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DETECCION DE MOSAICISMO EN PAREJAS CON HIJO CON
TRISOMIA 21 POR NO- DISYUNCION
RESUMEN

El Sindrome de Down (SD) es la patologia genética mas
frecuente en la especie humana (Jones, 1890) existen cinco
variedades citogenéticas: trisomia 21 regular, translocacion,
isocromosoma 21g21q, mosaico y trisomia parcial del cromosoma 21.
Las caracteristicas clinicas del sindrome son bien conocidas, entre
ellas: Hipotonia muscuiar, perfii faciai aplanado, aberturas palpebrales
oblicuas, pabellones auriculares displasicos, hiperflexibiiidad, pélvis
displasica y clinodactilia (Salamanca, 1990). Dado que es una entidad
no letal al nacimiento, es de gran importancia detectar a las parejas
con riesgo de recurrencia mayor al 1.5% de la poblacién general. El
objetivo de la investigacion fue detectar mosaicismo del Sindrome de
Down en parejas menores a 35 afios con uno 0 mas hijos con trisomia
21 por no-disyuncién. Para determinar la presencia de células con
trisomia 21 en ambos miembros de la pareja se realizd citogenética
clasica asi como hibridacién in sity con fluorescencia (FISH) en
linfocitos de sangre periférica. La poblacién de estudio se integré por
tres grupos: ) 5 parejas con hijos sanos; ll) 22 parejas con un hijo con
SO por trisomia 21 regular; Ill) 3 parejas con mas de un hijo con SD
con trisomia 21 regular (recurrentes). Las parejas fueron referidas de
la consulta de Genética de los Institutos Nacionales de Pediatria y de
Perinatologia. El tamafio de muestra fue determinado por el nimero
de parejas que cumplieron con los criterios de inclusion y que
aceptaron entrar al protocolo, en un periodo de dos afios. A todas las
parejas se les realizd historia clinica con arbol genealdgico y estudio
de citogenética clasica y molecular: Se realizd cariotipo a todos los
individuos que entraron al estudio. El analisis de citogenética clasica
para busqueda de mosaicismo, se realizo por medio de bandas G, en
200400 metafases por individuo, se realizé conteo de numero
cromosomico e identificacién de trisomia 21. Et estudio de-citogenética-
molecular se realizé con FISH en 1000 metafases para cada individuo
con la sonda centromérica para los cromosomas 13/21, D1321/D21Z1
(Oncor/USA), marcada con digoxigenina/FITC. Se consideraron como




células positivas, o bien trisémicas, aquellas que presentaron tres
sefales sobre los cromosomas pertenecientes al grupo G (cromosoma
21). La eficiencia de hibridacién obtenida en este trabajo fue de 97%.
El criterio para determinar el valor umbral para considerar mosaicismo,
tue el propuesto por Anastasi y cols. (1980), quienes utilizaron [a
frecuencia normal media de las células trisdmicas mas dos veces su
desviacién estandar. Este valor se obtuvo de los resultados del grupo
control, tanto para citogenética clasica como para FISH y los
individuos gque mostraron valores mas altos que el valor umbral para
ambos analisis fueron considerados mosaico. Para nuestro trabajo el
valor umbral por citogenética clasica fue de 0.52 y de 0.30 para
citogenética molecular. Sélo cuatro individuos se consideraron
mosaico, de estos s6lo uno fue del sexo femenino (del grupo i) y tres
del sexo masculino (uno del grupe il y dos del grupo lIl).

En relacién con los altos valores que obtuvo la madre (grupo Il},
pueden relacionarse con: a) Factores externos, por induccién por
medicamento, debido a que esta madre se encuentra en tratamiento
continuo para asma; o con b) Un evento asociadoe a la inversion
pericéntrica del cromosoma 9 que presenta, éste polimorfismo se ha
reportado como riesgo para tener descendencia con SD en individuos
con esta inversion (Murthy y Prabhakara, 1990).

En cuanto a padres que obtuvieron valores altos de células con
trisomia 21, se pueden considerar dentro del 5% de los casos de SD
por trisomia 21 regular que se originan por errores de no-disyuncién
paterna (Petersen y cols., 1993). Los mecanismos asociados a la no-
disyuncién paterna propuestos son: alteraciones en secuencias
importantes de apareamiento o en estructuras importantes en la
disyuncion cromosomica.

Es importante mencionar que la segunda trisomia mas frecuente
fue la del cromosoma X, que se presentd en 4 mujeres {grupec Il)
debido a que se ha propuesto como factor de riesgo para tener
descendencia con trisomia 21 (Juberg y cols., 1985; Krishna-Murthy y
Farag, 1995}

Es relevante realizar trabajos de este tipo donde se utilicen
metodologias que permitan analizar un gran numero de células, para
determinar el porcentaje real de individuos mosaico para trisomia 21 y
conocer el riesgo de recurrencia especifico para parejas jévenes con
un hijo con SD con historias clinicas que indiguen un riesgo mayor que
la poblacién general.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

A) Antecedentes.

E! Sindrome de Down (SD) es una de las alteraciones
cromosdmicas mas frecuentes en el mundo, en México
aproximadamente se presenta en 1 de 700 recién nacidos vivos. Las
caracteristicas fenotipicas del sindrome son bien conocidas las cuales
varian entre los pacientes pero nunca producen un fenotipo diferente y
en general los pacientes presentan: hipotonia muscular, talla baja,
retraso psicomotor, cuello corto y ancho, puente nasal deprimido,
pabellones auriculares displasicos, fisuras palpebrales mongoloides,
hoca abierta y lengua protuyente. Las manos son cortas y anchas,
frecuentemente con un solo pliegue palmar transverso y clinodactilia.
Un 30-40% de los pacientes presentan malformaciones cardiacas
congénitas, y pueden presentar ademas atresia duodenal (Epstein,
1995; Jones, 1990; Salamanca, 1990; Thompson y cols., 1991) y otras
malformaciones. La pubertad es normal en ambos sexos, pero la
fertilidad sélo es conocida en ta mujer. La esperanza de vida durante
la primera década esta determinada por presencia de enfermedades
cardiopulmonares y el 12% de los pacientes sobreviven hasta los 50
afios (Epstein, 1995).

Desde el punto de vista citogenético, el SD se produce por una
trisomia de la regién q22 del cromosoma 21 que puede originarse por
las siguientes variedade: a) trisomia 21 regular en 94%, b)

translocacién cromosomica que involucra al cromosoma 21 con otros




autosomas, particularmente del grupo D y G en 33%, c¢)
isocromosoma 21g21q en 0.1% (Dagna y cols., 1990) y d) mosaico
celular en 2.4%, que se refiere a la presencia simultanea en un mismo
individuo de una linea cromosémica normal y una trisémica, en
proporciones variables (Dagna y cols., 1990 y Jones, 1988). Cabe
sefialar que existen otras alteraciones del ¢romosoma 21 como la
duplicaciéon de la banda 21922.3 que puede generar el SD y que se

presentan en menor frecuencia (Nadal y cols., 1997).

B) Posibilidades de riesgo

Con relacién a la incidencia, se ha reportado gue el riesgo de
tener hijos con SD puede incrementarse por la presencia de
alteraciones citogenéticas o antecedentes familiares en los padres gue

se comportan como factores predisponentes. Estos factores son que:

s Alguno de los padres sea portador de una translocacion
cromosomica que involucre el cromosoma 21.

» Alguno de los padres sea portador de un rearreglo cromosomico que
pueda tener efectos intercromosémicos y generar no-disyuncion.

« Exista edad materna avanzada (35 afios o mas).

« La pareja haya tenido un hijo con SD o una inversion pericéntrica en

un cromosoma 9.

