S TE
1

» UNIVERSIDAD NACIONAL AUTdNOMA
DE MEXICO '

FACULTAD DE MEDICINA

"DETECCION DE SECUANCIAS ESPECIFICAS DEL
CROMOSOMA Y EN PACIENTES 45X Y EN
MOSAICOS CON UNA SEGUNDA LINEA CELULAR
CON UN Y NORMAL O ANORMAL".

SECREVARIA DE SALUD
PITAL GEVERAL DE AEXIE)

CRO&IST0 = SCENTRALIZADD T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
DICO ESPECIALISTA EN GENETICA MEDICA
PRESENTA:
MONICA AGUINAGA RIOS

s34 FACULTAD DE MEDICINA

@ﬁ UAd) Sec. ce Sewvs Escolares

P | GER 5 2000 |+

MEXICO, D. R.Unidod de Sewicios Escaiies | MARZO, 2000
LEARC' de { Posgrago )




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



( '.iy

ey ,e
Te

P
!

“DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DEL CROMOSOMA Y EN
PACIENTES 45,X Y EN MOSAICOS CON UNA SEGUNDA LINEA CELULAR CON

UN Y NORMAL O ANORMAL”

DRA.SUSANA KOFMAN-ALFARO

JEFE DEL SERVICIO DE GENETICA. HOSPITAL GENERAL DE MEXICO.
PROFESOR TITULAR DEL CURSO
TUTOR DE TESIS

M. EN CMARISOL LOPEZ LOPEZ

PROFESOR TITULAR C
DEPARTAMENTO DE SISTEMAS BIOLOGICOS
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA- XOCHIMILCO



— ;t

-

ESTA TESIS FUE REGISTRADA Y REVISADA
POR LA UNIDAD DE EPIDEMIOLOGIA
DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO

CON CLAVE DIC/98/310A/01/009



INDICE

I. RESUMEN
[I. INTRODUCCION

1.0 CROMOSOMAS SEXUALES:

1.1 Antecedentes historicos
1.2 Cromosoma Y
1.3 Cromosoma X

2.0 SINDROME DE TURNER

2.1 Antecedentes
2.2 Aspectos citogenéticos
2.3 Cuadro clinico
2.4 Aspectos moleculares
Genes propuestos para explicar el sindrome de Turner
Genes relacionados especificamente con caracteristicas clinicas del sindrome de Turner
Genes relacionados con el desarrollo de gonadoblastoma
2.5 Estudios realizados en diferentes poblaciones para determinar la frecuencia de secuencias del
cromosoma Y en pacientes con sindrome de Tumer.

3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
4.0 OBJETIVOS
5.0 MATERIAL Y METODOS

5.1 Estudio citogenético
5.2 Estudic molecular

6.0 RESULTADOS
7.0 DISCUSION

8.0 CONCLUSIONES
9.0 BIBLIOGRAFIA



KU

s

L. RESUMEN

El sindrome de Turner tiene una frecuencia de | en 2,500 nacidas vivas y consiste en: talla baja, infantilismo
sexual y anomalias somaticas asociadas. Los estudios citogenéticos revelan que 40 a 60% de las pacientes
presentan un cariotipo 45,X; 20 a 35% tienen anomalias estructurales del cromosema X y el resto son mosaicos
con una segunda linea celular con un cromosoma X o Y estructuralmente normal o anormat. Diferentes estudios
realizados en pacientes Turner utilizando técnicas moleculares han demostrado una proporcion de mosaicos con
cromosoma Y de 0 2 61%. La deteccion de mosaicisme con este cromosoma es importante ya que las pacientes
que lo presentan tienen un riesgo de 15 a 20% de desarrollar gonadoblastoma.

En este trabajo se realizd un estudio observacional, descriptiva y transversal en 63 pacientes con fenotipo de
sindrome de Turner con cariotipo 45,X 6 45, X/46,X + marcador. Las pacientes fueron captadas en el servicio de
Genética del Hospital General de México. Los estudios moleculares revelaron que 4 pacientes con cariotipo
45Xy una paciente con cariotipo 45,X/46,X+mar presentaban secuencias del cromosoma Y, una paciente
45,X/46,XY sirvid como control positivo y en otra con cariotipo 45,X/46,XYgh- se confirmé la existencia de
esta segunda linea celular. La frecuencia total de pacientes positivas para secuencias del cromosoma Y en el
estudio fue de 8.2%, similar a la de otros estudios realizados. En una paciente 45,X positiva para secuencias del
cromosoma Y se observé el desarrollo de tumor gonadal.

Las secuencias del cromosoma Y encontradas en nuesira pacientes son variables por lo que no fue posible
correlacionar las caracteristicas clinicas observadas con la presencia o ausencia de genes especificos, ni sugerir la
localizactén del gen responsable del desarrollo del tumor, y que la paciente que present6 la neoplasia fue positiva
para todas las secuencias estudiadasdel cromosoma Y.

Este estudio refuerza la imponancia de identificar material proveniente del cromosoma Y en pacientes con
sindrome de Turner para prevenir el desarrollo de gonadoblasioma.
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I1. INTRODUCCION

El estudio del proceso de la diferenciacion sexual ha llevado al reconocimiento de tres etapas
consecutivas:

1. El establecimiento del sexo cromosdmico durante la fertilizacion cuando un espernmatozoide
aporta un cromosoma X o un Y a un ovulo que sélo aportara un cromosoma X (Kofman-Alfaro et
al, 1982;Steinberg y Odel,1989).

En condiciones normales el cromosoma Y en mamiferos es necesario para dirigir el desarrolio
gonadal hacia testiculo ya que individuos con un complemento cromosémico 45,X son femeninas
y aquétlos con cariotipo 47,XXY son varones, lo que implica la existencia de un factor
determinante testicular en el cromosoma Y.

En ausencia de cromosoma Y o en presencia de un sdlo cromosoma X, la génada se desarrolla
como ovario {Cooke,1990).

2. El desarrollo de las génadas indiferenciadas hacia testiculo u ovario (sexo gonadal) y

3. La diferenciacién subsecuente de los genitales internos y externos (sexo fenotipico). Por lo
tanto,el desarrollo del fenotipo sexual es resultado de una serie de complejas interacciones
genéticas, celulares y hormonales (Jost,1970).

Los cromosomas X y Y se distinguen de los autosomas debido a que difieren entre los
sexos y tienen sus propios patrones de herencia; estos cromosomas son estructuralinente
diferentes y aparean en fonna particular durante la meiosis masculina (Mandel et al,1992).

Las anomalias cromosdmicas numéricas mas comunes son las de los cromosomas sexuales
con una frecuencia general de 1 en 500 nacimientos, dentro de los cuales se encuentra el
sindrome de Turner, el cual en la mayoria de los casos es debido a la ausencia de un cromosoma
X (Thompson et al,1991).



1.0 CROMOSOMAS SEXUALES

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS:

El primer investigador que estudié los cromosomas sexuales fue Guyer en 1910,
quien concluyd que el mecanismo del sexo cromosémico era del tipo XO, y que el nimero total
de cromosomas era 22 en varones y 24 en mujeres, lo cual fue aceptado en ese tiempo
(Guyer,1910).

Von Winiwarter en 1912, reconoce 47 cromosomas en espermatogonias humanas en
metafase y 24 en espermatocitos primarios, concluyendo que el nimero de cromosomas en el
humano era de 48 en la mujer y de 47 en el varén y que ¢l mecanismo que determinaba el sexo
era la presencia de uno o dos cromosomas X (Von Winiwarter,1912).

Entre 1921 y 1923 Painter trabajando con material testicular, observé el cromosoma Y y
dedujo correctamente ¢l mecanismo de determinacién sexual XY (Painter,1923). En su primera
publicacién é! favorecia el nimero diploide de 46, sin embargo, en su trabajo posterior se decidid
por 48 cromosomas, idea generaimente aceptada (Painter,1921); en 1924 describié la asociacion
término-terminal de los cromosomas X y Y (Painter,1924).

En 1937, Koller en un estudio de la conducta de los cromosomas sexuales durante la
meiosis, comprueba la presencia de cromosomas X y Y en varones {Koller,1937),

En 1949 sc descubre la cromatina sexual cuando Barr y Bertram detectan la presencia de
una masa cromatinica en el micleo de células nerviosas de gatos hembras pero no de machos.
Posteriormente la identifican sélo en hembras de varias especies de mamiferos (Barr y
Bertram,1949).

Después de varios afios de aceptacion general de 48 cromosomas en el humano, en 1956,
Tiio y Levan anunciaron que ¢l nimero de cromosomas era 46. Su andlisis fué realizado en
fibroblastos de embriones humanos y consistentemente observaron el namero diploide de 46 (Tjio
y Levan,1956). Esto fue confirmado por Ford y Hamerton en 1956, quienes estudiaron material
testicular de tres varones, encontrando 23 cromosomas en espermatocitos (Ford,1973).

Los cromosomas sexuales derivan de un par de cromosomas sexuales homomorficos, con
reduccion gradual de! cromosoma Y en un procesc complejo denominado recientemente la
“lupétesis de adicién-sustraccion” (Graves JAM,1995).
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1.2 CROMOSOMA Y

El cromosoma Y es unc de los mas pequefios del humano,tiene aproximadamente 60 Mb y
corresponde al 1% del contenido total de DNA. Esta formado por un region heterocromatica y
una regidn eucromdtica. La region heterocromética esta localizada en la porcion distal del brazo
largo y esta compuesta por DNA repetitivo (Cooke et al,1983). Este DNA satélite es responsable
de la variabilidad en el tamaiio del cromosoma Y. La region eucromdtica estd localizada en el
brazo corto y segmento proximal del brazo largo. Contiene bloques de secuencias homologas al
cromosoma X, familias de secuencias repetidas especificas y genes especificos del cromosoma Y
(Cuevas-Covarrubias y Kofman-Alfaro,1990). En la porcién distal de Yp y en Yq se encuentran
las regiones pseudoautosémicas (PAR) las cuales recombinan durante la meiosis masculina con
las PAR del cromosoma X.

Los genes del cromosoma Y se pueden dividir en:

1. Genes que presentan homélogos en el cromosoma X, dentro de los cuales se encuentran: los
genes de la region pseudoautosomica (posteriormente mencionados) y genes fuera de esta regién
como; ZFY (Page et al,1987), RPS4Y (Fisher et al,1990) ,PRKY (Schiebel et al,1997) AMELY
(Nakahori,1991),DFFRY (Drosophila fat facets), DBY (Dead-box Y), UTY( Ubiquitous TPR),
TB4Y (Thymosin B-4), EIF1AY (Factor 1A de iniciacion de traduccién) (Lahn y Page,1997} y
SMCY (Reijo et al,1995).

