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RESUMEN

INTRODUCCION: El sindrome de Turner puede definirse como aquella entidad en
la que existe una asociacion de estigmas fisicos caracteristicos (la talla baja y el
retardo puberal son los datos mas constantes) y la ausencia completa o parcial de
un segundo cromosoma sexual, con o sin una linea celular de mosaicismo. En el
pasado, cuando sélo se disponia de estudio citogenético era frecuente encontrar
cariotipos 45,XO puros hasta en un 60% de las pacientes; sin embargo, con el
advenimiento de diferentes técnicas moleculares, la deteccion de mosaicismos se
ha incrementado hasta en un 66.7%. Dentro de este grupo, la deteccion de
fragmentos del cromosoma Y se ha reportado desde un 0% hasta un 61% en
diferentes estudios. La importancia de detectar la presencia de este material,
radica en que puede predisponer a la formacién de un tumor de origen germinal en
las gonadas disgenéticas de estas pacientes, con un riesgo de hasta un 30%.
OBJETIVO: El objetivo de este estudio es identificar la presencia de secuencias de
Y en pacientes pediatricas con sindrome de Tumer quienes ya reciben o podrian
recibir tratamiento con hormona de crecimiento biosintética, la cual podria acelerar
el desarrollo de un tumor de origen germinal.

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 21 pacientes, de 3 a 16 afnos de edad; 15
recibian homona de crecimiento y 6 no; todas ellas con diagndstico citogenético
de sindrome de Tumer en el cual no habia evidencia de material de Y. Se les
realiz6 exploracion fisica completa y toma de una muestra de sangre periférica
para la extraccion de DNA, posterior a lo cual se procedié a la amplificacion
mediante PCR de 5 secuencias representativas de diferentes regiones de Y
(PABY, SRY, Amely, Ygh y Ycen), y la regioén centromérica de X (Xcen).
RESULTADOS: El 100% de las pacientes presenté talla baja; y en el 100% de las
pacientes en edad puberal, hubo retardo en la aparicion de la pubertad. Hubo
algunas diferencias en relacién a la frecuencia de presentacion de varios estigmas
fisicos con relacion a lo reportado en la literatura. En ninguna de las pacientes
estudiadas se detect6 alguna de las secuencias de Y mencionadas y, como era de
esperarse, solo se detectd Xcen; lo mismo ocurrié con los controles femeninos. En
los controles masculinos estuvieron presentes las 6 secuencias. Por lo tanto, la
frecuencia de presentacion de secuencias de material de Y en nuestra poblacion
fue de 0% (frecuencia reportada previamente en otro estudio); y por ende, no hubo
necesidad de plantear la realizacién de gonadectomia.

CONCLUSIONES: Las técnicas de estudio molecular tienen una alta sensibilidad,
ademas de ser rapidas y permitir el analisis simultaneo de varias muestras. En el
sindrome de Tumer incrementan la posibilidad de identificar material cromosémico
de Y, cuya presencia en estas pacientes puede predisponer al desamolio de
tumores germminales (gonadoblastoma) en sus génadas disgenéticas. Dado que
estas nifias podran recibir tratamiento con hormona de crecimiento para el manejo
de su talla baja, el riesgo de crecimiento de un gonadoblastoma podria ser aun
mayor.

PALABRAS CLAVE: Sindrome de Tumer, material cromosémico de Y, Reaccion
en Cadena de la Polimerasa, gonadoblastoma.



INTRODUCCION

El sindrome de Turner (o sindrome de Ullrich Turner) puede definirse como
la combinacion de rasgos fisicos caracteristicos y la ausencia completa o parcial

del segundo cromosoma sexual, con o sin una linea celular de mosaicismo .

Se ha reportado una frecuencia de presentacion de esta entidad de 1:2000
a 1:2500 nacimientos vivos con fenotipo femenino y se considera que
aproximadamente 99% de los productos concebidos son abortados

