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MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. ANEUPLOIDIA: ASPECTOS GENERALES

La dotacion cromosémica del ser humano, como la de otras especies, estd
cuidadosamente protegida contra las modificaciones. Asi, la pérdida o la incorporacion de
un cromosoma al genoma de un organismo suele implicar severas consecuencias (Sandler
y Hecht, 1973).

Por definicion, un individuo aneuploide es aquel que presenta un nimero menor
o mayor de cromosomas que un multiplo exacto de su juego haploide (n) (Chandley,
1987). Cuando existe un cromosoma mas que el nimero diploide (2n), el individuo se
denomina trisémico (2n+1); si hay dos cromosomas diferentes de mas se denomina doble
trisémico, y si hay un cromosoma menos, el individuo es monosomico (2n-1). Si existe
mosaicismo, el individuo puede presentar tanto lineas celulares diploides como
aneuploides, generalmente derivadas las unas de las otras en un estadio temprano del
desarrollo del cigoto. La primera aneuploidia descubierta en humanos fue la trisomia 21
(Lejeune, Gautier y Turpin, 1959) que constituyo el primer gran paso en el estudio de las
aneuploidias en humanos.

En un rango muy amplio de especies animales, la aneuploidia es un fenémeno
relativamente raro. El hombre es el unico, entre todas las especies estudiadas hasta el
momento, que presenta una carga tan alta de aneuploidia entre sus concepciones
(Chandley, 1987). De hecho, es la responsable de mas de la mitad de los abortos
espontdneos que tienen lugar durante la gestacion (Therman y Susman, 1993).

La aneuploidia autosémica suele estar ligada a retraso intelectual y fisico, profundo
o severo, y a muerte temprana'. Por el contrario, un nimero anémalo de cromosomas
sexuales se tolera a menudo razonablemente bien, aunque la fertilidad suele anularse o
reducirse (Cunnniff, Jones y Benirschke, 1991).

'La excepcion viene dada por el sindrome de Down. En la literatura podemos encontrar casos de sindrome de Down
con deficiencias de grado ligero. Por otro lado, gracias a los avances de la Medicina, estos individuos no padecen una
mayor mortandad infantil que la poblacién general (Lambert y Rondal, 1989).
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MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER INTRODUCCION

El mecanismo mas comun por el cudl tiene lugar la aneuploidia se denomina
no disyuncion (Mange y Mange, 1994). Esta consiste en la migracién a un mismo polo,
de las dos cromatides de un cromosoma en la mitosis o en la meiosis II, o de los dos
cromosomas de un bivalente en la meiosis I. La no disyuncién puede tener lugar tanto en
la oogénesis como en la espermatogénesis, en la primera o en la segunda division meidtica;
o bien en la mitosis durante el desarrollo embrionario. La monosomia y la trisomia son
consecuencias complementarias de la no disyuncion (Hasmann, 1983; Armstrong, Kirkham
y Hulten, 1994).

La no disyuncion meidtica es el mecanismo prioritario de formacion de
aneuploidias, aunque algunos casos pueden ser debidos a no disyuncion mitotica (Hook,
1983; Backer y Allen, 1987; Therman y Susman, 1993). Es mas frecuente en la primera
division meidtica que en la segunda (May y col., 1990; Hassold y col., 1991; Sherman y
col., 1991; Angell, 1995) por la alteracién en la formacion quiasmas entre bivalentes,
cruzamientos y segregaciones. La segunda division meidtica es similar a una division
mitotica y es susceptible de las mismas alteraciones de segregacion que en c€lulas
somadticas (Polani, 1981; Juberg y Mowrey, 1983; Hansmann, 1983; Alberts y col., 1983;
Backer y Allen, 1987; Therman y Susman, 1993).

La monosomia puede ser también el resultado de la pérdida anafasica de un
cromosoma o de un desplazamiento cromosomico (Ford y Roberts, 1983) (Ilustr. 1)

Segun este modelo, cuando un cromosoma no se une adecuadamente a las fibras
del huso puede ocurrir:

- Que el cromosoma sea recuperado, continuando con una segregacién normal de
las cromatides.

- Que el cromosoma que se ha desplazado sea eliminado. El cromosoma no se
incorpora a ninguna de las células hijas y probablemente serd destruido o
micronucleado en el citoplasma celular. Este proceso dara lugar a dos c€lulas hijas
monosomicas.

- Que el cromosoma que se ha desplazado sea incorporado al azar a una de las dos
células hijas. Este cromosoma sufrird una duplicacién en la siguiente division
celular dando lugar a un cromosoma extra. Este proceso es similar a la
no disyuncién y da lugar a una célula monosémica y otra trisomica.

J1-



MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER INTRODUCCION

2n

UNION DE CROMOSOMAS

A LAS FIBRAS DEL HUSO FALLO EN LA UNION
CROMOSOMA-FIBRAS

RECUPERACION
T DESPLAZAMIENTO
DEL CROMOSOMA
SEGREGACION DE ELIMINACION SEGREGACION
LAS CROMATIDES DEL CROMOSOMA ALEATORIA
// \\ // \ / \\
2n 2n 2n-1  2n-1 2n-1 2n+1

Ilustr. 1.- Modelo de desplazamiento cromosémico de Ford y Roberts (1983).
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MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER INTRODUCCION

En humanos, la frecuencia de la trisomia entre los nacimientos vivos es del 0,3%
(Hassold, Hunt y Sherman, 1993; Seashore, 1993), mientras que entre los nacidos muertos
es del 5% y entre los abortos espontaneos del 25% (Hassold y Jacobs, 1984; Navsaria y
col., 1993). Habria que tener en cuenta también las pérdidas embrionarias que tienen lugar
antes de la implantacion (periodo preimplantatorio) y en una postimplantacion temprana,
pero ya que tienen lugar con anterioridad al reconocimiento clinico del embarazo, el
estudio citogenético de estos embriones no puede ser llevado a cabo (Byrne y Ward,
1994). Existen claras evidencias que senalan hacia una pérdida de todas las monosomias
autosoémicas durante el tiempo de implantacién en ratones (Gropp, 1982) y el hecho de no
conocer monosomias en humanos (excepto la monosomia para el cromosoma X) podria ser
explicado de igual manera.

Las causas de la aneuploidia permanecen poco claras. Aunque existe una abundante
literatura sobre la etiologia de la aneuploidia en humanos, y su relacién con la edad
materna (Bond y Chandley, 1983; Hook, 1985b; Warburton, 1985), actualmente no nos
encontramos mucho mas cerca de entender estos mecanismos que hace 35 afos, cuando
fueron identificadas cromosémicamente la mayoria de las aneuploidias humanas. En
Drosophila se han identificado factores genéticos que inducen a la no disyuncion (Baker
y col., 1976), que en humanos todavia no se han encontrado. También resulta dificil
definir los posibles factores ambientales que puedan ser causa de aneuploidia a pesar de
los numerosos intentos por encontrar una relacion entre exposiciones fisicas y quimicas y
una induccion a la aneuploidia (Kline y Stein, 1985).

La aneuploidia en humanos presenta numerosas consecuencias que incluyen:
pérdidas fetales, infertilidad, malformaciones congénitas, retraso mental, cancer, etc.; va
acompanada de una alta mortandad y morbilidad, es la razén principal de abortos
espontineos y la responsable de un 10-15% de la deficiencia mental (Close y col., 1968;
Ansede, 1983; Burgoyne, Holland y Stephens, 1991). En este sentido la naturaleza siempre
busca el equilibrio; el desequilibrio lleva consigo un precio: predispone a la letalidad, y
si el individuo sobrevive, generalmente presenta ciertos rasgos deletéreos.

Aneuploidia en recién nacidos

Si hacemos una recopilacién de los datos obtenidos en los ultimos anos, podemos
observar que el porcentaje de aneuploidia en recién nacidos es del 0,48 (Tabla 1). Aunque
no se conoce el valor exacto de la aneuploidia neonatal, se cree que es superior a uno por
cada 300 nacimientos (Hecht y Hecht, 1987). Podemos observar sélo las formas viables,
pero se desconocen los datos referidos al momento de la concepcion; asi este porcentaje
estd infravalorado, pues las alteraciones cromosomicas que se pueden observar en recién
nacidos representan exclusivamente la "punta del iceberg" del problema.
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MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER INTRODUCCION

La frecuencia con la que puede detectarse un desequilibrio cromosémico depende
de la poblacion investigada. Se calcula que, como minimo, una de cada 10 concepciones
humanas identificadas presenta una anomalia cromosémica. En los embriones y fetos
humanos abortados de forma espontdnea, la incidencia de desequilibrio cromosomico es
tanto mayor cuanto mas temprana es la fase del embarazo en la que se toma la muestra
(Burgoyne, Holland y Stephens, 1991).

Tabla 1: Aneuploidia en recién nacidos
(de los datos aportados por Hecht y Hecht, 1987 y Nielsen y Wohlert, 1991)

Aneuploidia
Ano de Tamaiio

Estudio  Pais Publicacion  Referencia muestra n %
1 Canada 1969 Sergovich y col., 2.081 7 0,34
2 New Haven 1970 Lubs y Ruddle 4.365 16 0,37
3 Edimburgo 1974 Jacobs y col., 11.680 = 43 0,37
4 Mosci 1974 Bochkov y col., 2.500 S 0,20
5 Canada 1975 Hamerton y col., 13.939 32 0,23
6 Dinamarca 1975 Nielsen y Sillensen 11.148 42 0,38
7 Israel 1975 Cohen y col., 500 0 0,00
8 Canada 1976 Lin y col., 930 3 0,32
9 Boston 1977 Walzer y Gerald 13.751 39 0,28
10 Edimburgo 1980 Buckton y col., 3.993 17 0,37
11 Dinamarca 1991 Nielsen y Wohlert? 34910 276 0,79
Total 99.797 480 0,48

En los mas de 99.000 ninos nacidos vivos que se han estudiado de forma aleatoria
en distintos paises entre los afios 1969 y 1991, aproximadamente uno de cada 200 presenta
una anomalia cromosomica, ya sea numérica o estructural; al menos uno de cada 700
recién nacidos es trisémico para uno de los autosomas 21, 18 ¢ 13; alrededor de uno de
cada 350 recién nacidos varones tiene la dotacion 47,XXY o 47,XYY. Uno entre varios
miles de recién nacidos presenta la monosomia X, y uno entre 500 presenta alguna nueva
disposicion estructural, que en la mayor parte de los casos estad genéticamente equilibrada
(Nielsen y Wohlert, 1991).

2 . = . . s s
“ El estudio corresponde a 13 anios de investigacion.
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MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER INTRODUCCION

1.2. PRINCIPALES ALTERACIONES CROMOSOMICAS SEXUALES
EN HUMANOS

Las principales alteraciones gonosomicas en humanos son XXY y XYY en varones,
XXX y XO en mujeres (Tabla 2). Existen otras alteraciones relacionadas con el nimero
y estructura de los cromosomas sexuales pero son menos frecuentes.

XXY: Sindrome de Klinefelter

Descrito clinicamente por primera vez por Klinefelter y col., en 1942, esta
caracterizado desde el punto de vista cromosémico por la existencia, en individuos del
sexo masculino, de un cromosoma X suplementario. Estos individuos poseen 47
cromosomas, y sus gonosomas son XXY. El cariotipo puede ser homogéneo 0 mosaico
(46,XY/47,XXY).

Son varones con hipogonadismo. Sus testiculos son de pequeno tamano, producen
muy poco esperma (oligospermia) o ninguno (azoospermia). En la pubertad se manifiesta
la ausencia de aparicion de los caracteres sexuales secundarios. La vellosidad permanece
pobre, limitandose a un discreto vello poco desarrollado. La produccion de testosterona
estd reducida (hipotestosterismo).

Desde el punto de vista morfolégico, presentan un aspecto eunucoide tipico: talla
elevada, muy delgados, con miembros largos, y generalmente son impotentes. No obstante,
algunos de ellos tienen un aspecto morfol6gico normal. La inteligencia puede ser normal,
aunque existe una cierta predisposicion a la deficiencia mental. Su conducta puede estar
alterada (Hecht y Hecht, 1987; Bergsma, 1979; Jones, 1990)

XYY: Varones doble Y

La presencia de dos cromosomas Y generalmente no lleva asociado ninguna
alteracion importante. A mediados de 1960 se incrementé el interés por esta alteracion
cromosomica por el gran nimero de estudios que lo relacionaban con un comportamiento
delictivo (Jacobs, Brittain y McClermont, 1965; Casey y col., 1966). Actualmente se
rechaza esta hipétesis. Se conocen casos de individuos portadores de un cromosoma Y
suplementario que han sido descubiertos fortuitamente, y que llevan una vida
completamente normal.

Suelen ser varones de alta estatura (superior a la media). Su descendencia suele ser
normal debido a una seleccion de las células germinales con una constitucion cromosomica

normal (23,X y 23,Y) (Thompson, Melnyk y Hecht, 1967).

-15-
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Tabla 2. Incidencia de las alteraciones cromosomicas mas frecuentes en recién
nacidos (de Hecht y Hecht, 1987)

Sexo Alteracion Proporcion
del recién nacido cromosomica Aneuploidia  Frecuencia
Gonosomias
Varones 47 XXY 0,11 1/931 varones
47, XYY 0,10 1/975 varones
Mujeres 47, XXX 0,10 1/975 mujeres
45.X 0,02 1/5.743 mujeres
Ambos Todas 0,18 1/559 nacimientos
Trisomias autosomicas
21 0,12 1/831 nacimientos
18 0,01 1/9.269 "
13 0,005 1/21.629 "
Total 0,135 1/737 M

XXX: Mujeres Triple X

La presencia de tres cromosomas X generalmente no da lugar a unos sintomas
determinados, por lo que dificilmente puede denominarse sindrome. Suele estar asociado
con un conjunto de pequefias anomalias que pueden aparecer también en recién nacidos
normales, y por ello, no sirven como indicadores para detectar la alteraciéon cromosomica.
Se han descrito retrasos en la pubertad, menopausias precoces, alteraciones en la
menstruacion; pero no es constante. Se trata de mujeres generalmente fértiles (Hecht y
Hecht, 1987; Bergsma, 1979; Jones, 1990).

Puede estar relacionado, aunque en proporciones muy bajas, con una deficiencia
mental ligera, cuya importancia es proporcional al nimero de cromosomas X. Su
descendencia suele ser normal (al igual que en el caso 47,XYY) debido a una seleccion
natural de las células germinales con una constituciéon cromosémica normal (Stewart y
Sanderson, 1960; Johnston y col., 1961).

-16-
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Sindrome de Turner

El sindrome de infantilismo sexual, pliegues en el cuello (Prerygium colli) y
deformidad del codo (cubitus valgus) en mujeres, fue descrito por primera vez por Turner
en 1938. Posteriormente, con el establecimiento de las nuevas técnicas de visualizacion y
recuento cromosomico, Ford y col., (1959) realizaron el primer analisis cromosémico en
mujeres con el sindrome de Turner (ST) encontrando que poseian un solo cromosoma X
(45.X) en lugar de dos (46,XX). Se descubri6 asi que el origen de este sindrome no sélo
era endocrino, sino citogenético, y que se trataba de un fallo en la segregacion de los
cromosomas sexuales, bien durante la meiosis o bien durante alguna(s) de las divisiones
mitéticas en los primeros estadios del desarrollo embrionario, resultando como
consecuencia de ello, mujeres con una ausencia total o parcial de un cromosoma X, en
todas las lineas celulares o en parte de ellas (mosaicismo).

El ST no es debido exclusivamente a la condicion 45,X, se pueden encontrar
también otras aberraciones en el cromosoma X como son las anomalias de tipo estructural:
cromosoma en anillo r(X), isocromosomas (iXq)®, o delecciones parciales de uno de los
brazos de dicho cromosoma (Xp-, Xq-). Puede ser también el resultado de un mosaicismo,
es decir, de la presencia de dos o mas lineas celulares con un complemento cromosémico
diferente (45,X/46,XX; 45,X/47, XXX, etc).

La mujeres con ST se caracterizan fundamentalmente por baja estatura, Prerygium
colli o cuello alado, cubitus valgus o deformidad del codo, disgenesia gonadal con
alteraciones en los caracteres sexuales primarios y secundarios, esterilidad, implantacion
baja del cabello, linfedema en manos y pies en el momento del nacimiento y talla baja
(Bergsma, 1979; Jones, 1990; Lippe, 1987; 1991; Becker, Jospe y Holdsmith, 1994;
Bernasconi y col., 1994; Fitzsmmons, Fantel y Shepard, 1994). Algunos de estos rasgos
son atribuidos a deficiencias en el sistema linfitico durante la vida fetal, como €l
hinchazon en manos y pies en recién nacidos y el Pterygium colli (Lippe, 1987; 1991,
Greenlee y col., 1993) (Tlustr. 2).

El rasgo mas traumatico para la mujeres con ST es la infertilidad (Sylven y col.,
1993). El desarrollo ovarico en las pacientes con ST es anomalo, pues, en los tres
primeros meses de gestacion las gonadas, todavia indiferenciadas, contienen un nimero
normal de células germinales (Singh y Carr, 1966; Carr, Haggar y Hart, 1968; Lippe,
1987; 1991), sin embargo en los dos ultimos trimestres, se atrofian y se produce una
muerte oocitaria prematura, de forma que al nacer, el desarrollo folicular es muy pobre

3 No existe ningun caso bien documentado que demuestre la existencia del isocromosoma para el brazo corto del
cromosoma X (iXp) (Therman y Sarto, 1983; Therman y Susman, 1993).
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y no quedan -o sobreviven muy pocos- oocitos, y los ovarios se quedan reducidos a tejido
fibrilar (Lippe, 1987; 1991).

1. Baja estatura (100%)
2. Malformaciones craneales
Micrognatia (60%)
Paladar ojival (38%)
3. Cuello corto (40%)
Hipoplasia de las vértebras cervicales
4. Orejas de baja implantacién y rotadas
5. Cuello alado (25%)
Baja implantaci6n del cabello (42%)
6. Multiples nevus (26%)
7. Mamilas hipopésticas o invertidas
8. Acortamiento del cuarto metacarpiano (37%)
9. cuvitus valgus (47%)
10. Obstrucciones linfaticas:
edemas congénitos
11. Edema en manos y pies (22%)
Ve 12. Unas hiperconvexas y fragiles (13%)
13. Alteraciones renales (40%) o
14. Génadas en cintillas (96 %)
15. Hipotiroidismo (44 %)
16. genu valgum (35%)

)
Ilustr. 2.- Rasgos fenotipicos mas comunes en el ST (Stratakis y Rennert, 1994).

Para poder entender el proceso que tiene lugar en las mujeres con ST es necesario
tener en cuenta unas ideas generales del proceso de gametogénesis (término amplio que se
refiere a los procesos mediante los cuales el plasma germinal se transforma en células
sexuales altamente especializadas).

Segtin Carlson (1990) en la gametogénesis femenina se pueden diferenciar cuatro
fases: a) origen de las células germinales y su migracion a las gonadas, b) multiplicacion
de las células germinales en las génadas a través del proceso de mitosis, ¢) meiosis, y d)
etapas finales de maduracion y diferenciacion de los gametos en Ovulos capaces de ser

fecundados.

Las células destinadas a originar los gametos (células germinales primordiales) son
reconocibles durante etapas asombrosamente tempranas del desarrollo, ain cuando las
génadas estan pobremente desarrolladas o ni siquiera han comenzado a desarrollarse. En
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mamiferos estas c€lulas adquieren la capacidad de desplazarse mediante movimientos
ameboides y emigran ascendentemente hasta llegar a las génadas. El nimero de células
germinales aumenta, por mitosis, durante su migracion a las génadas, no obstante, el
aumento de mayor importancia ocurre en estas ultimas.

En un inicio las gonadas embrionarias estdan pobladas por un nimero relativamente
pequeno de células germinales primordiales migratorias. Sin embargo, una vez que se han
asentado en las gonadas, estas c€lulas entran en una fases proliferativa en la que su nimero
aumenta en gran medida por mitosis. Las células germinales femeninas mitdticamente
activas reciben el nombre de "oogonios".

Control

ST

0

millones

_ 5m  npacimiento 10a 30a 403
00gonios ) .
meses posteriores anos posteriores al

a la concepcion nacimiento

Ilustr. 3.- Gametogénesis en el sindrome de Turner y en una mujer 46,XX, tomando como base
los datos aportados por Carlson (1990).

Entre el 2° y 5° mes tiene lugar una intensa actividad mitotica incrementandose el
numero de oogonios de unos cuantos miles a unos siete millones (Ilustr. 3). A continuacién
se reduce drasticamente el nimero de oocitos, debido sobre todo a la "atresia"
(degeneracion natural) de manera que en el séptimo mes, la mayor parte de ellos habra
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ingresado en la profase de su primera division meidtica, finalizando asi la fase proliferativa
de la gametogénesis femenina.

Los estudios de inactivacion del cromosoma X en mujeres XX indican que los dos
cromosomas permanecen activos entre los 2-16 primeros dias (Park, 1957; Solari, 1994).
Transcurrido este tiempo uno de los dos cromosomas X se inactiva, es decir, se diferencia
de tal manera que no responde a las sefiales que regulan la transcripcion de genes en su
homologo (Monk y Harper, 1979; Tan, Williams y Tan, 1993; Migeon, 1994). Este
mecanismo de inactivacién del cromosoma X compensa las diferentes dosis de los genes
ligados al cromosoma X en hombres (XY) y mujeres (XX). Asi, independientemente del
numero de cromosomas X presentes, s6lo uno de ellos es activo durante la mayor parte
del desarrollo. La reactivacion ocurre dnicamente en las células germinales con
anterioridad al inicio de la meiosis en el ovario fetal (Gartler, Andina y Gant, 1975;
Kratzer y Chapman,1981; McMahon, Fosten y Monk, 1981; Monk Y McLaren, 1981).
Teniendo en cuenta que para el completo desarrollo de los ovarios y de los foliculos
primordiales es necesario la presencia de dos cromosomas X activos durante la meiosis
(Zinn, Page y Fisher, 1993; Novak y col., 1995), en el caso de las mujeres con ST 45,X
la ausencia del segundo cromosoma X da lugar a una atresia general, lo que explica la
muerte oocitaria prematura que tiene lugar en las mujeres con ST (Krauss y col., 1987;
Novak y col., 1995).

La diferenciacion en ovarios de las génadas indiferenciadas ocurre tras la aparicion
de las c€lulas germinales primordiales. Una vez comenzada la meiosis los ovarios
abandonan su configuracion indiferenciada a medida que comienzan a formarse los
foliculos primordiales (oocitos primarios, en donde la meiosis empieza a tener lugar).
Teniendo en cuenta la necesidad de los dos cromosomas X activos en el proceso de la
meiosis, en las mujeres con un sélo cromosoma X los ovarios no se diferencian
completamente transformandose en cintillas. Sin embargo los genitales internos y externos
no se ven afectados, ello es debido a que se diferencian, en gran medida, con anterioridad
al proceso de diferenciacion de los ovarios (Carlson, 1990).

Sin embargo, el proceso del fracaso ovirico en el ST no es necesariamente absoluto
ni esta limitado al feto y al neonato (Lippe, 1991). En el 5-10% de las pacientes, el grado
de funcién ovarica residual es suficiente para iniciar el desarrollo de las glindulas
mamarias en la pubertad, y un pequefo nimero de estas pacientes tienen una o dos
menstruaciones espontaneas. Finalmente unas pocas (probablemente menos del 1% de
todas las afectadas) tienen una funcion ovarica ovuladora durante los afos fértiles,
habiéndose observado algunos embarazos (Evans, Hamerton y Robinson, 1990: Lippe,
1991; Guerquin, 1993; Kher y col., 1994). Estos casos suelen ser mujeres con
mosaicismo, en donde una de sus lineas celulares posee una constitucién cromosomica
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normal (46,XX) que facilita el desarrollo de una funcién ovdrica y el desarrollo mamario
espontaneo (Evans, Hamerton y Robinson, 1990; Lippe, 1991; Novak y col., 1995).

