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RESUMEN

La Falla Ovarica Prematura es una enfermedad que afecta al 1-3% de las mujeres menores
de 40 anos. La FOP se caracteriza por la presencia de amenorrea primaria o secundaria,
hipoestrogenismo y concentraciones elevadas de las gonadotrofinas: FSH y LH. Esta
patologia es un grave problema de infertilidad y disminuye la calidad de vida de las mujeres
que la padecen haciéndolas mas propensas a desarrollar enfermedad cardiovascular,
osteoporosis y trastornos neurocognitivos. Las causas que originan esta patologia son
diversas e incluyen causas genéticas, autoinmunes, infecciosas, etc. Entre las causas

genéticas asociadas con FOP se encuentra el mosaicismo del cromosoma X.

La relacién entre la aparicion de la Falla Ovarica Prematura con la presencia de mosaicismo
del cromosoma X ha sido analizada en otros paises pero en México no se tiene informacion
acerca del tema, por esta razdon se decidié llevar a cabo la presente investigacién en el
departamento de Genética y Gendmica Humana del INPer. La poblacion de estudio consta
de 10 pacientes diagnosticadas con FOP con cariotipo normal, pareadas por edad con 10

controles, el rango de edad es de 24-38 afos.

Se realizé la técnica de FISH para detectar mosaicismo del cromosoma X (empleando
sondas centroméricas para los cromosomas X, Y y 18) en nucleos interfasicos de leucocitos
de sangre periférica y de células de descamacion del epitelio urinario analizando un total
de 1000 nucleos para cada tejido. Debido a que el desarrollo de los sistemas urinario y
sistema reproductor femenino guardan relacion estrecha, el analisis de células provenientes
del urotelio es particularmente interesante puesto que los hallazgos de mosaicismo del

cromosoma X en este tejido pueden reflejar la situacién del tejido ovarico.

Los resultados de este trabajo demuestran que la cantidad de células con monosomia del
X es mayor en pacientes con FOP que en mujeres sanas y esta diferencia es mas notoria
en el caso de las células de descamaciéon del urotelio. Por otra parte, se obtuvo que el
intervalo de mosaicismo del cromosoma X en Pacientes con FOP es de 0.4-2.6% en Sangre
periférica y de 1.09-2.5% en Células de descamacion del urotelio, mientras que, en el grupo
control el intervalo es de 0-3.6% en Sangre periférica y 0.2-3% en células de descamacién
del urotelio. Con lo anterior se encontré6 que el 80% de las pacientes con FOP en la

poblacion supera el intervalo de mosaicismo impuesto por el grupo control.



I. INTRODUCCION

La Falla Ovarica Prematura (FOP) es una patologia que afecta de 1-3% de las mujeres
menores de 40 afos, esta definida por la presencia de amenorrea primaria o secundaria,
hipoestrogenismo y concentraciones elevadas de gonadotrofinas; esta enfermedad es
resultado de la disfuncion o del agotamiento prematuro de los foliculos ovaricos. La falla
ovarica prematura representa uno de los mayores problemas de infertilidad, sin embargo,
se estima que aproximadamente del 5-10% de las pacientes puede concebir de manera
natural (Kovanci y Schutt et al., 2015) (Cox y Liu, 2014).

Las mujeres con Falla Ovarica Prematura pueden experimentar las consecuencias del
hipoestrogenismo como enfermedad cardiovascular, osteoporosis y trastornos

neurocognitivos, disminuyendo su calidad de vida (Pacheco, 2010).

La etiologia de este padecimiento es heterogénea, incluye causas genéticas, autoinmunes,
infecciosas, disfunciones metabdlicas o iatrogénicas; pero desafortunadamente en la
mayoria de las pacientes se desconoce su origen (Vujovic, 2009). Entre las causas
genéticas asociadas con FOP se encuentra el mosaicismo del cromosoma X que ha sido
investigada en otros paises pero en el ambito nacional no se tiene informacién precisa en

relacion al tema.

El propdsito de este estudio es analizar la relacion de FOP con el mosaicismo del
sexocromosoma X en tejidos diferentes, utilizando técnicas de citogenética tradicional y

molecular.



Il. MARCO TEORICO

1. FALLA OVARICA PREMATURA

La menopausia, definida como la interrupcion definitiva de los ciclos menstruales, asociada
al declive de la secrecion de estrégenos por pérdida de la funcién folicular, marca el final
de la etapa reproductiva en la vida femenina. La edad de la menopausia varia ampliamente,
en México se presenta en una edad promedio de 47.6 afios con un rango entre 41 a 55
afos, antes de este rango se considera como falla ovarica prematura (Vazquez et al., 2010;
Rojas et al., 2014).

El término de Falla Ovarica Prematura (POF; OMIM311360) o Insuficiencia Ovarica
Primaria fue propuesto en 1942 por Fuller Albright, se trata de un defecto temprano en la
funcion ovaérica caracterizado por ausencia de menarca (Amenorrea primaria) o
agotamiento prematuro de los foliculos ovaricos antes de los 40 anos (Amenorrea
secundaria), hipoestrogenismo y concentraciones elevadas de gonadotrofinas FSH y LH.
Esta condicion afecta a 1-3% de las mujeres y representa uno de los mayores problemas
de esterilidad femenina, difiere de la menopausia ya que en este padecimiento puede
recobrarse la funcion ovarica de manera impredecible e intermitentemente (Lakhal et al.,
2010). El riesgo de recurrencia familiar es del 4-33%pero en general es esporadica
(Vujovic,2009).

Las pacientes con FOP experimentan los sintomas y las consecuencias a largo plazo de la
deficiencia de estrogenos como osteoporosis, enfermedad cardiovascular y alteraciones
neurocognitivas (Garcia et al., 2012). La infertilidad es otra consecuencia de la Falla Ovarica
Prematura, sin embargo, un alto porcentaje de pacientes puede presentar diferentes grados
de funcion ovarica por lo que aproximadamente 5-10% de ellas puede concebir de manera
natural (Cox y Liu, 2014).

La etiologia de FOP es diversa, la disfuncién ovarica puede ser secundaria a enfermedades
autoinmunes, infecciones, deficiencias metabdlicas, tratamiento con radiacion o
quimioterapia, pero en el 90% de los casos es idiopatica y probablemente genética (Cordts
etal., 2011).



1.1EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-OVARIO

La fertilidad en la mujer es resultado de eventos moleculares complejos que comienzan en
la vida fetal con la diferenciacién ovarica y la formacion de los foliculos ovaricos y contintian
después del nacimiento con la interaccion coordinada del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario
(Simpson y Rajkovic, 1999), la actividad de este eje controla el desarrollo sexual y la
capacidad reproductiva en mamiferos. La disfuncién de este eje puede resultar en un amplio
espectro de anormalidades tanto en hombres como en mujeres incluyendo la Falla Ovarica
prematura que se encuentra entre los trastornos de hipogonadismo hipergonadotréfico
(Layman, 2012).
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Imagen 1. Eje Hipotalamo-Hip&fisis-Ovario. (Modificada de Bretault y Christin-Maitre, 2015)
El ciclo menstrual, con una duracién promedio de 28 dias, se puede dividir en tres fases: la
fase proliferativa o folicular (del dia 1 al 14), ovulacion (alrededor del dia 14) y la fase lutea
(del dia 15 al 28) (Arteaga y Garcia, 2014).

El foliculo ovarico es la unidad funcional del ovario, tiene funciones gametogénicas y
enddcrinas. El foliculo primordial esta constituido por células foliculares y un oocito detenido
en la profase de meiosis I, entre ellos se establecen interacciones mediadas por uniones
gap. Los foliculos primordiales se encuentran en un estado de quiescencia relativa hasta el
inicio de la menstruacion en la pubertad. En cada ciclo 20-30 ovocitos reanudan su
desarrollo, al principio de manera independiente de gonadotrofinas, debido a factores

paracrinos, de esta manera las células foliculares que rodean al ovocito se vuelven cubicas
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formando al foliculo primario, las células foliculares, conocidas como células de la granulosa
proliferan y crean capas alrededor del ovocito dando lugar al foliculo secundario; en esta
etapa el ovocito crece y secreta una matriz extracelular de glicoproteinas denominada zona
pelucida. Por fuera de las células de la granulosa se observa una membrana basal que las
separa del estroma circundante denominada teca folicular; a medida que maduran los
foliculos primarios, la teca folicular se divide en una capa interna vascularizada de células
secretoras, la teca interna y una capa externa de tejido fibroso, la teca externa (Arteaga y
Garcia, 2014). Entre las células de la granulosa comienzan a formarse espacios o antros
que se llenan de liquido, al principio separados unos de otros y posteriormente se unen
formando un Unico y amplio espacio antral convirtiéndose en foliculos antrales que pueden

ser reclutados para su maduracion (White y Porterfield, 2012).

Células de

basal e Oocito
4 ,&/ primario :
~ 1 Foliculo
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Secundario
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Células defa [\
BN ; -
Pregranulosa <5, Vasicula germinal

con nucledlo granulosa

(cuboidales)

Imagen 2. Desarrollo folicular temprano. (Modificado de White y Porterfield, 2012)
En el ndcleo arcuato del hipotalamo se produce la GnRH (Hormona Liberadora de
Gonadotrofinas). La GnRH es producida y secretada al sistema porta hipotalamo-

hipofisiario en forma pulsatil (Beshay y Carr, 2013)

La GnRH actua sobre la hipdfisis anterior promoviendo la produccién de las gonadotrofinas
FSH y LH, la intensidad y frecuencia de los pulsos de GnRH promueve la produccion
selectiva de gonadotrofinas. Las gonadotrofinas son glicoproteinas diméricas con dos

subunidades a (comun para ambas) y B (especifica) (Beshay y Carr, 2013)

La hormona FSH tiene receptores en las células de la granulosa, es responsable del
reclutamiento de foliculos ovaricos induciendo en ellos un desarrollo rapido, estos foliculos
producen bajos niveles de estrégenos e Inhibina B; la hipd&fisis responde a los estrogenos
y la Inhibina disminuyendo la secrecién de FSH. Asi mismo aumenta la frecuencia de los
pulsos de GnRH incrementando la sintesis de LH (White y Porterfield, 2012).
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Al disminuir los niveles de FSH, la mayoria de los foliculos estimulados se vuelven atrésicos
y solo uno de ellos, aquél con mayor numero de receptores para FSH y mejor aporte

vascular, se convierte en el foliculo dominante o de De Graaf. (White y Porterfield, 2012)

Por medio del estimulo de la FSH las células de la teca interna expresan receptores para
LH. El incremento de los niveles de LH estimulan la expresion de enzimas esteroidogénicas
como CYP11A1, 3B-HSD y CYP17 para producir andrégenos (Androstenediona y
Testosterona), los andrégenos difunden a las células de la granulosa mural. En respuesta
a FSH, las células de la granulosa mural producen la enzima clave para la produccién de
estrogenos CYP19 (Aromatasa) que se encarga de la conversion de la Androstenediona en
Estrona y de convertir la testosterona en el estrogeno mas importante Estradiol 173. Esta
interaccion entre las células de la teca y de la granulosa se conoce como “Modelo de las

dos células para la Esteroidogénesis” (White y Porterfield, 2012).
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Imagen 3. Modelo de las dos células para la esteroidogénesis. La union de LH con su receptor en las
células de la teca estimula la conversion de colesterol a androstenediona. La unién de FSH con su
receptor en las células de la granulosa estimula la aromatizacion de los andrégenos a estrogenos.
(izquierda) Rutas esteroidogénicas en las células de la teca y granulosa luteinizadas (derecha).

12



Durante el periodo periovulatorio la secrecion de Estradiol e Inhibina B actuan para impedir
la secrecion de FSH. Las concentraciones de LH aumentan para producir cambios

estructurales en el foliculo dominante, estos cambios son:

e Ruptura del foliculo maduro, el cual se caracteriza por tener un amplio antro
folicular, el cumulo oéforo y estar rodeado por la zona pelucida la corona radiada.

¢ Reanudacion de la divisién meibtica en el ovocito y progreso hasta la metafase de
meiosis .

o Liberacién de colagenasa, prostaglandinas y activador del plasminégeno que

coadyuvan en el rompimiento de la pared del foliculo.

Finalmente en el interior del foliculo se desprende la pared del cimulo oéforo, se rompe el
estigma y se expulsa al ovocito y la corona radiada. Este momento de la ruptura y la salida

del ovocito secundario es denominado ovulacion. (White y Porterfield, 2012)

Posterior a la ovulacion inicia la fase lutea. El foliculo roto se llena de sangre
transformandose en foliculo hemorragico que finalmente da lugar a un cuerpo luteo o
cuerpo amarillo. El cuerpo luteo secreta progesterona y estrogenos, hormonas que actuan
sobre el endometrio del utero preparandolo para la implantacion del blastocisto,
adicionalmente produce Inhibina A que actua en la hipdfisis para bloquear la produccién de

FSH y LH; las gonadotrofinas vuelven a su nivel basal (Arteaga y Garcia, 2014).

Si el ovocito no es fecundado, el cuerpo luteo se transforma en un cuerpo luteo de la
menstruacion o en degeneracién, el cual mantiene su secrecion hormonal
aproximadamente 12 dias después de la ovulacién (dia 26 del ciclo menstrual), momento
en el que comienza a disminuir la produccion de progesterona, estradiol e Inhibina. Al final
de este periodo de 12 dias, la disminucion de la Inhibina favorece la secrecion de la FSH
por la adenohipofisis para iniciar un nuevo ciclo de maduracién de los foliculos en el ovario.
Un par de dias después el descenso de la progesterona y el estradiol provoca la

menstruacion y el ciclo inicia de nuevo (Arteaga y Garcia, 2014).
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Imagen 4. Cambios hormonales durante el ciclo menstrual. (a) Concentraciones séricas de las
hormonas FSH y LH a lo largo del ciclo. (b) Concentraciones séricas de Estradiol e Inhibina Ay B.
(c) Concentracion sérica de progesterona durante el ciclo menstrual (Modificado de Beshay y Carr,
2013)

1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS

La Falla Ovarica Prematura es un trastorno crénico que tiene efectos a largo plazo en la
capacidad reproductiva y en la salud general de las mujeres por lo que, el diagnéstico de
FOP provoca ansiedad, depresion y problemas de autoestima en las pacientes (De Vos et
al., 2010). Actualmente, se propone el cambio del término a Insuficiencia Ovarica Prematura
puesto que aproximadamente el 50% de las mujeres diagnosticadas puede tener funcién
ovarica intermitente y por tanto tener ciclos menstruales (Nelson, 2009). Segun el Colegio
Americano de Obstetras y Ginecélogos del 5 al 10% de las mujeres con FOP pueden gestar
de manera natural (Pacheco, 2010).

La edad de presentacion de FOP es variable y depende de la cantidad de foliculos ovaricos
funcionales o de la rapidez de la atresia de éstos (Kalantaridou y Davis, 1998). El trastorno
comienza con subfertilidad que progresa a insuficiencia bioquimica (elevacion de FSH) y
eventualmente conduce a la presentacion clinica comun con periodos menstruales

irregulares o ausentes y sintomas vasomotores (Welt, 2008).
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Tabla 1. Hallazgos clinicos en mujeres con Falla Ovarica Prematura

Estadios Clinicos de FOP Niveles de FSH Fertilidad Ciclos Menstruales

Normal Normal Normal Regular
Subfertilidad Normal Reducida Regular
Insuficiencia Bioquimica Elevada Reducida Regular
FOP evidente Elevada Reducida Irregular o ausente

(Modificada de Welt, 2008)

La amenorrea primaria es el sintoma inicial en el 10% de los casos, sin embargo, la mayoria
de las pacientes refiere haber tenido ciclos menstruales normales que se volvieron
irregulares en la forma de oligo/amenorrea, polimenorrea o sangrado uterino disfuncional
(Rafique et al., 2012).

La amenorrea primaria es mas frecuente en mujeres con cariotipo anormal; las mujeres con
amenorrea secundaria comunmente tienen cariotipo normal. En los casos de mosaicismo
de igual forma, es mas comun la amenorrea secundaria debido a que en estas pacientes
hay funcién gonadal que permite el desarrollo sexual y la presentaciéon de ciclos

menstruales normales (De Vos et al., 2010).

Como consecuencia de la disfuncion ovarica en FOP existe un déficit en la producciéon de
estrogenos, esta caracteristica de la enfermedad provoca afectaciones importantes no sélo
para el funcionamiento del aparato reproductivo femenino sino también en otros tejidos

como el hueso, higado, sistema cardiovascular, SNC y tejido adiposo (De Vos et al., 2010).

