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DETECCION DE ANEUPLOIDIA DEL CROMOSOMA 21 EN
CELULAS DE MUCOSA BUCAL DE PADRES DE NINOS CON
TRISOMIA 21, POR MEDIO DE HIBRIDACION IN SITU CON
FLUORESCENCIA.

E! sindrome de Down (SD) es la anomalia cromosémica mas
comun en la especie humana. Dado que es una entidad no letal al
nacimiento y la dnica trisomia autosémica viable, es importante
detectar a las parejas con riesgo de recurrencia mayor al 1.5% que la
poblacion general. Por otra parte es importante realizar el estudio
citogenético en mas de un tejido, ya que cuando se realiza soio en uno
—generalimente sangre periférica- la presencia de un mosaicismo
puede pasar desapercibido. Por tal motivo el objetivo del presente
trabajo fue detectar mosaicos de trisomia de! cromosoma 21 en
parejas menores de 35 afios con uno o mas hijos con trisomia 21 por
no disyuncién, en células de mucosa bucal. Se analizaron 12 parejas
normales; 2 de ellas con hijos normales, 2 con un hijo con SD y una
con mas de un hijo con SD. En cada una se realizo arbol genealdgico
y diagndstico citogenético en sangre periférica (SP). Para detectar la
presencia de células con trisomia 21 se tomaron muestras de la
mucosa oral en todos los individuos. Las células exfoliadas se fijaron y
jas laminillas fueron preparadas por goteo. Se usaron enzimas de
digestion con el fin de optimizar el alcance de la sonda al DNA
blanco, se utilizo la sonda de secuencia Unica para la region 21q22.2
del cromosoma 21. Se analizaron 1000 nlcleos de mucosa bucal por
persona. De acuerdo a los resultados obtenidos en las parejas
normales y  siguiendo la metodologia de Anastasi (1990), se
determind que todos agquelios individuos que en el analisis celular
tuvieran un valor superior a 0.625% de células con trisomia 21, se
considerarian mosaico. De 24 individuos, 4 fueron mosaicos, los
cuales pertenecen al grupo de padres con un hijo con SD y su
resultado en SP fue normal. Cabe sefalar que este es uno de los
primeros trabajos en promover la utilizacion del tejido epitelial de la
mucosa oral en estudios citogenéticos para la deteccidn de
alteraciones cromosémicas en padres fenotipicamente normales
menores de 35 afnos con hijos con SD.



I. INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

El Sindrome de Down (SD) es una de las alteraciones
cromosomicas mas frecuentes (1/700) en recién nacidos vivos en €l
mundo, se encuentra en todas las razas humanas y niveles
socioecondmicos, y no se ha podido encontrar relacion alguna con
dietas, enfermedades, areas geograficas, etc; es la menos severa de
las trisomias autosémicas y ia mdas conocida, pues es la principal
causa del retraso mental y enfermedades cardiacas congénitas en los
infantes (Gadner y Mckinlay, 1996)

A principios del siglo XIX Esquiloren en 1838, Seguin en 1846 y
Duncan en 1866, realizaron las primeras descripciones de nifios con
ciertas caracteristicas y rasgos fenotipicos muy peculiares sugerentes
a SD (Lott y Mc Coy, 1992). Pero fue hasta 1866 cuando John
Langdon Down (1820-1890), médico y fisico, publicd en el London
Hospital Reports, la primera descripcion de un grupo de pacientes con
caracteristicas fisicas y faciales muy parecidas al grupo étnico de
Mongolia (por lo que lo nombré sindrome del mongolismo); pero con
un comportamiento social muy particutar, coordinacién corporal
anormal y dificultades en el lenguaje.

Down considerd, en un principio, que ciertas enfermedades en
los padres podrian originar éste sindrome y hasta en alguno de sus
escritos comentd que la tuberculosis durante el embarazo podia
romper la barrera de las razas y ocasionar gque padres europeos
tuvieran hijos orientales. A éste informe inicial le siguieron otros en los
cuales hacian alusion a nuevos signos presentes en el sindrome,
hasta llegar a la idea de considerarlo como una regresion al hombre
primitivo (Ortega, 1987).

La causa del SD se mantuvo como un misterio durante casi 100
afos; pero a principios del siglo XX surgié una especulacion acerca
de su origen y los primeros investigadores en suponer que
posiblemente se debia a una anormalidad cromosémica fueron
Waanderberg y Bleyer entre 1930 y 1932.
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En 1959, cuando las técnicas para detallar el analisis de los
cromosomas humanos fueron mas precisas, el SD fue el primer
sindrome en ser estudiado cromosdmicamente por los investigadores
franceses Jerome Lejune y Patricia Jacobs, quienes determinaron que
la causa del sindrome era una trisomia del cromosoma acrocéntrico
21. Este suceso fue histéricamente importante ya que la verificacion
de ia naturaleza cromosOmica del sindrome marcé el inicio de la
citogenética médica, pues en los siguientes 3 afios se descubrieron
casos de SD debidos a translocaciones y mosaicismos (Frias, et al,
1996).

En 1974, Nierburg propuso que ciertas regiones del cromosoma
21 contribuyen con aspectos muy particulares al fenotipo en el SD y
gue por lo tanto podrian originarse como resultado de una duplicacion
de genes en la regién comprendida entre 21922.13 y 21922.2 (Hsy,
1986).

Las caracteristicas fenotipicas y mentales del sindrome surgen
por un desequilibrio en el material genético que altera el programa
normal de desarrollo y crecimiento; en general los pacientes
presentan las siguientes caracteristicas (figura 1):



FOTO 1. Pacientes con Sindrome de Down, referidos de la consulta
del instituto Nacional de Pediatria.



1.2 CARACTERISTICAS CLINICAS FRECUENTES.

* * * 4+ R 2

+

Hipotonia muscular.

Retraso mentai, el coeficiente intelectual suele estar dentro del
margen de 25-50. Pero el grado de retraso mental varia
ampliamente, de leve a moderado y a grave.

Perfil facial ptano.

Fisuras palpebrales oblicuas.

Puente nasal deprimido.

Lengua protruyente con ausencia de la fisura central.

Manos con braquidactilia, pliegue simiano y clinodactilia del 5°
dedo.

Del 30 al 50% presentan cardiopatia. congénita del tipo
comunicacion interventricular.

La pubertad es normal en ambos sexo0s, pero l0s varones no son
fertiles debido a una alteracién en la maduracion espermatica.

1.3 CARACTERISTICAS RARAS:

* & &

* & ¢ &

Pabellones auriculares displasicos y micro-retrognatia.
Hiperlaxitud e hipotonia.

Diastasis entre el 1° y 2° ortejo bilateral en pies, con un surco
que se extiende hacia abajo y a lo largo de la superficie plantar.
Estenosis duodenal, pancreas anular, atresia anal y megacolon.
Pelvis displasica

Epilepsia e hipotiroidismo.

Ectasia piélica bilateral, braquicefalia y hernia umbilicat.



1.4 DIAGNOSTICO

Aunque se puede diagnosticar clinicamente a la mayoria de las
personas con SD, es obligado el andlisis cromosémico para determinar
la caracteristica citogenética del individuo. El cariotipo no solo sirve
para confirmar una expresion clinica, sino que identifica el tipo de
alteracion  cromosémica:  trisomia 21 regular, translocacién,
mosaicismo, isocromosoma o duplicacion (Pueshchel y Pueshchel,
1994). El tipo de alteracion citogenética es muy importante porque
determina el riesgo de cada pareja de tener otro producto con SD.

1.5 VARIEDADES DE TRISOMIA 21 Y MECANISMOS DE
FORMACION.

Et SD puede originarse por las siguientes variedades
citogenéticas (figura 2).

&l Trisomia 21 regular
m Translocaciones
M Mosaicismo

) Isocromosoma y

Duplicacion

Figura 2. Porcentaje de las 5 variedades citogenéticas causantes del
SD en la poblacion (Gardner y Mckinlay, 1996}
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1 51 TRISOMIA 21 REGULAR

Esta variedad citogenética se caracteriza porque en los
pacientes hay un cromosoma 21 extra en todas de las celulas del
cuerpo, el 91.5% de los casos reportados de SD caen dentro de esta
variedad y del 90 al 95% de éstos se originan por un errof en la
meiosis materna (Salamanca, 1990); de esos, el 75% son errores
gue ocurren en meiosis | y 25% en meiosis Il. S6lo entre el 5y 10%
se deben a errores en la no disyuncion paterna; de los cuales el 25%
son de meiosis | y 75% meoisis Il (Antonarakis, 1992).

