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Ahstract Depression is a common disease that may cause severe damage to human health. lmipramine (IMI and
desipramine DES) are medicaments used for treatiment, yet studics on their genotosic potential have given contraversul
results. Therefore, we designed the present assay to determine their effect as inducers of micronucleated polychromitic
erythrocytes (MNPE) and micronucleated normoshromatic erythrocytes (MNNE) in mice. The study was carried out in
animals administered duily with the compounds for 4 weeks, and the determination of micronuclei was done eich week.
We also evaluated the bone marmow cytotoxicily induced by the chemicals Besides, the sume determinutions were carried
out in the following 4 consecutive weeks, but in this period the animals were not treated with the tested compounds. Our
results showed a sienificant increase 1n bosh MNPE and MNNE induced by both compounds from the first week of
administration. At the fourth week, IM] increased three nmes the control kevel, while the effect of DES was aboul seven
times such level In the sccond, 4-week phase. we observed 2 reduction in the rate of micronuclel approaching the comral
Jewel, We also detected a bone murrow-mitetic division decrease by the evaluated chemicals. Ouwr results point o the need

T LR | 742-TR45. 2008 (M 28 8

LPN, “Pharmacology Laboratory, School of Medicime, ICSA-UAEH, and

for cautiousness in the clinical use of the compounds as well as for lesting the effect in pati

Depression 1s a common disorder which may affect | out of
I individuals during their life-time, giving rise to serious
health und socio-cconomic problems [1.2]. The discase can
be caused by various endogenous and exogenous factors,
and 11 is characterized by mmitability, insomnia, faugue,
psychomator and coneentration alterations in addition to 4
sweidal tendency [3]. The extent of clinical damape as well
as its socio-economic importance has favoured the use of
number of drags such as the tricyelic antidepressants which
are agents that. besides acting against depression, huave shown
pharmacological effects in the treatment of enuresis. anxicty.
bulimia, anorexis, aleoholism, attention-deficn hyperactive
disorder and neuralgia [3-5].

Tricyclic drugs are secondary or tertiary amines with a
commaon core consisting of two aromatic rings fused with a
seven-atom ring which may include a nitrogen heteroatom.
Imipramine (IM1) is & tertiary amine that is readily demeth-
ylated i vive to the corresponding secondiry amine,
desipramine (DES), which is also pharmacologically active
{6] (fig. 1), These two medicaments have been used for more
than 40 years, and, thus, their therapeutic efficacy and
secondary effects are well known.

With respect to the genotoxic potential of IMI, several
in vitrer studies have been published as have a few others
using in vive models (1.7 12]. The guthors have cvaluated
genetic. chromosomal and DNA breaking purameters and
they have reported controversial results In regard to DES, a

Author for corresporidence: Eduarda Madngul-Bujaidar, Genetics
Lahoratary, Nattanal School of Brological Sciences. RN,
Carpio v Plan de Ayala_ Sto. Tomds México DUF ep 11330, México
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s under treatment.

conclusion aboul s genoloxicity is even more difficult
because studies on the matter have been far more himited [1].
In a previous reporl, we determined a significant, dose-
dependent merease in the rate of sister chromatd exchanges
in mice administered orally with 7 60 mg'kg of IMI. and
with 2-60 ma'ka of DES [4], Moreover, a study in mouse
bone marrow using the above-mentioned doses showed
significant increase in the frequency of structural chromo-
somal aberrations when the animals were administered orally
wilh both compounds [13]. Interestingly, most studies pub-
lished to date on the genotoxic capacity of both drugs have
been made using an acute approach; however, pharmaco-
logical treatments muy tike various months. In light of this
information and of the heterogencous results obtained so
far, we designed the present investigation 1o determine
whether a daily admanistration of the drugs in mice for 4
weeks produces an increase in the rate of micronueleated
polychromatic erythrocytes (MNPE] and/or of micronucleated
normochromatic crythrocytes (MNNE), and also 1o verily
ift such treatment iy induce bone marrow cviotoxicity. More-
over, we investigated whether elimination of the chemicals
in the 4 subsequent weeks induces a genotoxic recovery.

Materials and Methods

Chemively urnd waiats. The following compounds were purchased
from Sigma Chemicals (Mexico City, Mexico): M1, DES (with a
purity of 9850, methyl methanesulfonate (MMS), methanol and
Gigmsa stain, Sodium chloride, potussium chloride and sodium
hydroxide were purchased from 1T, Baker {Mexico City, Mexico)
The experiment was made in 2-month-old male mice (€114,
weighing 25 1 g, obtained from CENID-Microbiology, Depariment
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RESUMEN

Se calcula una frecuencia del 11% de anormalidades citogenéticas en los pacientes con
problemas de la reproduccion, entre los que se incluyen los mosaicos de cromosomas sexuales.
En las mujeres, estas alteraciones con 2 o 3 lineas celulares: 45,X/46,XX 0
45,X/46,XX/47,XXX cursan con fenotipos fisicos y reproductivos variables, asi también las
lineas celulares 46,XX/47,XXX ; 46, XX/47, XXX/48,XXXX ¢ 47,XXX/48,XXXX que hasta
el momento no se han estudiado adecuadamente. A todas estas variantes se les puede englobar
con el nombre de Mosaicos del cromosoma “X”. Este mismo ha sido reportado por algunos
autores con desarrollo sexual anormal, pérdidas gestacionales o recién nacidos con
cromosomopatias o hijos con defectos congénitos.

El objetivo de este trabajo fue conocer en una muestra de mujeres mexicanas la frecuencia del
mosaicismo del cromosoma “X” y correlacionarlo con alteraciones de la reproduccion. A la vez
se consider6: 1) Determinar cual es la principal causa de consulta en los mosaicismos de
cromosoma “X”; 2) Conocer cual es el mosaico de cromosoma “X” mas frecuente; 3)
Establecer la correlacion de Bandas GTG con FISH; 4) Descartar la presencia del cromosoma
Y por medio de FISH; 5) Establecer la correlacion fenotipo-cariotipo en cada caso 6)
Analizar las posibilidades de riesgo para su descendencia 7) Establecer un flujograma de estudio
para estas pacientes.

Se atendieron a las parejas que acudieron con alteraciones de la reproduccion a la consulta de
Genética del Instituto Nacional de Perinatologia, realizandoles la historia clinica genética, el
arbol genealdgico y exploracidon fisica teniendo como criterios de seleccion: 1)amenorrea
primaria o secundaria 2)esterilidad primaria o secundaria 3)pérdida gestacional recurrente
4)hijo(s) previo(s) con defecto(s) congénito(s) 5)hijo(s) previo(s) con cromosomopatia 6) falla
ovdrica prematura. A las parejas que reunieron los requisitos se les realizo el cariotipo en sangre
periférica con Bandas GTG (con Tripsina y Giemsa) con la técnica de Moorhead modificada,
para analisis tanto numérico como estructural con una resolucion de 450 bandas. Se analizaron
100 células en metafase por bandas GTG y 500 células en interfase por la técnica de FISH
(hibridacidn in situ con fluorescencia) con la sonda cen X/cen Y, por cada caso.

Se ingresaron al protocolo de estudio a 87 mujeres que fueron detectadas con el mosaicismo, con
edad minima de 19 afios y maxima de 44 afios, encontrandose como causa mas frecuente para
acudir a la consulta: 1) aborto recurrente (56), 2) amenorrea (12), 3) esterilidad (7), 4) hijo
con defectos congénitos (7) y 5) aborto e hijo(s) con defectos congénitos, encontrando que el
mosaico de cromosoma “X” mas frecuente fue: 45,X/46,XX/47,XXX(37); 45,X/46,XX(29) y
46,XX/47,XXX(19); 45,X/46,XX/47, XXX/48; X XXX (1) y 46,XX/47,XXX/48,XXXX(1). No se
encontraron secuencias del Y en ninguna las muestras analizadas. Se les dio el resultado y bajo
consentimiento informado se inicid el protocolo de estudio integral. Les fue realizada valoracion
por cardiologia, oftalmologia, estomatologia y sicologia, asi como la realizacion del pérfil
hormonal, ultrasonido pélvico y renal y en caso necesario la urografia excretora y la
histerosalpingografia.

Las conclusiones fueron: 1) El mosaicismo de cromosoma “X” es una alteracion que hasta el
momento no se habia estudiado en forma integral. 2) La causa mas frecuente de consulta de estas
pacientes es el aborto recurrente. 3) El mosaico que mas se presenta son las lineas:
45,X/46,XX/47,XXX. 4) No se encontraron secuencias del “Y”, en ninguna paciente. 5) Estas
mujeres pueden presentar alteraciones fenotipicas a nivel reproductivo. 6) El riesgo para la
descendencia es variable. 7) Es importante el ingreso de estas pacientes a un protocolo de
estudio multidisciplinario e interdisciplinario. 8) En caso de embarazo posterior es de gran
importancia el seguimiento hasta su resolucion, asi como la realizacion de estudios de

diagnostico prenatal y seguimiento del recién nacido. Ademas se propone un esquema de flujo para la
atencion de las pacientes.




ABSTRACT

Is calculated a frequency of 11% of cytogenetic abnormalities in patients with reproductive
problems, in which are included the sexual chromosomal mosaics. In women this alterations
with 2 or 3 cellular lines: 45, X/46, XX or 45, X/46, XX/47, XXX enrolled with physic
phenotypes and variable reproductive, also the cellular lines 46,XX/47,XXX;
46,XX/47,XXX/48,XXXX or 47,XXX/48,XXXX that had not been correctly studied until this
moment. All this variants can be named as Mosaics from the “X” chromosome. This one has
been reported by some authors with abnormal sexual development, pregnancy loses, newborns
with chromosomal diseases or sons with congenital defects.

The objective of this research was to know in a sample of Mexican women the chromosome “X”
mosaic frequency and correlation it with other reproductive alterations. At the same time was
considered: 1) Determine which is the main cause for query in chromosome “X” mosaics. 2)
Know which is the most frequent chromosome “X” mosaic. 3) Establish the correlation of GTG
bands with FISH. 4) Discard the presence of “Y” chromosome by FISH. 5) Establish the
phenotype-karyotype correlation in each case. 6) Establish a flowchart research for these
patients.

The couples with reproductive alterations who went to query in Genetics from the Instituto
Nacional de Perinatologia were attended, making their clinic genetic history, their family tree
and physical examination having as selection criteria: 1) Primary or secondary amenorrhea. 2)
Primary or secondary sterility. 3) Recurrent pregnancy loss. 4) Previous son(s) with congenital
defects. 5) Previous son(s) with chromosomal disease. 6) Premature ovarian failure. The
karyotype in peripheral blood with GTG Bands (with Trypsin and Giemsa) had been made in
couples with the requirements, with the Moorhead modified technique, for numerical and
structural analysis with a 450 band resolution. We analized 100 metaphase by GTG bands and
500 interfase cells by FISH (Fluorescence in sifu hybridization) with cen X/cen Y probe, for
patient.

87 women with the mosaic detected got into the research protocol, between 19 and 44 years old,
finding as the most frequent causes for query: 1) Recurrent abortion(56). 2) Amenorrhea (12). 3)
Sterility (7). 4) Son with pregnancy defects (7) and 5) Abortion and son(s) with pregnancy
defects, finding that the most frequent chromosome “X” mosaic was: 45,X/46,XX/47,XXX(37);
45,X/46,XX(29) and  46,XX/47,XXX(19);  45,X/46,XX/47,XXX/48;XXXX(1) and
46,XX/47,XXX/48, XXXX(1). Sequences in the chromosome Y were not found in any of the
analyzed samples. The results were given to the patients and under informed consent the integral
protocol of research started. An evaluation from cardiology, ophthalmology, stomatology and
psychology was made to the patients, as the making of a hormonal profile, pelvic and renal
ultrasound and in case of being necessary an excretory urography and a hysterosalpingography.
The results were: 1) This alteration has not been integrally studied, 2) The most frequent cause
of query is the recurrent abort, 3) The mosaic with most appearance is 45,X/46,XX/47,XXX, 4)
Sequences of Y were not found, 5) These women could present phenotypic alterations in a
reproductive level, 6) The risk for the offspring is variable, 7) Is important the entry to a
multidisciplinary and interdisciplinary research protocol of these patients, 8) In case of posterior
pregnancy is of great importance the follow until its resolution, also the making of pregnancy
diagnosis studies and follow of the newborn. In addition is proposed a flow scheme for the
patients’ attention.
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1. INTRODUCCION.

Uno de los eventos de mayor trascendencia biologica es la reproduccion humana;
sin embargo existen muchas implicaciones sicoldgicas, sociales y culturales que enfrenta
la pareja cuando presenta alguna alteracion de dicha funcion.