Los sintomas de la deficiencia de estrégenos pueden presentarse en la mayoria de las
pacientes diagnosticadas con FOP. El hipoestrogenismo se asocia con la aparicion de
sintomas vasomotores (palpitaciones, bochornos, sudoraciéon nocturna) y otros como:
irritabilidad, ansiedad, depresion, fatiga, trastornos del suefio, disminucion de la libido y
dispaurenia como consecuencia de resequedad vaginal (Pacheco, 2010). Sumado a estos
sintomas, el hipoestrogenismo prematuro aumenta el riesgo de padecer osteoporosis y la
susceptibilidad a fracturas siendo la mas frecuente la fractura de cadera en un 15% (De Vos
et al., 2010), esto se debe a que el estradiol tiene una importante funcién biolégica en el
hueso al ser un regulador de la funcién de osteoblastos y osteoclastos favoreciendo la
formacion de hueso ademas estimula la absorcion intestinal de calcio asi como su
reabsorcion tubular (White y Porterfield, 2012).
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La probabilidad de padecer trastornos cardiovasculares se incrementa puesto que de
manera normal los estrégenos promueven la vasodilatacion a partir del incremento de la
produccion de Oxido Nitrico que relaja el musculo liso vascular y disminuyen la actividad de
los sistemas vasoconstrictores como Prostaglandinas y el Sistema Renina Angiotensina
Aldosterona (White y Porterfield, 2012). El hipoestrogenismo ocasiona la acumulacion de
tejido adiposo predominantemente en el area abdominal lo cual es un marcador de riesgo
en hipercolesterolemia y coadyuva en el desarrollo de enfermedad cardiovascular
(Michalakis y Coppack, 2012).

Ademas de los trastornos mencionados, el déficit de hormonas sexuales puede ocasionar
trastornos neurolégicos como Alzheimer, esto se atribuye a la ausencia del efecto

neuroprotector que ejercen las hormonas esteroideas (Michalakis y Coppack, 2012).
1.3 EPIDEMIOLOGIA

La incidencia de la Falla Ovarica Prematura es altamente variable de acuerdo al contexto
familiar y a la sintomatologia clinica que conduce al diagndstico. Se estima que esta

condicién afecta a:

e 1:10,000 mujeres < 20 afios (0.01%).
e 1:1000 mujeres < 30 anos (0.1%).

e 1.100 mujeres menores de 40 afos (1%).

Sin embargo, existen evidencias que revelan la existencia de diferencias étnicas y raciales
en la reserva ovarica (Cox y Liu, 2014). De esta manera los indices de ocurrencia de FOP
pueden cambiar: 1.4% para mujeres afroamericanas e hispanas, 1.0% para mujeres

caucasicas, 0.5% para mujeres chinas y 0.1% para mujeres japonesas (Garcia et al., 2012).

Por otra parte, se estima que la prevalencia es de 10-28% en mujeres con Amenorrea

primaria y de 4-18% para mujeres con Amenorrea Secundaria (Garcia et al., 2012).
1.4 FACTORES ETIOLOGICOS

Existen dos mecanismos que explican la fisiopatologia de la Falla Ovarica Prematura:

e Agotamiento de los foliculos ovaricos.

e Disfuncion folicular.
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La disfuncién folicular indica que en el ovario estan presentes los foliculos pero que algun
proceso patoldgico impide su funcionamiento o proceso de maduracion. La causa de la
disfuncién puede ser defectos en los receptores de las gonadotrofinas, mutaciones en la

proteina G, deficiencia de enzimas o enfermedades autoinmunes (Rafique et al., 2012).

El agotamiento folicular indica que no existen foliculos primordiales en el ovario. Esta
condicién se debe a la existencia de una dotacion insuficiente de foliculos o a una
destruccion acelerada de éstos (Nelson, 2009). La disminucion de la reserva ovarica se
debe al proceso de atresia folicular en el cual los foliculos y su contenido ovular degeneran
y la apoptosis, proceso controlado por proteinas intracelulares, es la ruta predominante de
atresia folicular. Se estima que mas del 90% de la reserva ovarica se pierde debido a la
atresia durante la infancia y la adultez temprana. La sobrevivencia o apoptosis folicular
depende de factores de crecimiento, citocinas, hormonas y el balance entre la expresion de

factores antiapoptéticos y pro-apoptoticos (Gougeon, 2010).

Como resultado del proceso de atresia folicular se ha construido una grafica que representa
la disminucion de la reserva ovarica, la cual esta regulada por factores genéticos y

epidemioldgicos (Pelosi et al., 2015).
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Imagen 5.Numero de Foliculos primordiales durante la vida pre y postnatal (Pelosi et al., 2015)
La cantidad de la reserva ovarica determina las concentraciones de factores endécrinos,
asi que el sistema hormonal del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario se altera, aumentando la
concentracion de FSH y disminuyendo la secrecion de Inhibina B y Estradiol en el ovario.

Existen diversas causas de Falla Ovarica Prematura asociadas al mecanismo de
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agotamiento folicular como ocurre en las alteraciones cromosdmicas estructurales o
numeéricas, involucrando principalmente al cromosoma X, o a la exposicion de toxinas y

tratamientos de quimio y radioterapia (Rafique et al, 2012).
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Imagen 6. Reserva ovarica normal y disminuida con cambios en las concentraciones hormonales.
El grosor de las flechas indica la concentracion de la hormona (Modificada de De Vos et al., 2010).
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Imagen 7. Mecanismos involucrados en la Falla Ovarica Prematura.



1.5 CAUSAS DE FALLA OVARICA PREMATURA

a) CAUSAS GENETICAS

La reduccion de la dosis génica y fallas en la division meidtica son los mecanismos
genéticos asociados al desarrollo de Falla Ovarica Prematura. Estos elementos explican la
disminucion de la reserva de foliculos primordiales y el incremento en la atresia por
apoptosis (Vujovic, 2009). Las anormalidades genéticas que pueden causar Falla Ovarica

Prematura pueden ser cromosoémicas (numéricas o estructurales) o génicas.

En la etiologia de la Falla Ovarica Prematura destacan las anormalidades cromosdémicas
que involucran al cromosoma X ya que el sexocromosoma contiene secuencias criticas
para la funcidon ovarica, esta regién se encuentra entre Xq13.3-Xqg27 (Kovanci y Schutt,
2015). Por esta razon existe la hipétesis de que aunque es suficiente un X para la
diferenciacién ovarica se necesita que los dos cromosomas X estén intactos y activos en la
oogénesis y para garantizar una dotacién de foliculos normal (Dixit et al., 2010). A
continuacién se explicaran algunas anomalias del cromosoma X y su relacion con la

aparicién de FOP.
SINDROME DE TURNER

El sindrome de Turner tiene una incidencia de 1 en 2,500 mujeres, se caracteriza por
disgenesia gonadal, amenorrea primaria, infantilismo sexual, talla baja y fenotipo femenino
con multiples anomalias congénitas. La mayoria de las pacientes tiene cariotipo 45,X (50-
60%) otros casos muestran anormalidades cromosdmicas que involucran al X como
deleciones, isocromosomas, cromosomas en anillo y cerca del 20% de los casos son
mosaicos y entre el 6% y 8% de las pacientes con sindrome de Turner se encuentra una

linea celular con cromosoma Y (Cordts et al, 2011).

En las mujeres con Sindrome de Turner la ovogénesis procede de manera normal hasta el
diploteno en la meiosis |, momento en el que los oocitos comienzan a incorporarse a los
foliculos; se cree que la monosomia del X provoca errores en el apareamiento durante la
meiosis. Subsecuentemente se obstaculiza la formaciéon de los foliculos primordiales

provocando atresia folicular (Vujovic, 2009).
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TRISOMIA DEL X

La trisomia del cromosoma X (47,XXX) es una aneuploidia con incidencia de 1 en 1,000
nacimientos. En la mayoria de las pacientes el cariotipo es 47,XXX puro y sélo en el 10%
son mosaicos como: 46,XX/ 47 ,XXX; 47 ,XXX/48,XXXX; 45X/47 ,XXX;45,X/46,XX/47 ,XXX.
Las caracteristicas clinicas incluyen pliegues epicanticos, hipertelorismo, clinodactilia e
hipotonia. Existen reportes de mujeres con trisomia del X con POF, con los hallazgos

endacrinos propios de la patologia (Cordts et al., 2011).
MOSAICISMO DEL CROMOSOMA X

Entre las causas genéticas asociadas con la falla ovarica prematura se encuentra el
mosaicismo del cromosoma X, el impacto de esta anormalidad cromosdmica en la funcion
ovarica y en el desarrollo patolégico la FOP es aun controversial, particularmente en los
casos de mosaicismo de baja proporcion. Se estima que la frecuencia de mosaicismo del

cromosoma X en mujeres con FOP esporadica es de 3-11% (Gersak y Veble, 2011).

El mosaicismo se define como la presencia de dos o mas lineas celulares que difieren en
su complemento cromosémico en un individuo o tejido. Cuando el mosaicismo se limita a
un numero reducido de células se considera como mosaicismo de bajo nivel o de baja
proporcion, el significado biolégico de este fendbmeno es incierto. En cuanto a la Falla
Ovarica Prematura, para algunos autores el mosaicismo de baja proporcion con
implicaciones clinicas es aquel que contiene de 5-10% de células de células aneuploides.
Esta percepciéon se fundamenta en la relacion existente entre la pérdida del cromosoma X
y la edad, se estima que la poblacién de células monosémicas para el sexocromosoma
aumenta en una proporcion de 700708 por afio, de tal manera que, se han hallado
proporciones menores al 5% de células con monosomia del cromosoma X en mujeres con
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y con fertilidad probada. Otros autores
consideran mosaicismo de baja proporcién a la presencia de 6% de células aneuploides;
sin embargo, aun no existe un acuerdo formal que establezca los parametros para
considerar la presencia de mosaicismo de baja proporcién (Lépez et al., 2012; Homer et al.,
2010; Devi et al., 1998).

El impacto de la presencia de lineas celulares con complemento cromosémico 45,X en el
desarrollo gonadal esta documentado en pacientes con sindrome de Turner, se sabe que
durante el desarrollo gonadal intrauterino en las mujeres con Turner ocurre atresia folicular

después del tercer mes de gestacion. En cuanto a la Falla Ovarica Prematura, la asociacion
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de aneuploidias del cromosoma X con la existencia de dafios gonadales se explica por
medio de diferentes hipdtesis. La primera de ellas propuesta por Burgoyne y Baker quienes
propusieron que el apareamiento cromosomico aberrante durante la meiosis en células con
complemento cromosémico 45,X y 47,XXX pueden causar muerte celular prematura. La
segunda hipétesis postula que la calidad de los oocitos esta influenciada por la deficiencia
o la sobreexpresion de algunos genes contenidos en el cromosoma X. La tercera hipotesis
se basa en la suposicion de que el mosaicismo del cromosoma X puede ser una
manifestacion de fallas en los mecanismos de control celular que evitan la no disyuncién
(Kuo y Guo, 2004).

DELECIONES Y TRANSLOCACIONES DEL CROMOSOMA X

Ademas del Sindrome de Turner, las deleciones y translocaciones que involucran al
cromosoma X estan relacionadas con la Falla Ovarica Prematura siendo la delecion el
fendbmeno mas comun. Las deleciones en Xp se relacionan a Amenorrea Primaria y
disgenesia gonadal, particularmente en Xp11 y Xp21, mientras que en Xq los puntos de
ruptura mas comunes se originan en Xq13 y Xq21 se asocian con amenorrea primaria, falta
de desarrollo mamario y falla ovarica completa. Con base en estos hallazgos se establece
que la funcién ovarica se preserva si las deleciones son distales a pesar de que esta regién
contiene genes de importancia para tal fin mientras que, las deleciones proximales inducen
falla ovérica. En la figura se observan las variaciones fenotipicas en funcion al punto de
ruptura (Vujovic, 2009; Pacheco, 2010).

L1 ] b A LT ]
-
1 ] i, il -
L1 ] o . -
.- -
1 11
L1 ] A - -
HH a22 SsSS
- -- s -
=---- A -
Hl Amenomea primaria
[p— Ak (falla ovarica primaria}
11 A —
1 N menorrea secundaria
1 ] (falla ovarica precoz=)
-—— rwws & Fertilidad o menstruacion regular
- r o v
e, il
L1 | i -
F s
e,
.- Y
-
s, - -
21
1 ] e et
s - -
-

Imagen 8. Diagrama esquematico del cromosoma X que muestra el comportamiento de la funcién
ovarica en funcién de la presencia de deleciones terminales sin mosaicismo. Cada vifieta en el
esquema representa a los datos obtenidos en estudios acerca de la relacion entre las anormalidades
estructurales del cromosoma X con la fisiologia ovarica. (Tomada de Simpson y Rajkovic, 1999).
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SINDROME DEL X FRAGIL

La expansién del trinucleétido CGG en el extremo 5’ del gen FMR1 produce el Sindrome
del X fragil. Una cantidad inferior de 50 repetidos del trinucleétido se considera normal, de
50-200 repetidos premutacion y mas de 200 repetidos mutacién completa. Se estima que
el 21% de los casos familiares de FOP se deben a la premutaciéon de FMR1 localizado en
Xg27.3. La premutacion puede sufrir una expansion a mutacién completa, este fendmeno

ocurre durante la division meidtica (Dixit et al, 2010).

El producto de la expresion del gen FMR1 es expresado en las células de la granulosa, la
disfuncién ovarica en el Sindrome del X fragil es debido a la atresia acelerada y a una

dotacion insuficiente de foliculos (Cordts et al., 2011).

El gen FMR?2, localizado a 600kb del gen FMR1 en Xq28, es un sitio fragil que muestra un

comportamiento similar a FMR1 y esta relacionado igualmente con FOP (Dixit et al, 2010).
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Imagen 9. Variacién en el nimero de repetidos del gen FMR1 (Tomado de Cordts et al., 2011)

BMP15

Es un gen localizado en Xp11.22, es miembro de la superfamilia del Factor de crecimiento
transformante beta (TGFb), un grupo de proteinas que actian en diversos procesos
celulares durante el desarrollo embrionario y la formacion de tejidos. Se relaciona con GDF9
y ambos son expresados por el oocito para estimular la proliferacién de las células de la
granulosa y favorecer la esteroidogénesis. La expresion de ambos genes inicia en el foliculo

primordial y permanece a lo largo de la maduracion folicular. Se han encontrado diferentes
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mutaciones en el gen BMP15, incluyendo mutaciones sin sentido e inserciones, en
pacientes con POF (Cordts et al., 2011).

POF1B

Localizado en Xq21.1-q21.2, la expresién de POF1B se limita al periodo embrionario y es
de vital importancia para el desarrollo ovarico y el establecimiento de la reserva ovarica
(Dixit et al, 2010).

GENES AUTOSOMICOS ASOCIADOS A FOP

Los genes de significacién en la Falla Ovarica Prematura son aquellos que regulan
procesos de importancia en la funciéon ovarica como la foliculogénesis, la maduracién
folicular y la esteroidogénesis, igualmente los genes que regulan al eje hipotalamo-

hipdfisis-ovario.

GEN LOCALIZACION FUNCION

El receptor de FSH pertenece a la familia 1 de

receptores acoplados a proteina G. Se han descrito

Receptor _ _ _ _
diversas mutaciones y polimorfismos en este gen, lo
de FSH 2p21-p16 o _ _
(FSHR) cual impide la funcion del receptor y la transduccion de
sefales que activaria la unién con FSH (Sundblad et
al., 2004).
LHR codifica para el receptor de LH y de la hCG.
Receptor
Mutaciones en LHR resultan en desérdenes del
de LH 2p21
desarrollo de caracteres sexuales secundarios (Welt,
(LHR)
2008)
AIRE codifica un factor de transcripcion, mutaciones en
AIRE 21922 este gen causan el Sindrome poliglandular autoinmune
tipo 1 (Dixit et al., 2010)
Este gen codifica una serina/treonina cinasa, la
proteina participa en la reparacion de DNA y en el
ATM 11922-923 desarrollo del sistema nervioso y autoinmune.

Mutaciones en ATM se asocian a Ataxia telangiectasia
(Dixit et al., 2010).
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Codifica para la subunidad B de la gonadotrofina FSH
(Dixit et al., 2010).

