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GLOSARIO

Embridén: Ser humano con periodo de desarrollo desde la implantacion hasta

la semana octava del desarrollo.

Recién nacido: Es el feto expulsado o extraido completamente de la madre,

independientemente de la duracion del embarazo.

Feto: Ser humano con periodo de desarrollo desde la novena semana hasta el

nacimiento.

Citotrofoblasto: Es la capa mas interna deltrofoblasto, unidas
al sincitiotrofoblasto del embrién y que funciona como un anclaje para el corion

embrionario al endometrio materno.

Sincitiotrofoblasto: Es la capa mas externa del trofoblasto embrionario,
adosada al citotrofoblasto, cuya funcibn es erosionar los capilares

del endometrio materno en el desarrollo de la circulacién placentaria.

Placenta: Es un 6rgano transitorio presente en los mamiferos placentarios y
qgue relaciona estrechamente al bebé con su madre, satisfaciendo las
necesidades de respiracion, nutricibn y excrecion del feto durante su

desarrollo.

Sindrome de Down: Es un trastorno genético causado por la presencia de una
copia extra del cromosoma 21. Se caracteriza por la presencia de un grado
variable de discapacidad cognitivay la presencia de rasgos fenotipicos

caracteristicos que le dan un aspecto reconocible.
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RESUMEN

El Sindrome de Down (SD) es la aneuploidia mas frecuente entre los recién
nacidos vivos con una prevalencia global de 1 por cada 600 a 700 nacidos y es
causado por la presencia de una copia extra del cromosoma 21, generando una
variedad de hallazgos fenotipicos que incluyen retraso mental, alteraciones
craneofaciales, retraso en el crecimiento, déficit neurolégico, defectos cardiacos,
trastornos mieloproliferativos y alteraciones gastrointestinales, entre otros. Los
hallazgos fenotipicos en los individuos con trisomia 21 parecen ser el resultado de
la sintesis excesiva de uno o mas genes que se encuentran en la region critica del
cromosoma 21 (DSCR). El gen Cistationina B Sintasa (CBS) se encuentra
localizado en el cromosoma 21 (21922.3) y se cree que Su sobreexpresion
participa en la presentacion de algunos hallazgos fenotipicos en el Sindrome de
Down. EIl objetivo de este estudio es comparar los niveles de expresion de
proteina y ARNm de la CBS y los hallazgos histopatologicos entre placentas de
recién nacidos sanos y placentas de recién nacidos con Sindrome de Down.
Métodos: Se desarrollo un estudio de casos y controles para evaluar los niveles
de expresiéon de la CBS y los hallazgos histopatolégicos en placentas. Se
analizaron un total de 22 placentas mediante las técnicas PCR en tiempo real e
inmunohistoquimica, de las cuales 6 placentas corresponden a fetos con
Sindrome de Down y 16 a placentas de fetos sanos. Los analisis estadisticos de la
expresion del ARNm de la CBS fueron evaluados por medio de la prueba Mann-
Whitney, los niveles de la proteina por medio de la prueba de X?de acuerdo a una
escala de intensidad de la expresion y para los hallazgos histopatologicos se
compararon variables dicotémicas con la prueba exacta binomial con el programa
Epidat con un nivel de confianza del 95%. Resultados: Se encontré6 aumento
estadisticamente significativo en la expresion de ARNm (p= 0,0465) y en los
niveles de proteina (p= 0,009) del gen CBS en placentas provenientes de recién
nacidos con SD con respecto a los controles. En cuanto a los hallazgos
histopatolégicos evidenciados en placentas con SD, se encontré presencia de
bordes circinados (p= 0,0007) e inclusiones de trofoblasto (p= 0,0037).
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Conclusion: Los resultados sugieren que la sobreexpresion de la CBS a nivel de
placentas de fetos con trisomia 21 podria desarrollar una alteracion directa en la

via de la homocisteina- metionina e indirecta en el ciclo del folato.

Palabras clave: Cistationina §-Sintasa (CBS), Sindrome de Down, Placenta.
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1. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El SD es la aneuploidia més frecuente, con una incidencia de aproximadamente 1
en 700 recién nacidos vivos, resultante de la presencia de una copia extra del
cromosoma humano 21 (1). La trisomia 21 determina una compleja patologia
metabdlica y genética (2). Las manifestaciones mas frecuentes, incluyen retraso
mental, anomalias morfologicas de la cabeza y las extremidades, baja estatura e
hipotonia. Otras caracteristicas clinicas son malformaciones congénitas, en
particular del corazén, obstrucciones de las vias gastrointestinales, aumento del
riesgo de leucemia, y la aparicion temprana de Alzheimer (3). A pesar de la gran
cantidad de estudios clinicos y citogenéticos se conoce poco sobre la
fisiopatologia molecular de esta enfermedad, sin embargo el estudio de las
regiones comprometidas en diferentes individuos con SD identificé una regién
comun con un grupo de genes candidatos que podrian explicar los hallazgos de la
enfermedad. Esta region es conocida como "region critica para el Sindrome de
Down" y se localiza en el extremo terminal del brazo largo del cromosoma 21
(21922) (4). Se cree que la sintesis excesiva de productos de multiples genes en
el cromosoma 21 estan involucrados con el fenotipo clinico asi como en la
patogénesis de las anomalias inmunoldgicas, endocrinas, bioquimicas vy
neuroldgicas caracteristicas del SD (3). La CBS es una enzima que participa en
las vias metabolicas de la homocisteina-metionina e indirectamente en la via del
folato (6). El gen CBS se encuentra localizado en el cromosoma 21 (21922.3) y se
cree que su sobreexpresion participa en la presentacion de algunos hallazgos

fenotipicos en el Sindrome de Down (3,5).

La placenta es un oOrgano transitorio de origen fetal que cumple multiples
funciones, entre ellas funciones metabodlicas (7). Las vias metabdlicas de la
homocisteina- metionina y folato en la placenta ain no son claras, sin embargo, en
un estudio previo se evalubé la expresion de varios genes en placentas que
codifican para enzimas, transportadores y receptores que participan en el

metabolismo del folato y la homocisteina-metionina, encontrando cambios que
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indican favorecimiento de la activacion de las vias del folato y remetilacion de la
homocisteina con expresion minima del gen CBS (8). Cabe resaltar que en los
individuos con SD la actividad aumentada de la CBS podria alterar el metabolismo
de la homocisteina- metionina de tal manera que compromete a la resintesis de
metionina dependiente de folato, la disminucibn de homocisteina disponible
generaria una “trampa de folato o trampa de metilo” que lleva a un déficit funcional
de folato que podria contribuir al cuadro metabdlico en esta compleja patologia
genética (2). La evidencia sugiere que el metabolismo placentario de la
homocisteina podria jugar un papel importante en el desarrollo fetal (8) y se
considera importante el papel de la sobreexpresion del gen CBS en el SD (6).
Ademas, se ha postulado que el compromiso del metabolismo de la homocisteina-
metionina y el folato podrian jugar un papel importante en el desarrollo de la
discapacidad intelectual, anomalias cardiacas e incremento en el riesgo de
leucemia en individuos con SD. Es probable que la comprensién de estas
importantes vias metabdlicas tenga un impacto en la prevencién, diagnéstico,

pronostico y manejo del SD (1).

Por otro lado, se ha postulado que la presencia de genes de la region critica de SD
sobreexpresados en las placentas de estos pacientes podrian ser candidatos a
marcadores de RNA de esta patologia que podrian ser detectados tempranamente

en sangre materna (126).
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1.1. Justificacion

En Colombia, segun el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(DANE), la segunda causa de mortalidad en menores de un afio para el 2009
fueron las anomalias congénitas, con una tasa de 2,95 muertes infantiles por
cada 1000 nacidos (65). EI SD hace parte de las anomalias congénitas mas
frecuentes en la poblacion colombiana con una prevalencia estimada de
17.82:10.000 (9,10), siendo considerado un problema de salud publica en
nuestro pais. Hasta el momento existen pocas publicaciones a nivel mundial
sobre hallazgos moleculares y patoldgicos en placentas con SD por lo que es
necesaria la realizacion de estudios que contribuyan a un mejor entendimiento de
la fisiopatologia de la enfermedad y que permitan identificar posibles marcadores

tempranos de la misma.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Revision Historica

El dato antropolégico mas antiguo que se conoce del SD tiene su origen en el siglo
VII D.C., que corresponde a un craneo sajon con alteraciones 0seas compatibles
con trisomia 21 (11). El primer informe documentado de un nifio con SD se
atribuye a Etienne Esquirol en 1838, denominandose en sus inicios “cretinismo” o
“‘idiocia furfuracea”. P. Martin Duncan en 1886 describe textualmente a “una nifia
de cabeza pequefia, redondeada, con ojos achinados, que dejaba colgar la lengua
y apenas pronunciaba unas pocas palabras”. En ese mismo afio el médico inglés
John Langdon Down publicé un reporte clinico titulado: “Observaciones en un
grupo étnico de idiotas”, en el cual describi6 las caracteristicas faciales, la
coordinaciéon neuromuscular anormal y las dificultades que enfrentaban con el
lenguaje oral, llamando a este grupo de pacientes “‘mongodlicos” debido a las
similitudes faciales de estos individuos con las razas némadas del centro de
Mongolia (12, 13, 14). Tras varias comunicaciones cientificas, en 1909 G. E.
Shuttleworth menciona como factor de riesgo la edad materna avanzada para la
aparicion del SD. Para el afio 1932, se hace referencia por primera vez a un
reparto anormal de material cromosémico como posible causa del SD y en 1959
Lejeune, Gautrier y Turpin demuestran que las personas con SD portan 47
cromosomas (13).

2.2. Definicién

El sindrome de Down es la anomalia cromosémica mas comun entre los recién
nacidos vivos causado por la presencia de una copia extra del cromosoma 21; es
la causa genética mas frecuente de retraso mental, se caracteriza por una
variedad de rasgos dismorficos y estd asociado a compromiso cardiaco,
digestivo y endocrino (11, 12, 13,14, 19, 43).

La expresividad de las caracteristicas fenotipicas del SD son muy variables en las
personas afectadas (43).
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2.3. Epidemiologia

El sindrome de Down es una de las malformaciones mas comunes en la mayoria
de las poblaciones. A nivel mundial, la frecuencia global es de 10 por cada 10.000
nacidos vivos (59) y se relaciona estadisticamente con un incremento del riesgo a
una edad materna superior a los 35 afos. El riesgo de nifios con Sindrome de
Down se ha documentado en 1 de cada 1.250 nifios para una mujer de 25 afios de
edad, 1 de cada 1.000 a los 30 afios, 1 de cada 400 a los 35 afios, 1 de cada 100
a los 40 afios y 1 de cada 30 a los 45 afios (63).

La base de datos de vigilancia europea de malformaciones congénitas EUROCAT
reporta una frecuencia total para SD de 9.96 por 10.000 nacidos vivos apoyado en
el registro de los paises europeos en el periodo de 2007 a 2011. Sin embargo, hay
notables diferencias en la prevalencia que dependen prioritariamente de sus
variables socioculturales y del proceso reproductivo. En paises donde el aborto es
ilegal, como ocurre en Irlanda, la prevalencia es mayor de 25.34 por 10.000
nacimientos vivos (59, 60). En Espafia en cambio, la prevalencia es menor de 7.24
por 10.000, debido quizd a la alta tasa de abortos provocados de fetos con

sindrome de Down que alcanza el 77% (61, 62).

Un estudio realizado en 10 regiones de Estados Unidos en el periodo de 1999 a
2003 describe una prevalencia general para trisomia 21 de 11.8 por 10.000
nacidos vivos (64), lo cual concuerda con lo reportado en las bases de datos de la
CDC (centro para el control y prevencion de enfermedades). Segun informe de la
Red de vigilancia de anomalias congénitas de Canada (CCASN), la prevalencia de
SD entre los afos 2004 al 2007 fue de 14.44 por 10.000 nacidos vivos.

El ECLAMC (Estudio Colaborativo Latino Americano de Malformaciones
Congénitas) es un programa de investigacion clinica y epidemiologica de los
factores de riesgo de la etiologia de las anomalias congénitas en hospitales Latino
Americanos. Comenz6 a operar en 1967 como una investigacion limitada a la
ciudad de Buenos Aires, Argentina, y gradualmente se expandié hasta integrar a 9

paises de América del Sur, entre ellos Colombia. Los datos reportados en el
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periodo de 1995 al 2008 para la prevalencia de SD por 10.000 nacidos vivos por
paises es: Argentina 20.1, Bolivia 15.5, Brasil 17.2, Chile 24.7, Ecuador 14.8,
Paraguay 19.8 Uruguay 13.2, Venezuela 14.9 y Colombia 17.8 (9, 10).

Otro estudio publicado en Colombia en el 2012 de 46 hospitales de Bogota entre
enero de 2001 a noviembre de 2010 reporta una frecuencia menor a la reportada

en el 2009, que corresponde a 10,27 por 10.000 nacidos vivos (65).
2.4. Etiologia

Aproximadamente en el 95% de los casos, el cromosoma extra se produce como
resultado de la no disyuncién meidtica. En la mayoria de los casos el error se
produce en la separacién de los cromosomas homoélogos durante la ovogénesis
materna con mayor frecuencia en la meiosis | (MI) (75%) que en la meiosis Il (MIl)
(25%). Aungque en menor proporcion la segregacion anormal puede ser de origen

paterno (5%) o de origen mitotico (2%) (54).

La edad materna avanzada y la recombinacion alterada son dos factores de riesgo
asociados con el sindrome de Down, para los casos en los que ha surgido el
cromosoma extra en el ovocito. El proceso de la ovogénesis es largo y requiere
una detencidon meiodtica, lo que lo hace mas vulnerable a la mala segregacion de
los cromosomas en comparacion con la espermatogénesis. Por otra parte, con el
aumento de edad, hay una rapida degradacion de las proteinas celulares
implicadas en la formacion del huso que impone el riesgo de la no disyuncion tanto
en MI como en Mil (54, 55, 58).

La recombinacion, iniciada en el ovario fetal, estabiliza la tétrada y asegura una
adecuada disyuncion. Pero el proceso es aleatorio y puede estar ausente incluso
en euploidias. Esta meiosis chiasmata contribuye al riesgo de la no disyuncién
meiotica y este riesgo aumenta con la edad debido al rapido deterioro de las
proteinas de ovario que conforman el sistema de vigilancia. Se ha demostrado que
los cromosomas que sufren el proceso de la no disyunciéon a menudo muestran
patrones alterados de recombinacién. Por lo tanto, el microambiente del ovario de

las mujeres mayores parece ser mas propenso a errores debido a la acumulacion
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de defectos relacionados con el medio ambiente y la edad (54, 56). Otros estudios
también han demostrado que tanto la ausencia de quiasmas como la colocacion
subdptima de quiasmas imponen susceptibilidad para la no disyuncion del
cromosoma 21 (57). Un unico cambio telomérico conduce a un aumento del riesgo
de error en MI, mientras que los intercambios pericentromericos aumentan el

riesgo de error en Mll (54).