1.5.2 TRANSLOCACION
a) Translocacién Robertsoniana.

Esta variedad citogenética se forma por la translocacion de un
cromosoma 21 con otros cromosomas acrocéntricos, ya sea del grupo
D o Gy se presenta en el 3.7% de los casos reportados con SD. La
translocaciéon mas frecuente es t{Dg;21q) con una frecuencia de
54.2%, la cual comprende las translocaciones: t(13q;21q) (22%),
t(14q:21q) (58.5%) y t(15q;21q) (19.5%). EI 55% de estas
translocaciones se originan como eventos de novo y en 45% son
heredadas por un padre portador. Le sigue la  translocacion
t(219;Gq) con una frecuencia de 40.8% y dentro de ésta tenemos: la
1(21q;21q) que representa el 83.3% Yy la t(21¢;22q) con 16.7%, &l 96%
de éstas translocaciones ocurren como eventos de novo y s6lo en 4%
son heredados (Giraud y Mattei, 1975}

b) Translocacién Reciproca.

Este tipo de reordenamiento representa 4.9% dentro de las
translocaciones y se origina por una ruptura en 10s Cromosomas
involucrados no homaologos, con intercambio reciproco de los
fragmentos rotos. Puede originarse como un evento esporadico
{translocacion de novo 75%) en meiosis | o ser transmitida por un
padre portador de la translocacion (translocacion familiar 25%).



Cuando en un sujeto portador de una translocacion se lleva a
cabo la meiosis vy los cromosomas se aparean, por medio de sus
regiones homélogas, en forma de una figura de 4 radios. La
segregacién alterna, -el tipo usual de segregacion 2:2-, genera 2
gametos: uno con complemento cromosomico normal y el otro con los
cromosomas  translocados  balanceados. Las  segregaciones
adyacentes 1 y 2 generan gametos desbalanceados (figura 3)
(Thompson y Thompson, 1996)

Existen otras complicaciones meidticas, en particular riesgo de

no disyuncién, gque causan segregaciones 3:1 (Gadner y Mckinlay,
1996.; Therman, 1992 ; Petersen, ef a/, 1991).

AT
P [

L

Gametos balanceados '8 Gametos desbalanceados
+ PN
q 2
BN w NV
nant e
5 »"/ \__,_,’
Normal {ranslocacion tisomia 21 monosdmia 21 tisémia O monosdémia D
batanceada

Figura 3. Posibles genotipos de la descendencia si el gameto de un
portador de una translocacion robertsoniana t(Dg;21q) forma un cigoto
con un gameto normal. A) complemenic normal y translocacion
balanceada. B) un gameto desbalanceado con translocacion vy
cromosoma 21 normal; el otro gameto solo con un cromosoma D. C)
gameto desbalanceado con translocacion y un cromosoma D normal,
el-otro gameto con un cromosoma 21.

(Fotografia tomada de Thompson y Thompson, 1996).
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1 5.3 ISOCROMOSOMA

El isocromosoma i(21921q) es un cromosoma en el que falta el
brazo corto y el largo esta duplicado, es decir, un individuo con un
i(21g) tiene una sola copia del material genético del brazo corto y 3
copias del material del brazo largo. Este evento se origina en la
mitosis postcigotica temprana por la division errénea del centrdmero y
presenta un riesgo de recurrencia muy bajo o hasta nulo, su
frecuencia en [a poblacion es de 2% para los casos reportados de SD

(Dagna, ef al, 1990., Gadner y Mckinlay, 1996.; Antonarakis, ef al.
1990)

1.5.4 DUPLICACION DE LA REGION 21g22.2.

La presencia de una duplicacién en el material genético de
ciertas regiones en los cromosomas, puede ser originada por un
entrecruzamiento desigual o por una segregacién anormal durante la
meiosis en un portador de una translocacion o una inversién. Una
duplicacién en un gameto genera un desequilibrio cromosdmico gque
puede alterar la expresion de ciertos genes de una regidn critica en un
cromosoma dando un fenotipo anormal. Al respecto, tras afios de
investigacion, se encontrd que las principales caracteristicas
fenotipicas vy fisiologicas del SD estan confinadas en la region 21q22
(figura 4) y no al cromosoma completo.

Sindrome de
Down

{ Regidn critica del

Figura 4. Representacidon esquematica de la region critica del SD
21922.2 en el cromosoma 21, de acuerdo a Delabar (1993).
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Casos en los cuales solo una parte del cromosoma 21 esta
triplicada han sido intensamente estudiados ya que muy pocos
pacientes (0.1%) presentan la regién critica triplicada. Estos estudios
permiten realizar mapas fenotipicos con los que se puede
correlacionar las caracteristicas fenotipicas particulares del sindrome
con regiones especificas o loci del cromosoma. De acuerdo a Delabar,
ef al (1993) esta region se encuentra especificamente entre 21¢22.2 y
21922.3, contiene por lo menos de 50 a 100 genes (algunos ya han
sido identificados) y que suponen la causa de los signos mas
significativos del SD (O’brien, 1993). Algunos de estos genes y sus
efectos clinicos se presentan en la siguiente tabla.

_iEfecto:clinico

Superodxido dismutasa | Defectos en el corazén

Oncogen c-ETS-2 Anormalidades esqueléticas y/o leucemias
Factor ensamblador de i Afecta el metabolismo y reparacion del DNA
cromatina |
Cistationina B-sintetasa |Refraso en la sintesis de DNA

Proteina 1 de AML Leucemia mieloide aguda t(8;21)
o~polipeptido 1 Cataratas en los ojos

Biosintesis de purinas Afecta |a sintesis de DNA y los mecanismos
de reparacién

| Receptor interferon o Interfiere con el sistema inmune

Tabla 1. (Tomado de Scriver, 1995 y Antonarakis, 1998))
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1.56.5 MOSAICISMO CELULAR

Otra variedad citogenética causante del SD es el mosaicismo
celular, se ha reportado en un 2.7% de los casos totales del SD y se
caracteriza por la presencia simultanea de dos lineas celulares en un
mismo individuo: una linea cromosdmica normal y una trisdmica,
ambas derivadas de un solo cigoto. Las caracteristicas fisicas en los
pacientes pueden variar de acuerdo a la proporcion de éstas lineas
pues se pueden encontrar en proporciones sumamente variables
(Dagna, ef a/, 1990 y Jones, 1988).

Clark en 1961 descubrid e! primer caso de mosaicismo de
trisomia 21/mormal en un paciente que presentaba algunas
caracteristicas fenotipicas del sindrome e inteligencia normal.

En 1968, Richards indicd que el mosaico celular frecuentemente
involucraba una linea normal, sin embargo, existen evidencias donde
se presentan mosaicos mas complejos, que incluyen trisomias y
tetrasomias para los cromosomas del grupo G y mosaicos
estructurales (frecuentemente translocaciones G/G) con lineas
normales (Wilson, ef al. 1980). Es muy probable que esta anormalidad
cromosémica pase inadvertida al diagndstico, ya que hasta el
momento no se conoce la frecuencia real de mosaicos menores al
10% pues el numero de células que habitualmente se analizan no es
suficiente para excluir la presencia de mosaicos cripticos (Armendares,
etal, 1990).

Los efectos del mosaicismo en el desarrolio varian, dependiendo
del momento en el que se produjo el evento de la no disyuncion, de la
naturaleza de la anomalia cromosémica, de las proporciones de las
diferentes lineas cromosdmicas presentes y de los tejidos afectados
(Thompson y Thompson, 19986).

Una de las causas del mosaicismo es ta no disyuncién en una
mitosis postcigotica temprana, en la célula proveniente de un cigoto
normat: una linea celular gana un cromosoma 21 y el embrién continda
su desarrollo como mosaico 47,XX,+21/46,XX, la linea monosémica se
pierde (figura 5).

21



Gametos @ ’

Cigoto ﬂD

Mitosis m/ A m

No dasyunCJOn

%@.»

Cél. trisdmica  cél. monosodmica células normales
no viable

Figura 5. Representacién de un evento de no disyuncién post-cigotica.



