en la generacién de aneuploidias. Muy a menudo, el efecto es
atribuible a homologos que no recombinan, lo cual se espera que suceda al azar
en la metafase 1 y se espera una probabilidad del 50% de no disyunciéon. Sin
embargo, los mecanismos de no disyuncidn suelen ser variables y pueden implicar
falta de recombinacion de los cromosomas o localizaciones inusuales de quiasmas
(ya sea muy cerca o muy lejos del centromero), hay ademas otros ajenos a la
recombinacion pero atribuibles a anormalidades en otros procesos meiéticos como
pérdida de la cohesion de las cromatidas hermanas y defectos en el huso. Por
ejemplo en la trisomia 21, los intercambios teloméricos son de especial
importancia en madres jovenes, mientras que los pericentroméricos lo son en



madres de edad avanzada; los errores de ausencia de recombinacién aparecen en
ambos grupos. (Hassold, T. 2007; Lamb, N. 2005; Sherman, S. 2006)

Desde la identificacion de las primeras aneuploidias en humanos, las
investigaciones se han enfocado a la busqueda de factores predisponentes. Esto
ha llevado a ensayos de una amplia variedad de posibles asociaciones, incluidas
las exposiciones ocupacionales (por ejemplo, los aplicadores de pesticidas), los
tratamientos médicos (por ejemplo, quimioterapia o radioterapia), farmacos
relacionados con la reproduccion , como anticonceptivos orales, exposicion por
habitos personales (por ejemplo, cigarrillos), exposiciones ambientales diversas
(por ejemplo, pesticidas, exposicion laboral a toxicos) y factores intrinsecos (por
ejemplo, los polimorfismos en genes de la via de los folatos) (Warburton, D.
2004). Sin embargo, estos esfuerzos no han tenido el éxito esperado, y la edad
materna, la recombinacién aberrante y la aparicion de una trisomia anterior siguen
siendo los unicos tres factores indiscutiblemente ligados a aneuploidia humana.
(Hassold, T. 2007)

Il. 2Sindrome de Turner

En 1938, el Dr. Henry Turner describid, tras estudiar a siete pacientes, el sindrome
que lleva su nombre, caracterizado por talla baja, infantilismo sexual (amenorrea
Primaria), cuello alado (pterigium colli) y cubitus valgus. Mas tarde en 1959, Ford y
col. asi como Fraccaro y col. describieron por primera vez el cariotipo 45, X en
estas pacientes (Salamanca, F.1990).

El sindrome de Turner (ST), se define como la combinacién de una serie de
caracteristicas fisicas y la ausencia total o parcial de un cromosoma X, siendo la
unica monosomia compatible con la vida (Saenger, P. 2001)

El ST es una de las anomalias cromosomicas mas frecuentes, afecta
aproximadamente al 3% de todos los fetos femeninos y tiene una incidencia
aproximada de 1 por cada 2500 mujeres recién nacidas, se estima que sélo el 1%
de los fetos 45, X sobreviven hasta llegar a término ya que la mayoria terminan en
abortos espontaneos. Desde el punto de vista citogenético, las alteraciones
presentes en el cariotipo de linfocitos de sangre periférica son variables. En
aproximadamente el 50% de los casos se muestra una monosomia o0 ausencia
completa del cromosoma X (45, X), siendo en la mayoria de las veces el
cromosoma perdido de origen paterno. En un 10-20 % se encuentran alteraciones
estructurales en un cromosoma X (monosomia parcial), como deleciones,
isocromosomas o0 cromosomas en anillo, pudiéndose encontrar también
derivativos del cromosoma Y. El 30-40 % restante son pacientes con la presencia
de dos o mas lineas celulares derivadas de un mismo zigoto (mosaicismo) en



donde en al menos una de ellas presenta alteraciones numéricas o estructurales
del cromosoma X, el mosaicismo puede ser generalizado o confinado a un tejido,
por lo que su deteccion se dificulta a menos que se estudie dirigidamente el tejido
en cuestion (Ranke, M. 2001; Elsheik, M.2002; Davenport, M. 2010). Los
pacientes con ST que presentan una linea celular Y, tienen riesgo para desarrollar
neoplasias gonadales: disgerminoma, seminoma, teratoma o gonadoblastoma, por
lo que cualquier cromosoma no identificado por la citogenética convencional o
“‘marcador”, tiene que ser identificado para poder descartar que provenga del
cromosoma Y (ILopez, M. 1998; Kesler, S. 2007).

Tabla 1. Alteraciones citogenéticas en ST. (Kesler, S. 2007; Davenport, L. 2010;
Jorde L. 2005)

Alteraciones citogenéticas encontradas en pacientes con
Sindrome de Turner*

Tipo de Alteracién Cariotipo %
cromosoémica

Monosomia completa 45 X 50

Alteraciones 46,X,i(Xq) 10-20
estructurales 46,X,i(Yp)

46,X,r(X)

46,X,del(Xq) o (Xp)

46,X,del (Yp)

Mosaicismos 45,X/46,XX 30-40
45 X/47 XXX
45,X/46,XY o der(Y)
45 X/47 , XXX 146,XX
45,X/46,X,i(Xq)
45,X/46,X,i(Xq)/47,X,i(Xq),i(Xq)
46,XX/46,X,i(Xq)
y otras

En el ser humano, el segundo cromosoma sexual expresa una limitada cantidad
de genes, en el caso del cromosoma Y esto se debe a que su densidad génica es
de apenas unas decenas de genes y en el caso del X, porque durante etapas
tempranas del desarrollo embrionario uno de ellos se inactiva, con fines de
compensacion de la dosis génica de la especie. Esta inactivacion sigue los
postulados de Lyon, los cuales establecen que: 1) la inactivacion ocurre en la



etapa de blastocisto, 2) la inactivacion se realiza al azar sobre uno de los dos
cromosomas X generando un corpusculo de Barr y 3) una vez que una célula ha
inactivado un cromosoma X, todas las células hijas heredaran la marca
epigenética y entonces inactivaran el mismo cromosoma (Lyon M. 1961). Ante
esto, la expresion fenotipica del ST podria generar controversia, ya que si uno de
los dos cromosomas X se inactiva en una mujer normal, ¢ por qué la pérdida de un
segundo cromosoma sexual puede condicionar un fenotipo anormal? Varias
pueden ser las causas: la haploinsuficiencia de genes debido a que alrededor del
15% de los genes en el cromosoma X escapan a su inactivacion (Peeters, S.
2014), otra posible causa de los defectos encontrados en ST, es que durante unos
pocos dias antes de la inactivacion, ambos cromosomas X estan activos, por lo
que es de suponer que esta actividad génica es indispensable para un desarrollo
sexual fetal normal.