Las Inhibinas son glicoproteinas diméricas compuestas

FSH B 11p13

por dos subunidades a y 8. La Inhibina aparece a la
INHA 2033-936

mitad del ciclo ovulatorio e incrementa en la fase lutea

(Cordts et al., 2011)

Es un factor de transcripcién, mutaciones en FOXL2

provocan el Sindrome Blefarofimosis-ptosis-epicanto
FOXL2 3923 inverso tipo I. La expresion de este gen es importante

en la diferenciacién ovarica y el desarrollo folicular

(Cordts et al., 2011).

Factor de crecimiento expresado en los oocitos,

GDF9 5q31.1 _ _ o
necesario en la foliculogénesis (Dixit et al, 2010).

b) ALTERACIONES ENZIMATICAS

Entre las alteraciones enzimaticas causante de FOP se encuentran los déficits de 17a-

hidroxilasa, aromatasa y GALT.

GALT es una enzima que cataliza la conversidon de galactosa a glucosa. La ausencia de
esta enzima causa Galactosemia, patologia en la que se acumulan metabolitos como
galactosa 1-fosfato y galactitol causando dano celular. La Galactosemia es causa de retraso
mental y de crecimiento, hepatomegalia, disfuncion tubular renal y FOP por atresia folicular
postnatal (Cordts et al., 2011; Welt, 2008).

La enzima 17a-hidroxilasa/17,20 desmolasa es una enzima que cataliza la conversién de
Pregnenolona a 17a-hidroxipregnenolona, la ausencia de esta enzima bloquea la
produccion de cortisol, Androstenediona, Testosterona y Androgenos. Su deficiencia se
relaciona con hiperplasia suprarrenal asociada a amenorrea, aumento de las
gonadotrofinas y pérdida de los caracteres sexuales secundarios. La enzima es codificada
por el gen CYP17 vy se localiza en 10g24-g25 (Cox y Liu, 2014).

La deficiencia de la enzima Aromatasa impide la conversion de los Andrégenos a
Estrégenos, impide la maduracion folicular. La ausencia de Aromatasa causa amenorrea

primaria. El gen CYP19 se localiza en el cromosoma 15921.1 (Cox y Liu, 2014).
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c) ENFERMEDADES AUTOINMUNES

La accion de la autoinmunidad en FOP puede determinar la reduccién en el niumero de
foliculos asi como la destruccion acelerada de los foliculos. Es conocida la presencia de
anticuerpos antiovaricos, contra receptores de gonadotrofinas, contra los esteroides y la
zona peldcida. El proceso central de la atresia folicular en la autoinmunidad es la activacion
de la cascada de citocinas iniciada por el interferén gamma. Los datos que soportan esta
hipétesis incluyen: la infiltracion ovarica por linfocitos y células plasmaticas, alteraciones en

subclases de células T y circulacion de anticuerpos anti ovario (Scucces, 2008)

El 2-10% de FOP esta asociado a falla adrenal lo cual ocurre en el Sindrome de
Insuficiencia Poliglandular tipo | y Il. El tipo | se presenta en la nifiez con candidiasis
Mucocuténea, hipoparatiroidismo e insuficiencia adrenal, se acompana de POF en 60% de
los casos. Este sindrome es resultado de mutaciones en el gen AIRE que es un regulador
de los linfocitos T. El sindrome de insuficiencia poliglandular de tipo Il esta caracterizado
por insuficiencia adrenal, hipotiroidismo y se asocia con POF en solo el 10% de los casos
(Welt, 2008).

Cuando se descarta autoinmunidad adrenal se puede sospechar de otras enfermedades
autoinmunes como Lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Addison, hipertiroidismo-

hipotiroidismo autoinmune, etc. (Pacheco, 2010)

+  Disfuncion tiroidea.
+  Insuficiencia poliglandular tipo | y 11 =1
- Sindrome pluriglandular autoinmune tipo 1.
Insuficiencia supramrenal.
Candidiasis mucocutanea.
Hiporatiroidisme crinico.
Insuficiencia gonadal.
- Sindrome pluriglandular autoinmune tipo 2.

Enfermedad de Addison.
Hipertiroidismo - hipotircidismo primario autoinmune.
Diabetes mellitus tipo 1.
Hipogonadismeo primanio.
Miastenia grave.
Enfermedad celiaca.

«  Arrifis reumatoide.

+  Plrpura tromboctopénica idiopatica (ITP).

+  [Diabetes.

+  Anemia perniciosa.

+  Insuficiencia suprarrenal.

«  \itiligo.

+  Lupus entematoso sistémico.

Imagen 10. Enfermedades autoinmunes asociadas a la Falla Ovarica Prematura (Tomada de
Pacheco, 2010)
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d) CAUSAS INFECCIOSAS

Las pacientes afectadas por el virus de la parotiditis pueden presentar ooforitis en 5% de
los casos, lo cual puede ser responsable de la Falla Ovarica. Se senala también las

infecciones por Shigella, rubéola, Coxsakie como causas raras de FOP (Leal, 2014).
e) CAUSAS IATROGENICAS

Las causas iatrégenicas de FOP incluyen la cirugia de endometriomas, ooforectomia,
exposicion a agentes toxicos como el cigarro y el tratamiento para condiciones neoplasicas

con quimio y radioterapia.

La quimioterapia y la radioterapia inhiben la proliferacion de las células de la teca y de la
granulosa por lo que tienen efectos perjudiciales en la maduracion de los foliculos ovaricos,
el tratamiento con agentes alquilantes promueve alteraciones en el DNA. Ambas terapias
reducen la funcion ovarica, los efectos son directamente proporcionales a la dosis, la edad

y genética de la paciente (Leal, 2014).

Riesgo Alto

Ciclofosfamida
Ifosfamida
Busulfan
Melfalan
Clorambucil

Riesgo Medio

= Cisplatino
= Carboplatino
= Doxorubicina

Vincristina
Metrotexato

Vinblastina
Dactinomicina

Imagen 11. Riesgo estimado de disfuncion gonadal con farmacos citotoxicos (Modificado de
Sonmezer y Oktay, 2004)

1.6 DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El criterio mas utilizado para diagnosticar FOP es la ausencia de menarca o amenorrea de
mas de 4 meses de duracion y su asociacion con niveles plasmaticos de FSH mayores o
iguales a 40mUl/ml, la determinacién de FSH se realiza dos veces a distancia de un mes,
en una mujer con edad inferior a los 40 afios. Una atenta historia clinica con anamnesis
detallada y un minucioso examen fisico pueden orientar acerca de patologias especificas
0 no asociadas a FOP (Cox y Liu, 2014).

26



Las pruebas de laboratorio recomendadas para el diagnostico de FOP incluyen: hGC, FSH,
TSH, prolactina, Inhibina B, Estradiol y la Hormona Anti Mulleriana (AMH). La AMH ha sido
propuesta como una prueba temprana en el diagnéstico de FOP ya que refleja la situacion
de la reserva ovarica; concentraciones menores de 1ng/mL de AMH indican disminucidn de

la reserva (Cox y Liu, 2014).

El andlisis de cariotipo se impone para identificar anomalias cromosémicas como
deleciones en el cromosoma X, mosaicismo del X y translocaciones autosémicas. De
sospecharse alguna anomalia cromosdémica se indican pruebas genéticas de mutaciones
en genes como FMR1, GALT, AIRE, BMP15, etc. En las pacientes con cariotipo normal y
FOP espontanea se debe realizar una evaluacion inmunoldgica de anticuerpos adrenales,

antitiroides y antiovario (Scucces, 2008).

La ecografia pélvica y la biopsia ovarica no dan indicaciones pronosticas, pues la presencia
o no de foliculos no indican fertilidad en la paciente, aunque evallen la actividad folicular
ovarica. La biopsia ovarica no representa la condicion anatémica real de toda la génada y

es un procedimiento no exento de riesgo (Scucces, 2008).

Edad menor a 40 afios.
Amenorrea mayor a 4
meses.
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Imagen 12. Pruebas de laboratorio que apoyan al diagnéstico de FOP (Tomado de Cox y Liu,
2014)

Considerando que el diagndéstico de la patologia puede afectar tanto la salud fisica como

emocional, el tratamiento debe ser multidisciplinario. Como primer paso se establece

terapia de reemplazo hormonal (TRH) para disminuir el riesgo de padecer enfermedades
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cardiovasculares o neuroldgicas, osteoporosis asi como el mantenimiento de la funcién
sexual (Cox y Liu, 2014). Las mujeres con hipoestrogenismo requieren tomar medidas
contra la osteoporosis por lo que deben incluir en su dieta vitamina D y Calcio (1200mg/dia)
(Nelson, 2009).

La infertiidad es el efecto colateral mas devastador en las pacientes con FOP. Es
importante informar a las pacientes que existen posibilidades de concebir de manera
natural, sin embargo, actualmente existen tratamientos disponibles para preservar la
fertilidad como la donacién de ovocitos o embriones, la maduracién in vitro de ovocitos y el

reemplazo mitocondrial (Cox y Liu, 2014).
2. DESARROLLO EMBRIONARIO HUMANO

Durante el desarrollo prenatal a partir del cigoto se va a formar un organismo multicelular
complejo, con una anatomia particular que incluye un conjunto de érganos y estructuras

formados por células especializadas que cumplen diferentes funciones.

Tras la fecundacion del 6vulo por el espermatozoide se inicia la etapa de segmentacién, en
la que el cigoto sufre divisiones mitdticas sucesivas originando células denominadas
blastomeros. Entre el tercer y cuarto dia existe un conglomerado de unos 16 blastomeros
dentro de la zona pelucida, denominada mérula. Cuando el embrion tiene aproximadamente
8 células ocurre el fendmeno de compactacién en la que los blastdomeros mas externos
establecen uniones en hendidura entre si, perdiendo su identidad individual. En esta etapa

el embrién en conjunto se denomina blastocisto (Arteaga y Garcia, 2014).

En la etapa de blastocisto, el embrion esta conformado por dos tipos de células: una capa
epitelial externa, el trofoblasto que rodea al embrioblasto 0 masa celular interna. Entre éstos
se forma una cavidad llamada blastocele. Las células de la masa interna daran origen al
cuerpo del embrion y de varias estructuras extraembrionarias, mientras que, las células del
trofoblasto dan origen a estructuras extraembrionarias como la placenta (Arteaga y Garcia,
2014). En el dia 51 después de la fertilizacidn, el blastocisto incluido en la zona pelucida
llegara a la cavidad uterina, donde se desprende de la zona pelucida, y a partir del dia 71,
iniciara el proceso de implantacion donde el embridon comienza a adherirse al revestimiento
epitelial del endometrio. Las células del trofoblasto que estan en contacto con el
embrioblasto entran en contacto con el epitelio endometrial y comienzan a proliferar
formando el citotrofoblasto y el sincitiotrofoblasto multinucleado. El sincitiotrofoblasto rompe

el epitelio endometrial y se introduce en el estroma del endometrio, asi entre el dia 10 a 12
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el embrion esta incluido por completo en el endometrio (Arteaga y Garcia, 2014; Carlson,
2014).

R
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Fecundacion Segmentacion Mérula Blastocisto Implantacion
(Dia 1) (Dia 3) (Dia 6) (Dia 7)

Imagen 13. Representacion de la fertilizacion, desarrollo del cigoto e implantacion en el endometrio.

En la tercera semana inicia la gastrulacion, proceso por el cual, en el disco embrionario
bilaminar, las células del epiblasto migran a través de la linea primitiva y se forma el disco
embrionario trilaminar conformado por las tres capas germinales embrionarias: ectodermo,
mesodermo y endodermo. Una vez constituidas las tres capas germinales, de ellas se

derivan los diferentes tejidos y 6rganos (Arteaga y Garcia, 2014).

De la capa ectodérmica surgen el sistema nervioso central y periférico, la hipéfisis anterior
y posterior, la retina y el cristalino, el oido interno, las glandulas sudoriparas y mamarias, la

epidermis, incluso el cabello, las ufas y el esmalte dental (Carlson, 2014).

El mesodermo se segmenta dando lugar a la formacion del mesodermo paraaxial,
intermedio y lateral. Del mesodermo paraaxial se derivan los somites que dan origen a la
mayor parte del esqueleto, musculos de la cabeza, cuello y tronco, ademas de la dermis y
tejido conjuntivo. Del mesodermo lateral se originan las membranas serosas, el tejido
conjuntivo y el musculo de las visceras, el corazén, el esqueleto de los miembros, la pared
de los sistemas digestivo y respiratorio y las células sanguineas junto con el endotelio de
los vasos sanguineos. Del mesodermo intermedio surge la mayor parte del sistema

urogenital (Carlson, 2014).

Del endodermo se originan las células secretoras de la tiroides y paratiroides, el parénquima

del higado y del pancreas, el epitelio y glandulas del tubo digestivo, de la faringe, de las
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amigdalas, de la cavidad timpanica y del epitelio de revestimiento de la vejiga (Carlson,
2014).
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Imagen 14. Desarrollo de la notocorda y diferenciacion del Endodermo, Ectodermo y Mesodermo.
Delaminacion del mesodermo (der.) (Tomado de Carlson, 2014).

2.10RIGEN EMBRIONARIO DEL SISTEMA URINARIO

En el individuo adulto los sistemas urinario y genital son funcionalmente independientes.
Sin embargo, embriolégicamente los dos sistemas guardan una estrecha relacion ya que

ambos provienen del mesodermo intermedio.

El desarrollo del sistema urinario pasa por tres etapas: pronefros y mesonefros que son
formas tempranas del riidn que son reemplazadas, y metanefros responsable de la

formacion del rifidn definitivo (Carlson, 204).

El pronefros aparece alrededor del dia 22, esta constituido por un grupo de cordones
epiteliales llamados nefrotomos que se conectan originando los tubulos pronéfricos que se
extienden hacia la cloaca. Conforme los tubulos pronéfricos se extienden, estimulan al
mesodermo intermedio para formar al mesonefros, constituido de un glomérulo y un tubulo
mesonéfrico contorneado. Los tubulos, que se extienden en sentido craneocaudal,
conectan los glomérulos hacia el conducto mesonéfrico que recorre el mesonefros y se une
con la cloaca. Alrededor del dia 32 se desarrolla el metanefros a partir del blastema
metanefrogénico que da lugar a la formacién de las nefronas y de la yema o brote ureteral,
que se desarrolla como una evaginacion del conducto mesonéfrico, y que dara lugar a las

vias urinarias (Carlson, 2014; Arteaga y Garcia, 2014).
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Imagen 15. Desarrollo de las formas tempranas del riidn. Vista lateral. (Tomado de Singh, 2012).
En la quinta semana de desarrollo comienza la division de la cloaca, terminacion del
extremo caudal del intestino posterior. El crecimiento del tabique urorrectal produce la
division de la cloaca en una porcién anterior, el seno urogenital, y una porcion posterior, el

recto (Arteaga y Garcia, 2014).

El seno urogenital se continta con la alantoides cuya base dilatada se expande para formar
la vejiga urinaria y su extremo distal se vuelve fibroso y da origen al uraco que en el individuo
adulto corresponde al ligamento umbilical medio que une la vejiga con la regidon umbilical.
Conforme crece la vejiga, su pared posterior incorpora los conductos mesonéfricos y a los
uréteres, éstos ultimos desembocan en la vejiga y quedan situados por arriba de los
conductos mesonéfricos. De la regién caudal de los conductos mesonéfricos surge el
trigono vesical (Arteaga y Garcia, 2014). El urotelio de la vejiga proviene del endodermo
del seno urogenital, mientras que el resto de la pared surge del mesodermo esplacnico. La
mucosa del trigono vesical es de origen mesodérmico y su epitelio es de origen
endodérmico. El epitelio de la uretra deriva del endodermo del seno urogenital (Arteaga y
Garcia, 2014).
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Imagen 16. Desarrollo de la vejiga. Vista dorsal. La ilustracion muestra la incorporacion de los
conductos mesonéfricos y los uréteres a la vejiga (Tomado de Carlson, 2014).

2.2 ORIGEN EMBRIONARIO DEL OVARIO

Las Células Germinales Primordiales (PGCs) son los primeros precursores de los gametos,
se originan en el revestimiento del saco vitelino e inicialmente migran hacia el epitelio del
intestino primitivo posterior para después desplazarse a través del mesenterio dorsal hasta

alcanzar los primordios gonadales mediante movimientos ameboideos (Carlson, 2014).

En la quinta semana de gestacion las células germinales primordiales llegan a las génadas
y se transforman en ovogonias, en esta etapa, experimentan una fase de proliferacién
mitética rapida. La presencia de las células germinales es esencial para la diferenciacion
ovarica ya que si éstas no migran a las cresta genitales la génada no se diferencia (Carlson,
2014).