2. Genes especificos del cromosoma Y, los cuales estdn presentes unicamente en varones y no
recombinan durante la meiosis. Estos genes son: SRY ( Sinclair et af,1990), TSPY, RBM (RNA-
binding motif protein) (Amemann et al,1987); DAZ (Reijo et al,1995), CDY (chromodomain Y),
BPY1 y BPY2 (Basic protein Y1 and Y2), XKRY (XK related Y}, PRY (PTP-BL related Y),
TTY1 y TTY2 (Testis Transcript Y1 and Y2) y otros ain no localizados como: genes de
crecimiento en Yp (Ogata et al,1992), el gen GBY (Gonadoblastoma locus on ¥ chromosome) en
la region pericentromérica o en el brazo largo del cromosoma Y (Page et al,1987), o bien en Yp
(Tsuchiya et al,1995) . :
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1.3 CROMOSOMA X

El cromosoma X contiene aproximadamente 160 millones de pares de bases (Mb) y
corresponde a 5% del contenido total del DNA del complemento cromosémico haploide y
codifica para 3000 a 4000 genes (Mandel et al, 1992). Este cromosoma ha sido ¢l mas
extensamente estudiado debido a la gran cantidad de enfermedades ligadas al X y al estudio del
procesa de inactivacion como mecanismo de compensacion de dosis génica.

E! complemento cromosémico normal femenino contiene 2 cromosomas X, uno de los
cuales es inactivado en etapas tempranas del desarrollo para asegurar la compensacion de dosis
en la expresion génica. En 1949, Barr y Bertram descubrieron el corpiisculo de Barr o cromatina
sexual. Posteriormente, estos investigadores encontraron esta particula heterocromdtica en
muchos tejidos de hembras de varias especies de mamiferos, incluyendo humanos (Barr y
Bertram, 1949). Ohno y cols. en 1959, demostraron que el corpiisculo de Barr estaba formado por
un cromosoma X condensado (Ohno et al,1959). Si un individuo tiene cromosomas X
supemunerarios, todos excepto uno forman cuerpos de Barr, ¢l cual consiste en que el
cromosoma X adquiere forma de asa ya que los dos telomeros se encuentran unidos a la
membrana nuclear (Walker et al,1991).

Mary Lyon en 1961 cbservé en el raton que las hembras heterocigotas para genes ligados
al cromosoma X que controlan el color de pelo mostraban mosaicos de dos colores. Esta
variacion corresponde a la expresion del gen mutado y del normal, postulando la siguiente
hipétesis:

a) En las células somaticas de mamiferos hembras, s6lo un X esta activo. El segundo X se
condensa e inactiva, observandose en interfase como la cromatina sexual.

b) La inactivacion ocurre en las primeras etapas embrionarias.

c) El X inactivo puede ser ¢l materno o el paterno en diferentes células de un mismo individuo,se
encuentra en forma aleatoria pero una vez establecida la inactivaciéon de uno de los dos
cromosomas X, ésta sera conservada como una caracteristica en sus descendientes clonales
(Lyon,1961).

Actualmente se conocen algunas excepciones de esta hipotesis tales como:
1. La inactivacion del X ocurre en el paso de morula a blastocisto, se inicia en las células del
trofoectodermo, seguido por €l endodermo primitivo, posteriormente por el ectodermo
embrionario y finalmente por la masa celular interna (Gartler y Riggs,1983). Esta inactivacién no
es al azar en lejidos extraembrionarios, ya que el X patemo es preferencialmente inactivado
(Takagi y Sasaki,1975).Esto podria deberse a que 1os comosomas X patemno 0 matemo, o ambos,
llevan consigo una impronta que aparentemente adquieren durante la gametogénesis. (Lyon y
Rastan,1984). Este patrén de inactivacion continda en el endodermo primitivo y es hasta el final




3) Mantenimiento del estado activo o inactivo 1o que asegura la transmisién clonal transmitida a
través de divisiones celulares sucesivas y
4) Reactivacion del X inactivo en el oocito (Gartler y Riggs,1983; Lyon,1988).

Las células germinales se comportan de manera diferente en el proceso de inactivacion. El
cremosoma X inactive se reactiva durante la gametogénesis femenina, probablemente durante la
profase meidtica por lo que los dos cromosomas permanecen activos en el oocito (McCarrey y
Dilworth,1992). La presencia de ambos cromosomas X activos es necesaria para la formacién del
foliculo y el subsecuente desarrollo del ovario (Lyon,1991). En cambio en las espermatogonias se
transcribe el gen XIST inactivando al unico cromosoma X presente y condensindose en
paquiteno dentro de la vesicula sexual para evitar recombinacién ilegitima ( McCarrey y
Dilworth,1992; Rastan,1994).

El extremo distal de Xp (2.6Mb) recombina durante la meiosis masculina con el extremo
distal de Yp (0.4Mb), esta region es conocida como pseudoautosémica (PAR) por su
comportamiento y se localiza en Xp22.3 y Ypl1.3, respectivamente (Darlington,1937). En el
cromosoma X la regién pseudoautosémica escapa a la inactivacién (Charlesworth,1991). Esta
region contiene 9 genes y la regién 5° de un gen denominado XGA (grupo sanguineo del sistema
XG): MIC2, que codifica para un antigeno de superficie implicado en procesos de adhesién
celular, XE7, proteina ubicuota cuya funcién se desconoce; ASMT, codifica para la enzima
acetilserotonin metiltransferasa; ASMTL (ASMT-like); ANT3, codifica para la enzima adenin
nucledtido-translocasa; IL3RA, para la subunidad alfa del receptor de interleucina y CSF2RA
para el receptor alfa del factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
(Rappold,1993), SHOX, gen homeobox de talla baja (Rao et al,1997) y PGPL: proteina de union
a GTP (Graves et al, 1998 ).

Grraves (1998) plantea la hipotesis de que la region pseudoautosémica puede representar
una reliquia de una PAR ancestral mayor con ganancia o pérdida de genes de PAR a autosomas.
Estas fuentes de variacion entre las especies son secundarias a translocaciones, degradacion del
cromosema Y e inversiones (Graves et al,1998),

El apareamiento de los cromosomas sexuales no ocurre iinicamente entre Xp y Yp ya que
se ha observade entre Xq y Yq (Chandley et al,1984), constituyendo ésta la scgunda region
pseudoautosémica (XqPAR) (Freije et al,1992). Dos genes han sido descubiertos en esta regién
de 320 kb: el gen SYBLI (sinaptovredina-fike I), se expresa tnicamente del cromosoma X
activo (D’Esposito et al,1997 } e [L9R (receptor de interleucina 9)que escapa a la inactivacidn
mientras que su alelo en el cromosoma Y es expresado (D’Esposito et al,1997).
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2.0 SINDROME DE TURNER

2.1 ANTECEDENTES:

En 1938 Henry Tumer describié 7 pacientes con talla baja, infantilismo
sexual, cuello alado, baja implantacion de cabello a nivel occipital y cubitus valgus
(Turner,1938). Sin embargo, Ulrich en 1930 habia reportado a una paciente de 8
aios con las mismas caracteristicas ademas de linfedema, paladar alto, ptosis,
mmplantacion baja de pabellones auriculares y ufias pequefias. Por este motivo el
sindrome ¢s referido como Ulrich-Turner (Ullrich,1949).En 1944, Wilkins y
Fleischmann identificaron que el infantilismo sexual era debido a la presencia de
ovanos rudimentarios disgenéticos.

La disgenesia gonadal se define como el reemplazo de las gdnadas por estrias
de tejido conectivo fibrovascular que no contiene células germinales (Verp y
Simpson, 1987 ).

La relacion entre estas descripciones fenotipicas, la evidencia patologica de
gonadas disgenéticas y la ausencia del cromosoma X se llevd a cabo con la
identificacion del corpusculo de Barr, demostrando que la mayoria de pacientes con
sindrome de Tumer no presentaban cromatina sexual (Males y Seely,1978).
Posterior a la introduccion de la citogenética la importancia en la deteccion de este
corpuscuto se redujo debido a que fue posible tener una visualizacion directa de los
cromosomas. Estas nuevas técnicas llevaron al conocimiento que muchas otras
anomalias del cromosoma X (mosaicismo,deleciones, anillos y rearreglos) se pueden
asociar con una o mas caracteristicas del sindrome de Tumner (Lippe,1991).

Actualmente se considera que la ausencia de uno de los cromosomas X es la
anomalia de cromosomas sexuales mas comin en mujeres, afectando
aproximadamente un 3% de las mujeres concebidas.

La incidencia de anomalias citogenéticas que resulta en la pérdida de todo o parte
del* cromosoma X es de 1;2000 a 1:5000 en recien nacidas vivas (Hook y
Warburton, 1983).

Se estima que 99% de los fetos 45,X se abortan en los primeros estadios del
desarrollo embrionario; por lo que Gnicamente el 1% de estas fertilizaciones llega a
ténmino con caracteristicas de sindrome de Turner (Hook y Warburton, 1983). El alto
porcentaje de pérdidas gestacionales con cariotipo 45,X puntualiza la posibilidad de
la presencia de mosaicismo con una linea celular normal que permite la
supervivencia del embrion (Held et al, 1991) .
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2.2 ASPECTOS CITOGENETICOS;

En 1959 Ford y colaboradores demostraron que las pacientes con fenotipo
Turner presentaban un cariotipo 45X (Ford et al,1959); sin embargo, estudios
subsecuentes indicaron que solo 40 a 60% de las pacientes con este sindrome son
monosomicas para el cromosoma X, el resto de los casos presenta dos cromosomas
sexuales, uno de los cuales es estructuralmente anormal (20%- 35%), siendo la
anomalia estructural mas comun el isocromosoma de Xq (Hook y Warburton,1983)
o bien un mosaico (20%) 45,X y una segunda linea celular con un cromosoma X 0 Y
de caracteristicas normales o anormales. De éstos, 10 a 15% corresponden a
mosaicos con una segunda linea celular con cromosoma X y 2 a 5% corresponden a
mosaicos con cromosoma Y (Palmer y Reichmann, 1976).

Con el advenimiento de técnicas modernas de citogenética y moleculares se
ha demostrado una frecuencia mas alta de mosaicismo (66.7%) en linfocitos y
fibroblastos de pacientes con sindrome de Turner, observandose en muchos casos la
presencia de cromosomas marcadores . De acuerdo con estos estudios, {inicamente
20.7% de las pacientes son 45,X (Held et al,1992).

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de los pnncipales complementos
cromosomicos en pacientes con sindrome de Tumer.