En cuanto a la traslocacion robertsoniana y el mosaicismo son generados por

alteraciones estructurales directas o inherentes del cigoto (4).
2.5. Clasificacién

Desde el punto de vista citogenético el SD pueden originarse por: 1) trisomia 21

Universal, 2) mosaicismo y 3) traslocacién robertsoniana (19).
2.5.1. Trisomia 21 universal

Este hallazgo se observa en el 95% de los casos de SD. Existen tres copias libres
del cromosoma 21, en vez de las dos normales y su ocurrencia esta en funcién de

la edad materna (Figura 1) (19).

El cromosoma extra es debido a un error durante la primera divisibn meiética
llamandose a esta variante, “trisomia libre” o regular. El error se debe en este caso
a una disyuncién incompleta del material genético de uno de los progenitores. (En
la formacion habitual de los gametos el par de cromosomas se separa, de modo
que cada progenitor solo transmite la informacion de uno de los cromosomas de
cada par. Cuando no se produce la no disyuncion se transmiten ambos
cromosomas). La causa cierta de este fenébmeno aln se ignora y existen
diferentes teorias al respecto. Una de las mas aceptadas refiere que la no
disyuncion estaria relacionada con menor recombinacion durante la meiosis (16,
17, 18).

Se ha determinado que el cromosoma 21 extra es de origen materno en el 95% de
los casos de SD y solo alrededor del 5% de origen paterno (16, 17, 18).
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Figura 1. Cariotipo que corresponde a un individuo con SD universal debido a que
se observa un cromosoma extra en el par 21(19).

2.5.2. Mosaicismo

Se presenta en alrededor del 2- 4% de los casos clinicamente detectados como
SD. Es la presencia de 2 o mas lineas celulares del mismo origen con diferente
constitucion cromosémica en un mismo individuo. Se observan dos lineas
celulares: una normal y otra con trisomia 21 libre (19). Se ha establecido que los

mosaicismos pueden originarse de dos formas:

- Meidticos: La concepcion fue trisbmica, pero durante los ciclos de division
celular posteriores se origina una linea celular que pierde la copia extra del
cromosoma 21. Se estima que la mayoria de los casos de SD en mosaico

corresponden a este origen, que estaria vinculado con la edad materna (20, 21).

- Mitoticos: La concepcion es cromosOmicamente normal, pero en algun
momento de las sucesivas divisiones celulares ocurre la no disyuncion, durante la

mitosis, y se origina la linea trisomica (20, 21).
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2.5.3. Traslocacion Robertsoniana

Esta alteracion estructural se observa en alrededor del 2- 4% de los casos de
sindrome de Down. Se denomina traslocacion robertsoniana a la fusion de dos
cromosomas acrocéntricos por su centromero, con pérdida del material satélite de
sus brazos cortos, formandose asi un cromosoma compuesto por los brazos
largos de los cromosomas fusionados, con lo cual una copia del cromosoma 21
esta unida a un cromosoma del grupo D (13-14-15) o a un cromosoma del grupo
G (21-22) (Figura 2). No se ha encontrado vinculacion entre esta alteracion y la
edad materna. Las translocaciones pueden ser de origen familiar (alguno de los
padres la porta en forma balanceada) en alrededor del 50% de los casos, o de

"novo”, es decir no heredadas (19, 22).

La traslocacion del cromosoma 21 con un cromosoma del grupo D corresponde a
un origen familiar en el 95% de los casos, mientras que la que involucra al grupo G
se observa en el 5% (19, 22).
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Figura 2. Cariotipo que corresponde a una trisomia con traslocacion
robertsoniana. Se observan dos cromosomas 21 y un cromosoma extra 21
fusionado al cromosoma 14 (22).
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2.6. Presentacion fenotipica

La expresividad de los rasgos fenotipicos del sindrome es sumamente amplia y
difiere de un sujeto a otro (Tabla 1) (13, 14, 19, 23, 24, 25).

Estructura

Caracteristicas fenotipicas del SD

Craneo

Retraso en la osificacion de los huesos del craneo.
Cierre tardio de las fontanelas.

Hipoplasia o aplasia de los senos frontales.

Leve microcefalia con braquicefalia y occipital aplanado.

Cuello

En general es corto y piel redundante en la nuca.

Ojos

Los ojos son “almendrados”, y en el iris suele
observarse una pigmentaciéon moteada conocida como
“‘manchas de Brushfield”.

Las hendiduras palpebrales siguen una direccion
oblicua hacia arriba y afuera

Presentan un pliegue de piel que cubre el angulo interno
y la carincula del ojo (epicanto).

En menor proporcidon presentan nistagmo horizontal,
estrabismo, catarata uni o bilateral y dacrioestenosis

Nariz

Es pequefia con la raiz nasal aplanada y las narinas
tienen una orientacién antevertida

Boca

Es pequefia con paladar estrecho y con protrusion
lingual hacia afuera ya sea por la hipotonia muscular,
gue permite el descenso de la mandibula, o bien por lo
estrecho y pequefio de la cavidad bucal en donde no
cabe la lengua o por un crecimiento de la lengua
(macroglosia).

En una proporcibn menor de los casos micrognatia
(mandibula muy pequefia), retrognatia (ausencia de
proyeccion de la mandibula), paladar hendido y labio
fisurado.

Orejas

Son pequefias con un hélix muy plegado vy
habitualmente con ausencia del I6bulo.

El conducto auditivo puede ser muy estrecho en
algunos de los pacientes con SD.

Manos

Son pequefias y cuadradas con metacarpianos Yy
falanges cortas (braquidactilia) y clinodactilia por
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hipoplasia de la falange media del 5° dedo.
- En la palma de la mano se encuentra un solo pliegue,
uni o bilateral llamado “pliegue palmar unico”.

Pies - Sandal gap que consiste en la separacion entre el
primero y segundo dedo del pie, asi como un surco
plantar que se inicia en la parte media de la planta del
pie y se dirige hacia el espacio interdigital entre el
primero y segundo dedo y es mas evidente en los
primeros meses de vida del paciente.

Genitales - El tamafo del pene es pequefio y el volumen testicular
es menor que el de los nifios de su edad, la presencia
de criptorquidia es relativamente frecuente.

Piel - La piel es redundante en la regién cervical sobretodo en
el periodo fetal y neonatal. Puede observarse livedo
reticularis (cutis marmorata) de predominio en
extremidades inferiores. Con el tiempo la piel se vuelve
| seca e hiperqueratosica. ]
Tabla 1. Presentacion fenotipica del Sindrome de Down (13, 14, 19, 23, 24, 25).

2.7. Patologias asociadas

Las personas con SD presentan una variedad de patologias relacionadas al

sindrome, entre las cuales se encuentran:

- Discapacidad intelectual y del neurodesarrollo: El 100% de las personas

con SD presentan deterioro cognitivo y un grado variable de retraso mental.
Los déficits cognitivos que presentan son morfosintaxis, memoria verbal a
corto plazo y memoria explicita a largo plazo y retraso en el desarrollo
psicomotor (19, 24, 26, 27 28, 43).

- Enfermedad de Alzheimer: Se presenta en personas con SD de mas de 35

afos y se caracteriza por la pérdida gradual de la memoria (29, 30, 31, 43).

- Trastornos conductuales y psiquiatricos: Afectan al 17,6% de las personas

con SD. Los trastornos de comportamiento mas comunes son el déficit de
atencion, trastorno de la conducta, hiperactividad y comportamiento
agresivo. En cuanto a los trastornos psiquiatricos presentan enfermedad

depresiva grave, demencia y mania de comienzo tardio (19, 32, 33, 34, 43).
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- Enfermedades cardiovasculares: Aproximadamente del 40 al 50% de las

personas con SD presentan cardiopatia congénita, casi la mitad de ellas
corresponde a defectos del septo auriculo-ventricular y con menor
frecuencia pueden presentar defectos de cierre del septo ventricular, ostium
secundum, ductus arterioso persistente y la tetralogia de Fallot (19, 35, 36,
37, 43).

- Alteraciones gastrointestinales: Se presentan en el 10% de los casos, las

anomalias mas comunes son la atresia esofagica y estenosis duodenal.
Con menor frecuencia pueden presentar malformaciones anorrectales,
enfermedad de Hirschprung, onfalocele, ano imperforado y pancreas anular
(19, 38, 39, 43).

- Trastornos endocrinos: Las anormalidades endocrinas incluyen disfuncion

tiroidea y diabetes. Dentro de la disfuncidn tiroidea, el hipotiroidismo es de
alta prevalencia (54%) en la trisomia 21 (19, 43, 46).
- Alteraciones oftalmolégicas: Se presentan en un 60% de las personas con

SD, siendo los mas comunes el astigmatismo, cataratas congénitas,
hipermetropia y la miopia (19, 40, 43).

- Discapacidad auditiva: Corresponde al 75%, con mayor frecuencia

presentan hipoacusias y otitis media a repeticion (19, 43, 44, 45).

- Otras_alteraciones: Retraso en el crecimiento, leucemia megacariocitica

aguda, sindrome mielodisplasico, anomalias de las vias respiratorias
superiores e inferiores, apnea del suefio, asma, hiperqueratosis
palmoplantar, dermatitis seborreica, cutis marmorata, hipospadias,
criptorquidia, cancer testicular, inestabilidad atlantoaxial, trastornos
odontoestomatolégicos y alteracion inmunoldgica (19, 42, 41, 43, 47, 48,
49, 50, 51, 52).

2.8. Diagndstico prenatal

2.8.1. Diagnostico prenatal no invasivo
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La

Marcadores Bioquimicos: En el primer trimestre se realiza medicién de la

proteina plasmética A asociada al embarazo (PAPP-A) y de la gonadotropina
coriénica humana total y libre (hCG). Una disminucion en plasma materno del
PAPP-A y un aumento de hCG se relacionan significativamente con un feto con
SD. Cuando estas dos pruebas bioquimicas se encuentran alteradas, en el
segundo trimestre del embarazo se realizan mediciones de los niveles de
alfafetoproteina (AFP) en suero, estriol no conjugado, inhibina A y hCG total y
libre, en embarazos de trisomia 21, los valores de AFP y el estriol se
encuentran disminuidos y las concentraciones de inhibina A y hCG total y libre

se encuentran aumentadas (87,88).

Ultrasonido: En el primer y segundo trimestre se realiza una ecografia para
visualizar la translucencia nucal, que se refiere a la capa subcutanea de
liquido detrds del cuello del feto e inferior al craneo. Un aumento de la
translucencia nucal del feto se asocia con mayor riesgo de SD. Otros hallazgos
ecograficos asociados con el SD son la ausencia del hueso nasal, fémur y

humero cortos e intestino ecogénico (87,88).

tasa de deteccion de SD combinando marcadores bioquimicos y ecografia es

de aproximadamente el 70%, con una tasa de falsos positivos del 5% (87,88).

Anélisis de ADN fetal en plasma materno: El descubrimiento de los &acidos

nucleicos fetales de células libres en el plasma materno en 1997 abrié nuevas
posibilidades de diagnostico. EI ADN libre del feto circulante en el plasma de
mujeres embarazadas puede detectarse desde la cuarta semana de
gestacién. Se cree que el ADN fetal que se origina en las células trofoblasticas
comprende alrededor de menos de 10% del total del ADN libre en circulacién
materna durante el embarazo. A diferencia del ADN materno, el ADN fetal esta
compuesto de fragmentos cortos de ADN, de los cuales el 80% es <193 pares
de bases de longitud. Para la deteccién e identificacion de la trisomia 21 en el
ADN fetal, se han utilizado diferentes técnicas de biologia molecular tales
como: PCR digital y secuenciacion de ADN (87,88). El objetivo de la PCR
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digital es medir la cantidad total de ADN (materno mas fetal) del cromosoma 21
y se compara con un cromosoma de referencia. Por lo tanto, la trisomia 21 fetal
se diagnostica mediante la deteccion de un pequefio incremento en la cantidad
total del locus del gen Chr21 contribuido por el Chr21 trisémico en el feto en
comparacion con un locus del gen en un cromosoma de referencia (89). En
cuanto a la secuenciacion de ADN permiten la secuenciacibn masiva en
paralelo y la produccién de decenas de millones de etiquetas de secuencias
cortas en un solo corrido. El diagndéstico de SD consiste en contar el nimero de
etiquetas de secuencia asignadas a cada cromosoma, con lo cual se
encontrara un cromosoma extra 21. Este método no requiere la diferenciacion
de ADN fetal frente a materno (90).

2.8.2. Diagnostico prenatal invasivo

En la actualidad hay dos procedimientos invasivos que se utilizan de forma
rutinaria para obtener tejido fetal que son la amniocentesis y biopsia de
vellosidades coriénicas (CVS). La CVS consiste en extraer células de la placenta y
se realiza en el primer trimestre, entre las 10 a 13 semanas de gestacién mientras
gue la amniocentesis puede realizarse a partir de las 15 semanas de gestacion y
consiste en extraer una muestra de liquido amniético a través de una aguja que se
inserta en el Utero de la madre. El riesgo de aborto involuntario es del 1% debido a
la invasividad de estas pruebas (87). Para determinar la presencia de la copia
extra del cromosoma 21 en el material obtenido del feto se realiza citogenética
convencional que es considerada actualmente la prueba Gold Standard en el
diagnéstico prenatal de aneuploidias junto con algunas técnicas moleculares como
hibridacion fluorescente in situ (FISH), hibridacion gendmica comparativa (CGH),
PCR cuantitativa fluorescente y en tiempo real, andlisis cuantitativos de
polimorfismos de un solo nucleétido (Q-SNP), microarrays y ligacion multiplex —

dependiente de amplificacion de sondas (MLPA) (91).

2.8.3. Asesoria genética
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El conocimiento del riesgo genético puede influir en la atencién previa a la
concepcion, la atencién prenatal, el tipo de parto y la atencién postnatal. Hay un
namero de situaciones que pueden aumentar el riesgo genético. EI caso mas
conocido es el aumento del riesgo de SD con la edad materna. Originalmente, el
aumento del riesgo de SD constituye una indicacién para el diagnoéstico prenatal
para mujeres embarazadas en edad avanzada, pero hoy en dia, esta politica ha
sido sustituida ampliamente por la deteccibn prenatal de las mujeres
embarazadas, independientemente de su edad (92). El riesgo de recurrencia para
padres de nifios con trisomia 21 universal depende del riesgo determinado por la
edad materna, al que se suma empiricamente un 1%. Padres de nifios con
trisomia 21 por traslocaciones de novo, no tienen riesgo significativamente
aumentado de recurrencia; mientras que si el padre es portador de una
traslocacion balanceada tiene un riesgo de recurrencia de 4 al 5% y si la madre es
portadora de la misma traslocacion el riesgo de recurrencia aumenta de 10 al 15%
(93).

2.9. Manejo Clinico

El enfoque clinico se basa en la deteccion temprana de las patologias asociadas
al SD y en programas de salud preventiva que contribuyen a la mejora de la
calidad de vida conllevando a un incremento de la supervivencia de las personas
con trisomia 21 (113).