El amplio espectro de signos somaticos presente en el ST indica que diferentes
genes localizados en el cromosoma X pueden ser responsables del fenotipo
completo. La talla baja se ha asociado con haploinsuficiencia de la region
pseudoautosémica de los cromosomas X o Y (regién distal a la region Xp22.2), en
esta region esta presente el gen SHOX (short stature homeobox) (X.22.33) y su
homodlogo en el cromosoma Y SHOXY localizado en Yp11.3 responsable del
crecimiento asi como de otros hallazgos esqueléticos como la deformidad de
Madelung, este gen codifica para un factor de transcripcién con homeodominio, se
expresa en la vida fetal en el desarrollo del tejido 6seo de humero distal, radio,
ulna y mufieca asi como en huesos de pierna (Clement-dones, M. 2000);
posiblemente otros genes localizados en el brazo corto del cromosoma X
contribuyan a la variabilidad observada en el retraso del crecimiento. Aunque no
existen hallazgos genéticos que expliquen el dafo visceral y de tejidos blandos,
algunos datos fenotipicos como el linfedema, el pterigium colli y las anomalias
cardiacas se han asociado con la haploinsuficiencia linfatica relacionada con
genes que escapan a la inactivacion del X proximos a la region Xp11.3. Hay varios
genes relacionados con la disgenesia gonadal como el DFFRX (Drosophilla fat
facets related X) en la region Xp11.4, ZFX (zinc finger X) en la region distal Xp,
RPS4X (que codifica una isoforma de la proteina ribosomal S4) y DIAPH2 (gen
necesario para una adecuada funcion ovarica), estos dos ultimos de Xq (Ranke,
M. 2001).

El espectro clinico en el ST es muy variable y aunque ningun hallazgo aislado es
especifico, en su conjunto confieren un fenotipo caracteristico que tipicamente es
suficiente para el diagndstico. El retraso en el crecimiento es el aspecto mas
constante presente en mas del 90% de los casos. El rasgo de la talla baja asi
como otros podrian estar relacionados con la formula cromosémica aunque no se
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ha demostrado de manera clara. En algunos casos el fenotipo de la paciente
puede ser practicamente normal, lo que ocurre con mas frecuencia en los casos
de monosomia parcial y mosaicismo (Fernandez, A. 2002; Rodriguez, F. 2000;
Lippe, B. 1990). En la tabla numero 2, aparecen los distintos hallazgos clinicos en
las pacientes con ST y la frecuencia con que estos aparecen.

Tabla 2. Manifestaciones clinicas en Sindrome de Turner (Ranke, M. 2001).

Caracteristicas clinicas del ST y su frecuencia

Ojos
Ptosis
Epicantus
Miopia
Estrabismo

Pabellones
auriculares
Deformidad
Otitis media
Hipoacusia

Piel
Linfedema de
manos y pies
Nevus
pigmentados
Hipertricosis
Displasia
ungueal
Dermatoglifos
Alopecia
Vitiligo
Crecimiento
Talla baja
intrauterina
Retraso
crecimiento
posnatal
Segmento
inferior corto

20-39%

40-59%

60-79%

80-100%

Toérax
Toérax en
escudo
Pezones
umbilicados
Teletelia
Boca,
Mandibula
Paladar ojival
Micrognatia
Anomalias
dentales

Rinén
Malformacion
Aplasia
Anomalias
uretero-
pélvicas
Anomalias
vasculatura
renal

Ovarios
Fallo gonadal

60-79%

60-79%

40-59%

80-
100%

Esqueleto 40-59%
Cubitus valgus
Acortamiento
4to
metacarpiano
escoliosis
Cardiovascular
Valva aortica
bicuspide
Estenosis istmo
aortico
Dilatacion/
aneurisma
aortico

Cuello

Corto y ancho
Baja
implantacion de
cabello

Cuello alado

40-50%

60-79%
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Otro aspecto que cabe destacar es el hecho de que las pacientes con ST,
presentan mayor riesgo de padecer ciertas enfermedades en comparacion con la
poblacion general. Entre ellas se encuentra el hipotiroidismo, diabetes,
osteoporosis, malformaciones congénitas en rostro, cuello, oidos, térax,
afecciones neurovasculares, cirrosis y cancer. En algunos casos la predisposiciéon
a enfermedades se debe a un defecto congénito, como en el caso de las
afecciones cardiacas, pero en otros como el caso de la Diabetes tipo 2, la
enfermedad es compleja y adquirida, en este caso debido al tratamiento con
hormona del crecimiento, por presentar talla baja, se genera resistencia a la
insulina durante el tratamiento, ademas este consumo de hormona de crecimiento,
genera alteraciones en el estatus de la tiroides (Grayholt, C. 2005; Bondy, C.
2007; Bondy, C. 2013).

El otro aspecto clinico relevante por presentarse en la mayoria de las pacientes es
el hipogonadismo ya que a pesar de que un 20% de las pacientes presentan
signos de pubertad espontanea, sélo 2-5% tendran menstruaciones y en ellas es
importante comprobar la existencia de una funcion ovulatoria normal (medicién de
FSH, LH y progesterona), ya que es frecuente el patrén anovulatorio con riesgo de
hiperplasia endometrial. La gran mayoria son infértiles describiéndose la
posibilidad de embarazo en un bajo porcentaje (Saenger, P. 2001; Rosenfield, R.
1994; Fernandez, A. 1994).

La mayoria de los casos detectados prenatalmente, son detectados
accidentalmente en el curso de un estudio citogenético realizado por otro motivo,
el mas frecuente por edad materna avanzada, la cual no se asocia con un mayor
riesgo de ST. El asesoramiento genético debe ser realizado de manera
multidisciplinaria y un diagnostico prenatal debe ser confirmado posnatalmente. Es
importante enfatizar que las mujeres con ST, tienen posibilidades de vivir una vida
sana y socialmente productiva (Saenger, P. 2001; Ranke, R. 1994; Rosenfield, R.
1994).

11.3 Mosaicismo

Es una anormalidad en la cual coexisten dos 0 mas lineas celulares (con distinta
composicidén cromosdmica) en un mismo organismo, cada linea celular debe
aparecer en una proporcion considerable, la cual varia segun el método de
analisis y la cantidad de células o metafases consideradas. Estas lineas celulares
presentes en un mosaico pueden presentar distintos complementos, de modo que
no siempre se encuentra una linea celular normal. Los mosaicos pueden
presentarse desde contener células normales, con lineas aneuploides o euploides
aberrantes, o solo lineas celulares anormales con aneuploidias o euploidias
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aberrantes e incluso con rearreglos estructurales (Griffiths, A. 1999; Klung, W.
1999; Solari, A. 1999).

El Sindrome de Turner, puede presentarse en forma de mosaico, asociado con
una linea celular normal masculina o una linea femenina o con células asociadas a
Klinefelter o triple X e incluso con lineas celulares portadoras de isocromosoma de
brazo largo de cromosoma X (ver Tabla 1). Se ha postulado que los individuos con
mosaicismo sobreviven mas que aquellos que presentan la aneuploidia completa,
pero sigue siendo una anormalidad que amenaza la vida (Cummings, M. 1995).

Los mosaicos se originan sélo después de la fecundacion y en cualquier etapa del
desarrollo embrionario, por una inadecuada segregacion de los cromosomas
durante la mitosis. Los eventos responsables son no disyuncion y retraso de una
cromatida durante la anafase de la mitosis. El mosaicismo también puede ser
considerado como resultado del impacto de virus y quimicos sobre la divisién de
las células durante la vida, esto se puede evidenciar en los analisis citogenéticos
de muestras oncolégicas en las cuales el mosaicismo es un factor que influye
sobre el diagndstico, pronostico y seguimiento del tratamiento, segun el tipo de
anormalidad existente, su porcentaje de presentacion y el tipo de tejido donde se
detecte.