En cuanto a su capacidad intelectual generalmente es normal (Temple y Carney,
1993), aunque presentan un patron de habilidades cognitivas caracterizado por una especial
dificultad para entender el concepto de espacio-forma y el concepto numérico (Money,
1963; Alexander, Ehrhardt y Money, 1966; Waber, 1979; Money, 1993). Presentan una
dificultad especial en las pruebas de percepcion espacial y sentido direccional (arriba-abajo,
derecha-izquierda, etc). Por este motivo han sido calificadas de "ciegas para la forma y
el espacio" (Money, 1963; 1968; 1973; 1993).

Presentan dificultad en el calculo aritmético, (Rovet, Szekely y Hockenberry,
1994), problemas de comportamiento social y de atencion: suelen ser inmaduras,
hiperactivas, nerviosas, con problemas de relacion social, escolar y de concentracion
(Rovet e Ireland, 1994). Suelen ser impulsivas (Williams, 1994) y presentar pobre
autoestima, depresion e inseguridad (Delooz y col., 1993). Existen casos de relacion del
ST con anorexia nerviosa (Muhs y Lieberz, 1993). En general el fenotipo psicolégico suele
ser complejo, pero varia ampliamente de unas mujeres Turner a otras (Ross y col., 1993;
Swillen y col., 1993; Murphy y col., 1994).

No presentan graves alteraciones en comparacion con otros sindromes
cromosomicos como pueden ser el sindrome de Klinefelter (47,XXY), tetrasomias o
pentasomias del cromosoma X, o trisomias autosomicas; ni existe una mayor mortandad
infantil que en la poblacion general. A pesar de ello, y paraddjicamente, las pérdidas in
utero son enormes, sobre todo cuando se refiere a mujeres 45,X; asi el 99% de los cigotos
45,X dan lugar a un aborto espontaneo (Jacobs y col., 1990). Se desconoce la razén de
esta elevada seleccion.

Segin Robinson (1990) y de la Chapele (1983), el 1-2% de todas las concepciones
humanas son 45,X; a las 6 semanas de gestacion, alrededor del 90% de estas concepciones
dan lugar a un aborto espontdneo. Del 10% que sobreviven al menos 3/4 partes darian
lugar a un aborto a las 16 semanas, generalmente con grandes higromas cisticos,
enfermedades cardiacas congénitas y crecimiento intrauterino deficiente. El 1-2%
aproximadamente que sobreviven al segundo trimestre de gestacion generalmente llegan
a término, aunque presentan también signos de edemas como cuello alado y talla baja.
(Jacobs y col., 1990; Therman y Susman, 1993).

La proporcion entre mujeres 45,X y mosaicos es mucho mas alta en fetos que en
nacimientos vivos con ST (Hook y Warburton, 1983; Hassold, Benham y Leppert, 1988).
Estos datos indican que la mayoria, sino todas las mujeres 45,X vivas, son fruto de una
no disyuncion mitética en los primeros estadios del cigoto temprano (Hook y Warburton,
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1983; Hassold y col., 1985; Connor y Loughlin, 1989). Se cree que el mosaicismo
contribuye a la supervivencia durante el embarazo mediante un efecto fetoprotectivo por
la presencia de mas de una dosis de algin locus o loci de un segundo cromosoma sexual
(X 0Y) en algin 6rgano o tejido embrional o extraembrional (Hook y Warburton, 1983;
Rubin, Williams y Wang, 1993). Las hipdtesis actuales sefialan que todas las mujeres con
ST que sobreviven son realmente mosaicos (mosaicos cripticos), llegando a afirmar Held
y col. (1991) que el cariotipo 45,X realmente no existe.

Mediante la aplicacion de las nuevas técnicas citogenéticas-moleculares, se puede
observar un incremento en el porcentaje de mujeres Turner mosaico. El incremento se
atribuye, fundamentalmente, a la presencia de una segunda linea celular conteniendo,
segun Held y col. (1992) un pequeio fragmento cromosémico que tiende a formar anillos.
El origen de estos fragmentos puede ser el cromosoma X o el Y. Los autores no se ponen
de acuerdo en este aspecto, asi para Gemmill y col. (1987), Lin y col. (1990), Johnson y
col. (1991), Nagafuchi y col. (1992), Held y col. (1992) el cromosoma Y suele ser el
origen de estos pequenos fragmentos que son el resultado de complejas reorganizaciones
estructurales. Para otros autores, estos fragmentos derivan, en su gran mayoria, del
cromosoma X, (Schmid y col., 1974; Coco y Bergada, 1977; de Almeida y col., 1985),
lo que ha sido corroborado mediante FISH por Crolla y Llerena, 1988; Callen y col., 1991
y Lindgren y col., 1992.

Aunque existen discrepancias en cuanto al origen de estos fragmentos, todos los
autores estan de acuerdo en la importancia de determinar su origen, pues la existencia de
restos del cromosoma Y (concretamente la region centromérica) en mujeres con disgenesia
gonadal, incrementa en un 30% el riesgo de desarrollo de gonadoblastoma (Wolman,
David y Koo, 1985; Page, 1988; Verp y Simpson, 1987; Petrovic y col., 1992; Kocova
y col., 1993; Page, 1994; Kocova y Trucco, 1994; Kocova y col., 1994).

Se cree que uno o mas genes del cromosoma Y predisponen a las mujeres con
disgenesia gonadal al desarrollo de gonadoblastoma (Nagel y col.,1984; Lobaccaro y col.,
1994). Aunque todavia la identidad de este gen o genes no ha sido aclarada, si existe
informacion sobre su localizacion en el cromosoma Y. Las evidencias implican la porcion
media de este cromosoma (intervalo 4B y 5) region que incluye el centromero (Page,
1994) (Tlustr. 4).
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CROMOSOMA Y
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Ilustr. 4.- Esquema del cromosoma Y donde se indica la localizacion de los genes GBY,
SRY, ZFY y RPS4Y. Adaptado de Browder y col., (1991) y Affara y col., (1994).

¢ Porqué existe el Sindrome de Turner si uno de los cromosomas X se inactiva durante
las etapas iniciales de la embriogénesis?.

El sindrome de Turner (ST) es la iinica forma de aneuploidia en humanos en donde
la ausencia total de un cromosoma no es incompatible con la vida (Zinn, Page y Fisher,
1993), de hecho, se trata de una excepcion en su condicién monosémica. Ello es debido
a que en las mujeres 46,XX tiene lugar la inactivaciéon de uno de los dos cromosomas X
en los primeros estadios del desarrollo del cigoto.

En ratones se produce un fenomeno semejante. Se sabe que el inicio de la
inactivacion de uno de los cromosomas X tiene lugar en el momento de la implantacion,
durante la etapa de blastocito; primero en el trofectodermo y posteriormente en las lineas
celulares que van a originar el embrion propiamente dicho (Monk y Harper, 1979; Tan,
Williams y Tam, 1993) (Ilustr. 5).
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En este contexto, el ST constituye una paradoja ;Por qué la ausencia del segundo
cromosoma X provoca alteraciones fenotipicas si en las mujeres 46,XX éste permanece
inactivo?.

En el caso de la disgenesia ovarica, como ya hemos comentado, la reactivacion del
segundo cromosoma X durante la oogénesis sugiere que los oocitos podrian requerir una
dosis diploide de algunos genes ligados al cromosoma X (Zinn, Page y Fisher, 1993). Asi
la gametogénesis podria pararse en la etapa de meiosis, con la formacién de foliculos
primordiales, provocando una atresia masiva de oocitos primarios e impidiendo la
diferenciacion de las génadas en ovarios.

Pero la reactivacion del segundo cromosoma X tiene lugar s6lo en los oocitos, por
lo que hay que considerar otras explicaciones para las alteraciones somaticas en el ST:

1°. Ya que los dos cromosomas X permanecen activos durante las primeras
divisiones del cigoto (Migeon, 1994), podrian existir genes ligados al cromosoma
X que se requieran en una dosis diploide para el desarrollo somatico normal
durante las primeras etapas de la embriogénesis. Sin embargo las alteraciones
fenotipicas del ST mas tempranas como el escaso desarrollo linfitico no son
evidentes hasta semanas mds tarde (Zinn, Page y Fisher, 1993).

2°. Se sabe que la inactivacion del cromosoma X no es total, como en un principio
se creia (Brown y col., 1991a,b). Existen una serie de genes que escapan a dicha
inactivacion, y se supone que alguno(s) de estos genes son los responsables del ST.
De hecho, si la inactivacion del X fuese total, no deberia existir este sindrome.

La inactivacion del cromosoma X fue hipotetizada por primera ver por Lyon en
1961, y desde esa fecha se han ido acumulando datos apoyando la teoria de que la
transcripcion de la mayoria de los genes ligados al cromosoma X se inactivaba en los
periodos tempranos del desarrollo; sin embargo se conoce muy poco sobre el inicio de la
inactivacion durante la embriogénesis y del mecanismo de la inactivacion a lo largo del
cromosoma (Heard y Avner, 1994). La iniciacién del proceso de inactivacion del
cromosoma X parece depender de una region o locus, en posicion cis, conocida como
centro de inactivacion del cromosoma X o XIC (Brown y col., 1991a,b; Lafreniere y col.,
1993). Su existencia fue hipotetizada por primera vez por Therman y Patau en 1974, en
base a sus observaciones sobre cromosomas X con alteraciones estructurales en el ST.
Estos autores postularon que la presencia de la regién proximal del brazo largo del
cromosoma X era esencial para la inactivacion y asi, cualquier fragmento cromosémico
derivado del X que no poseyese esta region no podria inactivarse, dando lugar a una
muerte temprana del embrién. Russell (1963) y Cattanach (1975) habian observado el
mismo fenomeno al estudiar reordenaciones del cromosoma X en ratones.
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Ilustr. 5.- Esquema que ilustra los linajes celulares en el embrién temprano de ratén
(Carlson, 1990).

Los cromosomas X con alteraciones estructurales sin el centro de inactivacion
podrian dar lugar a disomia o trisomia de determinados genes del cromosoma X, y esta
condicion es, presumiblemente inviable o puede inducir retraso mental (Therman, Sarto
y Patau, 1974; Mattei, Mattei y Vidal, 1981; Therman y Susman, 1990; Zenger y col.,
1993). Los estudios realizados hasta finales del afio 1994 indican la relacion entre
fragmentos o anillos cromosémicos derivados del X sin el XIC y la deficiencia mental en
mas de cincuenta casos (Cole y col., 1994; Collins y col., 1994; Robson y col., 1994;
Wolff y col., 1994). A partir de los estudios citogenéticos basados en los isocromosomas
para el cromosoma X y otras alteraciones como delecciones intersticiales y terminales,
traslocaciones entre el cromosoma X y autosomas, pseudoisodicéntricos y anillos, se ha
podido determinar que la parte proximal del brazo largo del X (Xql1.2-q13) siempre se
retiene (Brown y col., 1991b). A partir de estos estudios, se hipotetizo la localizacion del
centro de inactivacion del cromosoma X en esta region, que fue denominada region critica.

Brown y col (1991a) estudiaron los genes que se expresan a partir del cromosoma
X inactivo (Xi), en particular aquellos que se localizan cerca del intervalo correspondiente
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al centro de inactivacion. Brockdorff y col., (1992) clonaron y secuenciaron un gen, XIST,
que se expresa exclusivamente a partir del Xi pero no del cromosoma X activo (Xa)
(Brockdorff y col., 1991), localizado en Xql3, y que representa el gen candidato de la
inactivacion del cromosoma X, o esta estrechamente relacionado con ésta. Los estudios
actuales sobre isocromosomas derivados del X que han perdido el XIC y que permanecen
inactivos, indican que el gen XIST juega un papel fundamental en el inicio de la
inactivacion pero no en su mantenimiento (Kay y col., 1993; Brown y Willard, 1994;
Buzin, Mann y Singer, 1994; Rack y col., 1994). Este gen ha sido clonado y secuenciado
(Brown y col., 1992; Hendrich, Brown y Willard, 1993) originando un ¢cDNA de 17 kb
sin fase abierta de lectura. El transcrito ha sido localizado en el corpisculo de Barr
mediante la técnica de Hibridacion in situ-ARN y los autores (Hendrich, Brown y Willard,
1993) sugieren que el gen podria funcionar como un ARN funcional dentro del nicleo.

La region Xq13 del cromosoma X humano es también el sitio de condensacion del
corpusculo de Barr (Cox y Miller, 1974; Kendall y Stuart, 1979). La region es homéloga
a la existente en el cromosoma X del ratén, también requerida para el proceso de
inactivacion del cromosoma (Rastan, 1983; Rastan y Robertson, 1985). La relacion tan
estrecha entre estos fendmenos establece la gran importancia de esta region en el fenémeno
de la inactivacion del cromosoma X.

Como el gen XIST sélo se expresa en las lineas celulares con uno o mads
cromosomas X inactivos, se cree que podria estar relacionado con alteraciones
cromosomicas como los sindromes de Turner y Klinefelter (Brown, 1991a). Pero esto
mismo se podria decir de todos aquellos genes que escapen a la inactivacion del X (Brown
y Willard, 1989; 1990; Agulnik y col., 1994).

La lista de genes que escapan a la inactivacion del cromosoma X ha crecido en los
altimos afnos, incluyendo ahora el gen ZFX (Schneider-Gadicke y col., 1989) que se
localiza en Xp21.3-22.1, AIS9T en Xpll (Brown y Willard, 1990), RPS4X en el brazo
largo (Fisher y col., 1990) y mas recientemente ANT3 en la region pseudoautosomica
Xp22.3 (Schiebel y col., 1993; Slim y col., 1993), SMCX en Xp11.1-Xp11.2, (Agulnik
y col., 1994), XE169 entre Xp21.1 y la region centromérica (Wu y col., 1994a,b;
Disteche, 1995) (Ilustr. 6). Por tanto, existen genes que escapan a la inactivacion y que
se encuentran intercalados entre genes que se inactivan. Pero el mecanismo por el cual ésto
" ocurre sigue siendo desconocido.
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Ilustr. 6.- Genes que escapan a la inactivacion del cromosoma X segin Disteche
(1995).

Tanto la letalidad embrionaria como el fenotipo Turneriano se consideran el
resultado de la monosomia de un gen o genes comunes a los cromosomas X e Y
(Ashworth y col., 1991; Zinn, Page y Fisher, 1993). Por otro lado, se espera que estos
genes se expresen en ambos cromosomas X, el activo y el inactivo, para asegurar una
dosis correcta del producto génico. Actualmente se cree que son varios los genes
implicados en las alteraciones del ST (Epstein, 1988; Therman, Laxova y Susman, 1990
y Therman y Susman, 1990), los candidatos son el RPS4X y el ZFX. Ambos se expresan
a partir del cromosoma X inactivo y poseen su homologo en el cromosoma Y (Ilustr. 7).

El gen RPS4X codifica para la proteina ribosomica S4 (Ashworth y col., 1991;
Watanabe y col., 1993) y posee su homélogo en el cromosoma Y (RPS4Y). Fisher y col.
(1990) identificaron el gen candidato mediante el estudio de las secuencias transcritas del
cromosoma Y en mujeres 46,XY con ST en un intervalo de 90 Kb. El gen RPS4X se
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encuentra situado muy préximo al XIC en Xql13. RPS4X es el tnico gen del brazo largo
que se sepa que se exprese a partir de ambos cromosomas X, del activo y del inactivo, y
que tenga un homologo en el cromosoma Y.

El mayor inconveniente que se encuentra en adjudicar un papel al locus RPS4 en
el ST es su localizacion en Xq. Las evidencias apoyan una localizacién en el brazo corto,
ya que las delecciones en Xp generalmente producen combinaciones fenotipicas severas.
Una posible explicacion es que los genes responsables pueden no estar deleccionados pero -
si inactivos por efectos posicionales en los cromosomas X con alteraciones estructurales
(Therman y Susman, 1990).

La funcion de los genes ZFX y ZFY se desconoce (Ashworth y col., 1991) aunque
si se sabe que codifican proteinas con rasgos caracteristicos de factores de transcripcion
(Koopman, Ashworth y Lovell, 1991; Erickson, Zwingman y Ao, 1993; Shimmin, Chang
y Li, 1994). Ambos genes, ZFX y ZFY, se expresan tanto en células femeninas como
masculinas y la extrema similitud de las proteinas que codifican permite sugerir que
pueden tener una funcion intercambiable (Schneider-Gadicke y col., 1989). Ya que el gen
ZFX escapa a la inactivacion del cromosoma X, hombres y mujeres poseen dosis
equivalentes de dichas proteinas (Ashworth y col., 1991)

Sin embargo, al contrario que en humanos, los ratones XO son viables (sin letalidad
prenatal), anatomicamente normales y fértiles (Cattanach, 1962; Epstein, 1986; Endo y
Watanabe, 1989; Omoe y Endo, 1993; Banzai y col., 1995). Ashworth y col. (1991)
demostraron que estos dos genes en el raton, el Zfx y el Rps4X, estan bajo los efectos de
la inactivacion del cromosoma X (no se expresan en el cromosoma X inactivo). Estos datos
apoyan la hipotesis de que la haploinsuficiencia de estos genes en humanos pueden jugar
un papel importante en el ST (Ashworth y col., 1991).
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[lustr. 7. Genes que escapan a la inactivacion del cromosoma X y que tienen su
homélogo en el cromosoma Y (Disteche, 1995).
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1.3. INTERES DE LAS TECNICAS GENETICAS Y MOLECULARES EMPLEADAS
EN EL DIAGNOSTICO DEL SINDROME DE TURNER

El diagnostico del ST se hace generalmente mediante un estudio citogenético que
comprende, basicamente, un cultivo de sangre periférica y el recuento cromosémico, tras
un tratamiento con Tripsina y tincion con Giemsa (bandas G). El estudio citogenético
clasico se lleva a cabo, generalmente, cuando el recién nacido muestra alguna de las
alteraciones fenotipicas clasicas de dicho sindrome. Aunque se trata de una técnica
relativamente facil, por lo que ha llegado a ser un técnica rutinaria en los laboratorios de
Genética Humana en los Hospitales, revela, en la mayoria de los casos, un cariotipo 45,X.
Mediante esta técnica, un mosaicismo en porcentaje bajo suele ser muy dificil de detectar,
o casi imposible, debido al elevado nimero de células que tendrian que ser contadas.
Presentan, ademads, otros impedimentos como la imposibilidad de determinar el origen de
pequenos fragmentos.

Hoy en dia, el empleo de las técnicas de citogenética cldsica sigue siendo
imprescindible, pero insuficiente. Basicamente la deteccion de un mosaicismo depende de
cuatro factores: del numero de células analizadas (Hook, 1977), del tipo de tejido
estudiado, de la sensibilidad de las técnicas aplicadas, y si existe o no, una seleccion in
vivo o in vitro, en contra de la linea celular con la aberracién cromosémica (Procter y col.,
1984 Held y col., 1992). Por otro lado el estudio de mosaicismo se ve facilitado cuando
se estudian dos tejidos (Held y col., 1992).

Por esta razon empieza a hacerse necesario la utilizacion de técnicas mds sensibles,
como la Hibridacion in situ Fluorescente (FISH) y la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que nos permitan detectar mosaicismos de porcentajes bajos, y el origen de
pequenos fragmentos cromosomicos.

1.3.1. ESTUDIO CITOGENETICO: BANDEO CROMOSOMICO

En el primer periodo interfasico, el material genético se encuentra disperso por el
nucleo, formando la cromatina; cuando comienza la division mitética y a medida que ésta
progresa desde la profase a la metafase la cromatina se va condensando hasta constituir los
cromosomas. Esta condensacion se detiene antes de la finalizacion de la metafase,
momento en el que los cromosomas alcanzan el mayor grado de empaquetamiento y
condensacion. Durante todo este proceso, la manipulacion del material genético contenido
en el nicleo mediante el uso de una serie de técnicas citogenéticas, permite conseguir que
los cromosomas muestren diferentes patrones de bandas de tincién como consecuencia de
la no homogeneidad de los mismos y de la existencia de dreas cromosOmicas con distintos
grados de condensacién: Bandas G (Dutrillaux y Lejeune, 1971) bandas C (Sumner, 1972),
bandas R (Dutrillaux y Lejeune, 1971; Dutrillaux, 1975; Verma y Lubs, 1775; Pai y
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Thomas, 1980). De todas maneras, el nimero de bandas existentes en cada uno de estos
patrones no permanece constante sino que, dependiendo del grado de empaquetamiento del
cromosoma a lo largo de la mitosis, sufre una variacion relativamente alta.

Los continuos avances en el estudio citogenético han proporcionado un mayor
numero de bandas a lo largo de los cromosomas humanos, en los primeros estadios de
condensacion cromosomica (Prieur, Durtrillaux y Lejeune, 1973; Yunis, 1976; Viegas-
Pequirot y Dutrillaux, 1975; Francke y Oliver, 1978).

Durante los ultimos afios se ha incrementado el perfeccionamiento de los analisis
cromosomicos mediante la introduccién de métodos de marcaje muy detallados de los
patrones de bandas a lo largo de cromosomas profésicos, obtenidos por sincronizacion
parcial de cultivos celulares (Yunis, 1976; Viegas-Pequignot y Dutrillaux, 1978), que ha
permitido incrementar el nimero de bandas G del cariotipo humano Welborn y Welborn,
1993a,b).

Otras técnicas emplean compuestos quimicos como la 5-Bromodesoxiuridina
(Zakharov y Egolina, 1972; Pai y Thomas 1980;) o el Hoechst-33258 (Latt, 1973;
Goyanes y Méndez, 1981) que permiten subdividir las regiones cromosdmicas antes citadas
en sub-bandas claramente identificables aportando un conocimiento mas profundo de la
organizacion del material cromosémico y por consiguiente del cariotipo.

1.3.2. HIBRIDACION <IN SITU»

La técnica de Hibridacién in situ se fundamenta en la union especifica de una sonda
de ADN marcada, con la secuencia complementaria presente en el tejido o preparacion
cromosomica que queremos estudiar, seguido de la visualizacion y localizacion de esta
sonda. En nuestro caso nos interesa también cuantificar el nimero de sefiales por metafase,
y su localizacién en el cromosoma.

La Hibridacion in situ Fluorescente es un método directo y preciso, por ello se ha
convertido en una técnica fundamental en el campo del diagnéstico molecular y de la
investigacion. Presenta una serie de ventajas sobre los métodos radiactivos como la alta
sensibilidad y especificidad, resultados rapidos, estabilidad de la sonda, y un anilisis
directo a través del microscopio de fluorescencia.

Para descartar la existencia de mosaicismo en sangre, o en cualquier otro tejido,
es imprescindible la utilizacion de técnicas genético-moleculares como FISH, dado que un
bajo porcentaje de mosaicismo no puede ser detectado mediante las técnicas citogenéticas
convencionales, debido al elevado nimero de células que tendrian que ser analizadas. En
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este sentido, el empleo de sondas especificas, mediante FISH, facilita el estudio de un
mayor nimero de células, ya que los nicleos también son informativos.

En el estudio de alteraciones cromosdmicas, el empleo de sondas «-satélites se ha
convertido en una poderosa herramienta en la deteccién de alteraciones cromosémicas,
tanto numericas como estru. turales, y es fundamental en el estudio del origen de pequeiios
fragmentos cromosomicos (Cremer y col., 1988; Poddighe y col., 1991; Rajangam y col.,
1993).

Los «-satélites comprenden una familia de secuencias repetidas en tiandem,
especificas de primates, presentes en las regiones pericentroméricas de cada uno de los
cromosomas humanos. Su especificidad ha sido de gran utilidad en el reconocimiento de,
aproximadamente, la mitad de todos los cromosomas humanos (Warburton y col., 1991).
A pesar de la similaridad de las secuencias, esta es la tnica familia de ADN repetitivo con
especificidad cromosémica (Wolfe y col., 1985).