2.10. Genéticadel cromosoma 21

El cromosoma 21 es el autosoma humano mas pequefio y representa alrededor
del 1 al 1.5% del genoma humano. La secuenciacién del cromosoma 21 determino
que el brazo corto (21p) estd compuesto en gran parte por genes del RNA
ribosomal y otras secuencias repetitivas. En cambio, el brazo largo (21q) revelo la
existencia de 225 genes (127 genes conocidos y 98 nuevos genes predichos in
silico) y 59 pseudogenes; su longitud es de es 33,5 Mb y aproximadamente el 3%
de su secuencia codifica para proteinas. El tercio distal de 21q es mas rico en

genes y en GC en comparacion con los dos tercios proximales que son
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uniformemente ricos en AT y que tiene un segmento de aproximadamente 7 Mb

gue alberga siete genes (66,67,68).

Las proteinas que codifican para los genes que se encuentran en el cromosoma
21g se dividen en varias categorias funcionales incluyendo: factores de
transcripcion, reguladores y moduladores (17 genes), estructura de cromatina (4
genes) proteasas e inhibidores de proteasa (6 genes), via de la ubiquitina (4
genes), interferones y respuesta inmune (9 genes), quinasas (8 genes), de
procesamiento de ARN (5 genes), fosfatasas (2 genes), moléculas de adhesion (4
genes), canales (7 genes), receptores (5 genes), trasportadores (2 genes),
metiltransferasas (3 genes), estructurales (4 genes), dominio SH3 (3 genes),
metabolismo de un carbono (4 genes), metabolismo del oxigeno (3 genes),
metabolismo de energia (4 genes) y miscelaneos (28 genes) (Tabla 1). El 1% del
cromosoma 21q corresponde a secuencias conservadas no génicas, es decir,
secuencias que no son "funcionalmente" transcritas y no corresponde a genes que
codifican para proteinas; la conservacion significativa de estas secuencias indica

gue son funcionales, aunque su funcién es desconocida (66,67, 68).
2.10.1. Regibn critica del cromosoma 21

La identificacién y caracterizacion de los genes del cromosoma 21q permitio la
comparacion de las regiones triplicadas del 219 entre individuos con fenotipo de
SD, con lo cual se identifico una region de solapamiento comun que contiene
algunos genes candidatos que podrian explicar las patologias y muchos de los
fenotipos asociados al SD. Esta regiébn es conocida como Regién Critica del
Cromosoma 21 (DSCR) y se localiza en el extremo distal del brazo largo del
cromosoma 21 (21922). El tamafio de esta region, hasta el afio 2000, se
considero de 1,6 a 2,5 Mb, sin embargo, estudios recientes han detectado un
mayor tamafio de 4,3 a 5 Mb entre bandas 21922.13- 21922.2 del cromosoma 21
(4, 68).

La sobreexpresién de estos genes candidatos presentes en la DSCR conlleva a

una sintesis excesiva de productos de multiples de genes (efecto de la dosis
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génica sensible) y probablemente son la base de los rasgos dismorficos y la
patogénesis inmunoldgica, neuroldgica, endocrina y las alteraciones bioquimicas

que son caracteristicas del SD (69, 70).
2.10.2. Genes dosis sensible localizados en DSCR y asociados a SD

Varias investigaciones se han encaminado a la identificacion de estos genes
dosis-sensible debido a la gran importancia que ellos representan para la plena
comprension de los mecanismos moleculares que subyacen a la patologia. Esta
basqueda ha sido posible con la generacion de varios modelos de ratén teniendo
en cuenta que tienen tres cromosomas (Mmul0, Mmul6 y Mmul7) con regiones
conservadas y ortélogas al 21 humano (70,72). Las primeras cepas utilizadas
fueron la Ts65Dn y Ts1Cje; que eran animales que contenian tres copias de
duplicaciones de partes de Mmul6é con un cubrimiento de 104 y 81 genes
ortélogos respectivamente (72). Posteriormente desarrollaron otro modelo
conocido como el “raton trisomico” el cual contiene duplicaciones de Mmu10,
Mmul6 y Mmul?, lo que resulta en la trisomia para todos los 250 genes ortélogos
y es el modelo mas completo para SD disponible en la actualidad. En los ultimos
aflos crearon un nuevo modelo de raton Tcl, que lleva una copia de segregacion
libre del cromosoma 21 humano. Este cromosoma tiene varias deleciones y por lo
tanto contiene 83% de los genes del 21 humano, lo cual permite el estudio de
otros genes que no se encuentran en las regiones ortdlogas Mmul0, Mmul6 y
Mmul7 (70, 71). También se han utilizado grupos de individuos con trisomia 21
para comprender la interaccion de estos genes con SD mediante la realizacion de

estudios de protedmica, gendmica y transcriptomica (3).

Con lo anterior se han establecido los genes dosis sensible localizados en la
DSCR que se asocian a los fenotipos y patologias presentes en SD, entre los que
se encuentran el gen CBS y ademas los genes DYRK1A, RCAN1, SIM2, DSCAM,
APP, ITSN1, SYNJ, DSCR1, COL6A1, SLC19A1, MTHFR, RUNX1, ERG, ETSZ,
SOD1, ZNF295 y GART (3, 15, 68, 69, 70, 71, 73, 74, 75, 76).
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2.11. Metabolismo del folato y la homocisteina y su relacion con el SD

Es importante entender el metabolismo del acido félico y la homocisteina-
metionina debido a que la sobreexpresion del gen CBS, que se encuentra dentro
de la DSCR, expresa la enzima CBS que participa en estas vias y se ha
relacionado con hallazgos fenotipicos y patolégicos del sindrome de Down (69,
76).

2.11.1. Acido folico

2.11.1.1. Estructura quimica

El &cido félico es un miembro hidrosoluble de la familia de las vitaminas esenciales
del complejo B y se compone de un anillo de pterina unido por un puente de
metileno a un &cido p-aminobenzoico y en su extremo carboxilo se pueden unir
desde uno hasta siete residuos de glutamato. En los alimentos los folatos se
encuentran predominantemente en forma de poliglutamatos aunque también
existen mezclas de mono y poliglutamatos. EI nombre de &acido félico hace
referencia a la forma sintética y el folato es el designado a la forma natural de

esta vitamina (77, 78).
2.11.1.2. Ciclo del folato

El folato es reducido a dihidrofolato (DHF), y este a su vez se reduce a
tetrahidrofolato (THF) por la accion de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR).
El THF resultante directamente se convierte en 5,10-metilenoTHF por la accion de
la serina hidroximetiltransferasa (SHMT). SHMT es una enzima dependiente de la
vitamina B6 que utiliza serina como donante de un carbono. La conversion de
THF en 5,10-metilenTHF, via 10-formilTHF y 5,10-metenilTHF, es catalizada por la
enzima metilenotetrahidrofolato deshidrogenasa trifuncional (MTHFD1) que tiene
formiltetrahidrofolato  sintetasa,  ciclohidrolasa  meteniltetrahidrofolato vy
metilenotetrahidrofolato deshidrogenasa. ElI 10-formilTHF dona grupos de un
carbono para la biosintesis de purinas, mientras que 5,10-metilenTHF se utiliza

como un cofactor para la conversion de dUMP en dTMP. La ultima reaccion esta
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catalizada por la enzima timidilato sintasa (TYMS) y produce DHF, que requiere la
posterior reduccion de nuevo a THF por la accion de la DHFR. EI 5,10-
metilenTHF también se puede reducir a 5-metilTHF por accion de la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) dependiente de riboflavina (vitamina
B2). Intracelularmente el 5- MTHF funciona como un donante de metilos para la

remetilaciéon de homocisteina (8,78).
2.11.1.3. Absorcién y transporte del folato

La enzima folilpoli-y-glutamato carboxipeptidasa (FGCP), que estd anclada al
borde apical en el cepillo intestinal y es codificada por el gen glutamato
carboxipeptidasa Il (GCPIl) es responsable de realizar la hidrélisis de los
poliglutamatos en el intestino. Los monoglutamatos posteriormente se absorben
en la parte superior del duodeno y el yeyuno acoplados al receptor de folato de
afinidad protonica PCFT1 (8,78).

El monoglutamato 5-MTHF es la principal forma de folato que circula en el plasma
y es transportado a la célula por medio del receptor de folato a (FRa) que es una
glicoproteina glicosilfosfatidilinositol con alta afinidad al 5-MTHF y se expresa en
un numero limitado de células epiteliales, predominantemente en los tubulos
proximales del rifién, el plexo coroideo y la placenta. Los otros receptores de

folato, B y v, tienen una afinidad mucho mas baja para 5- MTHF (8, 78).

Otro transporte del 5-MTHF se produce a través del transportador de folato
reducido de expresion ubicua (RFC) cuya afinidad es considerablemente menor
que la del FRa (8,78).

2.11.1.4. Funciones del folato

El folato cumple un papel importante como donante de metilos en una gama de
procesos bioquimicos y metabdlicos, ya que interviene en la sintesis de acidos
nucleicos, el catabolismo de la histidina, la remetilacion de la homocisteina,
reacciones de metilacion (ADN, proteinas) y aporta carbonos para la formacion de
las bases purinicas y pirimidinicas (77).

38



2.11.2. Homocisteina
2.11.2.1. Estructura quimica

La homocisteina es un aminoacido azufrado que contiene un grupo tiol, no es

constituyente de la dieta y no es incorporado a las proteinas; es un producto

exclusivamente intermediario del metabolismo de la metionina (79).

2.11.2.2. Metabolismo de la Homocisteina

La homocisteina participa en dos vias metabdlicas: transulfuracion irreversible y

remetilacion (Figura 7).

La remetilacion de la homocisteina a metionina es catalizada por la metionina
sintasa (MS), enzima que une el ciclo del folato con el metabolismo de la
homocisteina y se expresa de forma ubicua en la mayoria de las células. La
MS utiliza como cofactor la cobalamina (B12) para transferir el grupo metilo del
5-MTHF a la homocisteina, resultando en la formacion de metionina. Cuando la
cobalamina se encuentra en estado oxidado o inactivo, la enzima metionina
sintasa reductasa (MTRR) reactiva la cobalamina por metilacion reductiva para
continuar el ciclo de remetilacion. La metionina se transforma en S-
adenosilmetionina (SAM), la cual dona el grupo metilo en una reaccion
catalizada por una metiltransferasa a proteinas, ADN, ARN y fosfolipidos
generando S-adenosilnomocisteina, la cual es hidrolizada en adenosina y
homocisteina (8). En el higado y riiidn la remetilacion de la homocisteina
también puede ser realizada por la betaina homocisteina metiltransferasa
(BHMT) (Figura 3) (78, 80).

En la via de transulfuracion, la homocisteina es degradada irreversiblemente a
cisteina. La transulfuracién se ve facilitada por la accion de dos enzimas
dependientes de la vitamina B6: cistationina B sintasa (CBS) y cistationina y-
liasa (CTH). CBS cataliza la condensacion de la homocisteina y serina a

cistationina y agua, posteriormente CTH cataliza la hidrdlisis de cistationina en
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cisteina y a-cetobutirato, siendo la cisteina un precursor del glutation. CBS se

expresa en el higado, los rifiones, musculo, cerebro y ovario y también durante

la embriogénesis temprana en los sistemas neuronales y cardiacos (78). CBS

puede catalizar una reaccion alternativa donde se une a cisteina en lugar de

serina, lo que resulta en la formacion de cistationina y sulfuro de Hidrogeno

(H2S) (Figura 3) (82).
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Figura 3. Ruta Bioquimica del metabolismo de la Homocisteina-Metionina. La
Homocisteina utiliza dos vias para su metabolizacion: la via de la remetilacién
(izquierda arriba) y la via de transulfuracion (izquierda abajo) (78, 80).

2.11.3.

Sindrome de Down y CBS

2.11.3.1. Estructura de la Cistationina  sintasa

El gen CBS se encuentra localizado en la DSCR del cromosoma 21 humano, en la

region 21g22.3 y codifica para la enzima CBS (Figura 4) (82). CBS es un
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homotetramero citosolico que consta de cuatro subunidades de 63 KDa y de tres
dominios funcionales: el dominio central que contiene el nucleo catalitico, que es
el responsable de la reaccion catalizada por fosfato de piridoxal, el dominio C-
terminal que contiene una region de regulacidon que es responsable de la
activacion alostérica de la enzima por SAM y el dominio N-terminal que contiene

hemo, y este regula la enzima en respuesta a condiciones redox (81).
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Figura 4. Locus del gen CBS dentro de la DSCR (73)

2.11.3.2. Sobreexpresion dela CBS en SD

Se ha descrito en individuos con SD un incremento del 157% de la actividad
enzimatica de la CBS y se ha asociado con niveles bajos de homocisteina (2,
116). También se ha observado que los niveles de CBS son aproximadamente
tres veces mayores en cerebros de pacientes con SD en comparacién con
cerebros de pacientes sanos (83). Un incremento en la via de transulfuracién
debido a la sobreexpresion de CBS indirectamente disminuye la actividad de la
MS, con lo cual se promueve la acumulaciéon de 5-MTHF que conlleva a la
formacion de una “trampa de metilo” y a su vez a una reduccion en la conversidn
de 5-MTHF a THF, el cual es importante en la sintesis de nucleétidos para la

sintesis de ADN y ARN; ademas se presenta una disminucion significativa de la
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metionina, SAM y SAH lo que sugiere una depresion general en la capacidad de
metilacion celular en los nifios con SD. Debido a la sobreexpresion de CBS se
refleja también un aumento en la produccion de adenosina, resultando en altos
niveles de acido urico (Figura 5). Lo anterior resulta en un déficit del folato

funcional secundaria a la sobreexpresion de CBSy a la trampa de folato en SD

(2).
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Figura 5. Las flechas indican las alteraciones directas e indirectas en los
metabolitos, inducidos por la sobreexpresion de CBS en las personas con SD,
modificado de (2).

También se ha demostrado que los bajos niveles de glutation debido a la
sobreexpresion de CBS vy la triplicacion de la actividad de SOD1 conllevan a un
desequilibrio en la relacion de SOD1 y glutation lo que conduce a un estrés
oxidativo debido a la acumulacion de peroxido de hidrogeno (Hz202) intracelular. La
SOD1 se encuentra en el citoplasma y sintetiza como producto final H202y oxigeno

molecular, que son convertidos por la catalasa y el glutation a agua y se encuentra
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dentro de la DSCR. El desequilibrio entre la produccion de especies reactivas y la
capacidad de desintoxicar rapidamente a la célula se ha asociado a un déficit de
memoria y aprendizaje en individuos con SD (2,76). Adicionalmente se ha
sugerido que la sobreexpresion de CBS en los cebreros con SD podria ser una
causa de la anormalidad en el desarrollo cognitivo en los nifios con SD y de

demencia en la vida adulta (82).

Por otro lado, la acumulacion de &cido Urico, es otra de las caracteristicas que se
presentan debido al exceso de produccion de adenosina secundaria a la
sobreexpresion de CBS en SD. La hiperuricemia se ha relacionado con un

aumento del estrés oxidativo en SD (2, 76, 86).