En lo que respecta a los padres portadores de translocacion, se

puede determinar el riesgo de presentar un hijo con SD porgue se




conoce el apareamiento y la segregacion de los cromosomas

translocados y normales en la produccion de los diferentes gametos.

En cuanto a los efectos intercromosémicos, se ha propuesto que
contribuye a la generacion de no-disyuncién, a este respecto Murthy y
Pabhakara (1990) reportaron el casc de una mujer de 25 afios con una
inversidn pericéntrica en 9gh, con un hijo con SD y abortos previos, al
analizar sus metafases observaron frecuencias elevadas de
endorreduplicacion, divisidn prematura del centromero, poliploidias y
aneuploidias, por [0 que los autores sugirieron que este tipo de
inversion puede tener efectos intercromosomicos en errores mitgticos

y meidticos que predispongan a abortos y a descendencia con SD.

La asociacién del SD con la edad materna avanzada se
encuentra bien estudiada y reconocida desde hace 60 afios, se sabe
que a mayor edad (mas de 35 afios) la posibilidad de tener un hijo con
SD se incrementa de manera significativa (Hassold y cols., 1996). Se
sugiere que la tasa de riesgo para tener hijos con SD es ligeramente
alta para mujeres menores de 20 afios y la tasa aumenta
gradualmente de manera lineal hasta los 30-31 afios, después de este
rango aparentemente hay un aumento abrupto hacia un patrén
exponencial, sin embargo, no esta claro si esto representa un
verdaderc cambio en él o los mecanismos responsables para la no-
disyuncién o si se deriva de dos procesos, uno constante y uno

exponencial, que coexisten en la edad de maternidad (Epstein, 1995).



Sin embargo, aunque [as mujeres mayores de 35 afios tienen un
riesgo mayor de tener hijos cromosdmicamente anormales, menos del
50% de los nacimientos con trisomia 21 provienen de esta poblacién
(Juberg y cols., 1985}, por lo tanto la mayoria de los SD nacen de
madres j6évenes, por lo que es sumamente importante determinar

factores de riesgo en poblaciocnes sanas y jovenes.

En el caso de parejas que ya tienen un hijo con SD con trisomia
21 regular, por estudios poblacionales se ha encontrado que tienen un
riesgo tedrico de 1.5% de tener un segundo hijo afectado por esta u
otra cromosomopatia, sin tomar en cuenta ia edad materna, lo cual es
mucho mas alto que el encontrado en la poblacidn general. Datos
basados en amniocentesis de mujeres menores de 30-35 afios con
hijo previo con trisomia 21 demuestran que el riesgo es menor que el
de la madre afosa (Epstein, 1995). Hasta la fecha, las causas de la
recurrencia no se han establecido con certeza, pero existen evidencias
que sugieren que Ja consanguinidad, la predisposicién genética a la no
disyuncién y la presencia de mosaico estan relacionadas con este
fenomeno (AMi, y cols., 1980; Harris y cols., 1982; Krishna-Murthy y
Farag, 1995).

C) Origen del cromosoma extra

La no disyuncién parental puede ocurrir en cualquiera de las
divisiones meidticas, la tasa reportada para la primera y segunda
divisién meidtica en madres es de 80/20% mientras que en los padres
es de 60/40%, respectivamente (Gorlin y cols., 1990). Por medio de




estudios citogenéticos y meleculares se ha determinado el origen
parental del cromosoma 21 extra en los casos de trisomia 21 de origen
mitotico, este tipo de crigen no tiene aumento de edad rmaterna. La
edad materna se restringe a los casos de no-disyuncién meiética, ya
sea | o It (Petersen y cols., 1991, Petersen y cals., 1992 y Hassold v
cols., 1996). Por otro lado, Lamb vy cois. (1996) en estudios recientes,
proponen que las causas mas importantes en la formacién de las
trisomias humanas son la divisién prematura del centrémero en
meiosis | y los errores en la recombinacién genética, ya que
observaron gue un aumento en la recombinacion genética cercana al
centrémero incrementa la no-disyuncion en meiosis I, mientras que la
ausencia de recombinacién en esta regién parece predisponer a una

no-disyuncién en meiosis |.

Alfi y cols. (1980) sugirieron que este tipo de alteraciones
numéricas podrian ser producidas por accion de un gen relacionado
con la no-disyuncién en la especie humana, cinco afos mas tarde
Antonarakis y cols. (1985) identificaron un haplotipo ligado a sitios de
ADN polimorficos en el brazo largo del cromosoma 21 que sugiere una
tendencia a la no-disyuncion y una predisposicion a la trisomia 21 en
una poblacion griega de 20 familias afectadas cuyas frecuencias
fueron comparadas con 27 familias con descende.ncia normal pero se
desconoce que tan eficiente es este haplotipo como marcador para

centréomeros potencialmente involucrados con la no-disyuncion.



RECURRENCIA DE SINDROME DE DOWN
D) Mosaicos

Citado en 1961, Clark y cols., se describié el primer caso de
mosaicismo de trisomia 21/normal en un paciente que presentaba
algunas caracteristicas fenotipicas del sindrome e inteligencia normal.
Citado en 1969, Richards indicé que el mosaico celular
frecuentemente involucraba una linea normal, sin embargo, existen
evidencias donde se presentan mosaices mas complejos, que
incluyen trisomias y tetrasomias para los cromosomas del grupo G, y
mosaicos estructurales (generalmente translocaciones G/G) con lineas

normales (Wilson, Towner y Forsman, 1980).

Anteriormente se asumia que el cromosoma 21 extra en los
individuos con SD con mosaico provenia de una no-disyuncién
mitética en un cigoto cromosomicamente normal. Sin embargo,
actualmente los estudios sobre el andlisis de las edades maternas de
los individuos con SD en mosaico, sugieren que una buena proporcion
de estos casos se debe a una no-disyuncién meibtica. Al respecto,
Richards (1974) y Niikawa y Kajii (1984) propusieron que el 80% de
estos mosaicos provienen de una no disyuncion meidtica seguida de
un error mitético "normalizador” (Armendares y cols., 1990), es decir,
dos errores de no-disyuncién: El primero en la gametogénesis parental

y el segundo en mitosis embriogénica (Harris y cols. , 1982).




Actualmente, la presencia de mosaico no es privativa de los
pacientes con SD, se ha propuesto que alguno de los padres sea
portador de 2 lineas celulares, una normal en alto porcentaje y otra
trisémica en muy bajo porcentaje, con un fenotipo completamente
normal debido a la baja frecuencia de células con trisomia 21; es muy
probable que esta anormalidad cromosémica pase inadvertida al
diagndstico, ya que el numero de células que habitualmente se analiza
no es suficiente para excluir la presencia de mosaico con una
proporcion de células aneuploides menor al 10% (Armendares y cols.,
1990). Ademas, la linea trisdmica puede estar confinada a ciertos
tejidos dentro de los cuales se puede encontrar el gonadal, de tal
manera que una célula germinal trisémica puede originar el SD en la
descendencia {Harper, 1988). Otro factor importante en la deteccion
de mosaicismo es la proliferacion preferencial de la linea normal con
respecto a la trisdmica, ya que se puede originar un mosaico criptico

con muy pocas manifestaciones clinicas del SD o ausencia total.