Teniendo en cuenta que los fragmentos cromosémicos, cuando son de naturaleza
estable, necesitan obligatoriamente un centromero intacto, las sondas c-centroméricas son
de gran utilidad cuando es preciso determinar el origen de pequefos fragmentos
cromosomicos. Los fragmentos acéntricos no sobreviven, tienden a perderse, ya que han
perdido la capacidad de movimiento durante la anafase (Swanson, Merz y Young, 1981).
La porcion cromosomica que posee el centromero funciona de manera que su dinimica en
la division celular no se ve relativamente alterada aunque su potencial genético si lo esté.

1.3.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR es una poderosa
técnica que permite la amplificacion directa de pequenios fragmentos del genoma (Mullis
y col., 1986; Mullis y Faloona, 1987). El método permite amplificar una secuencia entre
dos puntos definidos, pero requiere conocer previamente la secuencia que hay a ambos
lados de la region a amplificar. Primeramente se desnaturaliza una preparaciéon de ADN
(normalmente una muestra del genoma completo) y se hibrida con dos cebadores cortos
(cada uno de aproximadamente 20 bases) que son complementarios de las cadenas opuestas
a cada extremo de la region que se quiere amplificar. Para sintetizar la cadena
complementaria a partir del extremo 3’-OH de cada cebador se emplea la enzima Taq
polimerasa. El ciclo se repite desnaturalizando la preparacion y empezando de nuevo. El
numero de copias de la secuencia elegida se amplifica, en teoria, exponencialmente. En
la practica se duplica en cada ciclo hasta que se acumula una cantidad de molde-cebador
que excede la capacidad de la enzima; a partir de entonces la reaccién comienza a
saturarse.
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En algunas mujeres el porcentaje de mosaicismo es tan bajo que solo puede ser
detectado por PCR. Por ello se puede utilizar esta técnica para detectar pequenos
fragmentos cromosomicos. Debido a la importancia del origen de estos fragmentos es
necesario determinar de manera clara si existen o no, restos del cromosoma Y en las
mujeres con ST,
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2. OBJETIVOS

Dado lo expuesto en el apartado anterior, nos propusimos en el presente trabajo de
investigacion el estudio citogenético-molecular de pacientes con sindrome de Turner,
basado en los siguientes aspectos:

a) Estudio exhaustivo del cariotipo de un grupo representativo de pacientes. La verificacion
del cariotipo inicial se realizO mediante las técnicas cldsicas de bandeo cromosomico

(bandas G), con posterior confirmacién mediante Hibridacion in situ Fluorescente (FISH).

b) Determinacion del grado de mosaicismo oculto, en sangre periférica, siguiendo la Tabla
de exclusion de mosaicismo de Hook (1977).

¢) Determinacion del origen cromosomico de pequenios fragmentos presentes en las células
estudiadas, mediante FISH y PCR.

d) Deteccion del gen XIST en los cromosomas X con alteraciones estructurales.

e) Establecimiento de la posible correlacion entre el cariotipo y el fenotipo de las mujeres
estudiadas.
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3. SUJETOS Y METODO

La seleccion de mujeres con sindrome de Turner (ST) se realizé a través del
Servicio de Genética del Hospital Materno Infantil "Teresa Herrera" de A Corufia y del
Servicio de Endocrinologia Pedidtrica del Hospital "Xeral de Galicia" de Santiago, en
colaboracion con la asociacion "Crecer". Las muestras de sangre periférica fueron
extraidas en tubos con heparina para el estudio citolégico (Verma y Babu, 1994), y en
tubos con anticoagulante EDTA (disodium ethylenediaminetetra acetate) para el andlisis
molecular (Aldridge y col., 1984).

3.1. ESTUDIO CITOGENETICO

Una vez en el laboratorio, las muestras de sangre heparinizada se guardaron a 4°C.
Nunca fueron utilizadas muestras con mas de 7 dias en nevera debido al mal crecimiento
celular (c.p. Dr. Held). Las muestras con EDTA fueron redistribuidas en alicuotas de
700 ul y almacenadas a -80°C hasta su utilizacion (c.p. Dr. Carracedo).

3.1.1. OBTENCION DE LAS PREPARACIONES CROMOSOMICAS
3.1.1.a. Cultivo estandar de linfocitos

El andlisis cromosémico se llevo a cabo mediante la técnica estandar de cultivo de
linfocitos T a partir de sangre periférica (Moorhead y col., 1960; den Nijs y col., 1985)
con ciertas modificaciones (c.p. Dr. Held). Posteriormente se procedio a la tincion de los
cromosomas por la técnica de bandas G (Seabright, 1971) para la verificacion del cariotipo
inicial.

El cultivo de linfocitos se realizé de la siguiente manera: incubacion de 8-10 gotas
de sangre heparinizada por cada 4 ml de medio de cultivo (TC chromosome microtest
medium, DIFCO) a 37,5°C durante tres-cuatro dias (72-96 horas) en estufa de cultivo
dedicada a tal efecto.
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Bloqueo de la mitosis en metafase

Al cabo de este tiempo, se afiadié 1 ml colchicina (Arresting DIFCO) a una
concentracion de 5x10° M y se mantuvo en bafio a 37,5°C durante 45-60 minutos.

La colchicina es un alcaloide que interfiere la formacion del huso mitético y
bloquea la divisién celular. Esto provoca la acumulacion de células en el estado de
metafase, asi como el acortamiento y la condensacion de los cromosomas. Un tiempo de
tratamiento con la colchicina demasiado largo produce una alta condensacion de los
cromosomas, por el contrario, un tiempo demasiado corto y/o concentracion débil puede
provocar la ausencia de metafases.

Choque hipoténico

Tras una centrifugacién a 1.000 rpm durante 10 minutos se retird el sobrenadante,
excepto 1/4 cc, y se procedio al choque hipoténico resuspendiendo el botén celular en 7 ml
de KC1 0,075 M a 37,5°C en agitacion. Posteriormente se mantuvo la muestra en un bafio
a 37,5°C durante 10 minutos.

El tratamiento con una solucion hipoténica tiene por finalidad provocar la turgencia
de las células y una buena dispersion de los cromosomas; la naturaleza y la concentracion
de la disolucion, asi como la duracion del tratamiento son importantes. Para proceder al
choque hipotonico se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones (Verma y Babu,
1994):

- El KCI se calent6 previamente a 37,5°C.
- Se anadi6 muy lentamente, dejando pasar unos segundos después de la primera gota.
- El tiempo de actuacién del KCI nunca fue superior a 12 minutos.

Tras una centrifugacién a 1.000 rpm durante 10 minutos se retiré el sobrenadante
y se resuspendioé el botén celular para su posterior fijacion.

Fijacion Celular

La fijacion esta destinada a conservar las células sin alterar ni deformar su
contenido. La solucion fijadora debe ser preparada en el momento y a la temperatura de
-4°C. Las células se fijaron con 5 ml de una solucion de 3 volimenes de metanol y un
volumen de 4cido acético, en constante agitacion, realizandose tres banos sucesivos de 20
minutos cada uno a -4°C. Al igual que la solucién hipotonica, el fijador se anadié6 muy
lentamente.
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La extension de la muestra se realiz en portaobjetos muy limpios, himedos y
frios, a una distancia aproximadamente de 40 cm, tras un reposo de 15 minutos a -20°C
(c.p. Dr. Held).

3.1.1.b. Cultivo sincronizado de linfocitos

Cuando fue necesario obtener cromosomas prometafdsicos que nos permitieran
definir con mas claridad los cromosomas (fundamentalmente cromosomas con alteraciones
estructurales) se llevo a cabo el cultivo linfocitario sincronizado mediante Amethopterina
(Yunis, 1976) y se continuo la replicacion en presencia de Bromodesoxiuridina (BrdU),
sin la adiccion exogena de Timidina (Pai y Thomas, 1980).

La sustitucion de la Timidina por su anialogo Bromodesoxiuridina durante la fase
de sintesis del ADN, retarda la condensacion de las regiones ricas en pares de bases
Adenina-Timina, provocando un alargamiento neto de los cromosomas (Zakharov y
Egolina, 1972). Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

Incubacion de 8-10 gotas de sangre heparinizada por cada 4 ml de medio de cultivo
a 37,5°C durante dos o tres dias (48-72 horas) en estufa de cultivos. Diecisiete horas antes
del procesado se anadio, para la sincronizacion celular, Amethopterina (SIGMA) hasta una
concentracion final de 107 M.

Transcurrido este tiempo, y tras 10 minutos de centrifugacion a 1.000 rpm, se
reemplaz6 el medio de cultivo por otro nuevo y se anadié 25 ug de BrdU por ml de
medio. Se incubé a 37,5°C durante 5-5,30 horas y se anadi6 Colchicina a una
concentracion final de 0,1-0,2 ug por ml de medio manteniéndose nuevamente a esta
temperatura durante 20-30 minutos. Los pasos siguientes (choque hipoténico y fijacion)
se realizaron como un cultivo linfocitario estandar.

Las metafases asi obtenidas fueron utilizadas para la Hibridacion in situ en aquellos
casos que presentaron un cromosoma X con alteracion estructural no muy definida.

3.1.2. TINCION DE CROMOSOMAS: TECNICA DE BANDAS G

La técnica de tincion cromosdmica de bandeo G es la mas utilizada frecuentemente
y permite distinguir la morfologia de los cromosomas, siendo de gran utilidad en la
obtencion del cariotipo. Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

Primeramente se procedié al envejecimiento de los cromosomas en estufa a 80°C
durante 15 minutos (den Nijs y col., 1985). Una vez frios, se incubé en solucion de

Tripsina (1:250 DIFCO) al 0,05% en NaCl (0,9%) durante 3-5 segundos, seguido de un
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breve lavado en tampén fosfato pH 6,8 y tincién con solucion Giemsa, compuesta de
2,5 ml del colorante, 5 ml de tampon fosfato pH 6,8 y 42,5 ml de agua destilada, de 5-7
minutos. Transcurrido el tiempo de tincion, las preparaciones se lavaron muy brevemente
con agua, procediendo al secado de las extensiones mediante el método clasico de secado
al aire.

3.2. HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)
3.2.1. SONDAS EMPLEADAS

La técnica de FISH se emple6 para confirmar el cariotipo inicial y para estudiar
la presencia de mosaicismo oculto. Para que un cromosoma, o un fragmento, sea estable
es necesario la existencia del centromero. Sin un centrémero, un fragmento cromosémico
tiende a distribuirse arbitrariamente en la mitosis, y se perdera en el transcurso de las
sucesivas divisiones. Por este motivo se utilizaron sondas y cebadores centroméricos.

El estudio del cromosoma X se realizO mediante la utilizacion de la sonda
a-centromérica DXZ1 biotinilada (Oncor) que hibrida especificamente con la region
a-satélite altamente repetitiva del centromero de dicho cromosoma (Waye y Willard, 1985;
Willard y Waye, 1987a,b).

La naturaleza del material implicado en las reestructuraciones fue determinado
mediante la utilizacién de dos sondas: la sonda de copia tnica XIST, marcada con
digoxigenina (Oncor), que detecta el locus XIST en Xql3.2 y es el responsable de la
inactivacion del cromosoma X (Brown y col., 1991a,b); y la sonda macrosatélite DXZ4
marcada con biotina (Oncor), que hibrida especificamente con un cluster de 50-100 copias
de repeticiones de 3 kb localizadas en la region Xq24 (Giacalone, Friedes y Francke,
1992).

La utilizacion de estas sondas permite reconocer variaciones de la forma comun del

ST que quedan reflejadas en la Tabla 3, en la cual cada asterisco representa una sefal
fluorescente.

-30.-



MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER SUJETOS Y METODO

Tabla 3. Variaciones de la forma comin del ST, segun la sonda aplicada.
Cada asterisco representa una seiial fluorescente.

Cariotipo DXZ]1 («-satélite) XIST (Xql13) | DXZ4(Xq24)
46,XX % sk ok
45X * * 5
46,X.,1(Xq) Aok ok ek
46,X.,del(X)(p?) *ok ok s
46,X,idic(Xq) kK sokok ek
46,X,idic(Xp) o . *

El estudio del cromosoma Y se realizo mediante las sondas: a-centromérica DYZ3
biotinilada (Oncor) que hibrida especificamente con la region «-satélite altamente repetitiva
del centromero de dicho cromosoma y la DYZ1, marcada también con biotina, y especifica
para las repeticiones satélites "clasicas" AATGG localizadas en la regién heterocromatica
pericéntrica del cromosoma Y (Wevrick y Willard, 1989).

Cuando se estudio la presencia del cromosoma Y fue necesario el procesamiento,
simultdneo e idéntico, de preparaciones cromosémicas de un varén como control positivo.
En cuanto a la sonda DXZ1 la sefial fluorescente del cromosoma X intacto en las mujeres
Turner sirve como control interno, por lo que no fue necesario la incorporacion de
controles positivos de una mujer sana.

Para descartar la presencia de alteraciones numéricas o estructurales debidas al
método empleado, se empled la sonda «-satélite D1Z5 que hibrida especificamente con las
secuencias altamente repetitivas localizadas en el centromero del cromosoma 1. Ello se
llevo a cabo en cultivos de tres y cuatro dias de mujeres control 46,XX y de una de las
pacientes con ST.

Dependiendo del nimero y tipo de sondas los procedimientos seguidos para la
Hibridacion in situ fueron fundamentalmente dos, los cuales se describen a continuacién
y son una adaptacion comercial (Oncor) del método originalmente descrito por Pinkel,
Straume y Gray, (1986).
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Tabla 4.- ESQUEMA GENERAL DE HIBRIDACION IN SITU

PREPARACION DE PORTAOBJETOS Y FIJACION DEL MATERIAL
- preservar la morfologia del cromosoma
metanol / ac. acético

PRETRATAMIENTO DEL MATERIAL (opcional)
a) Tratamiento para prevenir ruido de fondo.
- Tratamiento con Rnasa
- Inactivacién enzimas enddgenos
b) Permeabilizacion.
- detergentes / alcohol
- proteasas

PREHIBRIDACION (opcional)
- prevenir ruido de fondo
Incubacion en solucidén de hibridacion (contiene
todos los componentes de la solucién de hibridacion,
excepto la sonda, a la misma temperatura)

DESNATURALIZACION DE LA SONDA Y MUESTRA
- pH o calor
- simultanea o separadamente sonda y muestra

HIBRIDACION
Componentes mas frecuentes:
- Denhardt’s Mix (Ficoll, BSA, PVP)
- EDTA, SDS, Fosfato sodico
- Formamida.
- Dextran sulfato

POSTHIBRIDACION
- lavados de astringencia maxima que elimine el exceso
de sonda no hibridada y que evite la hibridacién no especifica

DETECCION IMMUNOLOGICA
- agente bloqueante
- incubacién con anticuerpos especificos
- substrato colorimétrico o fluorescencia
- contratincion y montaje

MICROSCOPIA
- andlisis de resultados por microscopia
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3.2.2. PROCEDIMIENTO DE FISH PARA LA HIBRIDACION CON UNA
SONDA: (DXZI1, DXZ4, XIST, DYZ1, DYZ3 O DI1Z5)

Preparacion de la muestra

La preparacion y extension de la muestra a partir de sangre periférica se realizd
segun el método estindar (Moorhead y col., 1960; den Nijs y col., 1985) indicado
anteriormente. Las extensiones utilizadas fueron frescas, en caso contrario se reemplazé
el Carnoy por otro recién hecho, tras previa centrifugacion. Nunca se utilizaron
preparaciones cromosomicas envejecidas ya que dificulta la hibridacion y disminuye la
senal.

Pretratamiento

Las preparaciones cromosomicas fueron tratadas con RNAsa A (100 pg/ml en
2xSSC) a 37°C durante una hora. Este tratamiento ayuda a eliminar el fondo fluorescente
resultado de uniones no especificas, al mismo tiempo que facilita la union especifica. A
continuacion se prosiguio con lavados en 2xSSC y una deshidratacién en bafios sucesivos
de etanol frio (70%, 80% y 95%).

Desnaturalizacion

La desnaturalizacion del ADN cromosémico se llevo a cabo por inmersion de los
portaobjetos en solucion de desnaturalizacion (70% Formamida/2xSSC) a 70°C durante
1-2 minutos, con agitacion periédica. Inmediatamente se transfirieron a etanol frio al 70%.
Se continué con lavados sucesivos de 2 minutos en etanol frio al 80%, 90% y 100%.
Posteriormente se dejaron secar las muestras al aire.

Paralelamente se procedio a la desnaturalizacion de la sonda, para ello se mezclo
1,5 pl (10 ng/ul) de sonda y 30 ul del tampon de hibridacion especifico para cada sonda,
por cada portaobjetos, se desnaturalizé a 70°C durante 5 minutos y se enfrié rdpidamente
a 0°C para evitar la renaturalizacion.

La nica sonda que no se desnaturaliz6 fue la XIST, siguiendo las recomendaciones
de la casa comercial, debido a que incluye ADN bloqueante por lo que no precisa ser
desnaturalizada.
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Hibridacion

Sobre cada portaobjetos se deposit6 31,5 ul de la solucién (DXZ1, DXZ4, DYZ1,
DYZ3 o D1Z5) y se cubri6 con un cubreobjetos. La sonda XIST fue afiadida directamente
(10 pl de sonda). Se sellaron los portaobjetos a lo largo de todo el perimetro y se
incubaron a 37°C durante 4-16 horas en cdmara de hibridacion himeda. El tiempo de
incubacion para la sonda XIST nunca fue inferior a 16 horas por ser una sonda de copia
unica.

Lavados de posthibridacion

Transcurrido el tiempo de hibridacion se procedio al lavado para la eliminacion del
exceso de sonda. La astringencia de este lavado varia dependiendo del tipo de sonda, asi
para las sondas a-centroméricas se llevd a cabo un lavado de alta astringencia: 65%
Formamida/2xSSC a 43°C durante 15 minutos con agitacion periddica, seguido de un
lavado en 2xSSC (pH 7.0) a 37°C durante 8 minutos; mientras que la sonda XIST requiere
un lavado de baja astringencia: 50% Formamida/2xSSC a 43°C durante 15 minutos con
agitacion periddica, seguido de un lavado en 2xSSC (pH 7.0) a 37°C durante 8 minutos.
Se prosiguio con un lavado en PBD [2-fenil-5-(4-bifenilil)-1,3,4-oxadiazol] hasta el inicio
de la incubaciones immunocitoquimicas.

Deteccion: Incubaciones Immunocitoquimicas

Segun el marcaje de la sonda empleada (conjugacion con biotina o digoxigenina)
se prosiguié con los anticuerpos que se sefialan en la Tabla 5.

Tabla 5.- Incubaciones segin el tipo de marcaje de la sonda

Deteccion 1?* incubacion 2% Incubacién 3% Incubacion Tincion

Biotina Avidina-Fluoresceina Anti-Avidina Avidina-Fluoresceina Pl

Digoxigenina  Antidigoxigenina-Rodamina Rabbit Anti-Sheep  Anti-Rabbit-Rodamina DAPI

Cada incubaciéon immunocitoquimica consistid en la adiccion de 60 ul de la
disolucion correspondiente y en la incubacién de las preparaciones a 37°C durante 30
minutos en camara himeda. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se prosigui6
con 3 lavados en PBD, de dos minutos cada uno, en agitacién constante, pero sin
violencia, y a temperatura ambiente’. Una vez finalizadas las tres incubaciones

* Los lavados en PBD fueron realizados en cdpsula Petri totalmente cubierta, evitando el contacto de
las preparaciones con la luz; ello favorecié una mayor intensidad de las seriales fluorescentes.
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immunocitoquimicas se procedi6 a la contratincion de las preparaciones con la solucién de
tincion adecuada (loduro de Propidio o DAPI) y a la observacion al microscopio de
fluorescencia y fotografiado de las muestras.

Por cada paciente se trataron, como minimo y dependiendo del grado mitético, tres
portaobjetos conteniendo las preparaciones cromosémicas correspondientes, dos para el
estudio del cromosoma X y uno para el cromosoma Y. En el caso de sefial positiva para
el cromosoma Y se repitio el experimento con las sondas especificas para este cromosoma
en tres preparaciones mas, con el correspondiente control positivo.

Para determinar el grado de mosaicismo oculto en los casos 45,X se empled la
Tabla de exclusion de mosaicismo de Hook (1977) (ver Anexo) que determina el grado de
mosaicismo excluido segun el nimero de células analizadas. Aunque una de las ventajas
de la técnica de FISH es que tanto metafases como nicleos son informativos, para calcular
el grado de mosaicismo s6lo hemos tenido en cuenta el nimero de metafases analizadas.

El microscopio utilizado fue un fotomicroscopio de fluorescencia Nikon con cimara
fotografica incorporada. La pelicula utilizada fue Kodak de 600 ISO/ASA y el tiempo de
exposicion rond6 entre los 40-80 segundos.

3.2.3. PROCEDIMIENTO DE FISH PARA LA HIBRIDACION CONJUNTA DE
SONDAS DE DIFERENTES CONDICIONES DE HIBRIDACION

En las pacientes con alteraciones estructurales del cromosoma X se llevo a cabo la
hibridacion conjunta de las sondas DXZ1 y XIST. Este procedimiento requiere una
hibridacion secuencial ya que las sondas son de condiciones de hibridacion diferentes (alta
y baja astringencia). El procedimiento seguido fue el recomendado por la casa comercial
consistente en:

Primero se procedié a la hibridacion y a los lavados de posthibridacion de la sonda
de alta astringencia (DXZ1) de acuerdo con los pasos sefialados anteriormente. El tiempo
de hibridacion fue de 4 horas. Se prosiguié con los lavados de posthibridaciéon y al
finalizar el lavado de 2xSSC se anadi6 la sonda de baja astringencia (XIST), se cubrid, se
sell6 y se dejo hibridar durante toda la noche a 37°C en camara himeda.

Los lavados de posthibridacion consistieron en un primer lavado en 50%
formamida/2xSSC a 43°C 15 minutos seguido de un lavado en 2xSSC a 37°C 8 minutos
ambos en agitacion. A continuacion se prosiguié con la deteccién y amplificacion con los
anticuerpos correspondientes para la biotina y seguidamente por los especificos para la
digoxigenina.
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3.3. ESTUDIO MOLECULAR: REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA (PCR)

Una vez realizado el cariotipo (tincion de cromosomas con bandas G) y aplicada
la técnica de hibridacion in siru, se procedid, mediante PCR (Reaccion en cadena de la
Polimerasa), al estudio de la existencia del cromosoma Y, o un fragmento del mismo, en
las pacientes con ST a partir de sangre periférica. Para ello se siguieron los siguientes
pasos:

3.3.1. EXTRACCION DE ADN DE ALTO PESO MOLECULAR A PARTIR DE
SANGRE PERIFERICA

La extraccion de ADN gendmico de alto peso molecular a partir de sangre
periférica se realizd mediante el protocolo modificado de Sambrook, Fritsch y Maniatis
(1989). Primero se procedid a descongelar la muestra de 700 ul en un bano a 37°C y se
centrifugé a 13.000 rpm durante 2 minutos. Finalizada la centrifugacion se elimind el
sobrenadante y se redisolvio el sedimento de leucocitos en 800 ul de Tampon B (pH 8.0):
Tris.HCI 50 mM, NaCl 150 mM y EDTA 100 mM; posteriormente se dividio el
sedimento en dos tubos Eppendorf y se anadieron 25 ul de SDS al 20% y 6 ul de
proteinasa K con una concentracion 20 mg/ml. A continuacion se agitd y se incub6 1 hora
a 60°C.

Posteriormente se anadieron 80 ul de perclorato sédico 5 M, invirtiendo varias
veces el tubo sin violencia con el fin de obtener una buena mezcla; posteriormente se
anadieron 500 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se mezclé por
inversion. Tras una centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos se recogio
cuidadosamente el sobrenadante con pipeta y se paso a otro tubo, anadiéndosele 500 ul de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se mezclo por inversion. Tras una nueva
centrifugacion a 13.000 rpm durante 10 minutos se recogio el sobrenadante y se anadio
I ml de etanol absoluto frio y nuevamente se mezclo por inversion. Se prosiguié con una
centrifugacion a 12.000 rpm durante 1 minuto, retirando el etanol por decantacion.
Finalmente se lavo el ADN con 500 ul de etanol al 80% frio y se centrifugd nuevamente
5 minutos a 12.500 rpm. Retirado el alcohol se dejo secar el ADN al aire y se resuspendio
en 100 ul de tampon TE (tampon Tris-EDTA) estéril.