Ademas la CBS puede convertir la cisteina en sulfuro de hidrégeno, que es un
neuromodulador importante en el cerebro. La sobreexpresiéon de CBS conduce a
la produccion de niveles téxicos de H,S. Estas alteraciones metabdlicas podrian
desempeiiar un papel importante en la discapacidad cognitiva y Alzheimer en SD
(76, 83, 84).

2.12. Placenta
2.12.1. Definicién

La placenta es un érgano transitorio que permite el desarrollo del embrién y
constituye el principal medio de comunicacion entre la madre y el feto, cumpliendo
funciones de intercambio gaseoso entre oxigeno y dioxido de carbono, nutricion,

excrecion y secrecion de hormonas (7, 85, 96).
2.12.2. Desarrollo de la placenta

La formacion de la placenta inicia en el dia cinco de gestacion, en el momento en
qgue el blastocisto lleva a cabo su primera diferenciacibn en dos estructuras
celulares, la masa interna del blastocisto y el trofoectodermo. El trofoectodermo es
una capa de ceélulas epiteliales que recubre el blastocele y contribuye
exclusivamente a la formacion del trofoblasto. En el dia octavo postfertilizacion,

una vez es adherido el blastocisto al epitelio endometrial, comienza la
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diferenciacion de la decidua endometrial, la proliferacion del trofoblasto y su
divisiébn en forma gradual en dos capas, citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto (7, 85,
94, 95). Las células trofoblasticas mas cercanas al embrioblasto constituyen el
citotrofoblasto que esta compuesto por células de Langhans las cuales presentan
un solo nucleo y el trofoblasto mas externo que contacta hacia la cara materna por
fusion de células del trofoblasto subyacentes, da lugar al sincitiotrofoblasto que
esta formado por una masa protoplasmética con numerosos nucleos (7, 85, 94,
95).

Para que se produzca la implantacion, el endometrio es transformado en decidua
diferenciandose en decidua basal, capsular y parietal. La decidua basal consiste
en una capa compacta de células voluminosas con abundantes lipidos y
glucégeno, es la parte subyacente a los productos de la concepcion y forma el
componente materno de la placenta y cubre al corion frondoso, la decidua
capsular se encuentra en contacto con el corion liso y es la porcion superficial
subyacente al producto de la concepcién y la decidua parietal reviste el resto de la
pared uterina (7, 85, 94, 95).

En el dia nueve posfecundacion, el sincitiotrofoblasto forma lagunas ocupadas
inicialmente por liquido derivado de la secrecion glandular endometrial, pero que
pronto son ocupadas por sangre materna y se designan lagunas trofoblasticas, las
cuales se fusionan para constituir un espacio unico llamado espacio intervelloso, el
cual es limitado parcialmente por columnas de sincitiotrofoblasto y separa la placa
basal de la placa corionica. Después del dia doce, el citotrofoblasto prolifera
rapidamente penetrando en el interior de las columnas del sincitiotrofoblasto y en
el interior de las columnas aparece tejido conjuntivo que contiene fibroblastos,
fibras de colageno y células de Hofbauer que proceden del mesénquima externo
embrionario. Entre el dia dieciocho y veintiuno, se forman capilares sanguineos
dentro de la columna, constituyendo asi, los troncos vellositarios primarios o
vellosidades de anclaje. El citotrofoblasto de las columnas prolifera también en su
porcion basal proxima a la decidua y se extiende lateralmente formando una

envoltura continua alrededor del embrioblasto. A la vez el sincitiotrofoblasto se
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divide en dos partes; una interna y otra externa; la interna es el sincitiotrofoblasto
definitivo, que tapiza el espacio intervelloso y la externa es el sincitiotrofoblasto
periférico que presenta un proceso degenerativo y forma la capa fibrinoide de

Nitabuch, que separa al trofoblasto de tejidos maternos (7, 85, 94, 95, 96).

A partir de las vellosidades de anclaje y en la proximidad de la placa corionica o
del techo del espacio intervelloso, se originan una serie de vellosidades que
constituyen las vellosidades primarias, las cuales se dividen para originar las
vellosidades de segundo orden y esta a su vez se ramifican para formar las
vellosidades terciarias, que se dirigen a la placa basal y en su trayecto vuelven a
dividirse formando multiples ramificaciones de novo de los capilares donde se
llevara el intercambio materno fetal (Figura 6). Cada vellosidad primaria con
sus ramificaciones forma el cotiledon siendo esta la unidad béasica de
transferencia entre la sangre materna y la fetal. Los vasos sanguineos formados
en el eje de los troncos vellositarios se continian con los vasos de la placa
coriénica y del pediculo de fijacion y estos originaran al cordén umbilical. Este
sistema vascular extraembrionario al ponerse en contacto con los vasos
procedentes del embrién, hace que se establezca la comunicacion entre las dos
circulaciones (7, 85, 94, 95, 96).

Sincitiotrofoblasto Centro mesodérmico Capilar velloso

OS

OO
Vellosidad Vellosidad Vellosidad
primaria secundaria terciaria

Figura 6. Formacioén de las vellosidades primarias, secundarias y terciarias (114).

Las vellosidades del polo embrionario siguen creciendo y dilatandose, originando

asi el corion frondoso. Las vellosidades del polo anembrionario o vegetativo se
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comprimen y disminuyen en cantidad y tamafio hasta degenerarse y desaparecer
por completo originando asi el corion liso, el citotrofoblasto experimenta una
intensa involucion, dejando de ser una capa continua de células para volverse

células aisladas cada vez mas escasas (7, 85, 94, 95, 96).

Al final del primer trimestre, cuando se completa la implantacion del embrion, el
trofoblasto se diferencia aun mas, dando lugar al trofoblasto velloso y extravelloso.
El trofoblasto velloso forma las vellosidades coridnicas, que transportan
principalmente oxigeno y nutrientes entre el feto y la madre. El trofoblasto
extravelloso migra hacia la decidua y el miometrio y también penetra vasculatura
materna, por lo tanto se diferencia en trofoblasto intersticial y endovascular. El
trofoblasto intersticial invade la decidua y finalmente penetra en el miometrio para
formar lecho placentario de células gigantes y rodea las arterias espirales. El
trofoblasto endovascular invade y transforma las arterias espirales provenientes de
una division anterior de la arteria hipogastrica de la madre que emergen durante el
embarazo para crear el flujo de sangre de baja resistencia que caracteriza la
placenta (7,85).

En el tercer mes de gestacion, se forman tabiques a partir de la decidua basal, los
cuales no estan en contacto con la lamina corionica y dividen de forma incompleta
el espacio intervelloso. Estos tabiques se alzan sobre la placa basal pero no llegan
a alcanzar el techo del espacio intervelloso o placa corionica. De esta manera el
espacio intervelloso queda tabicado en su base pero no es su parte superior.
Debido a la formacion de los tabiques, la superficie materna de la placenta queda

dividida entre 15 a 20 segmentos llamados cotiledones (7, 85, 94, 95, 96).

Al final del embarazo la capa de citotrofoblasto ha desaparecido por completo y el
sincitiotrofoblasto contacta directamente con la membrana basal. Las columnas
citotrofoblasticas de la zona basal desaparecen casi por completo, quedando
convertidas en sustancia fibrinoide. El sincitiotrofoblasto periférico de la placa
basal se degenera y se transforma igualmente en material fibrinoide (7, 85, 94, 95,
96).
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2.12.3. Morfologia de la placenta
2.12.3.1. Estructura macroscoépica

La placenta tiene dos componentes: la porcién fetal, que proviene del corion
frondoso, y la porcion materna que corresponde a la decidua basal (85) y en
condiciones normales es de forma discoidea y al término de la gestacion, su
diametro es de 15 a 25 cm, su espesor es de 2 a 3 cm y presenta un peso de 500
a 600 g (7, 85, 94, 96).

Presenta dos caras, la cara materna de superficie irregular, debido a la presencia
de los cotiledones cubiertos por una delgada capa de decidua basal y separados
por surcos que se forman a partir de los tabiques deciduales. La cara fetal en
cambio es lisa y estd cubierta por amnios a través del cual se visualizan las
ramificaciones de los vasos coridnicos que convergen hacia y desde el cordén
umbilical (7, 85, 94, 96).

2.12.3.2. Estructura microscoépica

Las vellosidades coridnicas estan formadas por una capa epitelial, estroma y
capilares sanguineos, que con frecuencia se encuentran en intimo contacto con el

epitelio por lo que la placenta humana es hemocorionica (94, 96).

En el primer trimestre hay un nimero escaso de vellosidades, que presentan un
diametro relativamente grande (170 um). Su epitelio estd formado por dos capas
diferenciales el sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto. El sincitiotrofoblasto es una
masa citoplasmatica con los nudcleos repartidos de forma uniforme y con
microvellosidades de 3 um de longitud en la superficie de dichas células. En su
citoplasma se pueden ver vacuolas de contenido liquido que se forman por
pinocitosis, y todo el sincitiotrofoblasto esta delimitado por una membrana basal.
El citotrofoblasto que se encuentra por dentro de la capa de sincitiotrofoblasto esta
formado por células cubicas bien definidas con un nudcleo central redondo u
ovoideo. El estroma que estd en el centro de la vellosidad es laxo, con escasas
fibras conjuntivas y abundante sustancia fundamental de aspecto mucoide. Dentro

de la vellosidad se encuentran numerosas ceélulas redondas u ovoides que
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corresponden a las células de Hofbauer. Los vasos sanguineos se sitdan en el

centro del estroma (94, 96).

Al final de la gestacion, las vellosidades son abundantes y mas delgadas, su
diametro ha disminuido a 40 um. Solo se observan algunas células aisladas de
citotrofoblasto, el sincitiotrofoblasto se ha quedado reducido a nudos sincitiales.
Los vasos vellositarios estan en la periferia de la vellosidad, donde contactan con
el sincitiotrofoblasto y forman, en las zonas anucleadas, las membranas
vasculosincitiales, donde la sangre materna y fetal estan separadas por una capa
de sincitiotrofoblasto y el endotelio del capilar fetal con su membrana basal es mas
visible en el dltimo trimestre. Los capilares fetales estan dilatados y ocupan casi
todo el estroma (94, 96).

2.12.4. Circulacion placentaria
La circulacion materna y fetal contribuye a la circulacion placentaria.
2.12.4.1. Circulacioén fetal

La sangre fetal llega a la placenta a través del cordon umbilical, que dispone de
dos arterias que aportan sangre desoxigenada y una vena que recoge sangre rica
en oxigeno, que la incorporara al feto desde la placenta. Las arterias umbilicales
se anastomosan inmediatamente o después de entrar a la placa corionica, estos
vasos se ramifican varias veces formando redes y conjuntamente arteria y vena
atraviesan la placa corionica y se incorporan a las vellosidades corionicas, primero
en los troncos vellositarios primarios, posteriormente en los de segundo y tercer
orden, para finalmente llegar a las vellosidades terminales, donde dan lugar a una
serie de capilares. Estos capilares forman sinusoides de 40-50 um de didmetro y
ramas de lazos paralelos. La formacion de sinusoides, la longitud y disposicién de

los capilares favorecen el intercambio de sustancias entre el feto y la madre (7,96).
2.12.4.2. Circulacion materna

Hacia los dias catorce y quince de la fecundacion, las arterias espirales conectan

con el espacio intervelloso, estableciéndose la circulacion materna placentaria. En
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el primer trimestre, las arterias espirales experimentan cambios que consisten en
la sustitucion de parte de la pared de la arteria, el endotelio y el musculo, por
trofoblasto y sustancia fibrinoide, con ello hay una mayor demanda del flujo
sanguineo materno a la placenta. Entre 100 a 120 arterias espirales penetran, a
través de la placa basal y vierten su contenido en el espacio intervelloso en el
centro de los cotiledones fetales. Dicha sangre llega a las vellosidades con una
presion reducida pero suficiente para llevarla alrededor de las vellosidades. La
sangre viaja entre las vellosidades hasta alcanzar las redes capilares de los vasos
fetales, donde ocurre el intercambio a través de las membranas vasculo-sincitiales
(7,96).

2.12.5. Fisiologia de la placenta

La placenta permite el intercambio de productos metabdlicos y gaseosos entre la
madre y el feto, funciona como barrera entre la circulacion materna y la fetal,
sintetiza sustancias como colesterol, acidos grasos y glucdégeno y cumple

funciones endocrinas e inmunoldgicas (95, 97).

La placenta actla como un oOrgano endocrino ya que sintetiza diferentes
hormonas, entre las cuales se encuentran las hormonas esteroideas (17-8
estradiol, estriol y progesterona), hormonas similares a las hipofisarias
(gonadotropina coribnica humana, somatomamotrofina coriénica humana,
Hormona de crecimiento coridbnico humano y tirotropina coriénica humana) y
hormonas similares a las hipotalamicas (hormona liberadora de gonadotropina
coridnica, hormona liberadora de corticotropina corionica, hormona liberadora de
tirotropina corionica, somatostatina). Estas hormonas atraviesan la circulacion
materno-fetal y son importantes para el desarrollo fetal y el mantenimiento del
embarazo (85, 95, 96).

2.12.6. Cordén umbilical

Es un tallo cilindrico vascular de 1 a 2,5 cm de didmetro y de 30 a 60 cm de
longitud que sirve de union entre el feto y la placenta. En condiciones normales el

cordon se inserta en el centro de la placenta pero es frecuente en forma
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excéntrica. El corddn contiene una vena y dos arterias en una matriz gelatinosa
llamada gelatina de Wharton, la cual esta formada por un tejido de aspecto
mesenquimatoso rico en mucopolisacaridos (85,96).

Los tres vasos sanguineos contenidos en el cordon siguen un trayecto helicoidal a
través de la gelatina de Wharton, conformando estructuras en forma de
enrollamientos. Se han descrito un promedio de 11 enrollamientos de corddn
umbilical entre el feto y la insercidbn placentaria. La presencia de estos
enrollamientos hace que el cordén umbilical sea mas resistente a la torsién y
compresion. La triada conformada por los enrollamientos, la gelatina de Wharton y
el liquido amnidtico, son los encargados de proteger el flujo sanguineo a través del
cordon (85,96).

2.12.7. Liquido amnidtico

El liguido amnidtico desempefia un papel fundamental en el desarrollo y
crecimiento del feto. Permite el desarrollo normal de los tractos respiratorio,
gastrointestinal, urinario y del sistema musculoesquelético, a la vez que amortigua
traumas fisicos y proporciona una barrera contra la infeccion en un ambiente
termorregulado. Esta constituido por agua (98,4%), albuminas, sales, glucosa,
area, vitaminas y hormonas. En el sedimento se encuentran células epidérmicas
fetales, células del amnios y materia sebacea; también células epiteliales del tracto
respiratorio y del tracto urinario del feto. Su volumen normal oscila entre 600 ml a

800 ml y se encuentra en una constante recirculacion (98).