El nivel de mosaicismo depende de la etapa en que ocurre el error en la division
durante el desarrollo del organismo. Si la divisién alterada ocurre en la primera
division celular después de la fecundacién, es posible que todos los tejidos del
cuerpo sean afectados y se encuentren dos lineas celulares distribuidas en un
50% cada una. Por el contrario si la falla ocurre después que han sido
establecidos los tres tipos celulares (Ectodermo, Mesodermo y Endodermo) las
células anormales pueden localizarse en un tipo celular especifico, si esto ocurre
aun mas tarde, las anomalias pueden aparecer en solamente un 6rgano del
cuerpo, en algunos casos, las lineas celulares anormales pueden ser confinadas a
membranas extraembrionarias (placenta, corion y amnios). La secuela clinica del
mosaico, depende de la naturaleza de la anormalidad, la proporcion y localizacion
de las células anormales en el cuerpo. Si se sospecha que un paciente presenta
mosaicismo y este no se detecta en una muestra inicial de tejido, es necesario
examinar tejidos derivados de los tres diferentes tipos celulares desarrollados
durante el periodo embrionario, en estos casos los mas comunmente estudiados
son sangre periférica (de origen mesodérmico) y mucosa bucal (de origen
ectodérmico) (Barch, M. 1997).
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Ill Objetivo

Determinar mediante hibridacion in situ con fluorescencia, la existencia de
mosaicismo (coexistencia de dos o mas lineas celulares en un mismo individuo)
en pacientes con sindrome de Turner en leucocitos de sangre periférica y células
epiteliales de mucosa bucal, con previo cariotipo 45,X.

IV Hipétesis

Si se estudian dos tejidos de origen embrionario diferente y un numero alto de
células, entonces se puede encontrar mosaicismo en pacientes con ST en las que
no se habia detectado una segunda linea cromosémicamente diferente.

V Justificacion.

En las pacientes con ST es posible encontrar diversas férmulas cromosdmicas en
las que estén implicadas alteraciones de los cromosomas sexuales o bien estados
de mosaicismo, ademas de la monosomia completa. Por su parte el mosaicismo
puede ocurrir en distintas etapas del desarrollo embrionario, por lo que se deben
estudiar tejidos originados en diferente capa embrionaria, sangre periférica de
origen mesodérmico y mucosa bucal de origen ectodérmico, para tener una vision
amplia de este fendmeno. La hibridacion in situ con fluorescencia aplicada en
células en interfase, nos permite un analisis de un numero elevado de células en
un tiempo mas corto que el empleado por otros métodos, ademas no se generan
sesgos por seleccion celular, como ocurre con la citogenética clasica, por lo que
resulta un método idoneo para la busqueda de mosaicismo. El presente trabajo se
realizd en pacientes que cuentan con cariotipo previamente determinado como
45,X, para determinar posible mosaicismo de baja frecuencia.
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VI Materiales y métodos

V1.1 Diseiio experimental

El presente trabajo esta enfocado a la busqueda de mosaicismo en pacientes con
ST en dos tejidos, sangre periférica y mucosa bucal.

Forma parte del proyecto FONCICYT 95419, Estudio integral del genoma
proteoma y metaboloma en abortos y nacidos vivos con aneuploidias. Busqueda
de biomarcadores no invasivos y proyecto CONACYT-FOSISSS 142040,

Busqueda de CNVs en individuos con trisomia 21 y monosomia X.

V1.2 Poblacién de estudio

Treinta y siete pacientes diagnosticadas con ST que acudieron a consulta al
Instituto Nacional de Pediatria o bien al Instituto Nacional de perinatologia,
Laboratorio Diagen, Hospital ABC y que canalizaron sus muestras al INP durante

un periodo de 1 afo.

VI.3 Criterios de Inclusién

Treinta y siete pacientes con diagnéstico clinico de ST, que cuenten con estudio
completo de manifestaciones clinicas, que los padres acepten y firmen la carta de
consentimiento informado con que cuenta el proyecto. Que cuentan ademas con
estudio de cariotipo, y que este se reporta como 45,X. Pacientes donde se quiera

ampliar el estudio de mosaicismo.

V1.4 Criterios de exclusion

Aquellos casos en que no se confirme el ST a nivel citogenético. De manera
temporal seran excluidas pacientes que hayan sido transfundidas en los ultimos
tres meses. Aquellas pacientes con mosaicismo claro determinado por bandeo
cromosomico, salvo en algunas excepciones, donde se hallé otra linea celular

misma que se desea sea estudiada con mas amplitud.
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Sl Seelon e SHEReelelEle e B8 o Pacientes diagnosticadas clinicamente con ST

* Obtencidn de sangre periférica heparinizada.

Obtencion de la muestra e Obtencidén de células de descamacién de
mucosa bucal.

Cosecha directa de
leucocitos de sangre
periférica y procesamiento
de tejito epitelial

e Citogenética molecular (elaboracién de
laminillas, hibridacién in situ con fluorescencia
(FISH) en células en interfase y su analisis.

B e itees i @ Determinar la presencia o ausencia de una linea
dos tejidos con FISH celular diferente a 45,X en las pacientes.

Imagen 4. Esquema de trabajo para la busqueda de linea celular normal
en pacientes con ST mediante FISH

VL.5 Obtencion de la muestra

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante venopuncion con sistema de
extraccion al vacio y anticoaguladas con heparina, el volumen fue variable (de 3 a
10 mL). Dichas muestras se emplearon para obtener células en interfase y realizar
una hibridacién in situ con fluorescencia o FISH.

Las muestras de tejido epitelial de mucosa bucal, fueron obtenidas por raspado de
la cavidad oral, se mantuvieron en congelacién con antibiético al 2% hasta su
procesamiento para la elaboracion de laminillas de FISH.

V1.6 Cosecha directa de leucocitos de sangre periférica

La cosecha directa tiene por finalidad obtener células en interfase, para ello se
toman de 0.7 a 1 mL de sangre periférica heparinizada y se coloca en un tubo
falcon previamente incubado a 37°C con 4-7mL de solucion hipotonica KCI 0.075M
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para obtener un volumen final de 5 a 8 mL, posteriormente se incuba a 37°C por
20-30 minutos. A continuacion la muestra se prefija con solucion fijadora Carnoy
(acido acético /metanol 1:3) agregando 1mL de ésta al tubo, se resuspende y
centrifuga por 10 minutos a 1500 rpm. Se retira el sobrenadante y se resuspende
el boton obtenido y se procede a realizar la fijacién con 5-6 mL de solucion fijadora
y se centrifuga en las mismas condiciones, posteriormente se realizan dos lavados
empleando solucion fijadora hasta obtener un precipitado blanco homogéneo. La
elaboracion de laminillas, dicho boton se resuspende en volumenes variables de
solucion fijadora (de hasta 2 mL), se colocan de dos a tres gotas de la muestra
sobre una laminilla, posteriormente se coloca una gota de solucion fijadora
(también se puede poner previo a la muestra). Finalmente la laminilla se coloca en
un bafio seco. Se preparan como minimo, 3 laminillas por paciente.