Los factores genéticos explican el 33% de los trastornos de la reproduccion
(amenorrea primaria o secundaria, infertilidad primaria o secundaria y esterilidad
primaria o secundaria), de los cuales una tercera parte tienen origen cromosomico. * En
Meéxico se calcula una frecuencia del 11% de anormalidades cromosémicas en los
pacientes con trastornos reproductivos, entre los que se incluyen las alteraciones de los
cromosomas sexuales. ¢
Los productos de la concepcion con aneuploidias como el Sindrome de Turner

con cariotipo 45,X terminan en aborto en el 99% de las ocasiones, @

mientras que
algunas de sus variantes en mosaico sobreviven, cursando con fenotipos variables y se
asocian posteriormente en su descendencia con aborto recurrente o hijos con defectos o
cromosomopatias. En el estudio de pacientes que cursan con esterilidad, estas variantes

corresponden al 38% de los casos. ©

1.1 DESARROLLO DE LAS GONADAS.

El desarrollo del sistema genital es una parte de la diferenciacion sexual general
de un individuo. La determinacion del sexo comienza en la fecundacidn, cuando un
cromsosoma Y o un cromosoma X adicional se unen al cromosoma X que ya existe en el

ovulo. Aunque el sexo genético del embrion se fija en el momento de la fecundacion, el




fenotipo viene a manifestarse hacia la séptima semana del desarrollo. Antes de ese
momento, el principal indicador morfolégico del sexo del embrion es la presencia o
ausencia de la cromatina sexual (corptsculo de Barr) en la mujer y este corptsculo es el
resultado de la inactivaciéon de uno de los cromsosomas X. Durante esta etapa de
indiferenciacion desde el punto de vista morfoldgico del desarrollo sexual, los futuros
gametos migran hacia los primordios gonadales desde el saco vitelino. ©

Se ha considerado que la diferenciacion fenotipica del género comienza con las
gonadas; sin embargo, investigaciones recientes han demostrado diferencias sexuales
desde la implantacion del embrion. Previo a la esta etapa los embriones masculinos y
femeninos son distinguibles desde el punto de vista antigénico, esto sugiere diferencias
en la expresion de genes y avanza en virtud de las influencias similares en la
diferenciacion de los genitales externos y por ultimo en el desarrollo de las
caracteristicas sexuales secundarias completan los sucesos que constituyen el proceso
general de diferenciacion sexual; asi también, tiene lugar la diferenciacion sexual de

cerebro, la cual influye en el comportamiento de cada individuo. 7'¥

1.1.1. MIGRACION DE LAS CELULAS GERMINALES HACIA LAS

GONADAS.

Las células germinales primordiales, precursoras de los gametos que son
reconocibles mas precozmente, tienen su origen fuera de las gonadas y migran hacia
ellas durante el desarrollo embrionario temprano. Las células germinales humanas se
reconocen facilmente 24 dias después de la fecundacion en la hoja endodérmica del saco

vitelino gracias a su tamafio y su elevado contenido de la enzima fosfatasa alcalina. Las




células germinales salen del saco vitelino y pasan al epitelio del intestino posterior;
desde alli migran a través del mesenterio dorsal hasta alcanzar los primordios de las
gonadas, en donde cerca de 4000 células primordiales entran en las génadas primitivas.
Las células germinales primordiales extraviadas que se alojan en localizaciones
extragonadales por lo general mueren, pero si sobreviven pueden dar lugar a teratomas.
Se sugiere que las primeras estapas de la migracion de las células germinales
primordiales hacia las gobnadas son posibles gracias a movimientos ameboides activos en
las células en respuesta a un sustrato primitivo de la matriz extracelular. También
pueden contribuir los desplazamientos tisulares gracias al crecimiento diferencial de la
region posterior del embrion. Durante su migracion muchas células germinales
primordiales estdn unidas entre si mediante largas prolongaciones citopldsmicas.
Todavia no se ha determinado como estas interconecciones controlan la migracion o el
asentamiento en las gonadas. Las células germinales migratorias proliferan en respuesta
a factores mitogénicos como el factor inhibidor de la leucemia y el factor de crecimiento
de los mastocitos (factor de células provenientes de la madre o factor de Steel). (89
Conforme las células germinales se aproximan a las crestas genitales al final de
la quinta semana del desarrollo, pueden ser influenciadas por factores quimiotacticos
segregados por las gonadas recién formadas. Las células germinales primordiales del
injerto se concentran mas cerca de las crestas genitales del huésped o en ocasiones
migran desde alli hacia las crestas genitales. Entre mil y dos mil células germinales

entran en las crestas genitales y alli se detiene el comportamiento migratorio. “




1.1.2. DETERMINACION GENETICA DEL SEXO.

En 1959 se establecid que la diferenciacion entre los seres humanos masculinos y
femeninos depende de la presencia del cromosoma Y; sin embargo, el vinculo entre el
cromosoma Y, asi como la determinacion testicular no se habia descubierto. Durante las
ultimas décadas se han propuesto 3 candidatos para el factor de determinacion testicular:
1) el Antigeno H-Y, un antigeno menor de histocompatibilidad presente en las células de
los varones pero no en las de las mujeres, localizado en el brazo corto del cromosoma Y
humano; 2) un locus del brazo corto del cromosoma Y llamado gen “zing finger” (ZFY)
3) el gen de determinacion testicular SRY, localizado en el brazo corto del cromosoma
Y en una regiéon de 35 kilobases que codifica una proteina no-histona de 223
aminoacidos que pertenece a la familia de proteinas que contienen una region fijadora de

DNA muy conservada de 59 aminoacidos llamada “high mobility group box”. 64557

1.1.3. DIFERENCIACION GONADAL.

En humanos, semejante a otros mamiferos, las gonadas, los conductos genitales
internos y estructuras genitales externas, todos son desarrollados de tejidos embrionarios
bipotenciales. Los fenotipos masculino o femenino se dan a través de una cascada de
procesos los cuales se inician con la determinacion sexual seguida de la diferenciacion
sexual. El cariotipo (46,XX o 46,XY) del embrion (sexo genético) determina si la
gonada primordial se diferencia en un testiculo o en un ovario respectivamente

(diferenciacion gonadal). Un gen relacionado al Y, el SRY, actia como sefial para la




diferenciacion testicular. El proceso de desarrollo testicular involucra varias vias
controladas por otros genes no ligados al Y, tales como el gen 1 de tumor de Wilms
(WT1), EMX2, LIM1, factor esteroidogénico 1 (SF-1) y el gen 9 relacionado a SRY
(SOX 9). Ademas de otros genes tales como Wnt-4 y DAX-1 (reversion sexual sensitiva
a dosis) y DMRT]I, que son necesarios para la iniciacion de la determinacion sexual en
la via femenina. La produccion hormonal de gonadas diferenciadas es relevante para la
diferenciacion de los genitales internos y externos durante la vida fetal, asi como para el
desarrollo de caracteristicas sexuales en la pubertad. La hormona Antimiilleriana (AMH)
secretada por las células de Sertoli inhiben el desarrollo de genitales internos
masculinos. La diferenciacion de los genitales externos masculinos requiere la
transformacion de testosterona a dihidrotestosterona 5 alfa reductasa tipo 2 expresada en

piel genital y seno urogenital. Gaso)
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1.1.4. DIFERENCIACION DEL OVARIO.

En ausencia de las sefiales especificas de diferenciacion testicular, las gonadas
acaban convirtiéndose en ovarios. En contraste con los testiculos, la presencia de células
germinales viables es escencial para la diferenciacion ovarica; si tales células no llegan a
las crestas genitales o si son anormales (ej. una Monosomia del X ) y se degeneran, la
gbnada se retrae y el resultado de esto son cintillas ovéricas (ovarios vestigiales). ®

Después de que las células germinales primordiales han llegado al futuro ovario,
permanecen concentrados en la region corticomedular externa o cerca del limite de la
misma. Al igual que el testiculo, el ovario contiene cordones sexuales primitivos en la
region medular, pero no estan tan bien desarrollados como los del testiculo. El origen de
las células que forman los foliculos ovaricos no se ha determinado. Se han propuesto tres
lugares de origen para las células del epitelio folicular: 1) el epitelio celomico (cordones
sexuales secundarios); 2) los cordones sexuales primitivos de origen mesonéfrico y
3) una combinacion de los dos.

Las células germinales primarias llamadas “oogonias™ proliferan por mitosis
desde el momento que entran en la gonada hasta el inicio del cuarto mes de gestacion.
Entonces algunas oogonias de la region medular interna del ovario entran en la profase
de la primera division meiotica, posiblemente bajo la influencia de un factor estimulante
de la meiosis que procede del mesonefros. Esta influencia puede estar asociada con
cumulos de epitelio derivados del mesonefros llamados “refe ovarii medular”. Las
oogonias en meiosis, ahora llamadas “oocitos”, se asocian con células foliculares y

forman los foliculos primordiales. Entre tanto, las oogonias de la regién cortical del
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ovario continuan dividiéndose por mitosis. Las oogonias y los oocitos primarios estan
unidos por puentes citoplasmicos intercelulares que pueden intervenir en la
sincronizacion de su desarrollo. Hacia la semana 22, el desarrollo folicular esta bastante
avanzado en todo el ovario, los oocitos continiian en meiosis hasta que alcanzan la etapa
de diplotene de la profase cuando desaparece el bloqueo, en el adulto esto sucede en los
oocitos individuales unos pocos dias antes de la ovulacion y en las mujeres
premenopausicas, pueden haber pasado hasta 50 afios desde que estos oocitos entraron
en el bloqueo meidtico durante la vida embrionaria.

En el ovario fetal se forma una delgada tinica albuginea casi imperceptible en la
union corticomedular, la corteza del ovario es el componente predominante y contiene la
mayoria de los oocitos, la médula se llena con tejido conectivo y vasos sanguineos que
proceden del mesonefros.

El ovario en desarrollo no mantiene una relacion con el mesonefros,
normalmente los tubulos mesonéfricos del embrion femenino se degeneran y solo
quedan restos.

En el ovario, los foliculos primordiales tienen que pasar por diferentes estadios
para llegar a foliculos preovulatorios. En afos anteriores, nuevos genes y nuevas
proteinas han sido reconocidas que juegan un papel importante en la foliculogénesis.
Una serie de ligandos y su receptor c-kit son necesarios para el mantenimiento del total
de foliculos de ovario: GDF-9, BMP15, originan una mayor foliculogénesis temprana.
Existen algunas proteinas pro y antiapoptodticas tales como Bax y Bcl, las cuales se
completan en las células de la granulosa, para mantener o no vivo el ambiente

folicular. @
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Existe un gen MATER, que fue primeramente visto en ratones y que es requerido
para el desarrollo embrionario temprano y sirve como un modelo de ratéon autoantigeno.
En el humano el cDNA de MATER clonado por técnicas de PCR, mide
aproximadamente 63 kb DNA, ubicado en el cromosoma 19 y estd compuesto de 15
exones y 14 intrones, y la expresion de la proteina MATER (de aproximadamente 134
kDa) fue detectada en los oocitos humanos y provee bases para la investigacion de las

implicaciones clinicas en falla ovarica prematura e infertilidad en las mujeres. ©
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Figura 2. Migracion al Ovario. Migracién de células sexuales primordiales al ovario.

1.2. ASPECTOS CITOGENETICOS.

1.2.1. CROMOSOMAS.

Todas las células tienen cromosomas, el término fue dado por W. Waldeyer en

1888, el cual significa “cuerpo coloreado” y se usa porque los cromosomas se tifien de
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un color brillante con ciertas técnicas histologicas. Se encuentran en el ntcleo en
nimero constante para cada especie. El material nucleoprotéico de los cromosomas se
denomina cromatina.

Cada cromosoma, con muy pocas excepciones tiene un claro punto de anclaje
para las fibras que forman los husos mitotico y meidtico. Los puntos de anclaje se
denominan cinetocoros, y las constricciones de los cromosomas en donde éstos se hallan
se llaman centromeros. Los cinetdcoros, y las constricciones de los cromosomas en
donde éstos se hallan se llaman centrémeros. Los cinetdocoros estan compuestos
aparentemente por proteina y RNA. Los cromosomas se clasifican de acuerdo con la
localizacion del centromero. Este puede encontrarse en la mitad del cromosoma
(metécentrico), en el extremo del cromosoma (telocéntrico), muy cercano al final del
cromosoma (acrocéntrico) o en alguna posicién intermedia a €stas (subtelocéntrico o
submetacéntrico).

Cada cé¢lula somatica normal en la especie humana tiene 46 cromosomas por lo
que son diploides (2n) antes de que tenga lugar la division celular; esto es, todos sus
cromosomas se presentan en parejas. Uno de los miembros de cada pareja proviene de
cada uno de los progenitores. Las células haploides (n), entre las que se incluyen las
c¢lulas reproductoras (gametos), poseen solo una copia de cada cromosoma. En el
estado diploide, los miembros de un mismo par cromosémico se denominan
cromosomas homologos (o simplemente homdlogos); los dos forman un par homélogo.

De los 23 pares, 22 se encuentran tanto en las células masculinas como
femeninas y se llaman autosomas, y el otro par, denominados cromosomas sexuales o
gonosomas, son dos cromosomas X en la mujer (46,XX), yun X y un Y en el varon

(46,XY).
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El nimero de cromosomas se mantiene constante en las células somaticas por el
fenomeno de la division llamado mitosis y se reduce a la mitad en los gametos por la
divisién conocida como meiosis. Fallas en cualquiera de estos dos procesos ocasionan
las aberraciones del niimero de los cromosomas.

El complemento cromosdémico total de una célula, el cariotipo, se puede
fotografiar durante la mitosis y ordenar en parejas para formar una figura que se

denomina cariograma.

1.2.2. MITOSIS.

El proceso por el cual una célula da origen a dos células hijas con igual nimero
de cromosomas se denomina mitosis. Cuando no son aparentes los fendmenos de la
division se dice que la célula se encuentra en el periodo de interfase, en donde los
cromosomas estan alargados formando una fina red dentro del nucleoplasma. La mayor
parte de las células del organismo se divide periddicamente, para lo cual ocurren
transformaciones y fenémenos que se suceden de manera ciclica, constituyendo lo que
se denomina ciclo celular. “ Para dividirse, la célula tiene que duplicar antes su
material genético, lo cual ocurre durante el periodo S o sintético del ciclo por lo que en
el periodo G1 cada cromosoma estard constituido por una simple cromatide, mientras
que después del periodo S —en el periodo G2- ya aparecera constituido por dos
cromatides unidas por el centrémero. Al final del periodo G2 aparecen las fases que
constituyen la mitosis propiamente dicha y que ocurre en 1 o 2 horas. La mitosis es un

proceso continuo, pero se describe conformada por fases consecutivas que se definen por

25




las caracteristicas morfologicas de los cromosomas: profase, metafase, anafase y
telofase.