2.12.8. Alteraciones placentarias y Sindrome de Down

La placenta, originada de las mismas divisiones celulares que dan origen al feto,
muestra también cambios histologicos, los cuales pueden ser muy prominentes en
abortos tempranos, menores de la semana seis de gestacién. Los grandes
cambios morfolégicos en los nifios, sugieren trastornos cromosomicos y también
los cambios morfologicos en la placenta pueden sugerirlos, tales como morfologia

vellositaria hidrépica, con inclusiones de trofoblasto, cisternas y bordes circinados
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(101, 111); estos cambios pueden estar mezclados con vellosidades de tamafio
normal. Otro patrén observado es el de vellosidades avasculares con menor grado
de edema y estroma mixomatoso invadido por grandes células del trofoblasto.
Estos cambios, sin embargo, no son patognomonicos de alguna trisomia. Ambos
patrones carecen caracteristicamente de proliferacién del trofoblasto, propio de las

enfermedades trofoblasticas gestacionales como las molas (99, 111).

Por otra parte, se ha descrito que la perturbacion de las funciones del trofoblasto
puede dar lugar a una serie de resultados adversos en el embarazo, tales como
malformaciones, retraso del crecimiento fetal, aborto espontaneo y muerte fetal.
La invasion limitada del trofoblasto se ha correlacionado con preeclampsia y
restriccién del crecimiento fetal, mientras que una invasion del trofoblasto excesivo

esta asociado con mola invasiva, placenta creta y coriocarcinoma (100, 111).

Especificamente para trisomia 21, se ha visto alteracion en la disposicion del
trofoblasto, asociado con la maduracion alterada de las vellosidades; en estas
vellosidades se observa persistencia de doble capa de trofoblasto en vellosidades

gue debieran tener Unicamente una capa trofoblastica (102, 111).

Alteraciones en el corddn umbilical también pueden ser vistas en
cromosomopatias, el enrollamiento anormal se ha relacionado con varios eventos,
aunque con resultados diferentes en los estudios; algunos relacionan el
hiperenrollamiento con muerte fetal (103, 111) mientras que otros ademas de la
muerte fetal, lo relacionan significativamente con parto pretérmino, pH umbilical
arterial <7.05, anormalidades fetales cromosémicas o estructurales, trombosis de
vasos placentarios fetales, hipoxia/isquemia fetal cronica y bajo peso para la edad
gestacional (104, 111). Los cordones hipoenrollados se han asociado con tincién
de meconio, partos intervenidos, bajo APGAR, alteraciones en el pH fetal y
anormalidades cromosdmicas (103, 111). También la presencia de sélo dos vasos
en el cordon, se ha asociado con las alteraciones cromosomicas; las
malformaciones fetales mas frecuentes que se presentan junto con la arteria
umbilical Unica, son las del tracto urinario, seguidas de los trastornos

cromosomicos, y luego suelen ser vistas en nifios con restriccion del crecimiento
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intrauterino; la presencia de un solo vaso funicular se relaciona también con
aumento de la mortalidad perinatal y mayor numero de “accidentes del cordén”
(105, 106, 107, 111).

Secundario a las alteraciones del corddn, puede presentarse vasculopatia
trombdtica fetal, la cual por si misma es una causa de morbilidad fetal, poco
conocida y por ello, poco diagnosticada, relacionada con muerte neonatal y fetal y
también con pobre prondstico neuroldgico en los nifios afectados (108,111). Esta
entidad esta constituida por todas las patologias que afectan la perfusion fetal,
incluyendo las tromboembodlicas, originadas en una coagulapatia fetal y
obstrucciones del cordon umbilical. ElI patréon de las trombosis refleja la
localizacion de la obstruccién: cuando se observa en el plato corial o en las
vellosidades madre, se infiere obstruccion en el cordon. Los factores
predisponentes son los conocidos para todas las trombosis (Triada de Virchow),
como son la estasis, el dafio endotelial y la hiperviscosidad sanguinea; por ello, los
factores que reducen la velocidad del flujo sanguineo se han asociado con esta
entidad, como el hiperenrollamientos del cordén umbilical, circulares del cordén en
cuello o en otra areas del cuerpo, estrecheces en el diametro del cordon e
inserciones anormales del corddn en la placenta, como velamentosa o marginal
(109,111). Otros factores, como las condiciones uterinas también se han
implicado, tales como el oligopamnios y anormalidades anatomicas del Gtero ya que
predisponen a compresiones del corddn contra el cuerpo fetal o contra el utero
(110,111). Asi mismo la mionecrosis secundarias a la presencia de meconio,
migracion leucocitaria en corioamnionitis, dafio secundario a inflamacién crénica
en villitis (109,111) predispone a trombosis por alteracion endotelial. Condiciones
de hiperviscosidad pueden verse en diabetes materna y reacciones leucemoides
maternas (101, 111).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Comparar los niveles de expresion de la Cistationina B Sintasa y los hallazgos
histopatolégicos en placentas de recién nacidos con Sindrome de Down vy

placentas de recién nacidos sanos.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar los niveles de ARNm de la Cistationina B sintasa utilizando la

técnica de PCR en tiempo real en placentas de casos y controles.

- Determinar los niveles de proteina de la Cistationina 3 sintasa y su localizacion

por la técnica de inmunohistoquimica en placentas de casos y controles.

- Determinar los hallazgos histopatoldgicos utilizando la coloracién hematoxilina

eosina en placentas de casos y controles.

4. FORMULACION DE HIPOTESIS

Ha= Existen diferencias entre casos y controles en los niveles de expresion de
proteina y ARNm de la Cistationina  sintasa y entre los hallazgos histolégicos de

ambos grupos.

Ho= No existen diferencias entre casos y controles en los niveles de expresion de
proteina y ARNm de la Cistationina 8 sintasa ni entre los hallazgos histologicos de

ambos grupos.
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5. METODOLOGIA

5.1. Poblacion de estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles. Se recolectaron muestras de placenta
desde el 2000 al 2012 de mujeres con parto vaginal o cesarea con fetos con
diagnoéstico de Sindrome de Down y muestras de placenta con fetos sanos y
embarazo sin complicaciones como poblacion control, las cuales se encuentran
embebidas en parafina en el Departamento de Patologia del Hospital Universitario
San Ignacio. Los pacientes con SD han firmado el consentimiento informado del
ECLAMC (Estudio Colaborativo de Malformaciones Congénitas) y los pacientes
controles en el proyecto “Metabolismo de la homocisteina, su relacion con
polimorfismos de la MTRR, CBS y expresibon de genes para factores
procoagulantes, anticoagulantes vy fibrinoliticos en el tercer trimestre de
gestaciones normales” financiado por la vicerrectoria, donde expresan que las
muestras pueden ser utilizadas: “En estudios de investigacion especificos para
la(s) entidad(es), objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve
en anonimato los datos de identificacién”. El tamafio total de la muestra fue de 22

placentas, de los cuales 6 corresponden a los casos y 16 a los controles.

5.1.1. Criterios de seleccién de las muestras
5.1.1.1. Criterios de inclusién

5.1.1.1.1. Criterios de inclusiéon (Casos)

Muestras de placentas embebidas en parafina de recién nacidos con diagnostico

clinico de Sindrome de Down y por pruebas citogenéticas o moleculares.
5.1.1.1.2. Criterios de inclusiéon (Controles)

Muestras de placentas embebidas en parafina provenientes de nifios vivos no

malformados y productos de embarazos sin complicaciones

5.1.1.2. Criterios de exclusion

5.1.1.2.1. Criterios de exclusion (Casos)
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Muestras de placentas embebidas en parafina de individuos con Sindrome de
Down cuyo embarazo haya cursado con patologias que puedan afectar la funcion
e histologia placentaria (preeclampsia, diabetes, sindrome antifosfolipido,

trombofilias, etc.).

Muestras de placenta de individuos con trisomia 21 y que no tengan

consentimiento informado.
5.1.1.2.2. Criterios de exclusion (Controles)

Muestras de placentas embebidas en parafina de individuos sanos cuyo embarazo
haya cursado con patologias que puedan afectar la funcion e histologia placentaria

(preeclampsia, diabetes, sindrome antifosfolipido, trombofilias, etc.).

5.1.2. Variables
5.1.2.1. Variables independientes cualitativas

- Proteina Cistationina B sintasa

5.1.2.2. Variables independiente cuantitativas

- ARNm Cistationina B sintasa

5.2. Obtencidén y recoleccion de las muestras

Se realiz6 una busqueda en la base de datos del ECLAMC (Estudio Colaborativo
de Malformaciones Congénitas) entre los afios 2000 al 2012. A partir de los datos
se recolectaron los bloques de placentas embebidas en parafina de los nifios con
Sindrome de Down del archivo del Departamento de Patologia del Hospital
Universitario San Ignacio. Otro grupo fue tomado de la base de datos de patologia
perinatal del mismo departamento de Patologia, cuya autopsia perinatal tenia
diagnostico sospechoso de trastorno cromosOmico. Las muestras de placentas
embebidas en parafina de los controles se tomaron del proyecto “Metabolismo de
la homocisteina, su relacion con polimorfismos de la MTRR, CBS y expresion de
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genes para factores procoagulantes, anticoagulantes y fibrinoliticos en el tercer

trimestre de gestaciones normales”.

5.3. Extraccion de ARN a partir de placentas embebidas en parafina

La extraccion de ARN a partir de dos cortes de 10 um obtenidos de los bloques de
placentas embebidas en parafina de los casos y controles del estudio, fue
realizado siguiendo el protocolo estandarizado del Laboratorio de Diagndstico
Molecular del Instituto de Genética Humana de la Pontificia Universidad Javeriana
(Anexo No 1).

5.4. Cuantificacién de ARN

La cuantificacion del ARN obtenido de la extraccion de las muestras de placentas
embebidas en parafina se realizo mediante espectrofotometria, en el equipo
Nanodrop, utilizando 1 ul de cada muestra. Para calcular la concentracién en ng/pl
del ARN contenido en cada muestra se utilizaron dos absorbancias a 260 y 280
nm y para obtener el valor de la pureza con respecto a las proteinas presentes se
utilizo la relacion 260/280, teniendo en cuenta que la pureza optima oscila entre
1.8y2.2.

5.5. Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

La PCR en tiempo real es una técnica que combina la amplificacion y
cuantificacion en un solo paso, esto es posible debido a que utiliza fluorocromos.
La intensidad de fluorescencia producida por la sonda es directamente
proporcional a la concentracion del producto de PCR generado. Las reacciones se
caracterizan por un punto en el tiempo (o ciclo de la PCR en tiempo real) donde se
detecta por primera vez la amplificacion de la diana; este valor es conocido como
el ciclo umbral (C; que hace referencia al tiempo en el que la intensidad de
fluorescencia es mayor que la fluorescencia del ruido de fondo. En consecuencia,

cuanto mayor sea la cantidad de ADN diana en el material de partida, aparecera
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un aumento mas rapido de la sefal fluorescente produciendo asi un Ct mas bajo
(112).

Para la amplificacion y cuantificacion de los fragmentos de ARNm por PCR en
tiempo real tanto para el gen CBS como para los genes house keeping (18-S y
GAPDH), fueron disefiados y sintetizados los primers y sondas tagman especificas
para cada gen por la casa comercial Roche- Molbiol (Tabla 2), se realizo la
estandarizacion de la técnica PCR en tiempo real y la reaccién se llevo a cabo con
un volumen final de 20 ul contenido en cada capilar, utilizando como control
negativo agua destilada estéril (Anexo No 2). Se utilizo el equipo LightCycler 1.5®
(Roche) para la PCR en tiempo real teniendo en cuenta los protocolos
estandarizados para la amplificacion de cada par de primers, los cuales se

muestran en el capitulo de resultados.

5.6. Curvas de calibraciéon

Para el disefio de la curva estandar se realizo una PCR convencional previamente
estandarizada para los genes CBS, 18S y GAPDH a partir del ADN extraido de
una placenta fresca del archivo del Laboratorio de diagnostico molecular del
Instituto de Genética Humana y luego los productos obtenidos de cada gen se
reamplificaron por PCR convencional y se realizo una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio de 5 ul de cada producto, las bandas
se visualizaron con una lampara de luz UV y se compararon con un patron de
peso molecular (Anexo No 3). Se llevo a cabo una purificacion a los productos
reamplificados de CBS, 18-S y GAPDH utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Anexo No 4). Se calculdé la concentracion de ADN de los
reamplificados CBS, 18S y GAPDH en el nanodrop y a partir de esta
concentracion se obtuvo el niumero total de copias por uL en cada reamplificado
utilizando el programa DNA Copy Calculator de Illumina. Conociendo el numero
total de copias de cada reamplificado se realizaron cinco diluciones seriadas en

logaritmo base 10 con un rango de 1x10° a 1x10' copias/ml. Las diluciones
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obtenidas de cada gen se sometieron a PCR en tiempo real por duplicado en el
equipo LightCycler® obteniendo asi, los puntos de la curva a partir de los Ct de las
diluciones, el célculo de la eficiencia y el error. Teniendo la curva estandar de cada
gen, se extrapolaron los valores obtenidos de las muestras del estudio para

determinar la concentracion total de ARNm para los genes CBS, 18-S y GAPDH.

Gen Tipo de Secuencia primer (5’ - 3’) Secuencia sonda Tamarfo
Primer Tagman del
fragmento
CBS | Forward | 5GACACCACCGCTGATGAG3’ 5 6FAM- | 107 pb
CACTGAAGCCACCAG
Reverse | 5TTCAGCTTCCTGGCAATGY CATGTCCAG- BBQ
18S Forward | 5’ ACGGACCAGAGCGAAAGCAT3’ | 5'- 6FAM- | 145 pb
ATCGCCGGTCGGCA
Reverse | 5GCGGGTCATGGGAATAACG3 | TCGTTTATGG - BBQ
GAPDH | Forward | 5TTGACCTCAACTACATGGTTT | 6FAM- 118 pb
3 CAAGCTTCCCGTTC
TCAGCCT -BBQ
Reverse | 5GAAGATGGTGATGGGATTTC3’

Tabla 2. Descripcién de las sondas y primers utilizados para la PCR en tiempo
real de los genes CBS, GAPDH y 18-S

5.7. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un procedimiento histopatolégico que detecta la
presencia de un péptido o proteina en una muestra de tejido, utilizando un

anticuerpo (monoclonal o policlonal, IgG o IgM) especifico contra él.