3.3.2. AMPLIFICACION DE LA MUESTRA DE ADN POR PCR

Para el analisis de las secuencias «-centroméricas de los cromosomas X e Y
mediante PCR se utilizaron dos pares de cebadores: X1, X2 (Waye y Willard, 1985)e Y1,
Y2 (Wolfe y col., 1985) respectivamente, cuyas secuencias fueron descritas por Witt y
Erickson (1989, 1991). En caso positivo de presencia del centromero del cromosoma Y,
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se procedié a la amplificacion del gen SRY mediante los cebadores XES7, XES2
localizados en la fase abierta de lectura de dicho gen (Berta y col., 1990).

Los cebadores X1, X2 se utilizaron para amplificar un fragmento de 130 pb
localizado en la region centromérica del cromosoma X (Waye y Willard, 1985). Los
cebadores Y1, Y2 amplifican un fragmento de 170 pb localizado en la region
centromérica del cromosoma Y (Wolfe y col., 1985; Witt y Erickson 1989, 1991).

Cuando se amplifico la region centromérica del cromosoma Y, y para evitar falsos
positivos, tanto en las muestras de mujeres Turner como en las de los varones control, las
muestras de ADN se digirieron previamente con la enzima de restricciéon EcoRI segin las
recomendaciones de la casa comercial (4 U/ug toda la noche a 37°C). Ello permite una
mayor especificidad en el diagnostico ya que el fragmento de 170 pb amplificado no
contiene ninguna diana de restriccion para esta enzima (Witt y col., 1993).

Para estimar el rango de sensibilidad del método se procedié a la creacion de
mosaicos artificiales 46,XX/46,XY mediante la mezcla de ADN de un varén y una mujer
controles en proporciones diferentes: 100%, 50%, 10%, 5%, 1%, 0,1%, 0,01% ADN de
varon con respecto al ADN de mujer. Los cebadores utilizados fueron los centroméricos
del cromosoma Y. Para minimizar ¢l nimero de falsos positivos, todas las reacciones
(previa adiccion del ADN muestra, cebadores y nucledtidos) se irradiaron con UV durante
5 minutos.

Condiciones de amplificacion
Para la amplificacion de las regiones centroméricas de los cromosomas X e Y:
X1, X2 (Waye y Willard, 1985) e Y1, Y2 (Wolfe y col., 1985). Se utilizd el

procedimiento senalado por Witt y col. (1993). La secuencia de los cebadores empleados
y los tiempos de desnaturalizacion, anillado y extension, se especifican a continuacion:

X1: 5" AATCATCAAATGGAGATTTG 3’
X2: 5 GTTCAGCTCTGTGAGTGAAA 3’

Y1: 5 ATGATAGAAACGGAAATATG 3’
Y2: 5 AGTAGAATGCAAAGGGCTCC 3’
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100 ng ADN

200 uM dNTPs Total 30 ciclos:

0,5 uM de cada primer - Desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto.
1,5 mM MgCl, - Anillado a 57°C 1 minuto.

10 mM Tris (pH 8.3) - Extension 72°C 1 minuto.

50 mM KCl

2.5 U Taq polimerasa

Para la amplificacion del gen SRY con los cebadores: XES7, XES2 que flanquean un
fragmento de 609 pb se siguié el protocolo sefnalado por Berta y col., (1990)

XES7: 5 CCCGAATTCGACAATGCAATCATATGCTTCTGC 3’
XES2: 5 CTGTAGCGGTCCCGTTGCTGCGGTG 3’

100 ng ADN

200 uM dNTPs Total 35 Ciclos:

0,5 uM de cada primer - Desnaturalizacion a 94°C durante 1,2 minutos.
1,5 mM MgCl, - Anillado a 65°C 1,2 min

10 mM Tris (pH 8.3) - Extension a 72° 2 min

50 mM KCI

2.5 U Taq polimerasa

El producto de PCR fue analizado mediante gel de agarosa al 2%. El gel se tifio
con Bromuro de Etidio siguiendo el protocolo de Sambrook, Fritsch y Maniatis (1989).
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4. RESULTADOS

En las Tablas que se exponen a continuacién se reflejan los resultados obtenidos.
En la Tabla 6 se muestra el diagnodstico previo de los pacientes cuyas muestras fueron
remitidas a nuestro laboratorio; este diagndstico fue realizado fundamentalmente mediante
bandas G. En las dos columnas siguientes de la misma Tabla se muestra el cariotipo final
obtenido en nuestro estudio utilizando FISH; se hace referencia al nimero de metafases
analizadas mediante esta técnica y al porcentaje de cada una de las lineas celulares.

En la Tabla 7 se muestran los rasgos fenotipicos de cada uno de los casos
estudiados, agrupados segun el cariotipo final. La edad de los pacientes oscilé entre 3,5
y 35 anos, siendo la media de edad 14,5 afos.

En la Tabla 8 se muestra la comparacion del diagndstico previo y el diagndstico
final, segun la técnica utilizada.

En la Tabla 9 se muestran los resultados de los seis principales estudios
citogenéticos realizados desde 1976, en comparacion con los datos obtenidos en nuestro
estudio.

En la Tabla 10 se comparan nuestros resultados con el estudio molecular realizado
por Connor y Loughlin en 1991.
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Tabla 6. Cariotipo inicial de cada paciente y cariotipo final por Hibridacién in situ.
Nimero de metafases analizadas y porcentaje de cada una de las lineas celulares.

) ) o ) Hibridacion in situ
Pudlente Diapnitich i N?® Metafases Diagnéstico final
1 45,X/46,XX 348 45,X/46,XX (3,6%/96,4%)
2 45X 301 45,X/46,XX (98,7%/1,3%)
3 ? 325 46,XX
4 45 X/47 XXX 439 45,X/47, XXX (82,5%/17,5%)
5 45X 532 45,X/46,XX (99,6%/0,4%)
6 ? 727 46, XY
7 45 X 637 45 X/46,XX (99,7%/0,3%)
8 45X 1085 ~ 45X/46,XX (99,8%/0,2%)
9 asx 34 85X momiciemg <2%)
10 45X 664 45,X/46,XX (99,2%/0,8%)
11 45,X/47 XXX/ 355 45.X/47 XXX/47 XX, del(X)(p?) (41.4%/35,5%/23,1%)
47, XX, del(X)(p?)
12 45,X/46,XX 830 45,X/46,XX/46,X,idic(Xp) (94,7%/0,7%/4.6%)
13 45X 615 45,X/46,X +frag(X) (99%/1%)
14 45,X/46,X,i(Xq) 334 45,X/46,X,i(Xq) (81%/19%)
15 45,X/46, XX 910 45,X/46,XX (65%/35%)
16 45,X/46 X ,del(X)(ql2) 459 45,X!46,X,idic(Yp“f) (59%/41%)
17 45 X 378 45,X/46,XX (99%/1%)
18 45X 319 45X (** mosaicismo <2%) _
19 45 X/46,X ,del(X)(q?) 443 45,X/46,XX/46,X,del(X)(p?) (83,5%/0,8%/15,7%)
20 45 X/46 XX 427 45,X/46,XX (5%/95%)
21 45,X/46,X.del(X)(qll) 314 45,X/46,X,del(X)(p?) (25%/75%)
22 45,X/46,X,i(Xq)/ 800 45,X/46,X +frag(X)/ (43,7%/0,8%)
47,X,1(Xq),i(Xq) 46,X,del(X)(p?)/46,X,idic(Xq)/ (0,8%/50,7%)
47 X,idic(Xq) +frag(X)/ (0,3%)
47,X,idic(Xq),del(X)(p?)/ (1,2%)
47,X idic(Xq),idic(Xq)/ (1,7%)
47 X, idic(Xq) +r(X)/ (0,5%)
48.X.idic(Xq),idic(Xq),idic(Xq)/ (0.3%)
23 45,X/47 XXX 426 45,X/46,XX/47, XXX (87%/6%/7%)
24 46,X,1(Xq) 383 45,X/46,X,idic(Xq)/ (14,4%/60,6%)
47 X,idic(Xq),del(X)(p?)/ (1,3%)
47 X, idic(Xq),idic(Xq) (23,7%)
25 45 X 305 45,X/46,XX/46,X,idic(Xq) (91%/7/2%)
26 45,X/46,X,1dic(Xq) 412 45,X/46,X,1dic(Xq)/(29,6%/69,9%)
47 X,idic(Xq),idic(Xq) (0.5%)
27 45,X/46,X +mar(?) 560 45,X/46,X +frag(X) (30/70%)
28 45X 385 45X (** mosaicismo <2%)
29 45X 640 45.X/46,XX (99,7%/0.3%)
30 ? 525 46, XX

** Porcentaje de mosaicismo excluido con un grado de confianza de 0,99 segun la Tabla de exclusion de Hook (1977), en base al nimero de
metafases analizadas.
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Tabla 7. Cariotipo y rasgos fenotipicos de los sujetos estudiados, agrupados segin el cariotipo por FISH.

Paciente

Cariotipo

Rasgos Fenotipicos

10

- NO MOSAICOS

45X

45X

45X

45,X/46,XX

45,X/46,XX
99,8%/0,2%

45,X/46,XX
99,7%/0,3%

45,X/46,XX
99,7%1/0,3 %

45,X/46,XX
99,6%/0,4%

45,X/46,XX
99.2%/0.8 %

Edad 17 anos. Talla 155 cm. Térax en escudo, linfedema de
pies, ufias hipopldsicas, ttero normal, ovarios no identificados,
ligera hipertrofia del clitoris, escoliosis dorso lumbar, anomalia
menor de vilvula adrtica (posible aorta bivalva). Tratada con
GH, curva de crecimiento elevada (talla padres elevada).

Edad 3,5 anos. Talla 88 cm. Implantacion baja del cabello,
orejas grandes y de implantacion baja, Prerygium colli,
clinodactilia, ufas hipoplasicas, micrognatia, coartacién de
aorta. Ningin tratamiento. Desconocido datos sobre ttero y
ovarios por su edad.

Edad 12,9 afos. Talla 143,2 cm, ligera ptosis palpebral
bilateral, paladar ligeramente ojival, cuello ancho y corto,
Pterygium colli, térax en coraza, mamilas excesivamente
separadas, ufias hipoplasicas, linfedema de manos y pies
observado al nacer, estrabismo convergente corregido, ttero
hipopldsico.

Edad 10,6 afos. Sin clinica caracteristica salvo talla baja (110
cm). Tratada con GH. Diagnéstico tardio, problemas visuales.

Edad 3,8 afos. Talla 94,2 cm, orejas de implantacion baja,
retrognatia, asimetria facial, ptosis palpebral izquierda, paladar
ojival, Prerygium colli, linfedlema de manos y pies, hernia
umbilical, infecciones frecuentes de vias respiratorias
superiores.

Edad 23 afos. Talla 135 cm. Implantacién baja del cabello,
cuello ancho y corto, Prerygium colli, térax en escudo, mamilas
muy separadas. No recibié GH por retraso en el diagnostico,
tratada con estrégenos y progestagenos. Desarrollo de caracteres
sexuales secundarios completo. Se desconoce datos sobre ttero
y ovarios.

Edad 22 anos. Talla 146 cm. Implantacion baja del cabello,
cuello ancho y corto, Prerygium colli, torax en escudo, mamilas
muy separadas, cubitus valgus ligero, problemas intestinales
durante la infancia. Problemas visuales. No recibi6 GH por
retraso en el diagnostico, tratada con estrogenos vy
progestagenos.

Edad 10 anos. Talla baja, implantacion baja del cabello, torax
en escudo, mamilas muy separadas, paladar ojival, epicanto,
Prerygium colli, cubitus valgus, ufias hipoplasicas, acortamiento
del cuarto metacarpiano. No presenta cardiopatia ni alteraciones
renales. Tratada con GH.

Continua ...
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Paciente Cariotipo Rasgos Fenotipicos
17 45,X/46,XX Edad 5,3 afos. Talla 104,1 cm. Coartacién aorta. Tratada con
99%/1% GH. Se desconoce otros datos.
2 45,X/46,XX Edad 15 afios. Talla 142 cm. Cuello ancho y corto, Prerygium
98,7%/1,3% colli, térax en coraza, mamilas muy separadas, rifion en
herradura. Problemas visuales.
15 45,X/46,XX Edad 15,9 afos. Talla 150,3 cm. Térax ligeramente excavado,
65%135 % nevus y vello corporal ligeramente aumentado, ttero y ovarios
sin alteraciones. Menarquia espontdnea a los 15 afos.
Tratamiento ninguno. Ausencia de rasgos Turnerianos.
20 45,X/46, XX Edad 12 afos. Talla 133 cm. Inicia espontineamente desarrollo
5%195% de caracteres sexuales secundarios. Utero y ovarios sin
alteraciones. Tratada con GH. Ausencia de rasgos Turnerianos.
1 45,X/46,XX Edad 35 afios. Talla 155 cm. Térax en escudo. Desarrollo
3,6%/96,4% espontineo de rasgos sexuales secundarios. Utero pequeiio,
ovarios en cintillas. Nunca recibid tratamiento. Ausencia de
rasgos Turnerianos.
4 45,X/47, XXX Edad 17 afos. Talla 148 cm. Implantacién baja del cabello,
82,5%/17,5% orejas rotadas, Prerygium colli leve, térax en escudo, mamilas
muy separadas, manos y pies pequefios, ufias hipopldsicas,
desarrollo espontineo de caracteres sexuales secundarios.
Problemas visuales y escolares. Pobre adaptacién. Tratada con
GH.
13 45,X/46,X + frag(X) Edad 13,6 afies. Talla 133,8 cm. Implantacion baja del cabello,
99%/1% raiz nasal ancha, orejas implantacion baja, paladar ojival, pecho
en coraza, amplia separacion intermamilar, cubitus valgus,
acortamiento cuarto metacarpiano, miopia. No presenta
Prerygium colli ni afectacion cardiaca. No presenta desarrollo
mamario, escaso vello pubiano. Tratada GH y estrogenos.
Retraso escolar, deficiencia ligera. Diagnosticada a los pocos
meses de vida, fue intervenida de Tumor de Wilms, recibio
quimioterapia y radioterapia. También intervenida de una otitis
serosa.
27 45,X/46,X +frag(X) Edad 7 afios. Talla 104,8 cm, acromicria, paladar ojival, térax
30%/70% en escudo, aumento de la distancia intermamilar, estrabismo,
soplo sistélico en area adrtica valvular leve (aorta bivalva),
ttero infantil, no se visualizan ovarios. Tratamiento con GH.
Profilaxis de endocarditis infecciosa.
16 45,X/46,X,idic(Yp™) Edad 17 anos. Talla 150 cm, Pterygium colli leve, térax en

59%/41%

escudo, mamilas muy separadas, linfedema de manos y pies,
vello intermamilar, coartacion aorta yuxtaductal, dtero pequefio
sin evidencia de ovarios. Retraso evolucion psicomotora.
Tratada con GH, estrogenos y progestagenos. Desarrollo sexual
femenino completo.

Continua ...
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Paciente

Cariotipo

Rasgos Fenotipicos

14

11

45X/46,X,i(Xq)
81%/19%

45,X/46,X,del(X)(p?)
25%175%

_ TRIPLES MOSAICOS

45,X/46,XX/47 XXX
87%/6% (T %

45,X/47, XXX/47, XX, del(X)(p?)
41,4%/35,5%/23,1%

45,X/46,XX/46,X,del(X)(p?)
83,5%/0,8%/15,7%

45,X/46,XX/46,X,idic(Xp)
94,7%/0,7%/4,6%

45,X/46,XX/46,X,idic(Xq)
91%/7%/2/

45,X/46,X,idic(Xq)/
47.X,idic(Xq),idic(Xq)
29,6%/69,9%/0,5%

Edad 15,1 afios. Talla 151,9 cm. Displasia de pabellones
auriculares, paladar ojival, hipertrofia gingival, cubitus valgus
y estrabismo. Utero prepiber sin visualizacion de goénadas.
Osteoporosis. Desarrollo mamario y puberiano completo tras
tratamiento con estrogenos y progestigenos. Tratamiento con
GH. Diagnéstico tardio.

Edad 16 afos. Fenotipo Turneriano con morfologia dismérfica:
talla 145 cm, cuello ancho, Prerygium colli, térax en escudo,
mamilas separadas, cubitus valgus, osteoporosis, hipertrofia del
clitoris, utero infantil, no se visualiza ovario izquierdo. Tratada
con GH, estrégenos y progestigenos.

Edad 10 anos. Talla 134,7 cm. Paladar ojival, nevus, raiz nasal
ancha y abertura palpebral antimongoloide, torax ancho, utero
infantil y ovarios de dimensiones reducidas. Tratada con GH.
Posible valvula aorta bicispide.

Edad 10 anos. Talla 114,3 cm. Paladar ojival, térax en escudo,
mamilas muy separadas, unas hipoplasicas, rifion en herradura.
No presenta cardiopatia. Utero normal, no se visualiza ovario
izquierdo. Tratada con GH.

Edad 7,9 afios. Talla 111,1 cm. Orejas ligeramente rotadas,
paladar ojival, térax en escudo, separacion intermamilar,
cubitus valgus, ttero infantil, no se visualizan ovarios. Ligera
malrotacién renal bilateral. Coxa vara izquierda. Tratada con
GH.

Edad 14 anos. Talla 159,9 cm. Implantacidn baja del cabello,
orejas rotadas, cuello ancho y corto, paladar ojival,
hipertelorismo, tero hipopldsico, ovario izquierdo no
visualizado. No presenta alteraciones cardiacas. Tratada con GH
siempre siguidé una curva de crecimiento elevada. A tratamiento
de estrogenos y progestagenos. Desarrollo sexual completo.

Edad 8 aros. Talla 88,6 cm, frente amplia, epicanto, orejas de
implantacion baja, paladar ojival, estrabismo y térax en escudo
con separacion intermamilar amplia. Utero infantil, no se
visualizan ovarios. Fenilcetonuria cldsica. Prolapso rectal.
Tratamiento con GH y dieta para fenilcetonuria.

Edad 18,3 afos. Talla 149,2 c¢cm. Epicanto, paladar ojival,
acortamiento de metacarpianos, cubitus valgus, extremidades
cortas. Escaso desarrollo mamario y pubiano. Hipotiroidismo
primario. Riflones en herradura sin repercusion clinica. Utero
pequefio, no se visualiza ovario izquierdo. Megacolon.
Tratamiento con GH, tiroxina, estrégenos y progestigenos.

Continua ...
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Paciente Cariotipo Rasgos Fenotipicos
MOSAICOS MULTIPLES
24 45,X/46,X,idic(Xq)/ Edad 9,10 anos. Talla 126,7 cm. Implantacién baja del cabello,
47 X, idic(Xq),del(X)(p?)/ raiz nasal hundida, térax en escudo, extremidades cortas, ttero
47,X,idic(Xq),idic(Xq) infantil, no se visualizan ovarios. Tratada con GH.
14,4%/60,6%/1,3%/23,7%

22 45,X/ Edad 14 anos. Talla 137 cm, displasia de pabellones
46,X +frag(X)/ auriculares, térax ancho y ligero acortamiento de extremidades.
46,X,del(X)(p?)/ Utero prepuber, no se visualiza ovario izquierdo. Tratamiento

46,X,idic(Xq)/ con GH y estrégenos conjugados. Rendimiento escolar muy
47,X,idic(Xq) +frag(X)/ bueno.
47,X,idic(Xq),del(X)(p?)/
47,X,idic(Xq),idic(Xq)/
47,X,idic(Xq) +r(X)/
48,X,idic(Xq),idic(Xq),idic(Xq)
43,7%10,8%/0,8%/50,7 %/
0,3%/1,2%/1,7%/0,5%/0,3 %
NO TURNER
3 46,XX Edad 17 afos. Talla 90 cm. No es Turner. Nifa acondroplasica.
6 46,XY Edad 11 afos. Nifio con S. de Noonan. Talla 135 cm. Parpados
caidos, orejas de implantacion baja, cuello ancho y corto,
miopia, dedos de las manos muy flexibles, pies valgos,
denticion adulto, testiculos ascendentes. Nivel de GH normal.
30 46, XX Datos desconocidos. Talla baja.
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Tabla 8. Clasificacion de los cariotipos segun las técnicas empleadas
Cariotipo Citogenética FISH
No mosaicos 13 (48,14 %) 3(11,1%)
45X
46,X,i(Xq)
Mosaicos
X/XX 4 (14,8%) 10 (37%)
X/XXX 2(7,4%) 1 (3,7%)
X/X + frag(X) 1 (3,7%) 2(7.4%)
X/X + frag(Y) 0 1(3,7%)
Otros 5(18,5%) 2(7,4%)
Triples mosaicos
X/XX/XXX 0 1(3,7%)
Otros 2(7.4%) 5(18,5%)
Mosaicos complejos (+ de 3) 0 2(7.4%)
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Tabla 9. Comparacion de la constitucion cromosémica de la muestra con los seis principales estudios
citogenéticos realizados.

Autores
Palmer y Hall Rancke Park Held™  Gotzsche  Presente
Reichmann y col., ycol, ycol., ycol, ycol, estudio
(1976) (1982) (1983) (1983) (1992) (1994)
Pacientes estudiados
n=110 n=127 n=150 n=116 n=85 n=179 n=27
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Cariotipo
45X 58,2 55.0 60,0 61,2 21,2 58 11,1
Mosaicismo
X/XX 8,2 13,4 14,7 11,2 12,9 7,8 37,0
X/XXX 1,8 0,8 1,3 0,9 3,5 1,7 3,7
X/X,i(Xq) 11,8 4.7 5.3 7.8 12,9 8.9 3,7
X/X +r(X) 5,5 3,9 4,7 1.7 3,5 7,3 -
X/X +mar -- 0.8 - - 20,0 1,7 7.4
X/XY 54 3,1 - 2,6 5,9 2.2 3,7
Mosaicos -- 1.1 6,0 34 8,2 1,7 29.6
complejos
Alteraciones
Estructurales
Xi(Xq) 13 5,5 6,0 6.0 5.9 39 Involucrados
X.del(Xp) 0,9 0.8 1,3 2,6 2.4 0.6 g‘og;‘;zg’_“es
X.del(Xq) -- 1,6 - L 2,4 0,6
Otros 0.9 33 0,7 0,9 1,2 5 3,7

n = nimero de sujetos que componen la muestra
tnico trabajo en donde se estudia el mosaicismo cromosémico en mas de un tejido.
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Tabla 10. Constitucién cromosémica de la muestra estudiada comparada
con el estudio molecular realizado por Connor y Loughlin (1991)

Connor y Loughlin (1991) Presente estudio

% %
Cariotipos mas frecuentes
45.X 50 45.X 11
i(Xq)" 17 i(Xq)"™ 18,5
45,X/46, XX 15  45,X/46,XX 37
ring o frag (X)* 7 frag(X)" 7.4
45,X/46, XY - 45,X/46,XY 3.7
Otros 4 Otros 22.4

" (mosaicos y no mosaicos)
(isocromosomas con uno o dos centrémeros, mosaicos y no mosaicos)

Del conjunto global de 30 pacientes estudiados mediante FISH, tres no presentaron
ST: una de ellas (paciente 3) presentaba talla baja debido a acondroplasia. Este sindrome
posee una etiologia autosomica dominante (McKusick, 1993) por lo que su cariotipo fue
46,XX (ver Tabla 6). Uno era un varén con sindrome de Noonan (paciente 6). Este
sindrome puede aparecer tanto en mujeres como en hombres y, aunque poseen un fenotipo
muy semejante al ST, no es el resultado de una alteraciéon cromosdmica; su etiologia no
esta clara, pero se cree que su modo de herencia es autosémica dominante (Bergsma,
1979; McKusick, 1993). La tercera paciente a la que hacemos mencion, fue remitida a
nuestro laboratorio por presentar talla baja, desconociéndose otras alteraciones fenotipicas
(paciente 30) y tampoco present6 ST; de un total de 525 metafases estudiadas por FISH,
el cariotipo resultante fue 46,XX. El estudio con bandeo cromosémico tampoco mostro
ninguna alteracion cromosomica. Estos tres pacientes fueron excluidos del estudio por no
presentar ST.

