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RESUMEN

Introduccién. El Sindrome de Turner (ST), es una de las alteraciones
cromosémicas mas frecuente en nifias, su incidencia es aproximadamente de
1/2,500 nacidas vivas. El cariotipo mas comun es el 45,X. Las pacientes con ST
presentan diferentes caracteristicas clinicas como talla baja, implantacién baja
de cabello, disgenesia gonadal, térax ancho y nevos. También presentan
diferentes patologias que deterioran su calidad de vida como son malformaciones
cardiacas y renales, enddcrinas-metabdlicas como tiroiditis, diabetes mellitus y
densidad mineral dsea baja. El fenotipo en ST podria influenciarse por la
presencia de lineas celulares cripticas que por citogenética convencional no se
detectan, por la presencia de variantes en el numero de copias (VNC) y por
variantes de un solo nucleétido (VSN) en algunos genes candidatos como VDR,
KL, CYP27B1, los tres relacionados con el metabolismo de la vitamina D, ademas
del PTPN22 que se ha asociado con predisposicibn a enfermedades

autoinmunes.

Objetivo. Determinar si existe asociacion entre variantes de un solo nucleétido
(VSN) en los genes VDR, KL, CYP27B1 y PTPN22, con el fenotipo clinico en

pacientes con Sindrome de Turner

Material y Métodos. En el Instituto Nacional de Pediatria previo consentimiento
informado se captaron 61 pacientes con ST y 69 controles femeninos, Se realiz6
el estudio clinico completo en las pacientes. Se realizé cariotipo con bandas

G. Se obtuvo DNA gendémico de sangre periférica de los pacientes y controles.



El DNA gendémico se cuantificé utilizando el Nanodrop y se evalu6 su calidad por
electroforesis. En pacientes y controles se utilizé el ensayo KASP de LGC
Genomics (http://www.lgcgenomics.com/) para genotipificar los siguientes VSN:
VDR (rs7975232), KL (rs9536282), CYP27B1 (rs4646536) y PTPN22

(rs1599971). Las pacientes se agruparon de acuerdo a sus manifestaciones
clinicas: cardiacas, renales, 6seas y tiroideas y de acuerdo a su cariotipo. Se
realizé la correlacién de los VSN, el cariotipo y las manifestaciones clinicas en las
pacientes con ST. El equilibrio de Hardy-Weinberg se analiz6 por prueba exacta
de Fisher, la asociacién de cada variante con el fenotipo se realizé por la prueba
Armitage y la interaccién génica entre las variantes se estudi6 por el método

dimensionalidad multifactorial (MDR).

Resultados. De las 61 pacientes con ST, 40 presentaron un cariotipo 45,X; el
resto con otros cariotipos. Encontramos una asociacion significativa entre la
malformacién renal y la variante rs9536282 (KL) conun OR 17.8 (95% IC 1.661-
479.134) p=0.017y entre rs4646536 (CYP27B1) y DMO baja con un OR 6.667
(95% IC 1.971-45.79) p=0.037, estas variantes pueden tener efectos moderados
sobre estas caracteristicas, pero contribuyen a la variabilidad del fenotipo ST. Por
otro lado, el andlisis de interaccién génica mostré relaciéon entre las tres variantes de
los genes: KL (rs9536282), CYP27B1 (rs4646536) y VDR (rs7975232)

relacionadas con el metabolismo de la vitamina D y la DMO baja en pacientes con
ST. Nuestros resultados apoyan la idea de que el fondo genético de los pacientes

con ST contribuye a la variabilidad clinica observada en ellos.

Xi
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Conclusiones. Nuestros resultados sugieren que la variante rs9536282 en el gen
KL puede estar asociada con malformaciones renales en pacientes con ST.

La variante rs9536282 en el gen KL puede ser un biomarcador temprano de las
enfermedades renales crénicas y del trastorno mineral 6seo en pacientes con ST.
Observamos que los genes KL, VDR, y CYP27B1 que estan involucrados en el
metabolismo de la vitamina D, parecen estar contribuyendo a la DMO baja en
pacientes con ST.

Nuestros resultados muestran que las variantes genéticas de las pacientes con
ST, contribuyen a la variabilidad de las caracteristicas clinicas observadas en

ellas.

xii



ABSTRACT

Turner syndrome (ST) is a common genetic disorder. ST-phenotype includes short
stature, gonadal dysgenesis, cardiac and kidney malformations, low bone mineral
density (low-BMD) and thyroiditis. ST-phenotype varies from patient to patient and
the cause is not clear, the genomic background may be an important contributor for
this variability. Our aim was to identify the association of specific single nucleotide
variants in the PTPN22, VDR, KL, and CYP27B1 genes and vitamin D-metabolism,
heart malformation, renal malformation, thyroiditis, andlow-BMD in 61 Mexican ST-

patients.

DNA samples were genotyped for VSNs: rs7975232 (VDR), rs9536282 (KL),
rs4646536 (CYP27B1), and rs1599971 (PTPN22) using the KASP assay. Chi-
square test under a recessive model and multifactorial dimensionality reduction
method were used for analysis. We found a significant association between renal
malformation and the rs9536282 (KL) variant and between rs4646536 (CYP27B1)
and low-BMD, these variants may have modest effects on these characteristics but
contribute to the variability of the ST phenotype. In addition, we identified gene-gene

interactions between variants in
genes KL, CYP27B1 and VDR related to vitamin D-metabolism and low-BMD in ST-
patients. Our results support the idea that the genetic background of ST- patients

contributes to the clinical variability.
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1. INTRODUCCION:

El Sindrome de Turner (ST), es una de las alteraciones cromosémicas mas
frecuentes en mujeres; se genera por la ausencia total o parcial del segundo

cromosoma X con o sin lineas celulares diferentes (mosaicismo).

La incidencia del ST a nivel mundial es de 1 por cada 2,500 nifias nacidas vivas
(NV) de acuerdo con la estadistica internacional. Sin embargo, en algunas
poblaciones la incidencia es mas alta, por ejemplo en el 2009 Tan K.L realiz6 un
estudio en pacientes con ST en Singapur donde reporté una frecuencia de 1 por
cada 1180 nacidas vivas (Tan and Yeo 2009); en la India, la frecuencia es de 1
por cada 2500 nifias NV (Maiti and Chatterjee 2014), en Malasia esde 1 por 2000
nifias NV y en China es del 1 por 2000, ellos reportan que tienen un incremento
de la mortalidad 3 veces mayor que la poblacién general y una reduccién de
esperanza de vida de 13 afos debido al gran ndmero de complicaciones,
principalmente cardiovasculares, densidad mineral 6sea baja y tiroiditis, entre
otras caracteristicas clinicas que pueden llegar a presentar estas pacientes (Maiti

and Chatterjee 2014), (Tan and Yeo 2009), Ver Tabla 1.

En México un estudio realizado en 2003 (Robles Valdés et al. 2003) reporté una

incidencia de 1 afectada con ST por cada 2500 nifias nacidas, si consideramos



los datos del censo realizado por el Instituto Nacional de Estadistica, Geografia
e Informatica en el afio 2020, en México contamos con 63.9 millones de mujeres

por lo tanto se puede estimar que en el pais existen 22992 mujeres con ST.

Tabla 1. Incidencia de pacientes con sindrome de Turner en diferentes

poblaciones.
Pais Frecuencia por nifias Referencia
(s EERVIVET
Singapur 1en 1180 (Tan KB, 2009)
Dinamarca 1en 2130 (Naeraa RW, 1990)
India 1 en 2500 (Chattejee, 2013)
Malasia 1 en 2000 (Tan and Yeo 2009)
China 1 en 2500 (Cui et al. 2018)
México 1 en 2500 (Villanueva-Ortega et al. 2017)

1.1 Cariotipo del sindrome de Turner

La especie humana tiene un genoma que esta constituido por 46 cromosomas
que se presentan en dos juegos de 23 cromosomas. De cada par de cromosomas

(conocidos como homologos) se tiene un cromosoma de origen materno y el otro



de origen paterno que comparten la misma morfologia en 22 de los pares
llamados autosomas, también existe un par de cromosomas denominados sexo
cromosomas, en la mujer son dos cromosomas X y en el hombre son un Xy un
Y. El cromosoma X de humano tiene un tamafio aproximadamente de 163

millones de bases y contiene aproximadamente 1170 genes (Ross et al. 2005).

El cariotipo del ST es variable, el mas frecuente se caracteriza por la presencia
de un solo cromosoma X. De acuerdo con diferentes reportes citogenéticos, el 50-
60% de los pacientes con ST tienen un cariotipo 45,X, sin embargo, pueden
encontrarse variaciones estructurales en el segundo cromosoma X, que incluyen
deleciones del brazo corto (Xp-), isocromosomas y anillos; en todos estos casos,
lo comuin en ST es la pérdida total o parcial de los brazos cortos del segundo
cromosoma X. La monosomia X, puede estar presente sélo en algunas células del
individuo lo que se considera un mosaico, los mosaicos pueden tener incluso

presencia de derivativos del cromosoma Y, Tabla 2 (Lin et al. 2019).

Las pacientes con ST que presentan una linea celular con cromosoma'Y, tienen riesgo
para desarrollar neoplasias gonadales benignas o malignas como: disgerminoma o
gonadoblastoma (Kwon et al. 2017). Cualquier cromosoma marcador tiene que ser
identificado citogenéticamente para excluir un cromosoma Y, los marcadores o
mosaicos bajos que no sean detectables por citogenética convencional deben ser
diagnosticados por técnicas moleculares como FISH (Hibridacién in situ con

fluorescencia) o PCR (reacciéon en cadena dela polimerasa) (Lopez et al. 1998).



Tabla 2. Frecuencia de cariotipos reportadas en pacientes con sindrome de

Turner
Cariotipo Porcentaje Descripcion
45,X 40-50% Monosomia X
45,X/46,XX 15-25% Mosaico con "XX"
45,X/47,XXX; 3% Mosaico con "Triple X" o
45,X/46,XX/47, XXX trisomia X
45,X/46,XY 10-12% Mosaico con “XY”
46,XX, del X(p22.3) 5% Delecion Xp
46,X,r(X)/46,XX 1% anillo del cromosoma X

(Lin etal. 2019).

1.2 Cuadro clinico en las pacientes con sindrome de Turner

El ST es una alteracién genética comun caracterizada por talla baja, linfedema,
torax ancho, baja implantacion de cabello y pterigium coli. La disfuncién gonadal

es otro hallazgo y se manifiesta como amenorrea e infertilidad, figura 1.

Las pacientes con ST tienen un riesgo significativamente mas alto de padecer
enfermedades, comparadas con la poblacién general. Entre estas enfermedades
se encuentra tiroiditis, diabetes mellitus, osteoporosis, malformaciones
congénitas mayores, afecciones neurovasculares, cirrosis y cancer rectal y de

colon (Araujo et al. 2010), (Pietzner et al. 2014).
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Figura 1. Caracteristicas clinicas en pacientes con Sindrome de Turner

Sin embargo, las caracteristicas clinicas en estas pacientes que deterioran
principalmente la calidad de vida son las anormalidades cardiacas, tanto
congénitas como adquiridas, con una frecuencia del 50% con una alta tasa de
morbilidad. Otra de las caracteristicas frecuentes que deterioran la calidad de
vida en estas pacientes son las malformaciones renales, tiroiditis y presentar
densidad mineral 6sea baja, entre otras, ver tabla 3. (Bondy 2007), (Araujo et al.

2010).



Tabla 3. Frecuencia de las caracteristicas clinicas en pacientes con

sindrome de Turner

CLINICA

MUSCULO ESQUELETICA

Talla baja

ENDOCRINOPATIAS

Intoleranciaala glucosa

Diabetes tipo 2

Diabetes Tipo 1

Tiroiditis y hipotiroidismo

Hipertension

ANOMALIAS HEPATICAS Y GATROINTESTINALES

Enzima hepatica elevada

Enfermedad celiaca

Enfermedades inflamatorias del intestino
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

0JOS

Pliegue del epicanto

Miopia

Estrabismo

Ptosis (Descenso permanente del parpado superior)

OREJAS

Infecciones de oido medio

Defectos al escuchar

Deformidad de oido externo

BOCA

Paladar ojival

Micrognatia (Mandibula pequefia)

FRECUENCIA
(%)

100

15-50
10

15-30
50

50-80

2-3

20
20
15
10

60
30
15

38
60



CUELLO

Cuello corto y ancho 40
Pterigium colli (cuello alado) 25
TORAX

Torax ancho 30
Pezones invertidos 5
PIEL, UNAS Y CABELLO

Alopecia 5
Vitiligo 5
Displasia/distrofia de ufias 13
Edema de pies y manos 30
ESQUELETICO

Retraso de la edad 6sea 85
Densidad mineral 6sea baja 50-80
Cubitus valgus (antebrazo se aleja del cuerpo) 50
Metacarpianos Cortos 37
Genu valgo (musculo y pierna desviados, angulo) 35
Escoliosis 35
Dermatoglifos caracteristicos 35
CORAZON

Valvula bicuspide aortica 14-34
Coartacion aorta 7-14
Dilatacion Aortica/aneurisma 3-42
RENAL

Rifion de Herradura (los 2 rifiones fusionados) 10

Posicién anormal o duplicacion de pelvis renal, uretra 'y 15
vasos

Aplasia renal (ausencia de rifién)

TEJIDO NEUROCOGNITIVAY PSICOSOCIAL

Inmadurez Emocional ~ 40
Problema conductual y Psicoldgico ~40

(Claus H. Gravholt et al. 2017) modificada.