Para la deteccion de la expresion de la proteina CBS y su localizacién en
placentas embebidas en parafina se realizé la estandarizacion de la tincion
inmunohistoquimica en el departamento de patologia del Hospital Universitario
San Ignacio (Anexo 5), utilizando una dilucion de 1:50 del anticuerpo monoclonal

de ratdén producido contra CBS recombinante de origen humano (CBS (15X): sc -
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100519) proveniente de la casa comercial SantaCruz Biotechnology Inc., como
control positivo se utilizo un tejido de hepatocarcinoma humano embebido en
parafina del archivo del departamento de patologia del Hospital Universitario San
Ignacio. La inmunotincion fue evaluada por un Unico patologo cegado para todos
los datos clinicos, quien reviso todas las muestras histologicas, la intensidad de la
tincién se gradué como Ausente, Leve, Moderada o Intensa y la extensibn como
Ausente, focal o difusa. La marcacion se evalud en el citoplasma del
sincitiotrofoblasto. Para la evaluacion de la expresion de la proteina se observaron

10 campos de alto poder de cada placenta mediante microscopia oOptica.
5.8. Hematoxilina eosina

Para la deteccién de los hallazgos histopatolégicos los tejidos de las placentas
embebidas en parafina fueron coloreadas con Hematoxilina eosina y fueron
evaluadas por un unico patélogo perinatal cegado para todos los datos clinicos; se
observaron todos los segmentos, que incluian tres cortes del plato basal, un corte
de membranas y dos cortes de cordon. Los parametros microscopicos evaluados
fueron: tamafio de las vellosidades, presencia de bordes vellositarios circinados,
hiperplasia del sincitiotrofoblasto, presencia de citotrofoblasto excesivo, cisternas,
inclusiones de trofoblasto y trofoblasto extravelloso, obstruccién de la circulacién
fetal y arteriopatia decidual (Anexo No 6).

5.9. Manejo estadistico de los datos

Las diferencias en los niveles de ARNm de CBS fueron evaluados por medio de la
prueba estadistica no paramétrica Mann- Whitney en el programa estadistico Stata
9.1 y el software GraphPad Prism 4. Los niveles de proteina por medio de la
prueba de X’y test exacto de Fisher de acuerdo a una escala de intensidad de la
expresion (83) utilizando Epidat, Stata 9.1 y GraphPad Prism 4. Para los hallazgos
histopatolégicos se compararon variables dicétomicas con prueba binomial exacta
en Stata 9.1 con un nivel de confianza del 95%. Se consideraron diferencias

estadisticamente significativas cuando el valor de p era inferior a 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion de la poblacion

En el estudio fueron incluidos un total de 10 casos y 16 controles, todos
confirmados por clinica y por determinacion de la trisomia 21 mediante cariotipo o
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa fluorescente (QF —PCR) en ADN
extraido de placentas embebidas en parafina (Figura 7), de los cuales se
excluyeron 4 casos debido a que presentaron algun criterio de exclusion. El total
de las placentas embebidas en parafina fueron recolectadas del departamento de
Patologia del Hospital Universitario San Ignacio. En la tabla 3 se muestran las
caracteristicas demograficas de la poblacién. Las variables edad materna y sexo
del recién nacido no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos. Las variables edad gestacional del recién nacido, peso del recién
nacido y peso de la placenta presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p= 0,0022, p= 0,0004 y p= 0,0077 respectivamente) entre casos y

controles.

[There are no contrals in this selection

TH(21)isa T21) Cramesema 21 FRC]

Figura 7. Se observa amplificacién en el marcador D21S1435 de tres picos en
proporcion 1:1:1 por lo cual sugiere una trisomia en el cromosoma 21 (QF-PCR).
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CASOS (n=6) CONTROLES (n=16) P
Mediana Mediana
(Min — Max) (Min — Max)

Edad materna (afios) 27,5 29,5 0,5789*

(22 — 38) 22 -38
Edad gestacional 35 38
(semanas) (16 — 38) 37-39 0,0022*
Peso del recién 1762,5 2767,5
nacido/feto (gramos) (101,2 — 2360) 2470 -3460 0,0004*
Peso de la placenta 249,5 450
(gramos) (79 — 429) 350 - 677 0,0077*
Sexo
F 5 (83%) 12 (75%) 1,0000**
M 1(17%) 4 (25%)

Tabla 3. Caracteristicas demogréficas de la poblacion
Prueba de Mann — Whithney *

Prueba binomial exacta **

6.2. PCRen tiempo real

6.2.1. Estandarizacion de las condiciones de la PCR tiempo real

El proceso de estandarizacion de las condiciones de la PCR en tiempo real en el

laboratorio se realizo para los tres genes analizados CBS, 18-S y GAPDH. Se

realizo gradiente de temperatura con diferentes concentraciones de primers para

evaluar las mejores condiciones para obtener un amplicon Unico y con buena

sefal. Ademas se realizo una electroforesis para asegurarse que el tamafio del

amplicon coincidiera con el disefiado por Roche — Molbiol. Las condiciones de la

PCR se muestran en la tabla 4.
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Gen

Concentracion de

Temperatura de

primers anillamiento
CBS 0,5 My 60°C
18S 0,5 uM 60°C
GAPDH 0,5uM 58°C

Tabla 4. Condiciones estandarizadas de la PCR en tiempo real para cada gen.

6.2.2. Cistationina B Sintasa (CBS)

Se realizo la amplificaciéon por tiempo real de un fragmento del gen CBS (Figura 8)

a partir del ARN extraido de las placentas embebidas en parafina de los casos y

controles teniendo en cuenta el protocolo estandarizado en el laboratorio (Tabla

5), obteniéndose un fragmento de 107 pb el cual se evidencié en un gel de

poliacrilamida al 12% tefiido con bromuro de etidio (Figura 9).

Programa Ciclos Modo de analisis
Transcripcion reversa 1
Denaturacion 1
Amplificacion 45 Cuantificacién
Enfriamiento 1

Programa Temperatura °C | Tiempo | Tasa de rampa | Adquisicion
Transcripcion 63 3 min 20°C/s Ninguna
reversa
Denaturacion 95 30 seg 20°C/s Ninguna
Amplificacion 95 10 seg 20°C/s Ninguna

60 1 min 20°C/s Ninguna
72 1 seg 20°C/s Una
Enfriamiento 40 10 seg 20°C/s Ninguna

Tabla 5. Condiciones de Amplificacion de CBS.
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Curvas de Amplificacion
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Figura 8. Amplificacion de CBS por PCR en tiempo real. En la figura se observa
Amplificacién de una muestra (rosado) y un control negativo (morado).

200 pp —>

<—107 pb
100 pp —>»

Figura 9. Amplificacion de CBS por PCR en tiempo real visualizado en gel de
poliacrilamida al 12%. En la figura se observa la amplificacion de dos muestras.
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6.2.3. 18S ribosomal (18S)

Se realizo la amplificacion por tiempo real de un fragmento del gen 18S (Figura
10) como housekeeping para normalizar los resultados de CBS teniendo en
cuenta el protocolo estandarizado en el laboratorio (Tabla 6), obteniéndose un
fragmento de 145 pb el cual se evidencio en un gel de poliacrilamida al 12% tefido
con bromuro de etidio (Figura 11).

Programa Ciclos Modo de analisis
Transcripcion reversa 1
Denaturacion 1
Amplificacion 45 Cuantificacion
Enfriamiento 1
Programa Temperatura °C | Tiempo | Tasa de rampa | Adquicision
Transcripcion 63 3 min 20°Cl/s Ninguna
reversa
Denaturacion 95 30 seg 20°C/s Ninguna
Amplificacion 95 10 seg 20°C/s Ninguna
60 1 min 20°C/s Ninguna
72 1 seg 20°Cl/s Una
Enfriamiento 40 10 seg 20°C/s Ninguna

Tabla 6. Condiciones de Amplificacion de 18S.
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Curvas de Amplificacion
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Figura 10. Amplificaciéon de 18S por PCR en tiempo real. En la figura se observa
Amplificacién de una muestra (rosado) y un control negativo (negro).

200 pb —>
<— 145pb

100 pp —>

Figura 11. Amplificacion de 18S por PCR en tiempo real visualizado en gel de
poliacrilamida al 12%. En la figura se observa la amplificacion de dos muestras.

6.2.4. Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

Se realizo la amplificacion por tiempo real de un fragmento del gen GAPDH

(Figura 12) como housekeeping para normalizar los resultados de CBS teniendo
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en cuenta el protocolo estandarizado en el laboratorio (Tabla 7), obteniéndose un

fragmento de 118 pb el cual se evidencio en un gel de poliacrilamida al 12% tefido

con bromuro de etidio (Figura 13).

Fluorescencia (530)

03
025

02
015

01

0,05

Curvas de Amplificacion

2 4 6 8 10121416 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Ciclos

Figura 12. Amplificacion de GAPDH por PCR en tiempo real. En la figura se
observa Amplificacién de una muestra (verde) y un control negativo (azul).

Programa Ciclos Modo de analisis
Transcripcion reversa 1
Denaturacion 1
Amplificacion 45 Cuantificacion
Enfriamiento 1

Programa Temperatura °C | Tiempo | Tasa de rampa | Adquicision
Transcripcién 63 3 min 20°C/s Ninguna
reversa
Denaturacion 95 30 seg 20°C/s Ninguna
Amplificacion 95 10 seg 20°C/s Ninguna

58 1 min 20°C/s Ninguna
72 1 seg 20°C/s Una
Enfriamiento 40 10 seg 20°C/s Ninguna

Tabla 7. Condiciones de Amplificacion de GAPDH.
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200 pb

118 pb —>|

100 pb

Figura 13. Amplificacion de GAPDH por PCR en tiempo real visualizado en gel de
poliacrilamida al 12%. En la figura se observa la amplificacion de dos muestras.

6.2.5. Curvas de calibracién

Las curvas de calibracion para los genes a evaluar se realizaron a partir de ADN
de placenta fresca, el cual fue amplificado y reamplificado por PCR convencional,
observado en gel de agarosa al 1%, purificado, cuantificado por
espectrofotometria y se obtuvo la concentracion de copias/yL de cada transcrito
de acuerdo a los calculos de lllumina los cuales se basan en lo reportado por
Overbergh et al. (115) el cual propuso que con el peso molecular del fragmento de

ADN es posible calcular el nUmero de copias asi:
Hg/pmol= Tamafio en pb del DNA ds x 649 g/mol x 10™* mol/pmol x 10° pg/g)

Copias = (ng/pl de DNA / pg/pmol) x 10™*? mol/pmol x 10° mg/g x numero de
Avogadro

Donde pb= pares de bases, ds= doble cadena, nt= nucleétidos. El promedio del
peso de un par de base es 649 g/mol. El nimero de Avogadro es 6.022 x 10%

copias/mol.
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En la Tabla 8 se observan los valores de eficiencia, porcentaje de eficiencia y
coeficiente de correlacidén de las curvas de calibracion para los genes CBS, 18Sy
GAPDH. La curva de calibracion para los tres genes se realizo a partir de cinco

diluciones seriadas con un rango de 1x10° a 1x10* copias/ml.

Gen Eficiencia % Eficiencia P

CBS 2,13 113% 0,0283

18S 1,90 90% 0,0395
GAPDH 2,22 122% 0,0006

Tabla 8. Valores de las curvas de calibraciéon de los genes CBS, 18S y GAPDH

6.2.6. Resultados de la cuantificacion absoluta de ARNm del gen CBS en
muestras de placentas embebidas en parafina

Se logro amplificar ARNm en el 100% de los casos y controles. La cuantificacion
absoluta se realizo en el software LightCycler 1.5 con respecto a la curva
estandar. Para el estudio del gen CBS se hicieron analisis de la expresion
absoluta con respecto a la curva estandar normalizando con los genes 18S y
GAPDH. La normalizacion con los genes housekeeping 18S y GAPDH se llevo a

cabo de la siguiente manera:

copias/ug gen Blanco

Normalizaciéon =
copias/ug gen Housekeeping

Posteriormente se establecid6 cuantas veces se encontraba aumentada o
disminuida la expresion en los casos con respecto a los controles de la siguiente

manera:

Mediana expresion en casos

Tasa de expresion =
Mediana expresion en controles
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Para llevar a cabo los ensayos de expresion de CBS, 18S y GAPDH se utilizaron
como control positivo un ARN extraido de una muestra de placenta fresca que

siempre amplifico y como control negativo agua que no presento amplificacion.

6.2.6.1. Genes housekeeping

Para corroborar la utilidad de los genes 18S y GAPDH como housekeeping se
analizo si existian diferencias en la expresion entre casos y controles. Los
resultados arrojaron que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre los casos y controles tanto en 18S (p= 0,0653) como en GAPDH (p=0,3020)
por lo tanto fueron utilizados como housekeeping en este estudio.

6.2.6.2. CBS

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles
normalizando con 18S (p= 0,0465) y una expresiébn aumentada de CBS en los
casos de 871 veces con respecto a los controles. Normalizando con GAPDH no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles (p=
0,658) pero si un ligero aumento en la expresion de CBS en los casos 1,12 con
respecto a los controles. En la figura 14 se muestran los resultados de la
cuantificacion de CBS normalizando con 18S y en la figura 15 resultados de la
cuantificacion de CBS normalizando con GAPDH. En la tabla 9 se muestran los
resultados de la cuantificacion de CBS.

Se realizo factor de normalizacién calculando la media geométrica entre los dos
genes housekeeping y luego normalizando CBS con la media geométrica
obtenida de GAPDH y 18S, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas (p= 0,210) pero si un ligero aumento en la expresion de CBS en los

casos de 19,5 veces con respecto a los controles.
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CBS/18S

CBS/GAPDH

Controles
Mediana

Rango Min — Max

Casos

Mediana

Rango Min — Max
Tasa de expresién
casos/controles

P

2,94x10°
7,55x10° — 1006,8

0,0256
4,87x10- 488
871

0,0465

68,80
2,90x10° - 98662207,3

77,01
1,2556 — 27222,22
1,12

0,658

Tabla 9. Valores normalizados con 18S y GAPDH de los niveles de ARNm de
CBS en placentas embebidas en parafina.

Niveles relativos de ARNmM de CBS
respecto a 18S

1200
8001 mE
400

0.07
| .
0.01

0.017

0.0

p=0,0465

Figura 14. Cuantificacién de los niveles de ARNm de CBS normalizando con 18S
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Figura 15. Cuantificaciéon de los niveles de ARNm de CBS normalizando con
GAPDH

6.3. Inmunohistoquimica

Para llevar a cabo la deteccidon de los niveles de expresion de la proteina CBS y
su localizacion en placentas embebidas en parafina se realizo inmunohistoquimica
utilizando el kit comercial ImmunoCruz™ y un anticuerpo monoclonal de raton
producido contra CBS recombinante de origen humano en dilucion 1:50
proveniente de la casa comercial SantaCruz Biotechnology Inc.. Se utilizo como
control positivo un tejido de hepatocarcinoma humano embebido en parafina
(Figura 16). Tanto la localizacion como los niveles de expresion de CBS fueron
evaluadas por unico patologo cegado.

En el 100% de los casos y controles se observo la localizacion de CBS a nivel

citoplasmatico del sincitiotrofoblasto (Figura 17).
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Para la evaluacion de la expresién de la proteina se observaron 10 campos por
placenta mediante microscopia Optica y la inmunoreaccion se clasifico en intensa
(Figura 18), moderada (Figura 19) y leve (Figura 20) segun su nivel de tincion. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,009) entre casos y
controles. En la tabla 10 y en la figura 21 se muestran los resultados de la

inmunohistoquimica.