Por otro lado, estudios realizados en base a la edad materna
sugieren que una gran proporcion de casos con SD en mosaico se
deben a una no disyuncién mitdtica temprana, de un embridn que en
su origen fue un cigoto 47,XX+21 y pierde el cromosoma 21 extra en
una linea celular, originando 47, XX, +21/46,XX.

Considerando lo anterior, Niikawa y Tadashi (1984) propusieron
gue algunos casos de mosaicismo provienen de una no disyuncion
meidtica seguida de una segunda no disyuncidn mitética
(Armendares, et af, 1990). Es decir, dos errores de no disyuncion: el
primarg en la gametogenesis parental y el segundo en la mitosis
embriogénica (Harris, ef al, 1982).

Estudios citogenéticos y moleculares determinaron que no existe
relacion entre el aumento de la edad materna y el origen parental del
cromosoma 21 en los eventos de no disyuncion mitdtica, de tal manera
gue el efecto de la edad materna se restringe solo a los casos de no
disyuncion meiética, principaimente en Ml (Hassold, 1998.; Petersen,
ef af, 1992).

Actuaimente se sabe que ia presencia de mosaico no es
necesariamente privativa de los pacientes con SD, se ha propuesto
que alguno de los padres puede ser portador de 2 lineas celulares,
una normal en alto porcentaje debido a una preliferacion preferenciat y
otfra trisémica en muy bajo porcentaje y por lo tanto con un fenotipo
completamente normal por la baja frecuencia de células con trisomia
21(Thompson y Thompson, 1996). Ademas, la linea trisémica puede
estar confinada solo a ciertos tejidos, dentro de ios cuales se puede
encontrar el gonadal; de tal manera que para conocer el riesgo de
recurrencia en los casos de mosaico parental se debe considerar el
grado de mosaicismo somatico y gonadal, pues es éste ultimo el que
puede estar originando los casos de recurrencia de SD en la
descendencia (Gadner y Mckinlay, 1996). Sin embargo es dificil
obtener células germinales en donde de pueda descartar un
mosaicismo, por 1o gue normalmente sélo se analizan células
somaticas.



En las dltimas decadas se han realizado varios estudios para
determinar el origen de! mosaicismo parental como causa de la
trisomia 21 reguiar de novo en parejas normales, sin embargo no se
ha establecido cual es el porcentaje de mosaicismo paterno y materno
a considerar ya que |os estudios han reportado datos muy variados.

Entre los primeros estudios esta el realizado con dermatoglifos
por Penrose en 1966, quien determind que el 11% de los casos de
trisomia 21 podian ser provocados por mosaico (10% de origen
materno y 1% patemno), Priest en 1973 estudiando patrones dérmicos
en padres de nifios con SD determind un 19% (11% para madres y 8%
para padres). Posteriormente Haris en 1982 y Pangalos en 1992
trabajando con polimorfismos determinaron que sélo el 1% y 1.6% de
los casos de SD se debian a mosaicismo parental respectivamente
(Harris, et al, 1982). Por este motivo y debido a que no se conoce con
exactitud la verdadera frecuencia de este tipo de mosaicos, es
importante realizar estudios cromosémicos en los que se analice un
nimero adecuado de células en un tejido y con metodologia que
permitan detectar el mosaico con mayor precisién y eficiencia.



1.6 MECANISMO DE FORMACION DE LA NO DISYUNCION

Entre las principaies aneuploidias, 1a trisomia del cromosoma 21
es el tipo mas frecuente, aungue las causas no se conocen bien, se
sabe que el mecanismo cromosdémico mas frecuente es la no
disyuncion meibtica (Thompson y Thompson, 1996) (figura 6).

n iy

hMey H
No disvencion Elosis Normal

\ /N

) @&

No disyvnzion

/N

OO DD@O

Trisdmicos 21 No viables Normales Trisémico 21 No viable

Figura 6. Los diferentes gametos resultantes de la no disyuncién en
meiosis | (izquierda) y en meiosis il (derecha).

El mecanismo de no disyuncién se produce cuando falla la
separacion normal de un par de cromosomas durante una de fas 2
_ divisiones meidticas, siendo mas frecuente ila meiosis |. Las
consecuencias de la no disyuncién durante las meiosis | y il son
diferentes; durante la meiosis |, dos de los gametos con 24
cromosomas contienen los miembros paterno y materno del
cromosoma 21 y los otros dos no son viables. Durante la meiosis [l dos
gametos contienen un cromosoma 21, uno contiene un cromosoma 21
extra del mismo origen y el ofro no es viable (Thompson y Thompson,
1996).
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Estudios recientes han propuesto 3 hipdtesis que explican las

causas mas frecuentes por las cuales se origina un evento de no
disyuncion en la formacién de las trisomias humanas.

¢+ Por acumulacion de eventos, ya sea intrinsecos (autoinmunidad

tiroidea, heteromorfismos genéticos etc.) o extrinsecos (radiacion

ionizante, anticonceptivos orales, drogas, etc.) (Wyrobeck, et al,
1996).

Por ausencia de apareamiento y/o reduccién de la frecuencia de
quiasmas y recombinacién confinada a la regién proximal 21q,
sugiriendo que esta ausencia de quiasmas proximales predispone
a la no disyuncion (Gadner y Mckinlay, 1996) ya que una
reduccidn en la recombinacion proximal genética en 21q {cercana
al centréomero) en meiosis | incrementa la no disyuncién en meiosis
Il (Hassold, 1998).

Por divisidn prematura del centromero, Sin embargo, Alfi y
colaboradores en 1980 sugirieron que este tipo de aiteraciones
numericas podrian producirse por la accion de un gen relacionado
con la no disyuncion en la especie humana.

1.7 RIESGO E INCIDENCIA EN LA POBLACION.

Se ha reportado que el riesgo de tener hijos con SD se

incrementa por la presencia de caracteristicas citogenéticas o©
antecedentes en los padres, que se comportan como factores
predisponentes. Estos factores son:

+

¢+

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

Alguno de los padres sea portador de un rearreglo cromosémico
que involucre al cromosoma 21 y que pueda tener efectos
intercromosdmicaos y generar no disyuncion.

Exista edad materna avanzada (35 afios o mas).

La pareja haya tenido un hijo con SD.
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En Meéxico la frecuencia del SD es de aproximadamente 1 en
700 recien nacidos vivos encontrandose relacion directa con la edad
materna, la cual esta estudiada y reconocida desde hace 60 afios
(Hassold et al., 1989). Se sabe que a mayor edad (mas de 35 afios) la
posibilidad de tener un hijo con SD se incrementa de manera
significativa, es decir, el riesgo para madres de 20 afios es de 1 en
1540, elevandose posteriormente a 1 en 44.1 a los 45 afios de edad o
mas (tabla 2) (Mckinlay, 1996). En la siguiente tabla se muestra la
incidencia del SD en recién nacidos vivos en relacidon con la edad
materna.

. .« wEdad:materna; Prevalencia en recienacidos (%)
15 0.64
20 0.65
25 0.74
30 1.12
35 2.81
40 10.4
45 44 1
50 195

Tabla 2. (Tomado de Mckinlay,1996).



1.8 RECURRENCIA
1.8.1 TRISOMIA 21 REGULAR

En el caso de pargjas que ya tienen un hijo con SD con trisomia
21 regutar, se ha determinado que el riesgo teérico de tener un
segundo hijo afectado es del 1.5% para mujeres menores de 30 afios
y para mayores de 30 afios el riesgo de recurrencia depende de la
edad materna (Tabla 3). (Hsu, 1986. y Scriver, 1995).