1.2.1 Caracteristicas clinicas asociadas al cariotipo en pacientes con

sindrome de Turner.

Las pacientes con ST presenta variabilidad en su fenotipo clinico, y hasta el
momento no se conoce totalmente la correlacion entre el genotipo y el amplio

espectro de manifestaciones clinicas.

La correlacion fenotipica con la condicion citogenética se ha estudiado en
diversas poblaciones. Por ejemplo, las pacientes con ST que presentan el mismo
cariotipo 45,X, no presentan las mismas manifestaciones clinicas, el estudio de
Sybert y McCauley (2004) muestra que 94 de 154 presentan enfermedades
cardiacas y 84 de 181 pacientes presentan malformaciones renales. Un estudio
en poblacién brasilena de 27 pacientes ST 45,X, encuentra que todas ellas
presentan talla baja, 12 presentan enfermedades cardiacas, 7 malformaciones
renales y 6 presentan obesidad (Araujo et al. 2010), mientras que Bispo et al.
(2013) reportan que, de 40 pacientes, 37 presentan talla baja y 10 presentan

enfermedades cardiacas.

Se hareportado es que algunas pacientes que presentan un mosaico 45,X/46,XX
presentan un fenotipo menos severo, por otro lado, las pacientes que presentan
un cariotipo 45,X/46,XY son un poco mas altas dentro de los percentiles en
pacientes con ST, ademas la presencia del cromosoma Y en estas pacientes
con ST, es un factor de riesgo para el desarrollo de gonadoblastoma (Sybert and

Mccauley 2004).



Se ha propuesto que la haploinsuficiencia de genes seudoautosémicos, que se
esperan encontrar en doble dosis por la presencia de dos cromosomas sexuales,
puedan relacionarse con algunas de las caracteristicas clinicas que desarrollan
estas pacientes, como en el caso del gen SHOX que se encuentra dentro de los

genes candidatos para explicar la talla baja de las pacientes (Kesler 2007).

Sin embargo, lo anterior no explica del todo el espectro fenotipico de las pacientes
con ST, por lo que se requieren estudios de variantes a nivel genémico en ellas para

tratar de explicar tal variabilidad (Hook and Warburton 2014) Tabla 4.

Tabla 4. Algunos genes que se encuentran en el cromosoma Xy que se han

asociado con manifestaciones clinicas en sindrome de Turner.

Fenotipo Localizacién Gen candidato

citogenética

Talla baja Zp22.33 (PAR1) SHOX
XP11.2-P22.1 ZFX

Falla ovarica Xpl11l.2-p22.1 ZFX, USP9X
Xp13-q26 DIAPH2

Paladar ojival Xp11.2-p22.1

Tiroiditis autoinmune Xp11.2-p22.1

Anomalias esqueléticas  Xp22.3 SHOX

(Sybert and Elizabeth 2004) Modificado

2 ANTECEDENTES
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2.1 ESTUDIOS DE ASOCIACION EN PACIENTES CON SINDROME DE
TURNER.

Las variantes de un solo nucleétido (VSN) pueden ocurrir en uno de cada 1000
pares de bases, son comunes en el genoma humano y estan involucrados en
varias enfermedades humanas. Corresponden a alteraciones genéticas presentes
en mas del 1% de la poblacién y pueden ubicarse en diferentes regiones del gen:
en el promotor, en regiones codificantes y no codificantes. Las VSN en las
regiones codificadora y promotora tienen mas probabilidades de alterar la
funcion del gen y en consecuencia, la proteina (Kidd et al. 2008).

Actualmente se sabe que existen diferentes VSN que podrian estar jugando un
papel importante en la presentacion de algunas caracteristicas clinicas en las
pacientes con ST que deterioran la calidad de vida de las pacientes, como son
densidad mineral ésea baja, autoinmunidad y anomalias cardiacas, estas
caracteristicas deterioran la calidad de vida y estdn presentes con una frecuencia
significativa en las pacientes con ST (Araujo et al. 2010)(Donato and Ferreira

2018).

2.1.1 DENSIDAD MINERAL OSEA BAJA:

De manera general las pacientes con ST tienen densidad mineral 6sea (DMO)
baja sin embargo, en algunos casos se pueden mantener los niveles normales si

el paciente sigue un estilo de vida saludable con la practica regular de ejercicio
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fisico, la introduccion temprana de una dosis apropiada de estrdogenos (terapia

de reemplazo hormonal), asi como calcio y vitamina D.

La vitamina D es una hormona esteroidea que regula el metabolismo 6seo, la
respuesta inmune, la proliferacion y la diferenciacidon celular. En pacientes con ST,
la deficiencia de vitamina D se asocia a un mayor riesgo de fracturas 6seas, diabetes
tipo 1y 2, tiroiditis, hipertension, enfermedades cardiacas y algunos padecimientos
cronicos. Las variantes Bsml, Fokl y Cdx2 del gen VDR se asocian con DMO baja
y la detecciéon temprana de estos polimorfismos podria ser util para predecir la
osteopenia grave en pacientes con ST (Peralta Loépez etal. 2012), (Bianca Bianco

et al. 2012).

2.1.2 ENFERMEDADES DE TIROIDES:

En relacién a las manifestaciones autoinmunes, se conoce que las pacientes con
ST presentan una mayor predisposicién que la poblacién en general (Jgrgensen
et al. 2010) y la edad de inicio es mas temprana que la poblacién en general, el
promedio de inicio en pacientes ST es alos 10 afios de edad aunque hay reportes
de edad tan temprana como dos afios (Mortensen et al. 2009), (Jgrgensen et al.
2010), (Ban 2012), siendo las mas comunes las relacionadas con la tiroides. Un
estudio descriptivo mostré que las anomalias cardiovasculares (45%), la otitis
(43%), tiroiditis 33% y la hipertension (26.6%) fueron las alteraciones clinicas mas

frecuentes observadas en 42 pacientes con ST. Las variantes en los genes VDR
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(rs11568820) con genotipo GG y PTPN22 (proteina tirosina fosfatasa, no
receptor tipo 22) (rs2476601) con genotipo CT, se encuentran asociadas con

enfermedades tiroideas autoinmunes en pacientes con ST (B. Bianco et al. 2010).

2.1.3  MALFORMACION CARDIOVASCULAR

Las afecciones cardiacas (congénitas o adquiridas), son una de las principales causas
de morbilidad e incluso mortalidad de las pacientes con ST. Las malformaciones
cardiacas mas frecuentes en ST, son valvula adrtica bicuspide (BAV) (11%-50%)
(Viuff MH, 2016) y coartacion de la aorta (CoA) (11-35%) (Claus Hgjbjerg Gravholt
etal. 1998), seguidos de HLHS (sindrome del corazén izquierdo hipoplasico), retorno
venoso pulmonar parcial anémalo (PAPVR), elongaciéon de transversales y arco
adrtico. Los defectos del tabique auricular y ventricular (1 y 2%) suelen ser
pequefios y poco frecuentes en pacientes con STy si estan presentes, no suelen
requerir reparacion quirurgica. Hay otros tipos menos frecuentes de cardiopatia en
esta poblacién, como cardiomiopatia hipertroéfica, tetralogia de Fallot, conducto
arterioso permeable y estenosis de la valvula aértica o pulmonar (Donato and
Ferreira 2018), y a lo largo de la vida el prolapso de la valvula mitral, hipertension
arterial, isquemia coronaria y aterosclerosis (Bondy 2007) (Araujo et al. 2010).
Entre el 20%-50% de las pacientes ST adultas, tienen riesgo de cardiopatia

coronaria, (Barreto et al. 2010) (Struwe et al. 2006).
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2.2 GENES CANDIDATOS RELACIONADOS CON LAS MANIFESTACIONES
CLINICAS DE INTERES

Se han realizado algunos estudios de asociacion entre genes y algunas
caracteristicas clinicas en poblacién en general y en pacientes con ST. Nosotros
consideramos que los genes KL, CP27B1, VDR y PTPN22 podrian estar jugando
un papel importante en las caracteristicas clinicas en las pacientes con ST, (tabla

5).

Tabla 5. Genes y variantes en los genes VDR, KL y CYP27B1 de los cuales sus

productos participan en la via metabdlica de la Vitamina D y una variante en

el gen PTPN22.

13q12 Insuficiencia renal Higado, Chinos, (Wu et al. 2020)
cronica, Rifién, Japoneses
’ (Nabeshima
Enfermedades glandula
and Imura
arteriales para
. o 2008), (Xu and
coronarias tiroidea,
Sun 2015)
musculo
esquelético,
oido interno
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CYP27B1 12q14.1 DMO baja Rifion no Chinos, Kujundzic;
japoneses 2015, Cliffton-
Diabetes tipo 1 .
Blingh, 2011,
Bailey,
2007,Boglione,

Morita; 2015

VDR 12q13.11 Diabetes tipo 2, Glandula Si Argentinos Brown, 1995,
insuficiencia paratiroidea, Uitterlinden,
cardiaca, rinoén, 2001,
enfermedades thakkinstian;
renales croénicas 2004,
Motohashi;;
2003,
Willkinson;2000,
Bianca; 2012
PTPN22 1p13.2 Enfermedades Células Ty si Brasilefios Bondy;2007,
autoinmunes linfocitos Gong; 2002,
(diabetes tipo 1y Ban 2010,
Tiroiditis) Carlton; 2005

2.2.1 GENKL:

KL se encuentra en el cromosoma 13q12, contiene 5 exones y 4 intrones y mide
mas de 50 kb. El transcrito del gen tiene un tamafio de 5.2 kb, por procesamiento
alternativo se generan 2 transcritos, uno que da origen a una proteina
transmembranal de 1012 a.a. y otro que origina una proteina de secrecion de

549 a.a. (Matsumura et al. 1998).

El gen KL (KL) codifica para una proteina que participa en la via metabdlica de la

vitamina D y se expresa predominantemente en el rifion (principalmente a nivel
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de las células del tubulo distal), glandula paratiroidea, musculo esquelético, placenta,
oido interno, pancreas y ovarios. Los ratones KL/- presentan alteraciones en
6rganos donde no hay expresion de KL, por lo que se plante6 que su producto

tiene una accién endocrina. (Struwe et al. 2006).

El gen KL participa en el metabolismo correcto de la vitamina D, sin embargo,
actualmente se tiene poca informacién sobre los mecanismos reguladores de la
expresion de KL. Sin embargo en ratas, la expresion de KL a nivel prenatal esta
practicamente ausente, pero posteriormente al nacimiento sube significativamente
(Mitchell et al. 2015), se ha observado en ratones que la administraciéon de 1,25-
dihibroxi vitamina D aumenta la expresion de KL en el rifién, también se ha
demostrado que en ratones, el descenso del calcio extracelular aumenta la
expresion de KL (Matsumura et al. 1998)(Nabeshima and Imura 2008). Actualmente se
sabe que existen polimorfismos en el gen KL que estdn asociados a diferentes
patologias como: insuficiencia renal crénica, enfermedades arteriales coronarias,
descalcificacion de la valvula aortica, ydisminucién de la densidad mineral ésea, el
metabolismo de la glucosa y lipidos. (Shunsuke Yamada, M.D. 2016). Existen
polimorfismos en el gen KL que se han asociado al envejecimiento (Xu and Sun
2015). Por otra parte, el polimorfismo rs9536282 se localiza en la regién intrénica
de KL, el HapMap reporta una frecuencia del alelo menor (MAF) de 0.14 en
Mexicanos y ha sido asociado a la densidad mineral 6sea y presién arterial en

japoneses (Wu et al. 2020).
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222 CYP27B1

También llamado como Citocromo P450, Familia 27, Subfamilia B, Polipéptido 1. Se
localiza en el cromosoma 12q14.1 contiene 9 exones y 8 intrones codifica para
un polipéptido de 508 a.a. Su producto forma parte de las enzimas del citocromo
P450 y se localiza en la membrana interna mitocondrial y cataliza la hidroxilacién de
la 25-hidroxivitamina D3 en la posicion 1-alfa. Esta reaccién sintetiza a la 1alfa, 25-
dihidroxivitamina D3, la forma activa de la vitamina D3, la cual se une al receptor de
la vitamina D y con el cual regula el metabolismo del calcio. La actividad hormonal
de la vitamina D3, 1, 25(0H)2D3 también actda sobre el sistema inmune y la

diferenciaciéon celular (Feldman 1997), (Feldman and Malloy 2014).