Figura 16. Control positivo hepatocarcinoma. Se observa marcacion intensa de
CBS en color café. 16X

Figura 17. Localizacion citoplasmatica de CBS en placentas. 40X
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Figura 18. Marcacion intensa de la proteina CBS en placenta. 40X

Figura 19. Marcacion moderada de la proteina CBS en placenta. 16X
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Figura 20. Marcacion leve de la proteina CBS en placenta. 40X

Niveles de expresion de la proteina CBS %
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Figura 21. Niveles de expresion de la proteina CBS (%) en placentas embebidas

en parafina
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INTENSA MODERADA LEVE p

Casos 16,67% 50,00% 33%
0,009

Controles 0% 6,25% 93,75%

Tabla 10. Niveles de expresién de la proteina CBS en placentas embebidas en
parafina

6.4. Hematoxilina eosina

Para la evaluacion de los hallazgos histopatolégicos los tejidos de placenta
embebidos en parafina se tifieron con hematoxilina eosina y un patologo fetal
realizé la observacién de todos los segmentos, que incluian tres cortes del plato
basal, un corte de membranas y dos cortes de cordén. Los pardmetros
microscopicos evaluados fueron: tamafio de las vellosidades, presencia de bordes
vellositarios circinados, hiperplasia del sincitiotrofoblasto, presencia de
citotrofoblasto excesivo, cisternas, inclusiones de trofoblasto y trofoblasto
extravelloso, obstruccion de la circulacion fetal y arteriopatia decidual. El patélogo
fue cegado al diagnostico fetal y a los resultados moleculares para la evaluacion

histopatologica.

En la tabla 11 y en las figuras 22, 23, 24 y 25 se muestran los hallazgos
microscopicos en la evaluacion histopatolégica de las placentas. Las variables
tamafio de las vellosidades, presencia de bordes vellositarios circinados e
inclusiones de trofoblasto presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,0171, p=0,0007 y p= 0,0037 respectivamente) entre casos y controles. Las
variables hiperplasia del sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto excesivo, presencia de
cisternas, presencia de trofoblasto extravelloso, obstruccion de la circulacion fetal
y arteriopatia decidual no presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos. En las figuras 26, 27 y 28 se observa una placenta de 21

semanas de gestacion como control normal.
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HALLAZGO CASOS CONTROLES P
n (%) n (%)

Tamarnio de las vellosidades
Normales 2(33,3%) 14 (87,5%)
Grandes 2 (33,3%) 0 (0%) 0,0171*
Pequefias 2 (33,3%) 2(12,5%)
Bordes vellositarios circinados 6 (100%) 0 (0%) 0,0007**
Hiperplasia del sincitiotrofoblasto 4 (67%) 14 (88%) 0,1665**
Citotrofoblasto excesivo 1(0,16%) 0 (0%) 0,3101**
Presencia de cisternas 1(0,16%) 0 (0%) 0,3101**
Inclusiones de trofoblasto 3 (50%) 0 (0%) 0,0037**
Presencia de trofoblasto extravelloso 0 (0,0%) 9 (56%) 0,0935**
Obstruccion de la circulacion fetal 3 (50%) 8 (50%) 1,0000**
Estasis leucocitaria 3 (100%) 3 (37,5%)
Caojinete 0 (0%) 4 (50%) 0,1793*
Recanalizacion 0 (0%) 1 (12,5%)
Arteriopatia decidual 0 (0%) 4 (25%) 1,0000**

Tabla 11. Hallazgos microscopicos

placentas

Prueba de chi cuadrado *
Prueba exacta binomial **

en la evaluacion histopatolégica de las

76



Figura 22. Aspecto general de la placenta con trastorno cromosémico. Edema de
vellosidades, bordes vellositarios irregulares (circinados), en el centro, inclusion de
trofoblasto y cisterna. Hematoxilina-Eosina 4X

Figura 23. Vellosidad de bordes irregulares. Hematoxilina-Eosina 16X
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Figura 25. Inclusion de trofoblasto. Hematoxilina-Eosina 40X
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Figura 26. Control normal placenta de 21 semanas de gestacion. Hematoxilina
eosina 4x

Figura 27. Control normal placenta de 21 semanas de gestacion. Hematoxilina
eosina 10x.

79



Figura 28. Control normal placenta de 21 semanas de gestacion. Hematoxilina
eosina 40x.
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7. DISCUSION

En este estudio se encontraron aumentados los niveles relativos ARNm del gen
CBS respecto a 18S (p= 0,0465) y los niveles de expresién de la proteina (p=
0,009) en placentas provenientes de pacientes con sindrome de Down, con

diferencias estadisticamente significativas.

Se observo un aumento significativo de 871 veces de los niveles de ARNm de
CBS normalizando con 18S en placentas con SD. Sin embargo se encontrd solo
un ligero aumento de 1,12 veces de los niveles de ARNm de CBS relativos a
GAPDH. Respecto a la expresiéon de GAPDH, Meller et al., evidenciaron que los
niveles de expresion de GAPDH son inestables durante el embarazo, debido a que
la placenta es un tejido en desarrollo y se somete a diversos cambios en el
sistema endocrino e inmune, lo cuales estan mediados por cambios en los niveles
de expresidon génica (118). Patel, et al., observaron que la expresion de GAPDH
se ve afectada por la edad gestacional y la hipoxia de la placenta. Encontraron
gue el nivel de expresion varié considerablemente entre muestras individuales y la
expresion de GAPDH en placentas de primer trimestre fue 16 veces mayor con
respecto a las de tercer trimestre (119). Sin embargo en el 2008 Murthi et al.,
mostraron que GAPDH es un gen de expresion estable tanto en la decidua como
en las vellosidades placentarias (120). Por otro lado, Patel, et al., estudiaron los
niveles de expresion génica utilizando a 18S como gen housekeeping en
placentas obtenidas a partir de embarazos normales demostrando que los niveles
de 18S son constantes durante la gestacion y su expresion no varia entre
individuos (119). Murthi, et al., evaluaron al gen 18S para ser utilizado como
housekeeping en estudios de expresion génica en tejidos de placenta
provenientes de embarazos que cursaron con restriccion de crecimiento
intrauterino, encontrando que 18S se expresa de manera estable en placentas y
su expresion no se ve afectada por complicaciones de la gestacion (120). En el
2013, Arenas, et al., evaluaron la expresion de 18S en placenta y miometrio

sometidos a tratamientos con mitdégenos, encontrando que el gen 18S se mantiene
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estable aun en condiciones experimentales (127). Por lo tanto los resultados
obtenidos en el presente estudio muestran que 18S es un housekeeping de
eleccion para placentas.

Empleando el factor de normalizacion entre los dos genes housekeeping no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p= 0,210), lo cual puede ser

atribuido a la expresion inestable de GAPDH.

La localizacion de CBS se evidencio que en el 100% de los casos y controles se
encuentra a nivel citoplasmatico del sincitiotrofoblasto, lo cual es consistente con
lo reportado por Ichinohe, et al., quienes encontraron localizacion citoplasmatica
de CBS en astrocitos de cerebros provenientes de pacientes con y sin SD (83). En
un estudio reportado en el 2013 por Yamamoto, et al., identificaron que la enzima

CBS se expresa en el citoplasma de los tabulos proximales del rifion (128).

En cuanto a los niveles de expresion de la proteina se encontrd que en el 50% de
los casos los niveles de expresion fueron de marcacion moderada con respecto a
los controles que el 93,75% revelaron una expresion leve de CBS con diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,009). La marcacién leve de los controles es
consistente con lo reportado por Solanky et al., quienes estudiaron la expresion en
placentas de varios genes que codifican para enzimas, transportadores y
receptores que participan en el metabolismo del folato y la homocisteina-
metionina, encontrando cambios que indican favorecimiento de la activacién de las
vias del folato y remetilacion de la homocisteina con expresion minima del gen
CBS, ademas detectaron que la expresion de CBS es constante en placentas
tanto de primer trimestre como a término (8). Ichinohe, et al., encontraron una
mayor expresion de la proteina CBS en astrocitos de cerebros de pacientes con

SD en comparacion con los de los individuos normales de la misma edad (83).
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CASOS CONTROLES P TECNICA REFERENCA
Proteina 15 10 S Ensayo enzimatico Chadefaux, et
al.
ARNmM 19 44 S RT-PCR Taub, et al.
Linea Linea celular
ARNmM celular SD sin SD S RT-PCR Ge, et al.
(CMK) (CMS) Western blot
Western blot Ichinohe, et
Proteina 18 20 S  Inmunohistoquimica al.
Proteina 8 7 NS MALDI —MS Shin, et al.

Tabla 12. Estudios que han reportado medicién de CBS.
NS: No significativo
S: Significativo

P: <0,05

En la bibliografia disponible existen muy pocos estudios sobre los niveles de

expresion de proteina y actividad enzimatica de la CBS en SD. Chadefaux, et

al., demostraron un incremento del 157% de la actividad enzimatica de CBS en

fibroblastos de pacientes con trisomia 21 (116). Taub, et al., reportaron un

aumento de los niveles de transcripcion de CBS medidos por RT-PCR (reacciéon

en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa) de 12 veces mayor en

mieloblastos con SD con respecto a los mieloblastos sin SD, mostrando

diferencias estadisticamente significativas (124). Ichinohe, et al., encontraron un

aumento de CBS a nivel de proteina utilizando western blot e inmunohistoquimica

en cerebros de individuos con SD de aproximadamente tres veces mayor con
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respecto a los individuos normales (83). Ge, et al., analizaron la regulacion de la
transcripcion de CBS en dos lineas celulares de mieloblastos, una con SD (AMK)
y otra sin SD (AMS) usando RT-PCR y western blot encontrando 40 veces mas
transcritos de CBS en AMK (5). Sin embargo en el 2005 Shin, et al., midieron la
expresion de la proteina CBS utilizando espectrometria de masas MALDI (MALDI-
MS) en cerebros de fetos con SD encontrando niveles comparables de la proteina
entre casos y controles (117). En la tabla 13 se muestra los estudios donde se han
realizado mediciones de CBS. Los resultados del presente estudio muestran que
los niveles de ARNm de CBS se expresan 871 veces mas en placentas

provenientes de pacientes con SD que en los controles.

En cuanto a los hallazgos histopatologicos evidenciados en placentas con SD
fueron presencia de bordes circinados (p= 0,0007) e inclusiones de trofoblasto (p=
0,0037) con diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Kraus, et al., quienes sugieren que algunos
cambios morfoldgicos en la placenta como contorno vellositario irregular (bordes
circinados), grandes e irregulares espacios vasculares estromales y presencia de
invaginaciones del trofoblasto intermedio pueden estar asociados a
cromosomopatias (99, 111). Stocker, et al., identifico alteraciones placentarias
relacionadas con trastornos cromosomicos, tales como la morfologia vellositaria
hidropica, inclusiones de trofoblasto, cisternas y bordes circinados (101, 111).
Ovalle et al., describieron hallazgos placentarios sugerentes de defectos
cromosomicos entre las cuales se encuentran vellosidades que pueden ser
normales o inmaduras para la gestaciéon, inclusiones del trofoblasto, estroma
inmaduro, trofoblasto hipoplasico, edema vellositario, fibrosis vellositaria o
calcificaciones (125). Sin embargo en los resultados del presente estudio no se
encontré presencia de citotrofoblasto excesivo, presencia de cisternas ni
hiperplasia de sincitiotrofoblasto lo cual es discrepante con lo reportado por
Malassine, et al., quienes identificaron que especificamente para trisomia 21, hay
alteracion en la disposicion del trofoblasto, asociado con la maduracion alterada

de las vellosidades observandose persistencia de doble capa de trofoblasto en
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vellosidades que debieran tener Unicamente una capa trofoblastica (102,111).
Aunque se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en la variable
alteracion del tamafio de las vellosidades (p= 0,0171), no pudo tenerse en cuenta
para el andlisis debido a que los controles corresponden a placentas maduras

mientras que los casos incluyen placentas de segundo trimestre.

La hipdtesis que se ha postulado acerca de las implicaciones de la sobreexpresion
de CBS a nivel de placentas de fetos con SD es que la triplicacién de la enzima
CBS presente en el sincitiotrofoblasto podria afectar la via de la homocisteina-
metionina, lo que podria llevar a una disminucion del glutation que junto con la
sobreexpresion de SOD-1 conlleva a estrés oxidativo debido a una regulacion
deficiente del H202, causando posiblemente alteraciones histoldgicas a la placenta
tales como presencia de bordes vellositarios circinados, hiperplasia del
sincitiotrofoblasto, presencia de citotrofoblasto excesivo, cisternas, inclusiones de
trofoblasto y trofoblasto extravelloso y estos cambios placentarios podrian estar
involucrados en los hallazgos fenotipicos y patol6gicos en individuos con SD. Se
ha encontrado evidencia a favor de esta hipétesis. Pogribna, et al., han postulado
gue un incremento en la via de transulfuracién debido a la sobreexpresion de CBS
indirectamente disminuye la actividad de la MS, con lo cual se promueve la
acumulacion de 5-MTHF que conlleva a la formacién de una “trampa de metilo” y
a su vez a una reduccion en la conversion de 5-MTHF a THF; presentandose una
disminucion significativa de los niveles de metionina, SAM, SAH, homocisteina y
glutation y se refleja también un aumento en la produccion de adenosina,
resultando en altos niveles de acido Urico. Lo anterior resulta en un déficit del
folato funcional secundaria a la sobreexpresion de CBSy a la formacion de la
trampa de folato, lo que podria contribuir a la patologia metabdlica del SD (2).
Ichihone, et al., postularon que la sobreexpresion de CBS podria ser una causa de
la anormalidad en el desarrollo cognitivo en niflos con SD y de Alzheimer tipo
demencia en adultos con SD. Zithanova, et al., revelaron que la acumulacién de
acido urico debido al exceso de produccidon de adenosina secundaria a la
sobreexpresion de CBS conlleva a un aumento del estrés oxidativo en SD (86). En

el 2012, Perluigi, et al., demostraron que los bajos niveles de glutatién debido a la
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sobreexpresion de CBS vy la triplicacién de la actividad de SOD1 conllevan a un
desequilibrio en la relacion de SOD1 y glutatibn lo que conduce a un estrés
oxidativo debido a la acumulacién de perdxido de hidrogeno (H202) intracelular.
Por lo tanto el desequilibrio entre la producciéon de especies reactivas y la
capacidad de desintoxicar rapidamente a la célula conlleva a un déficit de memoria
y aprendizaje en individuos con SD (76). Varios autores han descrito que CBS
puede convertir cisteina en sulfuro de hidrégeno, que es un neuromodulador
importante en el cerebro. La sobreexpresion de CBS conduce a la produccion de
niveles téxicos de H,S, los cuales podrian desempefiar un papel importante en la
discapacidad cognitiva y Alzheimer en SD (76, 83, 84). Barnejee, et al., informé
que las vellosidades coridnicas de placentas con SD muestran un aumento de
doble capa de trofoblasto y sugieren que el estrés oxidativo debido a la
sobreexpresion de SOD-1 resulta en un aumento de la proliferacion del trofoblasto

y una diferenciacion disminuida del mismo (129).
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8. CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de ARNm relativos a 18S y de proteina de CBS en placentas con SD,
sin embargo al normalizar con el gen houseekeeping GAPDH no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el nivel de expresion de ARNm del
gen CBS. Cabe resaltar que este es el primer estudio a nivel mundial que mide los
niveles de ARNm y de proteina de CBS en placentas embebidas en parafina con
SD.