espontaneamente @,

Siempre se debe sospechar el diagnéstico de sindrome de Turner en
cualquier paciente con fenotipo femenino, inadecuada velocidad de crecimiento y
retardo puberal. Por otra parte, deben también tomarse en cuenta las siguientes
hallazgos clinicos: en la etapa neonatal y lactantes, linfedema de manos y pies
(25%), piel redundante en la region posterior del cuello (40%), cuello corto y
ancho (pterigium colli) (50%); anormalidades cardiacas tales como coartacion
aodrtica (10%), aorta bivalva (30%), dilatacion de la aorta (10%) o corazén
izquierdo hipoplasico; implantacion baja de cabello (80%), implantacion baja de
pabellones auriculares, malformaciones auriculares (90%), micrognatia (70%) y
teletelia (75%); en la etapa escolar hay talla baja con desaceleracién de la
velocidad de crecimiento, y niveles elevados de FSH, asi como otros datos tales
como cubitus valgus (50%), hipoplasia ungueal (70%), nevos pigmentados
multiples (50%), acortamiento de metacarpianos (50%), paladar alto (70%); en la
etapa de adolescencia cuando existe falta total del 2° cromosoma hay ausencia de
desarrollo mamario a los 13 afios de edad cronolégica, amenorrea primaria o
secundaria, con niveles elevados de LH y FSH y talla baja. Cuando la ausencia es
parcial, puede haber desarrollo de la pubertad acompanado de talla baja. En estas
mujeres debe entonces realizarse obligadamente un cariotipo, asi como estudios
para descartar malformaciones renales (45%; tales como: rifién en herradura

(10%), aplasia renal unilateral (20%), duplicacién de ureteros (29%) y malrotacion



renal (15%)); hipertension (25%), tiroiditis de Hashimoto (35%), pérdida de la
audicion conductiva y neurosensorial (50%), transtornos del lenguaje; estrabismo,
ambliopia y ptosis palpebral (50%); asi como alteraciones ortopédicas (genu

displasia de cadera, escoliosis). Puede asociarse también diabetes (40%),

valgo,
)‘(3.4)

vitiligo (2%), déficit cognitivo (70%) y personalidad inmadura (50%

Dado que el pronostico de cada uno de los mosaicismos es diferente, la
identificacion de bajos niveles del mismo, particularmente el mosaicismo que
involucra material cromosémico de Y, es critico para proporcionar una informacion

precisa a la familia durante el consejo prenatal y el manejo postnatal.®!

Varios estudios realizados previamente habian demostrado que un 40% -
60% de pacientes con sindrome de Ullrich-Turner eran monosomicos para el
cromosoma X en los linfocitos de sangre periférica, mientras que las pacientes
restantes tenian cromosomas X o Y estructuralmente anormales o eran mosaicos
con una segunda linea celular que contenia un cromosoma sexual normal o
anormal. ©

En diferentes estudios se ha buscado identificar los diferentes cariotipos
que pueden tener estas ninas, asi como la frecuencia de los mismos, encontrando
resultados variables con cariotipos 45,XO puros desde 9% 7 hasta 85% ©. Al
mejorar las técnicas de estudio molecular y citogenético, se ha informado una
mayor frecuencia de mosaicismo (66.7%) debido sobre todo a la identificacion de
cromosomas marcadores (18.4%) ©, los cuales pueden contener fragmentos del
cromosoma Y. Cabe sefialar que la frecuencia de presentacion de material
cromosomico de Y en diversos estudios es muy variable, con reportes que van
desde el 0% hasta el 61%.

La importancia de identificar mosaicismos de Y en nifas con sindrome de
Turner radica en identificar el riesgo de la formacion de un tumor germinal en las

gonadas disgenéticas reportandose frecuencias de hasta 20-30% ?, aunque hay



otros estudios que reportan 0%."'" El tumor mas comunmente observado es el
gonadoblastoma. Se ha postulado la existencia de un gen localizado en el
cromosoma Y, el cual en el contexto de una génada disgenética actia como

oncogene."'?

Existe un estudio realizado en poblacién mexicana, el cual incluyé 50
pacientes con sindrome de Turner pediatricas y adultas, el cual reporta que tras la
aplicacion de técnicas moleculares, se detecté en el 12% de los casos presencia
de material cromosomico de Y; y en una de estas pacientes logro identificarse la

presencia de gonadoblastoma.™

Las técnicas de andlisis molecular han demostrado ser pruebas
complementarias Utiles dentro del abordaje genético en varias patologias
incluyendo el sindrome de Turner. La ventajas de estos métodos en relacién al
analisis citogenético (cariotipo), es que son rapidos, y varias muestras pueden ser
analizadas en paralelo, por lo que pueden aplicarse en el estudio de grandes
nimeros de pacientes y amplias series de células, lo que permite obtener una
mayor sensibilidad para el reconocimiento de mosaicismos. Por estas razones el
analisis molecular es un método mas sensible y mas preciso para evaluar el
mosaicismo de Y en pacientes con sindrome de Turner con o sin riesgo a priori
(presencia de cromosoma Y identificable citogenéticamente) de desarrollar
gonadoblastoma o virilizacion neonatal o postpuberal. ?® Dentro de estas
técnicas, tenemos la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y la

Hibridizacion por Fluorescencia In Situ (FISH).®"