Poco después, las ovogonias proliferan brevemente por mitosis al tiempo que son
rodeadas parcialmente por las células del tejido conjuntivo del ovario que le forman una
monocapa de células epiteliales foliculares aplanadas y adoptan la forma de nidos de
células. En la etapa fetal tardia las ovogonias entran a la primera divisidn meidtica que se
detiene en el diploteno de la profase I. Las ovogonias, que ahora se denominan ovocitos,
se separan de los nidos de células y se asocian de manera individual a las células foliculares

formando los foliculos primordiales (Arteaga y Garcia, 2014).

El bloqueo de la meiosis en los ovocitos se elimina hasta la pubertad. El establecimiento de

las células germinales primordiales en la gonada en desarrollo y su diferenciacién en
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ovocitos incluidos en los foliculos primordiales conforman la reserva ovarica, que se refiere
al numero total de foliculos contenidos en cada ovario, este nimero se establece en la etapa
fetal. Alrededor del 5° mes intrauterino el feto femenino tiene una reserva de 6-7 millones
de ovocitos, muchos de ellos degeneran y al momento del nacimiento existen 1-2 millones
de células germinales, al inicio de la menarca, el numero es de aproximadamente 500,000
y s6lo 400 foliculos alcanzan su etapa de madurez a lo largo de la vida reproductiva; la

disminucion de la reserva decrece de manera drastica con la edad (Dixit et al., 2010).
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Imagen 17. Disminucion del numero de células germinales y atresia folicular. Las células germinales
primordiales migran al ovario durante el desarrollo embrionario. Su nimero incrementa por medio de
la division mitética pero la mayoria de los oocitos no sobrevive hasta el nacimiento (Modificada de
Dixit et al., 2010).

3. CARIOTIPO HUMANO

En 1956, Tjio y Levan descubrieron que en la especie humana el numero normal de
cromosomas en el nucleo de las células somaticas es de 46, 22 pares autosémicos (del 1
al 22) y un par de cromosomas sexuales o gonosomas (X-Y). La férmula cromosémica
normal en la mujer es 46, XXy 46, XY en el hombre. Los cromosomas estan formados por
DNA unido a proteinas, histonas y no histonas, que durante la interfase se encuentran en
forma de cromatina y durante la divisién celular el DNA se replica y se condensa dando

lugar al cromosoma metafasico (Lacadena,1996; Oliva y Vidal-Taboada, 2006).

Los cromosomas estan formados por dos cromatides hermanas unidas por el centrémero
que esta constituido de DNA alfoide con unidades de 171 pares de bases en tandem que

se repiten entre 1700 y 2900 veces. El centromero es de vital importancia ya que contiene
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al cinetocoro que es el sitio exacto en donde se unen los microtubulos del huso acromatico
en la division celular. Ademas, tiene dos teldmeros, uno en cada extremo del cromosoma y
consisten de una secuencia basica TTAGGG repetida varios miles de veces hasta formar
un segmento de aproximadamente 10, 000 pares de bases. Estos segmentos terminales
previenen la fusién entre los cromosomas y protegen a los cromosomas del ataque de

nucleasas (Del Castillo et al., 2012).

El centrdmero origina un estrechamiento o constriccién primaria que divide al cromosoma
en dos partes: brazos cortos (p) y brazos largos (q); segun la posicién del centrdmero, los
cromosomas se clasifican en metacéntricos, si el centromero se ubica en el medio del
cromosoma Y la longitud de sus brazos es igual, submetacéntrico si el centromero se
encuentra mas cerca de uno de los extremos y divide al cromosoma en dos porciones de
diferente tamafo y acrocéntrico si el centromero se encuentra cerca de un extremo del
cromosoma, lo cual produce un brazo largo y el final del brazo corto muestra un botén o
satélite (Pierce, 2010; Oliva y Vidal-Taboada, 2006).

(A) (B) (C)

Centrdmero —

Imagen 18. Clasificacion de los cromosomas de acuerdo a la posicion del centromero: (A)
Metacéntricos, (B) Submetacéntricos, (C) Acrocéntricos.

El cariotipo es la disposicién ordenada de los cromosomas del nucleo de las células de un
organismo segun su tamano, posicion del centromero y patron de bandeo. Se distribuyen
en 22 pares de autosomas homdlogos numerados del 1 al 22 y por los cromosomas
sexuales X y Y. Los cromosomas de tamafio semejante se relinen en grupos que se
designan por letras, de la A a la G; los cromosomas sexuales se asignan a los grupos C y

G respectivamente de acuerdo a su tamano (Oliva y Vidal-Taboada, 2006).
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Imagen 19. Cariotipo masculino con bandas GTG (46, XY) (Tomado de Oliva y Vidal-Taboada,
2006).

El cariotipo se obtiene de cualquier tejido cuyas células estén en divisién o puedan ser
estimuladas para dividirse mediante su cultivo, los linfocitos de sangre periférica son las
células que mas se utilizan para este fin aunque también se realiza con médula 6sea, piel,

células de liquido amniético, fibroblastos, piel, vellosidades coridnicas, etc.

La metodologia para obtener cromosomas metafasicos de linfocitos consiste en mezclar de
8-10 gotas de sangre venosa heparinizada con 10mL de medio de cultivo y adicionar
fitohemaglutinina, lectina que estimula la actividad mitogénica en linfocitos T. Al trascurrir
48 horas de incubacion los cultivos ya contienen células en division, el maximo indice

mitético ocurre a partir de las 64 a las 72 horas de cultivo (Lisker et al., 2014).

Tras el cultivo celular se procede al tratamiento de las células con colchicina o colcemid
que inhibe la polimerizaciéon de los microtubulos interrumpiendo la formacion del huso
mitético, de esta manera detiene la division celular en la metafase. El siguiente paso
consiste en aplicar una solucién hipotdnica que hace que las células se hinchen y logra
evitar la superposicion de los cromosomas. Después del tratamiento con solucion
hipoténica se procede a la fijacidn con solucion de Carnoy (Metanol-acido acético 3:1) para
preservar la estructura de los cromosomas. Finalmente se gotea la suspension celular sobre
una portaobjetos con lo cual las células estallan y los cromosomas aparecen distribuidos

en la superficie de la laminilla (Lisker et al., 2014; Oliva y Vidal-Taboada, 2006).
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Para visualizar e identificar a los cromosomas se procede al bandeo cromosémico que se
refiere a las regiones claras y oscuras a lo largo de los cromosomas producidas después
de la tincién con colorantes especificos. La técnica de bandeo mas utilizada en citogenética
es el bandeo G en la que los cromosomas se someten al tratamiento con enzimas
proteoliticas como la tripsina seguido por la tincidon con colorante de Giemsa. Como
resultado de esta técnica se producen bandas oscuras y bandas claras cuyo patron es unico
para cada par cromosomico. Las diferencias en la estructura y composicién del DNA son
responsables de la respuesta a la tincion, asi, las bandas oscuras o positivas corresponden
a regiones de DNA ricas en A-T, cuyo DNA replica tardiamente en la fase S y con baja
densidad de genes mientras que las bandas negativas o claras son ricas en G-C que replica

al inicio de la fase S y contiene la mayoria de los genes codificantes (Brenner y Miller, 2013).

El numero de bandas obtenidas tras la técnica de bandeo determina la resolucién de los
cromosomas, en metafase tardia se obtiene una resolucién de 350-400 bandas. El bandeo
permite la identificacién y diagndstico de alteraciones cromosémicas numéricas vy
estructurales como deleciones, duplicaciones, translocaciones e inversiones con un limite
de deteccién de 5-10Mb. (Brenner y Miller, 2013). La nomenclatura internacional, ISCN,
determina el orden y el sistema de simbolos con los que se reporta un cariotipo; en primer
lugar se escribe el numero total de cromosomas seguido del complemento de cromosomas
sexuales, en tercer lugar se describe la anormalidad cromosémica, si existe. Aunado a este
sistema se emplea un sistema de nomenclatura de bandas que actuan como puntos
divisorios en cada brazo de los cromosomas, este sistema permite la descripcion de los
sitios en donde ha ocurrido algin rompimiento o rearreglo cromosémico asi como la
localizacién de locus génicos. Para designar una banda se coloca primero el numero del
cromosoma, seguido del simbolo del brazo involucrado, el numero de la region, el nimero

de la banda seguido del numero de la sub banda (Lisker et al., 2014).
4. HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Los primeros estudios de Hibridacién in situ (ISH) fueron desarrollados independientemente
por Pardue y Gall, y John y col. en 1969. Originalmente, se empleaban sondas marcadas
con isétopos radioactivos para hibridar con la secuencia complementaria de DNA y la
deteccion se realizaba con autorradiografia. Este método de marcacién de sondas tuvo
inconvenientes como: 1) la naturaleza inestable de los isétopos, 2) se necesitaban largos

tiempos de exposicion para la autorradiografia, 3) las sondas radioactivas proporcionan una
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limitada resolucion porque la emision de la particula radioactiva deja cometas, no sefiales
discretas y 4) los is6topos radioactivos son un material costoso y peligroso que debe ser
transportado, manejado y dispuesto de acuerdo a ciertas regulaciones (Levsky y Singer,
2003).

En los 80’s se desarrollaron métodos de marcacion no radioactivos, como los fluorocromos
que pueden unirse de manera directa a las sondas, de esta manera nace la Hibridacion in
situ con Fluorescencia (FISH). La técnica de FISH permite detectar y localizar secuencias
especificas de acidos nucleicos (DNA o RNA) en preparaciones cromosoémicas,
extensiones celulares y cortes de tejido; el analisis de la hibridacion se realiza directamente
con microscopios de fluorescencia y por lo tanto se obtienen resultados en menor tiempo.
Actualmente es posible el uso simultaneo de dos o mas fluorocromos que permiten el
analisis de multiples secuencias de DNA en la misma hibridacion y existen numerosos kits

de sondas disponibles comercialmente (Tubbs y Stoler, 2009).

La técnica de FISH se realiza como complemento de la citogenética clasica pues identifica
con mayor precision la presencia de anormalidades cromosémicas numéricas, aneuploidias
0 mosaicismo, y anomalias estructurales como es el caso de los rearreglos cromosémicos
complejos, microdeleciones o microduplicaciones que son dificiles de analizar en el
cariotipo. Aplicando la técnica de FISH se puede conocer la frecuencia real de células con
la alteracion cromosomica frente a la poblacion celular total, permite analizar un gran
numero de células de manera rapida y sencilla y no requiere que las células se encuentren
en divisién. Por todo esto se considera a la técnica de citogenética molecular una

herramienta valiosa en el ambito clinico y de investigacion.
4.1 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

La técnica de FISH se define como la alineacion complementaria exacta entre una
secuencia de DNA marcada con un fluorocromo (sonda) y la secuencia de DNA blanco que
permite la visualizacién de la localizacién espacial de secuencias especificas dentro de una
preparacion celular. Esta metodologia puede aplicarse tanto en cromosomas como en

interfase y puede realizarse en diversos tipos celulares.
El protocolo estandar de FISH se basa en cinco pasos basicos:

1. Preparacion del material bioldgico: el procedimiento para obtener las células que se

deseen analizar bajo la técnica de FISH esta determinado por la naturaleza de la muestra.
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Las laminillas deben contar con un nimero adecuado de células (de acuerdo a la cantidad
de nucleos o metafases que se requiera analizar) y que éstas se encuentren bien
distribuidas, sin solapamientos, a lo largo de la laminilla. La calidad de la laminilla puede
influenciar en los resultados de la técnica de FISH, cuando las preparaciones tienen
caracteristicas 6ptimas (numero y dispersion adecuada) los pasos posteriores de la técnica
se ven favorecidos, por ejemplo, el tratamiento con proteasas y el acceso de la sonda,

ademas de reducir el background (Bayani y Squire, 2004).

Un paso importante es la fijacién, este proceso previene la autolisis y la degradacién del
tejido con la finalidad de preservar la morfologia del material biolégico y obtener el maximo
de retencion de las secuencias de DNA de interés. Las soluciones fijadoras se clasifican en
dos categorias de acuerdo a su mecanismo de accién: fijjadores desnaturalizantes y
fijadores de entrecruzamiento (o adicion). Los fijadores mas utilizados son el formaldehido
que actua sobre las proteinas, su grupo aldehido se combina con el grupo amino de la lisina
formando puentes de metileno, de igual manera produce entrecruzamientos con los grupos
fenol, indol, aminometilol e imidazol de aminoacidos como arginina, tirosina, asparagina,
histidina y glutamina a través de una reaccién conocida como reaccién de Mannich. Por
otra parte la solucidon de Carnoy metanol/acido acético (3:1) actua como desnaturalizante,
se utiliza en preparaciones de células y cromosomas; el alcohol presente en la solucién
provoca la desnaturalizacién de las proteinas ya que elimina el agua de los grupos carboxilo,
hidroxilo, amino, amido e imino presentes en las proteinas, lo cual, produce su coagulacion
y la contraccion de las células; el 4cido acético funciona como coagulante, actua sobre los
acidos nucléicos pero en general no fija proteinas. Se incorpora en fijadores compuestos
puesto que ayuda a prevenir la pérdida de los acidos nucléicos y a que contrarresta la
contraccion causada por el metanol ya que hace que el colageno se hinche. El acido acético
tiene una tasa de penetracion elevada, pero los fijadores que lo contienen lisan a los
eritrocitos (Howat y Wilson, 2014; Kiernan, 2000).

Es importante tener en cuenta el tiempo de fijacién, el cual depende del tamafio de la
muestra, para células aisladas, 20 minutos son suficiente, si se excede el tiempo de fijacion
los pasos subsecuentes de permeabilizacién y digestién enzimaticas tendran que ser mas

agresivos, ademas puede disminuir la intensidad de la senal (Quintanilla, 2004).

2. Pretratamiento: La finalidad del pretratamiento es incrementar la eficiencia de la
hibridacion y reducir las uniones inespecificas o el background, lo cual, se consigue a través

de procedimientos cuyo objetivo es incrementar la permeabilidad de las células. Existen
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diversos procedimientos de pretratamiento como por ejemplo, el procesamiento con
solventes organicos (etanol o metanol) que actuan removiendo los lipidos de membrana, la
hidrélisis con HCI diluido y la digestion proteolitica, que es considerado como un
procedimiento clave para incrementar la accesibilidad al DNA blanco. La digestiéon
proteolitica se realiza con enzimas como la pepsina o proteinasa K para remover
componentes del citoplasma e incrementar el acceso de la sonda al DNA diana a través de
la degradacion de proteinas que interaccionan con el material genético. La concentracion
de la enzima y el tiempo de tratamiento dependen del tipo de tejido, si se somete a un
tratamiento de corta duracion, la permeabilizacién de las células seria deficiente y esto
repercute en el acceso de la sonda y en la hibridacién. En el caso contrario, la incubacién
con enzimas proteoliticas por periodos prolongados resulta en la digestion excesiva de las
células, lo cual dafia la integridad morfolégica y afecta a la intensidad de la sefal. Posterior
a esta etapa se debe detener el proceso de digestion lavando en solucion salina como PBS
o Tris-buffer seguido de una breve fijacion, generalmente con formalina, de lo contrario el
tejido sufriria una desintegracion. Adicionalmente a los procedimientos mencionados se
somete a las células a periodos de incubacién en buffer que preparan los acidos nucleicos
para la hibridacién como la soluciéon 20 XSSC diluida (Petersen et al., 2004; Pulido, 2010;
Jiny Lloyd, 1997).

3. Desnaturalizacién de la sonda y la muestra: Para que la sonda pueda alinearse y unirse
con su DNA blanco es necesario separar las cadenas de la doble hélice, lo anterior se logra
mediante la desnaturalizacidon por accidon de reactivos suaves como alcalis, formamida o
urea, o bien, al elevar la temperatura. La desnaturalizacion por calor es el método mas
comun. Deben evaluarse las condiciones 6ptimas de desnaturalizacion en cuanto a factores
como el tiempo de desnaturalizacion, la temperatura, que dependera del contenido de G-C,

la concentracion de sales, y el pH (Petersen et al., 2004).

4. Hibridacion: Al disminuir la temperatura a la cual se logré la separacién de la doble hélice
se dan las condiciones Optimas para que, por complementariedad de bases la sonda se
una al DNA blanco a través de enlaces por puente de hidrogeno. La hibridacién de la sonda
depende de la capacidad de renaturalizacion del DNA justo por debajo de su Tm, que es la
temperatura a la cual el 50% del DNA se encuentra como DNA de cadena simple (Jin y
Lloyd, 1997).
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Imagen 20. Principio de la técnica de FISH.