Mediante polimorfismos del cromosoma X se ha estudiado el origen del X
presente en pacientes 45X (Hassold et al,{988). Varios reportes han mencionado
que en 80% el origen del cromosoma X presente es materno (Loughlin et al,1991).
Recientemente, Jacobs estudid 38 pacientes con isocromosoma de Xq observd que
el ongen del cromosoma X con esta alteracion estructural puede ser tanto materno
como paterno (Jacobs et al,1997).

No hay evidencia de que la edad parental sea la causa de la pérdida de uno de
los cromosomas X (Loughlin et al,1991) y tampoco existen diferencia clinicas
basadas en el origen del X presente (Mathur et al, 1991). Sin embargo, Skuse sugiere
que el origen parental puede tener algin efecto sobre el fenotipo, particutarmente en
la funcion socio-cognitiva (Jacobs et al, 1997).

Por medio del andlisis citogenético se ha demostrado que el porcentaje de
mosaicismo con una linea celular conteniendo un cromosoma Y normal o anormal en
el sindrome de Turner es de 5.5% (Magenis et al,1980). Ademas, aproximadamente



la mitad de los cromosomas marcadores, que ocurren con una frecuencia estimada
de 3% en sindrome de Turner, provienen del cromosoma Y (Nagafuchi et al,1992).

Estas pacientes con secuencias del cromosoma Y constituyen un subgrupo
clinicamente importante ya que 10 a 20% de los casos tienen predisposicion para el
desarrollo de gonadoblastoma en las goénadas disgenéticas. Por lo tanto, es
clinicamente importante establecer inequivocamente el origen (X ¢ Y), de los
cromosomas marcadores y reconocer la presencia de secuencias del Y en pacientes
con sindrome de Tumer (Cooper et al, 1991; Lopez et al, 1993). ’

La deteccion de mosaicismo esta principalimente determinada por cuatro
factores: 1.el tipo y namero de tejidos analizados, 2. el niimero de células estudiadas
(Hook,1977), 3. 1a sensibilidad de las técnicas aplicadas y 4. la probable seleccion
que puede resultar en la desaparicion de las lineas celulares (Held et al,1992).

Un porcentaje de mosaicismos no es detectado por técnicas convencionales
citogenéticas ya que este tipo de analisis requeriria analizar un gran numero de
células. La aplicacion de técnicas moleculares como la hibridacion fluorescente in
situ (FISH), y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) aumenta sustancialmente
la deteccion de lineas celulares presentes en baja frecuencia y las probables
alteraciones estructurales (Fernandez et al,1996).

10
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2.3 CUADROQ CLINICO:

La sospecha de sindrome de Tumer debe ser considerada en cualquier recién
nacida con linfedema de manos y pies, piel redundante en cuello, talla baja en edad
pediatrica y talla baja y amenorrea primaria en adolescentes.

La talla baja v la disgenesia gonadal son las caracteristicas mas frecuentemente
observadas en pacientes con sindrome de Turner.

En ta tabla 2 se muestran las principales caracteristicas fenotipicas de estas
pacientes.

I. Anomalias Esqueléticas:

La talla baja se presenta en todas las pacientes con cariotipo 45X y afecta
predominantemente el eje longitudinal dando una apaniencia de toérax cuadrado con
teletelia (Park E,1977).En el crecimiento de estas pacientes se pueden distinguir 4
fases: a) retardo en el crecimiento intrauterino b)periodo de crecimiento casi normal
de los 2 a los 3 afios ¢) desaceleracion rapida entre los 3 y 13 afios y d) falta de
crecimiento en la pubertad (Lyon et al,1985). Miranda (1994) demostré que la talla
alcanzada por pacientes mexicanas 45,X sin tratamiento es de 133 a 137 ¢m.

Varios estudios han encontrado que la secrecion de hormona de crecimiento
(GH) en pacientes con sindrome de Tumer es normal (Lindsten et al,1967), sin
embargo se ha observado que el tratamiento con esta hormona mejora la velocidad
de crecimiento y la altura final en pacientes con sindrome de Tumer (Stahnke et
al,1993). La respuesta inicial al tratamiento depende de la dosis y frecuencia de
administracion de la GH (Teunenbroek van A et al,1996). La dosis m4s comilnmente
utilizada es de 4 a 6 [U/m/dia (Nienhwis HE et al,1993) y en la mayoria de los casos
se administra en combinacion con bajas dosis de estrogenos (Sas Th CJ et al, 1999),
La edad promedio de inicic es de 8.5 a 10.4 afios y la ganancia en la talla final es de
2.8 a 8.5cm (Rochiccioli et al, 1995).

El cuello corto es secundario en la mayoria de los casos a hipoplasia de una o
mas vértebras cervicales.La linea de implantacion del pelo es baja y pueden
presentar plerigium colli ( Felix et al,1974). El crecimiento de los huesos largos
también se encuentra afectado, sin presentar apariencia histologica ni radiologica de
displasia dsea. El cubitus valgus es consecuencia de anomalias en el desarrollo de la
cabeza troclear. Un gran numero de pacientes presenta una disminucién en la
prominencia de la cabeza del cuarto metacarpiano y también puede haber
acortamiento de metatarsos (Baughman et al,1974). Ademis se han observado
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alteraciones en la forma de los huesos del carpo, radio y subluxacion del cubito
(Ka:tlla et al,1976); anomalias en los condilos femorales y medio-tibiales To que
causa geno valgo.Un nimero significativo de pacientes presenta escoliosis la cual
se ha observado cada vez con mayor frecuencia debido al uso temprano de hormona
de crecimiento (Lippe B,1991). Radiologicamente se ha encontrado una apariencia
osteoporotica de los huesos largos durante la infancia (Bercu et al,1976).

El desarrollo de la cara también se encuentra afectado por varias
malformaciones 6seas, las pacientes presentan con mayor frecuencia cara triangular,
micrognatia, fisuras palpebrales antimongoloides, pliegues epicanticos, paladar alto
y arqueado, pabellones auriculares prominentes y de implantacion baja con el meato
del conducto auditivo anormal e hipercelularidad de células mastoides lo que
presdipone al desarrollo de otitis media (Szpunar J,1968).Estas pacientes presentan
hipoacusia la ceal puede ser conductiva o neurosensorial por alteraciones en las
células del 6rgano de Corti (Anderson et al,1969). La mitad de las pacientes requiere
valoracion oftalmolégica por: estrabismo, ptosis, cataratas, nistagmus, ceguera al
color y ambliopia (Palmer y Reichiann, 1976).

2. Disgenesia Gonadal:

Henry Turner (1938) sugirié que la amenorrea primaria de las pacientes con
sindrome de Turner era secundaria a hipopituitarismo. Estudios posteriores en
abortos 45,X demostraron que el desarrollo ovarico era practicamente normal hasta
la semana 18 de gestacion, pero posteriormente existia una disminucion en el
numero de foliculos por célula (Carr et al,1968). En ausencia de un segundo
cromosoma X funcional , los ovocitos degeneran mas rapidamente de lo normal,
debido a que las células germinales no completan la meiosis, por lo que en la
mayoria de las pacientes adolescentes no existe tejido ovarico funcional. (Hall
1,1990).

Los niveles de gonadotrofinas pueden ser ftiles para el diagndstico antes de
los 5 afios de edad y después de los 10 afios; si se encuentran elevados, la paciente
probablemente no tendra funcién ovérica normal en la adolescencia (Park et
al 1983).

Entre 10 a 20% de las pacientes presentan pubertad espontanea v 2 a 5%
tendrdn menstruacion, aunque ésta puede ser transitoria. El embarazo en pacientes
con sindrome de Tumer se presenta en 2% de las pacientes, la mayoria de las cuales
son mosaicos. En estas pacientes se ha encontrado que 29% de los embarazos
terminan en abortos espontaneos, 7% de los productos mueren en el periodo
perinatal y 20% presentan cromosomopatias, siendo las mas frecuentes: 45X y
trisomia 21 (Tarani et al,1998), por lo que esta indicado realizar diagnéstico prenatal
temprano (King y Magenis, 1977).
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La mayoria de las pacientes requeriran reemplazo hormonal. pero la edad de
inicio es controversial.  Esta tratamiento en pacientes tratadas con GH debe
involucrar la consideracion de la dosis y la forma de estrogenos asi como la ruta y
tiempo de administraciéon (Kastrup K,1988). La administracion de hormonas
esteroides se ha relacionado con un deterioro en la tolerancia de glucosa, sin
embargo, tiene un efecto benéfico en la presion arterial, metabolismo de calcio y su
deposito en hueso (Gravholt et al,1998).

3. Obstruccion linfatica:

El linfedema fetal es una anomalia primana frecuentemente encontrada en

pacientes con sindrome de Turner desde etapas tempranas del desarrollo y resulta de
obstruccion por malformaciones a nivel de la conexion de los vasos linfaticos (Van
der Putte,1977).
Varias caracteristicas clinicas observadas en estas pacientes son resultado de este
linfedema: a) cuello alado, es el proceso de cicatrizacion que afecta la piel
distendida sobre grandes higromas quisticos en la region nucalb) linea de
implantacion baja de pelo;c) pabellones auriculares grandes y rotados hacia atras; d)
edema del dorso de manos y. pies generalmente presentes al nacimiento, sin embargo
puede observarse al iniciar la terapia hormonal sustitutiva ¢) hipoplasia ungueal;f)
dermatoglifos caracteristicos (Reed et al, 1977).

4. Anomalias cardiovasculares:

Los defectos cardiacos constituyen la causa asilada mas comiin de muerte en
estas pacientes (Price et al,1986). En la tabla 2 se muestran las alteraciones mas
frecuentes.

La combinacion de coartacion de aorta, hipertension y anomalias de valvas aorticas
predispone al desarrollo de aneurismas aorticos (Allen et al,1986). La hipertension
arterial esencial ocurre con mayor frecuencia en el sindrome de Turner (Lippe,1991).

Clark (1984) sugirié que la distension de los conductos linfaticos toracicos
comprimen el arco adrtico y alteran la hemodinamica cardiovascular, dando como
resultado las deformaciones arteriales como coartacién de aorta.

5. Anomalias renales:

Ocurren con una frecuencia de 35 a 70% (Litvak et al,1978) y pueden
involucrar el sistema colector pielocaliceal, la posicion del organo y el
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abastecimiento vascular. Se sugiere que todas las pacientes se realicen ultrasonido
abdominal para descartar estas alteraciones (Lippe, 1991).

6. Otros:

Existen varios reportes de sangrado de tubo digestivo en pacientes con
sindrome de Tumer (Rosen et al,1967), el cual puede ser secundario a
malformaciones vasculares o a enfermedad inflamatoria intestinal.