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica que permite
la sintesis repetitiva bidireccional de DNA mediante la extension de un primer de
una regioén de acido nucleico. La amplificacién mediante PCR ha encontrado una
extensa aplicacion en el diagndstico de enfermedades genéticas, en la deteccion
de secuencias de acidos nucleicos de organismos patégenos en muestras

clinicas, la identificacion genética de muestras forenses (un cabello, un



espermatozoide) y el andlisis de mutaciones en oncogenes. Recientemente ha
tendido a aplicarse en proyectos que requieren clonacion molecular. La PCR
consiste en la amplificacion de un fragmento de DNA de interés, mediante la
utilizacion de una enzima de restriccion (Taq DNA polimerasa) y recurriendo a

cambios rapidos de temperatura para obtener los productos deseados. '

A pesar de las facilidades técnicas y de la gran sensibilidad de este método,
en nuestro centro hospitalario, que es una unidad de tercer nivel, no contamos con
los insumos para llevarlo a cabo. Por ofra parte, la poblacion de pacientes con
sindrome de Turner es muy grande en relacion con otros hospitales y, tomando en
cuenta que las pacientes pediatricas pueden ser candidatas a recibir manejo con
hormona de crecimiento biosintética para mejorar su talla final, podria existir un
riesgo de acelerar el desarrollo de gonadoblastoma en aquellas nifias en las que
exista algun fragmento del cromosoma y, dados los efectos de esta hormona en

relacion al crecimiento tisular en general.

Por estas razones, nosotros utilizamos la PCR para identificar material
cromosOmico de Y en pacientes con sindrome de Turner sin evidencia
citogenética del mismo y asi establecer la frecuencia de mosaicismos: comparar
los datos con los estudios previos y enfatizar la importancia de la inclusién de
estos auxiliares de diagnoéstico en nuestro hospital.



MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 21 pacientes con diagnostico de sindrome de Turner (de 3 a
16 afios de edad) provenientes de la zona norte del Distrito Federal y entidades
circunvecinas; todas ellas con talla baja, diferentes estigmas fisicos caracteristicos
de la patologia, y quienes contaban ya con diagnéstico citogenético (cariotipo)

previo, en el cual no habia evidencia de material cromosémico de Y.

A cada una de las pacientes se les extrajo 5 ml de sangre periférica
mediante la punciéon de una vena superficial, y se depositaron en un tubo de

ensaye con K2 EDTA al vacio.

Se obtuvieron 2 alicuotas de cada muestra (2 ml y 3 ml respectivamente) y
se extrajo el DNA de cada una de ellas mediante el método basico de sales (Miller,
1988)"®, preservandose a 4° C. El mismo proceso se llevd a cabo con las

muestras de los controles normales masculino y femenino.

Posteriormente se procedié a la preparacion de las reacciones para la PCR,
para lo cual se realizaron 5 grupos con las muestras con el fin de facilitar y agilizar
el procesamiento de las mismas; en cada grupo se incluyd un control masculino y
un control femenino. Se utilizaron 6 sets de primers diferentes para la
amplificacion de un numero equivalente de secuencias especificas. PABY 1 y
PABY 2 amplificaron un locus en la region pseudoautosémica telocentromérica de
946 bp; XES 10 y XES 11, la region determinante del sexo de 609 bp; amely 1y
amely 2 amplificaron una secuencia en la regién pericentromérica de 367 bp; Y1.1
y Y1.2 un fragmento de 154 bp localizado en la regiéon heterocromatica
(telocentromérica) del brazo largo; y finaimente Y1 y Y2 una regién de 170 bp
correspondiente al centromero de Y. Se incluyeron ademas los primers X1 y X2
para identificar una secuencia de 170 bp correspondiente al centrémero de X, y

que fue utilizada como un control interno para cada paciente, asi como para los



controles masculino y femenino. Cada una de las secuencias fue amplificada de

acuerdo a los protocolos establecidos para cada set de primers.

Se empled la enzima polimerasa (Platinum Tag DNA Polymerase; Cat. No.
10966-010, Lot. No. RBDB1a, Invitrogen life technologies; incluyendo buffer 10X
para PCR sin Mg y cloruro de Mg 50 mM) y dNTP premezclados (10mM dNTP mix
Cat. No. 10380-012; Lot. No. 1075252; Invitrogen life technologies) y los
oligonuclettidos correspondientes a cada una de las secuencias (PABY1, PABY 2;
SRY 1, SRY 2; amely 1, amely 2; Y1.1, ¥1.2; Y-1, Y-2; X-1, X-2). La amplificacion
de estas secuencias se llevo a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System

2400, Applied Biosystems.

Posterior a la amplificacion mediante PCR, los productos de la reaccion se
corrieron en un gel de agarosa al 1.5% con un marcador de peso molecular
(Ready-Load 100bp DNA Ladder conc. 0.1ug/ml, Cat. No. 10380-012). En todos

los procesos se incluyeron los controles masculino y femenino.