La renaturalizacion y por tanto la hibridacion dependen de diversos parametros como:

e Latemperatura, la tasa maxima de renaturalizacion es de 25°C pero se puede llevar
a cabo en un rango que va de 16 a 32°C por debajo del valor de la Tm.

e pH, normalmente la renaturalizaciéon no se altera con el pH siempre y cuando su
valor se encuentre entre 5 a 9.

e Concentracién de cationes monovalentes: los cationes monovalentes establecen
interacciones electrostaticas con los grupos fosfato, de tal manera que, a altas
concentraciones de los cationes disminuye la repulsion electrostatica entre las
cadenas de DNA, incrementando la estabilidad del hibrido.

e Lalongitud de la sonda tienen influencia en los resultados de la hibridacion, sondas
largas forman hibridos mas estables ya que la uniéon de la sonda con el DNA
involucra un numero considerable de bases.

e La composicién de la sonda, las sondas con mayor contenido de G-C tienden a
formar uniones mas estables debido al triple puente de hidrégeno que se establece
entre estos dos nucleédtidos a diferencia de los dos puentes de hidrégeno que se
forman entre A-T.

e Concentracion de la sonda: A mayor concentracion de la sonda, mayor indice de

renaturalizacion, pero por otro lado incrementa el background (Pulido, 2010).



Los parametros mencionados determinan la astringencia de la hibridaciéon, definida como
el grado de especificidad en el apareamiento de la sonda con su secuencia diana, supone
una medida de la capacidad de reconocimiento entre las dos secuencias. Entre mayor sea
el rigor o astringencia solamente seran estables los hibridos apareados por completo
(Pulido, 2010).

5. Lavados post-hibridacion: Después de la hibridacion, debe eliminarse la sonda que no
hibridd asi como la hibridacién no especifica, que es inestable a comparacion de los hibridos
perfectamente homodlogos. Las preparaciones son sometidas a una serie de lavados de
astringencia creciente, la astringencia o rigor esta influenciada por la temperatura,
concentracion de sales, concentracion de detergente y la duracion del proceso (Bayani y
Squire, 2004).

Inicialmente, las preparaciones se someten a un lavado de alto rigor a elevada temperatura
(60-73°C), con detergente y buffer de alta concentracion de sales como SSC, a menor
concentracion de este buffer es mayor la astringencia, asi la solucién 0.1XSSC
desestabiliza el DNA mas rapidamente que la solucién 2XSSC. Posteriormente se realiza
un lavado de menor astringencia, suave con los hibridos estables pero efectivo en la
remocién de la sonda no hibridada, a temperatura ambiente con buffer de concentracion

2XSSC y una concentracion menor de surfactante.

Existe una amplia variedad de detergentes como Tween 20 que tiene un efecto potente si
se utiliza en las soluciones de lavado y por tanto impacta en la intensidad de la sefal. Como
alternativa se puede utilizar NP-40, detergente no idnico que se emplea tanto en FISH como

en ELISA e inmunohistoquimica para reducir el background (Bayani y Squire, 2004).

6. Deteccion de la sonda marcada y Analisis al microscopio: El paso final de la hibridacion
in situ es la deteccién de la sonda marcada en las células o tejido. Para esto se realiza la
contratinciéon de los nucleos o cromosomas con DAPI (4’6-diamino-2-fenilindol), colorante
fluorescente que se une al zurco menor del DNA en regiones ricas en AT, y el montaje de
la laminilla con agentes que preserven la fluorescencia. Finalmente, se observa la laminilla
a través de un microscopio de fluorescencia, el cual utiliza iluminacién de alta intensidad
(lampara de halégeno-cuarzo, arcos de mercurio o xendén) para excitar a los fluorocromos
presentes en la sonda. Cada fluorocromo es excitado con una longitud de onda especifica,
la molécula absorbe fotones y al hacerlo sus electrones son excitados a un nivel de energia

mas alto, cuando vuelven a su estado fundamental la energia vibracional se pierde y como
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resultado emiten luz de longitud de onda mas larga, dentro del espectro visible. Los
microscopios de fluorescencia y el objetivo enfocan la luz de excitacion y recolectan la luz
que regresa al ocular o detector. La fluorescencia se separa de la luz de excitacion por
medio de un espejo dicroico y de los filtros apropiados que transmiten la fluorescencia
excluyendo y/o transmitiendo las longitudes de onda de luz seleccionadas, optimizan la
fluorescencia y reducen el ruido de fondo o background no deseado. Los microscopios de
fluorescencia pueden estar acoplados a un detector que se encarga del registro,

procesamiento y almacenamiento de imagenes (Nikon, 2015; Spring, 2003; Haaf, 2006).

Los criterios de evaluacién de FISH definen cémo contabilizar las senales en base a la
integridad de la sefal, su tamafio, superposicion, etc. De igual manera dictan criterios de
exclusion de células para el analisis. La objetividad del analisis de FISH depende del
conocimiento y correcta aplicacién de estos lineamientos. El analisis de células en interfase
usualmente se realiza para la enumeracion de cromosomas utilizando sondas

centroméricas; a continuacion se dan algunas recomendaciones para el analisis:

e Seleccionar las areas de analisis a lo largo de la laminillas. Si la regién tiene mucho
ruido de fondo o la intensidad de la sefial es deficiente o no hay sefial, se excluye
esa area para el analisis.

e Seleccionar nucleos que no se encuentren rodeados de restos de citoplasma, que
estén intactos y cuyos bordes estén bien definidos.

e Elegir nucleos libres, que no se superpongan con otros, cuyas sefales tengan la
misma intensidad.

e Enfocar de arriba a abajo en el eje z para revisar si existen sefales en esa
configuracién espacial.

e Seleccionar nucleos con seinales de la misma intensidad.

¢ No se contabilizan sefales débiles e inespecificas. Estas senales se reconocen por
su baja intensidad y forma que difieren de la sefial normal.

¢ Cuando se encuentran dos sefales unidas por una hebra fluorescente se cuenta
como una sefal, lo mismo ocurre si se encuentran sefiales separadas pero
continuas o cuya separacion no exceda al tamafo de una de ellas. En ocasiones las
sondas centroméricas generan sefales que no son totalmente esféricas y que
pueden presentarse difusas o dispersas en la cromatina de los nucleos en interfase.

e Se cuentan como dos sefiales si el espacio de separacion entre éstas equivale al

tamafio de una de ellas.
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¢ Incluir en el conteo unicamente a los nucleos en los que se pueda interpretar la sefal

y excluir aquellos que sean poco concluyentes (Bayaniy Squire, 2004).
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Imagen 21. Representacion esquematica de los criterios de evaluacion de FISH. Las imagenes
corresponden a la hibridacién con sondas centroméricas o de locus especificos en nucleos
interfasicos. (Tomada de Bayani y Squire, 2004)

4.2 TIPOS DE SONDAS

La disponibilidad comercial de numerosas sondas para FISH ha logrado que la técnica
tenga una amplia aceptacion y aplicacion en el campo clinico y de investigacion. Existen
tres clases de sondas para FISH: sondas centroméricas, sondas de locus especifico, y las
sondas de pintado cromosdmico; conocer sus caracteristicas ventajas y limitaciones ayuda

a elegir la sonda adecuada para el estudio que se desee realizar.

a) Sondas Centroméricas

Las sondas centroméricas (CEP) hibridan con secuencias altamente repetitivas de DNA a
satélite presentes en la regidon centromérica o pericentromérica de los cromosomas
humanos. La secuencia de estas sondas es seleccionada de tal manera que es especifica
para cada par cromosomico, por lo tanto, son utiles para la deteccién y enumeracion de

cromosomas especificos en metafases o nucleos interfasicos (Tubbs y Stoler, 2009).
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Las caracteristicas de las sondas centroméricas limitan su aplicacién al estudio de
aneuploidias en estudios prenatales, en la determinacién del porcentaje de células con
complemento cromosémico anormal en pacientes con mosaicismo o en neoplasias y tejidos
donde el proceso de cultivo puede presentar un problema. Como desventaja de este tipo
de sonda es que no puede detectar anormalidades estructurales en el cromosoma, de tal
manera que, si existe una delecion en el cromosoma blanco pero la region centromérica

esta intacta la sonda genera la misma sefial (Tubbs y Stoler, 2009).
b) Sondas de locus especifico

Las sondas de locus especifico hibridan con una regién de interés y por lo tanto estan
compuestas principalmente por secuencias unicas, su longitud va de 100 a 300 kilobases
necesarias para producir una sefial visible y se pueden emplear en cromosomas en
metafase o en nucleos en interfase. Este tipo de sondas se utilizan para la deteccién de
microduplicaciones o microdeleciones las cuales, son indetectables mediante la
citogenética clasica. El desarrollo de FISH multicolor hizo posible aplicar mas de una sonda
de locus especifico para detectar dos o0 mas secuencias de acidos nucléicos al mismo
tiempo, lo que las hace utiles en la tipificacion de translocaciones presentes en algunas
leucemias (Tubbs y Stoler, 2009).

¢) Sondas de pintado cromosdémico

Se trata de una mezcla de sondas marcadas con un fluorocromo que hibridan con
secuencias distribuidas a lo largo de un cromosoma, esta mezcla se aplica solamente en
preparaciones cromosomicas en una reaccion de hibridacion, el resultado es el “pintado”
del cromosoma de interés. Esta clase de sondas hace posible el analisis de aneuploidias y
la identificacion de anomalias estructurales como translocaciones. Las limitaciones de esta
clase de sonda incluyen la incapacidad de detectar cambios estructurales dentro de un
mismo cromosoma (ej. Inversiones), restringido poder de resolucion en el analisis de
rearreglos cromosémicos complejos y que solo es aplicable en cromosomas en metafase
(Yung, 1996).

d) Sondas teloméricas

Actualmente existen sondas especificas de cada telémero, los teldmeros son los segmentos
terminales de cada cromosoma y estan constituidos por cientos de nucleétidos repetidos

(TTAGGG), son importantes en el proceso de replicacion del DNA y para la estabilidad de
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los cromosomas. Varios estudios sugieren que los teloméros estan involucrados en eventos

como deleciones terminales, amplificacion génica y translocaciones cripticas (Yung, 1996).

Las sondas teloméricas se utilizan en la evaluacion el analisis y deteccidon de
translocaciones cripticas y deleciones asi como la verificacion de la integridad terminal de

los cromosomas en neoplasias (Yung, 1996).

b
Sonda Sonda de Locus Sonda de Snnd?_
Centromérica Especifico Fintado Telomeérica

Cromosdmico

Imagen 22. Las diferentes clases de sondas en FISH.

4.3 CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE MOSAICISMO DE BAJA PROPORCION

El mosaicismo de baja proporcion es una causa conocida de diferentes sindromes y esta
implicado en diversas enfermedades multifactoriales. Sin embargo, a pesar de su relevancia,
la mayoria de los casos de mosaicismo de baja proporciéon permanecen sin diagnostico
debido a que la proporcion de células con la anomalia cromosémica es casi imperceptible
mediante el analisis citogenético de rutina. La introduccion de la hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) que permite el analisis de un gran nimero de células hace posible la

deteccion del mosaicismo de baja proporcion.

La presencia de mosaicismo de baja proporcion relacionado con aneuploidias en
cromosomas sexuales, se ha asociado con el desarrollo sexual anormal, falla ovarica
prematura e infertilidad, sin embargo, el significado biolégico no es totalmente claro. Para
algunos autores, el mosaicismo de baja proporcién esta definido por la presencia de <6%
de células anormales (Homer et al., 2010), otros consideran un rango de 5-10% (Lopez et
al., 2012) de células aneuploides y existe un rango mas amplio de 7-30% (Robberecht et

al., 2010); hasta ahora, no existe un acuerdo que uniformice este parametro.
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5. ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Las anormalidades cromosdmicas pueden ser numeéricas o estructurales y pueden afectar
a los autosomas, a los cromosomas sexuales o a ambos simultaneamente. Las anomalias
cromosdémicas ocurren en aproximadamente 0.7% de nacidos vivos, este numero no incluye
a los casos de pérdida gestacional, defectos al nacimiento y retraso mental. El impacto
clinico y social de las anomalias cromosomicas es enorme. El tipo de anormalidad
cromosoémica mas frecuente con repercusion clinica es la aneuploidia que se asocia con
deficiencia en el desarrollo fisico, mental o ambos. Las translocaciones, intercambio de
segmentos entre cromosomas no homaologos, son también relativamente frecuentes pero
su significado clinico varia dependiendo de su localizacion y si la translocacion es

balanceada o no (Nussbaum, 2008).

Las consecuencias fenotipicas de una alteracién cromosdmica dependen de su naturaleza
especifica, de los genes afectados por la alteracion y de la probabilidad de su transmision

a la siguiente generacion (Nussbaum, 2008).
5.1 ALTERACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS

Se denomina euploidia al multiplo exacto del numero haploide (n) de cromosomas. Las
células somaticas del ser humano tienen un nimero diploide de cromosomas (2n). Ademas
del numero diploide caracteristico de las células somaticas normales, en ocasiones se
observan complementos cromosdmicos euploides anormales: la ftriploidia (3n) y la
tetraploidia (4n). Aunque ambas poliploidias no son compatibles con la vida, la triploidia
ocurre en el 1-3% de las fecundaciones y entre los embriones que sobreviven hasta el final
del primer trimestre de la gestacién. La dispermia y la no disyunciéon meidtica son los
mecanismos por los cuales se producen este tipo de anormalidades. (Rosenberg y
Rosenberg, 2012; Nussbaum, 2008).

La aneuploidia se refiere a la pérdida o ganancia de cromosomas completos, es el trastorno
cromosomico humano mas comun y tiene lugar en al menos 5% de las gestaciones
reconocidas. La mayoria de los pacientes aneuploides presentan trisomias (tres copias de
un cromosoma) y con menor frecuencia monosomias (sélo una copia de un cromosoma).
Sélo las trisomias de los autosomas 13, 18 y 21 y de los sexocromosomas X y Y son
compatibles con la vida, esto puede explicarse por la baja densidad génica de los

cromosomas 13, 18, 21 y Y ademas de la inactivacion de las dos copias extra del
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cromosoma X. La monosomia casi siempre es letal a excepcion de la monosomia del X

(Rosenberg y Rosenberg, 2012).

El rezago anafasico es uno de los mecanismos que ocasionan aneuploidias, esto ocurre
durante la meiosis | cuando uno de los cromosomas retrasa su desplazamiento hacia uno
de los polos de la célula en la anafase debido a que sus cromatides hermanas se separaran
prematuramente. Como resultado del rezago anafasico una de las cromatides se desplaza
hacia un polo celular y la otra se segrega junto con el cromosoma homadlogo en el polo
opuesto. Esto da lugar a la existencia de gametos nulisémicos y con dos copias de un

cromosoma (Jin-Chen, 2013).

Imagen 23. Representacion esquematica del rezago anafasico en meiosis |. (a) Profase I. (b)
Metafase |. (c) Anafase |, separacidon prematura de las cromatides de uno de los homologos. (d)
Telofase |, una de las cromatides se segrega con el cromosoma homdlogo. (e) Resultado de la
meiosis I. (f) Metafase Il. (g) Anafase Il. (h) Gametos resultantes: dos gametos con complemento
cromosomico normal, un gameto nulisémico y un gameto con dos copias del cromosoma (Tomada
de (Jin-Chen, 2013).

La no disyuncion es el principal mecanismo por el cual se originan las aneuploidias,
involucra un error en la separacion de un par de cromosomas durante alguna de las dos
divisiones meidticas, comunmente en meiosis |. Las consecuencias de la no disyuncion en
meiosis | o en meiosis Il son diferentes; cuando ocurre en meiosis I, el gameto con 24
cromosomas contiene los miembros materno y paterno del par cromosémico, mientras que,
si ocurre en meiosis Il el gameto con el cromosoma extra contiene ambas copias del

cromosoma paterno o ambas del materno (Rosenberg y Rosenberg, 2012).
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Imagen 24. Representacién esquematica de las consecuencias de la no disyuncién en meiosis | y
meiosis Il. Si la no disyuncidn ocurre en meiosis | los gametos contienen los miembros materno y
paterno de un par cromosomico o carecen por completo del cromosoma y al ser fecundados originan
cigotos trisébmicos o monosémicos, respectivamente. Si la no disyuncion ocurre en meiosis I, los
gametos anormales contienen ambas copias parentales o son nulisomicos dando lugar a cigotos
trisdmicos y monosdmicos respectivamente. (Modificada de Rosenberg y Rosenberg, 2012).