Prefijacién con
0.7-1 mL sangre 1 mL de sol.
periférica fijadora.
heparinizada y Centrifugar
4-7 mL de sol. 10'a 1500 rpm.

2 lavados para
Fijacién, con 5- obtener botén
6 mL sol. blanco
fijadora, homogéneoy
centrifugar. realizar
laminillas.

hipotdnica. Retirar
Incubar 20- sobrenadante y
30'/37°C resuspender
botdn.

Imagen 5. Diagrama de la cosecha directa de leucocitos en sangre
periférica

VI.7 Procesamiento de tejido epitelial

En este procedimiento se obtienen nucleos de mucosa bucal en interfase, de estas
células el citoplasma no sélo es muy grande sino que ademas es muy resistente
por poseer queratina por lo que el tratamiento enzimatico es necesario, asi como
su resguardo con antibiético, ya que por su origen se obtienen con gran cantidad
de bacterias. Después de descongelar la muestra, esta se centrifuga por 10
minutos a 1500 rpm, se retira el sobrenadante, se resuspende y se agregan 3mL
de lisozima 2mg/mL y se deja incubando por 20 minutos a 37°C. Posteriormente
se centrifuga en las mismas condiciones y se retira el sobrenadante, se
resuspende y agregan 2mL de Tripsina/EDTA 0.05% y se deja incubando por 20
minutos a 37°C. Posteriormente se centrifuga, retira el sobrenadante y
resuspende, se agregan de 5 a 7 mL de solucion hipotonica de citrato de sodio
0.8% y se deja incubando 20 minutos a 37°C. Posteriormente se centrifuga y sin
retirar el sobrenadante se agrega 1mL de solucion fijadora de Carnoy (prefijacion),
se centrifuga, se retira el sobrenadante y se resuspende, posteriormente se fija y
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se realizan 2 lavados mas para obtener un botén blanco homogéneo. Dicho boton
se resuspende en volumenes variables de solucion fijadora (de hasta 2 mL), se
colocan de dos a tres gotas de la muestra sobre una laminilla, posteriormente se
coloca una gota de solucién fijadora (también se puede poner previo a la muestra).
Finalmente la laminilla se coloca en un bafo seco. Se preparan como minimo, 3
laminillas por paciente.

La adicion de lisozima, pepsina y solucién hipotdnica debe realizarse en campana
de flujo laminar.

Descongelar
muestra.
Centrifugar 10' a
1500 rpm. Retirar

Centrifugar,
retirar
sobrenadante,
resuspender y
agregar 2 mL
tripsina/EDTA
0.05%. Incubar
20'/37°C

Centrifugar, Prefijacion sin
retirar retirar sol.
sobrenadante, hipotdnica.

sobrenadante,
resuspender, y
agregar 3mL
lisozima 2mg/mL.
Incubar 20'/37°C

resuspender y Fijacién y dos
agregar 5-7 mL lavados.
sol. hipotonica. Elaboracion de
Incubar 20'/37°C laminillas.

Imagen 6. Diagrama del procesamiento de células de mucosa bucal

V1.8 Hibridacion in situ con fluorescencia

Para realizar el FISH se emplean los reactivos provistos por CEP® Chromosome
Enumeration DNA FISH Kreatech probes y la metodologia se divide en 5 etapas:

1. Seleccién de laminillas.

Se selecciona la laminilla para ser procesada con la técnica de hibridacion FISH
en interfase funcion de la calidad y cantidad de células observadas en contraste
en objetivo 10X, estas deben observarse oscuras de un tono gris oscuro (no
refringentes), deben estar esparcidas homogéneamente en el area de goteo de
modo que se pueda delimitar como zona de hibridacion.

2. Pre tratamiento.

La laminilla se coloca por 30 minutos en una solucién salina citratos 2X (2XSSC)
para su maduracion y posteriormente se deshidrata en alcohol a concentraciones
ascendentes (70, 80 y 100%) por 3 minutos en cada concentracion. En caso de
ser necesario eliminar proteinas y restos citoplasmaticos (en células epiteliales es
necesario y en cosecha directa generalmente no lo es), se emplea un tratamiento
enzimatico con pepsina en solucién HCI 0.01N, posteriormente, las laminillas se
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lavan con PBS 1 % (solucién buffer fosfato) y se fijan con formaldehido, se vuelven
a lavar en PBS y vuelven a pasar por el tren de alcoholes y se dejan secar, de
este modo se asegura que la sonda llegue a su DNA complementario. También es
posible que se emplee en células de sangre periférica el procedimiento para retirar
citoplasma al inicio de su procesamiento, el cual consiste en colocar la laminilla
por 10 minutos en una solucion de &acido acético/metanol (70-30%) vy
posteriormente 2 minutos en solucién 2XSSC y una serie de alcoholes (70, 80 y
100%) que se utiliza para retirar el citoplasma, finalmente las laminillas se
sumergen en la solucion citratada por 30 minutos y la serie de alcoholes.

3. Desnaturalizacion e hibridacion.

Una vez seca la laminilla, en la zona mas rica en células, demarcada al
microscopio de contraste de fases, se colocan 7 a 10 yL de sonda lista para
usarse, del kit de aneuploidias, que contiene sondas centroméricas para el
cromosoma 18, Xy Y. Se realiza una codesnaturalizacién a 73°C por 1 minuto 30
segundos (el tiempo puede variar dependiendo del tipo celular) y la hibridacion del
DNA con la sonda se realiza a 37°C durante 24 horas en condiciones de oscuridad
y alta humedad.

4. Post hibridacion

Dado que en la hibridacion ocurre también hibridacion inespecifica, es necesario
eliminarla mediante dos lavados, el primero es a 73°C con la solucion
0.4XSSC/0.3% NP-40 por 2 minutos y el segundo con 2XSSC/0.1% NP-40 por 2
minutos a temperatura ambiente. La muestra no debe dejarse secar para realizar
el siguiente paso.

5. Tincidon de Contraste

Se adicionan de 8 a 10 yL de DAPI 1:20 en VECTASHIELD® para visualizar la
hibridacién y se procede al analisis en microscopio.

V1.9 Anadlisis al microscépico

El analisis se realizd en un microscopio Zeiss de epifluorescencia con los filtros
adecuados de acuerdo al marcaje de las sondas utilizadas, espectros rojo, verde y
aqua. . Los filtros empleados en el analisis fueron para deteccién de DAPI, con el
cual se tifie el DNA (y se delimita el area del nucleo), FITC, para la deteccién de la
senal verde (centromero del cromosoma X), Rodamina, para la deteccién de la
senal roja (centromero del cromosoma Y) y Cyane para la deteccion de la sefial
azul (centromero del cromosoma 18).
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Se consideran para su analisis, las células y nucleos que presentan bordes
definidos y con su material integro, que no se encuentran traslapadas, que no se
encuentran en los limites del area de hibridacion, que cuentan con las sefales
bien definidas y con una hibridacién completa que incluye no sélo al cromosoma
implicado en la aneuploidia, sino también la sefal control, con sefiales
propiamente separadas entre si, de modo que se distinga el dominio de cada
sefal. El porcentaje de hibridacion minimo considerado como éptimo es del 95%
(eficiencia de hibridacion). El analisis se realiza éptimamente en 1000 nucleos, con
dos lecturas independientes que bien pueden ser en la misma laminilla o no,
realizadas en tiempos diferentes de 500 nucleos cada una, lo anterior con la
finalidad de detectar un mosaicismo cromosomico, aun cuando éste sea bajo.