De las 27 pacientes con ST estudiadas, trece habian sido diagnosticadas
previamente como Turner no mosaico (doce eran 45,X y una 46,X iXq), el grupo restante
de pacientes comprendia mosaicos de dos y tres lineas celulares de diferente naturaleza
(Tabla 6). En ninguna de las pacientes se habia encontrado restos del cromosoma Y.

En la Tabla 6 se puede observar que tras la aplicacion de la técnica de FISH, de
las 27 pacientes Turner estudiadas, 17 mostraron diferencias con respecto a su cariotipo
inicial. A continuacién, agrupamos los resultados segun la técnica empleada y las
diferencias obtenidas.
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4.1. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE FISH
4.1.1. ESTUDIO GENERAL DE TODOS LOS CASOS
Estudio de pacientes no mosaico

Inicialmente el porcentaje de mujeres Turner no mosaico era del 48% (ver
Tabla 8), mediante FISH este porcentaje qued6 reducido a un 11%; sélo en tres pacientes
(9, 18 y 28) no fue posible detectar una segunda linea celular. Segiin las Tablas de Hook
(1977) el mosaicismo excluido ha sido, en las tres pacientes, de hasta 2% con un margen
de confianza del 0,99 (ver Tabla de mosaicismo en el Anexo)

El incremento del nimero de pacientes con mosaicismo fue debido principalmente
a la aparicion de la linea celular 46,XX (Tablas 6 y 8). De las trece pacientes
diagnosticadas inicialmente no mosaico, siete presentaron la linea celular 46, XX (pacientes
2,5,7 8 10, 17y 29), una presento una segunda linea celular conteniendo un fragmento
derivado del X en una frecuencia del 1% (paciente 13), mientras que en la paciente 25
fueron detectadas dos lineas celulares nuevas 46,XX y 46,X.,idic(Xq). La paciente 24
diagnosticada inicialmente 46,X,i(Xq) no mosaico, mostr6 cuatro lineas celulares
(45,X/46,X,1dic(Xq)/47,X,idic(Xq),del(X)(p?)/47,X,idic(Xq),idic(Xq) de las cuales la mas
frecuente fue la diagnosticada por citogenética cldsica, esto es, la 46,X,idic(Xq) (60,6 %)
(Tablas 6 y 7). En esta paciente el isocromosoma presenté doble region centromérica por
lo que ha sido denominado isocromosoma dicéntrico para el brazo largo (idic(Xq).

El estudio con las sondas DYZ1 y DYZ3 no dio sefal en ninguna de las pacientes
indicadas anteriormente, lo que indica la ausencia del cromosoma Y. Estos datos fueron
confirmados por PCR.

El estudio con la sonda XIST mostr6 doble senal en todas las metafases 46, XX de
las pacientes 2, 5, 7, 8, 10, 17 y 29, confirmando el diagndstico anterior. En la paciente
13 no fue posible determinar la presencia del centro de inactivacion (XIC) en el fragmento
cromosomico derivado del X; mientras que en las pacientes 24 y 25 la linea celular 46,X
idic(Xq) mostro triple senal de hibridacion, uno en el cromosoma X normal y dos en el
cromosoma idic(Xq) correspondientes a la duplicacion del XIC, localizandose entre ambas
sefales la doble region centromérica.
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Verificacion del cariotipo inicial

En siete de las pacientes Turner estudiadas, la aplicacion de FISH ha permitido
verificar el cariotipo inicial realizado por citogenética clasica. Estas pacientes han sido las
siguientes: con cariotipo 45,X/46,XX las pacientes 1, 15y 20; con cariotipo 45,X/47 XXX
la paciente 4; con cariotipo 45,X/47,XXX/47 XX ,del(X)(p?) la paciente 11; con cariotipo
45,X/46,X,1(Xq) la paciente 14. En la paciente 27, con cariotipo 45,X/46,X +mar(?), la
determinacion molecular final por FISH no ha variado con respecto al inicial, pero se ha
podido definir la naturaleza de dicho fragmento cromosémico mediante la aplicacion de
las sondas DXZ1 y XIST. La utilizacion de las sondas DYZ1 y DYZ3 dio resultado
negativo. Este dato fue confirmado por PCR.

Formacion de mosaicos complejos

La aplicacion de la técnica de FISH permitié detectar nuevas lineas celulares en
cinco pacientes diagnosticadas previamente como mosaicos (pacientes 12, 19, 22, 23y 26)
originandose mosaicos complejos de tres o mads lineas celulares (nueve lineas en el caso
22). En tres de estos mosaicos estdan implicados cromosomas dicéntricos (pacientes 12, 22
y 26) aparte de la paciente 24 comentada anteriormente (ver Tablas 6, 7 y Fotos de 14-
19). En una de las pacientes (la paciente 12), el cromosoma dicéntrico estaba constituido
por dos copias del brazo corto separadas por material proveniente de la regién proximal
del brazo largo por lo que se ha denominado pseudoisocromosoma dicéntrico para el brazo
corto. En las dos restantes (pacientes 22 y 26), en el mosaicismo estan implicados
isocromosomas para el brazo largo, con dos centromeros muy proximos entre si.

El estudio mediante la hibridacion conjunta con las sondas DXZ1 y XIST (ver
Foto 16 y 19), mostré la naturaleza dicéntrica y la duplicidad de la region Xql3 en los
cromosomas derivados del X de las pacientes 12, 22 y 26. En la paciente 12 las dos copias
del XIC se sitian entre los dos centromeros. Ademads, uno de los centromeros estd
comprimido y el otro no, lo que indica la actividad de uno y la no funcionalidad del otro
respectivamente.

En las pacientes 22 y 26 se repite el patron ya sefalado para las pacientes con
cromosomas idic(Xq) (pacientes 24 y 25): dos copias del brazo largo, dos centromeros
muy proximos entre si y dos copias del XIC, uno en cada brazo. En las pacientes 22 y 26
aparecieron otras lineas celulares, pero en menor proporcion, por lo que no fueron tenidas
en cuenta.

En las pacientes 19 y 23, la linea nueva detectada mediante FISH fue la 46, XX en
porcentajes del 0,8% y 6% respectivamente, dando origen a mosaicos de tres lineas
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celulares. La existencia de esta linea tiene implicacion en la posible explicacion del origen
del mosaico. En la paciente 19 la hibridacion con las sondas XIST y DXZ4 mostr6 que
la deleccion afectaba al brazo corto del cromosoma X, no al largo, por lo que ha variado
ligeramente con relacion al diagndstico inicial.

La ausencia del cromosoma Y, o restos del mismo, en estas cinco pacientes fue
demostrado mediante la hibridacién con las sondas DYZ1 y DYZ3.

Observacion de reestructuraciones a nivel centromérico

Del conjunto global de pacientes Turner, siete pacientes presentaron isocromosomas
del X, con uno o dos centrémeros. La paciente 12 mostré un pseudoisocromosoma X
dicéntrico para el brazo corto (idic(Xp) ademds de las lineas celulares 45,X y 46,XX
(Fotos 14-16). Este pseudoisocromosoma idic(Xp) habia pasado desapercibido mediante
las técnica de bandas G, habiendo sido definido como un segundo cromosoma X normal.
La paciente 14 mostr6 un isocromosoma monocéntrico para el brazo largo i(Xq) que ya
habia sido definido como tal mediante bandas G; en esta paciente no se encontraron nuevas
lineas celulares. La paciente 16 presenté un pequefio cromosoma con doble region
centromérica que fue definido mediante FISH como un cromosoma Y dicéntrico no
fluorescente, con dos brazos cortos idic(Yp™); mediante bandas G este fragmento habia
sido definido como un cromosoma X con deleccion en Xql2. Las otras cuatro pacientes
restantes (pacientes 22, 24, 25 y 26) presentan involucrados en sus lineas celulares
isocromosomas X dicéntricos para el brazo largo (idic(Xq)) formando mosaicos complejos
de hasta nueve lineas celulares en algun caso (Tablas 6, 7 y Fotos 17 y 18).

Identificacion de pequerios fragmentos de origen desconocido

Tres fueron las pacientes que mostraron en sus lineas celulares pequenos
fragmentos cromosoémicos. La naturaleza de dichos fragmentos fue definida por FISH y
PCR. En dos pacientes (pacientes 13 y 27) el fragmento derivaba de un cromosoma X,
mientras que en la tercera (paciente 16) el fragmento provenia del cromosoma Y. Esta
paciente habia sido diagnosticada como mosaico 45,X/46,X,del(X)(q12) (Tablas 6 y 7).
Mediante FISH se redefini6 el fragmento del(X)(ql2) como un cromosoma Y con dos
centromeros, dos copias del brazo corto y ausencia del brazo largo (idicYp). La utilizacion
de la sonda DYZ3 demostré la naturaleza dicéntrica del fragmento.

La utilizacion de la sonda XIST, demostr6 su existencia en el fragmento
cromosomico en una de las pacientes, (paciente 27), por el contrario, ni en la paciente 13
ni en la /6 fue demostrado su existencia. En la primera, debido a la baja frecuencia del
fragmento (1%). y en la paciente 16, debido a su origen (derivado del cromosoma Y).
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4.1.2. ESTUDIO DE MUJERES CONTROL MEDIANTE LA SONDA DIZ5

Para descartar la presencia de alteraciones numéricas o estructurales debidas al
procedimiento, se empled la sonda «-satélite D1Z5 que hibrida especificamente con las
secuencias altamente repetitivas localizadas en el centrémero del cromosoma 1. Ello se
llevo a cabo en cultivos de tres y cuatro dias de mujeres control 46,XX y se repitio en la
paciente 22 por presentar un mosaico complejo de nueve lineas celulares.

Tabla 11: Estudio metafasico en individuos control y en la paciente 22 mediante la

sonda D1Z5
Cultivos Sujetos N° Metafases  Dicéntricos’ Fragmentos  Anillos’ Trisomias’
mujeres 113 0 0 0 0
72 horas
paciente 22 122 0 0 0 0
mujeres 254 0 0 0 0
96 horas )
paciente 22 279 0 0 0 0

"Todas las alteraciones se refieren al cromosoma 1

4.2. RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE PCR

El estudio molecular mediante PCR con los cebadores Y1, Y2 ha confirmado la
existencia de material procedente del centromero del cromosoma Y en la paciente 16. La
senal especifica de la region centromérica del cromosoma Y (170 pb) fue detectado sélo
en varones control y en la paciente 16, pero no en el resto de las pacientes (Foto 20). El
estudio molecular mediante PCR con los cebadores XES7, XES2 ha confirmado la
existencia del gen SRY en esta paciente. El fragmento originado de 609 pb fue idéntico
al obtenido en varones control y no aparecid en el resto de las pacientes (Foto 20).
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5. DISCUSION

Las alteraciones fenotipicas asociadas al ST (talla baja, disgenesia gonadal,
Pterygium colli y cubitus valgus) son muy similares independientemente de si existe o no
mosaicismo. Sin embargo, mas del 99% de las concepciones humanas 45,X dan lugar a
un aborto natural en los primeros estadios del desarrollo embrionario (de 1a Chapele, 1983;
Hook y Warburton, 1983; Robinson, 1990; Thaddeus y Ferguson y Golden, 1992). Por
el contrario, el numero de pérdidas embrionarias es reducido si existe mosaicismo (Hook
y Warburton, 1983; Hassold, Benham y Leppert, 1988). Apoyandose en estos hechos,
Hook y Warburton (1983) especularon que los fetos 45,X que sobreviven son realmente
mosaicos cripticos, siendo necesaria para la supervivencia intrauterina una doble dosis de
algun(os) locus o loci del cromosoma X en determinados 6rgano(os) o tejidos, bien
embrionales o extraembrionales (Kalousek y col., 1987; Robinson y col., 1995).

Basandonos en la hipétesis de Hook y Warburton, estudiamos la existencia de
mosaicismo oculto en sangre periférica mediante la aplicacion de las técnicas de FISH y
PCR en una poblacion previamente definida como Turner.

Estas técnicas permitieron revaluar 27 pacientes con ST, encontrando diferencias
entre los diagnosticos iniciales realizados por citogenética clasica (bandas G
fundamentalmente) y los resultados moleculares finales, tras la aplicacion de sondas y
cebadores especificos para los centromeros de los cromosomas X e Y.

5.1. SOBRE LOS CASOS NO MOSAICO

Inicialmente, las pacientes definidas como Turner no mosaico eran 13, lo que
corresponde a un 48% de la muestra. Como se puede observar, este porcentaje es similar
al obtenido por los principales estudios citogenéticos realizados entre 1976 y 1994 (Tabla
9). Al analizar los resultados obtenidos mediante FISH, este porcentaje quedd reducido a
un 11% (Tabla 6); solo en tres pacientes (9, /8 y 28) no fue posible detectar una segunda
linea celular (Foto 1). Podriamos pensar que en estos casos el analisis de un mayor nimero
de metafases nos permitiria detectar una segunda linea celular. Asi, segin la Tabla de
exclusion de mosaicismo de Hook (1977) (ver Anexo), y en base al nimero de metafases
analizadas, se ha podido excluir en sangre hasta un 2% de mosaicismo, con un grado de
confianza del 0,99. Los datos obtenidos mediante FISH se asemejan a los especificados
por el grupo de Held y colaboradores (1992). Teniendo en cuenta que estos autores han
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realizado un estudio de mosaicismo oculto en dos tejidos: sangre periférica y fibroblastos,
nuestros datos reflejan que un estudio exhaustivo, a ser posible combinando técnicas
citogenéticas y moleculares y en mas de un tejido, el cariotipo 45,X tenderia a disminuir,
sino a desaparecer. Esto es, todas las mujeres Turner son realmente mosaicos en algun
tejido u organo, y por lo tanto son el resultado de un error mitético y no meiético.

Held y col. (1992) en su estudio de mosaicismo oculto encontraron que la segunda
linea celular mas frecuente estaba constituida por pequefios fragmentos que tendian a
perderse en sucesivas divisiones. Nuestros datos reflejan un incremento de mosaicismo
debido, principalmente, a la aparicion de la linea celular 46,XX (Tablas 6 y 8) lo que
indica el origen mitético y no meiético del sindrome, apoyando la hipétesis propuesta por
Hook y Warburton (1983). En este grupo de pacientes el porcentaje de la segunda linea
celular oscilo entre el 0,2-1% (Tabla 6). La deteccion de un mosaicismo tan bajo mediante
las técnicas de citogenética clasica implica un trabajo muy laborioso, lo que explica la
dificultad de definir correctamente un cariotipo de estas caracteristicas. Los datos
obtenidos senalan que el empleo de sondas especificas mediante FISH facilita
substancialmente este trabajo y permite un diagndstico mas acertado.

El origen de la aneuploidia 45,X puede ser tanto meidtica (precigética) como
mitotica (postcigotica), por no disyuncion o por pérdida anaféasica del segundo cromosoma
sexual. La aparicion de la linea 46,XX en las pacientes inicialmente diagnosticadas como
45,X no mosaicos, implica que el error cromosémico ha tenido lugar durante las primeras
divisiones cigoticas. Estos datos corroboran las hipétesis actuales de un origen mitético del
sindrome y apoyan también la necesidad, en un momento determinado, de la existencia de
una segunda linea celular en algin tejido embrionario o extraembrionario, para el
desarrollo del embrion.

Actualmente se sabe que ambos cromosomas X permanecen activos al menos
durante las primeras divisiones del cigoto y que posteriormente, uno de los dos
cromosomas X se inactiva (Monk y Harper, 1979; Tan, Williams y Tan, 1993; Migeon,
1994). Pero la inactivacion no tiene lugar como un todo en el cromosoma X; existen genes
que "escapan” a la inactivacion. Estos genes incluyen no sélo la region pseudoautosémica
proxima a la region telomérica del brazo corto, sino también algunos de la regién proximal
del brazo corto y la regién proximal del brazo largo del mismo cromosoma (ver Ilustr. 6)
(Brown y Willard, 1990; Davies, 1991, Disteche, 1995).
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En base a los conocimientos actuales, el alto porcentaje de pérdidas fetales y
embrionarias 45,X podria ser debido a la necesidad de los dos cromosomas X en los
primeros estadios del desarrollo, mas concretamente, en el periodo en el cual los dos
cromosomas estan activos. De aqui podria deducirse que las mujeres 45,X que sobreviven
son realmente mosaicos cripticos. Robinson y col., (1995) apoyan la hipétesis de la
supervivencia de los fetos 45,X s6lo cuando esta linea aparece relativamente tarde en el
desarrollo. Por otro lado, las alteraciones fenotipicas que se observan en el ST podrian ser
el resultado de la ausencia de los genes que "escapan” a la inactivacion del cromosoma X,
o bien que, por algin motivo, han dejado de ser activos (no se expresan) (Therman y
Susman, 1990).

_ Teniendo en cuenta que la deteccion de mosaicismo se ve influenciada
fundamentalmente por tres factores: el nimero de tejidos analizados, el nimero de células
estudiadas y la sensibilidad de las técnicas empleadas, y que la ausencia de mosaicismo
en sangre no implica ausencia de mosaicismo en otros tejidos (goénadas, cerebro, etc), los
tres casos en los cuales no se pudo detectar una segunda linea celular, no contradicen la
hipétesis de la necesidad de mosaicismo para la supervivencia de las mujeres Turner 45,X
(Held y col., 1991; 1992; Kocova y col., 1994). Siguiendo la hipétesis de Hook y
Warburton (1983) y Kalousek y col., (1987; 1989; 1994) es necesario, para la
supervivencia intrauterina, una doble dosis de algin(os) locus o loci del cromosoma X en
determinados organo(s) o tejidos, bien embrionales o extraembrionales. Nuestro estudio
se ha realizado en un unico tejido (sangre); para poder excluir la presencia de un segundo
cromosoma sexual en estas tres pacientes (9, /18 y 28), seria necesario el estudio de un
segundo o tercer tejido. Aun asi, el mosaicismo no quedaria totalmente excluido ya que
el segundo cromosoma sexual podria haberse localizado en tejidos extraembrionales
(Kalousek y Dill, 1983; Kalousek, 1993;1994a,b; Kalousek u Barretti, 1994; Simoni y
Sirchia, 1994).

Existen otras justificaciones para estos tres casos con monosomia para el
cromosoma X: una seria la argumentada por Held y col., (1992) segiin los cuales es
posible la seleccion en contra de la linea celular con un fragmento cromosémico, durante
un estadio temprano del desarrollo, debido a su inestabilidad. Otra es la de Hook (1985a)
y Catalan y col., (1995) segin los cuales existe un claro incremento de las células 45,X
en sangre periférica con la edad y que es mayor en mujeres que en hombres. Asi la edad
cronoldgica de las mujeres esta claramente relacionada con un incremento de las células
45,X y de la formacion de microndcleos en sangre periférica. Este proceso de pérdida del
cromosoma X ha sido atribuido a una separacion centromérica prematura y a otros tipos
de disfunciones centroméricas en el cromosoma X de replicacion tardia (Fitzgerald, 1975;
Fitzgerald y McEwan, 1977; Abruzzo y col., 1983).
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Ello explicaria el alto porcentaje de la linea 45,X y la dificultad para localizar una
segunda linea celular, bien porque ha sido eliminada por su inestabilidad, o bien porque
se halla en una proporcion muy baja. Una tercera explicacion la aporta Thaddeus,
Ferguson y Golden (1992) segun los cuales todas las pacientes 45,X que sobreviven
presentaron mosaicismo durante la embriogénesis, con alteraciones estructurales del
cromosoma X o del Y, pero estas lineas celulares desaparecieron en periodos anteriores
al nacimiento. Asi, la presencia de mosaicismo permite la supervivencia del feto, pero éste
mostrara una severidad fenotipica que estara en relacion con la cantidad de material
cromosomico presente durante el periodo de la embriogénesis, y directamente relacionada
con el periodo en el cual se perdid este material. Thaddeus relaciona el fenotipo de las
pacientes con ST con las lineas celulares presentes durante la embriogénesis y no con el
cariotipo actual.

Las tres pacientes 45,X no mosaico (pacientes 9, 18 y 28) presentan un fenotipo
Turner completo y en todas ellas las alteraciones son severas, aunque su fenotipo no se
diferencia del de otras pacientes estudiadas con mosaicismo cromosémico (Tabla 7). En
el grupo de las 27 pacientes estudiadas, la talla baja es una caracteristica constante; el resto
de los rasgos parecen distribuirse de una manera arbitraria, con excepcion de la deficiencia
mental (Tabla 7).

Las pacientes 18 y 28 presentan un fenotipo Turner caracteristico; sin embargo, /a
paciente 9 presenta un desarrollo normal de tutero, por lo que podriamos presuponer
mosaicismo a este nivel (existencia de la linea 46,XX), que ha inducido este desarrollo
normal. Como se ha mencionado anteriormente, la ausencia de mosaicismo a nivel
sanguineo no excluye la presencia de mosaicismo en otros érganos o tejidos (Kocova y
col., 1994; Robinson y col., 1995;: Novak y col., 1995). En este caso es posible que
durante el desarrollo embrionario las células 46,XX diesen lugar al utero, por lo que no
se veria afectado. Esta hipotesis podria generalizase al resto de las pacientes con ST; asi,
aunque varia de unas mujeres a otras, los sintomas debidos a delecciones del Xp y Xq, son
tremendamente similares entre si (Therman y Susman, 1990). Y aunque en general, las
mujeres con mosaicismo cromosomico parecen estar menos afectadas fenotipicamente,
existen excepciones que no se explican sino es por un mosaicismo oculto en diferentes
organos o tejidos (Apostolopoulos y col., 1994; Robinson y col., 1995). En general, la
severidad fenotipica parece depender del porcentaje y de la distribuciéon de las lineas
celulares en los diferentes tejidos (Partsch y col., 1994; Robinson y col., 1995).

De todas las pacientes Turner, las que presentan un mayor riesgo de
gonadoblastoma son aquellas en las que se ha demostrado la existencia de restos del
cromosoma Y (mds especificamente la region centromérica) (Page y col., 1987; Page,
1988 Petrovic y col., 1992; Page, 1994) pero también las pacientes 45,X no mosaico son
pacientes con un alto riesgo de desarrollo del cancer, (cuando el cromosoma X presente
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ha sido heredado de la madre) pues se desconoce qué cromosoma sexual han heredado del
padre, y por tanto, existe un 50% de probabilidad de haber heredado un Y. Aunque
mediante PCR hemos demostrado que no existen restos del cromosoma Y en estas tres
pacientes hasta mosaicismos del 0,01 %, existen estudios que demuestran la existencia de
mosaicismo en gonadas pero no en sangre (Bisat y col., 1993; Kocova y col., 1994), por
lo que en este grupo de pacientes estaria indicado que se sometieran a revisiones médicas
periodicas para detectar precozmente el desarrollo de gonadoblastoma.

En el caso de que el cromosoma X presente sea de origen paterno, el riesgo de
desarrollo de gonadoblastoma, es el mismo que el que presenta una mujer 46,XX, pues
han heredado el cromosoma X del padre, y de existir mosaicismo en gonadas, siempre
implicaria restos del cromosoma X y no del Y.