También se ha observado una mayor frecuencia de anomalias tiroideas en
estas pacientes, siendo la mas frecuente la tiroiditis de Hashimoto (Sparkers y
Motulsky, 1963). 5% de las pacientes presentan diabetes mellitus y entre 25 a 60%
mtolerancia a la glucosa (Polychronakoa et al,1980).

El IQ promedio en las pacientes con sindrome de Turner es 90 y aunque el
desarrollo inicial es generalmente normal, puede octurir cierto retraso en funciones
motoras como pobre coordinacion . Las pacientes pueden tener déficits especificos
en la orgamizacion visuo-espacial, en la funcion social cognitiva y con ciertas
materias abstractas como matemdticas. Se ha observado una tendencia hacia la baja
autoestima y a la depresion durante la pubertad (Smith,1997).

Las pacientes con cariotipo 46,X r(X) generalmente son mosaicos
45,X/46,Xx(X) y el fenotipo varia dependiendo del tamafio de la delecién y de la
presencia del centro de inactivacion (XIC) en el anillo. Algunas pacientes presentan
ademas del fenotipo Turner: retraso mental,sindactilia de tejidos blandos y
anomalias faciales (Van Dyke et al,1992),

Existen reportes de pacientes con anillo del cromosoma X con diferentes
porciones de este cromosoma que presentan fenotipo de sindrome de Kabuki, este
sindrome caracterizado por retraso mental, deficiencia postnatal en el crecimiento,
fisuras palpebrales de apariencia larga, eversion de la fisura palpebral inferior,
pabellones aurtculares prominentes con pits preauriculares, anomalias esqueléticas y
huellas dactilares prominentes.La mayoria de los casos son esporadicos y pueden
estar afectados tanto varones como mujeres (Niikawa et al, 1988). Algunos de estos
varones tienen un cariotipo 45,X/46,X,r(Y) (Dennis et al,1992). En mujeres, este
fenotipo pudiera estar dado por la sobreexpresion de secuencias especificas del
cromosoma X que normalmente se inactivarian (McGinniss et al,1997).
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2.4 ASPECTOS MOLECULARES

GENES PROPUESTOS PARA EXPLICAR EL FENOTIPO TURNER:

La mayoria de los investigadores piensan que el fenotipo del sindrome de
Turner es resultado de una haploinsuficiencia de genes “Turner” especificos, mas
que consecuencia de la monosomia per se (Davies,1991).

Ferguson-Smith planteé la posibilidad de que el cromosoma Y contenga genes
homélogos a los que condicionan el sindrome de Turner debido a que pacientes con
cartotipo 46,X del(Y)(p) presentaban este fenotipo (Ferguson-Smith et al,1990).De
acuerdo a esto, el /ocus o loci responsable de este sindrome debe tener un homologo
en ¢l cromosoma Y, escapar al mecanismo de inactivaciéon del X y transcribirse
activamente durante el desarrollo ( Ferguson-Smith, 1991).

Se ha sugerido que el cromosoma X contiene uno ¢ varios genes que
controlan los estigmas de Turner. Dos genes han sido propuestos como candidatos:

1. ZFX: El gen ZFX se encuentra en Xp21.3-22.1 y escapa a la inactivacton. (Fisher
et al,1990).Su homéloge ZFY se localiza en Ypll.3. Se han descrito dos
pacientes con alteraciones estructurales del cromosoma Y, sin ZFY, que no
presentaban estigmas de Turner, descartandose este gen como candidato. Sin
embargo, no hay informes de pacientes con sindrome de Turner en presencia de
dos copias ZFX y ZFY (Ogata et al,1993). Este gen contiene dedos de zinc, su
funcidén es actuar como un factor de transcripcion y la mayoria de los tejidos
expresan ambas copias por lo que s¢ espera que su haploinsuficiencia afecte
varias funciones (Page et al,1987a).

2. RPS4X:  Codifica para una proteina ribosomal y se localiza en Xql3
(Page,1987). Su homodlogo RPS4Y se localiza cerca de SRY y ZFY en Yp. En
algunas mujeres 46, XY que han presentado linfedema al nacimiento, este gen se
encuentra ausente (Blagowidow et al,1989).

Sin embargo, este gen ha sido descartado como anti-Tumer debido a que: a)
aunque escapa a la inactivacion, se encuentra locahzado en Xql3 (Fisher et
al,1990); b) la falta de estigmas de Tumer en una mujer 46,XY con delecion de
RPS4Y (Muller et al,1992) y c) el hallazgo de dos copias activas de RPS4X en
lineas celulares de pacientes con sindrome de Turmer con X estructuralmesnte
anormales (Just et al, 1992).
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Existen informes de pacientes con sindrome de Turner con delecion de Xq,

esta observacién paraddjica pudiera explicarse bien sea por inactivacion inapropiada
de genes “Tumer” en el cromosoma X estructuralmente anormal o por la presencia
de varios genes equivalentes funcionalmente localizados en ambos brazos del
cromosoma X (Grumbach y Conte,1992).
Barbaux (1995) describe dos individuos con deleciones en Yq con estigmas de
Turner sugieriendo que genes “Turner” pudieran estar localizados en Yq. El gen
podria corresponder al gen de control de crecimiento (GCY) influenciado por otros
genes en el cromosoma Y (Alvesalo y de la Chapelie, 1981).

n la figora | se muesira la representacién esquemdtica de los mecanismos
causamtes del fenotipo de sindrome de Turner en base al cariotipo 45,X (Ogata y
Matsuo, 1995)
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GENES RELACIONADOS ESPECIFICAMENTE CON CARACTERISTICAS
CLINICAS DEL SINDROME DE TURNER;

Se han realizado muchos intentos para correlacionar el tipo de anomalia
cromosdmica del X y los hallazgos fenotipicos en sindrome de Turner (Carothers et
al, 1980)

1. Falla ovérica: Un estudio comparativo del desarrollo de ovocitos entre
pacientes 45X y controles 46,XX demostrd que en pacientes con monosomia del X:
a) la proporcion de ovocitos que alcanzan el estado de paquiteno es muy pequeiia, b)
los ovocitos en dictioteno no son detectables y c¢) la proporcion de la degeneracion
de células germinales en paquiteno estd aumentada; estos datos indican que la
pérdida de ovocitos en pacientes con sindrome de Turmer tiene lugar en etapas
tempranas de la profase meiética (Speed,1986).

Existen dos teorias que pueden explicar la disgenesia gonadal en estas
pacientes, la primera consiste en que la ausencia de genes especificos darian como
resultado disgenesia gonadal (Madan, 1983;Therman et al,1990; Tharapel et al, 1993
y Jones et al,1996); la segunda apoya que ¢l apareamiento cromosémico incompleto
en la meiosis es el causante de la anormalidad (Burgoyne et al,1983). Burgoyne y
Baker propusieron en 1983 que la falla del apareamiento cromosémico en los
ovocitos en pacientes con sindrome de Tumer puede resultar en una ruptura
progresiva y general del DNA, afectando la viabilidad de los ovocitos.
Alternativamente, Speed en 1984 propuso que la falla de apareamiento puede llevar

a pérdida de ovocitos secundario a la expresion alterada de genes homologos
(Speed,1984).

La existencia de genes especificos es apoyada por varios autores en base a la
asociacion entre disgenesia gonadal y ruptura cromosémica en Xql3-q26 en
pacientes con cariotipo 46,X,t(X;autosoma) Madan (1983) sugirio que la region
Xq13-926 es critica para el desarrollo ovarico, y que la integridad de esta region es
necesaria para un desarrollo ovarico normal. Debido a que las rupturas
cromosomicas pueden estar en cualquier parte de la region critica, con la posible
excepcion de Xq22 (Madan,1983), varias posibilidades han sido implicadas en ia
disfuncion gonadal: a) efecto de posicion en un gen(es) para el desarrollo ovarico,
b)disrupcion en la integridad de dos o méds genes necesarios para este desarrollo y
c)cambio en el orden de replicacion (Therman et al,1990).

Therman (1990} propone que una region entre Xq13 y Xq23 contiene genes
esenciales para la funcién ovarica nommal, sin embargo, Tharapel y colaboradores
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(1993) sugieren la existencta de un focus para desarrollo ovarico. Estd bien
establecido que genes en Xp también son necesarios para el desarrollo ovarico y
Jones y colaboradores (1996) sugiere que el locus DFFRX en Xpil.4 puede ser un
candidato para disgenesia gonadal.

2. Anomalias somaticas: Estudios realizados en pacientes con fenotipo Turner y
deleciones de Xp han sugerido que uno o varios genes localizados en la region
proximal de Xpl11.2 pudieran ser responsables de este fenotipo (Hech et al,1980).
Sin embargo, existen varias pacientes con deleciones terminales pequefas de Xp v
estigmas de sindrome de Turner (Meindl et al,1993).

Se ha postulado que genes homologos responsables de las caracteristicas
somaticas estén presentes en Xp y Yp, el gen linfogénico propuesto ha sido asignado
a la regién media de Xp y a la region distal de Yp ya que han sido reportados
estigmas de Tumer en pacientes 46,X,Yp- (Ferguson-Smith,1991).Sin embargo,
Ogata y colaboradores (1993) revisaron 9 casos con este cariotipo, en donde las
deleciones se encontraron entre los intervalos |A y 2B de Yp, indicando que los
genes para las caracteristicas clinicas no se localizan en la region pseudoautosomica.

Erickson (1993) reportdé un paciente con linfedema congénito y cariotipo
46, X1(Y;16)(ql 1.2;q24) y sugirid la localizacion de un gen linfogénico en la porcion
distal de eucromatina y la proximal de heterocromatina en Yq.

James et al (1998} describieron 25 pacientes con deleciones terminales de Xp
sin cuello alado, sugiriendo que un gen responsable de esta caracteristica pudiera
localizarse en la region proximal de Xp.

3)Talla baja: Las pacientes con deleciones del brazo corto del cromosoma X
(Xp-) habitualmente presentan talla baja, disgenesia gonadal y estigmas del
sindrome de Turner (Conte y Grumbach, 1979).

Se han realizado revisiones de pacientes con delectones de brazos cortos con
diferentes puntos de ruptura. Therman y otros autores comprobaron que Ia pérdida
de Xcen-plt puede causar sindrome de Tumer completo (Wyss et al 1982)
(Therman y Susman,|990). Las pacientes con delecion de Xp terminal con puntos
de ruptura en Xp21 o distales a éste, presentan talla baja y cursan con funcion
gonadal normal (Wyss et al,1982).