Varios estudios analizan la asociaciéon de genes del metabolismo de la vitamina
D en los que se incluyen KL, VDR y CYP27B1. Algunos polimorfismos en este
ultimo gen han mostrado asociacién con sindrome metabdlico en varones adultos
jovenes (Cheng, 2015). Con respecto al sistema Oseo, se ha asociado el
polimorfismo rs10877012, ubicado en el promotor de CYP27B1, con un mayor
riesgo a fracturas (Cliffton-Bligh, 2011). Este SNP tiene un efecto funcional pues
causa una disminucién de la expresién de CYP27B1. El polimorfismo rs10877012
tiene una frecuencia reportada en mexicanos de 0.35, y se ha reportado asociado
a diabetes tipo 1 (Bailey, 2007), en respuesta a la terapia en pacientes con
hepatitis B cronica (Boglione, 2015) y esclerosis multiple (Alcina, 2013). En este

estudio analizaron la asociacién de VSN con la densidad mineral 6sea, diabetes
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tipo 1 y la presencia de enfermedades autoinmunes, los autores consideran que
podrian ser nuevos marcadores genéticos de susceptibilidad a enfermedades

autoinmunes (Rueda et al. 2008).

2.2.3 GENYVDR:

El déficit de vitamina D se ha asociado a distintas patologias, como la hipertension,
la diabetes e insuficiencias cardiacas, en pacientes con enfermedad renal crénica. La
comprension del papel que desempefia el receptor de lavitamina D (VDR) y los
efectos de suactivacion ha cambiado drasticamente en los tltimos afios. Asi, varios
estudios han analizado los efectos diferenciales entre distintos activadores
(agonistas) de los VDR. El gen VDR se localiza en el brazo largo del cromosoma
12q13.11 contiene 10 exones (8 exones codificantes) y 9 intrones, y codifica para

una proteina de 427 a.a.

La respuesta de los diferentes 6rganos diana de la vitamina D depende no sélo de
la cantidad y biodisponibilidad del receptor codificado por VDR (aspectos
cuantitativos), sino también de cémo es dicho receptor. Los niveles intracelularesde
VDR se regulan tanto por ligandos del VDR como por hormonas y factores de
crecimiento que no unen VDR. La regulacion, que afecta el control de la transcripciéon
y la estabilizacion del RNAm del VDR asi como la sintesis y degradacion de la
proteina, es especifica en cada tejido o célula ya que el calcitriol regula a la alza

la transcripcion del VDR en la glandulas paratiroides y
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el rifién y no en el intestino (Zhang et al. 2019).

La cantidad de VDR en la célula diana depende de muchos otros factores, comoel
estado de proliferacion y diferenciacion de la célula, las rutas celulares activadas
en un determinado momento, asi como la expresion diferencial de cofactores que
intervienen en las acciones del VDR como factor de transcripcion (Thakkinstian et

al. 2004).

Es importante tanto la cantidad y disponibilidad de VDR como la calidad de éste.
Se han descrito 14 mutaciones diferentes asociadas con raquitismo resistentes a
vitamina D, también se han descrito hasta la fecha mas de 14 polimorfismos
diferentes en el gen VDR que pueden actuar modulando la respuesta a la
vitamina D en los diferentes 6rganos diana. Se ha sugerido que los polimorfismos
en este gen tienen una relacién con diferentes aspectos del metabolismo 6seo y
de la glandula paratiroides, asi como la asociacién con diferentes enfermedades
como es diabetes, insuficiencia cardiaca y enfermedad renal crénica.

(Uitterlinden; 2001); (Thakkinstian; 2004).

224 GENPTPN22

El gen PTPN22 (protein tyrosin fosfatasa no receptor 22) se localiza en el
cromosoma 1p13.2, contiene 19 exones y 18 intrones codificantes. El genPTPN22
codifica para una proteina de 807 a.a. es una fosfatasa especifica de linfocitos que

cataliza la desfosforilacion intracelular en residuos de tirosina y de
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esta manera contribuye a la inhibiciéon de la activacion de la células T. Se ha
demostrado recientemente que algunos polimorfismos pueden causar ganancia de
funcion enzimatica de PTPN22 que daria lugar a un aumento en el umbral parala
activacion de los linfocitos T. Esto podria causar un escape timico de células T
autorreactivas o una menor actividad de los linfocitos T reguladores, procesos que
darian lugar a autoinmunidad. Todos estos hallazgos hacen que elgen PTPN22

sea un gen candidato muy interesante para enfermedades autoinmunes.

Se ha reportado que las pacientes con ST presentan enfermedades autoinmunes
(Bondy 2007), las mas comunes son enfermedades relacionadas con la tiroides
y diabetes mellitus (Nazli Gonc et al. 2002). En 2010 Bianco y cols. analizaron el
polimorfismo rs2476601 en el gen PTPN22 mediante PCR en tiempo real
TaqMan, y encontraron que los genotipos CC (67.6%), CT (28.2) y TT (4.2%) en
pacientes con ST y en el grupo control 82.8%, 16.1%, y 1.1% respectivamente
con una p=0.0043. Los alelos C y T estuvieron presentes con una frecuencia
respectivamente, de 81.7% y 18.3% en pacientes con ST (P= 0.001, OR=2.22,
IC95%=1.39-3.54) y en 90.8% y 9.2% respectivamente en controles. (B. Bianco
etal. 2010). Estos datos sugieren que en pacientes con ST, el gen PTPN22 podria
estar jugando un papel importante en la predisposicién de enfermedades
autoinmunes. La variante rs2476601 tiene una MAF muy baja en mexicanos
(0.052) por lo que proponemos en este estudio analizar la asociaciéon del SNP

rs1599971 (MAF 0.49) que se localiza en el intréon 13 del gen PTPN22 con la
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presencia de enfermedades autoinmunes en un grupo de pacientes mexicanos
con ST. La VSN ha sido reportada como asociada a enfermedades autoinmunes
de la tiroides y el haplotipo en el que se ha reportado, asociado a artritis

reumatoide (Carlton et al. 2005).

Por todo lo anterior, es posible que exista una asociacién de variantes de un solo
nucleétidos en los genes VDR, KL y CYP27B1 de los cuales sus productos
participan en la via metabdlica de la vitamina D, con la densidad mineral 6sea.
De la misma manera, es posible que exista asociaciéon de variantes de un solo

nucleétido en el gen PTPN22 y la presencia de enfermedades autoinmunes.

3 JUSTIFICACION:

El sindrome de Turner es una de las alteraciones cromosémicas mas frecuentes
en niflas. El fenotipo en las pacientes con ST es variable y puede incluir
manifestaciones que deterioran la calidad de vida, como los defectos cardiacos,
renales, tiroiditis y especialmente en nuestra poblacién las alteraciones

metabdlicas como diabetes mellitus, obesidad y baja reserva ésea.

Actualmente, no se tiene explicacién de por qué hay tanta variabilidad genotipica
en las pacientes con ST a pesar de saber algunas correlaciones cariotipo-
fenotipo y saber que hay correlacion entre haploinsuficiencia de algunos genesy

algunas manifestaciones clinicas.
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Lo anterior no explica la variabilidad en las pacientes con ST, es por ello que
consideramos que el entorno genémico podria estar jugando un papel importante en
la manifestacion de las caracteristicas clinicas de las pacientes con ST, en especial
las VSN, que son muy frecuentes en todo el genoma, podrian contribuir de

manera importante en la variabilidad de las caracteristicas clinicas.

Es por ello que en este estudio se buscaron algunas VSN en los genes VDR, KL,
CYP27B1 y PTPN22 y su asociacion con algunas caracteristicas clinicas que

deterioran la calidad de vida de las pacientes con ST.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El ST esta es una entidad que presenta multiples manifestaciones clinicas que
afecta diferentes 6rganos y sistemas. Dentro de las manifestaciones clinicas de
este sindrome se encuentran las malformaciones cardiacas, malformaciones
renales, tiroiditis y DMO baja que aumentan la morbilidad y mortalidad en las
pacientes con ST. Hasta el momento se desconoce la etiologia genética que
subyace a la presentacion de las malformaciones cardiacas, malformaciones
renales, tiroiditis y DMO baja en estas pacientes, y consideramos que pueden
existir variantes genéticas que puedan aumentar la susceptibilidad de las

pacientes con ST a presentar las caracteristicas clinicas ya mencionadas.
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Por lo anterior consideramos relevante realizar un estudio de asociacion entre
fenotipo y el genotipo en pacientes con ST mediante estudio clinico, citogenético

y molecular.

5 OBJETIVO GENERAL:

Determinar si existe asociacion entre variantes de un solo nucleétido (VSN) en
los genes VDR, KL, CYP27B1 y PTPN22, con el fenotipo clinico en pacientes con

Sindrome de Turner.

5.1 Obijetivos particulares

Realizar un andlisis de asociacién de algunas caracteristicas clinicas en pacientes
con ST y los polimorfismos VSN en los genes VDR (rs7975232), KL (rs9536282),

CYP27B1 (rs4646536), PTPN22 (rs1599971).

Realizar un andlisis de la interacciéon gen-gen entre los genes VDR (rs7975232),

KL (rs9536282), CYP27B1 (rs4646536), PTPN22 (rs1599971).

6 HIPOTESIS:
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Las pacientes diagnosticadas con Sindrome de Turner presentan una variabilidad
fenotipica, aunque se han propuesto ciertas correlaciones cariotipo-fenotipo,
también se sabe que el ST resulta de la haploinsuficiencia de genes pseudo
autosOmicos. Sin embargo, lo anterior no permite explicar la variabilidad
fenotipica del todo en las pacientes con ST, es por eso que proponemos que
pudiera estar asociada al entorno gendmico, como variantes de un solo

nucleétido que se encuentran en los genes VDR, KL, CYP27B1 y PTPN22.

7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio:

Comparativo
Transversal
Observacional

Ambispectivo
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7.2 Poblacion de estudio

Este estudio se realizé en el Instituto Nacional de Pediatria de la Ciudad de
México, con la aprobacién de los Comités de Etica Institucional e Investigacién.
Se obtuvo el consentimiento y/o asentimiento informado por escrito de todos los
participantes, los padres o tutores firmaron el consentimiento en todos los casos

y las pacientes mayores de 12 afios firmaron su asentimiento. Anexos 1 y 2.

Las pacientes con sospecha clinica de ST fueron evaluadas por un genetista y un
endocrindlogo pediatra, y presentaban cariotipo diagnéstico de ST, estudiamos
61 con ST, son menores de 18 afios (mediana de 11 afios de edad)y tienen
ascendencia mexicana (padres y abuelos nacieron en México). El grupo control esta
compuesto por 69 mujeres fértiles con fenotipo y cariotipo normales con una
mediana de 26 afios. Las pacientes que hubieran sido transfundidas en los tltimos
de 3 meses a la invitaciéon para la participacién en el proyecto se excluyeron

temporalmente.

Criterios de Inclusién para los casos:

- Pacientes con diagnostico clinico con ST
- Cualquier cariotipo, asociado a ST

- Cualquier edad (Menores de 18 afos)

25



- Firma de carta de asentimiento y/o consentimiento informado por padres

o tutores

Criterios de Exclusién para los casos:

- Pacientes transfundidos en un periodo menos a tres meses (Se excluiran
de manera temporal)

- Muestra de calidad y/o cantidad insuficiente

Criterios de Inclusion para controles:

- Mujeres con cariotipo 46, XX
- Que tengan hijos
- Cualquier edad

- Firma de consentimiento informado

Criterios de Exclusiéon controles:

- Mujeres que hayan presentado algiin aborto espontaneo
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7.3 Extraccién de DNA

A todos los casos y controles se realizé la extraccion de DNA mediante la técnica
de precipitacion salina con el kit de Qiagen™ (Dneasy), a partir de leucocitos de
sangre periférica con EDTA como anticoagulante (3-5 ml). Las muestras de DNA

se conservaron a 4°C hasta su analisis.