Hasta el momento sélo se han descrito seis casos de tumor gonadal en mujeres
45.X no mosaico. En cinco de ellos sélo fueron realizados analisis citogenéticos por lo que
se puede dudar de la inexistencia de mosaicismo para el cromosoma Y, pero en el caso
descrito por Pierga y col., (1994) se realiz6 un exhaustivo estudio citogenético y molecular
tanto en sangre como en células tumorales. Estos datos apoyan la necesidad de revisiones
periddicas en los casos de mujeres 45,X.
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5.2. SOBRE LOS CASOS MOSAICO

En cuanto a las pacientes con mosaicismo, las diferentes lineas celulares que
pueden aparecer en un mismo individuo pueden originarse por diferentes mecanismos
cromosomicos como son la no disyuncién, pérdida anafisica, delecciones,
reestructuraciones complejas, etc. El origen de estas lineas celulares es siempre mitético
(postcigotico), pero la célula inicial puede, o0 no, presentar un cromosoma X con una
alteracion cromosomica. A continuacion detallaremos cada uno de los casos encontrados
en nuestro trabajo intentando dar una explicacién a su origen, al mismo tiempo que se
relacionara los genotipos con los fenotipos correspondientes.

45,X/46,XX: Segun los seis principales estudios citogenéticos sobre el ST realizados entre
1976 y 1994 (Tablas 9 y 10) esta constitucion cromosémica se presenta en la poblacion
Turner en una proporcion entre el 8,2% y 15%; en nuestra muestra representa el 37 %.
El alto porcentaje de este mosaico se ve incrementado en nuestro estudio, con respecto a
los estudios mencionados, debido al alto nimero de casos inicialmente diagnosticados
como 45,X y que han pasado a ser definidos como 45,X/46,XX tras el estudio por FISH.
Como hemos mencionado anteriormente, el aumento de casos con mosaicismo respecto al
estudio inicial realizado por técnicas de citogenética clasica (bandas G fundamentalmente)
se debe principalmente a la aparicion de la linea 46,XX.

La existencia de la linea 46,XX indica que este mosaico se ha formado por pérdida
anafasica de uno de los cromosomas X durante alguna(s) de las divisiones mitéticas en los
primeros estadios del desarrollo embrionario. La célula originaria, el cigoto, es, por tanto,
46,XX; las pacientes han heredado un cromosoma X de cada unos de sus progenitores
(Tlustr. 11). La presencia de restos del cromosoma Y es, en este grupo, minima, pues sélo
seria posible si existiese una quimera o un fragmento del cromosoma Y translocado. Sélo
en uno o dos de los cientos de casos con ST descritos en la literatura existen claras
evidencias de la existencia de mosaicismo para el cromosoma Y en ausencia del
centromero de dicho cromosoma (Held, 1993; Page, 1994).

Todas nuestras pacientes 45,X/46,XX han sido estudiadas por PCR para el
centromero del cromosoma Y y el gen SRY mediante los cebadores Y1,Y2 y XES7,XES2
respectivamente, y ninguna de estas pacientes ha dado positivo por dicha técnica. Por este
motivo, la posibilidad de desarrollo de gonadoblastoma es la misma que en las mujeres
46.XX.

El estudio comparativo del fenotipo de estas pacientes, en relacién con el porcentaje
de la linea 46, XX (Tabla 7), muestra que:
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a.- Existe un porcentaje minimo de la linea 46, XX para que el fenotipo resultante no sea
el del ST, o se vea atenuado. A partir de un porcentaje superior al 35% de la linea 46,XX
no aparecen los rasgos caracteristicos del ST como pecho en coraza o Prerygium colli,
salvo talla baja, que parece ser un rasgo caracteristico de toda la poblacion estudiada,
independientemente de su cariotipo.

b.- Las pacientes con un porcentaje bajo de la linea 46,XX presentan un fenotipo Turner
acusado: térax en coraza con mamilas muy separadas, Prerygium colli, cubitus valgus,
utero prepuber con goénadas en cintillas, etc. La excepcion viene dada por la paciente 8
con un porcentaje del 0,2% de la linea 46,XX, pues no presenta fenotipo Turner, salvo
talla baja. La explicacion posible seria, como ya se ha indicado, una localizacion de la
linea 46,XX en organos vitales durante el periodo embrionario que la ha preservado de
estos rasgos. Asi la localizacion de la linea 46,XX en algin periodo embrionario clave
podria dar lugar, o no, a un fenotipo Turner severo. Otra posible explicacién es una
seleccion en contra de la linea celular 46,XX a través de las sucesivas divisiones mitdticas,
por motivos desconocidos hasta el momento (Robinson y col., 1995).

c.- Dependiendo de la localizacion de las lineas celulares 45,X y 46, XX diferentes 6rganos
o tejidos pueden verse afectados. Asi el alto porcentaje en sangre periférica de la linea
46,XX (96,4%) en la paciente I no la preserva de esterilidad debida a un ttero pequeno
y gonadas en cintillas, aunque no presente otros rasgos caracteristicos del ST.
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Ilustr. 11.- Mosaicismo cromosémico de origen mitdtico por pérdida
anafasica del cromosoma X.

45,X/47,XXX: Este mosaicismo, segun diferentes estudios, aparece en la poblaciéon Turner
con una frecuencia del 0,8-3,5% (ver Tabla 9). En nuestro trabajo el porcentaje es muy
similar (3,7%). Al igual que el mosaico anterior, la célula original es la 46,XX (han
heredado un cromosoma X de cada uno de sus progenitores), pero el proceso de formacion
de mosaicismo se diferencia del anterior en que las dos lineas celulares, con una
constitucion cromosomica diferente pero complementaria, se ha producido por una
no disyuncién cromosomica en la primera division mitética (Ilustr. 12). Si la no disyuncion
hubiese tenido lugar posteriormente, deberia persistir la linea 46, XX, configurindose un
triple mosaico: 45,X/46,XX/47, XXX (Ilustr. 13).

Del conjunto de 27 pacientes con ST estudiadas, el inico caso con mosaicismo
45,X/47,XXX ha sido la paciente 4 (ver Tablas 6 y 7. Fotos 2 y 3), que presenta un
fenotipo Turner clasico, con la salvedad de un desarrollo espontineo de caracteres
sexuales. Ello podria tener diferentes explicaciones; una de ellas podria ser que la linea
47 XXX podria haber contrarrestado, en parte, las deficiencias debidas a la linea 45.X;
asi el exceso de producto de los genes del cromosoma X que "escapan” a la inactivacion
en la linea 47, XXX, podria contrarrestar el defecto de dichos productos en la linea 45.X.
Otras explicaciones posibles serian la localizacion de la linea 47, XXX o de la linea 46, XX
en ciertos tejidos que permitan el desarrollo espontaneo de los caracteres sexuales
secundarios. La presencia de la linea celular 46,XX implicaria una no disyunciéon en
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divisiones mitéticas posteriores, permaneciendo la linea 46,XX en algunos de sus tejidos.
Esta hipotesis es dificil de demostrar, pues se requeriria un estudio de mas tejidos que nos
permitiesen detectar la tercera linea celular, es decir la linea 46,XX, ya que en sangre no
aparece.

La presencia de tres cromosomas X generalmente no da lugar a unos sintomas
determinados, aunque suele estar asociado con un conjunto de pequefias anomalias que
pueden aparecer también en recién nacidos normales. Se han descrito retrasos en la
pubertad, menopausias precoces, alteraciones en la menstruacion (Hecht y Hecht, 1987;
Bergsma, 1979; Jones, 1990); pero nada parece ser constante. Se trata de mujeres
generalmente fértiles.

46, XX

47, XXX

45X 435X 47. XXX 47 XYY

I | T
| | I
| | |
! | |
v v

‘.____

Ilustr. 12.- Mosaicismo por no disyuncion cromosomica en la primera
division mitética.

En las células con mas de dos cromosomas X, la inactivaciéon ocurre en todos los
cromosomas X excepto en uno. Las alteraciones que presentan estas pacientes con mas de
dos cromosomas X suelen ser mds graves cuanto mas cromosomas X presentan. Esto
puede ser debido al exceso de producto de aquellos genes del cromosoma X que "escapan”
a la inactivacion, o bien debido al resultado del periodo critico en las primeras divisiones
en las que todos los cromosomas X estan activos. Pero debido a la escasa repercusion
fenotipica del cariotipo 47,XXX se podria pensar que es mas probable la primera hipotesis,
es decir, el resultado de un exceso de producto de los genes que "escapan" a la
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inactivacion. Si ello es cierto para la trisomia del cromosoma X, cabria esperar el mismo
razonamiento para las mujeres con ST.

En la paciente 4 el porcentaje de la linea 47,XXX es del 17,5% por lo que no
parece afectar notablemente a su fenotipo, resultando las alteraciones tipicas del ST.
Cabria preguntarse si una paciente con un cariotipo 45,X/47,XXX con un porcentaje del
50% de cada linea, presentaria las alteraciones del ST, o si por el contrario manifestaria
alteraciones fenotipicas no especificas del sindrome. Podriamos suponer que a porcentajes
similares de las dos lineas, y con una distribucion homogénea en todos los tejidos, no
deberia presentarse ninguna alteracion si el fenotipo del ST fuese el resultado de una
haploinsuficiencia de los genes que "escapan” a la inactivacion del cromosoma X.

46, XX

46, XX 46.XX

‘—__.._

} 43X 47.XXX

[ ]

| i
! [
! !
v v

Tlustr. 13.- Mosaicismo por no disyuncién cromosomica en la
segunda division mitdtica
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Foto 2: a) Metafase 47, XXX de la paciente 4 obtenida mediante bandas G

b) Cariotipo de la misma célula.
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Foto 3: a) Hibridacion con la sonda DZX1 mediante FISH que indica la presencia

de tres cromosomas X en una de las metafases de la paciente 4. b) Presencia de

Ina y tres senales en nucleos, que indican un mosaico 45.X/47 . XXX en la misma
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45,X/46,X +frag(X): La presencia de pequefios fragmentos de origen desconocido en el
ST puede oscilar entre un 0,8 y un 20% segin los diferentes estudios (ver Tabla 9). El
grupo de investigacion que ha detectado el porcentaje mdas alto de lineas celulares con un
fragmento cromosémico ha sido el de Held y colaboradores. Ello es debido a que en su
estudio de mosaicismo oculto realizado en mas de un tejido (sangre y fibroblastos), han
encontrado un alto porcentaje de mujeres 45,X que presentaron pequeios fragmentos que
tienden a mostrar diferentes tamanos y cierta tendencia a formar anillos. Estos fragmentos,
segun Held y su equipo, tienden a desaparecer en sucesivas divisiones mitéticas debido a
su gran inestabilidad.

En nuestro estudio la presencia de una linea celular con un fragmento cromosémico
representa del orden del 11% (Tabla 9; Fotos de 4-7). No tan alta como la obtenida por
el equipo de Held, pues la linea aparecida en mujeres inicialmente 45,X ha sido la 46, XX,
y no tan baja como en los estudios en los que sélo se ha realizado un estudio citogenético
clasico. Held y col. estudiaron la presencia de mosaicismo en dos tejidos diferentes, y
segun ellos, esta es la razén por la que se ve incrementada la presencia de pequefos
fragmentos con respecto a los otros estudios. Posiblemente, el estudio de mas de un tejido
nos permitiria localizar un porcentaje mas alto de pacientes con esta linea celular.

Si comparamos nuestros resultado con los obtenidos por Connor y Loughlin (1991)
en su estudio molecular del mosaicismo cromosémico en el ST vemos que se asemejan
(Tabla 10). Ello demuestra, una vez mas. la necesidad de aplicar conjuntamente las
técnicas citogenéticas y moleculares conjuntamente para un diagndstico mas preciso en los
pacientes con alteraciones cromosomicas.
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Foto 4: a) Metafase obtenida mediante bandas G que indica la presencia de un
fragmento cromosomico.b) Cariotipo de la misma c€lula.
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Foto 6: a) Hibridacion de la sonda DZX1 mediante FISH que indica el origen del

fragmento cromosomico (46.X +frag(X)). b) La misma metafase
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La ausencia de la linea 46,XX en las pacientes con un fragmento cromosémico en
una de sus lineas celulares permite dos posibles explicaciones del origen de este mosaico.
Una de ellas es que los cromosomas X heredados de los padres hayan sido normales
(46.XX) y que, en la primera division mitética, tras una deleccion, se haya originado un
fragmento. Si esto ocurre, el fragmento con centromero sera el que se transmita de unas
c€lulas a otras, originindose esta linea celular. El resto del cromosoma, al no poseer un
centromero se distribuird arbitrariamente y se perdera tarde o temprano en las sucesivas
divisiones mitoticas. Los fragmentos con centrémero, debido a su inestabilidad tienden
también a perderse (Held y col.,1992), origindndose células 45,X que incrementaran su
porcentaje con respecto a la linea 46, X +frag(X). Si sucede asi, el porcentaje de una linea
con respecto a la otra variara con la edad, tendiendo a disminuir la linea 46,X +frag(X)
y a incrementarse la linea 45,X. En algunos casos el porcentaje de la linea 46,X +frag(X),
por algun motivo que desconocemos, es alto; el fragmento originado es relativamente
estable. En la poblacion estudiada, son dos las pacientes con una linea celular con un
fragmento derivado del cromosoma X. La paciente 13, de 13,6 anos, presenta esta linea
celular en una frecuencia del 1% mientras que la paciente 27 presenta la linea con un
fragmento en un porcentaje del 70% y su edad es de 7 afnos. Sus edades no contradicen
la hipotesis anterior. La tercera paciente que presenta un fragmento cromosémico es la
paciente 16 derivado del cromosoma Y.

Otra posible explicacion a su origen es que el fragmento haya sido heredado, como
tal, de alguno de sus progenitores, siendo la célula originaria la 46,X +frag(X) que,
posteriormente, por inestabilidad, originaria la linea 45,X. Debido al alto porcentaje de
la linea 46, X +frag(X) en la paciente 27 (70%) parece mas probable esta explicacion en
este caso, pero no asi en la paciente 13.

Aunque la deficiencia mental no es un rasgo comun en el ST, si existen casos
relacionados con pequenos fragmentos cromosomicos, o anillos, derivados del cromosoma
X, que han perdido el centro de inactivacion (XIC), dando lugar a dos copias activas de
los genes de la region pericentromeérica. Las hipotesis actuales sefialan que las alteraciones
dismorficas y la deficiencia mental en el ST pueden ser el resultado de un fallo en la
inactivacion del cromosoma X y de la disomia funcional resultante de las secuencias
pericentroméricas (Kushnick y col., 1987; Grompe y col., 1992; Lindgren y col., 1992;
Van Dyke y col., 1991; 1992; Dennis y col., 1993; Ishikiriyama, Iai y Tanaba, 1993;
Cole y col., 1994; Collins y col., 1994; Daniel y col., 1994; Robson y col., 1994; Wolff
y col., 1994; Migeon y col., 1993; 1994; 1995).

En la poblacion estudiada, la paciente 27 presenta una linea celular con un pequefio
fragmento derivado del cromosoma X, segin hemos comprobado por FISH y PCR.
Aunque la frecuencia de esta linea celular es muy alta, un 70% con respecto a la linea
45,X, la paciente no muestra ni rasgos dismorficos ni deficiencia mental. La presencia del
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XIC en los fragmentos cromosémicos se ha demostrado mediante la hibridacién conjunta
de las sondas DXZ1 y XIST (Foto 7), lo que apoya la hipdtesis anterior. Por otro lado,
la presencia del XIC podria dotar a estos fragmentos de cierta estabilidad.

Por el contrario la paciente 13, con porcentaje de la linea 46,X +frag(X) del 1%,
si presenta deficiencia mental ligera, aunque las alteraciones fenotipicas son las
caracteristicas del sindrome que padece, agravadas por un tumor de Wilms y una otitis
serosa. En esta paciente no ha sido posible demostrar mediante FISH la existencia del XIC
en el fragmento cromosoémico, lo que corrobora los datos obtenidos por otros autores
(Kushnick y col., 1987; Grompe y col., 1992; Lindgren y col., 1992; Van Dyke y col.,
1992; Dennis y col., 1993; Cole y col., 1994; Collins y col., 1994; Migeon y col., 1994;
Robson y col., 1994; Wolff y col., 1994). El fenotipo de la paciente 13 esta agravado con
respecto al de la paciente 27, aunque existe una clara diferencia en el porcentaje de la
linea celular que contiene el fragmento. Podriamos concluir que la existencia del XIC en
el fragmento cromosomico de la paciente 27 la ha preservado de alteraciones fenotipicas
severas como deficiencia mental y rasgos dismoérficos.

45,X/46,X,idic(Yp™). La paciente 16 habia sido diagnosticada inicialmente como un
mosaico 45,X/46.X del(X)(q?); tras el estudio mediante FISH y PCR, el fragmento
cromosomico fue identificado como un isocromosoma Y dicéntrico para el brazo corto,
no fluorescente (idic Yp™). La utilizacion combinada de las sondas DYZ1 y DYZ3
mediante FISH confirmé la presencia por duplicado de la region centromérica y la
inexistencia del brazo largo del mismo cromosoma. La utilizacion de estas sondas descarto
una posible translocacion. Se trata de un cromosoma Y que ha sufrido una compleja
restructuracion, presentando dos centromeros, dos copias del brazo corto y la pérdida
parcial del brazo largo; un derivado semejante al sefialado por Rivera y col, 1993 y
Macera y col., 1994 (Fotos 8 y 9). La explicacion mas probable para este derivado del
cromosoma Y seria una rotura y posterior uniéon de ambas cromatides hermanas en la
region proxima al centrémero durante la espermatogénesis. La paciente habria heredado
un cromosoma X de la madre y el derivado (idic Yp™) del padre. Posteriormente, debido
a la inestabilidad que origina la naturaleza dicéntrica del derivado del cromosoma Y se
pudo haber originado la linea 45,X por pérdida anafasica, dando lugar al mosaico
45,X/46,X,idic(Yp™). Los porcentajes de las lineas son respectivamente 59%/41%, lo que
parece indicar que la pérdida anafdsica podria haber tenido lugar durante las primeras
divisiones mitéticas (Ilustr. 14).

Otra explicacion posible seria la mitdtica, es decir el cromosoma idic Yp™ no habria

sido heredado del padre como tal alteracion estructural sino que se habria formado durante
las primeras divisiones mitoticas, y posteriormente, los fragmentos acéntricos se perderian.
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Independientemente del origen del cromosoma idic(Yp™). esta paciente constituye
un claro ejemplo en si mismo de la necesidad de aplicar técnicas sensibles como FISH y
PCR que permitan definir correctamente los fragmentos cromosémicos que aparecen en
las pacientes con ST. La presencia de pequenos fragmentos o anillos cromosomicos en el
ST es relativamente comun. Entre un 6%-11% de las pacientes suelen presentar
fragmentos cromosémicos de origen desconocido (Schmid y col., 1974; Coco y Bergada,
1977; de Almeida y col., 1985; Crolla y Llerena, 1988; Callen y col., 1991 y Lindgren
y col., 1992; Nagafuchi y col.. 1992: Zinn, Page y Fisher, 1993). Y la identificacion
precisa de estos fragmentos es imperativa debido al elevado riesgo de desarrollo de

gonadoblastoma (LLopez Lopez y col., 1993; Tanaka y col., 1994).

Foto 7: Hibridacion con la sonda XIST que indica la presencia del centro de

inactivacion en el fragmento cromosomico (paciente 27)
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Foto 8: Metafases a y b obtenidas mediante bandas G que indican la presencia de
un fragmento cromosémico de origen desconocido en la paciente 16.
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Foto 9: a) Hibridacion con la sonda DYZ3 que identifica el fragment
cromosomico de la paciente 16 como un cromosoma idic(Yp™). b) Hibridacion con

la misma sonda en una metafase tenida con DAPI
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Ilustr. 14.- Formacion del cromosoma pseu-idicYp

El estudio molecular mediante PCR con los cebadores Y1,Y2 ha confirmado la
existencia de material procedente del cromosoma Y en esta paciente. La senal especifica
de la region centromérica del cromosoma Y (170 pb) fue detectado sélo en varones control
y en la paciente 16, pero no en el resto de las pacientes estudiadas (Foto 20). El estudio
por PCR fue realizado nuevamente tras la digestion del ADN control y de la paciente 16
con la enzima de restriccion EcoRI segun las indicaciones sefaladas previamente en el
apartado de Sujetos y Método, resultando nuevamente positivo la presencia de la region
centromérica del cromosoma Y. Esta paciente presenta, pues, una alta probabilidad de
desarrollo de gonadoblastoma. Por otro lado, el estudio molecular mediante los primer
XES7,XES2 ha confirmado la existencia del gen SRY en la paciente 16. El fragmento
originado de 609 pb fue idéntico al obtenido en varones control y no aparecio en el resto
de las pacientes estudiadas (Foto 20).

El gen SRY es uno de los genes candidatos en la determinacion del sexo (Sinclair
y col.. 1990) especifico de varones y responsable del desarrollo de caracteres sexuales
masculinos. Sin embargo esta paciente de 17 anos presenta fenotipo femenino sin
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ambigiiedad genital, Gtero pequeno sin evidencia de ovarios. El tratamiento con estrogenos
y progestagenos dio lugar a su desarrollo sexual femenino completo.

La considerable heterogeneidad de las alteraciones fenotipicas entre las pacientes
con ST hace dificil una correlacién citogenética/fenotipica. Sin embargo, se sabe que los
genes candidatos "anti-Turner" deben expresarse a partir del cromosoma X inactivo y tener
su homologo en el cromosoma Y. Este es el caso de los genes RPS4 (Fisher y col., 1990)
y ZFX/ZFY (Ogata y col., 1993). Recientemente Erickson y col., (1995) han descrito una
translocacion Y;16 asociada a linfedema, lo que podria sugerir la posibilidad de diferentes
genes "anti-Turner" localizados en la region heterocromatica del cromosoma Y entre el
que se encuentra el responsable del linfedema.

La paciente 16 presenta una deleccién en la misma regién que el caso presentado
por Erickson y colaboradores teniendo en comun ambos casos la presencia de linfedema
neonatal. Nuestros datos no contradicen los aportados por estos autores.

45,X/46,X,i(Xq): La formacion de isocromosomas tiene lugar por division transversal del
centromero, separandose los dos brazos del cromosoma en lugar de las cromatides
hermanas. Mediante la division transversal del centromero, en el cromosoma X pueden
formarse dos tipos de isocromosomas (Ilustr. 15) un isocromosoma para el brazo corto
i(Xp), presumiblemente inviable, (Therman y Patau, 1974; Therman y Sarto, 1983) y un
isocromosoma para el brazo largo i(Xq).
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Ilustr. 15.- Formacion de isocromosomas por division centromérica
transversal.

Los isocromosomas para el brazo corto i(Xp) deberian aparecer con una frecuencia
similar a la del brazo largo i(Xq), alrededor del 15% en las pacientes con ST, (Hook y
Warburton, 1983), sin embargo, no existe ningun caso bien documentado de
isocromosomas iXp en la literatura (Therman y Sarto, 1983; Therman y Susman, 1993);
el segmento proximo al centrémero situado en el brazo q siempre se mantiene (Pettigrew
y col., 1991). A partir de estas observaciones se ha hipotetizado que el locus que controla
la inactivacion del cromosoma X se localiza en esta region "critica” (Brown y col.,
1991b). Los cromosomas que poseen este /ocus pueden inactivarse, sin embargo, los
fragmentos del cromosoma X que no lo poseen no podrian, y asi tendrian dos o mas copias
activas de varios genes del cromosoma X, lo que se presume que es inviable (Pettigrew
y col., 1991).
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A) Derivados del cromosoma X encontrados en la muestra con Sindrome de Turner

O
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B) Derivados del cromosoma X nunca observados en el Sindrome de Turner
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Ilustr. 16.- Diferentes derivados del cromosoma X en el Sindrome de Turner.
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Los isocromosomas son una de las alteraciones estructurales mas comunes
(Pettigrew y col., 1991). Se han encontrado en 1 de cada 50.000 recién nacidos, y al
menos un 15% de las pacientes con ST presentan i(Xq) (Hook y Warburton, 1983). Se han
descrito alrededor de 200 casos de isocromosomas Xq, con o sin mosaicismo, en la
literatura (Kaffe y col., 1983; Midro y col., 1988; Pettigrew y col., 1991) constituyendo
el segundo cariotipo mas frecuente en el ST (Guttenbach, Kéhler y Schmid, 1991).