En la profase, los cromosomas que ya se habian duplicado en el periodo S de la
interfase, se han ido acortando y aparecen como bastones compactos, por un proceso de
espirilizacion. La membrana nuclear deja de hacerse visible y son aparentes los
centriolos que también se han duplicado, migrando uno de ellos por la periferia del
nuicleo hacia el otro polo de la célula, el huso acromatico aparece entre los dos
centriolos. Estos son los lugares donde se ensambla la tubulina -que es la subunidad
proteica de los microtibulos. El nucléolo también deja de hacerse visible durante la
profase.

En la metafase, los cromosomas se colocan en el plano ecuatorial de la célula y
aparecen unidos al huso acromatico por el centromero. En este estadio mediante las
técnicas de cultivo de tejidos y el empleo de sustancias como la colchicina que impiden
la formacion del huso, se pueden observar mejor los cromosomas al microscopio.

En la anafase ocurre la division longitudinal del centrémero, por lo que permite
que cada cromatide se separe y unida por el centromero al huso acroméatico, migre hacia
el polo respectivo de la célula.

En la telofase se forman dos nucleos hijos (cariocinesis) y el citoplasma también
completa su division (citocinesis), de tal suerte que por ultimo se obtienen dos células

hijas con igual dotacién de cromosomas y de citoplasma (division ecuatorial).
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1.2.3. MEIOSIS.

La meiosis permite la reduccion del nimero de cromosomas por medio de dos

divisiones celulares sucesivas —primera y segunda divisiones meidticas- con una sola

duplicacion previa de los cromosomas.

Los cromosomas homoélogos se aparean en la primera division de meiosis y

realizan un proceso de intercambio de material genético denominado entrecruzamiento

(crossing-over) que tiene notable importancia en la evolucion y variacion genética de las

especies que se reproducen sexualmente.

La profase de la primera divisidn meidtica consta de cinco etapas:

1)

2)

3)

4)

Leptoteno. En la cual los cromosomas aparecen como finos filamentos.
Cigoteno. Los cromosomas homdlogos se aparean (sinapsan) en toda su
longitud formando los llamados bivalentes, gracias a la formacion del
complejo sinaptonemal constituido por tres elementos paralelos —
electrodensos- uno central y dos laterales llamados sinaptomeros,
interconectados por filamentos transvesos.

Paquiteno. Los cromosomas se han ido acortando y cada cromosoma
aparece claramente formado por dos cromatides, por lo cual el bivalente
presenta cuatro filamentos (tétrada) en intima relacion, con esta fase ocurre
el fendmeno de entrecruzamiento.

Diploteno. Comienza la separacion de los bivalentes, quedando unidos en
determinados puntos —llamados quiasmas- los cuales son la manifestacion
citologica del intercambio de material genético o entrecruzamiento. Este

mecanismo permite que cada cromosoma de un gameto de un individuo
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pueda llevar genes de ambos progenitores y es un factor que introduce
notable variabilidad genética en los organismos de reproduccion sexual. A
medida que progresa el diploteno los quiasmas parecen moverse hacia los
extremos del cromosoma, proceso llamado terminalizacion.

5)  Diacinesis. Los cromsosomas se han contraido aun mas y los quiasmas se
han desplazado por completo hacia sus extremos (terminalizacion).

En la metafase de la primera division meiotica los cromosomas bivalentes se
colocan en el plano ecuatorial de la célula, orientando sus centromeros hacia cada uno de
los polos; durante la anafase los dos cromosomas de cada par se separan dirigiéndose
cada uno de ellos al polo celular correspondiente. Esta separacion de los homologos
constituye la base fisica de la segregacion de los alelos.

En la telofase se completa la primera division de meiosis, la cual es seguida
después de un breve periodo intercinético por la meiosis II sin que ocurra nueva sintesis
de DNA. Durante la metafase II los cromosomas se colocan en el plano ecuatorial de la
célula y en la anafase II ocurre la division longitudinal del centromero. La migracién
hacia los polos se completa en la telofase II. Por consiguiente, cada una de las dos
células obtenidas en la meiosis I originara a su vez otras dos o sea cuatro en total. Cada
uno de estos gametos tendra un nimero simple o haploide de 23 cromosomas.

La meiosis, sin embargo, presenta diferencias importantes segin se trate de la
mujer o el varon. En la mujer, la ovogénesis primaria produce un solo gameto funcional
-el ovocito- que posee mayor cantidad de citoplasma debido a una division desigual que
produce tres pequefios corpusculos polares que degeneran ademas del ovocito. En el
varon, la espermatogénesis tiene lugar en el testiculo. En la pared de los tumulos

seminiferos se encuentran las espermatogonias que se multiplican por mitosis. Las
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espermatogonias maduras se acercan a la luz del tibulo y se transforman en

espermatocitos primarios, que son las células que inician la meiosis. Cada espermatocito

primario origina dos espermatocitos secundarios, y cada uno de ellos dos espermatides

que se transformaran mediante espermiogénesis en espermatozoides o gametos

masculinos.

En la meiosis I, los gonosomas X y Y se vinculan de manera terminoterminal por

sus brazos cortos y forman lo que se llama la vesicula sexual.
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1.3. CROMOSOMA “X”.

1.3.1. BIOLOGIA DEL CROMOSOMA X.

La biologia del cromosoma X es Unica, asi hay 2 cromosomas X en las mujeres y
solo uno en los hombres, mientras los autosomas estan presentes en duplicado en ambos
sexos. La presencia de un solo autosoma, lo cual puede ocurrir como resultado de un
error en la segregacidbn meidtica, es invariablemente un evento embrionico letal. La
monosomia para el cromosoma X es viable porque la compensacion del dosage, un
sistema que se encuentra en todos los organismos con una forma X:Y de determinacion
sexual, el cual trae igualdad de expresion de la mayoria de los genes ligados al X en
mujeres y hombres. En los mamiferos, el sistema de compensacion de dosage génico
involucra el silenciamiento de la mayoria de los genes del cromosoma X; esto es

llamado inactivacion del cromosoma X G-

1.3.2. CROMATINA X Y REGULACION DE LA INACTIVACION DEL

CROMOSOMA X.

Andlisis de la cromatina X en humanos.

La cromatina X es un corpusculo intranuclear de forma planoconvexa de 0.7 a
1.2 mm de diametro, la cual se tifie de manera intensa con colorantes nucleares y existe
en 10 a 98% de las células de mujeres normales, dependiendo de la técnica y métodos de
tincion empleados. Los cuerpos de Barr pueden tefirse mediante una gran cantidad de

colorantes como tionina, hematoxilina, verde de metilo y con la técnica de Feulgen
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seguida por una hidrolisis dcida. El método mas sencillo y utilizado a menudo es el frotis
de mucosa obtenido por un raspado suave de la mucosa del carrillo, extendido en la
laminilla y luego tefiido. Por lo general, se analizan al microscopio entre 50 y 100
células, debido a que la cromatina X se observa con menor frecuencia en este tipo de
tejido. Sin embargo, con el desarrollo de técnicas novedosas en citogenética , ya no se

utiliza en la actualidad.

Relacion entre la cromatina X y el numero de cromosomas X presentes en el

genoma.

Diversos investigadores han reconocido que mujeres con Sindrome de Turner
resultan negativas para la cromatina X y que los varones con Sindrome de Klinefelter
presentan cromatina X positiva. Otros estudios han demostrado que el corptsculo de
Barr puede ser tnico o multiple. Esto ha llevado a formular una regla precisa: dado que
es necesario que siempre un cromosoma X se mantenga activo en el genoma de un
individuo, todos los cromosomas X supernumerarios se inactivan y el numero de
cromatinas X observadas, es uno menos el nimero de cromatinas X presentes.

Cada cromatina X corresponde a un cromosoma X heteropicndtico y de
replicacion tardia. En ocasiones, se observan cuerpos de Barr de tamafio y forma

’ 12
anormal; esto se debe a anomalias estructurales de uno de los cromosomas X. 12

Compensacion de dosis e hipotesis de Lyon.

En 1961, Mary Lyon postulé una teoria que trataba de responder a interrogantes

sobre si: (los genes ligados al X en la mujer son funcionales?, ;la condensacion
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cromosomica se lleva a cabo en el mismo X (materno o paterno)? y ;Qué mecanismo
determina cudl de los cromosomas X se condensara?

Los puntos mas importantes de la hipdtesis de Lyon son:

1)  El cromosoma X condensado resulta genéticamente inactivo.

2)  La primera inactivacion ocurre durante el desarrollo embrionario temprano,
tal vez en el estado de blastocisto, cuando se inactiva al azar el cromosoma
X materno o paterno.

3) La inactivacion del X se hereda de manera clonal, es decir, una vez
inactivado el X materno o paterno en una célula este mismo cromosoma se
inactivara en las células descendientes.

La mejor observacion que apoya la inactivacion de un cromosoma X en varias
lineas celulares en la mujer, provino de la determinacion de la enzima glucosa 6-fosfato-
deshidrogenasa (G6PD), en eritrocitos de mujeres portadoras del gen mutado de la
G6PD localizado en el cromosoma X. Muchas pacientes son homocigotos recesivas, es
decir llevan el alelo mutado en ambos cromosomas X y no presentan valores
enzimaticos detectables. No obstante algunas mujeres deficientes para G6PD son
heterocigotos y aunque la concentracion de la enzima en eritrocitos es intermedia en la
mayoria de los casos, puede variar desde tan baja como en mujeres homocigotas
recesivas hasta cifras observadas en mujeres y varones normales. Esta variabilidad se
debe a que los eritrocitos de mujeres homocigotas con concentraciones muy bajas de
G6PD descienden de una célula original, en la que el cromosoma X activo lleva el alelo
anormal. Por el contrario, los eritrocitos de mujeres heterocigotas con valores adecuados

de G6PD deben provenir de una célula cuyo cromosoma X activo lleva el gen normal.
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La inactivacion al azar se pierde cuando existe un cromosoma X estructuralmente
incompleto o con demasiado material del mismo cromosoma X. En estos casos, dicho
cromosoma alterado se inactiva de modo preferencial y forma un corptisculo de Barr de
tamafio y morfologia diferentes como en el caso de una translocacion X;autosoma.

De esta manera, las alteraciones estructurales del cromosoma X representan

excepciones a la hipotesis de Lyon. ('%!¥

Regiones seudoautosomicas.

En los ultimos afios se han descrito dos regiones homologas en los cromosomas
X e Y conocidas como PAR1 y PAR2. Estas regiones contienen genes homoélogos y se
aparean como regiones autondmicas durante la meiosis en el varon. PAR1 corresponde a
un segmento de 2.6 millones de pares de bases (bp) en el extremo distal de los brazos
cortos de los cromosomas sexuales, donde debe suceder una recombinacion obligada
para asegurar la segregacion de los cromosomas X e Y. Las deleciones de PARI1 resultan
en falla del apareamiento meidtico, por lo cual se sugiere que esta region es primordial
para la fertilidad masculina. La segunda region seudoautosomica, PAR2, se localiza en
el extremo distal de los brazos largos de los cromosomas X e Y. Esta region consta
aproximadamente de 0.4 millones de pares de bases.

Estudios recientes indican que las regiones seudoautosOmicas representan

vestigios de regiones autonémicas agregadas al X y al Y durante la evolucion. >

Ley de Ohno.
Ohno sugirio en 1967 que debido a la diferente relacion de la dosis entre genes

autondmicos y genes ligados al cromosoma X, las translocaciones entre el X y los
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autosomas originadas durante la evolucion deberian ser deletéreas y eliminadas. Por
tanto, los genes ligados al cromosoma X en cierta especie de mamiferos también
deberian estar ligados a este cromosoma en los demds mamiferos. Hasta hace poco se

desconocian excepciones a esta hipotesis también como ley de Ohno.

Conceptos actuales de la inactivacion del cromosoma X.

Durante los ultimos afios se han generado numerosos conocimientos que
permiten esclarecer algunos de los mecanismos bésicos de la inactivacion del
cromosoma X. Actualmente se considera que el proceso de inactivacion del cromosoma
X se lleva a cabo en multiples pasos:

1)  Recuento del numero de cromosomas X.

2)  Eleccion del X que permanecera activo.

3) Inicio de la inactivacion de cromosomas adicionales.

4)  Extension de la inactivacion a lo largo del cromosoma X.

Se reconoce la existencia de un mecanismo que asegura que s6lo un cromosoma
X se mantendra activo en una célula diploide y que todos los demas se inactivaran. Este
proceso parece estar mediado por una sefial de bloqueo producida en cantidad limitada,
que se une a una region determinada de un solo cromosoma X, protegiéndolo asi de la
inactivacion. Por otro lado, se ha comprobado que una sefial en el desarrollo temprano es
capaz de desencadenar el proceso de inactivacion del X a partir de una region
cromosOmica especifica denominada centro de inactivacion (XIC). Therman y Patau
introdujeron el concepto de un centro de inactivacion en el cromosoma X humano,
basandose en observaciones del patron de inactivacion en cromosomas X con diversas

anormalidades estructurales (deleciones, isocromosomas, isodicéntricos, etc.); ademas,
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reconocieron que para que un cromosoma X sea inactivado se requiere la presencia de la
region proximal de su brazo largo y postularon que la inactivacién no ocurre cuando se
pierde este segmento y el embrion muere de manera temprana. En el humano, el XIC se
ubica en la banda Xql3 y abarca un segmento aproximado de DNA de 660 a 1200
kilobases.