El procedimiento de la extraccion del DNA es la siguiente manera, de acuerdocon

las instrucciones del fabricante.

1.- Centrifugar la muestra de sangre periférica a 3000-3500 rpm por 20 min.

2.- Extraer la capa de leucocitos formada en la interfase del plasma y los glébulos

rojos, con una pipeta Pasteur, pasarla a un tubo de 13X100 limpio y seco.

3.- Al tubo con los leucocitos adicionarle RCLB (Red Cell Lysis Buffer) tratando

de que se llenen las 34 partes del tubo.

4 .- Agitar vigorosamente la muestra en un vortex por cerca de 1 min.

5.- Centrifugar a 3500 rpm/10 min.

6.-Eliminar el sobrenadante y agregar el mismo volumen de RCLB (lisis de glébulos
rojos) se realizaron aproximadamente de 2 a 3 lavados mas (si lamuestra estd muy
contaminada con glébulos rojos se realizaron varios lavados hasta que paquete

quede blanco) y centrifugar a 3500rpm/10 min.
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7.- Al sedimento se le adiciona 1 ml de RCLB y se agita vigorosamente, se pasael
tubo eppendorf de 2 ml y se centrifuga 1400rpm/1 min. Desechar el

sobrenadante

8.- Se agrega 25 pl de proteinasa k (10 mg/ml se agita vigorosamente).

9.-Agregar 300 pl de precipitacidon de proteinas, agitar durante 40 s e incubar a - 200C

durante 20 min

10.- Centrifugar a 14000 durante 3 min. decantar y dividir en 2 tubos de 1.5 ml.

11.- Adicional 1200 pl de isopropanol a cada tubo y agitar suavemente para
precipitar el DNA centrifugar a 400 rpm por 1 min. y decantar el desecho de

isopropanol

12.- Colocar 500ml de etanol al 70% a cada tubo para realizar el lavado a cada

muestra.

13.- Secar a 60°C por 8-10 min. y re suspender con TE pH=8 frio y estéril.

7.4 Evaluacién clinica de DMO (densidad mineral 6sea):

Los pacientes con ST que participaron en este proyecto se les realiz6 una
evaluacion clinica de DMO. Esta es una técnica no invasiva, es la determinacion
de dicha densidad 6sea a través de absorciometria de rayos X de doble energia
(dual energy X-ray absormetry), y para que sean mas confiables los resultados,

se obtuvieron datos de cuello de cadera, columna vertebral y torax. Cuando se
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interpreta una DMO aporta los siguientes datos principales: Densidad mineral
Osea: es el parametro mas utilizado para valorar la masa ésea y se presenta
expresado en gramos por centimetro cuadrado, T-Score: numero de
desviaciones estandar con respecto al valor medio de la poblacién de 20 a 39
afos del mismo sexo Tabla 6 (a mayor edad del paciente disminuye el valor de
T-Score), Z-Score: nimero de desviaciones estandar con respecto al valor medio

de la DMO en la poblacién de la misma edad y sexo.

Todos estos datos suelen presentarse de forma numérica y se complementan con
una representacion grafica de la T-Score con la situacién del paciente en dicha
grafica, que sin aportar ningiin dato afadido, permite la interpretaciéon visual de

éstos.

Tabla 6 Criterios de la Organizacion Mundial de la Salud

T-Score Interpretaciéon Riesgo de fractura
Entre +1y -1 DE | Normal Normal

Entre -1 y -2.5 DE | Osteopenia Doble de lo normal
<de -2.5 DE Osteoporosis Cuadruple de lo normal
<3.5DE Osteoporosis Severa

DE= desviacién estandar.

7.5 Evaluacion clinica de Tiroiditis:

Los pacientes con ST que participaron en este proyecto también se les realiz6

una evaluacion clinica de perfil Tiroideo. Es un grupo de examenes de laboratorio
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que se emplean para evaluar el funcionamiento de la glandula Tiroides. El perfil

Tiroideo consiste en la determinacion de los niveles de diferentes niveles. Tabla

7.

Tabla 7. Perfil Tiroideo y valores normales

Parametro Valor Bajo Valor Normal | Valor Alto
TSH (Tirotropina) Menor de 0.30 ulU/ml | 0.30 -3 plU/ml | Superior de 3 pulU/ml
T4 total (Tiroxina) Menor de 5.4 ng/dl 54 - 11.5 | Superiorde 11.5 ng/ml
ng/ml
T3 total | Menor de 0.8 ng/ml 0.8-2ng/ml | Superiorde 2 ng/ml
(Triyodotironina)
T4L (Tiroxina Libre) | Menor de 0.71 ng/dl 2.3 - 4.4 | Superiorde 4.4 pg/ml
pg/ml
T3 L | Menor de 2.3 pg/ml 2.3-4.4 pg/ml | Superior de 4.4 pg/ml
(Triyodorironina
Libre)
ATPO Negativo: 0- 34 ng/ml Positivo mayor a 34
ng/ml
ATG Negativo: 0-40 ng/ml Positivo: mayor a 40
ng/ml
Tiroglobulina Entre 5 - 25 pg/L Mayor de 25 ug/L

ATPO= Anticuerpos Anti Tiroideo Peroxidasa), ATG= Anticuerpos anti tiroglobulina

Para documentar la edad en la cual se detectaron por primera vez autoanticuerpos en

nuestro grupo de pacientes ST, revisamos los expedientes de las 61 pacientes incluidas en

nuestro estudio. Hasta este momento ninguna de las pacientes en este ha presentado

anticuerpos anti transaminasa ni anti-gliadina. 22 pacientes ST mostraron anti-thyroid
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peroxidase (TPO-Ab) y/o anti-thyroid thyroglobulin (TG-Ab) compatible con Tiroiditis, con
la siguiente distribucién por edad: 0 a 6 afios 1 paciente, 6 a 10 afios 11 pacientes, 10 a
14 afios 5 pacientes, 14 a 18 afios 5 pacientes. Lo cual concuerda con la literatura antes

mencionada. En la siguiente grafica se muestra la distribucion de las edades.

TPO-AB y/o TG-Ab serologia positiva nimero de
pacientes

12

10

Oa¢€ 6a10 10a14 14218

Figura 2. TPO-AD Y/O TG-Ab serologia positiva en pacientes ST

Todos los datos clinicos y de laboratorio se tomaron del registro clinico del
paciente, centrandose en algunas manifestaciones clinicas que afectan la calidad

de vida, como defectos cardiacos congénitos, tiroiditis, malformaciones renales y
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DMO baja. Para esto, realizamos una hoja de captura junto con el departamento de

Endocrinologia y Genética Humana Anexo 3.

7.6 Seleccién de VSN

Las variantes VSN (Variantes de un solo nucle6tido por las siglas en inglés)
rs7975232 (VDR), rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1) y rs1599971

(PTPN22) se seleccionaron de acuerdo con la frecuencia de alelos menores (MAF)
en individuos de ascendencia mexicana, con el objetivo de aumentar el poder
estadistico para detectar posibles asociaciones; el MAF para estos cuatro loci estaba

entre 0.15y 0.48 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp,

http://www.hgvs.org/central-mutation-snpdatabases) y concorde a reportes

previos, tabla 7 (Bianco et al., 2010, Villanueva-Ortega et al., 2017, Bianco et al.,,

2012, (Trovo de Marqui,2015). Tabla 8.

Tabla 8. Seleccion de las variantes de un solo nucledtido. Frecuencia de

alelo menor y porcentajes en diferentes poblaciones

GEN/VSN Locus MA MAF GM HM IBS MXL YRI
VDR/rs7975232 12g13.11 C 0.4846 59 44 43 59 40
KL/rs9536282 13q13.1 T 0.1528 92 74 15 8 31
CYP27B1/rs4646536 12q14.1 C 0.3815 66 44 71 66 73

32



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp
http://www.hgvs.org/central-mutation-snpdatabases)

PTPN22/rs1599971 1p13.2 T 0.2987 51 25 22 52

MA: Alelo menor. MAF: Frecuencia del alelo menor (1000 genomes). GM: 1000
Genomes. HM: Hap Map. IBS: Poblacion Espafiola. MXL: Ancestria mexicana de

Los Angeles, CA. YRI: Yoruba de Abadan, Nigeria.

Las variantes rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1), rs7975232 (VDR) y
rs1599971 (PTPN22), fueron genotipificadas por medio de la técnica Kasp System
por la empresa Kbiosystems, Foster City, CA) como se ha descrito en la literatura

(http://www.kbioscience.co.uk). Para ello se disefiaron primers para

amplificar la region que flanquea las variantes, utilizando la secuencia de
referencia NG_011485.1, NG_007976.1, NG_008731.1, NG_011432,

respectivamente. Las secuencias de los primers Forward y Reverse 5°-3” se
generan a través del software Kraken™ propiedad de LGC Genomics. Ver Tabla

9.

Tabla 9. Secuencias flanqueadoras de las variantes de cada gen.

VSN Primer 5°- 3~

KL CAAGTTGGTCTCGAACTCCTGGCTTCAAGTGATTCGCCCGCCTCAGCCTCCCAAATTGCTGGGATTAT
AGGCGTGAGTCACTGTACCCAGCCTGTTG[C/T]CAGTATTTTTAGTTGTAGGCATCTTAGTGGGTGTGA

(rs9 5362 82) GTGCTCGTTGGGGTTTTAATTTGCATTTTCCTGATAGTGTTGATGTTGAGGACA

CYP27B1 ATGGCCCTCTACTCCTGGCCAAAAAGGGTTTGGAAGTTGGAAACAATGAGAAGGGGGCTGCAGCCC
CTAGCCTCATCTTG[C/T]TGTCTCCATTTTGTGCTTTGCAACCTAGACTGTACCCTGTGGTACCTGGAA

(rs4-646 53 6) ATTCTCGTGTCCCAGACAAAGACATTCAT
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VDR AATCAGCGCGGCGTCCTGCACCCCAGGACGATCTGTGGGCACGGGGATAGAGAAGAAGGCACAGG
AGCTCTCAGCTGGGC[A/C]CCTCACTGCTCAATCCCACCACCCCCCACCCACACAGACACTCAACGG
(rs79 7523 2) CAGCACCCCCTAGGCCACCCCTCTATGACTGC

PTPN22 TGAAGTGTGAATTAACTAGATTACTTCTCAGGTCCTTTCAATGTTTTATGTATTATATGCTGAGCAACAT
TTGATGTCTAAAAGAATACTATTC[T/C] TAAGAACCGAACTATATTCACTTTCTTCCAGAAGAATTCTCA
(rs1599971) | CCAAATGTTCCCAAATCCTTATCCTCAGCTGTGAAGGTAAAAATTGGAACAT

7.7 La técnica de KASP

El método de KASP es un PCR competitivo alelo-especifico que permite una
identificacion bi-alélica de alta precisién de variantes de un sélo nucledtido y de
inserciones y deleciones en loci especificos. Se trata de una técnica muy robusta, con

una gran precisiéon incluso en el analisis de genomas complejos. Figura 3

A) El ensayo KASP emplea el KASP Mix de anadlisis que contiene dos primers de
competidores alelo-especificos marcados con una cola Unica correspondiente a
cada uno de los fluoroforo universal (sondas) que son FAM y HEX de doble

cadena y un primer reverse.

B) Otro componente es el KASP Master mix que contiene los cassettes FRET con
las sondas con los fluoréforos especificos que son FAM Y HEX ,dNTP s en solucién
de buffer ademas de la polimerasa en un amortiguador optimizado parala

reaccion.

C) DNA que puede contener la VSN de interés.

Los resultados indicaran el nucledtido presente en el sitio blanco.
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A) KASP mix de analisis B)KASP Master mix
Alelo-especifico primer forward
Alelo 1 Q_, 0‘1 i
. c 5 3 504 3
5 3 —
Alelo 2 u
e T i
5 3 ]
Primer reverse =
3 5 3 5 3] 5
C) DNA analizado
- 3
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Figura 3. Técnica de KASP

7.8 Andlisis estadistico.

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) se analiz6é en casos y controles, todas las
variantes por la prueba exacta de Fisher rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1),
rs7975232 (VDR) y rs1599971 (PTPN22), por asociacion de variantes
independientes entre casos y controles una prueba de x2 bajo un modelo recesivo.
Calculamos los valores de p=95% con intervalos de confianza y odds ratios (OR)
con el programa DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl) Se analizé la
asociacion entre los marcadores genéticos en los genes KL, CYP27B1y VDR entre
la densidad mineral osea baja y malformaciones renales (acidosis tubular, rifién en
herradura) y la presencia de Tiroiditis en pacientes con ST y la asociaciéon entre el

gen PTPN22. La asociacion se determiné por la prueba de
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tendencia de Armitage de dos colas con el programa en linea DeFinetti
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Se obtuvieron los valores de significancia y
Odds Ratio y se consideré como estadisticamente significativo un valor de

significancia igual o menor de 0.05.