1.5%
30 afos 2.1%
35 afios 2.81%
40 afos 10.4%
45 anos 44.1%
47 afios 79.7%

Tabla 3. (Tomado de Scriver, 1995)

Hasta la fecha las causas de la recurrencia no se han
establecido con certeza, pero existen evidencias que sugieren relacién
con ta consanguinidad, predisposicion genética a la ho disyuncion y la
presencia de mosaicismo por parte de los padres (Alfi, et al, 1980 y
Krishna-Murthy y Farag, 1995). De este modo después del primer hijo
con SD se recomienda a los padres hacer una prueba de diagndstico
prenatal, el estudio en vellocidades coridnicas se recomienda hacerlo
entre las semanas 8 -12 y para amniocentesis entre las semanas 14 y
20. Sach en 1990 monitoreé 1211 embarazos con diagnéstico
prenatal, precedido de un embarazo con trisomia 21 y observd 6
casos (0.5%) de recurrencia. En un caso encontré que el cariotipo del
padre era 47,XY,+21/46,XY en andlisis de fibroblastos y en otro caso,
la madre habia 3%, 14%, 14% y 47% de células trisdmicas en cultivo
de linfocitos, fibroblastos y los dos ovarios respectivamente. Un total
de 2 mosaicos somaticos-gonadales en 1211 pargjas (0.08% de 2422
personas), por lo que determind que desafortunadamente pocas
familias con recurrencia de trisomia 21 pueden reflejar esta
predisposicion genética en el diagnéstico del primer nifio con SD.
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Sin embargo una vez que se haya presentado la recurrencia, las
probabilidades de tener un progenitor con mosaicismo es muy alta
(33%) (Gadner y Mckinlay, 1996).

1.8.1 TRANSLOCACIONES.

A diferencia de la trisomia 21 regular, el SD por translocaciones
no muestra relacién con la edad materna; sin embargo si la madre es
portadora de la translocacion se considera que tiene un riesgo de 10%
al 15% de posibilidades de recurrencia, este porcentaje se considera
significativamente bajo en una portadora de una translocacién, pero
hay que tomar en cuenta que los productos con trisomia 21 que asi se
procreen son mas susceptibles de abortarse espontaneamente. En el
caso de gue el padre sea el portador de la translocacion, el riesgo se
considera entre el 3% y 5%. Una explicacion a esto alude al hecho de
que, probablemente, los espermatozoides desbalanceados son mas
retardados vy lentos en su avance por fecundar al dvulo. {Gamboa,
1994).

1.8.2 MOSAICISMO PARENTAL.

La recurrencia de SD en parejas jévenes con cromosomas
normales y que han tenido concepciones con trisomia 21 se ha
relacionado muchas veces como resultado de la presencia de
mosaicismo en una linea germinal (Lott, 1992) Uchida y Freeman en
1986 reportaron una madre con 7.4% de células trisbmicas en sangre
periférica, 2% en fibroblastos, 22% en ovario derecho y 24 en el ovario
izquierdo. Nielsen en 1988 reportd otro caso de una madre con
multiples recurrencias de SD con 18% de células trisdmicas en
estroma de ovario.

Y aunque aun se desconoce el porcentaje de padres con
mosaicismo en la pobiacién, es importante determinarlo, pues hasta el
60% de los nifios con SD han nacido de mujeres menores de 35 afios,
en muchas de estas familias el mosaicismo parental podria ser la
causa, con un riesgo de recurrencia mayor de 1.5%, es decir, un SD
por cada 67 embarazos.



2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION.

El riesgo de recurrencia para el SD depende del tipo de alteracién
citogenética. Generalmente cuando una pareja tiene un hijo con SD por
trisomia 21 regular, no se elabora un estudio citogenético a los padres y
se da un riesgo empirico de 1.5% de tener otro hijo con SD, sin
embargo este riesgo se incrementa considerablemente con la
presencia de mosaico parental, dependiendo del porcentaje de células
anormales en cada caso. La deteccion de mosaico parental es muy
importante para conocer la contribucidon de esta alteracion a la
recurrencia del SD, ademas es importante el nivel de atencién del
paciente para obtener criterios e informacion suficientes y poder
proporcionar un asesoramiento genético preciso, asi como para que los
padres puedan tomar una decisién reproductiva antes de iniciar un
nuevo embarazo.

Por lo que se propone la aplicacion de la técnica de FISH ya que
permite estudiar un mayor nimero de células y tejidos diferentes (a los
linfocitos) y de este modo abordar el problema de la existencia de
mosaicismo parental en familias con SD, ya que e! 60% de los casos
de SD nacen de madres menores a los 35 afios.

3. OBJETIVO

Detectar la trisomia por medio de FISH del cromosoma 21 en las
células de mucosa bucal de parejas jévenes menores de 35 afios con
uno o mas hijos con Sindrome de Down por no disyuncion.

4. HIPOTESIS

Las parejas con uno o mas hijos con trisomia 21 originada por no
disyuncién presentaran una mayor frecuencia de células de mucosa
bucal con trisomia 21, comparada con [as parejas normales.
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de SD nacen de madres menores a los 35 afios.

3. OBJETIVO

Detectar la trisomia por medio de FISH del cromosoma 21 en las
células de mucosa bucal de parejas jovenes menores de 35 afios con
uno o mas hijos con Sindrome de Down por no disyuncion.

4. HIPOTESIS

Las parejas con uno o mas hijos con trisomia 21 originada por no
disyuncion presentardn una mayor frecuencia de células de mucosa
bucal con trisomia 21, comparada con las parejas normales.
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permite estudiar un mayor nimero de células y tejidos diferentes (a los
linfocitos) y de este modo abordar el problema de la existencia de
mosaicismo parental en familias con SD, ya que el 60% de los casos
de SD nacen de madres menores a los 35 afios.

3. OBJETIVO

Detectar |a trisomia por medio de FISH del cromosoma 21 en las
células de mucosa bucal de parejas jovenes menores de 35 afios con
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5. POBLAC!ION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio estuvo contemplada en tres grupos:

A.

B.

Grupo normal: integrado por pargjas que son padres sanos con hijos
sanos.

Parejas con un hijo con SD

C. Pargjas recurrentes: integrado por parejas con mas de un producto

con SD.

Las parejas fueron referidas de los Institutos Nacionales de Pediatria y
Perinatologia.

5.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

A.

Parejas de 35 afos 0 menores al momento del nacimiento del ¢ los
hijos con SD por no disyuncién o trisomia 21 reguiar o sanos en el
caso de las parejas normales.

B. Que aceptaron participar en el estudio.
C.
D. Que acudieron a la consulta de genética del Instfituto Nacional de

Con cariotipo normal 46,XX 0 46,XY.

Pediatria o Perinatologia.

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSION.

A

Aguellas familias en la que alguno de los padres hubiera sido
transfundido dentro de los udltimos tres meses, 0 bien, que hubiera
recibido tratamientos que puedan dar lugar a alteraciones
cromosomicas.

. Que el material para el estudio no fuera suficiente en ambos

miembros de la pareja.
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6. DISENC EXPERIMENTAL.

+ 2 parejas control
+ 9 parejas con un hijo unico con SD
+ 1 parela con mas de un hijo con SD

Elaboracién de ia historia clinica y arbol
genealdgico

Realizacion de cariotipos de sangre
periférica de ambos padres.

Toma de muestras de epitelio bucal en
ambos padres

Codificacion de los tubos de muestras
por una persona ajena &l estudio

!

Elaboracidn de laminilfas.

Pre-tratamiento con pepsina y aplicacién
de la técnica de FISH.

!

Analisis en microscopio de fluorescencia
de 1000 nicleos por individuo

Aplicacién de la prueba estadistica de
Anastasi, 1990,




7. METODOLOGIA.

La historia familiar y arbol genealdgico lo realizé un médico
Genetista, de acuerdo a los lineamientos del formato establecido
{apéndice 1).

Para el estudio de FISH (apéndice 2) se requirieron células de
tejido epitelial. Los tejidos epiteliales son tejidos que proliferan
rapidamente y estdn en constante contacto con el ambiente, tanto
interno como externo del cuerpo. Las células exfoliadas de estos
tejidos, por sus caracteristicas, no pueden ser cultivadas por las
técnicas convencionales de citogenética, de manera que las muestras
se procesaron con enzimas proteoliticas para desqueratinizacion y
obtencion de nicleos en interfase que permitieran la incorporacion de
la sonda al DNA blanco (Frias, ef al, 19986).

La presente metodologia se modificd con respecto a la propuesta por
Schad, et af, (19986},

7.1 OBTENCION DE MUESTRAS.

Las células se obtuvieron mediante el raspado de mucosa bucal
con un abatelenguas de madera humedecido con agua. Se colocaron
en un tubo con solucién hipoténica (KCI, 0.075 M) durante 30 minutos.
Posteriormente se fijaron con Camoy (metanol absoluto: acido acético
3:1), se centrifugaron a 1500 rpm durante 1 minuto y se cambid el
fijador 3 veces. Las laminillas se prepararon por goteo en portacbjetos
limpios, desengrasados y frios, y se secaron sobre una superficie
caliente a 45°C sin flamear.