La lectura del gel se llevé a cabo mediante una lampara de luz ultravioleta
(Electronic Dual Light Transilluminator Ultra Lum Pat. 5434478). Se tomaron

fotografias de los resultados obtenidos en cada paciente.

En aquellos casos en los que hubo contaminacién o pérdida de las
reacciones durante el termociclado, se repitid el proceso de preparacion de las
mismas, asi como la lectura en gel, con el fin de evitar errores en la interpretacion

de los resultados (falsos positivos o negativos).

Los resultados se expresaron como frecuencia simple y mediante

estadistica descriptiva.



RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio 21 pacientes del servicio de Endocrinologia
Pediatrica del Hospital General de Centro Médico “La Raza” con diagnéstico de
sindrome de Tumer, el cual fue sugerido inicialmente por los estigmas clinicos que
presentaban las pacientes y confimado posteriormente mediante estudio
citogenético (cariotipo) en el departamento de Genética del mismo hospital, con
edades de 3 afios 10 meses a 16 afos (promedio 9 afnos 9 meses). Quince
pacientes recibian ya tratamiento con hormona de crecimiento biosintética, con
una duracién del tratamiento variable (desde 6 meses hasta 4 afos).

Los cariotipos iniciales de cada una de las pacientes y la frecuencia de los
mismos, se muestran en el cuadro 1. Como se observa, en el mayor porcentaje de
pacientes (71.4%) se reportd6 45XO, mientras que los diferentes mosaicos

ocuparon un 28.6%. No se detectaron cromosomas marcadores.

CARIOTIPO No PACIENTES]
i -

146 XiXq 1 \ 4.77|

46,Xi/45,X0 1| 477
45, XO/47XXX 1| 477
I46 (isoXq) 1) 477
I46 X1Xq/45,X0 I 1 477

Cuadro 1. Cariotipos iniciales de las pacientes incluidas en el estudio



Previa a la realizacion de la toma de muestras para el estudio molecular, se
practicd una exploracion fisica minuciosa a todas las pacientes, registrando los
estigmas fisicos que en cada una de ellas estuvieron presentes para la sospecha
clinica de sindrome de Turner, procediendo posteriormente a registrar la
frecuencia de cada uno de ellos para compararia con la frecuencia reportada en la
literatura, con el tnico fin de detectar las caracteristicas mas comunes en nuestra
poblacién de pacientes con esta patologia. En el cuadro 2, se enlistan las
caracteristicas de las pacientes y la frecuencia de presentacion de cada una de

ellas.

Como era de esperarse, se detectd talla baja en el 100% de las nifas; sin
embargo, en lo que respecta a la falla gonadal, no ocupé un porcentaje tan alto
debido a que el 76% de las pacientes estudiadas eran prepuberes, por lo que aun
no se habia evidenciado retardo en la pubertad. De las 5 nifias en edad puberal,
s6lo una presentd brote espontaneo; pero no tuvo una adecuada progresion de la
pubertad, por lo que requirié6 manejo sustitutivo con estrégenos y posteriormente
con progestagenos, al igual que las 4 nifias que mostraron retardo en la aparicion

de caracteres sexuales secundarios.

De las pacientes que presentaron alteraciones cardiovasculares, 4 de ellas
eran portadoras de coartacion aodrtica (CoAo); una mas de CoAo asociada a
comunicacion interventricular; y la otra paciente tenia sélo una comunicacion

interventricular.

En lo que respecta a las tres pacientes con alteraciones renales, dos de
ellas habian padecido infecciones de vias urinarias de repeticion, con minima
alteracion funcional renal, y la otra era portadora de un doble sistema pielocalicial.

En cuanto a las alteraciones gastrointestinales, una paciente padecia

constipaciéon crénica, mientras que otra era portadora de una malformacién

vascular en colon.



METROS A EVALUAR INo. DEPACIENTES | %. |
| Talla baja
Cuello corto

Teletelia/hipoplasia
ICuelIo alado
Ilmplantacion baja de cabello

Cubitus valgus

Acortamiento de metacarpianos

Nevos pigmentados

I Micrognatia

HGenu valgo

Implantacién baja de orejas

Paladar ojival
IDeformidad de pabellones auriculares

I Escoliosis

Displasia de ufias
I!Hipotiroidismo
‘ Ptosis

Alteraciones cardiovasculares
I|Til‘oiditis
mLinfedema de manos y pies

I Estrabismo

Dermatoglifos

Alteraciones renales

IDefectos auditivos

nAﬂeraciones gastrointestinales
ﬂAlcpecia

Vitiligo
Entolerancia a carbohidratos

Cuadro 2. Frecuencia de caracteristicas fenotipicas detectadas en las pacientes

estudiadas
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En tres pacientes se encontrd defecto auditivo, el cual consisti6 en
hipoacusia. Todas las pacientes que cursaban con tiroiditis y/o hipotiroidismo,
recibian manejo con levotiroxina sédica.