7.9 Analisis de interacciones gen-gen

La interaccién gen-gen se analiz6 por el método de reduccion de la
dimensionalidad multifactorial (MDR) para las variantes de los genes implicados
en la ruta metabdlica de la vitamina D (VDR, KL y CYP27B1). Se utiliz6 el
programa MDR (Moore et al.,, 2006) por medio de un analisis exhaustivo de tres
atributos. El analisis por MDR se realiz6 con los parametros preestablecidos en
el programa. Los mejores modelos finales se obtuvieron a partir de los valores de
"Testing Accuracy” (TA), y se utilizaron una validacién cruzada "Cross Validation"
(CV) de 10. Se utilizé el m6édulo de permutacion del programa MDR para calcular
la significancia estadistica de los modelos obtenidos después de 100,000

permutaciones.

8 RESULTADOS

Poblacion de estudio

Estudiamos a 61 pacientes con ST, la edad del grupo estudiado diagnosticados
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con ST con una edad de 1 a 18 afios con una media de edad de 11 afios, y 69 mujeres
sanas variaron de 14 a 38 afios con un promedio de edad de 26 afios.El cariotipo
y las manifestaciones clinicas encontradas en este grupo de pacientes con ST
tenian frecuencias similares alas que se informaron previamente, y esto era cierto

independientemente del cariotipo, como se detallaen la Tabla 9.

Evaluacion clinica

Los pacientes con ST tuvieron una evaluacion clinica completa por parte de las
clinicas de cardiologia, endocrinologia, genética, nefrologia, oftalmologia y
psicologia. El analisis de DMO por absorciometria de rayos X de energia dual de
cadera, columna vertebral y toérax se realizé en la mayoria de ellos. Todos los
datos clinicos y de laboratorio se tomaron del registro clinico del paciente,
centrandose en algunas manifestaciones clinicas que afectan la calidad de vida,
como defectos cardiacos congénitos, tiroiditis, malformacién renal y baja DMO

entre otras (Tabla 10).
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas en las pacientes con sindrome de Turner

en la poblacion de estudio con respecto al cariotipo.

45X Otro Total
Cariotipo?

CARACTERISTICAS CLINICAS n=40 (%) n=21 (%) | n=61 (%)
Talla baja (HP-0004322) 40/40(100)| 20/21(95) | 60/61(98)
Paladar alto Ojival (HP-0000218) 32/40(80) | 16/21(76) | 48/61(79)
Metacarpianos Cortos 4ta (HP:0010044) y 5ta (HP:0010047) | 32/40(80) | 11/21(52) | 43/61(70)
Cubitus valgus (HP:0002967)) 22/40 (55) | 10/21(48) | 32/61(52)
Micromastia (HP:0006610) 25/40 (63) | 7/21(33) 32/61(52)
Implantacién baja de cabello (HP:0002162) 23/40 (58) | 7/21(33) 30/61(49)
Malformaciones de corazén (HP:0001627) 19/40 (48) | 5/21(24) 24/61(39)
Cuello corto (HP:0000465) 19/40 (48) | 4/21(19) 23/61(38)
Otitis media (HP: 0000369)) 19/40 (48) | 3/21(14) 22/61(36)
Térax ancho (HP: 0000914) 17/40 (43) | 4/21(19) 21/61(34)
Multiples nevos (HP:0001054) 13/40 (33) | 7/21(33) 20/61(33)
Tiroiditis (HP:0100646) 14/40 (35) | 8/21(38) 22/61(36)
Anormalidades en los ojos (HP:0000478) 7/40 (18) 4/21(19) 11/61(18)
Malformaciones renales (HP:0012210) 7/40 (18) 3/21(14) 10/61(16)
Densidad mineral dsea baja (HP:0004348) 28/34 (82) | 13/17 (76) | 41/51b(80)

(a) Nomenclatura acorde al ISCN 2016

46,X,i(X)(q10) (c) No reportado

46,X,i(Y)(q10)
mos 45,X/46,XX
mos 45,X/47,XXX/46,XX
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mos 45,X/46,XY
mos 45,X/46,X,i(X)(q10)
mos 45,X/46,X,.mar

Asociaciéon de VSN con fenotipo

El genotipo y la distribucion de alelos de estas variantes en ST y controles
representados en Tabla 11, todos se encontraron en HWE. No se encontro asociacion
entre variantes individuales y pertenecientes al grupo ST o al grupo control. La
distribucién de alelos, el genotipo de los cuatro VSN estudiados y su asociacién con
las caracteristicas clinicas seleccionadas en pacientes con ST se muestran en la Tabla
7. Se encontrd una asociacion significativa de variantes Unicas y la presencia de
caracteristicas clinicas particulares en pacientes con ST después de la correccién de
Benjamini-Hochberg para las comparaciones multiples entre el rs9536282 en KL y
la presencia de malformaciéon renal p=0.017, OR 17.800 [1.66-479.13]; asi como
rs4646536 (CYP27B1) con baja DMO,

p=0.037,0R6.667 [1.971-45.79]. Mientras tanto, variantes en el VDR y PTPN22
no mostraron una asociacién estadisticamente significativa con las

caracteristicas clinicas seleccionadas.
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Tabla 11. Asociacion de variantes VDR (rs7975232), CYP27B1 (rs4646536) y

PTPN22 (rs1599971) con manifestaciones clinicas en pacientes con

sindrome de Turner.

Genotipo
Gen (SNP) Poblacion de estudio n n n n Frecuencia alélica P OR (95%Cl)
Total cc TC T C T
KL ST
61 51 9 1 0.909 0.091
Malformaciones de
282
(rs9536282) corazon 24/61 22 2 o0 0.958 0.042 0.385 0349  [0,064- 1,708]
Maltormaciones
renales 10/61 7 2 1 0.8 0.2 0.017 17.800 [1.661-479.134]
Tiroiditis
19/61 17 2 0 0.94 0.052 0.481 0.657 [0.025-16.98]
DMO baja
41/51 33 7 1 0.89 0.109 0.602 0.085 [0.032-22.62]
Total cc TC T C T
ST
CYp2781 61 11 27 23 0.401 0.598
Malformaciones de
(rs4646536) corazén 24/61 6 10 8 0.458 0.541 0.273 0.444 [0.103-1.922]
Malformaciones
Renales 10/61 1 7 2 0.45 0.55 0.969 0.952 [0.077-11.787]
Tiroiditis
19/61 3 7 9 0.342 0.657 0.498 1.714 [0.357-8.232]
I 41/51 6 15 20 0.329 0.67 0.037 6.667 [1.971-45.793] ]
Total AA CA CC A C
ST
VDR 61 7 26 28 0327 0.672
Malformaciones de
(rs7975232)  razén 24/61 4 8 12 0.333 0.666 0.497 0562  [0.106-2.999]
Malformaciones renales
10/61 1 5 4 0.35 0.65 1.000 1.000 [0.094-10.664]
Tiroiditis
19/61 2 8 9 0.315 0.684 0.855 1.184 [0.192-7.320]
DMO baja
41/51 6 17 18 0.353 0.646 0.209 0.259 [0.187-79.980]
Total CC TC T C T
PTPN22 ST
61 11 33 17 0.45 0.549
Malformaciones de
(rs1599971) corazén 24/61 2 17 5 0.437 0.562 0.502 1.875 [0.294-11.968]
Malformaciones renales
10/61 0 7 3 0.35 0.65 0.140 5.552 [0.360-118.712]
Tiroiditis
19/61 4 9 6 0.447 0.552 0.954 0.955 [0.196-4.638]
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DMO baja
41/51

10 21

10

0.5

0.5

0.103 0.143 [0.007-3.121]

El andlisis de reduccién de dimensionalidad multifactorial identificé interacciones

gen-gen significativas entre variantes en los genes estudiado que participan en la

via metabodlica de la vitamina D: rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1) y

rs7975232 (VDR). La interaccion entre estas tres variantes confiere un mayor riesgo

de DMO baja en pacientes con ST como se muestra en la Tabla 12.

Tabla 12. Andlisis MDR. Genes que participan en la via metabdlica de la

vitamina D muestran interacciones gen-gen que influyen en el estado de la

DMO en pacientes con Sindrome de Turner.

Interaccion Gen-Gen Caracteristicas Precision de | Validacion OR P Valor
Clinicas la prueba cruzada (95%CiI) (permutacion
10,000)
rs9536282 (KL), DMO baja 0.74 10/10 19.9(1.08- | 0.035
rs7975232 (VDR), 36.63)
rs4646536 (CYP27B1)
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9 DISCUSION

Actualmente se reconoce que no hay una clara correlacién entre cariotipo y
fenotipo que resuelva completamente la variabilidad fenotipica en pacientes con
ST. Sin embargo, ciertas correlaciones muy claras han sido reportadas como la
presencia de un cromosoma Y con ausencia de talla baja, tipica del ST (Sybert et
al, 2004), ademas de estar asociada con un elevado riesgo de desarrollar
gonadoblastoma en pacientes con ST (Kwon et al. 2017). También se ha
reportado que el fenotipo suele ser menos severo cuando las pacientes
presentan un mosaico celular 45,X/46,XX (Bispo et al. 2013) incluyendo menor
prevalencia y severidad de defectos cardiacos congénitos y anormalidades
linfaticas (Gravholt et al. 2017).

En esta cohorte de pacientes con ST, tanto las manifestaciones clinicas
presentadas como el cariotipo tienen una distribucién similar a la reportada en
otras poblaciones (Araujo et al. 2010), (Bispo et al. 2013), no se encontré
diferencia fenotipica entre las pacientes con cariotipo 45,X con respecto a
pacientes con otros cariotipos, a pesar de que las cardiopatias congénitas, el
cuello alado y el térax ancho se presentaron con mayor frecuencia en el grupo
45X, no se encontrd una asociacién estadisticamente significativa entre esas
caracteristicas clinicas y el cariotipo 45,X (Tabla 10). Una sola paciente con
cariotipo 45,X/46,XY, mostré una estatura normal (1.56 m), como era de

esperarse.
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En este estudio, la malformacion renal mas frecuente en grupo de pacientes con ST

fue rindén en herradura.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio para la variante rs9536282 en el gen
KL se encontré con mayor frecuencia en el alelo C en las pacientes con ST que
tenian alguna malformacién renal en comparaciéon con los pacientes ST con
defectos cardiacos congénitos, como esperdbamos de acuerdo con los estudios
en la poblacién asiatica oriental que indicaban que rs9536282 KL puede ser un
factor de susceptibilidad a la calcificacidon de la arteria coronaria (CAC) (Zhai,
2015), esta variante en KL se ha asociado con la CAC en los hombres, sin tener
en cuenta la funcion renal y los factores relacionados con el metabolismo del
calcio/fosfato (Hu,2013). Las anomalias renales en el ST no han sido claramente
explicadas, el Uinico gen que ha sido estudiado es el HNF-1b donde a pesar de
que el polimorfismo intrénico IV8+48insC esta presente en dos pacientes con ST,
los autores concluyeron que no hay una relacién directa entre este polimorfismo

y el rinén en herradura en pacientes ST (D" Amato et al, 2008).

Por otra parte, encontramos una asociacion entre la variante rs4646536 con mayor
frecuencia en el alelo T en el gen CYP27B1 con DMO baja con un p=0.037 con un OR
6.667 [1.97-45.79].

Hasta la fecha no se conocia que VSN en el gen CYP27B1 estuvieran asociadas

con DMO baja en pacientes con ST.
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CYP27B1juega un papel central en la homeostasis de calcio y crecimiento de los
huesos (Adam, 20016).

Se ha demostrado que la actividad de CYP27B1 en células 6seas es un candidato
prometedor como mediador de procesos catabodlicos y anabdlicos en el hueso

(Adam, 2016).

En cuanto a las variantes rs7975232 y rs1599971 que se encuentran en los genes
VDR y PTPN22 respectivamente, no encontramos asociacion con ninguna
manifestacién clinica particular y tampoco al comparar los grupos ST y control. Este
hallazgo es diferente de lo que se encontré en la poblacién brasilena o argentina
(Peralta et al., 2012, Bianco et al. 2012) y similar a un informe reciente que muestra
otra variante de PTPN22 (rs2476601), la cual no esta asociada con enfermedades
autoinmunes en pacientes mexicanas con ST, con un OR 0.33 [0.10-1.10] al
compararla con controles (Villanueva-Ortega et al. 2017). Proponemos buscar en

nuestro grupo de pacientes ST otras variantes VSN en los genes VDR y PTPN22.