7.2 TRATAMIENTO CON LA ENZIMA DE DIGESTION.

Las laminillas se trataron para desqueratinizacién con pepsina
100ug/ml (0.01 gr/100 mi agua destilada + 87 pl de HCI) a 37° durante
20-25 minutos.; se lavaron con 2 X SSC (0.3 M NaCl, 0.03 M citrato de
sodio, pH 7) 3 veces durante 2 minutos, se fijaron con
parafolmaldehido durante 10 min. y se lavaron con PBS (solucién
salina de fosfatos) durante 6 min a temperatura ambiente.
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7.3 DESNATURALIZACION

Las laminillas se desnaturalizaron en solucién al 70% de
formamida/2X SSC durante 2 minutos a 75°C, se deshidrataron en
alcoholes de 70, 80 y 95% por 2 minutos respectivamente y se dejaron
secar a temperatura ambiente. La sonda de secuencia unica 21g22.2
marcada con digoxigenina para el loci DZ1 $55 (Oncor, 1996) se
desnaturalizd a 72°C durante 5 min.

7.4 HIBRIDACION.

Se aplicaron 10 ul de sonda desnaturalizada a cada laminilla, se
colocod encima un cubreobjetos limpio, se selld perfectamente con
goma y se incubd a 37°C durante 24 horas en una camara humeda.

Posteriormente se removid con cuidado la goma y el cubreobjetos
se dejo deslizar por si solo en una solucién de 0.25X SSC a
temperatura ambiente. Las laminillas se favaron en la misma solucidn
a 70 °C durante 2 min; posteriormente se lavaron en 1XPBD 3 veces
durante 2 minufos a temperatura ambiente.

7.5 DETECCION Y AMPLIFICACION

Se retiraron las laminillas de {a solucién 1X PBD y se aplicaron
25t de fluoresceina conjugada con antidigoxigenina; se cubrieron con
un cubreobjetos de plastico y se dejaron incubar durante 1 hora a 37
°C. Se lavaron tres veces con 1X PBD durante 2 min. Para la
amplificacion de la sefial, se incubaron nuevamente a 37 °C 1 hora
con 25ul del anticuerpo de conejo anti-oveja, se lavaron 3 veces con
1XPBD durante 2 minutos y por Ultimo se incubaron también por 1
hora con 25ul del anticuerpo anti-congjo marcado con fluoresceina, se
lavaron de nuevo de fa misma manera.

Para la contratincién, se adicionaron 8yl de loduro de propidio, se
colocd un cubrecbietos de vidrio y se sellé con goma.
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7.6 ANALISIS CELULAR.

Las células de epitelio bucal se observaron en el microscopio de
fluorescencia Olimpus BX40; con una ldmpara de vapor de mercurio de
arco corto HBO de 100 watts y un filtro BF de 520/610 nm de triple
banda: DAPI, Fiuoresceina y Rojo Texas con ¢l objetivo de 100X, para
observar la contratincién del DNA y detectar las sefales que denotaban
la presencia de algun cromosoma 21.

Todas las muesiras se analizaron en forma ciega en laminas
codificadas por una persona ajena al estudio, se analizaron 1000
nicleos por individuo. Para la identificacion de las sefiales se ulilizd un
sistema de doble color: las sefiales 21922 se observaron de color verde
sobre las células contratefiidas de color rojo en un fondo negro {Foto

1.

Se considerd a una célula monosémica cuando solo presentaba
una sefal de hibridacién, una célula normal cuando habia 2 sefiales y
una célula trisdmica cuando se observaban 3 sefiales.

7.7 CRITERIOS DE ANALIGIS.

Se analizaron aguellas células que presentaron su morfologia sin
alteraciones, no superpuestas, sin restos celulares y sin sefiales
inespecificas de modo que sélo se tomaron en cuenta las células con
sefiales evidentes, que tuvieran aproximadamente el mismo tamaiio, la
misma intensidad y con una separacién de por lo menos un dominio
entre cada sefial y que no se encontraran en la periferia.

7.8 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Para poder determinar a los individuos con mosaicismo para el
cromosoma 21, se obtuvieron los valores basales para las celulas con
3 sefales de hibridacién, los cuales representan &l valor a partir del
cual una poblacién celular puede considerarse como anormal. Los
valores basales se obtuvieron de las parejas normales mediante la
siguiente formula segin Anastasi, et a/, (1990).
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8. CONSIDERACIONES ETICAS Y CARTA DE CONSENTIMIENTC
INFORMADO

Los riesgos que se pueden presentar son los siguientes:

Ei proporcionar el asesoramiento genético inicial en donde se
expone la posibilidad de recurrencia de esta entidad, genera en la
pareja angustia durante el resto del estudio, por lo que a estas pargjas
se les did la cpcidn de acudir a la consuita de Psicologia para recibir
apoyo al respecto.

La toma de muestras se realizb por una persona adiestrada en el
procedimiento y con {as medidas higiénicas necesarias.

Cada pareja que acudidé a participar en el estudio firmé una carta de
consentimiento informado (apéndice 3).
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TECNICA DE HIBRIDACION /N SITU CON FLUORESCENCIA

RO O

DA BLANCO \ OMA DE LA SONDA
MARCADA CON
DESNATURALIZACION DIGOXIGENINA

SO0 6 O

\ /OOOO

HIBRIDACION
TOOCOTOC

LAVADOS POST
HIBRIDACION

v

DETECCION Y
AMPLIFICACION

wy

Digoxigenina incorporada a la sonda

Antidigoxigenina marcada con fluoresceina

Rabbit anti-sheep

Anti-rabbit marcado con fluoresceina
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9. RESULTADOS

Se analizaron un total de 12 parejas procedentes del Instituto
Nacional de Pediatria y del Instituto Nacional de Perinatologia; 2
parejas narmales, 9 parejas con un hijo con SD y 1 pareja con mas de
un hijo con SD, a cada pareja se le dio un numero clave (tabla 1).

Se registraron las edades de ambos padres al nacimiento del hijo
afectado, siendo la edad menor de 16 aiios, pareja 3 y la mayor de 35
anos, parejas “1” y “117, con un promedio de 23 anos.

= Cariotipo en sangre periférica de las parejas estudiadas.

El cariotipo en sangre periférica se realizd en todos los padres y
madres con el propdsito de identificar alteraciones del cromosoma 21
observables al microscopio optico o en su defecto detectar
alteraciones relacionadas con otros cromosomas que pudieran dar pie
al fenotipo Down en la descendencia. Todos los pacientes fueron
normales para el cariotipo de sangre periférica con bandas G,
registrandose 2 polimorfismos cromosomicos: el individuo P5 con
46,XYqgh+ y el individuo P7 con una inv(8){p11g12). {tabla 1).

= Antecedentes obstétricos de las parejas estudiadas.

Dentro de las pargjas estudiadas: en la “3" se presentd una
amenaza de aborto en el segundo mes de embarazo. En la pareja “4"
la madre presentd oligohidramnios severo durante el embarazo lo cual
no tuvo repercusion en el producto. En la pareja “7” se presenté liquido
amnidtico meconial, es decir, hay defecacion de parte del producto in
utero. En la pareja "8” se reportd un aborto espontaneo (sin estudio
cromosémico) previo al nacimiento def hijo con SD. Por o que se
ignora si el segundo hijo con SD fue un casc de recurrencia por la
presencia de algun factor predisponente en la pareja 0 si la etiologia
del aborto fue totalmente independiente. En la pargja recurrente “12”
se reportd un dbito, un aborto, un SD fallecido, un aborto con SD y un
hijo normal, datos muy sugestivos de un factor predisponente para
una no disyuncion o la presencia de mosaicismo parental (tabla 1).

28



« Estudio en células de mucosa bucal

En la tabla 2 se presentan los datos y valores calculados para
determinar el mosaicismo de la trisomia 21 de acuerdo al protocolo de
Anastasi {1990). Se tomaron en cuenta las células con 3 sefiales de
lag parejas normales, para identificar a los individuos con posible
mosaico trisémico para €l cromosoma 21, se obtuvo el promedio y se
sumoé 2 veces la desviacion estandar. De acuerdo a lo anterior en el
presente estudio se registré un valor limite de 0.62% de células con
trisomia del cromosoma 21 en mucosa bucal, por lo que todos los
padres estuvieron por arriba de este valor se consideraron mosaicos.