Una vez que se realizé la toma de muestras de sangre, se extrajo el DNA
de cada una de ellas y se sometié a la amplificacion mediante PCR para las
secuencias mencionadas previamente en la descripcion del estudio (PABY, SRY,
Amely, Ygh, Ycen, Xcen), realizandose el procedimiento simultaneamente con
controles masculino y femenino. Los productos de la reaccion se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa (figura 1). Como era de esperarse, en los
controles masculinos estuvieron presentes las 5 secuencias de Y estudiadas
ademas de Xcen (figura 2). En cambio, en los controles femeninos solo estuvo
presente Xcen, y ninguna de las demas secuencias (figura 3).

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de las reacciones de PCR para 5
secuencias de Y y una de X, en 2 pacientes y 2 controles



Figura 2. Control masculino. Tras la
visualizacién mediante Iuz UV se
pueden observar de izquierda a
derecha: en la 1° columna, las bandas
correspondientes al marcador de peso
molecular (ladder) empleado. De la
columna 2 a la columna 7, se observan
bandas de diferentes pesos
moleculares, que corresponden a las
secuencias PABY, SRY, Amely, Yqgh,
Ycen y Xcen , respectivamente; esto

es, lodas las secuencias de Y
estudiadas y la comespondiente al
centromero de X.

Figura 3. Control femenino. En la primera columna se observa el marcador de
peso molecular; en las siguientes 5 no hay imagen alguna. En la ditima columna
se observa una banda commespondiente a Xcen. Como se esperaba, no se detecto

secuencia alguna de Y.



Figura 4. Esta es la imagen que en general se observé en las reacciones de PCR
de las 21 pacientes estudiadas, en donde sélo se logra observar una banda cuyo
peso molecular comesponde s Xcen (dltima columna). Practicamente es igual a la
imagen observada en la figura 3 (control femenino).

Como se indicd en la descripcion del estudio, para el analisis de las
muestras se realizaron 5 grupos; cuando se analizaron los productos de la
reaccion del grupo 4 tras la electroforesis de los mismos, se observaron algunas
bandas que, si bien no correspondian al peso molecular de las secuencias
estudiadas (aproximadamente 500 bp), si llamaba la atenciébn  su  presencia.
Cuando se reprodujo nuevamente el procedimiento con nuevos sets de primers
para cada una de las secuencias, no se identifico banda alguna en ellas (solo
Xcen). Se logré detectar contaminacion de los oligonucledtidos que habian sido
utilizados durante el primer proceso, por lo que fueron desechados para evitar
errores en la interpretacion de los resultados del dltimo grupo de muestras.



Asi, la frecuencia de secuencias de Y en la poblacién de pacientes con
sindrome de Turner incluida en este estudio, fue del 0%, considerando a las
pacientes tratadas con hormona de crecimiento y a las que no la recibian (figura
4). En ninguna paciente hubo necesidad de proponer la realizacion de

gonadectomia.

14



DISCUSION

Como se ha citado ya, el sindrome de Turner es una entidad compleja que
resulta de la ausencia total o parcial de un segundo cromosoma sexual;
clinicamente se caracteriza por fenotipo femenino, talla baja, disgenesia gonadal,
infertilidad, y una constelacion variable de anomalias fisicas conocidas como
estigmas somaticos del sindrome . Se ha logrado establecer una frecuencia
promedio de cada una de las caracteristicas del sindrome de Turner con base en

los hallazgos de los diferentes estudios realizados.

En nuestro estudio, se detecté una frecuencia de estigmas clinicos muy
similar a la reportada en la literatura "**; y en esta ocasion la talla baja no fue la
excepcion en relacion a que fue la caracteristica presente en el 100% de las
pacientes. Existieron algunas diferencias en relacion a la presencia de algunos
datos tales como el cuello corto, que en nuestro estudio se encontr6 en el 100%
de las pacientes, a diferencia del 50% descrito; la teletelia se encontrd también en
el 100%, mientras que el reporte es 75%. El acortamiento de metacarpianos fue
detectado en el 90%, contra un 50% reportado. Por el contrario, se describe una
frecuencia de alteraciones renales del 45%, mientras que en este estudio se
detecté solo un 14.2%. Es importante sefalar que, en relacion al linfedema
congénito pudimos percatarnos que los padres no recordaban con precision si
habian observado esta caracteristica en sus hijas en la etapa neonatal, por lo que
la frecuencia del 19% encontrada en nuestro estudio puede ser inferior a la real.
Por otra parte, las 5 pacientes mayores de 12 afios que fueron incluidas en el
estudio presentaron datos de falla gonadal, ya que 4 de ellas tuvieron ausencia
total de brote puberal, mientras que otra paciente presenté telarca, la cual se
mantuvo en Tanner |l sin evolucionar al siguiente estadio; todas ellas requirieron
manejo sustitutivo con estrégenos, y en aquellas en las que se habia logrado una
adecuada evolucion de los caracteres sexuales secundarios, se agrego
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progestageno para inducir ciclos menstruales artificiales, lo cual se logrd