En pacientes con talla baja han sido reportados cincuenta rearreglos
cromosomicos en Xp22, sugiriéndose la localizacion de uno o varios genes en la
region pseudoautosdmica (Schaeffer et al,1993).  En 1997, Rao y colaboradores
redujeron el intervalo critico a un segmento de 170-kb dentro de esta region, el cual
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se encontraba deletado en 36 pacientes con talla baja (algunas con sindrome de
Turner) y diferentes rearreglos de Xp22 6 Ypll.3; identificando un nuevo gen
homeético, denominado SHOX (short stature homeobox- containing gene). Este
gen se encuentra evolutivamente conservado, su homologo en ratéon es OG-12 y
tiene similitud con PAX3 (relacionado con el sindrome de Waardenburg). SHOX
escapa a la inactivacion del cromosoma X (Rao et al, 1997 ).

Sin embargo, no se puede excluir la posibilidad de mas genes dentro de esta
regidn que contribuyan a la talla baja en el sindrome de Turner (Ogata y
Matsuo,1995), como podrian ser dos receptores para factores de crecimiento: el
receptor para el factor estimulador de colonias granulocito- macrofago CSF2R,
(Gough et al,1990) y el receptor para interteucina 3, IL3RA (Milatovich et al,1993);
la translocasa nucledtido mitocondrial involucrada en el metabolismo energético en
general (Slim,1993) y dos proteinas de funcion desconocida: MIC-2 y XE-7 (Ellison
et al,1992) que también pudieran estar implicadas, sin embargo no existen
expenimentos definitivos que demuestren la importancia de estos genes en el
crecimiento (Erickson,1995).

Ogata y Matsuo en 1993 propusieron que el grado de alteracion en el
crecimiento es causado por imbalance cromosémico.

Geerkens y colaboradores (1994) analizaron varias pacientes con deleciones
de Xq y observaron que las pacientes con puntos de ruptura mas distales
presentaban talla mas alta.

Ademas existen varios genes determinantes de estatura, la mayoria de los
cuales estan localizados en los autosomas (Brook et al, 1977).
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GEN(ES) RELACIONADOS CON EL DESARROLLO DE
GONADOBLASTOMA

El gonadoblastoma es una neoplasia in situ de gonadas disgenéticas
compuesta de agregados de células germinales mezcladas con pequeiias células
epiteliales parecidas a las células de granulosa y Sertoht inmnaduras (Scully, 1970).

El tumor cast invariablemente ocurre en pacientes con material del
cromosoma Y en su cariotipo y 3 a 3 % de pacientes con sindrome de Turner lo
presentan. En la mayoria de pacientes, la unica expresién de este Y anormal puede
ser su efecto sobre la gonada, en donde algunas células contintian dividiéndose y dan
lugar a la formacion del tumor. El riesgo para su desarrolfo, tanto uni como bilateral
es de 15 a 20% (Mulvihill et al, 1975) y aunque no metastatiza, en la mitad de los
casos progresa a un disgerminoma invasivo o evoluciona hacia otros tipos de
tumores malignos, por lo que es necesario la extirpacion quinirgica temprana de las
gonadas (Scully, 1970).

Algunas de las pacientes con cariotipo 45,X/46,XY presentan fenotipo de
sindrome de Tumer y se ha estimado que una tercera parte de estas pacientes
desarrollan gonadoblastoma y que 30% desarrolla un tumor maligno(Robboy et
al,1982).

Estudios comparativos de la frecuencia de gonadoblastoma en pacientes
mosaicos con sindrome de Turner con un cromosoma Y normal o anormal han
sugenido que la integridad del Y y en particular la presencia de Ia banda fluorescente
Ygh, es requerida para el desarrollo del tumor (Lukusa et al,1986). De Arce
sugiere que se necesitan dos procesos para €l desarrollo de gonadoblastoma en
estas pacientes: el primer evento es la gonada disgenética y el segundo la actividad
de un gen, en o cerca de Yqgh (De Arce et al,1992).

Page en 1987 postuld que la predisposicion para desarrollar gonadoblastoma
depende de un gen localizado en el cromosoma Y y referido como GBY (Jocus de
gonadoblastoma en ¢l cromosoma Y) . Varios autores mencionan que este gen se
localiza en la region centromérica o en el brazo largo del cromosoma Y (Magenis et
al,1984; Disteche et al, 1986, Page,1987; Petrovic et al,1992 ). En cambio, Tsuchiya
en un estudio de 10 pacientes sugiere que la localizacion del gen para
gonadoblastoma esta en Yp (Tsuchiya et al, 1995).

Los genes TSPY y RBM (RNA-binding motif protein, anteriormente
denominado YRRM)} se encuentran en el cromosoma Y y su expresion es especifica
en testiculo (Amemann et al, 1987). En dos pacientes estudiados por Tsuchiya et al
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(1995),se encontrd expresion de estos dos genes en el tejido tumoral, Este efecto
puede ser secundario a la presencia de células germnales en el tumor, a que
productos anormales de estos genes se expresen en gonadas disgenéticas o a que
estos genes funcionen como tumorigénicos.

Aunque GBY puede existir como una secuencia de copia unica dentro de una
regién critica, no se puede descartar la posibilidad de multiples /foci de
susceptibilidad para gonadoblastoma (Tsuchiya et al,1995).

La edad de presentacién de esta neoplasia varia habiendo informes desde la infancia
(Petrovic,1992 ) por lo que es necesario la extirpacion preventiva temprana de las
gonadas.

2.5 Estudios realizados en diferentes poblaciones para_determinar la frecuencia de
secuencias del cromosoma Y en pacientes con sindrome de Tumer:;

El interés clinico en la determinacion de la existencia de secuencias del
cromosoma Y en pacientes con sindrome de Turner ha llevado a varios grupos de
diferentes paises a desarrollar métodos para la deteccion de estas secuencias y al
estudio de estas pacientes para la prevencién del desarrollo tumoral (Lindgren et
al,1992;Nagafuchi et al,1992;Held et al 1992:Medlej et al,1992;Binder et
al, 1995;Coto et al, 1993).

La metodologia molecular utilizada y el niimero de secuencias especificas del
cromosoma Y estudiadas varia considerablemente. Asi mismo existe variacion en el
nimero de pacientes analizadas, la frecuencia de mosaicos con cromosoma X
normales o anornnales y el nitmero de casos con cromosomas marcadores.

En la tabla 3 se muestran los diferentes estudios realizados y las frecuencias
encontradas.
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de Turner afecta 1 de cada 2,500 nacidas vivas, las caracteristicas
clinicas mas frecuentemente observadas son: talla baja, infantilismo sexual y diversas
anomalias sométicas. Es causado por fa ausencia completa de uno de los cromosomas
sexuales o por alteraciones estructurales en uno de los cromasomas X o Y. De 40 a 60%
de estas pacientes presentan un cariotipo 45,X, sin embargo estudios realizados en
diversas poblaciones han demostrado una frecuencia muy variable {( 0 a 61%) de
secuencias del cromosoma Y en estas pacientes. Ademas, 20% de las pacientes con
sindrome de Turner son mosaicos, de las cuales 2 a 5% presentan una linea celular 45,X y
una segunda linea 46,XY con un Y estructuralmente normal o anormal. La presencia de
cromosoma Y o secuencias de é€ste, tiene gran imponancia clinica debido a que estas
pacientes tienen 15 a 20% de riesgo de desarrollar gonadoblastoma . Por lo anterior, es
importante estudiar pacientes con sindrome de Turner con cariotipo 45,X y 45,X/46,X, +
marcador para determinar la presencia de secuencias del cromosoma Y.

4.0 OBJETIVOS
L. Detectar Ia presencia de material genético derivado del cromosoma Y en el genoma
de pacientes con sindrome de Turner y cariotipo 45,X.

2. Establecer el origen (X o Y) de los cromosomas marcadores observados en pacientes
con fenotipo Turner.

3. Determinar la frecuencia de la presencia del cromosoma Y en pacientes Turner 45,X
y 45,X/46,X + mar en poblacidén mexicana.

4. Prevenir el desarrollo de gonadoblastoma en las pacientes Turner con secuencias
positivas para el cromosoma Y mediante su referencia al servicio de cirugia general.
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de Turner afecta | de cada 2,500 nacidas vivas, las caracteristicas
clinicas mas frecuentemente observadas son: talla baja, infantilismo sexual y diversas
anomalias somaticas. Es causado por {a ausencia completa de uno de los cromosomas
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una segunda linea 46,XY con un Y estructuralmente normat o anormal. La presencia de
cromosema Y o secuencias de éste, tiene gran importancia clinica debido a que estas
pacientes tienen 15 a 20% de riesgo de desarrollar gonadoblastoma . Por lo anterior, es
importante estudiar pacientes con sindrome de Turner con cariotipo 45,X y 45, X/46X, +
marcador para determinar la presencia de secuencias del cromosoma Y.

4.0 OBJETIVOS

1. Detectar la presencia de material genético derivado del cromosoma Y en ¢l genoma
de pacientes con sindrome de Turner y cariotipo 45,X.

2. Establecer el origen (X o Y) de los cromosomas marcadores observados en pacientes
con fenotipo Turner,

3. Determinar la frecuencia de la presencia del cromosoma Y en pacientes Turner 45 X
y 45,X/46,X + mar en poblacién mexicana.

4. Prevenir el desarrollo de gonadoblastema en las pacientes Turner con secuencias
positivas para el cromosoma Y mediante su referencia al servicio de cirugia general.
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5.0 MATERIAL Y METODOS

PACIENTES:

Se realizd un estudio observacional, transversal y descriptivo a 63
pacientes con fenotipo de sindrome de Turner con cariotipo 45X, 45 X/46 X +
mar & 45,X/46,XY. Las pacientes fueron captadas en el servicio de Genética del
Hospital General de México.

5.1 ESTUDIO CITOGENETICO:

Método para obtener preparaciones cromosémicas.

Cariotipo en linfocitos de sangre periférica.

- Tomar 2 ml de sangre con jeringa estéril, previamente heparinizada.
Siembra de la muestra :

Utilizar 10 mi de medio de cultivo RPMI (1640} para muestras de sangre
periférica.

El medio RPMI es suplementado con; 10 mg de estreptomicing, 10 mg de
penicilina de 10000 U, fitohemaglutinina (10 ul}, 0.01 g de Lglutaminay 1 ml
de suero fetal bovino .

Preparar 2 frascos por cada paciente colocando en cada frasco 12 gotas de
sangre.

- Incubar 72 hrs a 37 °C. 1 hr y 30 min antes de que la muestra cumpla las 72
hrs, se agrega colchicina (50 ul para 5 ml y 100 ul para 10 ml de medio).