En el grupo de padres con un hijo con SD, se encontré que a los
individuos M3 con 0.7%; P86 con 0.8% y Mg y M10 con 0.9% (tabla 3).
En ia pareja recurrente ninguno de los padres mostird un valor
sugestivo de mosaicismo parental del cromosoma 21 (tabla 4).

En grafica 1 se muestran en general los porcentajes de células
con trisomia 21 de cada individuo estudiado, la barra horizontal
muestra en promedio més 2 veces la desviacién estandar (0.62%) de
células trisdbmicas para el cromosoma 21.
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Tabla 1 Datos generales e histona clinica de las parejas analizadas.

PAREJAS M {madre} | Edad Cariolipo en Amntecedentes
P (padre) | (ANOS) jsangre periferica clinicos de importancia
1 M 35 46, XX
parejas P 35 48, XY
con hijos
normales 2 M 29 46 XX
P 28 46, XY
3 M 19 46,XX amenaza de aborto en segundo
P 16 46,XY mes con pre-eclampsia.
4 M 17 46, XX oligohidramnios
P 18 46 XY severo
5 M 27 48,XX
P 23 48 XY, Yqh+
Parejas <] M 29 46, XX
con un P 27 46, XY
hijo con
sD 7 M- 20 46 XX liquide amnidtico meconial
P 21 46 XY, inv(9)
8 M 27 46 XX un aborio espontineo
p 26 48 XY previa
9 M 33 46,XX
P 24 48,XY
10 M 26 46,XX
P 27 46 XY
" M 35 46,XX
P 33 46,XY
Parejas con
sD 12 M 29 48,XX 1 obito, 1aborto, 15D fallecido
recurrentes P 29 48 XY 1 aborto 8D y 1 normal
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Tabla 2. Valores de parejas normales para determinar_mosaicismo de tnsomia del cromosoma 21

Parejas | No. total de [Porcentaje de células con 1, 2 y 3 sefiales.
normales ntlicleos
analizados 1 2 3

M1 1600 0 99.6 0.4

P1 1000 01 99.5 0.5

M2 1000 8] 99.8 0.2

P2 1000 0.5 933 0.2
promedio 0.32
DS 0.15
prom+20S 0,625"

*Todos los individuos por arriba de este valor se consideraron mosaicos
para la tnsomia 21.
{Anastasi, 1990)

-31-



Tabla 3. Porcentaje de células con trisomia 21en padres con un hijo con SD.

Parejas No. total de Parcentaje de nlcleos con 1, 2 y 3 sefales
nticleos
analizados 1 2 3

M3 1000 0.2 99.1 0.7
P3 1000 0.2 99.5 0.3
M4 1000 0 99.9 01
P4 1000 0.4 998.3 0.3
M5 1000 0 100 0
P5 1000 g 99.8 0.2
Ma 1000 08 e 0.2
P& 1000 0.5 98.7 0.8
M7 1000 0 99.6 0.4
P7 1000 ¢ 99.5 0.5
M8 1000 0 99.5 0.5
P8 1000 0 99.7 03
M9 1000 0.2 98.9 0.9
Pg 1000 0.2 922 06
M10 1000 0.2 98.9 0.9
P10 1000 0.2 994 0.4
M11 1000 0.1 99.8 0.1
P11 1000 0.2 99.2 0.6

*En negritas se muestran los individuos que de acuerdo al criterio de Anastasi
se consideraron como portadores de una poblacién celular trisdmica para el .
cromosoma 21

(0,62% wvalor normal segln valor obienido por criterio de Anastasi, ef af, 1990)

.42




Tabla 4. Porcentaje de céluias con tnsomia 21 en padres con mas de un hijo con SD

Pareja No. total de {Porcentaje de células con 1, 2 y 3 sefiales.
nlclecs
analizados 1 2 3
M12 1000 0.4 99.5 0.1
P12 1000 0.1 99.6 0.2

(0,62% valor normal segn valor obtenido por criterio de Anastasi, et a/, 1990)
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Foto 1. Nicleos de mucosa bucal gque muestran 2 y 3 sefales
correspondientes al cromosoma 21.




10. DISCUSION

El SD siempre ha estado asociado a la edad materna avanzada,
es decir, mujeres mayores de 35 atos y se ha atribuido a: (i) el
envejecimiento de los ovulos ya que eventos acumulativos extrinsecos
e intrinsecos pueden repercutir en el proceso de meiosis los cuales
pueden ilevar al mecanismo de no disyuncion; (i) una falla en la
tubulina la cual se ve reflejada principalmente en la ruptura de los
microttibulos antes de que ocurra la separacion correcta de los
cromosomas y (iii) otro factor propuesto, pero atin no comprobado, es
la presencia de enfermedades de la tiroides y la autoinmunidad
tiroidea materna (Pangalos, ef al 1992; Scriver, 1995, Gamboa,
1994).

Sin embargo, en los Gltimos afos se ha observado que el 60%
de los nifos con SD nacen de pargjas menores de 35 afios, tema del
cual existen datos epidemiologicos limitados y ademas abre un area
muy importante para ayudar a entender ia etiologia de la trisomia 21,
ya que siempre se ha relacionado a este con la edad matermna
avanzada y al estado fisiologico del évulo (Krishna-Murthy y Farag,
1995., Wyrobek, et al, 1996).

Entre las posibles etiologias para los nacimientos con SD en
parejas jovenes se han propuesto: (i) factores ambientales como: la
presencia de virus, la radiacion y agentes quimicos (Alfi, ef al,1980);
(il eventos de novo (Krishna-Murthy y Farag, 1995); y (ili) genes que
predisponen al evento de no disyuncidn y que podrian explicar
algunos casos relacionados con la consanguinidad (Alfi, et al, 1980).
También se ha propuesto sobre todo en los casos de SD recurrente en
las pargjas jovenes, el mosaicismo parental sin manifestaciones
clinicas en los padres (Pangalos, ef af, 1992; Krishna-Murihy y Farag,
1995).

En la Ultima década, la citogenética se ha visto reforzada por la
tecnica de FISH realizada generaimente en sangre periférica, pero
cuando su toma no es posible, también se han utilizado otros tejidos
como lo son los fibroblastos o en estudios mas especificos biopsias de
tejidos u érgancs
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En muchas ocasiones la toma de éstas muestras es dificil o
incdmoda para los pacientes y debido a que el tejido epitelial de la
mucosa bucal representa un tipo de muestra abundante y de facil
acceso se propone como otfro tipo celular para el estudio de las
alteraciones cromosdmicas por medio de FISH; ademas de promover
el uso de ésta técnica en células en interfase ya que las células
exfoliadas del tejido epitelial no son viables y por lo tanto no pueden
ser cuitivadas /in vifro (Moore, ef al, 1983).

De acuerdo a las ventajas que ofrecen las céluias exfoliadas del
tejido epitelial y la metodologia de FISH el objetivo del presente
estudio fue detectar mosaicismo parental del cromosoma 21 en
parejas jovenes. Este trabajo se llevé a cabo con 12 parejas, de las
cuales: 2 fenian hijos normaies, @ un hijo afectado con SD y la pareja
restante tenia mas de un hijo con SD.

= Antecedentes obstétricos de las parejas estudiadas.

Entre los antecedentes clinicos de importancia (tabla 1), en la
pareja 3 se presenté amenaza de aborto en las primeras semanas de
gestacion del caso indice. Cabe mencionar que la presencia de
abortos o amenazas de abortos en concepciones con SD son
comunes, ya que en |a literatura se ha reportado que hasta el 60% de
los productos concebidos con trisomia 21 son abortos espontaneos en
las primeras semanas de la gestacion, el 20% nacen muertos y solo el
20% restante nacen vivos. (Gadner y Mckinlay, 1998).