La aneuploidia puede ocurrir en la division meibdtica como se ha descrito pero también
ocurre en la division mitética tras la formacién del cigoto. Si este fendmeno ocurre en una
etapa temprana, puede dar lugar a un mosaicismo clinicamente significativo (Nussbaum,
2008).

5.2 MOSAICISMO

El mosaicismo genético se define como la presencia de dos o mas lineas celulares que
difieren en su genotipo derivadas de un mismo cigoto. EI mosaicismo puede ser numérico
(el tipo mas comun) o estructural y puede afectar a células somaticas o a células germinales
(Machiela y Chanock, 2013).

El desarrollo de un ser humano a partir de un cigoto involucra un sin nimero de divisiones
celulares lo cual hace que el proceso de desarrollo sea susceptible a eventos mutacionales;
el mosaicismo es resultado de mutaciones postzigoéticas que en la mayoria de los casos
ocurren antes de la formacion del blastocisto aunque también pueden producirse en etapas
posteriores, las células afectadas por la mutacion transmiten esta caracteristica a las

subsecuentes células en su linaje (Frank, 2014).
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Imagen 25. Desarrollo humano a partir del cigoto. El mosaicismo da lugar a poblaciones celulares
con diferente genotipo confinadas a un tejido especifico (azul, verde, morado) (Tomada de Lupski,
2013).

El mosaicismo cromosémico se origina por medio de dos mecanismos, el primero y mas
comun involucra la no disyuncién en las divisiones mitéticas posteriores a la fertilizacion, el
segundo mecanismo implica la correccion postzigética de errores en las divisiones

meidticas ocurridos durante la gametogénesis (Grati, 2014).

En el primer caso, inicialmente se tiene un cigoto con un complemento cromosémico normal
(46 cromosomas) que por un error en la segregacion en la division mitdtica genera un
mosaico generando tres lineas celulares: la trisémica (ej.47, XY,+18), la monosémica (ej.
45, XY,-18) y la linea celular normal (46, XY). Las células con monosomias que involucran
a cromosomas autosdmicos generalmente son eliminadas mientras que la linea trisémica y
la linea normal sobreviven. Las monosomias de los autosomas 13, 18, 21 y de los
cromosomas sexuales Xy Y son la excepcién a esta regla ya que en el analisis citogenético

se pueden encontrar las tres lineas celulares (Grati, 2014).

El segundo mecanismo implica la formacién de un cigoto anormal (ej. 47, XX, +21), debido
a que uno de los gametos era disémico, en donde se restaura la linea celular normal (ej.
46, XX) en las divisiones mitdticas subsecuentes a la fertilizaciéon con la pérdida del

cromosoma extra mediante dos vias: rescate trisomico o retraso anafésico (Grati, 2014).
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Imagen 26. Representacion grafica de los mecanismos por los cuales se produce mosaicismo
cromosomico. (A) No disyuncion mitética de un autosoma, en donde la linea celular monosémica
desaparece preferencialmente; (B) No disyuncion mitética que involucra a un sexocromosoma donde
sobreviven tres lineas celulares; (C) No disyuncion meiotica seguido de una correccidon por rescate
trisdmico o rezago anafasico, se detectan dos lineas celulares, la normal y la trisémica. (Modificada
de Grati, 2014)

Las consecuencias fenotipicas del mosaicismo dependen de factores como la etapa de
desarrollo en el que ocurrié la mutacioén, el tamafo y la regién gendmica involucrada, las
proporciones de los diferentes complementos cromosémicos, las partes del cuerpo
afectadas y el efecto fisiopatoldgico de la mutacion. De esta manera, se sabe que el
mosaicismo contribuye a la diversidad humana, al desarrollo de enfermedades, al desarrollo

prenatal del cerebro y al envejecimiento (lourov et al., 2008).

El mosaicismo se detecta mediante la realizacién de cariotipo pero también se puede
diagnosticar con el analisis de FISH en interfase y segun los datos ofrecidos por aCGH.
Con frecuencia, es dificil evaluar la importancia del hallazgo de un mosaicismo puesto que
la proporcion de células afectadas puede ser muy inferior a la proporcion de células
normales. Un problema adicional es que las proporciones de los diferentes complementos
cromosoémicos pueden no reflejar las proporciones presentes en otros tejidos (Brenner,
2013).
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I11. JUSTIFICACION

La Falla Ovarica Prematura es una patologia que afecta al 1% de las mujeres menores de
40 anos, son diversas las causas que provocan esta enfermedad, entre ellas se encuentran
las causas genéticas que representan el 20-25% de los casos de FOP y dentro de este

porcentaje el 13% se debe a anormalidades del cromosoma X como el mosaicismo.

El mosaicismo de baja proporcion en relacién con aneuploidias de los cromosomas
sexuales se ha asociado con falla ovarica prematura, anormalidades en el desarrollo de los
caracteres sexuales e infertilidad. Actualmente no existe un consenso que establezca los
limites de lo que se considera mosaicismo de baja proporcidn, sin embargo su relevancia
en relacion con la FOP es innegable, aunado a esta hecho, el analisis de cariotipo resulta
insuficiente para diagnosticar mosaicismo de baja proporcion debido a que solamente se
analizan de 20-30 metafases obtenidas a partir de linfocitos T lo cual excluye la presencia
de mosaicismo de 14 y 10% (Hook, 1977) respectivamente. Por lo anterior, surge la
necesidad de realizar estudios citogenéticos mas extensivos como la técnica de Hibridacion
in situ con fluorescencia (FISH) que permite analizar un gran numero de células e incluye a
todos los leucocitos en interfase, de esta manera evalia de manera mas amplia la presencia

de mosaicismo de baja proporcion.

A través de la técnica de FISH se analizan 1000 nucleos de leucocitos no cultivados de
sangre periférica y células de descamacioén del epitelio urinario con la intencion de aumentar
la capacidad de deteccion de mosaicismo del cromosoma X, ademas, ambos tejidos
provienen de distinto origen embrioldgico, esta adicién posibilita la verificaciéon y/o
comparacion de la proporcién de células anormales en cada tejido y permite inferir el
momento en el que se origind el mosaicismo. Los resultados de este proyecto pueden
ayudar a entender el impacto del mosaicismo del cromosoma X en la evolucion de la FOP,

ademas contribuye a mejorar el diagnéstico de esta enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

Es posible que pacientes con FOP y cariotipo normal presenten mosaicismo de monosomia
del cromosoma X en células de descamacion del epitelio urinario con mayor frecuencia que

en mujeres de la misma edad que no padecen FOP.

V. OBJETIVOS

Evaluar la contribuciéon del mosaicismo del cromosoma X con el desarrollo de Falla Ovarica
Prematura en pacientes con signos y sintomas de la enfermedad vy cariotipo normal que
acuden al INPer mediante la realizacion de la técnica de citogenética molecular Hibridacion
in situ Fluorescente (FISH) en leucocitos no cultivados de sangre periférica y células de

descamacioén del epitelio urinario.

Establecer un punto de corte para determinar o excluir la presencia de mosaicismo de baja

proporcién a partir de los resultados recabados con este estudio.

Identificar si existe diferencia entre el mosaicismo de monosomia del X en leucocitos de

sangre periférica y las células de descamacioén del epitelio urinario de pacientes con FOP.

Identificar si el mosaicismo de monosomia del X tiene relacién con la edad.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 DEFINICION DEL ESTUDIO

De acuerdo al Disefio de Investigacién este proyecto se caracteriza por ser prospectivo,

transversal y de analisis descriptivo.

Las pacientes que forman parte de este estudio fueron diagnosticadas con Falla Ovarica
Prematura en el Instituto Nacional de Perinatologia y posteriormente canalizadas al
Departamento de Genética Humana para participar en el protocolo. A cada paciente se le
explicé el propdsito del estudio y mostrando su acuerdo firmé el debido Consentimiento
informado, se recabaron los datos de la paciente asi como de sus antecedentes gineco-

obstétricos, patoldgicos vy clinicos.

El grupo Control esta conformado por mujeres con ciclos menstruales regulares y cuya edad

sea igual a la de las pacientes o que difiera en no mas de dos afos.
6.2 VARIABLES A ESTUDIAR

En este proyecto se analizan principalmente dos variables de tipo cuantitativa discreta que

son:
a) Edad

b) Porcentaje de mosaicismo de monosomia y trisomia del cromosoma X
c) Tejido estudiado

¢ Leucocitos no cultivados de sangre periférica

e Células de descamacion del epitelio urinario

6.3 OBTENCION Y SIEMBRA DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA PARA
CARIOTIPO

1. Se obtuvo sangre periférica por venopuncion con el sistema Vacutainer en tubo

heparinizado.

La muestra se proceso en el interior del cuarto de cultivo en condiciones asépticas:



Homogeneizar el contenido del tubo Vacutainer tapén verde y con ayuda de una
pipeta de plastico estéril de 1mL tomar la sangre y depositar 10 gotas en cada uno
de dos tubos de punta cénica de 15mL con medio MEM suplementado con
antibiético, SFB y Fitohemaglutinina.

Cerrar los tubos de punta cénica y homogeneizar su contenido. Identificar con los
datos de la paciente.

Colocar los tubos de punta conica en posicion horizontal sobre una charola estéril e
incubar a 37°C por 72 horas.

Extraer los tubos de la incubadora y homogeneizar suavemente. Agregar a uno de
los tubos de punta cénica 200uL de Bromuro de etidio [0.5mg/ml] e identificar como
tubo B, posteriormente adicionar a ambos tubos 200uL de colchicina [1mg/ml] y
cronometrar 2hr.

Cerrar los tubos de punta cdnica, homogeneizar suavemente y colocarlos en
posicion horizontal sobre la charola estéril. Incubar a 37°C hasta agotarse el tiempo

cronometrado.

6.3.1 COSECHA

. Extraer los tubos de la incubadora y centrifugar a 1500rpm por 10 minutos. Al término
de la centrifugacion se retira el sobrenadante con una pipeta Pasteur estéril.

. Con una pipeta de 10ml afadir lentamente 8ml de KCI 0.075M, incubada
anteriormente a 37°C, a cada uno de los tubos; homogeneizar suavemente e incubar
por 15 minutos en una estufa a 37°C.

. Sacar los tubos de punta coénica de la estufa a 37°C y centrifugar a 1500 rpm por 10
minutos. Al término de la centrifugacion se desecha el sobrenadante con una pipeta
Pasteur estéril.

. Agregar lentamente y con agitacion constante en vortex 8ml de solucién de Carnoy
(metanol/acido acético en proporcion 3:1) fria y de reciente preparacién a cada tubo.

. Cerrar los tubos de punta cénica y centrifugar a 1500rpm por 10 minutos desechando
el sobrenadante al final de la centrifugacion.

. Repetir el proceso de fijacion descrito en el paso anterior por 3 veces mas o hasta
que el sobrenadante sea completamente claro. Después de la fijacién, dejar un poco
de solucidn fijadora, suficiente para el goteo.

. Con ayuda de una pipeta Pasteur resuspender el paquete celular y gotear en un

portaobjetos limpio y desengrasado. Colocar la laminilla sobre una toalla de papel,
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previamente humedecida con agua corriente, y dejar secar sobre una plancha de

calentamiento.

8. Al secarse la laminilla se observa al microscopio de contraste de fases para evaluar

si la laminilla tiene un numero y la dispersion adecuada de metafases.

9. Identificar las laminillas seleccionadas con una etiqueta. Colocar las laminillas en un

Coplin y llevar a una estufa a 60°C para su maduracién por 24 horas.

6.3.2 BANDEO GTG

Retirar las laminillas de la estufa a 60°C y colocarlas por separado en una gradilla para que

se enfrien antes de realizar la técnica de bandeo GTG.

1.

Sumergir de 1-2 laminillas en una solucion de Tripsina al 1% en buffer de Sérensen
durante 38 segundos aproximadamente.

Extraer las laminillas de la solucion de Tripsina y lavar en solucién amortiguadora
de fosfato pH 7.4 por 30 segundos.

Transferir las laminillas a una solucién amortiguadora de fosfato pH 7.4 por un
minuto.

Sumergir las laminillas en una solucién de colorante de Wright al 5% diluida en
solucion amortiguadora de fosfatos a pH 6.8 por tres minutos.

Sumergir las laminillas en solucion de colorante de Giemsa al 5% diluida en solucion
amortiguadora de fosfatos a pH 6.8 por tres minutos.

Lavar las laminillas con agua corriente y dejar secar.

Observar al microscopio algunas metafases con el objetivo de inmersién 100X,

analizar la calidad de la técnica de bandeo.

6.3.3 ANALISIS CITOGENETICO

Las preparaciones cromosoOmicas se examinaron al microscopio 6ptico con el objetivo

100X, se analizaron 30 metafases por cada caso. De encontrarse metafases con

aneuploidia del cromosoma X, el nUmero de metafases a estudiar se eleva a 50.
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6.4 OBTENCION DE CELULAS SANGUINEAS Y CELULAS DE

DESCAMACION DEL EPITELIO URINARIO PARA FISH

6.4.1 COSECHA DIRECTA

Obtener sangre periférica por venopuncién con el sistema Vacutainer en tubo heparinizado

(Tapon verde).

COSECHA
DIRECTA DE
LEUCOCITOS DE
SANGRE
PERIFERICA

Mezclar la sangre con el anticoagulante por inversion.

Con ayuda de una pipeta de plastico de 1ml estéril tomar 1ml
de sangre y transferir a dos tubos de punta cénica de 15ml.
Identificar cada tubo con los datos del paciente

Con una pipeta de 10ml estéril, afiadir lentamente 10ml de KClI
0.075M a 37°C a cada tubo e incubar por 20 minutos en estufa
a 37°C.

Extraer los tubos de punta coénica de la estufa a 37°C.
Con una pipeta estéril de 10ml afiadir a cada tubo 2ml de

solucion de Carnoy fria y recientemente preparada para
prefijar.

Centrifugar los tubos a 1500rpm por 10min. Después de la
centrifugacién, desechar sobrenadante.

Fijar con 8ml de solucion de Carnoy, fria y de preparacion
reciente, en agitacion constante con vortex.

Centrifugar a 1500rpm por 10minutos y eliminar sobrenadante.

Repetir el proceso de fijacion dos veces mas o hasta que el
sobrenadante sea completamente claro.

Después de la ultima fijacion dejar un poco de solucion de
Carnoy para hacer una suspension celular adecuada.
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Pedir a la paciente que recolecte la primera orina de la manana en recipientes estériles y

entregue al Laboratorio de Genética del INPer.

Transferir la muestra de orina a cuatro tubos de punta conica
de 50ml. Identificar cada tubo con los datos de la paciente.

Centrifugar los tubos a 2.200rpm por 10 minutos, al término,
decantar el sobrenadante.

Transferir el pellet de los tubos de punta conica de 50ml a dos
tubos de punta coénica de 15ml. Identificar ambos tubos con los

COSECHA datos de la paciente.
DIRECTA EN Lavar con 10ml de PBS y centrifugar a 2200rpm por 10
MUESTRA DE minutos. Eliminar el sobrenadante.

ORINA Con una pipeta de 10ml, adicionar lentamente 5ml de KCI a
37°C, homogeneizar suavemente. Incubar por 20 minutos en
estufa a 37°C.

Extraer de la estufa los tubos de 15ml y afiadir 1ml de solucion
de Carnoy fria y recién preparada.

Centrifugar a 2200rpm por 10 minutos. Eliminar sobrenadante.

Anadir a cada tubo 5mL de soluciéon de Carnoy en constante
agitacion con vértex,dejar reposar por 30 minutos a -20°C .

Centrifugar a 2200rpm por 10 minutos. Eliminar el
sobrenadante.

Adicionar 5mL de soluciéon de Carnoy en agitacion constante
con vértex y centrifugar a 2200rpm por 10min y posteriormente
desechar sobrenadante.

Agregar 0.5mL de solucién fijadora fria. Resuspender el
paquete celular.

PREPARACION DE LAMINILLAS

1. Depositar en el centro de un portaobjetos limpio y desengrasado 2 gotas de la
suspension celular. (Para las células de descamacion del urotelio se utilizaron laminillas
silanizadas)

Dejar secar la laminilla al aire. Observar al microscopio usando el objetivo 10X.
Seleccionar el area de hibridaciéon con una densidad celular de 100 a 200 células por
campo y marcar la zona con un lapiz de punta diamante.

Etiquetar la laminilla con los datos de la paciente con un lapiz punta diamante.

Si se va a hibridar el mismo dia dejar laminillas a 63°C por 20-30minutos previos al

pretratamiento, de no ser asi, resguardar las laminillas en refrigeracion a -20°C.