Después de la sefial de iniciacion se produce la extension de la inactivacion a
partir del XIC, lo cual origina el silenciamiento transcripcional de la mayor parte de los
genes presentes en el cromosoma X.

Los mecanismos especificos de mantenimiento de la inactivacion aseguran que el
cromosoma X inactivo serd transmitido de manera clonal a través de las divisiones

. 12,15
celulares sucesivas. >!

XIST.

En 1991, Ballabio y Willard propusieron que el locus denominado XIST origina
la inactivacion del cromosoma X en mamiferos. Este gen se localiza dentro del centro de
inactivacion (XIC), tanto en humanos como en ratones (Xist). En ambas especies XIST
(X-inactive specific transcript) se presentan caracteristicas Unicas:

J Solo se transcribe el alelo localizado en el X inactivo y no el del X activo.

. El transcrito es largo (15 kb) y codifica para un RNA que se retiene en el
nucleo y que rodea al cromosoma X inactivo.

o Su expresion se correlaciona con la inactivacion del cromosoma X en células

somaticas femeninas y con la meiosis en espermatogonias.
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Se requieren mas estudios con el fin de aclarar la relacion entre XIC y XIST, con
el mecanismo que reconoce el nimero de X presentes en la célula y que asegura la
inactivacion de un solo X.

Los cromosomas X con delecion de XIST no pueden inactivarse y se
correlacionan con fenotipos graves debidos a disomias funcionales originadas por fallas

en la inactivacion

Inactivacion del cromosoma X durante el desarrollo.

Durante las etapas tempranas de la embriogénesis femenina, tanto el cromosoma
X materno como paterno estan activos en los embriones preimplantados, El inicio de la
inactivacion del X ocurre de manera secuencial y paralela a la diferenciacion celular,
comenzando en el trofoectodermo extraembrionario y el endodermo primitivo del
blastocisto y luego en las células fetales precursoras de la masa celular interna alrededor
del periodo de implantacion. En el desarrollo temprano, durante el blastocisto, se
detectan transcritos derivados de algunos genes de ambos cromosomas X; se asume que
la presencia dos X activos en etapas muy tempranas del desarrollo puede tolerarse
debido al escaso numero de genes activos ligados al X. Mas tarde, en ausencia del
mecanismo de compensacion de dosis, resulta nociva la transcripcion de un gran nimero
de genes que so6lo deben expresarse en una dosis.

Aun cuando los estudios en el ratoén sugerian que la inactivacion del cromosoma
X finalizaba al iniciarse la gastrulacion, hace poco se demostrd que la inactivacion sigue
patrones diferentes y que algunos tejidos como notocorda, corazén, mesodermo craneal

e intestino posterior se inactivan de modo mas tardio.
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Inactivacion del cromosoma X en células germinales.

En las células somaticas de las mujeres, la inactivacion del cromosoma X es
estable y heredadle. En cambio, en las células germinales en que se inactiva uno de los
dos X al azar durante el proceso de migracién hacia la cresta gonadal, este X debe
reactivarse para permitir el inicio de la meiosis.

El proceso de reactivacion da lugar a un estado eucromatico necesario para el
apareamiento meidtico normal. El cromosoma X reactivado continia activo en los
ovocitos a través de la ovulacion y la fertilizacion, hasta que es inactivado durante el
estado de preimplantacion.

En las células germinales masculinas, el cromosoma X se condensa y se replica
de manera tardia, junto con el cromosoma Y, con el cual forma la vesicula sexual y
ambos resultan transcripcionalmente inactivos. El proceso de inactivacion del tnico X
durante la meiosis masculina previene el dafio que pueda haber por eventos de
recombinacion en las regiones no apareadas del cromosoma X. Se consideraba que el
cromosoma X continuaba inactivo en los espermatocitos, espermatidas 'y
espermatozoides, y que solo se reactivaba inmediatamente después de la fertilizacion, no
obstante, hallazgos recientes demuestran transcripcion en espermatidas, lo cual sugiere
que la regulacion transcripcional del cromosoma X, al igual que la del Y, esté restringida

al proceso de meiosis.

Caracteristicas del cromosoma X inactivo.

El cromosoma X inactivo se identific6 de manera original por su patrén de

replicacion tardia y su naturaleza de heterocromatina condensada, que se reconoce como
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corpusculo de Barr. Otras caracteristicas especificas del cromosoma X inactivo incluyen

diferencias en la mutilacion y en el estado de acetilacion de las histonas. >

Momento de la replicacion.

En los tejidos somaticos, el cromosoma X inactivo se replica de manera tardia vy,
por tanto, de modo asincronico respecto a su homologo activo. Sin embargo, se ha
demostrado que algunos genes, que en apariencia escapan a la inactivacion en el X
inactivo, replican de manera sincronica en ambos cromosomas X. La combinacion de
replicacion tardia y de condensacion es una propiedad general de la heterocromatina, la
cual se divide en:

1) Constitutiva: que incluye los centromeros y otras regiones heterocromaticas.
2)  Facultativa: en donde la cromatina puede adoptar el estado de eucromatina
activa o de heterocromatina inactiva en diferentes células.

El cromosoma X inactivo corresponde a la heterocromatina constitutiva.

Metilacion del DNA.

Durante mucho tiempo, a la metilaciéon del DNA se le ha considerado como un
excelente proceso para explicar el silenciamiento de genes en el cromosoma X inactivo.
Por lo tanto no resulta sorprendente que los patrones de metilacion sean diferentes en los
genes de los cromosomas X activo e inactivo. La diferencia funcional radica en la
presencia de islas CpG metiladas localizadas en el extremo 5’ de ciertos genes en el
cromosoma X inactivo. En cambio, en el X activo las islas CpG de estos genes no estan
metiladas, de este modo, la mutilacion del DNA ha demostrado ser importante en el

silenciamiento transcripcional de genes en el cromosoma X inactivo.
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Acetilacion de histonas.

Se ha comprobado que en el cromosoma X inactivo del humano existe una
disminucion importante de isoformas acetiladas de diferentes histonas, lo cual sugiere
que la heterocromatinizaciéon estd relacionada con la hipoacetilacion de histonas.
Ademas se ha observado una estrecha correlacion entre la hiperacetilacion de la histona

H4 con regiones de transcripcion activa.

Genes en el cromosoma X que escapan a la inactivacion.

Al inicio se considerd que ninguno de los genes localizados en el cromosoma X
inactivo se transcribia; sin embargo, se han identificado alrededor de 20 genes que se
expresan tanto en el X inactivo como en el activo. Estos hallazgos demuestran que
ciertos genes escapan al proceso de inactivacion y que para la construccion de un
fenotipo normal se requiere que se expresen en doble dosis. Los genes que escapan a la
inactivacion se encuentran a lo largo del cromosoma X, aunque la mayor parte se
localiza en las regiones seudoautosdmicas y en Xpll. Esta distribucion indica que la
mnactivacion del X es un fendomeno regional, donde bloques enteros de genes se

encuentran regulados de manera coordinada.
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Figura 4. Resumen de la expresién de genes desde el cromosoma X inactivo. ®”

1.4. ABERRACIONES CROMOSOMICAS.

1.4.1. CARIOTIPO.

Cuando una célula se divide, su material nuclear (cromatina) pierde la apariencia
relativamente homogénea caracteristica de las células que no estdn en division y se
condensa hasta tomar la apariencia de organelos en forma de bastoncillos, denominados
cromosomas (chroma, color; soma, cuerpo), porque se tifien de modo intenso con ciertos

colorantes.
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Los 46 cromosomas de las células somaticas constituyen 23 pares. De estos 22
son semejantes en mujeres y varones, y se denominan autosomas. El par restante
comprende los cromosomas sexuales: XX en mujeres y XY en varones.

Las anomalias de los cromosomas pueden ser numéricas y estructurales, y
pueden afectar uno o mas autosomas, cromosomas sexuales o ambos de manera

simultanea ('%*).

1.4.2. TIPOS DE BANDAS CROMOSOMICAS PARA ANALISIS.

Cierto nimero de métodos de bandeo se utilizan en los laboratorios de
citogenética para la identificacion de los cromosomas y andlisis de la estructura

cromosomica, dando como resultado entre otras:

Bandas G.

En este tipo de bandas los cromosomas, después de ser tratados con sustancias
para desnaturalizar las proteinas cromosdémicas y después teiiirlos, se obtiene un patron
de bandeo claro-obscuro, especifico de cada para de cromosomas. Siendo esta la técnica

mas utilizada. 1°3?

Bandas C.

En este tipo de bandas se tifie la region centromérica de cada cromosoma, asi
como de otras regiones que contienen heterocromatina; esto es, secciones de los
cromosomas 1q, 9q y 16q adyacentes al centrémero y la parte distal de Yq. Siendo de

e .y . . S 19,32
gran utilidad para la deteccion de polimorfismos cromosémicos. *~?
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Bandas Q.
Estas bandas requieren de tincidon con mostaza de quinacrina o compuestos
relacionados para poder ser visualizadas, asi como el andlisis con microscopio de

fluorescencia. %%

Bandas R.

Si los cromosomas reciben tratamiento con calor previamente a la tincion con
Giemsa, se obtendrd un patron de bandas claras y obscuras que resultan opuestas a las
que se producen por los bandeos G o Q, siendo de gran utilidad para la deteccion de

- . . , . 19
pequefias deleciones en regiones teloméricas. ¥

Hibridacion in situ por fluorescencia.

Es el método que permite la separacion y purificacion de cromosomas
individuales sobre la base de su intensidad después de tefiirlos con una o mas tinciones
de DNA fluorescente. Los cromosomas en metafase se aislan de una poblacion de
cé¢lulas mitdticas en cultivo, se tifien en solucion y reflejan los cromosomas de una

determinada intensidad fluorescente. =%

1.5. ALTERACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS.

Las células pueden tener variaciones en el numero de sus cromosomas que

impliquen multiplos del nlimero haploide —denominadas euploidias- o cambios en los
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cuales solo uno o algunos cromosomas estan implicados, a las que se les conoce como
aneuploidias.

En las euploidias se repite varias veces el nimero haploide (n) de 23, por lo que
una célula con 3n tendrd 69 cromosomas y constituye una triploidia; si tiene 4n tendra
92 y es una tetraploidia; si tiene 5n serd una pentaploidia y contard con 115

cromosomas, etc. En general, nimeros mayores al diploide se denominan poliploidias.

1.5.1. ANEUPLOIDIAS.

Las aneuploidias son las mas conocidas por sus repercusiones como causa de
defectos congénitos. Se presentan como resultado de una no separacion cromosdmica
(no disyuncién) o por rezago anafdsico de un cromosoma durante la anafase de la
division celular. Estas fallas pueden presentarse tanto en la meiosis como en la mitosis,
y, en caso de afectar la meiosis pueden ocurrir en la meiosis I o I, y por supuesto,
durante la espermatogénesis o en la ovogénesis.

Las aneuploidias mas importantes son:

e Trisomia: Cuando hay un cromosoma adicional.

e Monosomia: Si falta un cromosoma.

e Doble trisomia: Cuando se encuentran dos cromosomas adicionales de
distinto par.

e Tetrasomia: Los dos cromosomas adicionales son del mismo par.
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Cuando la no separacion cromosomica se produce en la mitosis temprana,
después de la formacion del cigoto (poscigotica), durante la formacion de los primeros
blastomeros se originan los mosaicos o mixoploidias.

Sin embargo, no todas las lineas celulares que se forman como resultado de la no
separacion cromosOémica son viables, algunas quedan sin la informacion genética

necesaria para seguir multiplicaindose y desaparecen.

1.5.2. MOSAICISMO DEL CROMOSOMA X.

En una escasa proporcion un individuo puede tener lineas celulares con difrente
nimero de cromosomas. Esta situacion puede ser resultado de una no disyuncién o un
retraso cromosomico durante la mitosis del cigoto o en los nucleos de las etaps temprans
del embrion.

De acuerdo a la etapa de desarrollo en que ocurra la no disyuncion sera la
variedad de lineas celulares que encontraremos en el adulto. Entre mas temprana mayor
serd la afectacion (Figura 5).

Se conocen muchos mosaicos para los cromosomas sexuales en el humano entre

los que se encuentran los individuos con: 45X/46XX y 46XX/47XXX. (1433637
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Origen de Mosaicismo
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Figura 5. Esquema de no disyuncion y afectacion de lineas celulares

1.6. ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES.

Las alteraciones estructurales se originan por ruptura cromosdmica seguida o no
de reconstitucion en una combinacion anormal; estos reordenamintos pueden ocurrir de
muchas maneras; sin embargo, son mas raras que las aneuploidias.

Los tipos mas comunes de rearreglos cromosdmicos son los siguientes:

a) Translocacion.

Implica el intercambio de segmentos cromosémicos entre cromosomas posterior

a una ruptura. Existen dos tipos principales: robertsonianas y reciprocas.

45




Las translocaciones robertsonianas se presentan unicamente entre cromosomas
acrocéntricos (de los grupos D y G) y las translocaciones reciprocas entre cualquier

cromosoma.(19’32)

b) Deleccion.
Es una pérdida de un segmento cromosdmico que genera desequilibrio

;. . . .. 19.32
cromosdmico, puede ser terminal o intersticial. !>~

¢) Duplicacion.
Las duplicaciones como las deleciones pueden originarse por recombinacion
desigual o por segregacion anormal meidtica en un portador de una translocacion o una

inversién. 1%3?

d) Inversion.