Para estimar el mosaicismo parental como causa de trisomia 21
regular, se han realizado varios estudios, sin establecer claramente cual
es el porcentaje, ya que mientras unos investigadores determinaron que
sdlo el 1.6% se debe a mosaicismo parental, otros proponen que es de
2.7% y otros proponen, que el 19% de los casos de trisomia 21 puede
ser provocado por mosaico (11% de origen materno y 8% de origen
paterno). No obstante, es muy probable que para conocer el riesgo de
recurrencia de los casos de mosaico parental, se debe considerar el
grado de mosaicismo somatico y el gonadal, sin embargo determinarlo

no es sencillo por la dificultad de obtener biopsia o bien no es practico



en todos los casos (Vogel y Motulsky, 1974; Uchida y Freeman, 1986 y
Krishna-Murthy y Farag, 1995). Por esta razdn es-importante que se
analice un gran numera de célutas que permita establecer con mas
confianza si uno de los padres puede ser portador de un mosaicimo que
aumente el riesgo de tener descendencia con trisomia 21. Es necesario
aplicar una metodologia adecuada con la cual sea rapide y eficiente
‘detectar este tipo de mosaicismos, de tal manera que pueda calcularse

el riesgo de tener otro hijo con SD.

HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Las técnicas de hibridacién in situ permiten detectar secuencias
especificas de acidos nucleicos en cromosomas, en células o tejidos
preservados morfolégicamente. La técnica fue desarrollada
originalmente en 1969 utilizando radicisétopos y autorradiografia para
detectar las secuencias hibridadas. Posteriormente, se utilizaron
sondas de &cidos nucleicos con marcaje no radioactivo, las multiples
posibilidades de conjugar anticuerpos sensibles a los sistemas de
deteccién aumentd la flexibilidad det método (Boehringer Mannheim,
1992). En [a actualidad se cuenta con una gran variedad de sondas: a

satélite, de tincidn completa, teloméricas y especificas.

La técnica de FISH representa un gran avance en la citogenética
clinica debido a que permite caracterizar de manera répida y confiable,

aneuploidias, rearreglos estructurales complejos o poco frecuentes y




en todos los casos (Vogel y Motuisky, 1974; Uchida y Freeman, 1986 y
Krishna-Murthy y Farag, 1895). Por esta razén es-importante que se
analice un gran numero de células que permita establecer con mas
confianza si uno de tos padres puede ser portador de un mosaicimo que
aumente el riesgo de tener descendencia con trisomia 21. Es necesario
aplicar una metodologia adecuada con la cual sea rapido y eficiente
‘detectar este tipo de mosaicismos, de tal manera que pueda calcularse

el riesgo de tener otro hijo con SD.

HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA (FISH)

Las técnicas de hibridacion in situ permiten detectar secuencias
especificas de acidos nucleicos en cromosomas, en células o tejidos
preservados morfologicamente. La técnica fue desarrollada
originalmente en 1969 utilizando radioisétopos y autorradiografia para
detectar las secuencias hibridadas. Posteriormente, se utilizaron
sondas de acidos nucleicos con marcaje no radioactivo, las multiples
posibilidades de conjugar anticuerpos sensibles a los sistemas de
deteccion aumentd la flexibilidad del método (Boehringer Mannheim,
1992). En la actualidad se cuenta con una gran variedad de sondas: a

satélite, de tinciéon completa, teloméricas y especificas.

La técnica de FISH representa un gran avance en |a citogeneética
ciinica debido a que permite caracterizar de manera rapida y confiable,

aneuploidias, rearreglos estructurales complejos o poco frecuentes y



cromosomas marcadores en nifios con anormalidades congénitas y a
sus familias {Bossuyt y cols., 1995 y Swiger y Tucker, 1996). Las
sondas de secuencia de ADN repetitivo o a satélite, localizada cerca
del centromero permite detectar aberraciones cromosomicas de tipo

numérico (Bossuyt y cols., 1995).

De acuerdo con las ventajas antes mencionadas esta técnica
permite analizar un numero adecuado de células para detectar un
maosaico criptico con mayor precision y eficiencia, lo gque ayudaria a
conocer los criterios e informacidén para establecer la frecuencia de
mosaicismo en padres jovenes menores de 35 afos de hijos con
trisomia 21 por no-disyuncion, asi como determinar el riesgo de

recurrencia para estas parejas.

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El riesgo de recurrencia para el SD depende del tipo de
alteracion citogenética. Generalmente cuando una pareja tiene un hijo
con SD vy la trisomia es originada por translocacién se realiza estudio
citogenético a los padres y se puede conocer el riesgo de tener otro
hijo con SD; pero cuando la trisomia 21 es regular, no se elabora
estudio citogenético a los padres y se da un riesgo empirico de 1.5%
de tener otro hijo con SD, sin embarge la presencia de mosaicismo
parental incrementa el riesgo de tener un segundo hijo con SD y ef

riesgo dependera del porcentaje de células con trisomia 21 en cada




cromosomas marcadores en nifios con anormalidades congénitas y a
sus familias (Bossuyt y cols., 1995 y Swiger y Tucker, 1996). Las
sondas de secuencia de ADN repetitivo o a satélite, localizada cerca
del centrémero permite detectar aberraciones cromosémicas de tipo

numérice (Bossuyt y cols., 1985).

De acuerdo con las ventajas antes mencionadas esta técnica
permite analizar un numero adecuado de células para detectar un
mosaico criptico con mayor precisién y eficiencia, lo que ayudaria a
conocer los criterios e informacién para establecer la frecuencia de
mosaicismo en padres jovenes menores de 35 afios de hijos con
trisomfa 21 por no-disyuncion, asi como determinar el riesgo de

recurrencia para estas parejas.

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El riesgo de recurrencia para el SD depende del tipo de
alteracion citogenética. Generalmente cuando una pareja tiene un hijo
con SD vy la trisomia es originada por translocacion se realiza estudio
citogenético a los padres y se puede conocer el riesgo de tener otro
hijo con SD; pero cuando la trisomia 21 es regular, no se elabora
estudio citogenético a los padres y se da un riesgo empirico de 1.5%
de tener otro hijo con SD, sin embargo la presencia de mosaicismo
parental incrementa el riesgo de tener un segundo hijo con SD vy el

riesgo dependera del porcentaje de células con trisomia 21 en cada




caso. Es importante estabiecer la presencia de un mosaico somatico
analizando un numero altc de celulas y asi tener una estimacion mas

. certera acerca del papei del mosaicismo parental en el origen del SD.

Por otra parte, este tipo de estudios proporcionan los criterios e
informacion suficientes para poder otorgar un asesoramiento genético
preciso, asi como para que los padres puedan tomar una decision

repreductiva antes de iniciar un nuevo embarazo.

OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Detectar mosaicismo parental en linfocitos de sangre periférica
en parejas menores de 35 afios con uno o mas hijos con Sindrome de
Down por trisomia 21 por no-disyuncién, por medio del analisis de
Bandas G (Citogenética Clasica) y FISH (Citogenética molecular).

OBJETIVOS SECUNDARIOS
1. Detectar [a frecuencia de mosaicismo en padres menores de 35

afios con hijos con trisomia 21 por no-disyuncién.

2. Detectar si la frecuencia de mosaicismo se presenta por igual en
padres y madres.



caso. Es importante establecer la presencia de un mosaico somatico
analizando un numero alto de células y asi tener una estimacion mas

. certera acerca del papel del mosaicismo parental en el origen del SD.

Por ofra parte, este tipo de estudios proporcionan los criterios e
informacidn suficientes para poder otorgar un asesoramiento genético
preciso, asi como para que los padres puedan tomar una decisién

reproductiva antes de iniciar un nuevo embarazo.

OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Detectar mosaicismo parental en linfocitos de sangre periférica
en parejas menores de 35 afios con uno 0 mas hijos con Sindrome de
Down por trisomia 21 por no-disyuncion, por medio del analisis de
Bandas G {Citogenética Clasica) y FISH (Citogenética molecular).

OBJETIVOS SECUNDARIOS
1. Detectar la frecuencia de mosaicismo en padres menores de 35

aftes con hijos con trisomia 21 por no-disyuncion.