6.4.2 PRETRATAMIENTO

LEUCOCITOS DE

Colocar las laminillas en un Coplin con una solucion 2XSSC a
37°C por 1 hora.

Deshidratar en soluciones de etanol al 70, 85 y 100% por 1

minuto en cada una.

SANGRE
PERIFERICA Dejar secar la laminilla al aire.
Colocar la laminilla en un Coplin con una solucion 2XSSC a
73°C por 30 minutos.
Sumergir la laminilla en una soluciéon de pepsina (600ug/mL)
en HCL 0.01N por 15minutos a 37°C.
. Transferir la laminilla a un Coplin con PBS por 5 minutos.
CELULAS DE
DESCAMACION
Fijar en una solucién de formol al 3.6% por 5minutos a 0°C.
DEL EPITELIO
URINARIO

Lavar en PBS 5 minutos.

Introducir laminillas en solucién 2XSSC a 37°C por 5 minutos.

Deshidratar en soluciones de etanol al 70, 85 y 100% por 2

minutos en cada una.
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6.4.3 HIBRIDACION

1. Atemperar la sonda y el buffer de hibridacién en la oscuridad, mezclar en vértex para
homogeneizar y centrifugar en microcentrifuga por 1-3segundos.

2. Con una micropipeta tomar 1ul de la sonda y 9ul de buffer de hibridacién y colocar en
un tubo Eppendorf.

3. Con una micropipeta, tomar 10ul de la preparacion de la sonda y colocar en el centro
de la zona de hibridacion marcada en la laminilla a hibridar.

4. Colocar un cubreobjetos sobre la preparacion, dejar que la sonda se expanda
evitando la formacién de burbujas.

5. Sellar con cemento iris los bordes del cubreobjetos. Dejar secar.

6. Programar Hybrite como sigue:

Células Sanguineas Células de descamacion del Urotelio
MELT: 72°C por 1 minuto MELT: 75°C por 1 minuto
Hibridacién: 37°C Hibridacién: 37°C

7. Colocar en camara humeda e incubar a 37°C por 20 horas.

6.4.4 LAVADOS

1. En la oscuridad, retirar laminillas de la camara humeda y retirar cemento iris.
Despegar el cubreobjetos y desecharlo.

2. Colocar las laminillas en un Coplin con solucién 0.4XSSC y 135uL de NP-40 a 73°C.
Sacudir la laminilla por 10 segundos y dejar en el Coplin cerrado por 2 minutos.

3. Sumergir laminillas en una solucion 2XSSC y 45uL de NP-40 a temperatura
ambiente. Sacudir vigorosamente durante 1 minuto y dejar secar al aire.

4. Con una micropipeta, adicionar 10uL de DAPI (17:1 Vectashield/DAPI) en la zona
de hibridacion marcada en la laminilla y cubrir con cubreobjetos.

5. Sellar con cemento iris los bordes del cubreobjetos y guardar a -20°C hasta que se

analice.

6.4.5 ANALISIS DE FISH

Se examinaron las laminillas en el microscopio de fluorescencia con el objetivo de 100X, se
analizaron 1000 células de cada tejido. En cada célula se observé el numero de sefiales
emitidas por el fluorocromo de la sonda especifica para los cromosomas 18, Xy Y y se

registraron los resultados.
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6.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron ordenados y resumidos en tablas, se calcularon medidas de
tendencia central para la variable de edad de los grupos de estudio asi como los porcentajes
de mosaicismo del cromosoma X en cada tejido estudiado con lo cual se disefiaron graficos

a partir de los cuales se realiz6 el analisis.
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VIl. RESULTADQOS

El presente estudio cuenta con un grupo de 10 pacientes referidas al Servicio de Genética
y Gendmica Humana del INPer con el diagndstico de Falla Ovarica Prematura pareadas
por edad con 10 mujeres que conforman el grupo control, la media de la edad en las
pacientes es de 33 afios14.6 y de 32.41+4.9 afios en el grupo control, la media de edad de
la menarca en las pacientes es de 11.8+1.31 mientras que, en el grupo control es de
13.2+1.4, la totalidad de las pacientes presenta Amenorrea Secundaria y las mujeres que

integran el grupo control presentan ciclos menstruales normales.

Tabla 2. Datos Clinicos de las Pacientes con Falla Ovarica Prematura.

EDAD MENARCA CICLOS o , FSH LH
(a) (dias/duracion) GESTACIONES ABORTOS ULTRASONIDO (mUIfml)  (mUl/ml)
PO 25 12 3015 dias 2 Qustesimple deovaro g5 g0
derecho. Mioma uterino.
FOPOO3 35 14 30/8 dias 0 0 Ovarios disminuidos. U 6
Endometrio delgado.
FOPOO5 38 10 2813 dias 0 0 Ovarios y (tero normales.  31.1 122
Ovario derecho disminuido,
FOP007 30 12 60/5 dias 0 0 ovario izquierdo quistico, 529 8.29
endometrio delgado.
Quiste simple en ovario
FOPO09 33 11 Ireqular 0 0 izquierdo. Miomas en 404 10.9
endometrio.
FOPOIL 35 11 6014 dias 0 g  Ovanosdisminuidos, ltero o5 gn¢
normal.
FOPOD13 25 14 3 meses 1 1 Qvarios y Utero normales 371 147
FOPO15 36 12 30/ 4-6 dias 2 1 Qvarios disminuidos 733 223
FOPO17 34 11 28135 dias 0 0 Ovarios y Utero normales.
FOP019 38 11 28-30/ 3 dias 0 0 Ovariosy Utero normales. 113

La disminucién en el tamafio de los ovarios, adelgazamiento del grosor del endometrio y la
aparicion de quistes o miomas forman parte de los hallazgos en el ultrasonido de algunas
pacientes. La disminucion de las dimensiones ovaricas en mujeres con FOP se debe a la
atrofia del 6rgano debido a la reduccién del numero de foliculos antrales; por otro lado, el

adelgazamiento del grosor endometrial puede ser causado por el déficit de estrogenos, lo
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cual, no permite que el tejido endometrial prolifere (Cabero, 2007) (Kurjak, 2008) (Bonilla,
et al, 2009).

Los resultados del analisis de FSH en suero de las pacientes se encuentran en un rango
de 31-113mUl/mL mientras que el rango de los niveles de LH es de 6.29-39.6mUI/mL. Si
bien es cierto que la mayoria de los autores sefiala que la Falla Ovarica Prematura se
manifiesta con un nivel de FSH mayor o igual a 40mUIl/mL y mayor o igual a 30mUI/mL en
el caso de la LH, en general, se considera que valores a partir de 30mUI/mL o superiores
de las gonadotrofinas son suficientes para dictaminar un estado postmenopadusico y, en
algunos casos los niveles de FSH de mujeres con FOP pueden llegar a ser normales sin
que por esta razdn se invalide el diagnéstico (Dorantes, 2012 )(Angel, 2006). La variabilidad
en la concentracion sérica de las hormonas FSH y LH en pacientes con FOP se relaciona
con la edad de inicio y la etapa de desarrollo de la enfermedad, asi como del grado de

funcion ovarica.

Tabla 3. Datos Clinicos Grupo Control.

MENARCA CICLOS
GESTACIONES ABORTOS
(a) (dias/duracién)
FOP 002 24 14 28 /7 dias 0 0
FOP 004 33 15 31 /5dias 1 0
FOP 006 38 15 30/ 5 dias 0 0
FOP 008 29 12 29 /3 dias 0 0
FOP 010 33 11 28-35 / 6 dias 0 0
FOP 012 35 14 30/ 5 dias 0 0
FOP 014 25 12 30/ 5 dias 1 0
FOP 016 36 13 28 / 4 dias 3 0
FOP 018 33 12 21/ 4 dias 0 0
FOP 020 38 14 30/ 4 dias 0 0
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RESULTADOQS CARIOTIPO

Se realizé el estudio de cariotipo con bandas G en linfocitos de sangre periférica para las

pacientes que no contaban con cariotipo previo asi como para las mujeres del grupo control,

en cada caso se analizaron 30 metafases.

Tabla 4. Resultado del estudio de cariotipo en Linfocitos de Sangre Periférica de las pacientes con
FOP y del grupo Control.

. Resultados de Resultados de
Pacientes . .. Grupo Control . .
Cariotipo Cariotipo
FOP 001 46,XX* FOP 002 46,XX
FOP 003 46,XX* FOP 004 46,XX*
FOP 005 46,XX* FOP 006 46,XX
FOP 007 46,XX* FOP 008 46,XX*
FOP 009 46,XX* FOP 010 46,XX
FOP 011 46,XX* FOP 012 46,XX
FOP 013 46,XX FOP 014 46,XX
FOP 015 46,XX FOP 016 46, XX
FOP 017 46,XX* FOP 018 46,XX
FOP 019 46, XX FOP 020 46, XX

*: Estudio de cariotipo realizado previamente.

El analisis cromosoémico de linfocitos estimulados de sangre periférica mediante bandeo
GTG en las pacientes no reveldé anormalidades cromosdmicas numéricas o estructurales
de autosomas ni de sexocromosomas (Ver Figs. 28 y 30), el complemento cromosémico de
las pacientes fue 46, XX. De igual forma el analisis de cariotipo del grupo control resulté ser
normal y el complemento cromosémico de 46, XX (Ver Figs. 27 y 29). Al analizar un total
de 30 metafases para cada caso se descarta la existencia de mosaicismo del cromosoma
X del 15% con un nivel de confianza del 99%(Hook, 1977).
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Imagen 28. Cariotipo paciente FOP 013 con bandas GTG (46, XX).
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Imagen 29. Cariotipo Control FOP 014 con bandas GTG, 46, XX.
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Imagen 30. Cariotipo paciente FOP 015 con bandas GTG (46, XX).
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RESULTADOS FISH

La técnica de Hibridacion in situ con Fluorescencia (FISH) se realizé en nucleos en interfase
de leucocitos de sangre periférica y de células de descamacion del epitelio urinario en
ambos grupos para detectar mosaicismo de baja proporciéon del cromosoma X. Se utilizaron
sondas del kit AneuVysion Multicolor empleando para el ensayo tres tipos de sondas: la
sonda centromérica para el cromosoma X marcada con SpectrumGreen (senal fluorescente
verde), sonda centromérica para el cromosoma Y marcada con SpectrumOrange (sefial
fluorescente naranja) y como control una sonda centromérica para el cromosoma 18
marcada con SpectrumAqua (sefal azul), posterior a la hibridacion se realiz6 una

contratincion con DAPI. En todos los casos se analizaron 1000 nucleos de cada tejido.

Imagen 31. Imagenes de FISH en nucleos interfasicos de leucocitos de sangre periférica.
(A)Paciente FOP 003. (B)Paciente FOP 019. (C)Paciente FOP 014. (D)Control FOP 016.
NOTA. Verde: CEPX, Azul aqua: CEP18, Naranja: CEP18. Contratincién con DAPI.
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Imagen 32. Imagenes de FISH en nucleos interfasicos de células de descamacion del epitelio
urinario. (A) Paciente FOP 009. (B) Paciente FOP 013. (C) Paciente FOP 015. (D) Paciente FOP

019.
NOTA. Verde: CEPX, Azul aqua: CEP18. Contratincién con DAPI.
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Imagen 33. Imagenes de FISH en nucleos interfasicos de células de descamacion del epitelio

urinario. (A) Control FOP 0010. (B) Control FOP 014. (C) Control FOP 016. (D) Control FOP 020.
NOTA. Verde: CEPX, Azul aqua: CEP18. Contratincion con DAPI.
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Tabla 5. Resultados de FISH en nucleos interfasicos de Leucocitos de Sangre Periférica en
Pacientes con Falla Ovarica Prematura.

Sonda CEP 18 CEP X CEPY
:::'i.alla:s 1 2 1 2 3 1
FOP 001 0 1000 7 992 1 0
FOP 003 0 1000 4 995 1 0
FOP 005 0 1000 7 991 2 0
FOP 007 0 1000 3 996 1 0
FOP 009 0 1000 9 991 0 0
FOP 011 0 1000 9 990 1 0
FOP 013 0 1000 3 981 16 0
FOP 015 0 1010 22 984 4 0
FOP 017 0 1000 13 985 0
FOP 019 0 1000 13 984 0

Tabla 6. Resultados de FISH en nucleos interfasicos de Leucocitos de Sangre Periférica en el grupo
Control.

Sonda CEP 18 CEP X CEPY
:(':ri‘-a?:s 1 2 1 2 3 1
FOP 002 0 1000 3 996 1 0
FOP 004 0 1000 7 992 1 0
FOP 006 0 1000 7 990 3 0
FOP 008 0 1000 2 998 0 0
FOP 010 0 1000 0 1000 0 0
FOP 012 0 1000 3 997 0 0
FOP 014 0 1000 35 964 1 0
FOP 016 0 1010 7 995 3 0
FOP 018 0 1037 4 1032 1 0
FOP 020 0 1000 8 992 0 0



Tabla 7. Resultados de FISH en nucleos interfasicos de Células de descamacion del epitelio urinario
en Pacientes con Falla Ovarica Prematura.

Sonda CEP 18 CEP X CEP Y
s":a%'a?:s 1 2 1 2 3 1
FOP 001 0 1000 12 975 13 0
FOP 003 0 1000 9 998 3 0
FOP 005 0 1000 12 988 0 0
FOP 007 0 1000 11 989 0 0
FOP 009 0 1000 20 980 0 0
FOP 011 0 1000 9 987 4 0
FOP 013 0 1000 14 980 6 0
FOP 015 0 1010 16 981 3 0
FOP 017 0 1000 9 989 2 0
FOP 019 0 1000 15 984 2 0

Tabla 8. Resultados de FISH en nucleos interfasicos de Células de descamacion del epitelio urinario
en el grupo Control.

Sonda CEP 18 CEP X CEPY
sl\::r)";all):s 1 2 1 2 3 1
FOP 002 0 1000 3 997 0
FOP 004 0 1000 3 994 3 0
FOP 006 0 1000 6 970 24 0
FOP 008 0 1000 3 997 0 0
FOP 010 0 1000 5 995 0 0
FOP 012 0 1000 1 998 1 0
FOP 014 0 1000 3 997 0 0
FOP 016 0 1010 6 994 2 0
FOP 018 0 1000 5 995 0 0
FOP 020 0 1000 14 982 5 0



A partir de los resultados obtenidos del andlisis de FISH se obtuvieron los porcentajes de
células con monosomia, disomia o trisomia del cromosoma X en las pacientes y en el Grupo

Control.

En las Pacientes se encontré que en sangre periférica el porcentaje promedio de células
con monosomia del X es de 0.89%, de células con trisomia del X es de 0.31% y de células
disdmicas el 98.8% mientras que en células de descamacién del urotelio el porcentaje
promedio de células con monosomia del X es de 1.26%, de 0.32% en células con trisomia

del X'y de 98.5% en el caso de las células disdmicas.

En el grupo control, en leucocitos de sangre periférica se hallé que el porcentaje promedio
de células con monosomia del cromosoma X es de 0.76%, 0.1% en el caso de células con
trisomia del X y de 99.14% de células con disomia del X, en cuanto a las células de
descamacion del epitelio urinario se tiene que el 0.48% de las células tienen monosomia
del X, 0.35% tiene trisomia del X y el 99.16% de las células son disomicas para el
sexocromosoma.

Tabla 9. Porcentaje de Células 45, X/ 46, XX/ 47, XXX en Leucocitos de Sangre Periférica en
Pacientes con FOP y el Grupo Control.

ID.FOP  %Células %Células % Células YCélulas ID.FOP %Células %Céluks % Células YCélulas

Pacientes 46, XX 45X  47,XXX  Aneuploides  Control  46,XX 45X  47,XXX  Aneuploides

FOP 001 9.2 0.7 01 048 FOPOD2 996 0.3 01 04
FOP 003 99.5 0.4 01 0.5 FOPOD4 932 0.7 01 0.8
FOP 005 5.1 0.7 0.2 09 FOP 006 99 0.7 03 1

FOP 007 99.6 0.3 01 04 FoPQOE 998 0.2 0 0.2
FOP 009 5.1 09 0 0.9 FOP 010 100 0 0 0

FOP 011 9.0 0.9 01 1.0 FOP012 937 0.3 0 03
FOP 013 58.1 0.3 16 19 FOPO14 564 a8 01 36
FOP 015 574 22 04 26 FOPO16 390 0.7 03 1

FOP 017 98.5 13 02 g FOP 018 99.5 0.4 0.1 0.5
FOP 019 98.4 13 03 16 FOP020 932 0.8 0 0.8
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Tabla 10. Porcentaje de Células 45, X/ 46, XX/ 47, XXX en Células de descamacion del epitelio
urinario en Pacientes con FOP y el Grupo Control.