Maduracidn. En caso Deshidratacion
Seleccion de la necesario emplear alcohdlica.
laminilla tren de citoplasma En células de mucosa
previamente. tratar con pepsina.
Codesnaturalizacion Lavados post Tincién de contraste.
e hibridacion hibridacion Andlisis microscépico

Imagen 7. Proceso de hibridacion in situ con fluorescencia.
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VIl Resultados

A continuacién se presentan los resultados encontrados en las pacientes
estudiadas, asi como imagenes representativas de algunas células analizadas.

El porcentaje promedio de hibridacion fue del 99%, esto es, de cada cien células
contadas, una de ellas no hibridé ya sea con la senal del centrdmero X, 18 o
ambas. Las lecturas fueron realizadas en dos tiempos. En el numero de caso se
especifica el coddigo propio del laboratorio de citogenética del INP.

Para que en una paciente se considere que una linea celular consista en un
estado de mosaicismo esta debe estar presente en al menos el 5% de las células
analizadas (Vorsanova, S. 2005). Es importante aclarar que el mosaicismo en este
trabajo, esta dado a partir de la linea aneuploide pues representa el hallazgo
esperado (al ser pacientes diagnosticadas con ST), otras lineas (como la 46,XX)

pueden aparecer o no en estado de mosaico.

Tabla 3. FISH EN PACIENTES CON SINDROME DE TURNER EN SANGRE PERIFERICA Y

MUCOSA ORAL
CASO FISH EN SANGRE PERIFERICA FISH EN MUCOSA BUCAL
% %
NUMERO HALLAZGO TOTAL MOSAICO RESULTADO TOTAL MOSAICO RESULTADO
Aneuploide
1 45,X 1001 0|No 690 0| No
Disémica
NV10 46,XX 0 Mosaico 1 Mosaico
Aneuploide
2 45,X 1429 0|No 326 0| No
Disémica
NV19 46,XX 14 Mosaico 2 Mosaico
Aneuploides
3 45,X 1509 0|No 316 0| No
Disémicas
NV28 46,XX 0 Mosaico 0 Mosaico
18(1),X(1) 0 2
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Aneuploides

4 45,X 1220 0|No 234 0|No
Disdmicas

NV29 46,XX 0 Mosaico 0 Mosaico
18(1),X(1) 0 2
Aneuploides

5 45,X 1000 0|No 260 0|No
Disdmicas

NV31 46,XX 0 Mosaico 0 Mosaico
Aneuploides

6 45,X 999 0|No 652 0|No
Disdmicas

NV34 46,XX 1 Mosaico 1 Mosaico
Aneuploides

7 45,X 809 39.1 | Mosaico 464 54.5 | Mosaico
Disomicas

NV36 46,XX 525 562
18(2),X(3) 9 4
18(4),X(4) 0 1
Aneuploides

8 45,X 1511 0|No 501 0|No
Disdmicas

NV40 46,XX 0 Mosaico 0 Mosaico
18(1),X(1) 0 2
18(2) 0 2
Aneuploides

9 45,X 1000 0|No 497 0|No
Disémicas

NV60 46,XX 0 Mosaico 1 Mosaico
18(1),X(1) 0 2
Aneuploide

10 45,X 999 0|No 496 0|No
Disdmica

NV158 46,XX 0 Mosaico 1 Mosaico
18(1),X(1) 1 3
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Aneuploide

11 45,X 127 87.2 | Mosaico 163 83.5 | Mosaico
Disomica

NV249 46,XX 868 833
18(1),X(2) 4 0
18(1),X(1) 1 2
18(4),X(4) 0 2
Aneuploide

12 45X 983 1.3|No 983 1.1|No
Disdmica

NV250 46,XX 13 Mosaico 11 Mosaico
18(1),X 2 5
18(4),X(2) 2 1
Aneuploide

13 45X 987 1.2|No 976 2.2 | No
Disdmica

NV251 46,XX 12 Mosaico 22 Mosaico
18(1),X(1) 1 2
Aneuploide

14 45X i 997 0|No 985 1.1| No
Disdmica 11

NV261 46,XX 0 Mosaico Mosaico
18(1),X(1) 3 4
Aneuploide

15 45X 326 67.4 | Mosaico 321 67.6 | Mosaico
Disémica

NV263 46,XX 672 676
18(4),X(4) 3 3
Aneuploide 984 No

16 45,X 988 1|No 1.2 | Mosaico
Disdmica 12

NV269 46,XX 9 Mosaico
18(1),X(1) 3 4
Aneuploide 492 No

17 45,X 993 0| No 0.5 | Mosaico

NV271 18(1),X(1) 4 Mosaico 5
18(4),X(2) 3 3
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Aneuploide 45,X 144 45,X
18 45,X 356 35.2% | Mosaico 28.8% | Mosaico
Disomica 46,XX 188 46,XX
NV272 46,XX 339 33.5% 37.6%
18(2),X(3) 46,XidicX 168 46,XidicX
Linea idic 315 31.1% 33.6%
18(4),X(6) 1 0
Aneuploide 493 No
19 45,X 988 1|No 0 | Mosaico
Disdmica 0
NV273 46,XX 8 Mosaico
18(4),X(2) 0 1
18(1),X(1) 4 6
Aneuploide
20 45,X 997 0|No 989 0.5|No
Disdmica
NV279 46,XX 1 Mosaico 5 Mosaico
18:1,X 2 6
Aneuploides
21 45,X 462 77.2 | Mosaico
Disomicas
NV30 46,XX 1568
Aneuploides
22 45,X 1504 0|No
Disémicas
NV41 46,XX 1 Mosaico
Aneuploides
23 45,X 1000 0|No
Disémicas
NV42 46,XX 0 Mosaico
Aneuploides
24 45,X 998 0|No
Disdmicas
NV52 46,XX 2 Mosaico
Aneuploides
25 45,X 976 2.4 No
Disdmicas
NV83 46,XX 24 Mosaico
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Aneuploides

26 45,X 992 0|No
Disdmica

NV103 46,XX 3 Mosaico
18(3),X 1
18,X 4
Aneuploide

27 45,X 441 56 | Mosaico
Disomicas

NV106 46,XX 558
18(1),X(2) 1
Aneuploide

28 45,X 177 83.3 | Mosaico
Disomicas

NV108 46,XX 833
Aneuploide

29 45,X 987 1.2 |No
Disdmica

NV114 46,XX 12 Mosaico
18(1),X(1) 1
Aneuploide

30 45,X 427 57 | Mosaico
Disomica

NV134 46,XX 570
18(1),X(1) 2
18(1),X(2) 1
Aneuploide

31 45,X 993 0.5|No
Disdmica

NV244 46,XX 3 Mosaico
18(4),X(2) 2
18(1),X(1) 2
Aneuploide

32 45,X 979 1.9 |No
Disdmica

NV246 46,XX 19 Mosaico
18(1),X 4
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Aneuploide