2: Detectar si la frecuencia de mosaicismo se presenta por igual en
padres y madres.




HIPOTESIS

Una proporcién (a determinar) de padres de SD son mosaicos
cripticos de trisomia 21 regular y la proporcidén es mayor en el grupo

de padres con SD recurrente que en el grupo con un solo hijo con SD.

MATERIAL Y METODOS
i. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacidn de estudio se contemplé en tres grupos:
I. Grupo control: integrado por parejas, padres de hijos sanos.
. Integrada por parejas con un hijo con SD por trisomia 21 regular.
lll. Integrado por las parejas recurrentes {con mas de un hijo cen SD
por trisomia 21 regular).
Las parejas fueron referidas de los Institutos Nacionales de Pediatria y

de Perinatologia.

POBLACION CONTROL.
« Parejas, hombres y mujeres de 35 afios ¢ menores, padres de hijos

5anos.

CRITERIOS DE INCLUSION

« Parejas con uno o mas hijos con SD por trisomia 21 regular.



HIPOTESIS

Una proporcion (a determinar) de padres de SD son mosaicos
cripticos de trisomia 21 regular y la proporcién es mayor en el grupo

de padres con SD recurrente que en el grupa con un solo hijo con SD.

MATERIAL Y METODOS
i. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio se contemplo en tres grupos:
I. Grupo control: integrado por parejas, padres de hijos sanos.
II. Integrado por parejas con un hijo con SD por trisomia 21 reguiar.
lll. Integrado por las parejas recurrentes {con mas de un hijo con SD
por trisomia 21 regular).
Las parejas fueron referidas de los Institutos Nacionales de Pediatria y

de Perinatologia.

POBLACION CONTROL.
» Parejas, hombres y mujeres de 35 afios 0 menores, padres de hijos

sanos.

CRITERIOS DE INCLUSION

» Parejas ¢con uno o mas hijos con SD por trisomia 21 regular.




» Parejas menores de 35 afios al momento del nacimiento del hijo {0
los hijos) con SD o sano en el caso de las parejas control.

« Parejas que aceptaron participar en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

« Otra variedad citogenética de SD.
« Se excluyeron aquellas familias en las que alguno de los padres fue
transfundido dentro de los Ultimos meses, o bien, gque recibié

tratamientos que puedan dar lugar a alteraciones cromosomicas.

CRITERIOS DE ELIMINACION
« Que no se obtuviera material para el estudio de los dos miembros

de la pareja.

METODOLOGIA

Se tomaron pacientes con SD de la clinica de Genética del INP y
del INPer. Se determind el tipo citogenético de SD al que correspondia

el paciente.

Se incluyeron 25 parejas con uno 0 mas hijos con SD y a las 5
parejas con descendencia clinicamente normal incluidas en el estudio,

se les realizé:

1. Historia clinica con arbol genealdgico.



» Parejas menores de 35 afios al momento del nacimiento del hijo (o
los hijos} con SD o sano en el caso de las parejas control.

« Parejas que aceptaron participar en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

» Otra variedad citogenética de SD.
¢ Se excluyeron aquellas familias en las que alguno de los padres fue
transfundido dentro de los ultimos meses, o bien, que recibid

tratamientos que puedan dar lugar a alteraciones cromosaémicas.

CRITERIOS DE ELIMINACION
+« Que no se obtuviera material para el estudio de los dos miembros

de la pareja.

METODOLOGIA

Se tomaron pacientes con SD de la clinica de Genética del INP y
del INPer. Se determind el tipo citogenético de SD al que correspondia

el paciente.

Se incluyeron 25 parejas con uno o mas hijos con SD y a las 5
parejas con descendencia clinicamente normal incluidas en el estudio,

se les realiz6:

1. Historia clinica con arbol genealdgico.



. Estudio de cariotipo en linfocitos de sangre periférica, a ambos
miembros de la pareja. De cada muestra, se analizaron al menos
200 metafases, se revisaron alteraciones cromosémicas con
Bandas GTG con un nivel de resolucion de 400 a 600 bandas,
contec de numero cromosémico e identificacién de células con
trisomia 21. Los hallazgos anormales fueron fotografiadas.

. Estudio de citogenética molecular por FISH en linfocitos de sangre
periférica en ambos miembros de ia pareja. El estudio de FISH se
realizé con sonda alfa satélite para los cromosomas 13/21
{ONCOR), se analizaron 1000 metafases y se contd el nimero de
sefiales fluorescentes en un microscopio de epifluorescencia. Se
procesaron simultdneamente cinco casos problema (padres de hijos
con SD) por un caso control {padres de hijos clinicamente sanos).

. Todas {as laminillas para el analisis de citogenética clasica o
molecular fueron codificadas por una persona ajena al estudio. En
todos los casos de duda, se tomaron segundas opiniones de una
persona experta.

. En un caso, se detectd que uno de los padres era mosaico para SD
y se determiné el origen parental del cromosoma 21 extra en el
caso indice. Esta parte se realizd por medio de polimorfismos de
bandas Q y bandas C. '

. Los resuitados se consignaron en tablas descriptivas para
determinar los mosaicos parentales seguin los criterios descritos
posteriormente, se aplicé la prueba estadistica adecuada con un

coeficiente de validez de p = 0.05.




TECNICAS.
CULTIVOS CELULARES DE SANGRE PERIFERICA.

Cada muestra fue tomada previa preparacién de una jeringa de
3ml con aguja de 22x32 estéril con 0.3ml de heparina de 5,000 U y se
sembraron 4 cultives primarios de la siguiente manera: en un tubo de
centrifuga se sembraron 0.5ml de sangre periférica con 5ml de medio
de cultivo McCoy's 5% 0.005m de antibigtico y 0.1ml de

fitohemaglutinina.

Todos los cultivos se incubaron a 37°C y a las 72 horas se les
agregd 0.02ml de colcemida (0.1mg/ml} para detener las células en
metafase durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, los tubos se
centrifugaron a 1500rpm durante 10min, se decanté el sobrenadante y
se agrego 10ml de solucién hipoténica (KCI 0.075M) a 37°C durante
15-20 min. Posteriormente, se prefijaron con 1ml de fijador Carnoy
{Metanol / Acido acético, 3:1), se centrifugaron a 1500rpm durante
10min, se decantd el sobrenadante y se agregaron 5ml de fijador
Carnoy; nuevamente se centrifugaron en las condiciones ya

mencionadas y se cambid el fijador al menos 3 veces.

Para la elaboracion de las laminillas se realizé de |la manera
convencional, se resuspendié el paquete celular en 0.5-1.0ml de
fijador nuevo y se colocd por goteo en los portaobjetos limpios,
desengrasados y frios para permitir que las metafases quedaran

abiertas. Las laminillas se procesaron para ohtener bandas G con

tripsina.




FISH EN LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

Una vez cosechada la muestra se procedid a [a realizacion de
laminillas, de manera habitual sin flamear y procurando un secado
rapido.de la preparacion, se procesaron para eliminar el exceso de
citoplasma y evitar que este interfiriera con |a hibridacion. Para la
eliminacién de citoplasma las laminilas se trataron con acido
acético/metancl at 70%, 2XSSPE (solucién salina fosfatos con EDTA)

y alcoholes graduales 70, 80 y 95% durante 2min en cada solucién.

Posteriormente las laminillas se maduraron en solucion 2XSSPE
a 37°C durante 30min, se deshidrataraon en aicoholes graduales 70, 80
y 95% por 2min en cada uno, se dejaron secar al aire y se procesaron
para iniciar la técnica de FISH. La desnaturalizacién se realizd por
2min a 72°C en formamida al 70% (28m! de formamida, 6ml agua
destilada y 4ml 20XSSPE), se deshidrataron en alcoholes 70, 80 y

95% a -20°C por 2min en cada uno, se dejaron secar al aire.