- Vaciar el contenido de los frascos en tubos de centrifuga y centrifugar a 1500
r.p.m. / 10 minutos, nivelando con solucion salina isotdnica estéril. Decantar el
sobrenadante.

- Resuspender el botén en solucidn hipotdnica (7 a 10 mi), en agitacion

constante; incubar por 30 min. a 37 °C. Centrifugar a 1500 r.p.m. / 10 minutos ,
decantar el sobrenadante.
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- Agregar fijador frio (3:1 metanol absoluto - acido acético glacial) gota a gota,
con agitacion constante y reposar ia muestra 30 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar a 3500 r.p.m. / 10 minutos, decantar el sobrenadante.

- Realizar varios lavadas con fijador, centrifugar |a muestra a 3,500 r.p.m. por 10
min y decantar el sobrenadante, hasta que se observe limpio el paquete celular
{boton blanco y sobrenadante transparente), no excediendo de 4 lavados.

- Gotear la muestra con pipeta Pasteur en portacbjetos, procurando que las
gotas se extiendan completamente en éste. Dejar secar al aire; tefiir con
colorante Giemsa de 1 a 3 minutos. Observar en microscopio con objetivo de
inmersién 100 X para buscar metafases {con un minimo de tres por cada
laminilla para ser cuantitativo). Si al observar al microscopio las metafases se
encuentran muy cerradas, se gotean nuevos porta objetos a una altura mayor,
para abrirlas mas.

- Seleccionar en base a los portacbjetos las mejores muestras para realizar
bandas G y C para obtener un andlisis mas preciso .

Bandas G - Método Seabright.

1. Utilizar preparaciones de por lo menos 24 hr { en el Hospital General se
dejan una semana de envejecimiento).

2. Tratar las preparacignes con solucion de tripsina al 0.025 % a 37° C en bafio
Maria, por uno o dos minutos, controlandose, segun 1a actividad de la tripsina.

3. Lavar en solucidn salina isoténica ( en bafio Maria }.
4, Tenir con Giemsa en amortiguador de fosfato a pH de 6.8 durante 2 a 5 min.
5. Lavar con agua desionizada y secar al aire.

6. Controlar por medio del microscopio los pasos 2 y 4.
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5.2 ESTUDIO MOLECULAR;:

Técnica de extraccion de DNA de sangre periférica.
Extraer 5 mil de sangre periférica.

Colocar la sangre en un tubo de ensayo con EDTA .
Procedimiento :

Siguiendo la técnica de Cuevas Covarrubias modificada de Buffone y Darlington
(1985) y de Kempter y Grosshadern (1892).

Transferir 3 ml de sangre a un tubo cénico de 15 ml y agregar un volumen igual
de amortiguador TTS (Tris 10mM-Triton al 1%-Sacarosa 300 mM), el Tris con
pH 7.6. Invertir el tubo varias veces.

Centrifugar a 3000 r.p.m./ 6 minutos, decantar con cuidado.

Agregar al botdn 1 mi de amortiguador TTS | Agitar resuspendiendo el boton y
pasar a un microtubo de 1.5 ml. Agitar hasta homogeneizar.

Centrifugar a 12,000 r.p.m. / 2 min en microcentrifuga. Decantar, afadir 1 ml de
amortiguador TTS, resuspender.

Centrifugar a 12,000 r.p.m. / 2 min en microcentrifuga (repetir de dos a tres
veces el paso anternior),

Al botdn limpio agregar 570 wl de NaCl 5SmM. Agitar 2 minutos y colocar 30 ul de
SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) al 10 %. Agitar 5 minutos.

QObservar si hay consistencia viscosa y agregar 200 pl de NaCl saturado. Agitar
10 minutos.

Centrifugar @ 11500 r.p.m. / 15 minutos a 4 °C.
Decantar el sobrenadante a un tubo de 13x100 mm estéril.
Afadir 2 ml de etanol absoluto a -20 °C para precipitar el DNA.

Tomar el DNA con una varilla de vidrio, enjuagar el DNA con etanol al 70 %,
dejar evaporar el etanol en condiciones estériles y posteriormente resuspender
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el DNA en un microtubo con 350 pl de agua estéril, colocar en bafio maria a 60
° C durante 2 hrs.

Anilisis espectrofotométrico {para cuantificacién de DNA).

En cuanto al analisis espectrofotométrico, éste consiste en determinar la
absorbancia de una dilucién 1:100 de la muestra a dos longitudes de onda (260
nm y 280nm). A partir de la lectura a 260 nm. (correspondiente a los acidos
nucléicos), se calcula la concentracion de la muestra:

Concentracion de DNA (ng/pl) = A 26 x (dilucion)’ x 0.05

1 D.0. 20 = 50 ug de DNA/mI = 0.05 pgfut (Sambrook et al, 1989).
La cantidad total de DNA (en pg) se calcula;

Mg totales de DNA = conc. {ug/ul) x volumen total {ul)

Ademas la relacidbn 260/280 permite conocer si la muestra esta
contaminada con proteinas, considerando que la lectura a 280 nm, corresponde
a la fraccién proteica, Una relacién mencr a 1.7 indica la presencia de proteinas
(Ausubel, 1987).

Electroferesis en gel de agarosa:

La electroforesis del DNA es la migracién de éste, en base a su carga y
peso al aplicarse un campo electrico. Debido a su carga negativa, el DNA migra
hacia el polo positivo. Esta técnica permite visualizar la calidad de la muestra,
asi como {a presencia ¢ ausencia de RNA contaminante y para el andlisis de
productos de PCR por visualizacién de la banda deseada (Sambrook et al,
1989).

Procedimiento:

1.- - Para calidad de DNA —ge! al 0.8 %.

- Para productos de PCR — gel al 1.5 % con 0.75 g de agarosa, mas 5ml de
TAE 10X (Tris, Acido acetico glacial y EDTA {acido etilenediaminetetraacético) y
45 ml de agua bidestilada . En un matraz Erlenmeyer disclver la agarosa en 45
m! de agua bidestilada calentando la mezcla en un horno de microondas,
restituir el agua perdida por evaporacion, agregar los 5ml de TAE y dejar enfriar
ia solucién hasta aproximadamente 50 °C para colocar 1 gota de bromuro de
etidio (0.625 mg/mi) y vaciar en el porta gel.

26



»

2.-Dejar solidificar en el portagel colocando el peine.

3.- Preparar suficiente amortiguador de electroforesis (TAE 1X) para llenar la
camara.

4_- Retirar el peine cuidadosamente para evitar romper los pozos.

5.- Colocar el portagel en ia camara de electroforesis y afadir el amortiguador
de electroforesis (TAE 1X) hasta cubrir el gel aproximadamente un mitimetro por
encima,

6.- Mezclar cada muestra de DNA (1-2 ug) con 3 pl de amortiguador de carga .
7.- Colocar la muestra en el pozo.

8.- Conectar los electrodos a la camara y encender la fuente de poder a 70
volis.

9.- Dejar correr la muestra durante thr y 30 min. (aproximadamente 2/3 del
largo del gel de agarosa).

10.- Observar en el transiluminador de luz ultra violeta.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

El término “reaccion en cadena de la polimerasa® (PCR), se aplica al
proceso bioquimico in vitro mediante el cual las cadenas individuales de DNA
blanco son duplicadas por ia DNA polimerasa en cada uno de los ciclos
{generalmente entre 25-35) que integran la reaccion, al final de cada uno de los
cuales las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima,
logrédndose una produccidn exponencial de millones de copias del gen o
segmento de DNA especifico sometido al proceso.

En general los componentes requeridos para una PCR son: DNA ;
iniciadores (oligonucledtidos) especificos que flanquean €l gen o segmento que
actda como blanco para ia amplificacion, se unen al extremo 3' de cada una de
fas cadenas de DNA ; mezcla de desoxinucledtidos (dNTP'S) ; Solucion
amortiguadora de reaccion y DNA polimerasa.

Cada uno de los ciclos de reaccidn consta de tres pasos determinados
por temperaturas y tiempos especificos, que son :

1.- DESNATURALIZACION {92-98 °C). La doble hélice de DNA blanco se
separa o desnaturaliza, rompiendose los puentes de hidrégeno existenles entre
las bases de las dos hebras.

2.- ALINEAMIENTO. La temperatura disminuye (50-65°C) en presencia de |os
cebadores. Entonces, estos se unen especificamente en los extremos de la
region a amplificar, cada uno en la hebra que le corresponde.

3.- EXTENSION. La temperatura se eleva a 72° C; la DNA polimerasa alarga las

nuevas hebras de DNA a partir de los cebadores, uniendo nucledtidos trifosfato
(dATP, dGTP, dTTP y dCTP) (Barrera H. et al, 1993).
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Estas operaciones constiluyen un cicle de amplificacién y resultan dos
nuevas copias del fragmento de DNA. En el ciclo de amplificacion siguiente, que
pasa por las mismas tres etapas ( desnaturalizacion y separacién de hebras,
union de los cebadores y elongacién), estas nuevas hebras serviran, a su vez,
de moldes para la DNA polimerasa.

Componentes y condiciones generales de la reaccion de PCR.

Las condicicnes de la reaccién de PCR que se presentan a continuacion
son las utilizadas en el Laboratorio de Genética de Hospital General de Mexico,

La técnica de PCR generalmente se realiza en un volumen total de 50 ul
contenidos en un microtubo de 700 o de 200 pl, s mezclan los componentes
especificados en la siguiente tabla y se cubre con una gota de aceite mineral.

DNA Agua | Amorti- | DNTPs | Oligo 1 | Oligo 2 Taq
guador
Paciente| 1 pul 39.2 ul 5l 4 0.3 pl 0.3 ul 0.2
CM | { + { { {
CF { l d 1 y B 1
Blanco - 1 l 4 1 4 I
Mezcla
de 156.8 pl| 20 pl 16 ut 1.2 1.2 pt | 0.8 pl
reaccion

Nota : CM (Control Masculino), CF (Control Femenino), Blanco (No conliene
DNA).
A cada tubo colocar 49 il de la mezc¢la de reaccidn més 1 pt de DNA (0.5 ug)

La técnica de PCR se realiza al incubar las muestras a tres temperaturas
diferentes correspondiendc cada una de ellas a las etapas del cicio
desnaturalizacion , union al cebador y extension.

REGIONES ESPECIFICAS ESTUDIADAS DEL CROMOSOMA  “Y”.
1. Y cen.

Para la region ceniromérica de! cromosoma Y se utiliza el par de
oligonucledtidos Y1 y Y2 que flanquea un fragmento de 170 pb de secuencias
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alfoides repetidas de 5.5 kb de |a regién centromérica o satelite del cromosoma
Y humano (Wilt y Erickson, 1989).