33 45,X 986 1.3 |No
Disdmica

NV256 46,XX 11 Mosaico
18(4),X(2) 2
18(1),X(1) 1
Aneuploide

34 45,X 995 0|No
Disdmica

NV267 46,XX 1 Mosaico
18(2) 1
18(1),X(1) 2
Aneuploide

35 45,X 15 98.6 | Mosaico
Disomica

NV270 46,XX 1082
18(1),X(2) 3

Casos de disgenesia gonadal

13%
dela
Aneuploide 3199% de la linea
45,X linea Mosaico 294 | 46,XY y | Mosaico
80%
46,XY dela
36 Disomica (XY) | 497 49 | linea
NV47 L
Disomica (XX) 0 15
XXY 0 6
XYY 1 0
37 Disdmica No
NV107 46,XY 500 0 | Mosaico

Las primeras 20 pacientes cuentan con analisis tanto de células sanguineas como
epiteliales, las 17 siguientes unicamente con el analisis de células sanguineas; en
las dos ultimas pacientes, diagnosticadas con ST se encontrd positiva la sonda
centromérica de cromosoma Y.
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Senal CEP X

—=p Sefial CEP Y

Senal CEP 18

AyBcaso11,CyD
caso 13, E-J caso 18, Ky
L caso 37. B, D, G-J son
células de mucosa oral,
el resto de sangre
periférica.

Imagen 8. Células representativas de sangre periférica y mucosa oral de
los casos 11, 13, 18 y 37.
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Casos Representativos. Se indica el color de las sefales asi como si trata
de células de sangre periférica 0 de mucosa oral. A) Caso 11 (NV 249),
células de sangre periférica. Se observa como sefal verde el centromero
del cromosoma X y con azul el del cromosoma 18 (cromosoma control). La
célula de la izquierda presenta dos sefnales del cromosoma X, mientras que
la de la derecha sélo una, es decir su formula es 46,XX y 45X
respectivamente. Asi mismo se observa el resto del nucleo contrastado con
el fondo, este se tifio con DAPI, sin embargo este colorante no se muestra
en la imagen. B) Caso 11 (NV 249), células de descamacion de mucosa
bucal, en la célula de la izquierda tiene una sefal del cromosoma X y dos
del 18 (45,X) y la de la derecha dos de ambos cromosomas (46,XX). Este
es un caso representativo de mosaicismo. C) Caso 13 (NV 251), células de
sangre periférica, ambas células muestran una sefial del cromosoma X y
dos del cromosoma 18, (45,X). D) Caso 13 (NV 251), Células de
descamacion de mucosa bucal, ambas con una sefal del cromosoma X y
dos del 18, (45,X). Este es un caso representativo de ST clasico. E) Caso
18 (NV 272), este es el caso del cromosoma isodicéntrico del X. Células de
sangre periférica. En este caso solo se muestran las senales del
cromosoma X y el nucleo contrastado con DAPI. La célula de la izquierda,
muestra 3 sefiales (dos de ellas muy juntas en el extremo superior derecho)
(46,X(idic)(X)) , la célula del centro presenta dos senales (46,XX) y la de la
derecha sélo una (45,X), en esta imagen se pueden apreciar las tres lineas
celulares de la paciente. F) Caso 18 (NV 272), células de sangre periférica,
la célula de la izquierda presenta dos sefales del cromosoma X y dos del
18 (46,XX) y la de la derecha tres del cromosoma X y dos del 18
(46,X(idic)(X)). G-J) Caso 18 (NV 272), células de descamacion de mucosa
bucal en las cuales se presentan diferentes formulas cromosdmicas, con
dos sefales del cromosoma 18 y dos (46,XX) o tres (46,X(idic)(x) sefales
del cromosoma X, también fueron halladas células con una senal (45,X),
pero no se muestra imagen. K) Caso 37 (NV 107), las células se observan
teiidas con DAPI, una sefal del cromosoma X y una del cromosoma Y
(46,XY), este es un caso representativo de disgenesia gonadal. L) Caso 37
(NV107), mismas células de la imagen anterior, s6lo que en este caso se
observan las sefiales de los cromosomas 18 junto con las de los
cromosomas sexuales.
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VIl Discusién

La deteccion de mosaicismo esta dada por cuatro factores: el tipo y numero de
tejidos analizados; el numero de células estudiadas; la sensibilidad de las técnicas
utilizadas; y la posibilidad de seleccién de algun tipo celular, lo cual puede resultar
en la desaparicion de las lineas celulares. Un pequeio porcentaje de mosaicismo
no se puede detectar por la técnica de citogenética clasica, porque este tipo de
analisis requiere un gran numero de células en mitosis. El uso FISH favorece la
deteccion de lineas de baja frecuencia (Maciel-Guerra, A. 2012; Held, K. 1992;
Gancho, E. 1983).

El emplear células de sangre periférica obtenidas por cosecha directa asi como
células de mucosa bucal obtenidas por la misma técnica, favorece la deteccioén de
mosaicismo de baja frecuencia, ademas el resultado es de dos tejidos de diferente
origen embrionario (leucocitos de origen mesodérmico y células epiteliales de
mucosa bucal de origen ectodérmico). Finalmente en el caso de células de sangre
periférica, no se seleccionan los linfocitos T, por lo que el resultado abarca a todos
los leucocitos presentes en sangre periférica (Quilter, C. 1998; Hanson, L. 2001).

Para el presente trabajo se analizaron 1000 células en dos conteos separados en
sangre periférica, sin embargo en mucosa bucal sélo en algunos casos fue posible
el analisis de 1000 células, en otros los conteos son inferiores, esto debido a la
cantidad y calidad de la muestra.

Las pacientes 7, 11 (ver figura 8 A) sangre periférica e B) Mucosa oral), 15y 18
(con andlisis en dos tejidos) presentaron mosaicismo, en la paciente 7, hay una
diferencia de mas de 10% de mosaicismo de un tejido con respecto al otro, esto
nos puede indicar que el numero de células analizadas podria ser mas amplio o
bien que hay una diferencia del nivel de mosaico entre tejidos. Las pacientes 11y
15 presentan un porcentaje de mosaicismo cercano entre tejidos. Finalmente la
paciente 18 es mosaico pero de tres lineas celulares (mas adelante se explica
este caso). Las cuatro pacientes representan un 20% de las pacientes con,
analisis en dos tejidos.

De las pacientes 21 a 35, en las cuales el andlisis s6lo se encuentra en sangre
periférica, las pacientes 21, 27, 28, 30 y 35 presentan mosaicismo con distintos
porcentajes. Sin embargo por no contar con al analisis en células de mucosa
bucal, no se puede establecer diferencia entre tejidos.