Interaccion Gen-Gen

Observamos interacciones VDR, KL y CYP27B1 Implicados en la via metabdlica de
la vitamina D con una p=0.035, donde confiere mayor riesgo de presentar DMO
baja, estos resultados no los podemos comparar con otros estudios ya queno se

ha analizado algo similar.
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Sin embargo, la figura 4, muestra de una manera sencilla, como participan en la via

metabdlica de la vitamina D los 3 genes.

1.- La vitamina D la podemos adquirir de 2 maneras, por medio de la irradiaciéon
ultravioleta y por absorcion de la vitamina D en la dieta. La vitamina D es producida
en la sangre a partir de 7-deshidroxilcolesterol ya sea obtenida en la piel o ingerida

en la dieta.

2.- En el higado la Vitamina D se hidroliza a D-25-hidroxilasa (25-OH-D) donde

participa el gen CYP27B1.

3.- Posteriormente participa el gen KL donde presentala segunda hidrolizaciéon en
el Rifion, posteriormente el gen VDR participa para la conversion de 1,25 hidrolasa

D donde ésta es la Vitamina D activa.

4.- Por ultimo, en el hueso la vitamina D estimula directamente, mediante su uniéon
al receptor VDR, la diferenciacién de osteoblastos y la producciéon de proteinas
de unién al calcio 6seo, como la osteocalcina y la osteopontina. La vitamina D

aumenta la actividad de calcio 4seo.

Por lo anterior, si no se tiene una correcta via metabdlica de la vitamina D, se podria

tener una densidad mineral ésea baja, como se observan en nuestros resultados
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Figura 4 Via metabdlica de la vitamina D donde se observa que participan

los genes CYP27B1, KL y VDR

10 CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que la variante rs9536282 en el gen KL puede estar

asociada con malformaciones renales en pacientes con ST.

La variante rs9536282 en el gen KL puede ser un biomarcador temprano de las

enfermedades renales crénicas y del trastorno mineral 6seo en pacientes con ST.
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Los genes KL, VDR, y CYP27B1, que estan involucrados en el metabolismo de

la vitamina D, parecen estar contribuyendo a la DMO baja en pacientes con ST.

Las variantes genéticas de las pacientes con ST, contribuyen a la variabilidad de

las caracteristicas clinicas observadas en ellas.

47



ANEXOS

ANEXO 1:

11.1 HOJA DE CAPTURA DE DATOS

“Estudio clinico, citogenético y gendmico en pacientes con Sindrome de Turner:
Correlacion fenotipo-genotipo”

FECHA: CODIGO:

Nombre:

Expediente:

Domicilio:

Teléfono

Fecha de nacimiento:

ANTECEDENTES PERINATALES:

Edad gestacional: Talla materna
Talla al nacer: Talla paterna
Peso al nacer: TBF
Z talla: zTBF
CARIOTIPO:
FISH
DISMORFIAS MAYORES | SI NO | DISMORFIAS MENORES SI
OFTAMOLOGIA Cuello alado
Cataratas Ptosis
Escleras azules Implantacién baja de cabello

Estrabismo Implantacién baja de pabellones

auriculares
Miopia Otitis media
Hipermetropia Paladar alto y ojival
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Astigmatismo Micrognatia
Otros Retrognatia
CARDIACAS Linfedema
Coartacién aortica Nevos

Aorta bictspide

Lengua geogr

Estenosisaortica valvular Vitiligo
Otros Alopecia
SI NO | DISMORFIAS MENORES SI NO
ESQUELETICAS Dermatoglifos
Displasia de cadera Displasia ungueal
Escoliosis Oidos
Deformidad de Madelung Audicién

Cubito valgo

Pliegue epicantal interno

Genu valgo

Escleras azules

Acort 4° y 5° metacarpiano

Miopia/ estrabismo

Acort de 42 y 5°

metatarsiano Dientes
Xifosis Tiroides
Fusién vertebral Toérax ancho
Osteopenia Teletelia

Exostosis de tibia

Mamas hipoplasicas

Ortesis

Fusion de labios mayores

Cabalgamiento

Otros

RENALES

Rifién en herradura

Doble colector

Otros

DEF CEL GERMINALES

Fallo gonadal

Infertilidad
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Disgenesia gonadal

Tumor gonadal

Hipoplasia labios menores

Hiperplasia lab mayores

Cintillas gonadales

Laparotomia

Fenotipo Turner SI NO
Completo Sutil Solo talla baja
ANTECEDENTES FAMILIARES
1 2 4 1. MADRE/PADRE
DM1 2. HERMANOS
DM2 3. ABUELOS
HTA 4. TIOS
SD METAB
HLP
DISTIROIDISMO
OTROS
Sindrome Metabdlico
Obesidad Central Si No
Si
DM2 No
Trat
Intolerancia Carb Si No
Si
Resistencia Insulina No
Clinica HOMA
Si
Dislipidemia Tipo No
Trat
Hipertension Si No
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Trat
Acido trico Alto Normal
Microalbuminuria Si No
SI NO
Espontaneo Inducida
Edad telarca Estrogenos
Edad men Est Comb
BHC
Pubertad
Alfafetoproteina G Edad Inicio
Si No
Tamaiio Utero
Endometrio
USG Pélvico Ovario
SI NO
. Eutiroid
Patologia utrodeo
tiroidea Bocio Tiroiditis Hipotiroideo
Hipertiroideo
Tx .
Levotiroxina Si NO
Si No
Fecha Dx
Cardiopatia Tipo
Si No
Cirugia
Tipo
Trat
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ANORMAL

NORMAL

Estado a) Desnutrido

Nutricional

b) Sobrepeso

c) Obesidad

Seguimento nutricion

Si

No

Area Psicolégica

CI

Autoestima

Ansiedad

Depresiéon

Autoimagen

Densitometria Osea

ANORMAL

NORMAL

a) Osteopenia

b) Osteoporosis

c) Fracturas patologicas

Tratamiento con GH

SI

NO
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INP

ANEXO 2

11.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

“ESTUDIO CLINICO, CITOGENETICO Y GENOMICO EN PACIENTES CON
SINDROME DE TURNER; CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO”

ol 8§

=

Se le invita a su hija a participar en un estudio de investigacion. Es necesario.que.usted

B
&
o su hija decida si participar o no en el estudio. Lea cuidadosamente este fb&&nza_géd’}yl

pregunte al médico del estudio cualquier duda al respecto.

¢Para qué se efectla este estudio?

Es un proyecto de investigacidon para tratar de identificar alteraciones en parte de su
material genético que son los cromosomas, y realizar una correlacidn caracteristicas
Fenotipicas y Genotipo (fisicas y genéticas) en pacientes con Sindrome de Turner

mediante el estudio clinico completo, citogenético y genémico.

¢En qué consiste el estudio?

Consiste en que el médico especialista en endocrinologia diagnostique a las pacientes con
Sindrome de Turner y los investigadores del INP del laboratorio de citogenética, realice

estudios de citogenética y genémica a partir de sangre periférica y mucosa oral.

¢, Quiénes pueden participar en el estudio?

Pueden participar pacientes diagnosticados clinicamente con ST con expediente en el

INP

¢ Quiénes no deben participar en el estudio?

Pacientes transfundidos en un periodo menor a tres meses (Se excluiran de manera
temporal) y pacientes que no acepten participar en el estudio o decidan abandonar el

estudio, en cualquier momento. No tengan expediente en el INP.

¢ Qué se le pedira a su hijo) que haga?
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Se requiere responder un cuestionario, del cual la informacién sera confidencial, donar
una muestra de sangre periférica de 3 ml (una cucharita cafetera), también se requiere
una muestra de mucosa oral, la cual seran tomadas con todos los requisitos de
seguridad: material nuevo y guantes y serd practicado por personal con amplia
experiencia en la toma de muestra. El tiempo de duracién del estudio es de 3 afios y no

se requiere una visita especial para la realizacién de este estudio.

¢Quién sufragara los gastos del estudio?

El andlisis de la muestra sera sin ningin costo para el paciente.

¢ Qué efectos indeseables pueden pasar a su hija al participar en el estudio?

Puede haber dolor leve o molestia al pinchar con la aguja durante el extraccién de sangre
y que pueden presentarse complicaciones minimas como la formacién de un “moretén”
o infeccién en el sitio de puncién, pero que el riesgo es muy bajo por contar con

condiciones de limpieza y personal capacitado.
¢, Qué debo hacer en caso de que tenga mi hijo alguna molestia?

Si se llegara a presentar un moretén es sin dolor y si hubiera mas molestias, se puede

hablar por teléfono a los Médicos responsables de este estudio.
¢, Qué beneficio puede mi hija esperar?

Se generaria informacion importante respecto a lo que le puede suceder en un futuro a
su hija ademads con la informacién que se obtenga de este proyecto, se puede ayudar a

otras pacientes con la misma enfermedad y a sus familiares también.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Dra. Nelly F. Altamirano Medico especialista en endocrinologia, Responsable del

Proyecto. Teléfono: 10-84-09-00 ext. 1823

Dra. Sara Frias Vazquez Investigador en Ciencias Medicas, Teléfono: 10-84-09-00 ext.

1326

Dra. Matilde Ruiz Garcia Presidente del Comité de Etica Teléfono 10840900 ext. 1581

en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.
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¢Puede negarse mi hija a participar en este estudio y se le puede pedir que
abandone el estudio?

La participacion en este estudio es voluntaria, y yo como padre o tutor puede negarse a
participar desde un inicio o en el momento que lo deseen, sin perder ningiin derecho que

actualmente tienes como paciente en el INP.

¢Quiénes van tener informacién de mis datos y de mi hijo?

Los resultados del estudio sélo los conoceran los Investigadores directamente relacionados
con el proyecto y el paciente y tus padres o tutor lo solicitan, se pueden otorgar los resultados
del andlisis de los cromosomas. Todos los datos van a ser confidenciales si los resultados se
presentan en un congreso o en una publicacién, serd en forma de grupo de pacientes y

conservando el anonimato, ya que no va a incluir el nombre de las participantes.

¢, Qué se va a hacer con las muestras bioldgicas y los estudios de imagenes?
Al realizar la extraccion de DNA de sangre periférica

a) La muestra sera guardada a 4°C donde solo tendremos acceso los investigadores
involucrados directamente al proyecto y se almacenan identificAndolas con un cddigo y no

con nombres.

b) La muestra va a ser utilizada para este estudio. Las muestras seran guardadas en el
Laboratorio de Citogenética del INP para realizar comprobaciones, réplicas o estudios
genéticos complementarios para este mismo trabajo. Las muestras sobrantes no

utilizadas en este estudio, podrian ser eliminadas en tres afios.

c) La muestra serd identificada con un cdédigo va a ser manejada por los investigadores

directamente involucrados

f) Las muestras solo seran identificadas porlos investigadores directamente responsables
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g) Usted como padre o tutor puedo retirar la muestra en cualquier momento que lo deseen.
Acudiendo al laboratorio de Citogenética del INP y pidiéndolo a los Investigadores

directamente responsables.

¢Puedo conocer los resultados del estudio?

Los investigadores en cuanto tengan los resultados se le informara al Médico especialista

en Endocrinologia para cuando el paciente lo solicite.

El pacientes puede requerir resultados de los estudio cuando tenga cita con el Médico
especialista en Endocrinologia siempre y cuando los investigadores directamente

involucrados ya tengan los resultados.

Heleido y entiendo el presente consentimiento. Mis preguntas han sido contestadas y acepto

que mi hija participe en este estudio. Al firmar a continuacién, acepto que:

He leido este formato de consentimiento.

=l

He tenido la oportunidad de formular preguntas y éstas han sido contestadas.

=l

Entiendo que la participaciéon de mi hija es voluntaria.
Acepto que mi hija participe en el estudio

Doy permiso para que se use y comparta la informacion referente a mi hija como se

describe en este formato

Puedo elegir que mi hija no participe en el estudio o que lo abandone en cualquier

momento, comunicandolo al Doctor del estudio.