La sonda se colocd previamente desnaturalizada a 70-72°C
durante 5min (30p! solucion de hibridacién y 1.5ul sonda marcada con
digoxigenina para los cromosomas 13/21, DZ1351/DZ221S1, ONCOR),
con un cubreobjetos limpio, se sellaron y se incubaron a 37°C durante

18-24 haras en una camara humeda.



Al dia siguiente se removid con cuidade el sellador para lavar
con 0.25XSSC a 72°C durante 2-5min, se colocaron en solucidn
1XPBD durante 2min, para continuar con la deteccién, para lo cual se
elimind el exceso de esta solucidn y se aplicaron 60ul de anti- -
digoxigenina marcada con fluoresceina, se colocé un cubreobjetos de
plastico y se dejaron incubar durante 30min a 37°C. Posteriormente se
lavaron tres veces con Tween 20 al 0.5% con 4XSSC, durante Zmin en
cada lavado. Para la contratincién se adicionaron 10ul de DAPI y se
colocd un cubrecobjetos de vidrio, se sellaron para continuar con su

analisis en un microscopio de epifluorescencia.

ANALISIS CELULAR

En el caso del analisis por bandas G se realizé una lectura de al
menos 200 metafases con un nivel de resolucion de 450-600 bandas a
un aumentc de 1000X, para realizar canteo de nimero cromasomico e
identificacion de células con trisomia; mientras que para €l anélisis de
citogenética molecular se revisaron 1000 metafases para la

identificacion del nimero de sedales en cada caso.

Para el andlisis de FISH, se consideraron como células positivas
o bien, trisdmicas, las células (metafases} que presentaron cinco
sefiaies y como céluias normales las que presentaron cuatro; solo se
tomaron en cuenta las sefales que se encontraban sobre los
centromeros de los cromosémicos . Todas las sefiales debian tener
un tamafio e intensidad similar. Se consideraron como metafases

normales aquellas que presentaban cuatro sefiales, dos sobre los
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cromosomas G y dos sobre cromosomas D. Las trisomias fueron

aquellas células que presentaban cinco sefiales

E! criterioc para evaluar la presencia de mosaicismo fue el
propuesto por Anastasi y cols. en 1990, quienes utilizaron la
frecuencia media de [as sefales mas dos veces su desviacién
estandar. Se consideraron mosaico para trisomia 21 aquellos
individuos que obtuvieron valores maycres a los criticos para

citogenética clasica y molecular.

CONSIDERACICNES ETICAS Y CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

1. De cada pareja se obtuvo una carta de consentimiento para
participar en el estudio y para la toma de muestras, en la carta se
consideraron todos los factores de riesgo.

2. La toma de muestras se realizé por una persona adiestrada en el
procedimiento y se proporcionaron las medidas higiénicas necesarias
a seqguir,

3. Los resultados obtenidos fueron proporcionados a los padres en la

consulta de Genética.




Instituto Nacional de Pediatria

INP

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION EN GENETICA HUMANA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

Meéxico, D.F. a de de 199
A quien corresponda: T
Yo padre
¥ ) madre
de con No. de expediente

Estoy entcrado(a) de que mi hijo(a) padece de Sindrome de Down y hago constar

R

,i’
con hijo-con tnsom1a 21 _por no dlsyunclon que se llevara a cabo en el Insmuto Nacional
-’.r’ ‘,' iq

de Pediatria, para lo cual se me ha solicitado la donacidn g;.,‘;" ) " /l
Muestra de sangre (~~-)... ~ Coga S

i N { . ‘p-g\
Muesta de raspado de mucosabucal( ) - 7.7 . -{i{‘;

Se medha exphcado que este estudlo no 1mp11cani ningun costo P : mn, que €s una

decmén Lotalmente voluntana, que tengo dcrecho a- rem-m;m&'

\

cons:dere c x:ucntc Io que no tendra repercusmn nen g atencaf’)gﬂe' anu!la por parte

el }stu.’ldm cuando lo

de la instituciénhSe me ha mformado que este cstudm puede ser de uti{dad para conocer si

existen alteracmnes cromosomlcas en cualqmera de- (35 T muestras estudxadas y que al final
/

.

del mismo se me 1nfonnaran los™ resultados obtemdos

Atentamente, T L//

Firma del padre Firma de la madre



RESULTADOS

Cariotipos.- Los cariotipos de las parejas estudiadas en este trabajo

fueron normales, sin embargo ocho individuos tuvieron polimorfismos

cromosdmicos como se especifica en la tabla 1. una inversidn

pericentrica en uno de los cromosomas 9, en la madre de la pareja P4

He, y en el padre de la pareja P17 DS; un polimorfismo cromosémico

"Yqh+ en los padres P15 Di, y P20 Se, y un cromosoma 168gh+ en el

padre de la pareja P18 Va. La madre P10 Qu, el padre C3 Di y Ia

madre de la pareja P15 Di presentaron polimorfismos en los tallos de

los cromosomas del grupo G.

TABLA 1. PAREJAS QUE PRESENTARON POLIMORFISMOS CROMOSOMICOS *

Grupo Pareja Padre / Madre Cariotipa
| C3 Di Padre 46,XY,22stk-
P4 He Madre 48, XX.inv(9)
P10 Qu Madre 48 XX, 225tk +

P15 Di Padre 46 XYgh+
I P15 Di Madre 46 XX, 21stk+
P17 DS Padre 46 XY .inv(9)
P18 Va Madre 46 XX, 16gh+

P20 Se Padre 48,XYgh+

¥ £n el grupo |1l no se encontraron polimorfismos cromosémicos
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DETECCION DE MOSAICISMO POR CITOGENETICA CLASICA

~GRUPO |. PAREJAS CON HIJOS CLINICAMENTE SANOS. Tabla 2.

El analisis citogenético se realizd en 200 a 400 metafases con

bandas G en las 5 parejas con hijos clinicamente sanos y se

obtuvieron los siguientes resultados:

a)

b)

MARCADORES. Dentro de este grupo de parejas, en el padre
de la familia C4 SL, se observé un cromosoma exira en el
0.5% de las célu_ias revisadas, este cromosoma no pudo ser
identificado por lo que se le asignd como marcador. Debido a
la morfologia y a las bandas analizadas en este marcador es
probable que provenga de alguno de los cromosomas del

grupo E, especificamente deil cromosoma 17 (Tabla 3).

TRISOMIAS DEL CROMQSOMA 21, De las parejas
estudiadas sélo el padre de la pareja C2 He, y la madre de la
pareja C3 Di presentaron 0.5% de metafases con trisomia 21
(Tabia 2).
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TABLA 3. PAREJAS QUE PRESENTARON MARCADORES CROMOSOMICOS

El marcador es similar al cromosoma;

Grupo Pargja  Padre/Madre 17 18 21 22

! C4 SL Padre 0.5

I P1SC Madre 1
P3Es ~ Padre 0.25 0.25
P3Es Madre 0.75
P12 Ro Padre 05
P13 Bo Padre 0.3
P22 JR Madre 1.5

{]] P25 Ma Madre 0.5
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GRUPO II. PAREJAS CON HIJO UNICO CON SD. Tabla 4

a)

b)

PAREJA P4 He. Debido a que los resultados de citogenética
de la pareja P4 He, llaman la atencién, se comentan de
manera particutar. por un lado el padre presentd un
porcentaje de 0.5% de células trisémicas para el cromosoma
21 gue aunque no es mayor que el umbral para considerarse
mosaico, si es muy alto. Por otro lado la madre cuyo cariotipo
presenta una inversién pericéntrica en uno de los
cromosomas 9, tuvo un porcentaje de trisomia para el
cromosoma 21 de 1.25%, un 0.5% de trisomia para el
cromosoma 9, 0.25% de trisomia para el cromosoma 17 y en
dos células (0.5%) se encontrd una translocacion t{(13;14). En
los antecedentes clinicos de esta pareja, se encontrd que la
madre es asmatica y utiliza como medicamento de control
salbutamol, ventolin, pero no se puede asegurar que sea el
unico medicamento que esta persona utilice para controlar la
enfermedad y ésta podria ser una de las causas del alto

porcentaje de aberraciones cromosomicas en la madre.