En la poblacion estudiada, se detecté un 70.2% de pacientes con monosomia X y
un 27% de pacientes con mosaicismo, este ultimo involucrando las lineas 45X y
46,XX, asi como una sola paciente con alteracion estructural del cromosoma Y
que representa un 2.7%, sin embargo cabe recordar que dicho estudio tiene como
fin el estudio del mosaicismo en pacientes que fueron previamente seleccionadas
con estudio citogenético, es decir que cuentan con cariotipo 45,X, por lo que el
porcentaje de mosaicismo aqui encontrado se suma al tedrico, mismo que oscila
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entre 30 y 40% (o incluso mas segun el autor), dando como resultado un
porcentaje minimo de 57-67% de pacientes con estado de mosaico, mucho mas
alto que el reportado previamente. Este valor es determinado gracias a que el
FISH en interfase en mas de un tejido con estudio de un numero elevado de
células permite detectar alteraciones que pueden pasar desapercibidas por
citogenética clasica.

Asi mismo debe ser también mencionado que no se realizé una busqueda dirigida
de alteraciones estructurales, sélo en la paciente 37 (Ver figura 8 K) e L) ambos
sangre periférica) se puede inferir una alteracion estructural sin mosaicismo, pues
presenta un cromosoma Y, que puede involucrar alguna alteracién estructural
como una delecion que involucre el gen SRY, por lo cual no pudo inducir el
fenotipo masculino, sin embargo dicha paciente no cuenta con el estudio de
mucosa bucal. Sin embargo si se suma el porcentaje equivalente de la paciente
(2.7%) al tedrico de 10-20% para las alteraciones estructurales (puesto que hubo
una seleccién poblacional previa) el nuevo valor 12.7-22.7% no se aleja del
reportado previamente.

En otras palabras, las pacientes estudiadas representaron el 100% de las
pacientes con cariotipo 45,X, de la poblacion pre seleccionada (con la excepciéon
del caso 18 donde el cariotipo previo reconocia la existencia de dos lineas
celulares, para el cual se determiné una adicional) sin embargo al realizar el
presente trabajo ese porcentaje disminuye, perdiendo casi un 30%, que se reparte
a las otras presentaciones del ST

ST mosaico con tres lineas celulares.

El caso 18 (Ver imagen 8 E) e F) sangre periférica e G-J) mucosa oral), es el unico
del presente trabajo en que se detectaron 3 lineas celulares. Se detectd una linea
45,X (no mostrada en imagen), una 46,XX y una mas en la cual se observaron 3
sefales correspondientes al centromero del cromosoma X, en donde dos de ellas
aparecian contiguas, a partir de ello y de la revision del cariotipo de la paciente, se
determiné que esta ultima linea es 46, X idic (X)(p11).

El cariotipo mas comun es 45,X, (como el caso 13, imagen 8 C) sangre periférica e
D) mucosa oral) sin embargo también se pueden encontrar algunos rearreglos
estructurales del cromosoma X y de ellos el mas comun es el cromosoma
isodicéntrico, idic(X)(p11), el cual puede aparecer en una de 14000 mujeres con
ST, ya sea en mosaico o no (Scott, S: 2010; Howell, R. 1976; Melaragno, M. 1993;
Van Dyke, D. 1988). Aunque, en nuestro estudio no se buscaron marcadores
moleculares para establecer el origen del cromosoma X isodicéntrico, el
mecanismo mas comun de formacion de un idic (X) (p11) es el la ruptura en p11 'y
reunion en U de las dos cromatidas de los brazos cortos del cromosoma X , sin
embargo el mecanismo de generacion de este cromosoma, también podria ser
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una translocacion de dos homologos X, lo cual aunque es mas raro, no se puede
descartar.

En el analisis de bandas G de la paciente, se determiné el resultado: mos 46,X
i(Xq) [25])/45,X [5], de un analisis de 30 metafases; el analisis del FISH, revelo
diferentes proporciones de las lineas y una linea 46,XX, que no fue detectada
mediante citogenética convencional. Sin embargo es importante recordar que en el
analisis de bandas G se lleva a cabo una seleccién de linfocitos T, por lo que el
resultado no abarca a todos los leucocitos. Es importante incrementar en niumero
de metafases analizadas, asi como determinar los posibles puntos de ruptura.
También es importante notar que en bandas G se determindé al cromosoma
andémalo como un isocromosoma, informacion que fue complementada con el
analisis de FISH, con el cual se determiné que se trata de un isodicéntrico.

ST y cromosoma Y

Los cromosomas sexuales evolucionaron a partir de un par autosémico, sin
embargo, el cromosoma Y ha conservado solo el 3% de los genes autosémicos
ancestrales, contra un 98% en el cromosoma X. (Hughes, J. 2012; Bellot, D. 2013;
Bellot, D. 2014; Dos Santos, A. 2013). El cromosoma Y humano tiene una longitud
total de aproximadamente 60 MB y se compone de dos regiones
pseudoautosomicas (PAR1 y PAR2), una regidn eucromatica, que es rica en
genes especificos de testiculo, y una region heterocromatica, que contiene ADN
satélite altamente repetitivo. La region eucromatica y algunas de las partes
heterocromaticas del cromosoma Y se llaman MSY (male-specific region on Y
chromosome), que comprende 95% de la longitud del cromosoma. MSY contiene
496 genes, incluidos 51 genes de codificacion, 326 pseudogenes, y 119 genes no
codificantes (Li, Y. 2007; Skaletsky, H. 2003; Ensembl, 2013).

De los genes en el cromosoma Y, cuatro (SRY, RBMY, TSPY y HSFY) han
divergido claramente en funcién de sus homodlogos en el cromosoma X
(SOX3, RBMX, TSPX y HSFX) para generar roles masculino-especificos en la
reproduccion, desarrollo y en la gametogénesis. Existen ademas ocho reguladores
globales de actividad génica presentes en los cromosomas sexuales,
codificadores de isoformas de proteinas en diversos tejidos (UTX / Y, EIF1IAX /
Y,ZFX | Y, RPS4X | Y, KDM5C / D, DDX3X / Y, USP9X / Y, y TBL1X / Y) que
contribuye a las diferencias existentes entre género (Bellott, D. 2014), asi como los
genes DAZ, CDY1, DBY, UTY, AZF a, b y ¢ que contribuyen también en la
diferenciacion sexual (Premi, S. 2008).

En las pacientes 36 y 37, diagnosticadas con ST, se encontrd el centréomero del
cromosoma Y, esto mediante la sonda CEPY del kit de trabajo.

31



Se ha detectado mediante cariotipo que entre el 4 y 20% de las pacientes con ST
tienen presente un cromosoma Y o derivados, sin embargo esta frecuencia puede
ser mayor ya que mediante analisis de PCR, se ha detectado que entre 15y 60%
de las pacientes tienen material del cromosoma Y (Wolf, D. 2000; Alvarez-Nava, F.
2003). Sin embargo dicho intervalo es muy amplio y las secuencias del
cromosoma Y no implican un hallazgo citogenético. En el 3% de los casos de ST,
se detectan marcadores cromosémicos no identificados y de estos la mitad
corresponden al cromosoma Y (Canto, P. 2004). En el presente trabajo, las
pacientes con este hallazgo representan un 5% del total de la poblacion, aunque la
sefal detecta unicamente el centrémero del cromosoma y no otras secuencias del
mismo.