ID.FOP  %cCélulas % Células %Células %Células ID.FOP %Calulas % Células % Células % Células

Pacientes 46, XX 45X 47,000 Aneuploides Control 46, XX 45X  47,X0 Aneuploides

FOP 001 975 12 1.3 23 FOP 002 98.7 0.3 0 0.3
FOP 003 998 0.9 03 12 FOP 004 594 0.3 0.3 0.6
FOP 005 9.8 1.2 0 12 FOP 006 57.0 0.6 24 30
FOP 007 %89 11 0 11 FOP 003 98.7 0.3 0 0.3
FOP 009 98 2 0 2 FOP 010 99.5 0.5 0 0.5
FOP 011 5.7 0.9 04 L3 FOP 012 99.8 0.1 0.1 0.2
FOP 013 98 14 0.6 2 FOP 014 93.7 0.3 0 0.3
FOP 015 58.1 L6 03 L3 FOP 016 98.2 0.6 0.2 0.8
FOP 017 98.8 0.9 0.2 L1 FOP 013 98.5 0.5 0 0.5
FOP 019 984 15 0.2 17 FOP 020 98.1 14 0. 19

Se ordend por edad a las pacientes y al grupo control para observar la relacion entre el
porcentaje de Mosaicismo del cromosoma Xy la edad, de igual forma se buscoé conocer el

comportamiento de estas variables en los diferentes tejidos.

Tabla 11. Porcentaje de células con monosomia y trisomia del cromosoma X de Pacientes y Grupo
Control en Sangre Periférica ordenadas de acuerdo a la edad.

0, A 0, A (v) A 0, A

D% o e A I0R oy il %Al
FOP 013 25 0.3 1.6 FOP 002 24 0.3 0.1
FOP 001 26 0.7 0.1 FOP 014 25 3.5 0.1
FOP 007 30 0.3 0.1 FOP 008 29 0.2 0
FOP 009 33 0.9 0 FOP 004 33 0.7 0.1
FOP 017 34 1.3 0.2 FOP 010 33 0 0
FOP 003 35 0.4 0.1 FOP 018 33 0.4 0.1
FOP 011 35 0.9 0.1 FOP 012 35 0.3 0
FOP 015 36 2.2 0.4 FOP 016 36 0.7 0.3
FOP 005 38 0.7 0.2 FOP 006 38 0.7 0.3
FOP 019 38 1.3 0.3 FOP 020 38 0.8 0
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Tabla 12. Porcentaje de células con monosomia y trisomia del cromosoma X de Pacientes y Grupo
Control en Células de descamacion del epitelio urinario ordenadas de acuerdo a la edad.

ID.. FOP Edad % Células % Células  ID. FOP EDAD (a) % Células % Células
Pacientes 45, X 47, XXX Control 45, X 47, XXX
FOP 013 25 1.4 0.6 FOP 002 24 0.3 0
FOP 001 26 1.2 1.3 FOP 014 25 0.3 0
FOP 007 30 1.1 0 FOP 008 29 0.3 0
FOP 009 33 2 0 FOP 004 33 0.3 0.3
FOP 017 34 0.9 0.2 FOP 010 33 0.5

FOP 003 35 0.9 0.3 FOP 018 33 0.5

FOP 011 35 0.9 0.4 FOP 012 35 0.1 0.1
FOP 015 36 1.6 0.3 FOP 016 36 0.6 0.2
FOP 005 38 1.2 0 FOP 006 38 0.6 2.4

FOP 019 38 1.5 0.2 FOP 020 38 1.4 0.5
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Grafica 1. Porcentaje de células con aneuploidia del Cromosoma X en funcién de la edad en
Leucocitos de Sangre Periférica de Pacientes con FOP.
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Grafica 2. Porcentaje de células con aneuploidia del Cromosoma X en funcién de la edad en
Leucocitos de Sangre Periférica del Grupo Control.
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Gréfica 3. Porcentaje de células con aneuploidia del Cromosoma X en funcién de la edad en Células
de descamacion del epitelio urinario en Pacientes con FOP.
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Grafica 4. Porcentaje de células con aneuploidia del Cromosoma X en funcion de la edad en Células
de descamacién del epitelio urinario en el Grupo Control.



Entre las pacientes se hallé un intervalo de mosaicismo del cromosoma X de 0.4-2.6% con
una mediana de 0.95 en Sangre periférica y de 1.09-2.5%, con una mediana de 1.5 en
Células de descamacion del urotelio, mientras que, en el Grupo Control se encontré un
intervalo de 0-3.6% con una mediana de 0.65 en Sangre periférica y de 0.2-3% con una

mediana de 0.5 en Células de descamacioén del urotelio.
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Gréfica 5. Intervalos del porcentaje de Mosaicismo del Grupo Control y Pacientes con FOP en
Leucocitos de Sangre Periférica.
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Gréfica 6. Intervalos del porcentaje de Mosaicismo del cromosoma X del Grupo Control y Pacientes
con FOP en Células de descamacion del epitelio urinario.
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Grafica 7. Comparacion Caso vs. Control del porcentaje de Mosaicismo del Cromosoma X en
Leucocitos de Sangre Periférica.
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VIIl. DISCUSION

Para evaluar la presencia de células con aneuploidia del cromosoma X se realizo la técnica
de FISH analizando 1000 nucleos tanto de leucocitos de sangre periférica como de células
de descamacion del epitelio urinario, tal poblacion de células permite descartar la presencia
de mosaicismo del cromosoma X de 1% con un nivel de confianza del 99% (Hook, 1977).
En las pacientes como en el grupo control se encontraron células con aneuploidia del
cromosoma X (Ver Imagen 31 a 33) siendo mas frecuente la monosomia con un porcentaje
de 0.89% y de 0.76% en leucocitos de sangre periférica de pacientes con FOP y en el grupo
control respectivamente, mientras que en células de descamacioén del urotelio se encontro
que el porcentaje de células 45,X en pacientes con FOP es de 1.26% mientras que en el
grupo control es de 0.48%. Las células con trisomia del cromosoma X presentan menor
frecuencia con un porcentaje de 0.31% y 0.1% en sangre periférica de pacientes con FOP
y el grupo control, respectivamente; en células de descamacién del urotelio las células
trisdmicas representan el 0.32% en pacientes y el 0.35% en el grupo control. Guttenbach
et al., 1995, Devi et al., 1998, y Baronchelli et al., 2011 sugieren que al parecer existe una

seleccion que favorece la viabilidad de células 45,X sobre las células 47,XXX.

La asociacion entre el incremento de células con aneuploidia del cromosoma X y la edad
en mujeres fenotipicamente normales se conoce desde 1961, este proceso de
“aneuploidizacion” se atribuye a errores en la disyuncion de los cromosomas durante la
mitosis, se genera desde la infancia con prevalencia a partir de los 40 afnos y se considera
normal (Baronchelli et al., 2011; lourov et al., 2008). Los estudios acerca de la pérdida
preferencial del cromosoma X se habian realizado con anterioridad exclusivamente en
células sanguineas (Abruzzo et al., 1985; Guttenbach et al., 1995; Russell et al., 2007), en
este proyecto se analizaron células sanguineas y células de descamacion del urotelio pues
ambas provienen de distinto origen embrionario, sumado a esta consideracion es
particularmente interesante estudiar las células provenientes del urotelio puesto que la
formacion del sistema urinario y del sistema reproductor femenino, particularmente el ovario,
guardan una relacién estrecha. Al analizar en leucocitos de sangre periférica del grupo
control el porcentaje de células aneuploides del cromosoma X en relacion a la edad (Ver
Tabla 11, Gréafica 2) no se encontré relacion lineal tal como reportaron Guttenbach et al.,
1995, Devi et al., 1998 y Lakhal et al., 2010, tampoco se ajusta a la regresion cuadratica

reportada por Russell et al., 2007; sin embargo, si observamos una tendencia al incremento
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de células aneuploides, en particular de células 45,X conforme avanza la edad, en contraste,
las células con trisomia 47,XXX no parecen tener el mismo comportamiento que las células
monosomicas. En el caso de células de descamacion del epitelio urinario si se establecio
una relacién lineal entre el porcentaje de células 45,X y la edad en el grupo control (Ver
Tabla 12 y Grafica 4), este hallazgo plantea que al igual que en células sanguineas en otros
tejidos ocurre la pérdida del sexocromosoma. Por otro lado, al igual que en sangre, en
células provenientes del urotelio el porcentaje de células 47,XXX no muestra relacion con

la edad.

Al observar la relacién entre el porcentaje de células con aneuploidia del cromosoma Xy la
edad en pacientes con FOP (Ver Tabla 11 y 12) se encontrd que la poblacién de células
aneuploides 45,X 0 47, XXX no se incrementa a lo largo de los afios de manera constante
como sucede en el grupo control sino que varia de paciente a paciente, y se presenta tanto
en leucocitos como en células de descamacion del urotelio (Ver Grafica 1 y 3), lo cual
sugiere que en las pacientes con FOP el mosaicismo del cromosoma X ya se encontraba
presente desde edades tempranas y la pérdida cromosdmica relacionada con la edad
quedd encubierta por el mosaicismo preexistente. Este resultado es consistente con los
resultados de Devi et al.,, 1998 y Lakhal et al., 2010 en donde tampoco se encontrd

correlacion entre el porcentaje de monosomias del X con la edad de las pacientes con FOP.

Con respecto a los intervalos de mosaicismo en pacientes y controles en leucocitos y
células de descamacion de epitelio urinario con el objetivo de encontrar los puntos de corte
para considerar o rechazar la existencia de mosaicismo de baja proporcién del cromosoma
X en las pacientes, se observé lo siguiente: el intervalo de mosaicismo en sangre para
pacientes con FOP es de 0.4-2.57% y en el grupo control es de 0-3.6% (Ver Gréfica 5) ,
mientras que, en células de orina el intervalo de mosaicismo en pacientes con FOP es de
1.09-2.5% y de 0.2-3% en el grupo control (Ver Grafica 6). Estos intervalos tienen
semejanza con intervalos de mosaicismo del cromosoma X reportados anteriormente por
otros autores en linfocitos de sangre periférica utilizando la técnica de FISH, Devi et al.,
1998, analizando 1000 nucleos, encontré que el porcentaje de mosaicismo del cromosoma
X en 20 mujeres con salud reproductiva demostrada fue de 0.9-5.1% mientras que en 15
pacientes con FOP el intervalo de mosaicismo va de 3.40 a 8.47%, Lakhal et al., 2010
establecié un intervalo de 0.80-3.85% de mosaicismo del cromosoma X en 100 mujeres
sanas de 17 a 37 afos de edad y en 200 pacientes con FOP el intervalo de mosaicismo fue

de 0.64-10.23%, este resultado se basa en el analisis de 500 nucleos interfasicos;
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Baronchelli et al., 2011 analizé de 40-210 nucleos interfasicos y diferencié las poblaciones
celulares con monosomia (45,X) y con trisomia encontrando que el grupo control tenia un
porcentaje de células monosémicas de 2.7% y de 0.6% de células trisébmicas mientras que,
en pacientes con FOP el porcentaje de células monosdmicas fue de 7.5% y de 3.3% en el

caso de células con trisomia del X.

Es notable que los intervalos de mosaicismo establecidos mediante este proyecto son
menores a los reportados por Devi et al., 1998, Lakhal, 2010 y Baronchelli et al., 2011 que
realizan sus estudios en nucleos interfasicos de linfocitos y en nucleos de linfocitos T
cultivados, esto puede deberse a que en el presente proyecto no se seleccioné unicamente
a la poblacion de linfocitos en sangre periférica sino que se decidid incluir y estudiar la
totalidad de leucocitos, sumado a esto, se analizan células de descamacion del epitelio
urinario, poblacion celular que hasta este proyecto no se habia analizado; por otro lado el
numero total de células analizadas en este proyecto es superior al nimero de células que
se analizaron en estudios anteriores. Asi mismo cabe resaltar que en la mayoria de los
casos el porcentaje de mosaicismo en los pacientes es mayor que en el grupo control tanto
en leucocitos como en células de descamacion del urotelio y que el limite inferior de los
intervalos de mosaicismo del cromosoma X siempre es mayor en pacientes con FOP en los
dos tejidos a pesar de que los limites superiores del intervalo sean mayores en el grupo

control.

Para observar la variacion en los porcentajes de células 45,X y 47, XXX entre los pares
Paciente-Control se formaron 10 grupos, en la Grafica 7 se aprecia que en los grupos
1,4,5,6,8,9 y 10 la paciente con FOP correspondiente al grupo posee una proporciéon mayor
de células aneuploides y donde las células 45,X representan la mayor poblacion en
comparacion a las mujeres que integran el grupo control en que la cantidad de células

aneuploides es menor y de igual forma, las células 45,X son mas frecuentes.

En la Grafica 8, para los grupos 1, 2,4, 5, 6,7, 8 y 9 en Células de descamacion del epitelio
urinario ocurre lo mismo, las pacientes que integran cada grupo tienen mayor porcentaje de
células aneuploides que sus respectivos controles, cabe mencionar que en estas células
aunque siguen imperando las células 45,X, la poblacion del células 47,XXX tiene mayor
porcentaje que en sangre periférica. Asi mismo, las diferencias en cuanto al porcentaje de
mosaicismo entre pacientes y controles son mas evidentes en células provenientes del
urotelio que en Sangre periférica. En discordancia con lo observado en la mayoria de los

grupos se encuentran los controles del Grupo 2, 3y 7 en Sangre periférica y del Grupo 3y
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10 de Células de descamacion del urotelio que presentan una cantidad superior de células
aneuploides que la Paciente respectiva, sélo el Control del Grupo 3 muestra el mismo
comportamiento en los dos tejidos de estudio, mientras que los otros solo tienen
discrepancia en uno de los tejidos. Existen dos potenciales explicaciones para esto, una de
ellas es el hecho de que el mosaicismo es tejido especifico, por lo tanto el resultado del
analisis cromosémico en un tejido no refleja la situacién de otros tejidos y la segunda es la
posibilidad de que estas mujeres tengan mosaicismo de baja proporcién del cromosoma X

pero que hasta el momento esta condicién no ha manifestado su impacto bioldgico.

Por ultimo, se realizé la comparacion grupal del porcentaje de mosaicismo del cromosoma
X para los dos tejidos de estudio (Ver Grafica 9) encontrando que en pacientes con FOP el
grado de mosaicismo del sexocromosoma en ceélulas de descamacién del epitelio urinario
es mayor que el grado de mosaicismo encontrado en leucocitos de sangre periférica. Lo
anterior apoya nuestra hipétesis, en la que se plantea que la morfogénesis de la vejiga
urinaria y el ovario se relacionan, por lo que el hallazgo de mosaicismo de baja proporcion
en células del urotelio puede reflejar también la situacién del ovario. Aunque no se conoce
plenamente el impacto del mosaicismo de baja proporcion en la patogénesis de la Falla
Ovarica Prematura si se conoce la importancia de la presencia de los dos cromosomas X
para la formacion de los foliculos ovaricos, de tal manera que la ausencia de uno de ellos
o la presencia de una copia extra puede causar la muerte de las células germinales o
acelerar la atresia provocando la aparicion de la FOP (Dixit et al., 2010; Baronchelli et al.,
2011).
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IX. CONCLUSIONES

e Los hallazgos obtenidos apoyan el hecho de que las pacientes con FOP presentan
monosomia del X en células de descamacion del urotelio y en leucocitos de sangre
periférica con mayor frecuencia que las mujeres control. La presencia de células con
monosomia del X en las pacientes con FOP es mayor en células de descamacion del
urotelio que en leucocitos.

Este estudio muestra la relacion existente entre la edad y el incremento en el porcentaje
de células aneuploides del cromosoma X en las mujeres que integraron el Grupo Control,
mientras que en las pacientes con Falla Ovarica Prematura tal correlacion no se observo
posiblemente debido a la presencia de un mosaico de base asociado a la Falla Ovarica
Prematura.

En esta poblacién se observd que el intervalo de mosaicismo del cromosoma X en
Pacientes con FOP es de 0.4-2.6% en Sangre periférica y de 1.09-2.5% en Células de
descamacioén del urotelio, en el grupo control el intervalo es de 0-3.6% en Sangre
periférica y 0.2-3% en células de descamacion del urotelio. EI 80% de las pacientes con

FOP supera el intervalo de mosaicismo impuesto por el grupo control.
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