Podria ser que mi hija tenga que abandonar el estudio sin mi consentimiento en caso de
requerir otro tratamiento, si sufre alguna lesiéon relacionada con el estudio o si no sigue el

plan de tratamiento del estudio.
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Nombre del paciente

Fecha

Nombre y firma del Padre, o Tutor

Nombre y firma de la madre o tutor

Fecha

Nombre y firma de la persona que conduce

La revision del Consentimiento

Fecha

Nombre y firma de Testigo

(Es conveniente que anote su direccién)

Relacion que tiene con el voluntario

Fecha

Nombre y firma de Testigo

(Es conveniente que anote su direccién)

Fecha

Relacion que tiene con el'voluntario

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma
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ANEXO 3

11.3 CARTA DE ASENTIMIENTO

INP

“ESTUDIO CLINICO, CITOGENETICO Y GENOMICO EN PACIENTES CON
SINDROME DE TURNER: CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO”

Se te invita a participar en un estudio de investigacion. Es necesario que decidas si
participas o no en el estudio. Lee cuidadosamente este formato y pregunta al médico del

estudio cualquier duda al respecto.

¢Para qué se efectla este estudio?

Es un proyecto de investigacion para tratar de identificar alteraciones en parte de su
material genético que son los cromosomas, y realizar una correlacion caracteristicas
Fenotipicas y Genotipo (fisicas y genéticas) en pacientes con Sindrome de Turner

mediante el estudio clinico completo, citogenético y genémico.

¢En qué consiste el estudio?

Consiste en que el médico especialista en endocrinologia diagnostique a las pacientes con
Sindrome de Turner y los investigadores del INP del laboratorio de citogenética, realice

estudios de citogenética y genémica a partir de sangre periférica y mucosa oral.

¢, Quiénes pueden participar en el estudio?

Pueden participar pacientes diagnosticados clinicamente con ST con expediente en el

INP (Instituto Nacional de Pediatria)

¢ Quiénes no deben participar en el estudio?

Pacientes transfundidos en un periodo menor a tres meses (Se excluiran de manera

temporal) y pacientes que no acepten participar en el estudio o decidan abandonar el
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estudio, en cualquier momento. No tengan expediente en el INP.
¢ Qué se me pedird que haga?

Se requiere responder un cuestionario, del cual la informacién sera confidencial, donar
una muestra de sangre periférica de 3 ml (una cucharita cafetera), también se requiere
una muestra de mucosa oral, la cual seran tomadas con todos los requisitos de
seguridad: material nuevo y guantes y sera practicado por personal con amplia
experiencia en la toma de muestra. El tiempo de duracién del estudio es de 3 afios y no

se requiere una visita especial para la realizacién de este estudio.

¢Quién sufragara los gastos del estudio?

El analisis de la muestra sera sin ningtn costo para el paciente.
¢, Qué efectos indeseables puedo tener al participar en el estudio?

Puede haber dolor leve o molestia al pinchar con la aguja durante el extraccién de sangre
y que pueden presentarse complicaciones minimas como la formacién de un “moretén”
o infeccién en el sitio de puncién, pero que el riesgo es muy bajo por contar con

condiciones de limpieza y personal capacitado.

¢ Qué debo hacer en caso de que tenga alguna molestia?

Si se llegara a presentar un moreton es sin dolor y si hubiera mas molestias, se puede

hablar por teléfono a los Médicos responsables de este estudio.
¢, Qué beneficio puedo esperar?

Se generaria informacién importante respecto a lo que te puede suceder en un futuro,
ademas con la informacién que se obtenga de este proyecto, se puede ayudar a otras

pacientes con la misma enfermedad que tu tienes y a sus familiares también.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Dra. Nelly F. Altamirano Medico especialista en endocrinologia, Responsable del

Proyecto. Teléfono: 10-84-09-00 ext. 1823

Dra. Sara Frias Vazquez Investigador en Ciencias Médicas, Teléfono: 10-84-09-00 ext.

1326
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Dra. Matilde Ruiz Garcia. Presidente del Comité de Etica Teléfono 10840900 ext. 1581 en

caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Puedo negarme a participar en este estudio y se me puede pedir que abandone
el estudio?

La participacién en este estudio es voluntaria, y puedes negarte a participar desde un inicio
o en el momento que lo desees, sin perder ningun derecho que actualmente tienes como

paciente en el INP.

¢, Quiénes van a tener informacion de mis datos?

Los resultados del estudio sélo los conoceran los Investigadores directamente relacionados
con el proyecto y si tu y tus padres lo solicitan, se pueden otorgar los resultados del analisis
delos cromosomas. Todos losdatos van a ser confidenciales silos resultados se presentan
en un congreso o en una publicacién, serd en forma de grupo de pacientes y conservando

el anonimato, ya que no va a incluir el nombre de las participantes.

¢, Qué se va a hacer con las muestras biologicas y los estudios de imagenes?
Al realizar la extraccion de DNA de sangre periférica

a) La muestra sera guardada a 49C donde solo tendremos acceso los investigadores
involucrados directamente al proyecto y se almacenan identificAndolas con un cddigo y no

con nombres.

b) La muestra va a ser utilizada para este estudio. Las muestras seran guardadas en el
Laboratorio de Citogenética del INP para realizar comprobaciones, réplicas o estudios
genéticos complementarios para este mismo trabajo. Las muestras sobrantes no

utilizadas en este estudio, podrian ser eliminadas en tres afos.

c) La muestra sera identificada con un cédigo y va a ser manejada por los investigadores

directamente involucrados

f) Las muestras solo seran identificadas porlos investigadores directamente responsables
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g) Tu como paciente puedes retirar tu muestra en cualquier momento que lo desees,
Acudiendo al laboratorio de Citogenética del INP y pidiéndolo a los Investigadores

directamente responsables.

¢Puedo conocer los resultados del estudio?

Puedes requerir junto con tus padres o tutores, los resultados de los estudio cuando tengas
cita con el Médico especialista en Endocrinologia siempre y cuando los investigadores

directamente involucrados ya tengan los resultados.

Heleido y entiendo el presente consentimiento. Mis preguntas han sido contestadas y acepto

participar en este estudio.

Al firmar a continuacién, acepto que:

He leido este formato de Asentimiento.

He tenido la oportunidad de formular preguntasy éstas han sido contestadas.
Mi participacion en este estudio es voluntaria.

Acepto participar en el estudio

Doy permiso para que se use y comparta la informaciéon referente a mi como se

describe en este formato

Puedo elegir no participar en el estudio o abandonarlo en cualquier momento,

comunicandolo al Doctor del estudio.

Nombre del paciente Fecha

Nombre y firma del Padre, o Tutor

Nombre y firma de la madre o tutor Fecha
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Nombre y firma de la persona que conduce

La revision del Consentimiento

Fecha

Nombre, firma de Testigoydireccion

hml h |
recinid

Relacién que tiene con et votumntario

Nombre, firma de Testige-y-€direceion

Relacion que tiene con el-veluntarie

Recibi copia de este Asentamiento

Nombre y firma
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Low bone mineral density and renal malformation in Mexican patients
with Turner syndrome are associated with single nucleotide variants
in vitamin D-metabolism genes
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ABSTRACT

Turner syndrome (TS) is a common genetic disorder. TS-phenotype includes short stature, gonadal dys-
genesis, cardiac and kidney malformations, low bone mineral density (low-BMD) and thyroiditis. TS-
phenotype varies from patient to patient and the cause is not clear, the genomic background may be an
important contributor for this variability. Our aim was to identify the association of specific single nucleo-
tide variants in the PTPN22, VDR, KL, and CYP27B1 genes and vitamin D-metabolism, heart malformation,
renal malformation, thyroiditis, and low-BMD in 61 Mexican TS-patients. DNA samples were genotyped for
SNVs: rs7975232 (VDR), rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1), and rs1599971 (PTPN22) using the KASP
assay. Chi-square test under a recessive model and multifactorial dimensionality reduction method were
used for analysis. We found a significant association between renal malformation and the rs9536282 (KL)
variant and between rs4646536 (CYP27B1) and low-BMD, these variants may have modest effects on these
characteristics but contribute to the variability of the TS phenotype. In addition, we identified gene-gene
interactions between variants in genes KL, CYP27B1 and VDR related to vitamin D-metabolism and low-
BMD in TS-patients. Our results support the idea that the genetic background of TS-patients contributes to
the clinical variability seen in them.
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Introduction (low-BMD), leading to an increased risk of osteoporosis [9]. The

Turner syndrome (TS) is one of the most frequent chromosomal
abnormalities, counting 1:2500 female newborns. It is defined by the
presence of an X chromosome with a complete or partial absence of
the second sexual chromosome [1,2]. Nearly, 60% of TS-patients
have a 45,X karyotype, while the rest show structural alterations of
one of the sex chromosomes or mosaicism with a normal cell line
that coexists with a monosomic or structurally abnormal sex
chromosome cell line [3,4].

Clinically, TS-patients present a phenotype that includes, among
other manifestations, gonadal dysgenesis, amenorrhea, webbing of
the neck, short stature, congenital heart defects and renal
malformation [4,5]. TS patients have shown a higher sus- ceptibility
than the general population to develop autoimmune conditions like
thyroiditis and type | diabetes mellitus [6-8]. Nearly, 80% of TS-
patients present low bone mineral density

most frequent birth disorder in TS is congenital heart disease, which
is an important cause of morbidity and mortality [10].

It is known that the TS-phenotype results from haploinsuffi-
ciency of pseudoautosomic-genes, and although certain phenoty-
pe-karyotype correlations have been proposed, this does not explain
the phenotypic variability in TS [11]. Studies on genomic variants in
autosomal loci have found associations between single nucleotide
variants [12] and clinical manifestations in TS- patients; an
association between the presence of SNVs in the VDR gene and a
low-BMD has been described [13-15]. In Latin- American
populations, the association between SNVs in PTPN22 or VDR and
autoimmune thyroiditis in TS-patients has been observed [16-18].
In addition in elder non-TS females, SNVs in CYP27B1 have been
associated with fracture risk [19] and, differ- ent variants in KL have
been associated with coronary artery
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Table 1. Frequency of clinical features in Turner syndrome patients with 45X karyotype and with other cytogenetic variants.

Turner syndrome patients included in

this study

de Araujo et al. [5] n Y42 Bispo et al. [29] n Y4 65

45,X Other karyotypes ? Total 45,X  Other karyotypes 45,X  Other karyotypes
Clinical features n %40 (%) n%21 (%) n¥%61 (%) nY27 (%) n% 15 (%) nY% 40 (%) n Y25 (%)
Short stature (HP:0004322) 40/40 (100) 20/21 (95) 60/61 (98) 27/27 (100) ~ 15/15 (100)  36/40 (90)  21/25 (84)
High arched palate (HP:0000218) 32/40 (80) 16/21 (76) 48/61 (79) C C C C
Short 4th (HP:0010044) and 5th metacarpals (HP:0010047) 32/40 (80) 11/21 (52) 43/61 (70) C C C C
Cubitus valgus (HP:0002967) 22/40 (55) 10/21 (48) 32/61 (52) 5/27 (19) 4/15 (27) 5/40 (13) 9/25 (36)
Widely-spaced nipples (HP:0006610) 25/40 (63) 7/21 (33) 32/61 (52) C c c c
Low posterior hairline (HP:0002162) 23/40 (58) 7/21 (33) 30/61 (49) 23/27 (85) 13/15 (87) c c
Heart malformation (HP:0001627) 19/40 (48) 5/21 (24) 24/61 (39) 12/27 (44) 7/15 (47) 10/40 (25) 2/25 (8)
Webbed neck (HP:0000465) 19/40 (48) 4/21 (19) 23/61 (38) 7/27 (26) 7/15 (47) 23/40 (58) 7/25 (28)
Low set ears (HP:0000369) 19/40 (48) 3/21 (14) 22/61 (36) C C C C
Broad chest (HP:0000914) 17/40 (43) 4/21 (19) 21/61 (34) c c c c
Multiple nevi (HP:0001054) 13/40 (33) 7/21 (33) 20/61 (33) C C C C
Thyroiditis (HP:0100646) 14/40 (35) 8/21 (38) 22/61 (36) 5/27 (19) 3/15 (20) c c
Eye abnormalities (HP:0000478) 7/40 (18) 4/21 (19) 11/61 (18) C C C C
Renal malformation (HP:0012210) 7/40 (18) 3/21 (14) 10/61 (16) 7/27 (26) 6/15 (40) c c
Low bone mineral density (HP:0004348) 28/34 (82) 13/17 (76) 41/51° (80) C C C C

aNomenclature according ISCN 2016 [25]
46,X,i(X)(q10)

46,X,i(Y)(q10)

mos 45,X/46,XX

mos 45,X/47,XXX/46,XX

mos 45,X/46,XY

mos 45,X/46,X,i(X)(q10)

mos 45,X/46,X,+mar

bBone mineral density studies were only available in 51 Turner syndrome patients.