Una inversion se produce cuando en un solo cromosoma ocurren dos rupturas y
se reconstituye con los segmentos entre las rupturas invertidos con un giro de 180° y son
de dos tipos: paracéntricas (a un lado del centrémero), en las que ambas rupturas ocurren
en un brazo, y pericéntricas (alrededor del centromero), en las que hay una ruptura en

cada brazo. 1%3?

e) Cromosomas en anillo.
Los cromosomas en anillo se forman cuando se producen rupturas en ambos
extremos del cromosoma a nivel de los telomeros y los extremos rotos por contener una

. . , 19,32
enzima adhesiva se acercan y se retinen formando una estructura anular. °>?

46




f) Isocromosomas.

Un isocromosoma es un cromosoma en el que falta un brazo y el otro estd
reduplicado, dando la apariencia de una imagen en espejo; por lo tanto, un individuo con
46 cromosomas que porta un isocromosoma tiene una sola copia del material genético de

un brazo y tres copias del material del otro. **?

g) Cromosomas Dicéntricos.
Es un tipo raro de cromosoma anormal en que dos segmentos cromosémicos (de
diferentes cromosomas o de dos cromatides de uno solo), cada uno con un centromero,

. 1 i 19,32
se fusionan en los extremos con pérdida de sus fragmentos acéntricos. %

h) Cromosomas marcadores.

Ocasionalmente se observan cromosomas marcadores muy pequefios en cultivos
cromosdmicos, con frecuencia en un estado de mosaico. A menudo se encuentran junto a
un complemento cromosdmico normal, y por tanto, se denominan cromosomas

. 19,32
Supernumerarios. (19:32)

1.7. REPERCUSIONES CLINICAS.

Los factores genéticos explican el 33% de los trastornos de la reproduccion
humana, de los cuales la tercera parte tienen origen cromosémico. En México se calcula

una frecuencia del 11% de anormalidades cromosomicas en los pacientes con
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alteraciones reproductivas, entre los que se incluyen las alteraciones de los cromosomas
sexuales.

Los mosaicos cromosomicos se presentan con dos lineas celulares o mas en un
mismo individuo, en uno o mas tejidos, pudiendo ser autosomicos (cualquier autosoma)
0 sexocromosomicos (para los cromosomas X o Y).

Los productos de la concepcion con Sindrome de Turner con cariotipo 45,X
terminan en aborto en el 99% de las veces; mientras que algunas variantes como son los
mosaicos con 2 o 3 lineas celulares: 45,X/46, XX ; 45,X/46,XX/47, XXX sobreviven;
cursando con fenotipos variables: fisicos y reproductivos, asocidndose con aborto
recurrente o alteraciones cromosomicas en su descendencia, principalmente.

También estan los mosaicos de mujer XXX como por ejemplo: 46,XX/47, XXX ;
46,XX/47,XXX/48,XXXX 6 47,XXX/48;XXXX que hasta el momento no se han
estudiado adecuadamente y que también pueden cursar con alteraciones reproductivas
como: aborto recurrente, hijos con defectos congénitos o esterilidad.

A todas estas variantes que se mencionan se les puede englobar con el nombre de
Mosaicos del cromosoma “X”. Este mismo ha sido reportado en asociacion con
desarrollo sexual anormal, pérdidas gestacionales, recién nacidos con aneuploidias
autosomicas o de sexocromosomas.

Estas mujeres tienen grandes variaciones fenotipicas y mayor riesgo de funcioén
reproductiva anormal, pudiendo pasar desapercibidas cuando no se realiza el abordaje
adecuado; sin embargo, en ocasiones pueden pasar desapercibidos estos mosaicos si por
alguna circunstancia no se buscan adecuadamente con un niimero mayor de metafases

analizadas en el cariotipo en linfocitos de sangre periférica.
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Se han hecho determinaciones hormonales en donde se ha visto que

principalmente las pacientes con Sindrome de Turner o sus mosaicos presentan un

@D

hipogonadismo  hipogonadotrofico, en ocasiones también hipoglicemia

@ (23y24)

. . o, 2 . ..
hiperinsulinémica ** o alteraciones en la hormona del crecimiento.

Alteraciones pélvicas, las cuales se presentan como ausencia de utero o

hipoplasia uterina, alteraciones en el volumen de los ovarios o la ausencia de los mismos

o solo vestigios. @

También la presencia de alteraciones cardiovasculares, tanto estructurales como

de la conduccién. ?%*72®

Reportan la presencia de alteraciones en la morfologia de los dientes,

(29,30 (31,32)

principalmente los premolares o la presencia de mala oclusion dental.

Alteraciones renales estructurales asi como diversas infecciones de tracto

genitourinario. ¥

Las alteraciones de la reproduccion representadas por esterilidad primaria o

(34,35)

secundaria, asi como la presencia de aborto recurrente y la posibilidad de

L - 36
complicaciones como la falla ovérica prematura. ©¢
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS.
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1.8. JUSTIFICACION.

En la literatura mundial las alteraciones de los cromosomas sexuales se reportan

oy . . 21,22
en uno de cada 400 recién nacidos vivos ?"??

y explican el 4% de los trastornos de la
reproduccion. *> No existe hasta ahora un reporte de la frecuencia de mosaicos del
cromosoma X, probablemente porque hasta ahora se han mantenido en un subregistro.

No es posible correlacionar la formula cromosémica con la indicacion del estudio
de las pacientes; lo que se traduce en un fenotipo reproductivo variable y probablemente
con la proporcion de las lineas celulares en diversos tejidos, mismas que inclusive
pueden variar con la edad.

La importancia de la deteccion de estos casos es dar un diagndstico, realizar la
correlacion cariotipo-fenotipo, dar un asesoramiento real con respecto al riesgo
reproductivo y a las posibles alteraciones asociadas o las manifestaciones posteriores,
pudiendo asi tratar o prevenir las complicaciones a futuro.

De este modo resulta de gran importancia el conocer la prevalencia del
mosaicismo, los datos clinicos tanto en el fisico como a nivel de la funciéon de los
diferentes 6rganos y las causas principales por las que acuden a la consulta para su
atencion. La correlacion con los diferentes tipos citogenéticos, asi como los riesgos para
la descendencia y por otra parte las alternativas que pueden existir para la pareja,
contando inclusive en caso de lograr embarazo con los métodos de diagnostico prenatal
invasivo y no invasivo y el adecuado protocolo de estudio para la limitacion de las
secuelas que pueden presentar por la alteracidbn cromosoémica presente debido a que el

cromosoma “X” tiene la influencia sobre el adecuado funcionamiento de los ovocitos.
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Es importante la deteccion de este tipo de alteraciones para realizar la evaluacion
completa de la paciente y su pareja para poder dar un buen asesoramiento genético,
hablarles acerca de las opciones reproductivas, asi como la limitacion de las secuelas por
el desbalance cromosomico.

Este trabajo de investigacion puede contribuir ademas de determinar que tipo de
mosaicismo presenta una mujer con estas caracteristicas, a que el médico tratante se base
en una guia para su manejo adecuado y esto repercuta en la atencion de las pacientes.

Tales datos que se pretenden buscar no estan reportados en la literatura en un

solo articulo, s6lo existen reportes aislados.

1.9. HIPOTESIS.

Si las mujeres con mosaicismo de cromosoma X presentan alteraciones de la
reproduccion, entonces podré realizarse una correlacion entre el fenotipo y el cariotipo

asi como determinar el riesgo para la descendencia.
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OBJETIVOS.
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1.10. OBJETIVO GENERAL:

e Conocer la frecuencia del mosaicismo del cromosoma “X” en una muestra

de pacientes mexicanas con trastornos de la reproduccion.

1.11. OBJETIVOS PARTICULARES:
e Determinar el tipo de mosaicismo de cromosomna “X”.
e Conocer cual es el mosaico de cromosoma X mas frecuente.
e Establecer la correlacion de Bandas GTG con FISH.
e Detectar la posibilidad de secuencias del cromosoma Y en el tejido
analizado.
e [Establecer la correlacion fenotipo-cariotipo en cada caso.
e Analizar las posibilidades de riesgo para su descendencia.

e Establecer el flujograma de estudio para estas pacientes.
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MATERIAL Y METODOS.
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2. MATERIAL Y METODOS.

2.1 VALORACION CLINICA.

Se atendi6 a las parejas que acudieron con alguna alteracion de la reproduccion a
la consulta de Genética del Instituto Nacional de Perinatologia, realizandoles la historia
clinica genética, el arbol genealdgico, la somatometria, signos vitales y exploracion
fisica correspondiente y a aquéllas parejas que reunieron los requisitos dentro de las
causas probables para el estudio se les realiz6 el cariotipo en sangre periférica a ambos.
Teniendo como criterios de seleccion:

1) Amenorrea primaria o secundaria.

2) Esterilidad primaria o secundaria.

3) Pérdida gestacional recurrente: aborto, obito, muerte neonatal temprana.
4) Hijo(s) previo(s) con defecto(s) congénito(s)

5) Hijo(s) previo(s) con cromosomopatia.

2.2 PROCEDIMIENTO DE AMNIOCENTESIS GENETICA.

En posicion de decubito dorsal se realizd a cada paciente una exploracion
ultrasonografica nivel I para evaluacion de las caracteristicas del titero, posicion del
feto y la integridad de las membranas amniodticas, la inserciéon placentaria, las
caracteristicas del liquido amnidtico y la morfologia fetal, ademéas de corroborar la

vitalidad del mismo.
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Se identifico el punto idéneo de puncion y se procedio a la realizacion de la
asepsia y antisepsia de la pared abdominal con solucién antibacteriana de amplio
espectro, colocando campos estériles; se le colocd un campo estéril al transductor para
poder seguir con la guia ultrasonografica y se realizd la puncidon con aguja espinal
Needle de calibre 22 y 12 cm de largo provista de estilete para minimizar el riesgo de
contaminacion materna hasta llegar a cavidad amniodtica.

Se aspiraron los primeros 3 ml de liquido mediante una jeringa adecuada que se
us6 para la determinacion bioquimica o de resguardo. Posteriormente se aspiraron 20 ml
de liquido amnidtico que se usaron para el estudio citogenético y el ensayo cometa.

Se desconecté y retird la jeringa y posteriormente se retird de la aguja bajo guia
ultrasonografica. Se confirm6 posteriormente la vitalidad fetal y se procedi6 a llevar la

muestra al laboratorio de Genética como se muestra en la figura 6.

1
i

L

Crecimiento celular
s ---"( . G .
(E2)) (&2)

i o 7 -

-
) wile
T N N
A

Vo I\Ttr’f'/-:--
-~ —

e ~ e
Cariotipo

st : amnidtico

Figura 6. Realizacion de la amniocentesis citogenética.. a) mediante guia
ultrasonografica, b) obtencion del botén celular y siembra del mismo,
c¢) obtencion del cariotipo fetal.
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2.3 CULTIVO DE AMNIOCITOS.

La muestra de liquido amnidtico fue colocada en 2 tubos de ensaye de 10 ml cada
uno para su centrifugaciéon a 1000 rpm durante 10 min. Posteriormente, se deseché el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendio en 3 ml de medio AmnioMax-C100 y
se coloco en un frasco Falcon de 50 ml y en 5 cajas Petri, conteniendo un cubreobjetos
de 5 ml para ser cultivadosa 37°C y 5% de CO..

Las cajas Petri fueron valoradas con frecuencia hasta la observacion de clonas y
en ese momento se realizd la cosecha in situ para la obtencion de cromosomas.

El frasco Falcon se mantuvo en cultivo hasta la confluencia celular. En su
momento las células fueron desprendidas con tripsina 1x/EDTA y subcultivadas en cajas
Petri con medio AmnioMax-C100 a 37° C y 5% de CO, durante 24 h para completar el

estudio citogenético y realizar la técnica de FISH. *

2.4 COSECHA IN SITU PARA OBTENCION DE CROMOSOMAS.

Cuando los cultivos de amniocitos realizados en cajas Petri presentaron clonas
bien formadas, se procedio a la obtencion de cromosomas, para ello, se agregaron 10 pl
de Colcemid y se incubaron durante 15 min a 37° C 'y 5% de CO..

Posteriormente se sustituyd el medio con el Colcemid por 3 ml de solucion
hipoténica al 0.8% de citrato de sodio a 37° C y se mantuvieron a temperatura ambiente
por 30 min. Posteriormente se hizo una prefijacion, agregando 2 ml de fijador Metanol-
Acido Acético a una proporcion de 5:2 a 4° C por 2 min. Transcurrido este tiempo se

sustituyo la prefijacion por 3 ml de fijador fresco a 4° C. Este paso se repitid 3 veces
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cada 15 min. Finalmente se seco el cubreobjetos y se procedio a realizar la tincion para

Bandas GTG. 1

2.5 TECNICA DE TINCION Y ANALISIS DE BANDAS “G”.

Para la tincién de cromosomas, los cubreobjetos con las células de estudio se
colocaron en varias soluciones en el orden siguiente: 1) solucion de tripsina al 4% en
buffer pH 7 (Gurr) por 2 min; 2) buffer pH 7 (Gurr) por 1 min; 3) solucion de Wright
al 4% en buffer pH 6.8 % (Gurr) por 3 min; 4) solucion de giemsa al 4% en buffer pH
6.8 (Gurr) por 3 min; y 5) agua bidestilada para retirar el exceso de colorante. Se dejaron
secar por 2 min, se etiquetaron y se montaron en portaobjetos con entellan, para su
observacion al microscopio de campo claro. !*

Se analizaron de 15 a 20 metafases por caso, de 4 a 5 cultivos primarios, con el
objeto de dar un diagnostico citogenético prenatal certero. Para el anélisis cromosomico

se siguio el patron de bandeo que establece el Sistema Internacional de Nomenclatura de

Citogenética, A.C.%2"

2.6. HIBRIDACION IN SITU POR FLUORESCENCIA.

La técnica de FISH es un estudio molecular que consiste en hacer laminillas por
goteo con las células de estudio y colocarlas en una solucion 2XSSC a 37° C por 30 min,
enseguida se deshidratan en etanol al 70, 85 y 100% durante 2 min en cada uno. Se

dejaron secar y se colocaron en una solucion de desnaturalizacion (formamida al 70% en

2XSSC) a 72° C y pH 7. Se deshidrataron por segunda vez al 70, 85 y 100%, se dejaron

59




secar, se coloco la sonda (DNA marcado) de interés, desnaturalizada a 72° C. Se coloco
sobre las células de estudio y se incubd por 24 hrs. a 37° C para que se realizara la
hibridacion.