Therman y Susman (1990) en su estudio de 150 pacientes no mosaico con ST
concluyeron que el fenotipo Turner cldsico puede ser debido a la pérdida del brazo corto
del cromosoma X, mas especificamente a la region denominada region "b" (Xcen-pl1).
Ello concuerda con el fenotipo Turneriano clasico de la paciente 14 con cariotipo
45,X/46,X,i(Xq) en un porcentaje del 81%/19% respectivamente.

También encontraron que los sintomas debidos a delecciones (Xp-) y (Xg-), aunque
varia de unas pacientes a otras, son tremendamente similares entre si, y que las
delecciones (Xq-) no dan lugar a alteraciones adicionales especificas a las presentes por
delecciones en (Xp-). Basiandose en estos datos, propusieron que la regién "b" escapa a
la inactivacion normal del cromosoma X. Cuando un cromosoma X presenta una
deleccion, se inactiva, y el proceso también influye a la regién "b" (que también se
inactiva). Asi la similitud de las alteraciones inducidas por delecciones (Xp-) y (Xq-)
podrian ser el resultado bien de la ausencia de la regién "b" (por deleccién), o bien, por
la inactivacion de ésta. El fenotipo resultante siempre seria similar.

La region "b" muestra otro comportamiento caracteristico y diferencial del resto
de las regiones del cromosoma X. En estudios del centro de inactivacién, Therman y col.,
(1974; 1979) observaron que en aquellos cromosomas que poseian por duplicado el centro
de inactivacion, dicha region daba lugar a la formacion de corpusculos de Barr bipartidos
proporcionales. La frecuencia de dichos corpuisculos de Barr y la distancia entre las dos
partes, son mayores cuanto mas separados estén los dos centros de inactivacion. Sin
embargo, si una o dos regiones "b" estan insertadas entre los dos centros, estos parametros
se incrementan significativamente (Therman y col., 1976). Estos hallazgos fueron
interpretados como el resultado de la inactivacion de la region "b" en el cromosoma X
inactivo.

Si la region "b" estuviese siempre activa, 0 al menos en parte, podria explicar las
alteraciones causados por su ausencia (Therman, 1983). Therman propone que la region
"b" se inactiva en los cromosomas X con delecciones, especialmente en aquellos casos en
los cuales parte del brazo largo se ha perdido, haciéndolos funcionalmente equivalentes a
cromosomas que han perdido la regién "b".
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El proceso de inactivacion se inicia en el centro de inactivacion y se extiende en
ambas direcciones, como se ha demostrado en traslocaciones no balanceadas
(X; autosomas), en los cuales la inactivacion puede extenderse al segmento del autosoma
involucrado, a parte de €l, o a nada. Siguiendo la analogia de este fenémeno, los autores
asumen que, en cromosomas X con delecciones, la inactivacion se puede extender a la
region "b", inactivandose de esta forma regiones que normalmente estin activas. La
inactivacion en cromosomas Xq-, en la mayoria de los casos, puede extenderse al extremo
del brazo corto (Xp) (Ropers y col., 1981). Ello podria explicar la baja talla presente en
las portadoras de delecciones Xq- y que sea uno de los rasgos fenotipicos caracteristicos
de todas la pacientes con ST, independientemente de las variaciones en su cariotipo.

Sin embargo, aunque los rasgos fenotipicos dentro del ST son bastante constantes,
existen variaciones de unas pacientes a otras, incluso con cariotipos aparentemente
idénticos. Un numero de factores pueden ser los responsables de estas variaciones: (1)
mosaicismo oculto (Held y col.,1992), (2) mosaicismo placentario (Thaddeus, Ferguson
y Golden, 1992; Caspari y col., 1994; Simoni y Sirchia, 1994), (3) diferente distribucion
de las lineas celulares en los mosaicos (Partsch y col., 1994) (4) aunque normalmente el
cromosoma X anormal es el que se inactiva, a veces, puede tener lugar una inactivacion
aleatoria, y asi, la inactivacion de la region "b" puede ser parcial (Therman y Susman,
1990), (5) Otra posibilidad, es que esta region, esté¢ sujeta a diferentes grados de
inactivacion, como ocurre con Otros genes que permanecen siempre activos en el
cromosoma X normal inactivo, pero presentan una inactivacion menor que su alelo en el
cromosoma X activo (Migeon y col., 1982; Therman y Susman, 1990).

El origen de los isocromosomas, mayoritariamente, es meidtico (Therman y
Susman, 1993), por lo que podria suponerse que en la paciente 14 el i(Xq) ha sido
heredado de uno de sus progenitores. Posteriormente, por pérdida anafésica se originara
la linea 45,X. Otra posibilidad es la herencia de dos cromosomas X normales que, tras un
proceso de division transversal durante la primera division mitética en uno de los
cromosomas X, ha originado un isocromosoma para el brazo largo. El resultado son dos
células con dotacion cromosomica diferente, pero complementaria, es decir, un mosaico
de la forma 45,X/46,X,i(Xq) (Fotos 10 y 11). El resto del material cromosomico del X
se ha perdido por no presentar centromero (Ilustr. 15). La tnica paciente con este cariotipo
es la paciente 14, de 15 anos, con un fenotipo Turner cldsico que no se diferencia del
manifestado en otras pacientes con cariotipo 45,X 0 45,X/46,XX (Tabla 7).
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Foto 10: a) Metafase obtenida mediante bandas G que indica la presencia de un
isocromosoma Xq en la paciente 14. b) Cariotipo de la misma célula.

-94-



orprdosd ap 0InpoJ uod eprual (DY )1 X' 0t aseje1dy
[ *11 0104

+1 2watoed v ua by pWOSOWOINOSE UN 2P 1 yuasald el eaiput anb [7Z X BpPUOS B] UOD UOIDEPLIC




MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER DISCUSION

45,X/46,X,del(X)(p?): Este cariotipo lo presenta una tnica paciente, la paciente 21, con
un porcentaje de las lineas celulares 25%/75%. La ausencia de la linea 46,XX apoya la
hipotesis de una herencia del derivado cromosémico (delXp-) como tal cromosoma X
deleccionado, que posteriormente se ha perdido por inestabilidad, dando lugar a la linea
45 .X.

Esta paciente tiene en comun con la paciente anterior (paciente 14), la ausencia
total del brazo corto del segundo cromosoma X. Como ya hemos indicado, se cree que el
fenotipo Turner clasico puede ser debido a la pérdida del brazo p del cromosoma X, mas
especificamente a la region "b" (Xcen-pll). Asi segin la hipétesis de Therman se
esperaria un fenotipo similar en ambas pacientes, sin embargo, las alteraciones fenotipicas
son mds acusadas en la paciente 21 que en la 14, pese a presentar un porcentaje de la linea
45,X mucho mas bajo (Tabla 7; Foto 12). La paciente 21 presenta un fenotipo Turneriano
severo, con morfologia dismorfica. En este sentido existe una aparente contradiccion, ya
que esta paciente estd mas afectada fenotipicamente que las pacientes 45,X no mosaico.
La explicacion podria ser la aportada por Thaddeus, Ferguson y Golden (1992) segun la
cual la severidad fenotipica estaria en relacion con la cantidad de material cromosémico
presente durante el periodo de la embriogénesis, y con el momento en el cual se perdio
este material, relacionando, asi, el fenotipo con las lineas celulares presentes durante la
embriogénesis y no con el cariotipo actual de las pacientes con ST.

Triples mosaicos

45,X/46,XX/47,XXX: El origen de este mosaico ya ha sido indicado anteriormente cuando
se describié el cariotipo 45,X/47 XXX. La célula origen o cigoto ha sido una c€lula
46,XX que por no disyuncion mitética, ha dado lugar a las lineas 45,X y 47, XXX. Si este
fendmeno ocurre en la primera division mitética el resultado es el mosaico 45,X/47 XXX,
si ocurre posteriormente, la linea originaria se mantendra, originandose un triple mosaico
45,X/46,XX/47, XXX (Ilustr. 16; Foto 13); este es el caso de la paciente 23.
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Ilustr. 17.- Formacion del mosaico 45,X/46,XX/47, XXX por no disyuncion
en la segunda division mitGtica.

La ausencia de Prerygium colli y cubitus valgus en esta paciente, parece indicar que
la proporcion entre las tres lineas celulares no es homogénea en todos los tejidos, asi,
aunque en sangre la linea mayoritaria es la 45, X con un 87% (Tabla 6), lo que daria lugar,
en principio, a un fenotipo Turner severo, no aparecen algunos de los rasgos fenotipicos
asociados al ST. Por otro lado, el desarrollo escaso de utero y ovarios indica una posible
localizacion de la linea 45,X en estos tejidos. Otra explicacion, como indicamos
anteriormente, podria estar referida al mosaicismo en la etapa embrionaria. Asi segun
Partsch y col., (1994) y Robinson y col., (1995) la severidad fenotipica dependera de la
distribucion de las diferentes lineas celulares, de su proporcion y de una seleccion in vivo.

45,X/47,XXX/47,XX,del(X)(p?): Al igual que en el caso anterior, la célula originaria
pudo haber sido la 46,XX que por no disyuncién en la primera divisiéon mitdtica podria
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haber dado lugar a dos lineas celulares: 45,X y 47, XXX. Esta altima, tras una deleccion
del brazo corto originaria la tercera linea celular [47,XX,del(X)(p?)]. La ausencia de la
linea 46,XX indica que la no disyuncién ha tenido lugar en la primera divisiéon mitdtica
y no posteriormente (Ilustr. 17).

La unica paciente con este cariotipo ha sido la paciente 11 de 10 anos de edad que
no manifiesta un fenotipo Turner severo. No presenta alteraciones especificas como
Prerygium colli ni cubitus valgus, al mismo tiempo que su ttero es normal pero uno de sus
ovarios presenta la forma caracteristica de cintilla. Quizas el alto porcentaje de las lineas
47 XXX y 47, XX.del(X)(p?) (35.5% y 23,1% respectivamente) con respecto a la linea
45,X la ha preservado de alteraciones fenotipicas mas severas. Al igual que en el resto de
los casos, una distribucion no homogénea de las lineas en los diferentes 6rganos y tejidos
podria ser la explicacion de estas alteraciones, o podria estar referida al mosaicismo en la
etapa embrionaria.

45,X/46,XX/46,X,del(X)(p?): La existencia de la linea 46,XX en la paciente 19 indica
que ha heredado dos cromosomas X normales de los progenitores; la formacion de las
otras dos lineas celulares es postcigotica, posiblemente por pérdida anafisica de un
cromosoma X en alguna de las primeras divisiones mitoticas (aunque no en la primera pues
la linea 46,XX se mantiene) y deleccion del brazo corto del cromosoma X. El orden en
que han ocurrido estos dos fenomenos (pérdida anafasica y deleccion de uno de los brazos)
podria variar. Si el derivado del cromosoma X (delXp-) es inestable, se incrementaria el
porcentaje de la linea 45,X por lo que podria ser posible que la deleccion haya tenido lugar
primero, y posteriormente, por dicha inestabilidad, se formase la linea 45,X.

La paciente que presenta este mosaicismo es la paciente 19, con un fenotipo Turner
clasico, debido posiblemente al alto porcentaje de la linea 45,X (83,5%) y a la pérdida del
brazo corto en uno de los cromosomas X como segunda linea celular mas frecuente
(15,7%).
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Ilustr. 18.- Formacién del mosaico 45,X/47 XXX/47,XX,del(Xp-) por no
disyuncién y posterior deleccién del brazo corto del cromosoma X.
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45,X/46,XX/46,X,idic(Xp): Como hemos mencionado anteriormente, no existe ninguin
caso de isocromosomas Xp en la literatura (Therman y Sarto, 1983; Brown y col., 1991b;
Therman y Susman, 1993). El segmento proximo al centrémero situado en el brazo largo
siempre se mantiene (Pettigrew y col., 1991) pues contiene el centro de inactivacion del
cromosoma X y su ausencia da lugar a la existencia de dos o mds copias de varios genes,
lo que se presupone que es inviable (Pettigrew y col., 1991). La paciente 12 constituye
un caso excepcional debido al reducido nimero de pacientes con este cariotipo aparecidos
en la literatura sobre el ST. Sélo existen dos casos similares descritos en la literatura, uno
fue estudiado por Pettigrew y col. (1991) y otro por Caine y col., (1993).

Esta paciente habia sido diagnosticada inicialmente como mosaico 45,X/46,XX. La
utilizacion conjunta de la sondas DXZ1 y XIST mediante FISH demostré que el derivado
del cromosoma X presente en la paciente 12 es un pseudoisocromosoma dicéntrico que
contiene dos copias del brazo corto del cromosoma X, dos centromeros y dos copias de
la region proximal del brazo largo conteniendo dos copias del centro de inactivacion
(XIC). Uno de los dos centromeros no esta condensado (Fotos 14-16) y por lo tanto es
inactivo.

Al contrario que en el caso descrito por Pettigrew, el pseudoisocromosoma
dicéntrico en esta paciente tiene un origen postcigotico; se ha formado durante las primeras
divisiones mitdticas ya que la existencia de la linea celular 46,XX asi lo indica. Su origen
ha sido por rotura y ensamblaje de cromatides hermanas a nivel de la region Xql3
duplicandose los brazos p y la regién del brazo q proxima al centrémero (incluyendo el
centro de inactivacion) (Ilustrs. 18 y 19). La hibridacion con la sonda XIST demuestra su
existencia por duplicado en la region situada entre los dos centromeros (Foto 16).

Aunque el fenotipo de la paciente 12 es muy semejante al resto de la poblacion
Turner estudiada, debido, quizas, al alto porcentaje de la linea celular 45.X (94,7%),
destaca su elevada curva de crecimiento. Esta caracteristica podria ser debida a la
duplicacién del brazo p (es la tGnica paciente en la que se da esta duplicacion).

Epstein en 1990 propuso que el gen, o los genes responsables de la talla estan
localizados en la region terminal del brazo corto del cromosoma X. Estos genes estan
presentes en porciones homdlogas de los cromosomas X e Y. Asi, cuando existe un
segundo cromosoma sexual, X o Y, portadores de estos genes, podria darse talla normal.
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Nuestros datos concuerdan con la hipétesis propuesta por Epstein. Asi, aunque la
paciente 12 presenta talla baja, (debido quizas al bajo porcentaje del pseudoisocromosoma
dicéntrico), el tratamiento de GH ha dado mejores resultados que en el resto de la
poblacion Turner estudiada. Aunque el porcentaje de la linea 46,X,idic(Xp) es del 4,6%
parece ser suficiente para que la paciente siga una curva de crecimiento elevada y
reaccione mejor al tratamiento.
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Ilustr. 19.- Formacién de un pseudoisocromosoma dicéntrico idic(Xp) por rotura
y ensamblaje de cromatides hermanas.
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Foto 14: a) Metafase obtenida mediante bandas G que indica la presencia de un
pseudoisocromosoma dicéntrico (Xp) en la paciente 12. b) Cariotipo de la misma célula.
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Foto 15: a y b) Hibridacion

que indica la presencia d
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Foto 16: Hibridacion conjunta con las sondas DXZ1 y XIST en una metafase de

la paciente 12 que indica la presencia por duplicado del centro de inactivacion en

el psudoisocromosoma dicéntrico (Xp)
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Ilustr. 20.- Mosaico de tres lineas celulares en la paciente 12 por formacién
de un pseudoisocromosoma dicéntrico (Xp) y pérdida de fragmentos
acéntricos.

45,X/46,XX/46,X,idic(Xq): La existencia de la linea celular 46,XX indica que la paciente
25 ha heredado dos cromosomas X normales de sus padres y que el sindrome es debido
a un error postcigotico. El cromosoma isodicéntrico se ha formado por rotura y ensamblaje
de cromatides hermanas durante las primeras divisiones mitéticas, que ha originado dos
nuevas lineas celulares: la 45,X y la 46,X,idic(Xq).

La division transversal del cromosoma ha tenido lugar por la region superior del
centromero dando lugar a un cromosoma isodicéntrico. Estos cromosomas isodicéntricos
estan constituidos por dos copias del brazo largo y dos centromeros muy proximos entre
si. Mediante la técnica de bandas G y debido a la proximidad de los dos centrémeros, este
cromosoma habia sido definido previamente como un isocromosoma monocéntrico.

Este derivado del cromosoma X ha aparecido implicado en otros cuatro mosaicos
(pacientes, 25, 26, 24 y 22) dos de ellos mosaicos complejos de cuatro y nueve lineas
celulares (pacientes 24 y 22 respectivamente) lo que parece ser indicativo de la gran
inestabilidad de este derivado cromosémico.
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El origen de este idic(Xq) es mayoritariamente mei6tico (precigotico), exceptuando
en la paciente 25 que, por poseer la linea celular 46, XX, nos indica que es el resultado
de un error postcigético. La ausencia de la linea 46,XX en el resto de las pacientes, el alto
porcentaje de la linea 46,X,idic(Xq) y la existencia de numerosas lineas celulares, nos
lleva a pensar en un origen meidtico, asi como en la inestabilidad de éste. Esta
inestabilidad podria ser debida a la existencia de dos centrémeros muy proximos entre si
que podria conducir a errores en la distribucion cromosémica durante la mitosis. En
ninguno de estos cromosomas idic(Xq) se han apreciado diferencias entre las dos regiones
centroméricas, lo que no nos orienta sobre la inactivacion de ninguna de ellas. Si las dos
regiones centromeéricas fuesen funcionales, estos derivados cromosomicos serian inestables,
originando frecuentes errores mitoticos. Pero aunque podria ser una explicacion plausible,
no parecen existir cromosomas dicéntricos con dos centromeros funcionales,
independientemente de la distancia entre los dos centrémeros (Therman y Susman, 1993),
por lo que la razon de esta gran inestabilidad que conduce a mosaicos complejos de hasta
nueve lineas celulares la desconocemos.

El fenotipo Turner de la paciente 25 se ve complicado por fenilcetonuria clasica.
El alto porcentaje de la linea 45,X (91%) puede explicar la presencia de un fenotipo
Turner severo. Como se puede observar, la existencia de mosaicismo, no implica,
necesariamente, un fenotipo menos afectado en comparacion con las pacientes 45,X no
mosaicos.

45,X/46,X,idic(Xq)/47,X,idic(Xq),idic(Xq): Como hemos comentado anteriormente, los
cromosomas isodicéntricos pueden originarse tanto en mitosis como en meiosis, pero la
inexistencia de la linea celular 46, XX en la paciente 26 indica un origen presumiblemente
meidtico. Un origen mitético solo seria posible si la rotura y ensamblaje de cromatides
hermanas hubiese tenido lugar durante la primera division mitética del cigoto. Por ello se
podria suponer que la paciente ha heredado el cromosoma idic(Xq) de uno de sus
progenitores. Esta hipétesis se ve apoyada por el alto porcentaje de la linea 46,X,idic(Xq)
(69,9%). Posteriormente, en alglin momento durante el desarrollo embrionario, y debido
a la gran inestabilidad de este cromosoma, por no disyuncion mitdtica se formarian dos
lineas celulares distintas; unas células con dos cromosomas isodicéntricos
47 .X,1dic(Xq),idic(Xq) y otras cé€lulas con un sdélo cromosoma X (45,X). La gran
inestabilidad de los cromosomas idic(Xq) queda reflejada en el bajo porcentaje de la linea
47,X.,idic(Xq),idic(Xq) en relacion con la 45,X; podria ocurrir que las lineas 45.X y
46,X,1dic(Xq) se estén formando a partir de la linea 47,X,idic(Xq),idic(Xq).
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Formacion de mosaicos complejos por la aparicion de nuevas lineas celulares

Los cromosomas con mas de un centrémero (dicéntricos y multicéntricos) son muy
inestables en mitosis debido a que los centrémeros pueden orientarse hacia polos opuestos,
resultando roturas y/o pérdidas de cromosomas. Sin embargo, los cromosomas dicéntricos
y los multicéntricos pueden segregar regularmente si 1) los centromeros estin muy
proximos unos de otros o 2) todos los centrémeros menos uno permanecen inactivos. Pero
si estos centromeros se reactivan la linea celular se transforma en inestable, dando lugar
a mosaicismo para los cromosomas dicéntricos (Ying y Ives, 1971; Hsu y col., 1978:
Daniel y col., 1980; Camargo y Cervenka, 1984; Peretti y col., 1986; Haaf y Schmid,
1990; Wandall, 1995). Incluso un cromosoma dicéntrico puede, alternativamente, decidir
que centromero sera activo en cada division mitotica

Todos los mosaicos complejos que hemos observado en nuestra muestra tienen en
comun la implicacién de isocromosomas dicéntricos para el brazo largo idic(Xq). Ello
podria ser debido a la reactividad de alguno de los dos centrémeros en algiin momento,
resultando cromosomas idic(Xq) inestables que originan multiples lineas celulares. La
reactivacion de alguno de los dos centromero no se ha demostrado, pero la formacién de
mosaicos complejos cuando en alguna de las lineas celulares esta implicado un idic(Xq)
demuestra la gran inestabilidad de este derivado cromosomico.

La inexistencia de la linea celular 46,XX en estas pacientes (pacientes 24 y 22),
indica un origen presumiblemente meiético del derivado cromosémico idic(Xq). Al igual
que en el caso anterior, un origen mitotico solo seria posible si la rotura y ensamblaje de
cromatides hermanas hubiese tenido lugar durante la primera division mitética del cigoto.
Por ello se podria suponer que las pacientes han heredado el cromosoma idic(Xq) de uno
de sus progenitores. Posteriormente, en algin momento durante el desarrollo embrionario,
y debido a la gran inestabilidad de este cromosoma, por no disyuncién mitética se
formarian las lineas 47,X,idic(Xq),idic(Xq) (Foto 17a) y 45,X. La existencia de células
con tres cromosomas isodicéntricos podria tener una explicacion semejante (Foto 18b).

Al mismo tiempo que se produce acumulacién de cromosomas idic(Xq), y por el
mismo principio de inestabilidad, se producen roturas que dan lugar a cromosomas
dicéntricos que han perdido uno de sus brazos. Cuando por translocacién se forman
cromosomas con mas de un centromero, durante la mitosis se producen estructuras
aberrantes, ya que los dos centromeros de una misma cromatida pueden ser atraidos hacia
polos diferentes, provocando la rotura del cromosoma (Lewin, 1993). El resultado es la
formacion de fragmentos acéntricos que tenderan a distribuirse arbitrariamente en la
mitosis, y por ello, se perderan en el transcurso de las sucesivas divisiones; y un brazo "q"
con dos centromeros que funcionarad como un fragmento cromosémico. A partir de estos
fragmentos se podria explicar la formacion de otros fragmentos mas pequefios (también
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con dos centromeros) por sucesivas pérdidas de material genético. Los anillos (que
presentan también dos centromeros) (Foto 18a) podrian ser el resultado de
reestructuraciones de los fragmentos cromosémicos idicéntricos, o bien a la inversa, la
formacion de anillos cromosomicos tienden a formar fragmentos cromosdmicos de tamano
variable. Una posible explicacion de la formacion de los mosaicos complejos encontrados
en las pacientes 24 y 22 se propone en las ilustraciones 20 y 22.

Las pacientes 24 y 22 son muy semejantes entre si cariotipicamente, pero varian
en el nimero de lineas celulares. Sin duda este tipo de cromosoma derivado del X adquiere
una gran inestabilidad que da lugar a la formacion de numerosas lineas celulares por
no disyuncion y pérdida de material cromosomico. Estas pacientes presentan mosaicismos
complejos de 4 y 9 lineas celulares respectivamente, como consecuencia de una
acumulacion de cromosomas isodicéntricos, por un lado, y rotura y pérdida de material
por otro. Al igual que las casos anteriores, el cromosoma isodicéntrico comprende dos
copias del brazo largo del cromosoma X y dos centromeros muy proximos entre si (Fotos
17 y 18). No se ha podido demostrar la inactivacion de alguno de estos centrémeros
debido a su proximidad. La aparicion de estas lineas celulares no puede ser atribuida a un
artefacto de la preparacion celular ya que implica a cromosomas especificos (al cromosoma
X), como se ha podido demostrar en el estudio del cromosoma uno mediante la sonda
D1Z5 (Tabla 11).