Not reported.

disease [20] or chronic renal failure [21]. VDR, KL, and CYP27B1
genes are all involved in the vitamin D-metabolism pathway and
their variants may lead to important defects in cal- cium metabolism,
which could affect the immune and bone biol- ogy [22,23]. The aim
of this research is to explore a possible association between SNVs
located in the KL, VDR, CYP27B1,and PTPN22 genes and the
presence of low-BMD, thyroiditis,heart, and renal malformations in
Mexican patients with TS.

Materials and methods
Study population

This study was conducted at the Instituto Nacional de Pediatr“1a in
Mexico City, with Institutional Ethics and Research Committees
approval. Written informed consent was obtained from all partici-
pants. Patients had a clinical TS-diagnosis confirmed by karyotyp-
ing, they were younger than 18 years old and had Mexican descent
(parents and grandparents were born in Mexico). The control group
was composed of healthy fertile women with normal pheno- type
and karyotype.

Cytogenetic analysis

Karyotype in lymphocytes was performed using conventional
methods [24]. At least 30 metaphases at 450 G-band resolution were
analyzed for each individual, the results were reported according to
the ISCN [25].

Clinical assessment

TS-patients had a complete clinical assessment by the cardiology,
endocrinology, genetics, nephrology, ophthalmology, and psych-
ology clinics. BMD analysis by dual-energy X-ray absorptiometry
of hip, spine, and chest was done in most of them. All clinical

and laboratory data were taken from the patient’s clinical record,
focusing in some clinical manifestations that affect quality of life,
like congenital heart defects, thyroiditis, renal malformation, and
low-BMD.

SNV selection and genotyping

The rs7975232 (VDR), rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1),
and rs1599971 (PTPN22) polymorphisms were selected according
to the minor allele frequency (MAF) in individuals from Mexican
ancestry, aiming of increase the statistical power to detect possible
associations; the MAF for these four loci was between 0.15 and 0.48
(Supplementary Table S1) (http://www. nchi.nlm.nih.gov/snp,
http://www.hgvs.org/central-mutation-snp- databases) and in
agreement with previous findings [16-18,26].

Genomic DNA was obtained from blood samples using stand- ard
methods. Genotyping of the two possible alleles for each SNV
was performed by the KASP assay (LGC Genomics, Beverly, MA,
http://www.lgcgenomics.com/).

Statistical analysis

The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) was tested using Fisher’s
exact test for all variants (TS-control). For independent variant
association between TS and controls, a Chi-square test under a
recessive model was performed. We calculated the p values, 95%
confidence intervals and odds ratios (ORs) with the DeFinetti-
Software (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Correction for mul-
tiple comparisons was performed with the Benjamini-Hochberg
false discovery rate method [27].

Gene-gene interactions were analyzed for the four variants
comparing TS and controls by a multifactorial dimensionality
reduction (MDR) method, using MDR-software [28]. We applied
MDR-standard analysis with default parameters with a 10-fold
cross-validation (CV). In order to obtain the best models for the
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Table 2. Association of variants VDR (rs7975232), KL (rs9536282), CYP27B1 (rs4646536) and PTPN22 (rs1599971) with clin-

ical manifestations in Turner syndrome patients (TS).

Genotype
e Allelic
Gene (SNV)  Clinical characteristic n n n n frequency OR (95%Cl) p
Totath. CC TC TT C T
KL TS 61 51 9 1 0.909 0.091
(rs9536282) Heart malformation 24/61 22 2 0 0.958 0.042 0.349 [0.064-1.708] .385
Renal malformation 10/61 7 2 1 0.8 0.2  17.800 [1.661-479.134] .017"
Thyroiditis 22/61 19 3 0 0.91 0.09 0.573 [0.022-14.75] .45
Low BMD 41/51* 33 7 1 0.89 0.109 0.085 [0.032-22.62] .602
Totath CC TC T1 C T
CYP27B1 TS 61 11 27 23 0.401 0.598
(rs4646536) Heart malformation 24/61 6 10 8 0.458 0.541 0.444 [0.103-1.922] 273
Renal malformation ~ 10/61 1 7 2 0.45 0.55 0.952 [0.077-11.787] .969
Thyroiditis 22/61 2 1M 9 0.44 0.66 2.746  [0.473-16.213] .248
Low BMD 41/512 6 15 20 0.329 0.67 6.667 [1971-45793]  .037"
Total AA CA CC A C
VDR TS 61 7 26 28 0.327 0.672
(rs7975232) Heart malformation 24/61 4 8 12 0.333 0.666 0.562 [0.106-2.999] .497
Renal malformation 10/61 1 5 4 035 0.65 1.000 [0.094-10.664] 1.000
Thyroiditis 22/61 1 10 11 035 0.65 3.23 [0.332-31.537] .292
Low BMD 41/51* 6 17 18 0.353 0.646 0.259 [0.187-79.980] .209
Totahk CC TC TT C T
PTPN22 TS 61 11 33 17 0.45 0.549
(rs1599971) Heart malformation 24/61 2 17 5 0.437 0.562 1.875 [0.294-11.968] .502
Renal malformation 10/61 0 7 3 035 0.65 5.552 [0.360-118.712] .140
Thyroiditis 22/61 4 1 7 0.46 0.54 1.167 [0.204-3.283] .85
Low BMD 41/51* 10 21 10 0.5 0.5 0.143 [0.007-3.121] .103

Bone mineral density (BMD) studies were only available in 51 TS patients. Bold letters indicate data with difference static-

ally significant.

""*Significant p values after the Benjamini-Hochberg correction for multiple comparisons.

MDR-analysis, we used testing accuracy (TA) values and a CV of
10. The p values were calculated using the MDR-permutation test
module with 10 000 repetitions. The TS-patients grouped by clin-
ical findings - congenital heart defects, thyroiditis, renal malfor-
mation and low-BMD - were compared for independent variant
association and gene-gene interaction by the same methodologies
described for TS and controls.

Results
Study population

We studied 61 patients with TS, the age of TS-studied group ranged
from 1 to 18 years old with a median age of 11 years old, and 69
healthy women ranged from 14 to 38 years old with median age of
26 years old. The karyotypes and the clinical man- ifestations found
in this group of TS-patients had similar fre- quencies to what has
been previously reported [4,5,29], and this was true irrespective of
the karyotype, as detailed in Table 1.

SNVs association with phenotype

The genotype and allele distribution of these variants in TS and
controls depicted in Supplementary Table S2, were all found to be
in HWE. No association was found between single variantsand
belonging to either the TS or the control group. The allele
distribution, genotype of the four studied SNVs and their asso-
ciation with the selected clinical features in TS-patients are shown
in Table 2. Significant association of single variants and the
presence of particular clinical features in TS-patients was found
after the Benjamini-Hochberg correction for multiple comparisons
between the rs9536282 in KL and the presence of renal
malformation p=.017, OR 17.800 [1.66-479.13]; as well as

rs4646536 (CYP27B1) with low-BMD, p=.037, OR 6.667 [1.
971-45.79]. Meanwhile, variants in the VDR and PTPN22 did not
show a statistically significant association with the selected clinical
features.

Multifactorial dimensionality reduction analysis identified sig-
nificant gene-gene interactions between variants in the studied
genes that participate in the metabolic pathway of vitamin D:
rs9536282 (KL), rs4646536 (CYP27B1), and rs7975232 (VDR).
Interaction between these three variants confers a greater risk of low-
BMD in TS-patients as shown in Table 3.

Discussion

The aim of this work was to examine a possible association between
SNVs located in the KL, VDR, CYP27B1, and PTPN22 genes and
the presence of selected clinical features in Mexican TS-patients.
Two single variants were associated to phenotypic features: the
rs4646536 variant of the CYP27B1 is associated to low-BMD and
the variant rs9536282 of the KL associates to the presence of renal
malformation, these SNV may have modest effects on these
characteristics but could contribute to the vari- ability of the TS
phenotype. Moreover, within the TS-group, gen- e-gene interaction
of variants in KL, CYP27B1, and VDR was associated to low-BMD,
suggesting a significant role of vitamin D-metabolism genes in the
presentation of this clinical feature in these patients.

It has long been recognized that there is no clear karyotype-
phenotype correlation that thoroughly resolves the TS-pheno- type.
However, certain clear correlations have been noticed likethe
presence of a Y chromosome that prevents the typical TS short
stature [11], or that the phenotype is less severe when the patients
present mosaicism with a 46,XX cell line [29]. In this cohort of TS-
patients, both the presented clinical manifestations



4 (=) R BARRIENTOS-R10S ET AL.

Table 3. Genes that participate in the vitamin D metabolic pathway show gene -gene interactions that influence the bone mineral density (BMD) status in Turner

syndrome patients, asidentified by MDR [28].

Gene-gene interaction

Clinical characteristic Testing accuracy Cross-validation OR (95%Cl)

p Value (10,000 permutations)

rs9536282 (KL), rs7975232 (VDR), rs4646536 (CYP27B1) LOW BMD

0.74 10/10 19.9 (1.08-36.63) .035

and their different possible chromosomal constitution have a similar
distribution than what has been reported in other popu- lations
[4,5,11,29]. Although congenital heart disease, webbed neck and
broad chest were found at a higher frequency in the 45,X group,
no statistically significant association between those clinical features
and a 45,X karyotype was demonstrated (Table 1). A single patient
had a karyotype with a Y chromosome andshe showed normal
stature.

In our patients, the T allele of the rs9536282 (KL) variant was
more frequent in TS-patients who had a renal malformation
comparing to the TS-patients with congenital heart defects as we
hypothesized according to the studies in East-Asian population
which reported that the KL variant rs9536282 could be a suscep-
tibility factor for coronary artery calcification (CAC) [20]. This KL
variant has been associated with CAC in men, without taking into
consideration renal function and calcium/phosphate metab- olism-
related factors [30,31]. Kidney abnormalities in TS have not been
clearly explained yet, the only gene that has been studied is HNF-
1b where despite the intronic polymorphism V8

+ 48insC being present in two TS patients, the authors conclude that
there is no direct relationship between this polymorphism and
horseshoe kidney in TS [32].

In addition, we found an association in TS-patients betweenthe
TT genotype of the variant rs4646536 located in CYP27B1 and
low-BMD. The CYP27B1 plays a central role in calcium
homeostasis and bone growth [33]. To the best of our know- ledge,
the association between CYP27B1 variants and low-BMDin TS-
patients has not been previously found; nevertheless, it has been
reported that CYP27B1 is an important mediator of bone
metabolism [33].

The analysis of the variants in the VDR and PTPN22 genes did
not show a statistically significant association with the inves- tigated
clinical features; which is different from what was found in
Brazilian or Argentinian population [13,16], and similar to a recent
report that shows another PTPN22 variant (rs2476601) that is not
associated with autoimmune diseases in TS Mexican patients [17].

We sought gene-gene interactions among variants of genes
involved in the metabolic pathway of vitamin D by using the MDR
nonlinear method; this gene-gene interaction analysis pro- vides a
clue to understand the etiology of phenotype in TS- patients. In the
present study, we found gene-gene interactions between the studied
variants of KL, CYP27B1, and VDR that confer a greater risk for
low-BMD in TS-patients; supporting the role of genes involved in
the metabolism of vitamin D, in the bone health of TS-patients.

BMD is directly linked to vitamin D intake; two reports have
shown that raising vitamin D serum level is an effective prevent- ive
strategy to reduce fracture risk in the elderly [19,34]. Specifically,
in TS, current studies have reported that low serum vitamin D
concentration may contribute to osteopenia/osteopor- o0sis, two
characteristics that are known to be consequences of low-BMD. Low
vitamin D levels have been attributed to inad- equate sun exposure
and low intake in women with TS [9,35]. Our results suggest that
in addition to environmental factors, genetic variants in genes that
affect vitamin D-metabolism could be associated to low-BMD in
TS-patients. In order to better

support our findings, analysis of a larger group of TS-patients as well
as replication of these data in TS-patients from other popu- lations is
desired. Also, the genotyping strategy chosen in this study confers
the limitation that only the specific SNV of interest is studied. We
are then unaware of the real allelic variability in these patients,
further analysis of other alleles in these genes of interest would also
strengthen these findings.

Our results suggest that variants in the KL gene could be
associated with renal malformation in patients with TS, some studies
have found that KL downregulation is the earliest bio- marker of
chronic kidney disease (CKD) and the initiator of CKD-mineral
bone disorder [30]. In addition, we observed that variants in genes
that have a role in vitamin D-metabolism seem to be contributing
to low-BMD in TS-patients, supporting that the genetic
background of TS-patients contributes to the clinical feature
variability seen in them.
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