Trancurrido dicho tiempo se realizo un proceso posthibridacién que consistid en
el lavado con solucion 0.3% NP40 en 0.4XSSC a 72° C por 2 min. y 0.1% NP40 en
2XSSC a temperatura ambiente por 1 min.

Se agregaron 10 ml de DAPI, se mont6 la laminilla y se observo al microscopio

equipado con fluorescencia (Figura 7).!”

Hibridacion in situ con
fluorescencia ( FISH)
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raenmeer 5 Af’
T A e o Bl

hibridar la sonda
] con el cromosoma
desnaturalizar desnaturalizado
& ¢ &
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|
ATCTRGEGR —> ATCTAGGH = e

Figura 7. Hibridacion in situ por Fluorescencia.
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2.7. CULTIVO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA.

Se realizo segin el método de Moorhead modificado, siguiendo los pasos
establecidos a continuacion:

1. Se sembr6 por duplicado en la campana de flujo laminar, 10 gotas de sangre
total en cada tubo de cultivo de plastico desechable con 4 ml de medio de
cultivo McCoy 5 y 1 ml de suero fetal de ternera.

2. Se agreg6 0.2 ml de fitohemaglutinina M, utilizando una jeringa de 1 ml con
aguja No. 20 (cuatro gotas).

3. Se agreg6 0.1 ml de solucidon de antibidticos penicilina-estreptomicina.

4. Todos los cultivos se incubaron a 37° C durante 72 h.

5. Posteriormente se agregd 0.2 ml de solucion de Colchicina.

6. Se incubo durante 1 a 2 hrs a 37° C.

7. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min.

8. Se retir6 el sobrenadante.

9. Se resuspendieron las células en solucion hipotoénica de cloruro de potasio
0.075 M.

10. Se incubaron los tubos a 37° C durante 20 a 30 min.

11. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min.

12. Se retir6 el sobrenadante.

13. Se agregd solucion fijadora de Carnoy (metanol-dcido acético 3:1) hasta
completar 10 ml y se resuspendio hasta homogeneizar.

14. Se repitio el paso 11 al 13 dos veces

15. Se eliminod con cuidado el sobrenadante.

61




16. Se resuspendio el paquete celular con aproximadamente 0.5 ml del fijador.

17.Se hacieron las preparaciones sobre portaobjetos previamente lavados, dejando
caer dos gotas de la suspension celular desde una altura suficiente para
lograr una dispersion adecuada de los cromosomas.

18. Se dejaron secar al aire.

19. Se colocaron a 60°C por 24 h.

20. Se procedio a la realizacion de tincion.

2.8. MOSAICOS A ESTUDIAR.

Se estudiaron a todas las pacientes que presentaron un mosaicismo de
Cromosoma X (presencia de dos o mas lineas celulares):

45X /46,XX

45,X /46,XX /47, XXX

45X /47, XXX

46,XX / 47,XXX

46,XX/47,XXX / 48, XXXX

2.9. PROTOCOLO DE ESTUDIO PARA LAS PACIENTES.

A las pacientes que se les detecto cualquier tipo de mosaico de cromosoma X, se

les realiz6 un protocolo de estudio que comprendio:
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e Pérfil hormonal completo.

e Pruebas de funcion renal.

e Ultrasonido pélvico, con valoracion posterior de una histerosalpingografia.

e Ultrasonido renal, con valoracion posterior de una urografia excretora.

e FElectrocardiograma y tele de torax.

e Valoracion por Medicina Interna.

e Valoracion oftalmolégica.

e Valoracion estomatoldgica.

e Valoracion sicologica.

e Densitometria osea.

Teniendo el cuidado de que cada protocolo de estudio no excediera de un afio
para cada paciente.

Terminando el estudio de cada paciente se le dio el asesoramiento genético real y
a tiempo y fueron canalizadas para su manejo integral.

En caso de embarazo posterior al ingreso al protocolo se les ofrecio los métodos
de diagndstico prenatal y se llevd seguimiento hasta el término del mismo.

Contando con todos los datos de cada paciente, se analizaron para la correlacion
de los hallazgos clinicos con el cariotipo y los datos de laboratorio y gabinete y de
acuerdo a los resultados obtenidos se realizd un flujograma de estudio para estas

pacientes.

2.10. CRITERIOS.

Inclusion: Las que presentaron cualquier tipo de mosaicismo del cromosoma X.
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Exclusion: Las que presentaron alteraciones estructurales del cromosoma X, y

que presentaron cualquier otra alteracion cromosdmica.

2.11. ANALISIS ESTADISTICO.
Se utilizd la prueba estadistica por andlisis de varianza con un valor de

significancia de p < 0.05.
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RESULTADOS.
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3. RESULTADOS.

De todas las parejas que ameritaron el estudio de cariotipo en sangre por sus

antecedentes reproductivos, se detectaron a 87 mujeres con diferentes mosaicos

numéricos del cromosoma X (Tabal 1).

Tabla 1 .- Datos generales de pacientes con mosaicismo. Parte 1 de 3.

g o 8 g .
S a "43) o

1 | 28 |3abortos 45,X (3)/46,XX (92)/47 XXX (5) 3/92/5 3o 3]0
2 33 | 3 abortos 45,X(6)/46,XX (94) 6/94 3 0 3 0
3 29 | 5 abortos 46,XX (95)/47 XXX (5) 95/5 6 0 5 1
4 27 | 4 abortos 45,X(8)/46,XX (88)/47 XXX (4) 8/88/4 6 0 4 2
5 | 27 | esterilidad 45,X (4)/46,XX (93)/47 XXX (3) 4/93/3 o|lo|o]|o
6 26 | amenorrea primaria 45,X(70)/46,XX (30) 70/30 0 0 0 0
7 32 | esterilidad 46,XX (96)/47 XXX (4) 96/4 0 0 0 0
8 27 | amenorrea secundaria 46,XX(98)/47 XXX (2) 98/2 0 0 0 0
9 32 | 6 abortos 46,XX (98)/47 XXX (2) 98/2 7 1 6 0
10 | 30 |4 abortos 46,XX (96)/47 XXX (4) 96/4 4 10|40
11 | 34 | 4 abortos 45,X (12)/46,XX (88) 12/88 4 o | 4]0
12 32 | esterilidad 45,X(2)/46,XX (98) feb-98 0 0 0 0
13 | 37 | 8abortos 45,X(24)/46,XX (68)/47 XXX (8) 24/68/8 8 0 8 0
14 | 30 | esterilidad 45,X(12)/46,XX (86)/47 XXX (2) 12/86/2 0 0 0 0
15 | 38 | 3abortosy 1 obito 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 5 | 1 3 | 1
16 | 25 |2 abortos 45,X (10)/46,XX (90) 10/90 2o 210
17 | 36 | 2abortos, 1 RNP(+) 45,X (12)/46,XX (84)/47 XXX (4) 12/84/4 4 21210
18 | 37 | 3 abortos 45,X(18)/46,XX (76)/47 XXX (6) 18/76/6 5 2 3 0
19 31 | amenorrea secundaria 45,X(12)/46,XX (88) 12/88 0 0 0 0
20 | 40 | 5abortos 45,X (10)/46,XX (86)/47 XXX (4) 10/86/4 5 10|50
21 30 | 4 abortos 46,XX (96)/47 XXX (4) 96/4 5 0 4 1
22 35 | 4 abortos 45,X(2)/46,XX (98) 2/98 4 0 4 0
23 | 26 | 3 abortos 45,X(6)/46,XX (92)/47 XXX (2) 6/92/2 4 0 3 1
24 | 37 loibgtgj obito,2 Nijos | 46 wx (96)/47 XXX (4) 96/4 6|5 ] 1]o0
25 | 34 | 2abortos 45,X(8)/46,XX (84)/47 XXX (8) 8/84/8 2 0 2 0
26 | 33 | esterilidad 45,X(2)/46,XX (98) 2/98 46,XX 0 0 0 0
27 | 40 | 4 abortos 45,X (8)/46,XX (92) 8/92 4 10|30
28 | 34 | 3abortos (1¢/S.D) 45,X (6)/46,XX (92)/47 XXX (2) 2/92/2 46,XX 3o 3]0
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Tabla 1 (continua).- Datos generales de pacientes con mosaicismo Parte 2 de 3.

2 2
g Q S kel ° S
5|3 8 o2 k) 2l e| |8
2|8 g g2 * p 518|838
2 S =5 £ © <|o
o 8 3 2 o)
o xo
29 | 23 |2abortos 45,X (B)/46,XX (92)/47 XXX (2) 6/92/2 2o 1]o
30 | 23 |4 abortos 45,X (2)/46,XX (94)/47 XXX (4) 2/94/4 4 lo|la]o
31 | 32 | 2hios con defctos 45,X (6)/46,XX (94) 6/94 20|02
congénitos
32 | 40 |2 abortos 45,X (6)/46,XX (94) 6/94 20210
33 | 34 ilgbg;’S (TeicCy1 45X (6)/46,XX (92)/47 XXX (2) 2/98 46,XX 31|02
34 31 | amenorrea secundaria 45,X(2)/46,XX (98) 2/98 46,XX 0 0 0 0
35 | 34 ig;’”;g 1hijo previo 45,X (6)/46,XX (92)/47 XXX (2) 2/96/2 | 46,XXinv(9) | 2 | o | 1 | 1
36 | 29 |4 abortos 45,X (2)/46,XX (98) 2/98 46,XX 4 1lof|la]o
37 | 40 | 4 abortos 45,X (12)/46,XX (85)/47 XXX (3) 12/85/3 6 | 1|40
38 | 44 |2 abortos,1 hija c/CC (+) | 46,XX (92)/47 XXX (8) 92/8 3 o] 21
39 | 28 | esterilidad 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 olo|lo]o
40 | 30 |5abortos 45,X (4)/46,XX (96) 4/96 5 0] 4]0
41 | 34 | 4abortos, 2 obitos 45,X (4)/46,XX (92)/47 XXX (4) 4/92/4 46,XX 62|40
3 abortos, 1 hija con
42 | 28 | YACTER (+) 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 46,XX 4 o3 ]1
43 | 36 |2abortos 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 210|210
44 | 25 |4 abortos, 1emb 46,XX (98)/47 XXX (2) 92/8 5 (0] 4]0
anembridnico
45 | 37 |4 abortos 45,X (5)/46,XX (95) 5/95 4 lof|la4a]o
46 | 33 |3abortos 45,X (7)/46,XX (93) 7/93 3o 3]0
47 29 | amenorrea primaria 2126),XX (96)/47, XXX (2)/48,XXXX 96/2/2 0 0 0 0
48 25 | amenorrea primaria 45,X(5)/46,XX (95) 5/95 0 0 0 0
49 | 39 | hiloprevio con defectos | 4q vy 92147 XXX (8) 92/8 1111010
congénitos
50 | 39 |2 abortos 46,XX (97)/47 XXX (3) 97/3 210|210
51 | 28 |2 abortos 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 2o |l2]o0
52 19 | amenorrea primaria 46,XX (95)/47 XXX (5) 95/5 0 0 0 0
53 | 26 |amenorrea secundaria | 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 olo|lo]o
54 | 29 | esterilidad 45,X (7)/46,XX (93) 7/93 olo|o]o
55 | 31 |2 hios con defctos 45,X (4)/46,XX (94)/47 XXX (2) 4/94/2 2 1] 0|1
congénitos
56 | 31 |3abortos 45,X (3)/46,XX (97) 3/97 41130
57 | 35 |2 abortos 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 3l o] 2|1
58 | 32 |4 abortos 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/94/2/2 5 1] 4]0
59 | 24 | amenorrea primaria 45,X (3)/46,XX (95)/47 XXX (2) 3/95/2 olo|lo]o
60 | 30 |4 abortos 45,X (2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 5 10| 4|1
61 | 34 |3abortos 46,XX (97)/47 XXX (3) 97/3 3o 3]0
62 | 39 |6abortos 45,X (3)/46,XX (97) 3/97 6 o6 |0
45,X (2)/46,XX (94)/47 XXX
63 | 29 |2 abortos (248300 (2) 2/94/2/2 210|210
64 | 34 |3abortos 45,X (3)/46,XX (94)/47 XXX (3) 3/94/3 41130
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Tabla 1 (continua).- Datos generales de pacientes con mosaicismo Parte 3 de 3.