En la paciente 22 se han encontrado otras lineas celulares mas complejas como
cromosomas X con tres centromeros, pero solo se ha encontrado una metafase por lo que
no ha sido considerada como linea celular.

La paciente habia sido diagnosticada como 45,X/46,X,1(Xq)/47,X,1(Xq),1(Xq),
pasando desapercibido, mediante las técnicas de citogenética clasica, la existencia de otras
lineas celulares (en concreto aquellas que aparecen en una proporcion baja, alrededor del
1%), asi como la naturaleza dicéntrica de los cromosomas. Mediante la técnica de FISH
y con la sonda especifica para la region centromérica del cromosoma X, hemos puesto de
manifiesto la necesidad de aplicar esta técnica para un diagnostico mas preciso.
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DISCUSION
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Ilustr. 22.- Ejemplo de formacién del mosaico complejo en la paciente 24.
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Foto 18: a)

(sonda DXZ1)




VOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER DISCUSION

Foto 19: Hibridacion con la sonda XIST mediante FISH que

muestra la duplicidad del centro de inactivacion en el

idic(Xq) en la paciente 22
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5.3. OBSERVACION DE REESTRUCTURACIONES A NIVEL CENTROMERICO

La utilizacion de la técnica de FISH ha permitido detectar alteraciones estructurales
a nivel centromérico mediante la aplicacién de la sonda DXZ1 que se une especificamente
a la region a-centromérica del cromosoma X. Esta técnica, ademads de facilitar el analisis
de un mayor numero de células (metafases y nicleos), permite detectar alteraciones
estructurales como se ha podido observar en las pacientes 12, 16, 22 y 24. En la paciente
12 se definié un pseudoisocromosoma para el brazo corto que habia pasado desapercibido
mediante las técnicas de citogenética clasica. En la paciente 16, aparte de definir el origen
del fragmento cromosémico que aparece en una de las lineas celulares, se definié la
existencia de doble region centromérica en dicho fragmento, y lo que habia sido
diagnosticado como del(Xql2) fue redefinido como idic(Yp™). La variacién en el
diagnostico de las pacientes 22 y 24 ha consistido, ademds de detectar nuevas lineas
celulares, en definir la naturaleza dicéntrica de los isocromosomas presentes en estas
pacientes.

Estos isocromosomas dicéntricos para el brazo largo se han visto involucrados en
mosaicos complejos de hasta nueve lineas celulares, lo que pone de manifiesto su gran
inestabilidad, y explica el origen de las numerosas alteraciones mitdticas que han tenido
lugar y que han conllevado a la formacion de numerosas lineas celulares. La existencia de
los dos centromeros podria explicar la "facilidad" para las roturas y no disyunciones
durante las divisiones mitoticas, originando anillos y fragmentos de diferentes tamanos.

5.4. IDENTIFICACION DE PEQUENOS FRAGMENTOS DE ORIGEN
DESCONOCIDO

Las mujeres con disgenesia gonadal incrementan el riesgo de desarrollo de cdncer
en gonadas en un 30% cuando se encuentra presente un cromosoma Y o un fragmento del
mismo (Verp y Simpson, 1987). Se cree que uno o mas genes del cromosoma Y
predisponen a las mujeres con disgenesia gonadal al desarrollo de gonadoblastoma. Aunque
todavia la identidad de este gen o genes no ha sido aclarada, si existe informacion sobre
su localizacion en el cromosoma Y. Las evidencias implican la porciéon media de este
cromosoma (intervalo 4B y 5) regién que incluye el centromero (Page, 1994) (Ilustr. 4).

Por dos razones se han utilizado sondas y cebadores especificos para los
centromeros de los cromosomas X € Y; por una parte, porque para que un fragmento sea
estable necesita obligatoriamente un centromero, y por otro lado, porque en esta region
del cromosoma Y parece encontrarse el gen o los genes responsables de gonadoblastoma.
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Existen muy pocos casos de gonadoblastoma en individuos 45,X sin cromosoma Y
detectado (Scully, 1970; Bonakdar y Peisner, 1980; Dewhurst y Ferreira, 1982; Pierga y
col., 1994). La presencia de mosaicismo del cromosoma Y en el ST puede explicarse
como el resultado de una no disyuncion postcigética. Esta posibilidad de pérdida
postcigotica esta apoyada por el estudio del origen del cromosoma X presente en los casos
de ST; en el 80% de los casos su origen es materno (Hassold y col., 1988).

Para comprobar la sensibilidad de la técnica de PCR en diferentes grados de
mosaicismo, y sabiendo que, potencialmente se puede detectar una secuencia del
cromosoma Y en una dilucion del 1:100.000 en ADN de mujer (Maness y col., 1989), se
mezcld ADN de hombre y de mujer controles en diferentes proporciones, minimizando el
ADN de una mujer Turner mosaico para el cromosoma Y, y se estudié la amplificacion
del segmento centromérico del cromosoma Y mediante los cebadores Y1, Y2 previa
digestion del ADN con la enzima de restriccion EcoRI. Obtuvimos una amplificacion del
fragmento de 170 pb hasta una dilucién del 0,1% de ADN de varon en ADN de mujer
controles.

El fragmento de 170 pb amplificado se pudo detectar mediante gel de agarosa
incluso en concentraciones tan bajas como 0,01 %, lo que corresponde a un total de cerca
de 100 pg de ADN de vardn en un fondo de ADN femenino. Lo que demuestra la gran
sensibilidad de esta técnica incluso en mosaicismos muy bajos.

El estudio molecular mediante PCR con los cebadores Y1, Y2 y XES7, XES2 ha
confirmado la existencia de material procedente del cromosoma Y en la paciente 16. La
senal especifica de la region centromérica del cromosoma Y (170 pb) fue detectado sélo
en varones control y en la paciente 16 pero no en el resto de las pacientes (Foto 20), al
igual que el fragmento de 609 pb correspondiente al gen SRY. Existen trabajos en los que
se pone de manifiesto la ausencia del gen SRY, con desarrollo de fenotipo masculino
(Vilain y col., 1994). Los autores concluyen que el desarrollo fenotipico masculino puede
ocurrir en ausencia de este gen. Una mutacién en un gen autosémico o en un gen ligado
al X podrian explicar estos fenotipos.

La paciente 16 habia sido diagnosticada inicialmente como 45,X/46,X,del(X)(q?);
tras el estudio con FISH y PCR se defini6 el fragmento como idic(Yp™), siendo indicado
la necesidad de un control médico especifico como prevision un gonadectomia. Este caso
nos indica la necesidad de un correcto cariotipaje y de las consecuencias de un error en
el diagnostico.

En el resto de las pacientes con fragmentos las técnicas de FISH y PCR han
demostrado que dichos fragmentos derivaban de un cromosoma X.
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LB 609 pb

170 pb
130 pb

Foto 20: Analisis de ADN de las pacientes Turner y de varones control por
PCR. Linea 1: marcador ¢$X[74/Hae III. Lincas 2 y 5: Fragmento de 130
pb con cebadores X1.X2 en un varon y en una mujer controles. Linea 8:
El mismo fragmento en la paciente 16. Lineas 3 y 6: Fragmento de 170 pb
con los cebadores Y1.Y2 en un varon y en una mujer controles. Linea 9:

El mismo fragmenio en la paciente 16. Lineas 4 y 7: Fragmento de 699 pb
en un varon y en una mujer controles con los cebadores XES7 y XES2
Linea 10: El mismo ?':‘;1‘:1!'tk‘:1'. y de 609 ph en la naciente 16 con los mismos

cebadores

o



MOSAICISMO EN EL SINDROME DE TURNER DISCUSION

1 2 3 45 6 7 8 9 10

609 pb
170 ph

I3Upb

Foto 20: Analisis de ADN de las pacientes Turner y de varones control por
PCR. Linea 1: marcador $X174/Hae III. Lineas 2 y 5: Fragmento de 130
pb con cebadores X1,X2 en un varén y en una mujer controles. Linea 8:
El mismo fragmento en la paciente 16. Lineas 3 y 6: Fragmento de 170 pb
con los cebadores Y1.Y2 en un varon y en una mujer controles. Linea 9:
El mismo fragmento en la paciente 16. Lineas 4 y 7: Fragmento de 609 pb
en un varén y en una mujer controles con los cebadores XES7 y XES2.
Linea 10: El mismo fragmento de 609 pb en la paciente 16 con los mismos

cebadores.
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6. CONCLUSIONES

Primera: de las 27 pacientes con sindrome de Turner estudiadas, 17 mostraron diferencias
con respecto a su cariotipo inicial:

a) inicialmente, las pacientes definidas como Turner no mosaico eran 13, lo que
corresponde a un 48% de la muestra, mediante FISH este porcentaje quedo
reducido a un 11%. Sélo en tres pacientes no fue posible detectar una segunda
linea celular. Segin la Tabla de exclusion de mosaicismo de Hook (1977), y en
base al nimero de metafases analizadas, en estas tres pacientes se ha podido
excluir, en sangre periférica, hasta un 2% de mosaicismo, con un grado de
confianza del 0,99.

b) el incremento de mosaicismo fue debido principalmente a la aparicion de la linea
celular 46,XX en un porcentaje del 0,2-1%.

c) se observé una mayor complejidad del mosaicismo debido a la aparicion de
nuevas lineas celulares. Los mosaicos de cuatro y mas lineas celulares se
produjeron por la inestabilidad de los cromosomas idic(Xq).

d) se definieron alteraciones a nivel centromérico como la existencia de
cromosomas dicéntricos de diferente naturaleza.

e) se identificé la naturaleza de fragmentos cromosOmicos.

Segunda: los datos obtenidos indican que el mosaicismo en el sindrome de Turner es
mucho mas comun de lo que inicialmente se creia. Ello implica la necesidad de aplicar
complementariamente las técnicas citogenéticas y moleculares en el diagndstico de
alteraciones cromosomicas, fundamentalmente para la deteccion de mosaicismo oculto y
en la identificacion de pequenos fragmentos cromosomicos.

Tercera: los datos obtenidos sugieren que la frecuencia de aparicion del cromosoma Y, o
un fragmento del mismo, en individuos 45,X es baja.

Cuarta: los cromosomas idic(Xq) pueden dar lugar a mosaicos complejos, debido quizas
a su gran inestabilidad, consecuencia de la presencia de dos centromeros.
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Quinta: el origen mitético del sindrome fue demostrado en 17 de las 27 pacientes
estudiadas. Los datos obtenidos apoyan las hipétesis actuales sobre el origen mitético del
sindrome y de la necesidad de mosaicismo para su supervivencia intrauterina. Los tres
casos en los cuales no se pudo detectar mosaicismo no contradicen necesariamente esta
hipotesis, ya que la ausencia de mosaicismo en sangre no implica la ausencia de
mosaicismo en otros tejidos embrionales o extraembrionales, que no han podido ser
estudiados por nosotros.

Sexta: el fenotipo del sindrome de Turner es muy similar independientemente del
cariotipo. De las alteraciones fenotipicas relacionadas con el ST, s6lo hay dos que parecen
estar claramente definidas: la deficiencia mental, que solo aparece en los casos con
fragmentos o anillos cromosoémicos que han perdido el centro de inactivacion; y por otro
lado, la talla baja, que aparece en todas las pacientes con ST independientemente de su
cariotipo. El resto de las alteraciones asociadas a este sindrome, aunque varia de unas
mujeres a otras, son tremendamente similares entre si independientemente del cariotipo.
El estudio de un solo tejido no justifica las diferencias encontradas entre unas pacientes y
otras. Las alteraciones fenotipicas dependen no sélo del nimero, tipo y porcentaje de las
lineas celulares, sino también en qué momento del desarrollo embrionario se han originado
y en que tejido se localizan. Por otro lado las dificultades en la deteccion de mosaicismo
explican las discrepancias fenotipicas-genotipicas en estas pacientes.

Séptima: la paciente que mejor ha respondido al tratamiento con GH ha sido la paciente
con un pseudoisocromosoma dicéntrico para el brazo corto del X. Aunque el porcentaje
de la linea 46,X,idic(Xp) es del 4,6%, parece ser suficiente para que siga una curva de
crecimiento elevada. Nuestros datos concuerdan con la hipétesis propuesta por Epstein en
1990 segun la cual el gen, o los genes responsables de la talla estin localizados en la
region terminal del brazo corto del cromosoma X.
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ILUSTRACIONES, TABLAS Y FOTOGRAFIAS.
INTRODUCCION:

Iustr. 1.- Modelo de desplazamiento cromosomico de Ford y Roberts (1983).

Ilustr. 2.- Rasgos fenotipicos mas comunes en el ST segin Stratakis y Rennert (1994).

Ilustr. 3.- Gametogénesis en el ST y en una mujer 46,XX, tomando como base los datos
aportados por Carlson (1990).

Ilustr. 4.- Esquema del cromosoma Y donde se indica la posible localizacion de los genes
que predisponen al gonadoblastoma y la localizacion de los genes SRY y RPS4Y.

Ilustr. 5.- Esquema que ilustra los linajes celulares en el embrion temprano de raton
(Carlson, 1990).

Ilustr. 6.- Genes que escapan a la inactivacion del cromosoma X segun Disteche (1995).

Tabla. 1.- Aneuploidia en recién nacidos.
Tabla. 2.- Incidencia de las alteraciones cromosomicas mas frecuentes en recién nacidos.

METODO

Tustr. 7.- Genes ligados al cromosoma X que tienen su homélogo en el cromosoma Y.

Ilustr. 8.- Esquema general de FISH indicando las sondas aplicadas y su localizacion en
el cromosoma X.

Tustr. 9.- Esquema de los diferentes tipos de alteraciones estructurales del cromosoma X
y su correspondiente localizacion de las sefiales fluorescentes en la Hibridacion in
situ.

Iustr. 10.- Esquema general de PCR.

Tabla 3. Variaciones de la forma comun del ST segun la sonda aplicada. Cada asterisco
representa una senal.

Tabla 4.- Esquema general de Hibridacion in situ.

Tabla 5.- Incubaciones segun el tipo de marcaje de la sonda.

RESULTADOS

Tabla 6.- Cariotipo inicial de cada paciente y cariotipo final por Hibridacion in situ.
Nimero de metafases analizadas y porcentaje de cada una de las lineas celulares.

Tabla 7.- Cariotipo y rasgos fenotipicos de los sujetos estudiados, agrupados segun el
cariotipo por FISH.
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Tabla 8.- Clasificacion de los cariotipos segun las técnicas empleadas.

Tabla 9.- Comparacion de la constitucion cromosdmica de la muestra estudiada con los
cinco principales estudios citogenéticos realizados.

Tabla 10.- Constituciéon cromosomica de la muestra estudiada comparada con el estudio
molecular realizado por Connor y Loughlin en 1991

Tabla 11.- Estudio metafésico en individuos control y en la paciente 22 mediante la sonda
DI1Z5

DISCUSION

[lustr. 11.- Mosaicismo cromosomico de origen mitdtico por pérdida anafisica del
cromosoma X.

Ilustr. 12.- Mosaicismo por no disyuncioén cromosomica en la primera divisiéon mitética.

[lustr. 13.- Mosaicismo por no disyuncién cromosdmica en la segunda division mitdtica.

lustr. 14.- Formacion del cromosoma pseu-idicYp.

Tlustr. 15.- Formacién de isocromosomas por division centromérica transversal.

[lustr. 16.- Diferentes derivados del cromosoma X en el Sindrome de Turner.

[lustr. 17.- Formacion del mosaico 45,X/46,XX/47, XXX por no disyuncion en la segunda
division mitatica.

[lustr. 18.- Formacién del mosaico 45,X/47, XXX/47,XX,del(X)(p?) por no disyuncion
y posterior deleccién del brazo corto del cromosoma X.

[lustr. 19.- Formacion del pseuidic(Xp) por rotura y ensamblaje de cromatides hermanas.

Ilustr. 20.- Mosaico de tres lineas celulares en la paciente 12 por formacién de un
cromosoma pseuidic (Xp) y pérdida de fragmentos acéntricos.

Ilustr. 21.- Ejemplo de formacioén del mosaico complejo en la paciente 24.

Ilustr. 22.- Ejemplo de formacioén del mosaico complejo en la paciente 22.

Foto 1: Hibridacion de la sonda DXZ1 mediante FISH que indica la presencia de un sélo
cromosoma X.

Foto 2: a) Metafase 47, XXX de la paciente 4 obtenjda mediante bandas G. b) Cariotipo
de la misma célula.

Foto 3: a) Hibridacion con la sonda DZX1 mediante FISH que indica la presencia de tres
cromosomas X en una de las metafases de la paciente 4. b) Presencia de una y tres
senales en ndcleos, que indican un mosaico 45,X/47,XXX en la misma paciente.

Foto 4: a) Metafase obtenida mediante bandas G que indica la presencia de un fragmento
cromosomico.b) Cariotipo de la misma célula.

Foto 5: a) Hibridacion de la sonda DZX1 mediante FISH que indica el origen del
fragmento cromosomico (46.X +frag(X)). b) La misma metafase.

Foto 6: a) Hibridacion de la sonda DZX1 mediante FISH que indica el origen del
fragmento cromosémico (46,X +frag(X)). b) La misma metafase.
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TERMINOS CLINICOS

Acromicria: Estado que se caracteriza por hipoplasia de las extremidades del esqueleto:
nariz, maxilares, dedos de las manos y de los pies.

Azoospermia: Falta o deficiencia de formacion de espermatozoides en el semen.
Clinodactilia: Desviacion o curvatura lateral o medial permanente, de uno o mas dedos.
Coartacion: Estado de estrechez o contraccion. de aorta Malformacion localizada,
caracterizada por deformidad de la tinica media de la aorta, que causa estenosis,
generalmente grave, de la luz del vaso.

Coxa vara: Alteracion de la cadera por deformidad de la cabeza del fémur.

Cripto-: (Krypto). Prefijo que significa oculto, encubierto.

Cubitus valgus: Deformidad del codo, en la cual se desvia la linea media del cuerpo en
la extension.

Disgenesia: Desarrollo defectuoso.

Displasia: Anomalia del desarrollo; alteracion de la forma, dimensiones y organizacion
de las células adultas.

Epicanto: Pliegue vertical de la piel a cada lado de la nariz, que a veces cubre el dngulo
interno del ojo.

Escoliosis: Apreciable desviacion lateral de la linea vertical, normalmente recta, del
raquis.

Eunucoide: Deficiencia de los testiculos o de la secrecion testicular.

Genu valgum: Deformidad de la rodilla. Pierna en forma de X.

Gingival: Perteneciente o relativo a las encias.

Gonadoblastoma: Neoplasia gonadal. Crecimiento tisular incontrolado y progresivo.
Hipertelorismo: Aumento excesivo de la distancia entre dos 6rganos o partes.
Hipogonadismo: Los ovarios no funcionan en la pubertad.

Hipotestosterismo: Falta o deficiencia de formacion de la hormona testosterona.
Hipoplasia: Desarrollo incompleto o defectuoso de un érgano o tejido.

Linfedema: Edema crénico, unilateral o bilateral, de las extremidades, causado por
acumulacién de liquido intestinal como resultado de estasis de la linfa, secundaria a
obstruccién de los vasos linfaticos o a trastornos de los ganglios linféticos.

Megacolon: Colon anormalmente grande o dilatado.

Micrognatia: Disminucién anormal o indebida del tamano de las mandibulas.

Nevus: Malformacién circunscrita estable de la piel y ocasionalmente de la mucosa oral,
que no se debe a causas externas.

Oligospermia: Deficiencia del nimero de espermatozoides en el semen.

Osteoporosis: Reduccién en la cantidad de masa 6sea, que lleva a fracturas facilmente tras
un pequeno trauma.

Palpebral: Perteneciente o relativo al parpado.

Prolapso: Caida o accion de colgar de una parte o una viscera.
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Pterygium colli: Estructura en forma de ala. Alteracién congénita en la que un pliegue
grueso de piel se extiende desde la region mastoidea hacia el acromion sobre la superficie
lateral del cuello.

Ptosis: Prolapso de un 6rgano o de una parte. 2. Caida del parpado superior por paralisis
del tercer nervio o de la inervacion simpatica.

Retrognatia: Retrusion del maxilar inferior.
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TABLA DE EXCLUSION DE MOSAICISMO SEGUN HOOK, 1977

Porcentaje de mosaicismo excluido con un grado de confianza del 0,90 0,95 y 0,99 segiin
el miimero de células analizadas y si tienen el mismo cariotipo.

Grado de confianza Grado de confianza
(n) 0,90 0,95 0,99 (n) 0,90 0,95 0,99
<4 36 7% 8% 13%
5 38% 37 7% 8% 12%
6 32% 41% 38 6% 8% 12%
7 29% 35% 39 6% 8% 12%
8 26% 32% 46 % 40 6% 8% 11%
9 23% 29% 41% 41 6% 8% 11%
10 21% 26% 37% 42 6% 7% 11%
11 19% 24% 35% 43 6% 1% 11%
12 18% 23% 32% 44 6% 7% 10%
13 17% 21% 30% 45 5% 1% 10%
14 16 % 20% 29% 46 5% 7% 10%
15 15% 19% 27% 47 5% 7% 10%
16 14% 18% 26% 48 5% 7% 10%
17 13% 17% 24 % 49 5% 6% 9%
18 13% 16 % 23% 50-55 5% 6% 9%
19 12% 15% 22% 56 5% 6% 8%
20 11% 14% 21% 57-58 4% 6% 8%
21 11% 14% 20% 59-63 4% 5% 8%
22 10% 13% 19% 64-73 4% 5% 7%
23 10% 13% 19% 74 4% 4% 7%
24 10% 12% 18% 75 4% 4% 6%
25 9% 12% 17% 76-89 3% 4% 6%
26 9% 11% 17% 90-98 3% 4% 5%
27 9% 11% 16% 99-112 3% 3% 5%
28 8% 11% 16% 113 3% 3% 4%
29 8% 10% 15% 114-148 2% 3% 4%
30 8% 10% 15% 149-151 2% 2% 4%
31 8% 10% 14% 152-227 2% 2% 3%
32 7% 9% 14% 228-229 2% 2% 2%
33 7% 9% 14% 230-298 1% 2% 2%
34 7% 9% 13% 299-458 1% 1% 2%
35 7% 9% 13% >459 1% 1% 1%

Nota: Si n=numero de metafases analizadas, el grado de mosaicismo que podemos considerar excluido, dado un grado
de confianza limite, se encuentra en la columna correspondiente. Por ejemplo, si el nimero de metafases contadas es de
52, el grado de mosaicismo excluido, con un nivel de confidencia del 95%, es del 6%.
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Concentracién de ADN de dos sujetos control para
determinar el grado de mosaicismo oculto que se

puede detectar mediante PCR

ADN varén | ADN mujer TOTAL
100%f 100mg | - | 100ng
90% 90 ng 10 ng "
80% 80 ng 20 ng
70% 70 ng 30 ng
60% 60 ng
 50% SOng
40% 40 ng
30% 30 ng
20% 20 ng
. 10% i0ng |
9% 9 ng
8% 8 ng
7% 7 ng
6% 6 ng
5% S |
4% 4 ng
3% 3ng
2% 2 ng
R im %9ng | i00ng
0,9% 0,9 ng 99,1 ng "
0.8% 0.8 ng 99.2 ng
0,7% 0,7 ng 99,3 ng
0,6% 0,6 ng 99,4 ng
0.5% 05ng 99.5 ng 100 ng
0,4% 0,4 ng 99,6 ng "
0,3% 0,3 ng 99,7 ng
0,2% 0,2 ng 99,8 ng
0,1% 0.1 ng 999 ng 100 ng
0,01% 0,01 ng 99,99 ng 100 ng
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