exitosamente.

Es bien sabido que el analisis citogenético (cariotipo) proporciona el
diagnostico definitivo en estas pacientes; sin embargo, existe una gran variabilidad
de los mismos, lo cual explicaria los diferentes fenotipos expresados y por ende,
una amplia gama de caracteristicas fisicas; sin embargo, con estos métodos
diagnosticos no se ha logrado aun identificar las regiones de los cromosomas X o

Y responsables de esta variabilidad.“®

Con el desarrollo de las técnicas de estudio molecular, ha sido posible
identificar material cromos6mico de Y que no habia sido evidenciado mediante el
estudio citogenético, ya que existen numerosas aberraciones estructurales en la
region eucromatica que pueden llevar a la inestabilidad de Y con pérdida en los
ciclos celulares subsecuentes con la formacion de lineas 45,XO y variantes 17

Existen estudios previos en pacientes con sindrome de Turner con distintos
cariotipos (45,X0O, mosaicos o pacientes con un cromosoma marcador) en quienes
se ha demostrado mediante métodos moleculares la presencia de material
cromosémico de Y, con frecuencias que suelen variar ampliamente desde 0%
hasta 61% 7 13 14.18.19.20) jncjuyendo estudios realizados en poblacién mexicana.

La presencia de material de Y en pacientes con sindrome de Tumer en
quienes se encuentran caracteristicamente gonadas disgenéticas, incrementa el
riesgo de desarrollo de tumores gonadales en ellas (especificamente,

gonadoblastomas) ?"
Se han descrito algunos casos de gonadoblastoma en pacientes sin

presencia de cromosoma Y en el andlisis citogenético, y en quienes este material
logré evidenciarse sélo mediante las técnicas de estudio molecular '*%%, por lo
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que se han realizado estudios posteriores dirigidos a identificar secuencias de Y
en pacientes con sindrome de Turner con el fin de prevenir la presentacion del
gonadoblastoma 7#24%)  Se ha detectado un riesgo de desarrollo de

gonadoblastoma que varia desde un 10% hasta un 30% "

En el caso particular de la poblaciéon incluida en nuestro estudio,
encontramos cariotipo 45X0 en el 71.4%, con mosaicos en el 28.6%; y

cromosomas marcadores en el 0% .

Tras la amplificacion de DNA mediante PCR, ninguna de las secuencias
estudiadas (PABY, SRY, Amely, Yq, Y cen) en cada una de las pacientes fue
detectada, por lo que la frecuencia de presentacion de material de Y en las
pacientes con cariotipo 45,X0O en nuestro estudio, fue de 0%; resultado similar al
obtenido por Larsen et. al., 1995 ) en 40 pacientes. Sin embargo, otros estudios
reportan frecuencias de secuencias de Y en pacientes 45XO de 3.3% “® en 50
pacientes; 26.6% en 15 pacientes ', 9.1% en 11 pacientes “” y 11.1% en 36

pacientes (¥

Cuando consideramos al total de las pacientes, es decir, incluyendo los
mosaicos, nuestra frecuencia de Y se mantiene en 0%, mientras que en los
estudios citados previamente, se reportan 5.7% ®, 61% (9 4% @ y 129% (9,

Al referimos a la presencia de cromosomas marcadores, cabe sefalar que
en ninguna de nuestras pacientes se detectd algiin cromosoma marcador, lo cual,
se correlacion6 con la ausencia de las secuencias de Y estudiadas. Nuevamente,
encontramos que la frecuencia de Y derivado de cromosomas marcadores difiere
significativamente entre los diferentes estudios, refiriéndose frecuencias de
87%, 56% @ 33.3% @) 100% "9, 92% 0 y 25% . Por tanto, se resalta la
importancia de caracterizar inequivocamente el origen (X o Y) del cromosoma
marcador en el sindrome de Tumer, lo cual en ocasiones es dificil cuando se



utilizan sélo las técnicas citogenéticas convencionales, siendo posible soélo

. . 1
mediante métodos moleculares ?*3"