o 8 o3 o o | s
z 8 3 2 = <lo
A ¥ O

65 | 36 | 3abortos 45,X(3)/46,XX (94)/47 XXX (3) 3/94/3 3 0 3 0
66 18 | amenorrea primaria 46,XX (96)/47 XXX (4) 96/3 0 0 0 0
67 33 | 2 abortos 45,X(2)/46,XX (96)/47 XXX (2) 2/96/2 2 0 2 0
68 | 37 | 2abortos 45,X(3)/46,XX (97) 3/97 3 1 2 0
69 | 32 | 3abortos 45,X(2)/46,XX (98) 2/98 3 0 3 0
70 | 32 | 2abortos 45,X(2)/46,XX (98) 2/98 2 0 2 0
71 30 | 5 abortos 45,X (4)/146,XX (97)/47 XXX (3) 4/93/3 6 0 5 1
72 38 | 4 abortos 46,XX(97)/47 XXX (3) 97/3 4 0 4 0
73 | 26 | 3 abortos 46,XX (97)/47 XXX (3) 97/3 3 0 3 0
74 | 28 | amenorrea secundaria 45,X (4)/46,XX (96) 4/96 0 0 0 0
75 | 32 | 4 abortos 45,X (5)/46,XX (92)/47 XXX (3) 5/92/3 4 0 4 0
76 33 | 2 abortos 45,X(3)/46,XX (97) 3/97 2 0 2 0
77 | 35 | 3 abortos 45,X (5)/46,XX (92)/47 XXX (3) 4/96 3 0 3 0
78 | 31 | hijo previo C/DC 46,XX (95)/47 XXX (5) 95/5 2 1 0 1
79 | 33 | 3 abortos 45,X(3)/46,XX (93)/47 XXX (4) 3/93/4 4 0 3 1
80 | 23 | 3abortos 45,X (4)/46,XX (96) 4/96 3 0 3 0
81 32 | hijo previo C/DC 46,XX(95)/47 XXX (5) 95/5 2 0 1 1
82 | 37 | 3abortos 46,XX(94)/47 XXX (6) 94/6 3 0 3 0
83 | 29 | 2abortos 45,X (4)/146,XX (94)/47 XXX (2) 4/94/2 2 0 2 0
84 | 37 | 2abortos 45,X(5)/46,XX (95) 5/95 2 0 2 0
85 43 | amenorrea secundaria 45,X (3)/46,XX (95)/47 XXX (2) 3/95/2 0 0 0 0
86 36 | 1 obito 2 abortos 45,X(3)/46,XX (97) 3/97 2 1 1 0
87 | 30 | 2abortos 45,X (4)/46,XX (96) 4/96 2 0 2 0

La poblacion tuvo una edad minima de 19 afios y maxima de 44 afios (promedio

de 31.8 afos) al ingreso del protocolo, siendo la causa mas frecuente por la que

acudieron a la consulta el aborto recurrente (56 mujeres), 2) amenorrea (12 mujeres), 3)

esterilidad (7 mujeres), 4) hijo previo con defectos congénitos (7 mujeres), 5) aborto e

hijo previo con defectos congénitos (4 mujeres) (Figura 8).
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Causas de Consulta

Alteraciones

0 10 20 30 40 50 60

No. de Pacientes

m Abortos e Hijo Previo con
Defecto Congénito

m Amenorrea Secundaria
o Amenorrea Primaria

0O Esterilidad

m Hijo Previo con Defecto

Congenito
m Abortos

Figura 8. Causas mas frecuentes de consulta de las mujeres con mosaico del “X”.

El mosaico que se encontré6 mas comunmente fue el de 45,X / 46,XX / 47, XXX

(37 mujeres); 45X / 46, XX (29 mujeres); 46, XX / 47,XXX (19 mujeres);

45,X/46,XX/47,XXX/48, X XXX (1 mujer) y 46,XX/47,XXX/48,XXXX (1 mujer). Los

cuales fueron corroborados por la técnica de FISH (Figura 9, 10, 11, 12 y 13) (Tablas 2,

3,4y)53).

Frecuencia de Mosaicismo del " X"

Tipos de Mosaico

W 46,XX/47,XXX/48,XXXX

0 45,X/46,XX/47, XXX/48,XKXX

046,XX/47,XXX
m 45,X/46,XX
m 45,X/46,XX,/47, XXX

0 10 20 30 40

No. Pacientes

Figura 9. Frecuencia de los mosaicismos de cromosoma X.
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Figura 10. Imagen de FISH de linfocitos en interfase para una sefial.

Figura 11. Imagen de FISH de linfocitos en interfase para dos sefiales.
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Figura 12. Imagen de FISH de linfocitos en interfase para tres sefiales.

Figura 13. Imagen de FISH de linfocitos en interfase para cuatro sefales.
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Tabla 2.- Pacientes con mosaicismo 45,X/46,XX

Caso Edad Causade consulta  Gestas  Abortos Obitos Hijos
Vivos

2 33 aborto 3 3 0
6 26 amenorrea 2 0 2
11 34 aborto 5 4 1
12 32 esterilidad 0 0 0
16 25 aborto 2 2 0
19 31 amenorrea 0 0 0
22 35 aborto 4 4 0
26 33 esterilidad 0 0 0
27 40 aborto 4 3 1 0
31 32 hijo ¢/D.C. 2 0 0
32 40 aborto 2 2 0
34 31 amenorrea 0 0 0
36 29 aborto 4 4 0
40 30 aborto 5* 4 0
45 37 aborto 4 4 0
46 33 aborto 4 3 1
48 25 amenorrea 1 0 1
54 29 esterilidad 0 0 0
56 31 aborto 4% 3 0
62 39 aborto 6 6 0
68 37 aborto 3* 2 0
69 32 aborto 3 3 1
70 32 aborto 2 2 0
74 28 amenorrea 0 0 0
76 33 aborto 2 2 0
80 23 aborto 3 3 0
84 37 aborto 2 2 0
86 36 obito y aborto 2% 1 0
87 30 aborto 3 2 1

* Embarazo en evolucion, D.C. Defecto Congénito
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Tabla 3 .- Pacientes con mosaicismo 46,XX/47, XXX

Caso Edad Causa de consulta Gestas Abortos  Obitos 5113/(();
3 29 aborto 6 5 1
7 32 esterilidad 0 0 0
8 27 amenorrea 0 0 0
9 32 aborto 7 6 1
10 30 aborto 4 4 0
21 30 aborto 5 4 1
24 37 obito, aborto e hijo ¢/D.C. 6* 1 1 3
38 44 aborto e hijo ¢/D.C. 3 2 1
44 25 aborto, emb anembridnico 5 4 0
49 39 hijo ¢/D.C. 1 0 1
50 39 aborto 2 2 0
52 19 amenorrea 0 0 0
61 34 aborto 3 3 0
66 18 amenorrea 0 0 0
72 38 aborto 4 4 0
73 26 aborto 3 3 0
78 31 hijo ¢/D.C. 2 0 0
81 32 hijo ¢/D.C. 2 0 2
82 37 aborto 3 3 0

* Embarazo en evolucion, D.C. Defecto Congénito
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Tabla 4 .- Pacientes con mosaicismo 45,X/46,XX/47, XXX

Caso Edad Causa de consulta Gestas Abortos  Obitos gll\J/(())Ss
1 28 aborto 3 1 1 1
4 27 aborto 6 4 2
5 27 esterilidad 0 0 0
13 37 aborto 8 8 0
14 30 esterilidad 1 0 1
15 38 obito y aborto 5* 4 0
17 36 obito y aborto 4* 2 1
18 37 aborto 5 3 1 2

20 40 aborto 5 5 0
23 26 aborto 4% 3 0
25 34 aborto 2 2 0
28 34 aborto e hijo ¢/D.C. 3 3 0
29 23 aborto 2% 1 0
30 23 aborto 4 4 0
33 34 obito e hijo ¢/D.C. 3 0 0
35 34 aborto e hijo ¢/D.C. 2% 1 0
37 40 aborto 6 4 2 0
39 28 esterilidad 0 0 0
41 34 obito y aborto 6* 4 1 0
42 28 aborto ¢ hijo ¢/D.C. 4* 3 0
43 36 aborto 2 2 2
51 28 aborto 2 2 0
53 26 amenorrea 0 0 0
55 31 hijo ¢/D.C. 2% 1 0
57 35 aborto 3 2 1
58 32 aborto 5 4 1
59 24 amenorrea 0 0 0
60 30 aborto 5 4 1
64 34 aborto 4 3 1
65 36 aborto 3 3 0
67 33 aborto 2 2 0
71 30 aborto 6 5 1
75 32 aborto 4 4 0
77 35 aborto 3 3 0
79 33 aborto 4% 3 1
83 29 aborto 2 2 0
85 43 amenorrea 0 0 0

* Embarazo en evolucion, D.C. Defecto Congénito
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Tabla 5 .- Pacientes con mosaicismos poco frecuentes.

Causa de

Caso Edad Cariotipo Gestas  Abortos
consulta
47 29  amenorrea  46,XX (96)/47,XXX (2)/48,XXXX (2) 0 0
63 29 45,X (2)/46,XX (94)/47, XXX 2 2
aborto (2)/48,XXXX (2)

* Embarazo en evolucion

La talla minima de estas mujeres fue de 1.5Im y la méaxima del.69 y a la
exploracion fisica no se encontraron alteraciones en el fenotipo. En la poblacion
estudiada, la edad promedio en que se presentaron la mayor parte de los mosaicismos del

X fue entre los 27 a 33 afos como se puede apreciar en la Figura 14.

Mosaico Numérico por Grupo de Edad

14
12 I
” 0 45, X/46,XX
8 10 B 46, XX/47 XXX
S 8 B 45,X/46,XX,/47 XXX
3 6 B 45, X/46,XX/47 XXX/48, XXXX
S 4 B 46, XX/47 XXX/48,XXXX
= ) m [ 45,X,inv(9)/46,XX,inv (9)/47, XXX, inv (9)
0 0 m

<20 21-2526-30 31-35 36-40 >40
Grupos de Edad

Figura 14. Presentacion del mosaicismo de cromosoma X por edad.
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Posterior a una consulta para entrega de resultados y asesoramiento genético a las
pacientes y a sus parejas, se les invitod a estas mujeres, bajo consentimiento informado a
ingresar a un protocolo de estudio para realizar algunas valoraciones en busqueda de
alteraciones asociadas, en el cual todas las pacientes aceptaron participar. Posterior al
analisis del perfil hormonal ginecoldgico se encontré en 19 mujeres un hipogonadismo
hipogonadotréfico. Se les realizd un ultrasonido pélvico y la histerosalpingografia en
donde se apreciaron la mayoria dentro de parametros normales, con el hallazgo de 8
mujeres con hipoplasia uterina, 2 pacientes con utero bicorne y 1 con utero septado, asi
como 2 mujeres con oclusion tubaria espontanea. El ultrasonido abdominal se realizo en
busqueda de posibles alteraciones en alguno de los 6rganos y se mostrd en 2 mujeres la
presencia de hidronefrosis y con la urografia excretora se detectd una mujer con doble
sistema colector. Les fueron tomadas placas de térax y electrocardiograma para una
valoracion cardiolégica en donde solo se reportaron en 1 mujer una cardiopatia
isquémica y en otra una cardiopatia compleja no especificada. Dentro de la valoracién
oftalmoldgica se detectaron a 18 mujeres con miopia, sin alteraciones en fondo de ojo y
en la valoracion de estomatologia se encontré maloclusion dental en 9 pacientes (Figura

15,16, 17, 18 y 19).
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Figura 15. Ultrasonido de ttero hipoplasico.

Figura 16. Rayos X con medio de contraste que muestra obstruccion de tubas uterinas.
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Figura 17. Ultrasonido de rifiéon con nefritis.

Figura 18. Imagen por utetrografia renal de un doble sistema colector.
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Figura 19. Asimetria dental.

Por el antecedente de amenorrea, a las 12 mujeres estudiadas por este motivo se

les solicito una densitometria 6sea y el reporte mostro la descalcificacion Osea,

principalmente de cabeza de fémur de grado variable en 4 de estas pacientes (Tabla 6)

(Figura 20).

Tabla 6 .- Pacientes con mosaicismo del X detectadas por amenorrea

Caso Edad Cariotipo Estatura
6 26 45,X (70)/46,XX (30) 1.45
g * 27 46,XX (98)/47,XXX (2) 1.47
19 * 31 45,X (12)/46,XX (88) 1.48
34 * 31 45,X (2)/46,XX (98) 1.45
47 29 46,XX (96)/47,XXX (2)/48,XXXX (2) 1.48
48 25 45,X (5)/46,XX (95) 1.47
52 19 46,XX (95)/47,XXX (5) 1.46
53 % 26 45,X (2)/46,XX (96)/47,XXX (2) 1.48
59 24 45,X (3)/46,XX (95)/47,XXX (2) 1.48
66 18 46,XX (96)/47,XXX (4) 1.51
74 * 28 45,X (4)/46,XX (96) 1.53
85 * 43 45,X (3)/46,XX (95)/47,XXX (2) 1.49

* Presentaron falla ovarica prematura
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Figura 20. Densitometria 0sea alterada a nivel de trocantes de ambos fémures.

Se llevo seguimiento de cada una de sus valoraciones con citas periddicas para

revisar los resultados, explicarselos y reforzar la consejeria y de esta forma se fueron

canalizando de acuerdo a las alteraciones que presentaron con los diferentes especialistas

para su manejo y limitacion de las alteraciones (tabla 7).

Tabla 7.- Resultados de las valoraciones por diferentes servicios.

Perfil Hormonal Completo 19 hipogonadismos
hipogonadotroficos

US pélvico, . ‘ ‘
8 hipoplasias uterinas
Histerosalpingografia

2 oclusiones tubarias
espontaneas

US renal, Urografia excretora 2 hidronefrosis

1 doble sistema colector

ECQG, tele de torax 1 cardiopatia isquémica

1 cardiopatia compleja

Valoracion oftalmologica 5 miopias

Densitometria 6sea 4 anormales
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Posterior a finalizar con cada una los estudios y las citas periddicas para
completar el asesoramiento, también se les dieron los riesgos para la descendencia y los
métodos de diagndstico prenatal en caso de decidir un embarazo, haciéndoles hincapié
en que la toma de decision era de pareja y para esto fueron enviados para apoyo al
servicio de psicologia para calmar su ansiedad.