GEN SRY .

Para |a identificacién de este gen se utiliza el par de cligonucledtidos
XES-2 y XES-7 que flanguea una regién de 601 pb (Affara et al, 1993).

GEN ZFY
Para el gen ZFY se utilizd el par de oligonucledtidos ZFY-H y ZFY-G que

limita una regién de 400 pb, localizado a 160 kb del limite pseudoautosomico de
Yp (Ebeusperger et ai,1989) .

Yqh. REGION HETEROCROMATICA DEL CROMOSOMA'Y.

El par de oligonucledtidos Y1.1 y Y1.2 flanquea una regidn de 154 pb de
una secuencia repetida de 3.4kb del brazo largo del cromosoma Y (Nakahari et
al, 1986}
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6.0 RESULTADOS

Se estudiaron un total de 76 pacientes con fenotipo de sindrome de
Turner, el motive de la consulta fue linfedema en manos y pies en las recién
nacidas, talla baja en las nifias y amenorrea primaria en las adolescentes.

Se le realizé estudio citogenético a todas las pacientes que presentaban
fenotipo de sindrome de Turner, analizandose un total de 100 metafases por
paciente. Se excluyeron las pacientes mosaicos con una segunda linea celular
con un cromosoma X normal © anormal y aquéllas con anomalias estructurales
del cromosoma X quedando un total de 63 pacientes para &l estudio.

En ia tabla 4 se muestran los resultados del andlisis citogenético de las 76
pacientes originales.

TABLA 4

' "CARIOTIPO EN 76 PACIENTES CON SINDROME DE TURNER

No Cariotipo
Casos

1 45 X/46 XY
1 45 Xi46,XYgh-
6 45 X/46,XX*
7 45 X/46 X + anomalia estructural del X*
g8 45 X/46 X + mar

53 45 X

*Pacientes excluidas del estudio

Resuitados de Citogenética:

De las 63 pacientes incluidas en el estudio, 8(T 1, T 9, T 13, T 35, T63,
T8, T60 y T72 ) presentaban un mosaico con dos lineas celulares, una
monosomica para el cromosoma X { 45, X ), ¥ la segunda con un cromosoma
marcador { 46, X + mar). El cromosoma anormal era un anillo pequefio en los
pacientes T 1, T 9y T68 y de tamaro intermedio en las 5 restantes (Figuras 2 y
3). La paciente T 3 presentaba un mosaico 45, X / 46, XY y se utilizd como
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positivo. La paciente T73 presentaba un cariotipo 45X/ 46X Ygh-. Las 53
pacientes restantes presentaban un cariotipo 45,X,

Resultados Moleculares:

El estudic molecular se llevd a cabo en 63 pacientes; de los 8
cromosomas marcadores sélo la paciente T1 presentaba secuencias del
cromosoma Y y fue positiva Unicamente para secuencias centroméricas y para
la regién heterocromatica del brazo largo del cromosoma Y. Las pacientes T3
(45,X/46,XY) y T73 (45,X/46 Xygh-) fueron positivas para todas las secuencias
estudiadas,

Ademas, cuatro pacientes con cariotipo 45X fueron positivas para diferentes
secuencias del cromosoma Y.

En la tabla 5 se muestra el cariotipo, edad y talla de las pacientes 45X y
45 X/46, X+mar.

En la tabla 6 se muestran los resultados moleculares de las pacientes con
cromosoma marcador y de las pacientes T3 (45,X/46,XY) y T73 (45,X/46,Xygh-).
Las pacientes T9T13, T357T63,T68, T69 y T72 fueron negativas para las
secuencias estudiadas, por lo que el marcador podria corresponder al
cromosoma X.

En la tabla 7 se muestran los hallazgos moleculares de las pacientes con
cariotipo 45 X con secuencias positivas del cromosoma Y.

TABLA 5
Cariotipo, edad y talla de pacientes con secuencias del cromosoma Y.
PACIENTE CARIOTIPO EDAD{anos} | TALLA (m)
T1 45, X148, X + mar 20 1.42
T3 45 X746, XY 20 1.31
T22 45, X 13 1.38
™3 45, X 14 1.26
T 32 45, X 15 1.30
T50 45X 14 1.31
T73 45, X 46 XYgh- 19 1.42
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TABLA &
RESULTADO DE PACIENTES CON CARIOTIPO 45X/ 46X + mar.

PACIENTE |CARIOTIPO Y cen ZFY SRY Ygh
T1 45 X/46 X + mar + - - +
T3 45 X146 XY + + + +
Tg* 45 X/ 46, X + mar - - - -
T13* 45, X/ 46, X + mar - - - -
T35 45 X/ 46 X + mar - - - -
T63" 45 X/ 46 X + mar - - - -
T68* 45 X! 46 X + mar - - - -
T69" 45 X/46 X + mar - - - -
T72* 45 X/ 46 X + mar - - - -
T73 45 X/ 46 X, Yqh- + + + +

* Pacientes con marcador probablemente derivado del cromosoma X.

TABLA7
RESULTADO DE PACIENTES CON CARIOTIPO 45X CON SECUENCIAS
POSITIVAS DEL CROMOSOMA 'Y

PACIENTE [CARIOTIPO Ycen ZFY SRY Ygh
T22 45,X + - - -
KA 45X + + + +
132 45X + + + -
T50 45,X + + + +
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Las 49 pacientes restantes no presentaron marcadores citogenéticos y
ademas fueron negativas para secuencias del cromosoma Y.

Las figuras 4,6,8 y 10 muestran los resultados de los contrales masculino
y femenino y de las pacientes T1,T3, 79,713, 722,731,732, T35 v T50 vy las
figuras 5,7,9 y 11 de las pacientes T63,768,T69,T72 y T73 y los controles
masculinc y femenino.

En las figuras 4 y 5 se muestran los resultados correspondientes a la
identificacion de secuencias centroméricas del cromosoma Y mediante PCR.
Estos resultados indican que 7 pacientes fueron positivas para estas
secuencias. El resto de pacientes fueron negativas para esta region.

En la figuras 6 y 7 se muestran los analisis por PCR para la banda especifica
del gen ZFY. Esta banda de 400 pb se observa en las pacientes T3, T31, T32,
T80, T73 y en el control masculino. En los casos T3 y T73 se confirma la
presencia de esta regidn del cromosoma Y.

La ausencia de ZFY en la paciente T1 indica que el punto de ruptura en
la formacién del anillo esta por debajo de 1a region YP11.3.

La regién SRY analizada mediante PCR , figuras 8 y 9, muestra los
resullados de esta amplificacion en las 14 pacientes Turner antes sefialadas y
en los controles. Solo se observd la presencia de una banda 609 pb
correspondente a SRY en las pacientes T3, T31, T32, To0y T73.

En el primer caso, T3 con cariotipo 45, X/ 46 XY, indica la presencia de
SRY en el cromosoma Y, mientras que en T31, T32, T50 y T73 demuestran la
existencia de esta regidn Yp en el genoma. La ausencia de SRY en T1 es
congruente con la ruptura de Yp por debajo de ZFY.

Las figuras 10 y 11 muestran el analisis para secuencias en Ygh. La

banda de 154 pb se observa en las pacientes T1,T3,T31, T50y T73.

En las pacientes T9, T13, T35, T63, T68, T69 y T72 la ausencia de secuencias
centroméricas del Y permiten proponer gque los marcadores citogenéticos
correspondan al cromosoma X.
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De acuerdo a estos resultados se analizaron 400 metafases en las
pacientes T22, T31, T32 y T50 encontrando un pequefic cromosoma marcador
en 2 de 400 células unicamente en T32.

Se confirma que la paciente T73 tiene un cariotipo 45 X/ 46,X,Ygh-.
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7.0 DISCUSION

Las caracteristicas del sindrome de Turner son talla baja, disgenesia
gonadal y anomalias somaticas especificas (Grumbach y Conte,1992).

Varios estudios han mostrado que entre 40 y 60% de pacientes con este
fenotipo son monosdmicas para un cromosoma X , el resto fienen un
cromosoma X 6 Y estructuralmente anormal 0 son mosaicos con una segunda
linea celular con un cromosoma sexual normal o anormal (Park et al 1983;
Gicquel et al,1992). Las pacientes con carictipo 45X representan
aproximadamente 1 a 2% de las recién nacidas (de la Chapelle,1983), sin
embargo 98 a 99% de los embriones 45X son espontaneamente abortados
durante el embarazo temprano (Hook y Warburton,1983).

Con las nuevas técnicas de citogenélica y biologia motecular, Held et al
(1992) demostraron una alta frecuencia de mosaicismo en linfocilos y
fibroblastos de pacientes con sindrome de Turner, debido al hallazgo
principaimente de cromosomas marcadores. El analisis cilogenético detecta
maosaicismo con cromosoma Y en aproximadamente 5.5% de las pacientes con
sindrome de Turner {Ostrer y Clayton,1989). Ademés, se ha demostrado que la
mitad de los cromosomas marcadores provienen del cromosoma Y (Nagafuchi et
al,1992).

Con el objeto de conocer la frecuencia de mosaicismo del cromosoma Y
en pacientes mexicanas con sindrome de Turner se estudiaron 76 pacientes, de
las cuales se excluyeron 13 debido a que eran mosaicos con una segunda linea
celular con un cromosoma X normal ¢ ancrmal o tenian anomalias estructurales
del X, quedando un total de 63 pacientes.

Los datos citogenéticos iniciales mosiraron que de las 63 pacientes
estudiadas con sindrome de Turner: 53 eran 45X (84%); 8 (12.7%) tenian un
cariolipo:45,X/46, X + mar, 1 (1.6%) presentd un cariotipo 45X/46 XYqh- vy 1
(1.6%) era 45,X/46 XY. Esta frecuencia es similar a la reportada por Held et al
(1992} y Medlej et al (1992), sin embarge la frecuencia reportada por otros
autores es muy variable (Binder,1995;Coto,1995; Fernandez, 1996},

Los estudios moleculares realizades a las 63 pacientes
demostraron que 4 casos 45X presentaban material del cromosoma Y,
observandose diferentes secuencias de este cromosoma . En las pacientes T31
y T50 todas las secuencias estudiadas fueron identificadas, sugiriendo la
presencia de un cromosoma Y no deteclado por citogenética. La paciente T22
unicamente tenia secuencias centroméricas del Y, probablemente debido a la
presencia de un cromosoma Y muy pequedo, y T32 tenia secuencias
centroméricas, SRY y ZFY, pero Ygh estaba ausente.