En el caso de la pareja 8, en un primer embarazo se presentd
aborto espontaneo, ya que no se realizé estudio genético del material
aboriado, no se puede determinar si el casc indice con SD es el
resulfado de una recurrencia ¢ si el aborfo surgié por un evento
diferente. En la pareja 12 en se reportaron un 6bito, un aborio, un hijo
con SD fallecido, un aborto con SD y un hijo normal, los cuales
llevaron a la conclusion de que la pareja era muy sugestiva de la
presencia un factor predisponente para los continuos nacimientos y
abortos de fetos con SD, y uno de estos factores podria ser la
presencia de mosaicismo en alguno de los padres.
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= Cariotipo en sangre periférica.

Ei resultado del carictipo en sangre periférica fue normal en
todos los padres estudiados con un hijo con SD, sélo en 2 de ellos, se
observaron polimorfismos cromosémicos, ios cuales son variantes
estructuraies en tamano y posicion de ia heterocromatina constitutiva
observada principaimente en fos cromosomas 1, 9, 16 y Y. Estos
polimorfismos cromosdmicos se encuentran ampliamente distribuidos
en la poblacidn sin causar algun efecto clinico, aun en sus formas mas
extremas (Therman, 1992) y se utifizan principalmente en la
determinacidn del origen parental y meidtico de cromosomas extras en
fa descendencia (Wyrcbek, et al, 1996).

En el padre de la pareja 5 (P5) el polimorfismos se presentd
como una inversion pericéntrica (9)(p11g12) (tabla 1, P5). Al respecto,
en 1990 Krishna-Murthy reportd el caso de una mujer con esta
inversion y una elevada frecuencia de abortos y nacimientos con SD.
En su caso, el andlisis en sangre periférica mostrd un elevado
porcentaje de células con divisibh prematura del centrémero,
endorreduplicacion, poliploidias y aneuploidias, por lo que sugiere que
la inversion predispone a la no disyuncion por tener algun efecto
intercromosomico que permitia la alta incidencia de aneuploidias del
cromosoma 21, sefialando que el riesgo de tener un hijo con SD se
podia incrementar hasta en un 3%; sin embargo no existen suficientes
evidencias que o apoyen. En contraste Thompson y Thompson
(1996) menciona que esta pequefia inversion (9)(p11q12) esta
presente en mas del 1% en la poblacion, y que no tiene efecios
deletéreos conocidos en los portadores, no parece estar asociada
con un riesgo significativo de abortos o descendencia desequilibrada y
por lo tanto se considera generalmente como una variante normal.

El segundo polimorfismo encontrado en este estudio fue un

Ygh+, el cual no se ha asociado con ninguna alteracion o aneuploidia
de otros cromosomas.
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« Estudio en células de mucosa bucal.

De acuerdo al protocolo de Anastasi, et af, 1990, en el presente
estudio se decidid que solo se tomarian como mosaicos a los
individuos que presentaran valores de células trisémicas por arriba de
los obtenidos en el grupo de parejas con hijos normales. Las parejas
normales, mostraron un carictipo normal, no se registraron
antecedentes clinicos de importancia durante el embarazo y no se
enconird en ningln padre daios sugestivos a la presencia de un
mosaicismo para la trisomia 21. De acuerdo a este criterio, en este
estudio de las 10 parejas con un hijo con SD, 4 personas (16.6%), 3
mujeres y un hombre, fueron consideradas mosaicos somaticos para
la trisomia 21.

Cabe mencionar que dentro de estas 4 personas sélo en una
(M3) se reportd amenaza de aborto durante el embarazo del caso

indice. En los 3 individuos restantes no se reportaron alteraciones
durante el embarazo.

En lo que respecta al Gnico caso de trisomia 21 recurrente
(pareja 12), ninguno de los padres estuvieron por artiba de del valor
indicado para considerarlos como mosaicos; por lo que a8 ambos se les
propuso el estudio a nivel de células germinales. Desafortunadamente
la pareja decidid no continuar con el estudio genético, con lo cual no
pudo ser descartado un posible mosaico a nivel germinal. En esta
pareja, una explicacién para la recurrencia de SD  sin evidencia de
mosaico, seria que en los padres existiera un factor genético
predisponente para la no disyuncién. Alfi y colaboradores al realizar un
estudio de la frecuencia esperada de SD en grupos de parejas
consanguineas propuso la existencia de un gen recesivo que
predispone a la no disyuncidén mitética. Cuando ambos padres son
heterocigotos para el gen, el cigoto homocigoto puede sufrir no
disyuncién para el cromosoma 21, ya sea en la primera o
subsecuentes divisiones mitdticas. Si persiste la linea normal se
desarrollara como mosaico; pero si se pierde, el cigoto se desarrollara
como una trisomia 21. Por lo tanto el paciente con SD podria ser
homocigoto recesivo para el gen de la no disyuncidn mitética.
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Otra opcién es que el gen autosémico recesivo autosémico se
halla originado de una no disyuncion meidtica y por lo tanto se
encuentren gametos desbalanceados en alguno de los padres (Alfi, et
al, 1980).

En el presente trabajo, la frecuencia de mosaicismo en padres
de nifios con SD, esta por arriba de lo reportado por Uchida y Freeman
en 1985, quienes por medio de estudios cromosomicos, reportaron de
un 2.7% a un 4.3% de padres con mosaicismo. Lo antes mencionado
se puede explicar porque: 1) el nimero de células analizadas en este
estudio fue mayor que el analizado por Uchida. 2) en estos casos se
utilizé solo una sonda y por lo tanto se debe tomar en cuenta que se
incluyen las células poliploides, lo cual podria generar un sesgo en
nuestros resultados. Entre los primeros estudios realizados para
establecer la contribucién de! mosaicismo parental en el SD, se
encuentran el de Penrose en 1966 y Priest en 1973, quienes por
medio den datos dermatoglificos reportaron un aporte del 19% de
mosaicismo parental en todos los casos de trisomia 21 (11% en
madres y 8% en padres).

El presente estudio mostrd que las céluias epiteliales de mucosa
bucal son otro tipo de tejidos en el cual se puede realizar estudios
citogenéticos por medio de la técnica de FISH ern nucleos interfasicos,
ademas de que ofrece la ventaja de que las células no son cultivadas
in vitro y por io tanto no existe un efecto de seleccion en contra de las
céiulas anormaies.

Es por ello la importancia de realizar estudios citogenéticos a
nivel de otros tejidos y mas cuando se trata de ia presencia de un
mosaico, ya que este puede estar confinado a ciertos 6rganos del
cuerpo y en diferentes proporciones, por lo cual muchas veces puede
pasar inadvertido y ser la causa de un fenotipos anormales en la
descendencia. Posiblemente sea por eso las grandes diferencias y
opiniones acerca def aporte materno y paterno que se han encontrado
en los estudios para saber ei origen del cromosoma 21 extra en la
descendencia de padres jovenes. Ya desde principios de la década
de los 70’s, los primeros trabajos que trataron de conocer el origen dei
cromosoma extra en nifios con SD, utilizaron los polimorfismos
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cromosomicos del brazo corto del cromosoma 21 {Grouchy, 1970;
Juberg y Mowrey, 1983 y Jones, 1988), los cuales fueron informativos
hasta en un 75% de los casos. En los siguientes 10 afos los
resultados de los estudios citogenéticos mas grandes realizados en la
década, indicaron que el origen del cromosoma 21 extra era materno
en el 80% de los casos y 20% de origen paterno (Juberg y Mowrey,
1983; Hassold y Jacobs, 1984).

Pangalos y colaboradores en 1992, usando marcadores
polimérficos de DNA del brazo largo del cromosoma 21 determind el
origen parental y meidtico del cromosoma 21 extra en la descendencia
de familias con recurrencia de SD; entre sus resuitados, encontrd que
el mosaicismo parental es un facior etioldgico muy importante (22%)
en la recurrencia del SD. Penrose reportd un 11% y Harris en 1982
encontrd que el 3% de las parejas jbvenes con uno 0 mas hijos con
SD presentan mosaico para esa trisomia.