De esta manera, 19 mujeres decidieron correr el riesgo de un nuevo embarazo,

logrando 15 recién nacidos a término, 7 de pretérmino, 11 partos complicados. (Tabla 8)

Tabla 8.- Evolucion de las pacientes con mosaicismo del X que tomaron la decision de
embarazarse nuevamente.

Recién Liquido o Cxs.
Embarazo Nacido Amnidtico Linfocitos | Cxs. Fetales Maternas
*S. de
. 5)46,XX | (6) 46,XY
A término 15 ( : Down *HTA
1) 47,XX,+21
(1) 47. XX+ (3) 46.XX * Pab. Aur.
*MNT
Pretérmino 7 (2) 46, XY (411) jg’ig{( *H diaf.
(1) 46, *(3) AE
_ CT *(9) AE
gcil;lphcado N . (4) 46,XX *(1) EE *->Salping
(1) 47,XY+21 | *(1) EBA

Dos mujeres decidieron llevar a cabo los tramites para una adopcion, 2 pasaron a
tratamiento por medicina Interna y dos a Nefrologia. De estas pacientes se realiza el

diagndstico de falla ovarica prematura en 3 y pasan a la Clinica de Climaterio (Tabla 9).
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Tabla 9.- Pacientes con mosaicismo del X detectadas por esterilidad

Caso Edad Cariotipo Estatura
5 27 45,X (4)/46,XX (93)/47,XXX (3) 1.51
7 32 46,XX (96)/47,XXX (4) 1.52
12 32 45,X (2)/46,XX (98) 1.46
14 30 45,X (12)/46,XX (86)/47, XXX (2) 1.48
26 33 45,X (2)/46,XX (98) 1.52
39 28 45,X (2)/46,XX (96)/47,XXX (2) 1.53
54 29 45,X (7)/46,XX (93) 1.5

Trece pacientes del estudio tienen el antecedente de hijos con defectos

congénitos (Tabla 10), de las pacientes que durante el estudio estaban embarazadas o

concluyeron su embarazo se presentaron malformaciones congénitas del tipo defectos

del tubo neural, microtia-atresia y sindrome de Down (Figura 21, 22, 23, 24 y 25).

En las Tablas de 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19 se presentan el promedio, media,

desviacion estdndar, moda y rango de acuerdo al motivo inicial de consulta por cual

ingresaron al estudio.
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Tabla 10 .- Casos con antecedentes de Defecto Congénito

Caso Edad Antecedente Cariotipo Defecto
17 36 2 abortos, 1 RNP 45,X (12)/46,XX Cardiopatia Congénita
c/DC (84)/47,XXX (4)
24 37 1 aborto,1 obito, 2 46,XX (96)/47, XXX 2 con Cardiopatia
hijos ¢/ DC 4) Congenita
28 34 3 abortos (1 ¢/DC) 45,X (6)/46,XX Sind. Down
(92)/47,XXX (2)
31 32 2 hijos ¢/DC 45,X (6)/46,XX (94) 1 Sind. Down, 1
Cardiopatia Congénita
33 34 2 obitos (1 ¢/DC) 45,X (6)/46,XX 1 Sind. Down, 1
(92)/47,XXX (2) Cardiopatia Congénita
35 34 1 aborto, 1 hijo ¢/DC. 45,X (6)/46,XX Sind. Down
(92)/47,XXX (2)
38 44 2 abortos,1 hija c/DC  46,XX (92)/47, XXX Cardiopatia Congénita
(8)
41 34 4 abortos, 2 obitos 45,X (4)/46,XX Defecto no
¢/DC (92)/47, XXX (4) especificado
42 28 3 abortos, 1 hija c/DC  45,X (2)/46,XX 1 con asociacion
(96)/47,XXX (2) VACTER
49 39 1 hiyoc/DC 46,XX (92)/47,XXX Defecto no
(8) especificado
55 31 2 hijos ¢/DC 45,X (4)/46,XX 1 Sind. Down, 1
(94)/47,XXX (2) Cardiopatia Congénita
78 31 1 hijoc/DC 46,XX (95)/47, XXX Atresia Esofagica
(5)
81 32 1 hijoc/DC 46,XX (95)/47, XXX Cardiopatia Congénita

©)
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Figura 22. Obito con defecto del tubo neural.
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Figura 23. Recién nacido con microtia-atresia.

Figura 24. Recién nacido con microtia-atresia.
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Figura 25. Recién nacido con Sindrome de Down.

Tabla 11 .- Andlisis Estadistico por motivo de consulta: Aborto

# pacientes (%) Media Moda Rango DS
| Edad 55/87 (63.22) 32.65 30 23-40 4.71
# Media Moda Rango
Talla 1.51 1.41-1.64
Embarazos 204 3.71 2 2-8
Partos 13 0.23 0 0
Abortos 177 3.21 2 1-8
Cesareas 9 0.16 0 0-2
Hijos Vivos 18
Hijos con Defectos 0
Mosaicismo # (%)
Cariotipo 45,X/46, XX/47, XXX 24/55 (43.63)
45,X/46,XX 20/55 (36.36)
46,XX/47, XXX 10/55 (18.18)
45,X/46,XX/47, XXX/48, XXXX 1/55 (1.81)




Tabla 12 .- Analisis Estadistico por motivo de consulta: Amenorrea.

# pacientes (%) Media Moda Rango DS
‘ Edad 11/87 (13.80) 27.25 26 18-43 6.41
# Media Moda Rango
Talla 1.48 1.44-1.58
Embarazos 0 0 0 0
Partos 0 0 0 0
Abortos 0 0 0 0
Cesareas 0 0 0 0
Hijos Vivos 0
Hijos con Defectos 0
Mosaicismo # (%)
Cariotipo 45,X/46, XX 5/12 (41.66)
45,X/46,XX/47, XXX 3/12 (25)
46,XX/47, XXX 3/12 (25)
46,XX/47, XXX/48, XXXX 1/12 (8.3)
Tabla 13 .- Analisis Estadistico por motivo de consulta: Esterilidad.
# pacientes (%) Media Moda Rango DS
‘ Edad 7/87 (8.040) 30.14 32 27-33 2.26
# Media Moda Rango
Talla 1.5 1.43-1.63
Embarazos 0 0 0 0
Partos 0 0 0 0
Abortos 0 0 0 0
Cesareas 0 0 0 0
Hijos Vivos 0
Hijos con Defectos 0
Mosaicismo # (%)
Cariotipo 45,X/46, XX 3/7 (42.85)
45,X/46,XX/47, XXX 3/7 (42.85)
46, XX/47, XXX 1/7 (14.28)




Tabla 14 .- Analisis Estadistico de mujeres de Hijos con Alteraciones Cromosomicas.

# pacientes (%) Media Moda Rango DS
[Edad 5/87 (5.74) 334 34 32-34 0.89
# Media Moda Rango

Talla 1.54 1.45-1.69

Embarazos 17 3.4 3 2-5

Partos 2 0.04 0 0-1

Abortos 11 2.2 3 0-4

Cesareas 4 0.8 0 0.2

Hijos Vivos 3

Hijos con Defectos 3

Mosaicismo # (%)

[ Cariotipo 45,X/46, XX/47, XXX 5/5 (100)

Tabla 15 .- Analisis Estadistico de mujeres de Hijos con Defecto Congénito.

# pacientes (%) Media Moda Rango DS
‘ Edad 4/87 (4.60) 33.25 31 31-39 3.86
# Media Moda Rango
Talla 1.54 1.49-1.62
Embarazos 7 1.75 2 1-2
Partos 3 0.75 1 0-1
Abortos 0 0 0 0
Cesareas 4 1 1 0-2
Hijos Vivos 1
Hijos con Defectos 4
Mosaicismo # (%)
Cariotipo 46,XX/47 XXX 2/4 (50)
45,X/46, XX 1/4 (25)
45,X/46, XX/47 XXX 1/4 (25)
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Tabla 16 .- Analisis Estadistico por motivo de consulta: Aborto e Hijos con Defectos

# pacientes (%) Media Moda Rango DS
| Edad 4/87 (4.60) 33.25 28-44 .80
# Media Moda Rango
Talla 1.53 0 1.44-162
Embarazos 15 3.75 0 2-6
Partos 5 125 0 0-5
Abortos 7 1.75 1 1-3
Cesareas 3 0.75 1 0-1
Hijos Vivos 3
Hijos con Defectos 3
Mosaicismo # (%)
Cariotipo 46,XX/47 XXX 3/4(75)
45,X/46,XX/47, XXX 1/4 (25)

Tabla 17 .- Analisis Estadistico por motivo de consulta: Todos los Casos.

# pacientes (%) Media Moda Rango DS
[Edad 87/87 (100) 31.9 32 18-44 5.11
# Media Moda Rango

Talla 1.51 1.41-1.69

Embarazos 243 2.8 2 0-8

Partos 23 0.26 0 0-5

Abortos 195 2.24 0 0-8

Cesareas 20 0.23 0 0-2

Hijos Vivos 25

Hijos con Defectos 8




DISCUSION.

90



4.  DISCUSION.

La edad de descubrimiento del mosaicismo esta en relacion con la condicion
clinica que motiva la asistencia de las mujeres a consulta con el médico. El no contar
con un protocolo de estudio y atencion adecuado retarda el diagnostico oportuno y
certero.

La aparicion de lineas aneuploides no influye en el fenotipo exterior mas bien en
alteraciones de la reproduccion, el peso y talla de los casos se encuentra dentro de los
parametros de la poblacion mexicana.

En las madres de bebés que presentaron Sindrome de Down se observo una
asociacion con mosaicismo de tres lineas, probablemente por la interrelacion que existe
entre cromosomas sexuales y el ciclo celular.

Las mujeres afectadas con mosaicismo del X presentaron hipogonadismo e
hipogonadotrofia por la atrofia ovarica, originada probablemente desde la etapa prenatal.
(9,34,35,36,42)

No se llevo a cabo una valoracion completa sobre la relacion entre alteraciones
de la funcion tiroidea y mosaicismo del X, aunque seria interesante ahondar mas en el
tema.

Los pacientes enviados a valoracion psicologica ain no han concluido la
resolucion de su proceso debido a que es dificil conocer si sus alteraciones emocionales
son causadas por la alteracion cromosomica o el duelo de pérdida. %47
En cuanto a las alteraciones dentales encontradas en las pacientes corresponden a

2 1,32
lo reportado por otros autores. ¢% %312
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Los defectos y alteraciones renales corresponden a lo publicado por otros
autores. ***¥ Asi como las alteraciones éseas. "

De las alteraciones cardiovasculares, se encontr6 una cardiopatia isquémica y una
cardiopatia compleja no reportadas en la literatura. “®

De los defectos congénitos en general predominaron los del tubo neural, la
microtia-atresia y el Sindrome de Down.

La frecuencia de los defectos congénitos de hijos de madres con mosaicismo de
X no es superior a la poblacion en general, con excepcion de las mujeres que
presentaron tres lineas celulares en las cuales se observé una asociacion. %4

Los estudios citogenéticos de los productos fueron realizados a partir de muestras
prenatales por amniocentesis, en recién nacidos en linfocitos de sangre periférica y en
productos de abortos con el mismo tejido, coincidiendo los resultados con otras
publicaciones. ("43>+9)

Corroborar la presencia de mosaicismo X en otros tejidos no es una posibilidad a
seguir debido a que las células aneuploides tienden a perderse cuando el tiempo de
cultivo es muy prologado, ademas de la situacion per se. '”

Cuando se analizan algunos datos separandolos por grupos de acuerdo a la causa

inicial de consulta se encuentran ligeras diferencias, para una conclusion valida se

requiere un estudio con una poblacién mayor que permita una comparacion objetiva.
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CONCLUSIONES.
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5. CONCLUSIONES:

1.

El mosaicismo de cromosoma “X” es una alteracién que hasta el momento no se
habia estudiado en forma integral.

La causa mas frecuente de consulta de estas pacientes es el aborto recurrente.

El mosaico que mas se presenta son las lineas: 45,X/46,XX/47, XXX

No se encontraron secuencias del “Y”, en ninguna paciente.

Estas mujeres pueden presentar alteraciones fenotipicas a nivel reproductivo.

El riesgo para la descendencia es variable.

Es importante el ingreso de estas pacientes a un protocolo de estudio
multidisciplinario e interdisciplinario.

En caso de embarazo posterior es de gran importancia el seguimiento hasta su
resolucion, asi como la realizacion de estudios de diagndstico prenatal y

seguimiento del recién nacido.

Con lo anterior proponemos el siguiente esquema de flujo para la atencion de los

pacientes.
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Flujograma de estudio.

Parejas con Factores de Riesgo Repreductivo.

|

Carictipo de la pareja.
- cad \\‘A
Normal Anormal
£ /

™ Asesoramiento Genético

S
.// i
Continua con médico tratante Ingreso al protocolode estudio
.,——""-‘-.-.
S \\
-~ Y
Sin Alteraciones Sin Alteraciones
F— =
-‘H“-"""-.._‘_‘_‘_* I . "Ir/

Asesoramiento Genético Final

_// \I

Envio con sus médicos tratantes 4~ Qpciones Reproductivas
/“
/

e
Meétodos de Diagnostico Prenatal y Seguimiento del
Embarazo v Recién Nacido

|

Asistenciapermanente de las alteraciones encontradas
en los pacientes

Figura 26. Propuesta de flujograma para atencion de pacientes con mosaicismo.
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