De las pacientes con cromosoma marcador unicamente la paciente T1 fue
positiva para secuencias centroméricas y para la region helerocromatica del
cromosoma Y, lo que sugiere que el marcador provenia del Y con punto de
ruptura por debajo de Yp11.3 . El resto de los cromosomas marcadores son
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probablemente derivados del X, aunque seria necesario realizar el estudio
molecular con marcadores para el cromosoma X para comprobarlo.

En la paciente T73 se demostrd el cariotipo 45,X/46,XYgh- ya que
presentaba todas las secuencias del cromosoma Y estudiadas. La paciente T3
{45 X/46,XY) sirvié de control positivo.

El analisis citogenético subsecuente en las pacientes 45X
positivas con 400 metafases , Gnicamente demostré un cromosoma marcador en
2 céluias en la paciente T32.

Estos datos indican que de! estudio de los 8 cromosomas marcadores
12.5% correspondian al cromosoma Y y de las 53 pacientes 45,X: 7.5% fueron
positivas para secuencias de este cromosoma. La frecuencia total de este
estudio, excluyendo a las pacientes T3(45,X/46, XY}y a T73 (45,X/46,XYgh-) es
de 8.2% de pacienies positivas para secuencias del cromosoma Y.

La frecuencia de cromosomas marcadores derivados del cromosoma Y
difiere en varios estudios (tabla 3):

En el estudio realizado por Held (1992) aunque el analisis citogenético se
realizé en 91 pacientes, el estudio molecular por medio de transferencia tipo
Southern y PCR para secuencias centroméricas del Y fue Unicamente realizado
en 8 pacientes con cromosoma marcador, encontrandose una frecuencia de
9.1% para secuencias centroméricas del Y.

Existen estudios como los de Nagafuchi (1992) y Kuznetzova (1995) que
Gnicamente incluyen pacientes con cromosoma marcador encontrandose una
frecuencia de 56% y 62.5%, respectivamente. Estas variaciones probablemente
sean debidas al diferente nimero de pacientes estudiadas con cromosoma
marcador y a las técnicas ulilizadas.

El resto de los estudios reporta pacientes con diferentes cariotipos:

Medlej (1992) amplificd anicamente SRY en 40 pacientes, encontrando
1 caso positivo en una paciente 45,X. Kokova (1993} reporta la deteccién de
SRY por PCR seguido por Southern en 18 pacientes con discrepancia en los
resultados segun la melodologia utilizada. Sorprendentemente, una de las
pacientes SRY positiva era 45,X/46,XX y otra 45 X/47 XXX.

Binder (1995) en 53 pacientes, Coto (1995) en 18 pacientes y
Fernandez (1996) en 25 pacientes amplifican secuencias similares de!
cromosoma Y y encuentran que las frecuencias para secuencias de este
cromosoma en pacientes 45X son:3.3%, 26.6% y 9.1%, respectivamente; pero
si todas las pacientes son consideradas las frecuencias son: 5.7%, 61% y 4%,
respectivamente.

Al contrario, Larsen (1995) y Jacobs (1997) no encuentran material
derivado del cromosoma Y en 40 y 211 casos, respectivamente.

Estudios recientes, Quilter (1988) y Patsalis (1998), estudian 50
pacientes cada uno encontrando una frecuencia de 4% y 24%,respectivamente.
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Es dificil comparar nuestra frecuencia con la de estudios previos debido a
la variabilidad en: 1.- el nimero de pacientes estudiadas y de secuencias del
cromosoma Y analizadas, 2.- la frecuencia de mosaicismo con un cromosoma X
normal o anormal, 3.- el ndmero diferente de casos con cromosoma marcador y
4.- el nimero de metafases analizadas por citogenética.

Estos resultados demuestran la gran sensibilidad de la metodologia
molecular. Ademas, siempre que las secuencias del Y estaban presentes, la
region centromérica de este cromosoma era positiva, sugiriendo la presencia de
una segunda linea celular con un cromosoma Y normal o anormal.

Aunque Ogata y Matsuo (1995) han propuesto genes candidatos anti-
Turner, este estudio no permite obtener conclusiones acerca de la presencia o
ausencia de genes especificos ni correlacionarlos con caracteristicas
fenotipicas en estas pacientes.

Dos genes candidatos anti-Turner han sido reportados ademas de SHOX,
el gen RPS4X el cual se localiza en Xq y fue encontrado en dos copias activas
en lineas celulares de pacientes con sindrome de Turner (Just et al,1992) y no
fue incluido en nuestro estudio y el par ZFX/ZFY el cual es un fuerte candidato
debido a su localizacion y a que estudios en ratones con mutaciones en este
gen demuestran talla baja, viabilidad disminuida y bajo nimero de células
germinales {Luch et al,1997). En nuestro estudio 3 pacientes 45X fueron
positivas para ZFY, por lo gque debido al pequeio numero de la muestra no se
pueden realizar conclusiones acerca de la implicacién de este gen como
candidate para sindrome de Turmer.

La talla en relacién con la edad de nuestras pacientes es muy variable lo
que podria deberse a la proporcién de cada linea celular encontrada (45X y
46, X + marcador & 46 XY). Seria necesario estudiar genes especificos para
estatura como el gen SHOX (Rao et al,1997) para poder correlacionar nuestros
datos.

Las pacientes con sindrome de Turner con una segunda linea celular con
cromosoma Y tienen 15 a 20% de riesgo de desarrcllar gonadoblastoma (Verp
and Simpson,1987), no habiéndose localizado auin el gen GBY que predispone
al desarrollo de este tumor. El gen GBY puede estar iocalizado cerca de la
reqion centromérica del Y o dentro de Yp (Tsuchiya,1985).

Por lo anterior, se sugirio la extirpacion preventiva de las estrias fibrosas
en todas las pacientes positivas para evitar el riesgo de malignizacion,
observandose sélo en ia paciente T50 la presencia de gonadoblastoma.

Debido a que esta pacienles presentaba todas las secuencias estudiadas del
cromosoma Y no fue posible correlacionar la probable localizacion de GBY.
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Esios resultados refuerzan la importancia de identificar material
proveniente del cromosoma Y, el cual pudiera determinar cierto fenotipo de las
pacientes con sindrome de Turner y enfatizan la importancia de la extirpacion
quirirgica de las gdénadas disgenéticas en pacientes positivas hasta que el
locus GBY sea precisamente localizado.

La terapia con hormona de crecimiento en las pacientes con sindrome de
Turner es de gran importancia para poder sicanzar una talla mas alta y la
administracién de estrogenos puede prevenir complicaciones como
osteoporosis. Este tratamiento debe iniciarse tempranamente para disminuir fos
efectos psicoldgicos adversos en las pacientes.
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8.0 CONCLUSIONES

1. El estudio molecutar mediante PCR permitié la identificacion de secuencias
del cromosoma Y en nuestras pacientes.

2. De todas las pacientes estudiadas, el 11.1% presentaron secuencias del
cromosoma Y.

3. Cuatro pacientes con cariotipo 45X (7.5%) presentaron secuencias del
cromosoma Y.

4. La frecuencia de cromosomas marcadores derivados de! cromosoma Y fue
de 12.5%.

5 La deteccion de secuencias def cromosoma Y en pacientes con sindrome de
Turner es importante para la prevencion del desarrollo de tumores gonadales.

6. Las pacientes con sindrome de Turner deben ser valoradas
multidisciplinariamente para su tratamiento y prevencién de complicaciones.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

acepto de foerma voluntaria que

me sean practicados los estudios necesarios de ADN para tratar de diagnosticar mi

enfermedad, prevenir posibles complicaciones o identificar si existe la posibilidad de

que otra persona pudiera estar afectada en mi familia. Se me ha informado

adecuadamente de las caracteristicas del estudio €l cual requerira de la toma de 5 ml

de sangre mediante puncién venosa. Esta puncién podria ocasionarme molestias

minimas solamente como la formacién de un pequefio hematoma. Se me ha

asegurado también que ¢! ADN que se obtenga no serd usado para otro fin que no

sea el de investigar la causa de mi enfermedad.

Es también de mi conocimiento que de rehusarme al estudio, ésto no

modificaria la calidad de atencién que recibe por parte de la institucion

Nombre:

ATENTAMENTE

Firma

Direccion

Médico Responsable

Firma

México, D.F a de

de19__ .
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TABLA 1

PORCENTAJES DE LOS PRINCIPALES CARIOTIPOS EN SINDROME DE TURNER

CARIOTIPO Palmer y Armendares y Hall et al Park et al Held et ai Miranda
Reichman  Salamanca

1976 1977 1982 1883 1992 1984
45 X 58.2 68.9 55 61.2 20.7 53.1
46,Xi(Xq) 7.3 10.8 55 6 57 35
45 X/46 XX 8.2 6.7 13.4 1.2 17.2 23.5
45, X/46 Xi(Xq} 11.8 108 47 7.8 126 4.7
45,X046, X5(X) 55 13 39 17 35 12
45,X/46 XY 54 27 31 26 23 2.3
45 X/46, Xdel(Xp) 0.9 4.05 0.8 26 2.3 23
45 X746 Xdel(Xq) 0 o 1.6 1.7 3.5 12
45 X146 Y47 XXX 1.8 4 08 09 6.9 46
45,X/46 X+mar 0 0 0.8 0 18.4 0
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TABLA 2
ANOMALIAS CLINICAS Y FISIOLOGICAS EN PACIENTES CON
SINDROME DE TURNER (Lippe,1991):

Defecto Primario Caracteristicas secundarias

Anomalias Esqueléticas Talla baja (133 a 137cm en pacientes mextcanas 45,X)
Facies caracteristica con micrognatia
Paladar aito
Otitis media
Cuello corto
Cubitus valgus
Deformidad de Madehung
Metacarpos cortos
Indice anormal de segmentos superior/inferior

Escoliosis
Geno valgo
Anomalias de células
germinales Disgenesia gonadal
Infertilidad
Gonadoblastoma

Obstruccion hnfatica Pabellones auriculares rotados
Linea de implantacion de cabello baja
Cuello alado
Edema de manos y pies
Displasia severa de ufias

Otros
Embriogénicos: Anomalias cardiovasculares:
Coartacion de aorta
Valvas aorticas bictspides
Comunicacion interventricular e interauricular.
Dextrocardia
Hipoplasia ventricular izquierda
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Hipertension
Anomalias renales y renovasculares :
Rifion en herradura

Doble sistema colector
Agenesia renal unilateral
Malrotacién renal
Hidronefrosis

Muiltiples nevos pigmentados

Fisiologicos,

Metabolicos Tiroiditis de Hashimoto
Hipotiroidismo
Alopecia
Vitiligo
Alteraciones gastrointestinales
Intolerancia a carbohidratos
Estrabismo
Ptosis
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