MARCADORES. En la pareja P1 SC, la madre presentd en el
1% de sus células un fragmento cromosémico similar al brazo
corto del cromosoma 18, En el padre de la pareja P3 Es, se
encontraron marcadores de dos tipos pero en diferentes
céluias, el primero era semejante a uno de los cromosomas
del grupo E (parecido a un cromosoma 17) en un porcentaje
de 0.25%, el segunde marcador similar a los cromosomas del
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c)

grupo G (especificamente a un cromosoma 22) en un
porcentaje de 0.25%. Mientras que en el analisis de la madre
también se encontré un marcador cuya morfologia coincidia
con uno de los del grupo G, similar a un cromosoma 21, en el

0.75% de metafases analizadas (Tabla 3).

El padre de la pareja P12 Ro, presentd un marcador
satelitado similar a un cromosoma del grupo G,

particularmente a un cromosoma 22 en un porcentaje de 0.5.

El padre de la pareja P13 Bo, y la madre de la pareja P22 JR,
tuvieron en el 0.5 y 1.5% de las metafases revisadas,
respectivamente, un cromosoma semejante a los del grupo G

que recordaria a un cromosoma 21g- (Tabla 3).

ANEUPLOIDIAS. Siete individuos presentaron trisomias que
no invelucraron et cromosoma 21, El padre de la pareja P17
DS, present6 0.5% de células con un cromosoma 13 extra y la
madre de esta misma pareja un cromosoma 20 extra en el
0.5%. Por oitro lado en los dos integrantes de la pareja P10
Qu, se encontré un cromosoma 22 extra en el 0.5% de las
metafases analizadas. En cuatro madres, la de {a pareja P2
Ga, la de la pareja P8 Al, la de la pareja P18 Va, y la de la
pareja P19 Se, presentaron trisomia del cromosoma X con un
porcentaje de 0.52, 1.5, 0.5 y 0.5% respectivamente (Tabla 4).

TRISOMIAS DEL CROMOSOMA 21. En la tabla 4 se

observa la frecuencia de las células que presentaron trisomia



21, en 9 individuos se encontrd un valor menor al critico
obtenido para considerarse mosaico: los padres P3 Esy P5
Te, presentaron un porcentaje de 0.25 de célutas con trisomia
21, en siete individuos se encontré 0.5% de celulas con
trisomia 21. el padre de la pareja P4 He, el padre y la madre
de la pareja P7 Bu, los padres P8 Al, P16 Hi, P18 Va y las
madres P12 Ro y P21 Ar. Mientras que el padre de la pareja
P19 Av el porcentaje de metafases con trisomia 21 es de 1,
valor mayor al critico por lo tanto puede ser considerado como

mosaico.

GRUPO (ll. PAREJAS CON SINDROME DE DOWN RECURRENTE.

a)

b)

Tabla 5.

MARCADORES. Sélo en un caso se encontré un marcador
cuyas caracteristicas coinciden con los cromosomas del -
grupo E, de acuerdo a su tamafio era parecido al brazo p del
cromosoma 18 y el porcentaje en el que se observé fue de
0.5, es importante mencionar que sélo se observé en una
céiula (Tabla 3). '

ANEUPLOIDIAS. En este grupo dos casos presentaron
células trisomicas que no involucran el cromosoma 21, un
caso fue el padre de la pareja P25 Ma, con un cromosoma 10
extra en un porcentaje de-0.5 y la madre de la-pareja P24 Vi,

un cromosoma 22q- con un porcentaje de 1.3% (Tabla 5).
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TRISOMIA DEL CROMQOSOMA 2t. De acuerdo con el valor
critico para mosaico de trisomia 21, que se obtuvo para el estudio
de citogenética clasica, podemos mencionar que como se aprecia
en la tabla 5 los individuos que se consideran mosaico son los
padres P24 Viy P25 Ma.

Oe tal manera que segun los datos obtenidos por citogenética
clasica podemos considerar a cuatro individuos de las 25 parejas
estudiadas con uno 0 mas hijos con SD como mosaicos para trisomia
21. la madre P4 He, el padre P19 Av (grupo 11}, los padres de las
parejas P24 Viy P25 Ma (grupo lIl).




CITOGENETICA MOLECULAR. FISH.

La técnica de FISH se realizd con una eficiencia de hibridacién
del 87%, en todas ias parejas la sonda utilizada hibridé en las regiones
centroméricas de los cromosomas 13 y 21 excepto en un caso, en el
padre de ta pareja P12 Ro en el que se observaron 5 sefales en cada
metafase analizada, la sefal extra se localizaba en uno de los
cromosomas 22 (tabla 6), identificado con bandas Q sobre la muestra
a la que se le realizé FISH. Al realizar el FISH sobre los cromosomas
del hijo con 8D, se confirmé que se presentaba el mismo tipo de
hirbridacién. Se continué con el estudio citogenético de este
cromosoma, con el objeto de conocer si el centromero presentaba
ademas de la secuencia 13/21 la secuencia del 22, razoén por la cual,
se realizé FISH con esta sonda. El cromosoma también hibridé con
secuencia centromérica del cromosoma 22, por lo que se realizd FISH
dual en ambas muestras, para conocer si las dos sondas hibridaban
en el centromero de este caso. El color de la sefial (amarillo) del
cromosoma 22 fue la combinacién de las dos sefiales 21 {rojo) y 22
(verde); el siguiente paso fue la realizacién de FISH dual sobre fibras
de cromatina en la muestra del hijo con SD, en los que se observd
mayor grado de relajamiento de la cromatina para determinar si las
dos secuencias se encontraban en el mismo sitio, o bien, en dos
diferentes que pudiera indicar una translocacion en esta region que
por citogenética convencional pase desapercibida. A este nivel de
condensacion se observd que la hibridacion de las dos secuencias se
produce en dos sitios diferentes y contiguos, apoyando la idea de una

translocacién a nivel centromérico a brazos cortos (Foto 1 y 2).



TABLA 6. RESULTADOCS DE FISH CON SONDA
ALFA SATELITE 13/21 DE LA PAREJA P12 Ro

% de metafases observadas con:
3 4 5

sefiales senales senales © S°Nales
Padre 0 2.7 97.3 0
Madre 48 . 935 0.3 1

En lo que se refiere a frecuencia de las células con trisomia 21
para los tres grupos que componen la poblacidén de estudio, se
siguieron los criterios de Anastasi y cols. {1996) para descartar
mosaico como se describid en metodologia y se obtuve como valor
critico un porcentaje de 0.3%, por lo que los individuos gue tuvieron un
porcentaje mayor a éste, fueron considerados como posibles mosaicos

de trisomia 21.



Foto 1. FISH con sondas centrémericas 13/21 y 14/22 en
cromosomas en metafase. Se observa un cromosoma 13 marcado con
biotina (rojo), un cromosoma 22 marcado con digoxigenina (verde) y el
cromosoma 22 con hibridacion para las dos sendas (amarillo).