Se ha postulado la existencia de un gen del gonadoblastoma (GBY) que
predispone a las gonadas disgenéticas para desarrollar malignidad en fenotipos
femeninos con presencia de Y; este GBY actuaria como oncogene en dichas
gonadas '?. Por este motivo, los estudios més recientes han realizado la
busqueda de secuencias de Y en las que pueda estar contenido el GBY. Hay
trabajos que proponen la localizacion de este gen dentro é cerca de Yqgh (region
heterocromatica del brazo largo de Y) ®?; mientras que otros proponen que se
localiza en una pequefa region de Yp cerca del centromero . Incluso hay
quienes lo han mapeado especificamente en el intervalo 4B (que contiene el
centromero de Y) al intervalo 5E (en la porcién proximal del brazo largo) ®* Como
se menciond previamente, ninguna de las secuencias de Y estudiadas en nuestras
pacientes, y en las cuales se incluian las regiones de Y comentadas antes, y en
las que pudiera estar contenido el GBY, fue identificada. En algunos estudios se
han identificado secuencias de Y fuera de la regién del GBY, sin embargo, su
significado en relacion a los tumores gonadales atn no esta claro . En nuestro
estudio, tampoco se identificd ninguna secuencia de este tipo. Evidentemente, al
no encontrar en nuestras pacientes material de Y, no se plante6 a necesidad de

realizar gonadectomia en ninguna de ellas.

Es importante sefalar que, a pesar de que existen multiples estudios
previos en los cuales se han identificado las frecuencias de Y en distintas
poblaciones de pacientes con sindrome de Tumer, nuestro interés por realizarlo
en nuestra unidad radica en que ésta es un centro hospitalario de tercer nivel, que
concentra una gran poblacién de pacientes con patologias relativamente poco

frecuentes y que requieren manejos especificos.

En el caso del grupo de pacientes con sindrome de Turner del servicio de
Endocrinologia Pediatrica, todas ellas son pacientes con edades de 0 a 15 arios
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de edad y, tomando en cuenta que la caracteristica relevante comun en todas
ellas es la talla baja, un gran porcentaje de estas nifas seran candidatas a recibir
manejo con hormona de crecimiento biosintética. Es bien conocido el efecto de
esta hormona en el crecimiento de todos los tejidos del cuerpo, y aunque no
existen reportes previos en los cuales el uso de la misma tenga una relacion
directa con el desarrollo de gonadoblastomas, si se ha encontrado correlacion
entre su uso y la aparicién de otras neoplasias. Por ello, seria de gran utilidad
determinar si el uso de la misma en pacientes con sindrome de Turner con
secuencias de Y en las cuales esta contenido el GBY, pudiera favorecer la
expresion del mismo. En este caso, de las 21 pacientes incluidas en el estudio 16
de ellas reciben ya tratamiento con hormona de crecimiento; sin embargo, dado
que no se detecté material de Y en ninguna de estas pacientes, asi como tampoco
en el grupo que no recibe tratamiento (n=5), no fue posible establecer alguna
correlacion.

Estamos de acuerdo con lo sefalado por otros autores en el sentido de que
es muy dificil comparar la frecuencia de secuencias de Y en pacientes con
sindrome de Turner detectada en nuestro estudio, con las reportadas en estudios
previos; esta limitacion estd dada por varios factores, dentro de los que se
incluyen: la variabilidad del nimero de pacientes estudiadas, los diferentes
cariotipos de las mismas (algunos estudios realizaron andlisis molecular en
pacientes con presencia de Y por citogenética); el nimero de mosaicos con
cromosomas X normales o anormales, y el nimero de casos con cromosomas

marcadores.

Ademas, también existen diferencias en las técnicas moleculares
empleadas y en el nimero y tipo de secuencias estudiadas. Asi, hay estudios en
los cuales soélo se realizaron andlisis moleculares (PCR y Southern blot) para el
centrémero de Y (Y cen) en las pacientes en quienes se detecté un cromosoma
marcador ®; en oftros casos se empled sélo PCR para amplificar SRY en