Ya para la ultima década del milenio 2 estudios colaborativos,
ufilizaron marcadores moleculares polimérficos del cromosoma 21, en
donde estimaron un error de no disyuncién materna en un 95% y solo
un 5% de los casos son errores de origen paterno (Antonarakis et al.,
1991). Los resultados mas recienies basados en estudios moleculares
determinaron un 8-9% de errores de no disyuncidon paternos
(Mikkelsen, et al, 1995); quedando demostrado que también los
padres pueden participar en los eventos de no disyuncién, aunque con
una contribucién minoritaria (Hassold, 1998). Esto trajo como
consecuencia un auge en los estudios para identificar directamente la
participaciéon del hombre en las aneuploidias; en los dltimos afios se
han llevado a cabo estudios sobre el origen de las aneupliodias y del
mecanismo de no disyuncién (Hassold, 1998 y Wyrobek, et al, 1996)
en células germinales masculinas por medio de fertilizacion cruzada
involucrando ovocitos de Hamster y espermatozoides humanos. Entre
los resultados de estos estudios se encontrd: una tasa de aneuploidia
total cercana al 2%, la presencia de disomias para todos los
cromosomas y la existencia de un factor preferencial para algunos
cromosomas. Entre los cuales, los cromosomas 1, 9, 16, 21 y los
cromosomas sexuales se encontraron sobre representados en al
menos el 50% de ios espermatozoides hiperhaploides. Por lo que este
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estudio sugirid la existencia de 2 mecanismos especificos de no
disyuncidn paterna relacionada a la estructura de los cromosomas; la
primera involucra a los cromosomas 1, 9, 16 y Y gue contienen
bloques variables de heterocromatina pericentromérica y la segunda
es una variacidn en la recombinacién cromosomica, como en el
bivalente XY y el cromosoma 21 los cuales estan unidos por s6lo un
quiasma en la meiosis masculina, mientras que los demas
cromosomas estan unidos por 2 quiasmas o mas, lo que podria
resultar en una frecuencia mas alta de no disyuncién para el
cromosoma 21 (Hassold, 1998)

Recientemente con la introducciéon de la técnica de FISH
multicolor ha sido posible no solo discriminar  espermatozoides
disémicos de espermatozoides diploides sino que tambien hace
posible distinguir entre disomia de cromosomas sexuales como
resultado de un error en meiosis | {disomia XY) o en meiosis Il (YY o
XX) {Hassold, 1998).

Entre los resultados registrados en estos estudios se reportd la
existencia de una evidente variacién entre los autosomas para la no
disyuncion. Especificamente en 3 estudios en l0s cuales se estudio la
disomia del cromosoma 21 se reportaron niveles significativamente
mas altos gque para ofros autosomas (Hassold, 1998). Asi, los
resultados de los estudios iniciales de FISH en espermatozoides
confirman la participacion de la no disyuncién paterna pero con niveles
mucho méas bajos que la no disyuncién materna y que ademas existe
una variacién significativa entre cromosomas para la tasa de no
disyuncion.

Cabe mencionar que es necesario realizar mas estudios de
aneuploidias del cromosoma 21 en este tipo de tejidos ya que éste es
uno de los primeros frabajos reportados sobre padres jovenes con
hijos con SD. Es muy importante tomar en cuenta que las células de
la mucosa oral forman parte de un tejido epitelial que esta en
constante contacto y exposicién con el medio ambiente, por 1o que se
podrian presentar variaciones en su ciclo celular, degeneracion del
material genético, metaplasias, cambios neoplasicos y alteraciones
cromosomicas no constitucionales sino tejido especificos.
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También hay que tomar en cuenta que con frecuencia tas células
epiteliales son hiperdiploides y poliploides, lo cual puede sesgar
nuestros resultados (Titenko-Halland, 1984, Schad, et al/, 1998).
Tomando esto en cuenta se propone para los siguientes trabajos
aumentar el namero de parejas de todos los grupos, aumentar el
analisis cetular, hacer ¢l estudio de FISH con més de una sonda para
detectar al mismo tiempo aneuploidias de otros cromosomas y tomar
en cuenta la eficiencia de hibridacion de Ila sonda al DNA blanco ya
que tambien puede influir en los resultados esperados ya que en estos
estudios hay que analizar el mayor nimero de células posibles para
detectar los posibles mosaicos cripticos.

Otra propuesta muy importante es la sugerida por Van
Hummelen en 1996, la cual consiste en desarrollar una guia con
reglas de analisis que pudieran seguirse en todos los faboratorios con
el fin de estandarizar el andlisis de los fenotipos fluorescentes vy asi
poder encontrar los porcentajes limites de mosaicismo parental que
ocasionan en la descendencia el SD.

En conclusion el método de FISH en mucosa bucal se puede
utilizar como un tejido opcional para estudiar los casos de
aneupliodias cromosoémicas, mientras que se sigan encontrando
grandes diferencias entre lo reportado en los diferentes estudios de
mosaicismo parental y las técnicas citogenéticas y moleculares sean
mas exactas para ltegar a un valor estandar. De modo que nuestros
resultados no sustituyen los métodos de citogenéticos si no que la
complementan.
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HIBRIDACION N S/TU CON FLUORESCENCIA (FISH)

La técnica fue descrita por primera vez por Pardue y Gall en 1968
{Swiger y Tucker, 1996). Se usa para muchos propdsitos, incluyendo el
andlisis de dafio cromosomico, la localizacion de expresion de cierlos
genes, el arreglo de DNA y RNA nuciear, las aberraciones estructurales,
secuencias homofogos entre especies, aneuploidias de células somaticas o
germinales y mapeo de genes; asi como también es de gran ayuda para
diversas areas de estudio, como en el diagndstico clinico, Toxicologia
Molecular, Biologia Moiecular y Citogenética Clinica y Molecular (Swiger,
19986)

Un aspecto importante de la técnica es que permite el estudio de
ceélulas tanto en metafase como en interfase, asi como incrementar ef
namero de células analizadas, proporciona datos acerca de la tasa de
clonas con alteraciones cromosdmicas y confirma de manera rapida las
alteraciones cromosdmicas numeéricas en pacientes donde el diagnostico
citogenético es dificit de realizar (Frias, et al, 1996; Swiger & Tucker. 1996).

La hibridacion in situ se basa en e! apareamiento de una sonda de
DNA con una secuencia de bases complementarias a secuencias de un
DNA "blanco” que se encuentra en cromosomas especificos. Para que esta
union se pueda llevar a cabo, se requiere que tanto la sonda como el DNA
blanco sean tratados en un proceso de desnaturalizacion, durante el cual se
desestabilizan los puentes de hidrégeno que se encuentran entre ios pares
de bases dando como resultado la separacion de las dobles hebras de
DNA. Posteriormente se continda con un proceso de hibridacién que
permite la formacion de moléculas “hibridas® estables entre las hebras
sencillas de la sonda y del DNA blanco.

La deteccidon de la sonda que hibrida con &l DNA blanco se realiza
por medio de haptenos incorporados a la sonda de DNA, tales como: la
biotina v la digoxigenina. Estas moléculas son detectadas por medio del
uso de anticuerpos, los cuales a su vez se encuentran conjugados con un
fluorocrome, que puede ser: fluoresceina, rodamina o rojo texas. Por ultimo
de utiliza una contratincién la cual se asocia fuertemente al DNA y
contratifie la fluoresceina, como el yoduro de propidio, para la observacién e
identificacion de los cromosomas o ndcleos. El analisis celular se realiza
con un microscopio equipado con fluorescencia y la presencia de
hibridacién positiva se podran ver como pequenas sefiales de color verde
sabre un DNA de color rojo. (Swiger v Tucker, 1996},
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ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

instituto Nacional de Pediatria

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION EN GENETICA HUMANA
LABORATORIO DE CITOGENETICA

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

Estoy enterado(a) de que mi hijofa) padece de Sindrome de Down y hago constar
que estoy de acuerdo en participar en el protocolo de “Deteccidn de mosaicismo en parejas
con hijo con trisomia 21 por no disyuncién”, que se llevara a cabo en el Instituto Nacional
de Pediatria, para lo cual se me ha solicitado la donacién de:.

Muestra de sangre { )

Muestra de raspado de mucosa bucal () =

Se me ha explicado que este estudio no implicard ningan coste para ‘mi, que es una
decisién totalmente voluntaria, que tengo derecho a retirarme -del estudio cuando lo
considere conveniente, 1o que no tendra repercusién en la atencién de mi familia por parte
de la institucion. Se me ha informado que este estudio puede ser de utilidad para conocer si
existen alteraciones cromosémicas en cualquiera de las muestras estudiadas y que al final

del mismo se me informardn los resultados obtenidos.

Atentamente,

Firma del padre Firma de la madre
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