Foto 2. FISH con sondas centroméricas para los cromosomas
13/21 y 14/22 en fibras de cromatina. Se observan las secuencias del
centromero 22 que presentd hibridacion con ambas sondas
centroméricas y se demuestra que las dos secuencias se encuentran
en sitios diferentes y contiguos.
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GRUPO If. (Tabla 4)

De acuerde al valor de Anastasi y cols. (1996) obtenido, existen
11 individuos pertenecientes a este grupo que segdn nuestros
resultados de FISH en células en metafases pueden ser mosaicos. El
padre de la pareja P3 Es, ambos miembros de la pareja P4 He”, el
padre de la pareja P5 Te, la madre de la pareja P8 Al, la pareja P13
Bo, el padre de la pareja P16 Hi, el padre-de la pareja P19 Av y la
" pargja P20 Se.

GRUPO Iil. (Tabla 5)

En este grupo los tres padres y una de las madres, tuvieron un
valor mayor al obtenido de:las parejas controles como critico, estos
fueron, el padre de la pareja P23 Ji, padrey madre de la pareja P24 Vi -
y el padre de la pareja P25 Ma, de tal manera que las tres parejas

recurrentes posiblemente son mesaicos para trisomia 21.

Es importante sefalar que el nimero de parejas control es
pequefio, pero los resultados obtenidos en estos individuos difiere de
las parejas con uno o mas hijos afectados y puede ser representativa

de una poblacién sana.

La frecuencia de mosaicismo en parejas con SD recurrente fue
significativamente mayor (p<0.02, X? de proporciones) que la

observada en las parejas con hijos sanos.
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DISCUSION

El.SD es la cromosomopatia mas frecuente y la variedad
citogenética que se presenta en la. mayoria de los casos es la trisomia
21 regular, cuyo origen se ha relacionado con factores como: edad
materna avanzada, consanguinidad, predisposicién a la no-disyuncion
y mosaicismo parental (Alfi y cols. 1980; Krishna-Murthy y Farag,
1995). £l mosaicismo parental juega un pape! importante en el origen
de trisomias (Uchida y Freeman, 1986; Krishna-Murthy y Farag, 1995,
Hassold y cols., 1996). Debido a que el porcentaje de la linea celular
trisomica suele ser bajo, no genera alteraciones fenotipicas que
indiguen su presencia, pero si la trisomia se encuentra en tejido
gonadal, puede aumentar el riesgo de recurrencia de 1.5% establecido

empiricamente para trisomia 21 regular.

Hasta el momento no se ha establecido con claridad la
contribucién del mosaicismo parental, pero se han propuesto
diferentes valores, algunos autores proponen un porcentaje de 1.6%,
otros sugieren el 19% (Vogel y Motulsky,- 1974), mientras que, Harris y
cols. (1982) reportaron que el 3% de las parejas jovenes (edad
materna promedio de 25.8 y la paterna de 26.7) con uno 0 mas hijos

con SD son mosaico para esta trisomia.

La variacién de los porcentajes de individuos mosaicos
reportados hasta ahora puede deberse al numero de células
analizadas en estos reportes, ya gue el mosaico puede presentarse en

bajas proporciones y la distribucion de células con 47 cromosomas en
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una muestra (de cualquier tamafio) podria seguir una distribucién de
Poisson y por esto, algunas muestras fijadas no tendrian células
anormales (Harris vy cols., 1982). Por estas razones, en este trabajo
se revisaron 200-400 metafases con bandas G y 1000 metafases con
citogenética molecutar (FISH), de tal manera que se lograra la
deteccion de mosaicismos bajos (aun menores a 1%) con 0.99 de
confianza que permitiera detectar el mayor ndmero posible. .de

pPersenas con masaicos cripticos.

En el presente trabajo, se decidid tomar solamente como
mosaico, los individuos que presentaron valores mas altes a los
obtenidos en los individuos con hijos clinicamente sanos {de acuerdo a
los criterios propuestos por Anastasi y cols., 1996), mediante las dos
metodologias, es decir, por citogenética-clasica y por citogenética
molecular. De acuerdo a estos criterios s6lo cuatro individuos de las
30 parejas estudiadas fueron mosaicos para trisomia 21. De estos
cuatro, uno es dei sexo femenino y tres son masculinos: la madre de la
pareja P4He; existen dos posibles causas que explican los resultados
obtenidos en esta persona: a) pueden ser eventos no constitucionales
sino por induccion por medicamento, ya que estd en tratamiento
continuo para asma, aunque el medicamento que ella utiliza no se ha
reportado como aneuploidégeno; o b) El mosaicismo puede estar
relacionado con la presencia de una inversiéon pericéntrica de un
cromosoma 9, 46 XX,inv(9)(p12q21), Murthy y Prabhakara (1890)
encontraron en células de una portadora de este tipo de inversion, que
este polimorfismo cromosdomico estd asociado con un elevado

porcentaje de divisién prematura del centromero, endorreduplicacion,
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poliploidias y aneuploidias ademas de que el riesgo de tener
descendencia con sindrome de Down, se incrementa 3 veces (Murthy
y Prabhakara, 1990, Serra y cols., 1990). Por lo que nuestros
resultados se podrian explicar por la asociacidn reportada, es decir el
palimorfismo y {as alteraciones que pueden presentarse en division

celular.

En retacién con los individuos masculinos que resultaron
maosaicos, uno pertenece al grupo [l y los dos restantes pertenecen al
grupo ill. Estos resultados pueden coincidir con lo reportado en
trabajos anteriores: Hsu y cols. en 1971 reportaron tres padres con
mosaicismo para trisomia 21 y afirmaron que esto puede contribuir a
los SD con trisomia 21 productos de parejas jévenes. Petersen y
cols., (1993) publicaron que sélo el 5% de los casos de SD por
trisomia 21 reguiar se originan por errores de no-disyuncién paterna.
Los individuos que en nuestro trabajo se consideran mosaico pueden .
estar incluidos en aquellos que contribuyen al 5% de SD de origen
paterno, y que aun siendo mosaicos, no se diagnostica mediante un

estudio cromosdmico convencional.

En cuanto a los mecanismos asociados a la no-disyuncidon
paterna se sabe que son diferentes a los de origen materno. Los
mecanismos propuestos son: alteraciones en secuencias importantes
del apareamiento (p.ej., en la region autosoémica) o en estructuras

importantes en ia disyuncidn cromosémica (p. ej. el centromero).
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En los casos de no disyuncién materna, el error puede ocurrir en
meiosis | (MI) o meiosis I (MIl). Se han propuestoe dos hipétesis para

explicar los casos de no-disyuncién en madres afiosas:

a) "Produccién de linea”, esta hipétesis propone que, los ovacitos
maduros en etapa aduita se encuentran en el mismo orden al que
correspondid a la ovogonia cuande entrd a meiosis en etapa fetal,
La ovogonia que entré en meiosis tardia puede tener mas errores
en la formacion de chiasmas y entonces, esta mas expuesta a sufrir
no-disyuncién. Un factor que predispone a la no-disyuncion es una
recombinacion alterada, Lamb y cols. (1996) demostraron que en la
no-disyuncion materna del cromosomas 21 en MI, el porcentaje de
recombinacién disminuye, principalmente en la regidn proximal del
brazo largo, mientras en la no-disyuncién en Ml se observd un
aumento en el nimero de recombinaciones, particularmente en la
region proximal del brazo largo del cromosoma. Estos patrones de .
recombinacion alterada (MIl) no son dependientes de edad materna

avanzada.

b) El otro modelo propuesto por Lamb y cols. (1996), es el de "doble
hit", el cual propone que algunas configuraciones de recombinacion
no se procesan apropiadamente en mujeres afosas, lo cual podria
resultar, por ejemplo, en una disminucién para formar el huso

mitético-dependiente de la edad.