En aquellos casos de ST en que se encuentra un cromosoma Y, éste
generalmente presenta alguna alteracion estructural, como puede ser una
delecion, inversién, cromosomas dicéntricos o en anillo, lo cual le vuelve un
cromosoma inestable y puede generar un cariotipo 45, X (Liehr, T. 2007; Premi, S.
2008). El gen SRY localizado en Yp11.3 es un factor de transcripcion que regula la
expresion de otros genes necesarios para la diferenciacion sexual, su presencia
en ST se ha relacionado con tumores gonadales (Cassidy, S. 2005). Es
importante mencionar que no siempre se encuentra alterado el gen SRY en
pacientes con ST que presentan cromosoma Y, por lo que se hace hincapié en el
papel importante que pueden tener los demas genes antes mencionados.

Se detectd mediante FISH, que el centromero del cromosoma Y, se encuentra
presente en estas dos pacientes, sin embargo, dado que unicamente se detecto el
centromero y no un cromosoma completo o regiones de manera dirigida (como
SRY), no se pueden descartar alteraciones estructurales del Y..

La paciente numero 36, presenta en sangre periférica ausencia de mosaicismo,
con un resultado en FISH 46, XY, mientras que en mucosa bucal, si hay un estado
de mosaico, con un 80% de la linea 45, X y un 13% de la linea 46,XY. Ello sugiere
que el evento causal del mosaicismo ocurrié posterior a la diferenciacion de las
tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo). Es necesario
establecer posibles alteraciones en los genes SRY, RBMY, TSPY, HSFY, DAZ,
CDY1, DBY, UTY y AZF a, b y c,importantes en la generacién de roles
masculinos, mediante estudios moleculares.

Por su parte la paciente 37, no presenta mosaicismo en sangre, el 100% de las
células tienen el mismo complemento cromosdmico, 46, XY. Sin embargo al no
disponer de una muestra de mucosa bucal, no se puede asegurar el mismo
resultado en dicho tejido. En lo que respecta al tejido sanguineo, donde se
encontré el centromero del cromosoma Y, se puede inferir que éste presenta
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alguna anomalia estructural, sin embargo no es inestable puesto que al
encontrarse en todas las células analizadas, no se perdid en las divisiones
celulares llevadas a cabo en la maduracion de los leucocitos. En caso contrario, se
habrian hallado células 45, X generadas a partir de la pérdida del cromosoma Y.
De modo que la anomalia que presenta el cromosoma Y puede ser una delecion,
u otra que no afecte la estabilidad del cromosoma, o bien una mutacion puntual en
alguno de los genes SRY, RBMY, TSPY, HSFY, DAZ, CDY1, DBY, UTY y AZF a,
b y c. Esto debe ser estudiado mediante estudios moleculares.
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IX Conclusiones

El ST se puede clasificar en tres grupos, uno clasico donde el cariotipo es 45, X,
otro con alteraciones estructurales y finalmente el grupo de mosaicismo en donde
podemos encontrar una segunda linea con o sin alteraciones estructurales. Este
ultimo representa al rededor del 30-40% de las pacientes. La deteccion del
mosaicismo se debe realizar en un numero amplio de células y en al menos dos
tejidos de diferente origen embrionario.

En el presente trabajo fue posible determinar el estado de mosaicismo en 4 de las
20 pacientes con analisis en dos tejidos y en 5 de las 15 con analisis solo en
sangre periférica el cual involucré dos lineas celulares o bien tres en el caso 18.
Ademas en dos pacientes se determind la presencia de un cromosoma Y, una de
ellas con analisis en dos tejidos en estado de mosaico y la otra con analisis sélo
en sangre periférica sin mosaico.

La técnica de FISH en interfase es un método de eleccion ideal pues el analisis es
rapido y ademas no hay seleccion de células, por lo que en sangre periférica se
estudian todos los leucocitos, ademas permite la deteccion de mosaicismo sobre
pacientes que no se consideraba lo presentaban.

Los resultados apuntan a que el evento que gener6 el mosaicismo en las
pacientes con analisis en ambos tejidos ocurri6 en una fase temprana del
desarrollo embrionario pues afecté a ambos tejidos con porcentajes similares.

Asi mismo los resultados indican que los valores reportados por la literatura para
el caso especifico del mosaicismo son menores a los reales, ya que se determin6
un 27% de pacientes con mosaico que previamente no se consideraba que
presentaban dicha condicién cromosdémica (salvo la paciente 18).

Es necesario complementar el estudio con metodologia molecular con el objetivo
de determinar si existe alteracion estructural en el cromosoma Y o bien si hay
mutaciones en el gen SRY, por lo que no masculinizd la paciente para poder
determinar con mayor claridad si el valor reportado para las alteraciones
estructurales puede cambiar.

X Perspectivas.

El presente trabajo forma parte de un proyecto que persigue la identificacién de
factores de riesgo para presentar abortos o hijos con alteraciones cromosémicas
que estén asociadas a los cromosomas de las aneuploidias mas frecuentes
(trisomia 13, 18 y 21) asi como al ST para que en un futuro estos factores sirvan
de marca que evidencie estas alteraciones al inicio de un embarazo. Existe
ademas, en el caso del ST una variabilidad genética amplia en la cual se ha
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observado que el mosaicismo cromosdémico no juega un papel determinante, pues
no se observan diferencias en la sobrevida, abortos o neonatos en comparacion
con quienes presentan cariotipo clasico, la amplia variabilidad fenotipica no se
explica satisfactoriamente. Cabe recalcar que la importancia de este trabajo para
dicho proyecto es la seleccion de pacientes sin estado de mosaico, para que la
busqueda de factores de riesgo sea en aquellas pacientes con ST clasico.

Es indispensable ampliar el analisis del presente trabajo para:

a) Completar el analisis con las 16 pacientes que no cuentan con su estudio
en mucosa bucal.

b) Alcanzar el numero minimo de 1000 células estudiadas por FISH

c) Determinar los puntos de ruptura y mecanismos de formacién en los casos
con alteraciones estructurales

d) Realizar estudios moleculares y de citogenética convencional en los casos
con presencia de cromosoma Y, con el objetivo de determinar alteraciones
estructurales o mutaciones génicas, que expliquen el fenotipo de las
pacientes.

e) También es de suma importancia en las pacientes 36 y 37 realizar una
busqueda de genes implicados en la diferenciacién sexual, tales como SRY
y DAZ pues de estar presentes se pueden relacionar con algunos tipos de
cancer.

Finalmente, el estudio completo, citogenético, molecular y clinico se debe
complementar para tener una vision mas integral de la condicion genética de las
pacientes con ST, determinar factores que expliquen la variabilidad fenotipica y la
relacion con el genotipo asi como factores de riesgo identificables durante el
embarazo.
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8.-Todos los resultados obtenidos de este estudio seran confidenciales y sélo podran ser
utilizados para ser publicados o comunicados en congresos y en alguna revista médica,
con finalidad exclusivamente cientifica y respetando nuestra privacidad.
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1. DATOS DEL PACIENTE.
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DIRECCION:

TELEFONO: TELEFONO MOVIL:

CORREO ELECTRONICO:
FECHA DE NACIMIENTO:
2. ARBOL GENEALOGICO.

3. ANTECEDENTES PRENATALES.
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