pacientes 45 X0 y mosaicos sin cromosoma marcador ®. En otros mas, se
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realizé la bisqueda de SRY y Y cen mediante PCR y posteriormente con Southern
blot en los productos de PCR en pacientes 45,X0O y mosaicos con un cromosoma
X, encontrando positividad para SRY en 3 pacientes mediante PCR y de 6 con
Southern blot, mientras que Y cen fue negativo con ambas técnicas ®. Por otra
parte, en estudios en los cuales se utilizé PCR anidado, se observé que ésta no
era una técnica util para la deteccion de secuencias de Y, ya que sobreestimaba la
frecuencia de las mismas en las pacientes con sindrome de Tumer estudiadas ?.
En el estudio realizado por Lépez et. al. 98 se encontré una frecuencia de Y en el
12% tras el examen mediante PCR y Southern Blot de las secuencias Y cen, SRY,
ZFY y Yqgh en todas las muestras. En todas las pacientes en quienes se detecté
material de Y, la regién centromérica (Y cen) estuvo presente en el 100% de ellas;
ademas, se encontrdé que tanto PCR como Southern blot mostraron una alta
sensibilidad para la deteccion de material de Y; y a diferencia de los hallazgos de
Kokova, se demostré la existencia de correlacién y consistencia entre los
resultados obtenidos con ambas técnicas, ya que todas las secuencias
identificadas para cada paciente mediante PCR, fueron las mismas que se

detectaron tras el analisis mediante Southern blot ¥

En este mismo trabajo, el estudio citogenético inicial se realizé en 100
metafases; en los casos en los que inicialmente se habia reportado 45,X0 y que
tras el analisis molecular se identificd material de Y, se decidi6 analizar 400
metafases mas en cada paciente (500 metafases en total). Se encontré que en
uno de los casos (25% del total de pacientes con cariotipo inicial 45,X0, con Y

positivo) se presenté un cromosoma marcador en 2 de las 500 células estudiadas
(13)

Con todos los datos anteriormente sefialados, podemos comentar que, a
pesar de que en el grupo de pacientes estudiadas en nuestro centro no se detectd
ninguna de las secuencias de Y estudiadas, es de crucial importancia realizar la
busqueda intencionada de material de Y mediante métodos moleculares en todas
las pacientes en quienes se realice el diagnéstico de sindrome de Tumer,
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independientemente del cariotipo que se obtenga en el estudio inicial. Debemos
tomar en cuenta que el estudio citogenético en las pacientes de nuestro hospital
generalmente se realiza analizando 20-50 metafases, lo cual conduce a un gran
porcentaje de sub-diagnéstico por este método. Por otra parte, no contamos con la
infraestructura para la realizacién de estudios moleculares, lo cual limita la
precision diagnéstica no solo en sindrome de Turner, sino en otras patologias de

origen genético.

De contar con la posibilidad de realizar estudios de este tipo, en aquellas
pacientes en quienes se detectaran secuencias de Y, podria ampliarse el estudio
citogenético, incrementando el nimero de metafases estudiadas, con lo cual se
posibilitaria la deteccion de mosaicismos hasta en un 25% de la poblacién que

inicialmente no hubiese sido detectada.
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CONCLUSIONES

1. Las pacientes con sindrome de Turner pueden tener cariotipos 45,X0
puros; sin embargo, existe un importante nimero de mosaicismos, dentro

de los cuales el 2° cromosoma puede ser un Y normal o anormal.

2. El estudio citogenético no permite identificar un gran porcentaje de casos
en los que puede estar presente material cromosdémico de Y; en las

pacientes con sindrome de Turner puede ser en un 0%-61%

3. Las técnicas de estudio molecular tienen una gran utilidad dentro del
abordaje de varias patologias de origen genético, ya que comparadas con
en estudio citogenético, son rapidos y permiten el analisis de varias
muestras simultdaneamente; por otra parte, su sensibilidad es mayor.

4. La importancia de detectar material cromosdmico de Y en las pacientes con
sindrome de Turner, radica en que su presencia puede sugerir la existencia
del gen del gonadoblartoma, el cual puede actuar como oncogene en las
gonadas disgenéticas que caracteristicamente se encuentran en estas
pacientes y favorecer el desarrollo de tumores germinales

(gonadoblastoma, disgerminoma, coriocarcinoma).

5. Las pacientes con sindrome de Turner en edad pediatrica, son candidatas a
recibir hormona de crecimiento para el manejo de su talla baja; dentro del
cuidadoso escrutinio que debe realizarseles para iniciar el tratamiento, debe
incluirse la identificacion temprana de secuencias de Y mediante estudios
moleculares, con el fin de realizar una gonadectomia oportuna y prevenir
con ello la expresion tumoral que podria verse favorecida con el uso de esta

hormona.
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6. Toda unidad de atencion de tercer nivel, en la cual maneja una gran gama
de patologias poco frecuentes debe contar con los recursos e
infraestructura necesarios que le permitan la realizacion de un diagnéstico
preciso y proporcionar un tratamiento especializado. En nuestro hospital no
se cuenta con los medios para la realizacion de estudios moleculares, por lo
que se debe insistir en la importancia de incluirlos dentro de los auxiliares
de diagnéstico, dada la gran utilidad de los mismos para el diagnéstico de

multiples patologias.
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