Existen trabajos que apoyan que la predisposicién genetica a la

no-disyuncion es uno de los factores de riesgo para tener
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descendencia con sindrome de Down, de tal . manera que existe un
subgrupo de pacientes con trisomia 21 cuya no-disyuncion puede ser
genéticamente determinada, sin importar la edad materna, incluso se
ha propuesto un haplotipo comin en el cromosoma 21 extra en una
poblacién griega (Alfi y cols. 1980, Wang 1999; Antonarakis y cols.,
1985).

Estas teorias estan enfocadas a explicar los errores de no-
disyunciéon en madres afiosas y en poblaciones consanguineas; sin
embargo, deben existir otros mecanismos alternos o adicionales en
parejas menores a 35 anos con hijos con sindrome de Down por no-

disyuncion.

HIPERMCDALES

En la siguiente tabla se muestran los porcentajes de metafases
hipermodales encontrados con citogenética clasica en los tres grupos
estudiados en este trabajo y se comparan con el realizado por Juberg
y cols. (1985) quienes analizaron 1a frecuencia de no-disyuncién en
mitosis de linfocitos de sangre periférica en padres de aneuploides y

con abortos.

E! numero de metafases que estos autores revisaron fue de 20-
30, pero el tamafo de muestra fue mayor. En nuestro trabajo, el
" nimero de metafases analizadas supera el tamafio poblacional que
ellos analizaron y probablemente esto eleve el porcentaje de celulas

hipermodales encontradas.
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COMPARACION DE LA FRECUENCIA DE METAFASES
HIPERMODALES CON EL TRABAJO DE JUBERG Y COLS. (1985)

mov mAIODDGAO MDD C <

recurrente

Metafases -Metafases Individuos con Hipermodales
Subgrupo N Edad X analizadas hipermodales hipermodales %
Normales* 72 296 1,897 1 1 0.053
Padres de
aneuploides 42 294 1,391 11 . 9 0.79
Padres con
ahortos 3 301 925 8 7 0.86
Parejas con
hijos sanos 10 312 2,200 3 3 0.13
Parejas con
un hijo SD 44 2522 10,200 44 25 0.43
N .
T Parejas con
E SD 6 27 1,254 12 5 0.95

* Individuos con cariotipos

normales 46XX o 46.XY. Estudiados

citogenéticamente en el seguimiento de asesoramiento genético o infertitidad, o

por tener hijos malformados sin anormalidad cromosémica o diagnastico.

El mayor porcentaje de céiulas hiperdiploides que encontraron

Juberg y cols. (1985) fue en el grupo de padres con abortos (0.86%),
que es similar al del grupo de padres con SD recurrente (0.95%) de

nuestro trabajo y el porcentaje de! grupo de padres con un hijo con SD
(0.43%) es comparable al del grupo de padres con hijos aneuploides

(0.79%). En cuanto a los individuos que se consideraron COmo grupo

control en los dos trabajos, fueron los que obtuvieron los menores

porcentajes.
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Es interesante que el grupo |l tiene un valor intermedio, lo cual
podria representar a una poblacion compuesta con individuos:
Posibles mosaicos y con individuos con tendencia a la no-disyuncion,
tanto .dei cromosoma 21 como de otros autosomas e incluso del

cromosoma X.

OTRAS TRISOMIAS

La trisomia que se presenté con mas frecuencia, después de la
trisomia 21, fue la del cromosoma X {observada en el andlisis de
citogenética clasica), encontrandose en cuatro madres en 0.52%,
1.5%, 0.5% y 0.5% de las células analizadas, respectivamente. Esta
aneuploidia se ha reportado con frecuencia en mujeres con hijos con
sindrome de Down,. en porcentajes de 1.2 a 2% de las células
analizadas, y se ha propuesto como un factor de riesgo para tener
hijos afectados con esta entidad (Juberg y cols., 1985; Uchida y
Freeman., 1986; Krishna-Murthy, y Farag, 1995).

Estas madres pertenecen al grupo |l y podrian confirmar nuestra
hipétesis a cerca de que este grupo estad compuesto por individuos con

mosaico para trisomia 21 y por individuos con predisposicién a la no-

disyuncidn.
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DISCUSION P12Ro

El caso del padre P12Ro se discute por separado por las
implicaciones que puede tener; Se encontraron 5 sefiales en un alto
porcentaje, pero la hibridacién se realizaba en uno de los cromosomas
22, por lo que se realizd el FISH en el hijo-con SD para observar si
habia heredado este cromosoma lo cual confirmd. Este resultado
coincide con el reporte de Verlinsky y cols. en 1995 quienes en un
caso de diagnéstico prenatal, utilizaron la sonda alfa satélite para los
cromosomas 13/21 y encontraron 5 sefiales en un cariotipo
aparentemente normal y una sefial positiva en el cromosoma 22. El
hallazgo se confirmé en la madre, por lo que se considerd como
. hibridacion cruzada condicionada por un polimorfismo heredado en la
regién centromérica que puede dar como- resultado una hibridacion
inespecifica. Sin embargo, existe |a posibilidad de una translocacién a
nivel centromérico, por lo que en nuestro caso, se realizé FISH dual
con las sondas centromérica 13/21 marcada con biotina y 14/22
marcada con digoxigenina. El resultado demostré que ambas sondas
hibridan en la region centromérica del cromosoma 22, debido a que el
color de la sefal fue el producto de la combinacion de los dos

flugrocromos utilizados.

Con el fin de determinar la localizacién de las dos sefiales, el
siguiente paso fue la realizacién de FISH en fibras de cromatina,
obtenidas con un frotis de la cosecha habitual de metafases de-
linfocitos de sangre periférica con solucién de desnaturalizacion 70%

formamida segin la metodologia de Fidlerova y cols. (1994). Esta

42



técnica permitié observar que las dos sondas hibridaban en regiones
diferentes y-contiguas, lo cual apoya la hipdtesis de una translocacion
a nivel centromeérico, que pudiera influir en la formacién de gametos

disémicos para el cromosoma 21 productos de una segregacion 3:1
(Fig. 1).

"Figura 1. APAREAMIENTO EN PAQUITENO

21nl
—
sy
=
“21nl

La presencia de una translocacion centromérica en este
individuo, padre de un paciente con Sindrome de Down, no produce
alteracion fenotipica debido a la naturaleza de esta regién, pero la
secuencia perteneciente al cromosoma 21 podria intederir en el
proceso de formacion de gametos, especificamente en la segregacién
y disyuncion normal de los cromosomas 21. Se puede especular gue

el padre de la pareja P12Ro sea, producto de un ancestro portador de
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una translocacion balanceada, o bien de un evento de novo lo cual no
pudo ser corroborado {no fue posible tomar muestras de los abuelos
paternos). Para apoyar fa hipdtesis de que la translocacion
centromérica predispone a la no-disyuncién 21, es necesario realizar
FISH en gametos del padre para determinar la frecuencia de células
con disomia 21. Al obtener una frecuencia alta de células con estas
caracteristicas podriamos comprobar que esta alteracion favorece la

no-disyuncion de cromosoma 21.

Es importante realizar trabajos de este tipo, donde se utilicen
metodologias que puedan abarcar el anélisis de un gran numero de
células, para determinar el porcentaje real de individuos portadores de
mosaicismo criptico entre los padres de nifios con SD. Estos datos
permiten conocer el peso de este factor que predispone a la presencia
de individuos con Sindrome de Down, ademas de conocer en algunos
casos el riesgo de recurrencia especifico para parejas con historias
clinicas que sugieran de un riesgo mayar que la poblacién general, o
bien, que tengan un hijo con SD v la edad materna sea menor a 35

anos.
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