Los resultados del presente trabajo son consistentes con la teoria planteada por
varios autores, que la sobreexpresion de CBS presente en la DSCR conlleva a
una alteracion del ciclo de la homocisteina-metionina y a un déficit del folato
funcional y probablemente esta podria ser la causa del déficit de memoria y
aprendizaje, discapacidad cognitiva y Alzheimer en individuos con SD.

En cuanto a los hallazgos histopatologicos en placentas se encontré presencia de
bordes circinados e inclusiones de trofoblasto con diferencias estadisticamente
significativas, lo cual es consistente con la literatura reportada y podrian sugerir un

diagndstico preliminar de alteracién cromosémica.

Se comprobd la hipétesis planteada de que la triplicacion de la enzima CBS
presente en el sincitiotrofoblasto podria afectar la via de la homocisteina-
metionina, lo que podria llevar a una disminucion del glutation que junto con la
sobreexpresion de SOD-1 conlleva a estrés oxidativo debido a una regulacion
deficiente del H202, causando posiblemente alteraciones histolégicas a la placenta
y estos cambios placentarios podrian estar involucrados en los hallazgos

fenotipicos y patoldgicos en individuos con SD.
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Se logro documentar sobreexpresion de CBS en placentas de individuos con SD y
su posible asociacion con algunos hallazgos histopatolégicos encontrados en
placentas, lo cual es importante debido a la escasa informacion de la fisiopatologia

de la trisomia 21.
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9. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Actualmente el diagndstico genético prenatal de SD se basa en realizar
citogenética convencional y FISH mediante la obtencién de material genético por
amniocentesis y biopsia de vellosidades corionicas, las cuales son técnicas
iInvasivas que ponen en riesgo la vida del feto y en muchos de los casos induce
aborto (87,91). Con los resultados encontrados se podria postular la expresion de
ARNmM y de CBS como candidato a marcador temprano de SD que podria ser
detectado en sangre, teniendo en cuenta que el ARN libre del feto circulante en el
plasma de mujeres embarazadas puede detectarse desde la cuarta semana de

gestacion (90).

Realizar medicion de la actividad enzimética de CBS en pacientes con SD para
conocer su implicacién sobre todos los metabolitos de la via homocisteina —

metionina.

El aumento de la expresion del ARNm y del nivel de proteina del gen CBS en
placentas embebidas en parafina de fetos con SD junto con los hallazgos
histopatolégicos encontrados en el presente estudio pueden sugerir una
aproximacion diagnostica de trisomia 21 en pacientes en los cuales no sea posible

realizar andlisis citogenético.

Aunque el presente estudio cuenta con un tamafio de muestra pequefio debido a
la dificil consecucion de placentas embebidas en parafina, los resultados
obtenidos fueron estadisticamente significativos, lo cual genera nuevo

conocimiento de la expresion de CBS en SD.
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ANEXO No 1

EXTRACCION DE RNA A PARTIR DE TEJIDO EMBEBIDO EN PARAFINA

Desparafinacion

1. A dos cortes de tejido de 10 um de tamarfo de un bloque de tejido embebido en
parafina adicionar 300 ul de xilol a los cortes, mezclar suavemente por

inversion durante 5 minutos.

2. Colocar en una plataforma shaker a 37°C por 5 minutos y posteriormente
centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos y descartar el sobrenadante con pipeta.
Repetir estos pasos dos veces mas.

3. Luego adicionar 300 ul de etanol 100% al precipitado y posteriormente colocar
las muestras en una plataforma shaker a 37°C por 5 minutos y centrifugar a
14000 rpm por 3 minutos y descartar el sobrenadante. Repetir estos pasos 2

veces mas.

4. Por ultimo dejar secar el exceso de etanol por una hora a temperatura
ambiente.
Extraccion

1. Posterior al secado de las muestras, agregar 500 ul de lisis celular y 16 ul de
proteinasa K (25 mg/ml) y macerar vigorosamente con un agitador de vidrio y

luego incubar de 55-65°C por 48 horas.

2. Anadir 1 ml de trizol (Invitrogen) a la muestra e inmediatamente realizar vortex

e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Luego adicionar 200 ul de cloroformo, realizar vortex e incubar por 3 minutos a

temperatura ambiente. Centrifugar a 12000 g por 15 minutos a 4°C.
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. Pasar la fase acuosa a otro tubo y adicionar 500 ul de isopropanol, mezclar e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a 12000 g por 10

minutos a 4°C y descartar el sobrenadante.

. Al precipitado agregar 500 ul de etanol al 70%, mezclar y centrifugar a 7500 g
por 5 minutos a 4°C. Descartar el sobrenadante y dejar secar el precipitado por

10 minutos a temperatura ambiente.

. Resuspender el pellet en 30 ul de buffer TE e incubar a 56°C por 10 minutos.

. Almacenar el RNA a -20°C.
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ANEXO No 2

Protocolo PCR en tiempo real CBS

Condiciones 1X
Agua 0.3 Mi
Primer Forward (5 M) 2.0 Ml
Primer Reverse (5 uM) 2.0 Ml
Sonda (2 uM) 1.0 MI
Activador 1.3 MI
Master Mix 7.4 Ml
Enhancer 1.0 MI
RNA 5MI
Volumen Final 20 MI

Protocolo PCR en tiempo real 18S

Condiciones 1X
Agua 0.3 yuL
Primer Forward (5 pM) 2.0 uL
Primer Reverse (5 yM) 2.0 L
Sonda (2 uM) 1.0 MI
Activador 1.3 MI
Master Mix 7.4 Mi
Enhancer 1.0 uyL
RNA 5 Mi

Volumen Final

20 M

PROTOCOLO PCR EN TIEMPO REAL PARA LA CURVA ESTANDAR Y LAS
MUESTRAS DE LOS GENES CBS, 18S Y GAPDH
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Protocolo PCR en tiempo real GAPDH

Condiciones 1X
Agua 0.3 yuL
Primer Forward (5 pM) 2.0 uL
Primer Reverse (5 uM) 2.0 uL
Sonda (2 uM) 1.0 Ml
Activador 1.3 MI
Master Mix 7.4 Mi
Enhancer 1.0 uL
RNA 5 Mi
Volumen Final 20 Ml
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ANEXO No 3

PROTOCOLO PCR CONVENCIONAL PARA AMPLIFICAR Y REAMPLIFICAR

CBS, 18S Y GAPDH

- Protocolo de Amplificacion CBS

Condiciones Master mix 1X

Buffer 2.5 uL

MgCl2 (25 mM) 1.5uL

dNTPs (2 mM) 0.5 L

Primer Forward (5 pM) 1.0 yL

Primer Reverse (5 uM) 1.0 yL

Taqg polimerasa 5U/ uL 0.25 uL

Agua 16.25uL

DNA 2.0 uL

Volumen final 25 uL

Fragmento esperado 107 pb

Programa termociclador Temperatura°C Tiempo

Denaturacion inicial 95 5 min
Numero de ciclos 35 ciclos
Denaturacién 95 30 seg
Anillamiento 58 30 seg
Elongacion 72 30 seg
Elongacion final 72 5 min

Condiciones electroforesis

Gel Agarosa 1%
Producto PCR 5 uL
Voltaje / Tiempo 150 V/ 30 min
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- Protocolo de Amplificacién 18S

Condiciones Master mix 1X
Buffer 2.5 uL
MgClz2 (25 mM) 1.5 L
dNTPs (2 mM) 0.5 uL
Primer Forward (5 pM) 1.0 yL
Primer Reverse (5 uM) 1.0 yL
Tag polimerasa 5U/ Ml 0.25 uL
Agua 16.25uL
DNA 2.0 uL
Volumen final 25 L
Fragmento esperado 145 pb
Programa termociclador Temperatura°C Tiempo
Denaturacion inicial 95 5 min
Numero de ciclos 35 ciclos
Denaturacién 95 30 seg
Anillamiento 65 30 seg
Elongacion 72 30 seg
Elongacion final 72 7 min
Condiciones electroforesis
Gel Agarosa 1%
Producto PCR 5 pL
Voltaje / Tiempo 150 V/ 30 min
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- Protocolo de Amplificacion GAPDH

Condiciones Master mix 1X
Buffer 2.5 uL
MgClz2 (25 mM) 1.5 L
dNTPs (2 mM) 0.5 uL
Primer Forward (5 pM) 1.0 yL
Primer Reverse (5 uM) 1.0 yL
Tag polimerasa 5U/ Ml 0.25 uL
Agua 16.25uL
DNA 2.0 uL
Volumen final 25 L
Fragmento esperado 118 pb
Programa termociclador Temperatura°C Tiempo
Denaturacion inicial 95 5 min
Numero de ciclos 35 ciclos
Denaturacién 95 30 seg
Anillamiento 58 30 seg
Elongacion 72 30 seg
Elongacion final 72 5 min
Condiciones electroforesis
Gel Agarosa 1%
Producto PCR 5 pL
Voltaje / Tiempo 150 V/ 30 min
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ANEXO No 4

PROTOCOLO DE PURIFICACION CON EL KIT Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System DE LOS REAMPLIFICADOS DE CBS, 18S Y GAPDH

. Colocar a una minicolumna SV un tubo de recogida (columna) para cada

producto de amplificacion por PCR.

. Afadir a la minicolumna SV volumenes iguales de solucién de membrana
de unién y de producto de Amplificacién de PCR e incube durante 1 minuto

a temperatura ambiente.

Centrifugar el montaje de la minicolumna SV en una microcentrifuga a
16.000 xg (14000 rpm) durante 1 minuto. Retire la minicolumna SV del tubo
de recogida y deseche el liquido. Colocar nuevamente el tubo a la

minicolumna SV.

. Lavar la columna afadiendo 700ul de solucion de lavado de membrana,
previamente diluido con 95% de etanol y centrifugar durante 1 minuto a
16.000xg (14000 rpm). Retire la minicolumna SV y vacie el tubo de
recogida y colocar nhuevamenta la minicolumna SV de nuevo en el tubo de
recogida. Repita el lavado con 500ul de Solucién de lavado de membrana y
centrifugar el montaje de la minicolumna SV minicolumna a 16.000xg por 5

minutos.

. Retire la columna de la centrifuga y vacie la coleccion del tubo y centrifugar
el conjunto de la columna durante 1 minuto con el microcentrifuga tapa

abierta para permitir la evaporacion de todo el etanol residual.

. Transferir cuidadosamente la minicolumna SV a un tubo de microcentrifuga
limpio de 1,5 ml. Aplicar 50 yL de agua libre de nucleasas directamente al

centro de la columna sin tocar la membrana con la punta de la pipeta.
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Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Luego centrifugar

durante 1 minuto a 16.000 xg (14.000 rpm).

7. Deseche la minicolumna SV y guarde el tubo de microcentrifuga que
contiene el ADN eluido a 4 °C 0 -20 °C.
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ANEXO No 5

PROTOCOLO INMUNOHISTOQUIMICA PARA CBS EN PLACENTAS

EMBEBIDAS EN PARAFINA UTILIZANDO EL KIT ImmunoCruz™ mouse ABC

Staining System: sc-2017

Realizar un corte de 2 a 3 micras del tejido embebido en parafina y montarlo en

una lamina cargada con iones para evitar que el tejido se desprenda durante todo

el procesamiento.

Desparafinacion

. Colocar las laminas de los tejidos embebidos en parafina en el horno a
100°C por 30 minutos.

. Sacar las laminas del horno y realizar 3 bafios de xilol, cada uno de 3
minutos.

. Luego pasar las laminas por 3 bafios de alcohol al 96%, cada uno de 3
minutos.

. Lavar las laminas con agua de chorro y dejarlas en una cubeta con agua

destilada hasta empezar el procesamiento.

Desenmascaramiento o recuperacion del anticuerpo

. Precalentar 200 ml de citrato de sodio en un recipiente plastico durante 10 a
20 minutos en una vaporela a 96°C, posteriormente sumergir las laminas en
el citrato de sodio y dejarlas 40 minutos en la vaporela a 96°C.

. Completado este tiempo, sacar el recipiente plastico que contiene las
laminas y dejar enfriar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

. Luego lavar las laminas con agua destilada.

Eliminacién de la peroxidasa endogena

1. Colocar las laminas en un recipiente plastico con 100 ml de peroxido

hidrogeno al 3% por 10 minutos.
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Transcurrido este tiempo, lavar las laminas con agua destilada de 3 a 4
inmersiones

Lavar con PBS dos veces durante 5 minutos cada uno.

4. Secar alrededor del tejido el exceso de PBS y realizar un circulo alrededor

del tejido con el marcador hidrofobico (Novopec).
Para bloquear aun mas la peroxidasa endogena, colocar sobre el tejido 100
ul de power blocking durante 10 minutos.

Lavar el tejido con PBS y escurrirlo.

Inmunohistoquimica

Es importante tener en cuenta que todos los pasos de la inmunohistoquimica se

llevan a cabo a temperatura ambiente en una cdmara himeda y se debe evitar el

secado de las muestras entre los pasos.

1.

2.

Agregar 100 ul del anticuerpo CBS (15X) en una dilucion 1:50 al tejido, e
incubar durante 40 minutos a temperatura ambiente. Lavar con tres

cambios de PBS cada uno durante 5 minutos.

Adicionar 100 ul de anticuerpo secundario biotinilado (enhancer) al tejido, e
incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Lavar con tres

cambios de PBS cada uno durante 5 minutos.

Colocar 100 ul de polimero (reactivo enzimatico avidina- biotina) al tejido, e
incubar durante 30 minutos. Lavar con tres cambios de PBS cada uno

durante 5 minutos.

Incubar los tejidos con 1 a 3 gotas de cromogeno (Diaminobenzidina)
durante 30 segundos a 10 minutos o hasta que se revele la intensidad de

color deseada. Lavar con agua desionizada durante 5 minutos.
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Contraste

1. Colocar las laminas en una canastilla para tinciones especiales y
sumergirlas en hematoxilina de Harris durante 10 segundos. Lavar con

agua corriente

2. Realizar tres inmersiones en agua moniacal. Lavar con agua corriente.

3. Deshidratar: Sumergir las laminas en tres alcoholes de la siguiente manera,
1. Etanol al 95% porl0 segundos, 2. Etanol al 95% por 10 segundos vy 3.

Etanol al 100% durante 10 segundos.

4. Aclarar: Realizar tres inmersiones de las laminas por xilol durante 10

segundos cada una. Limpiar el exceso de xilol.

5. Afadir de 1 a 2 gotas de citoresina y cubrir con un cubreobjetos de vidrio.

Observar al microscopio 6ptico.
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ANEXO No 6

FORMATO UTILIZADO PARA LECTURA DE LOS HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS EN PLACENTAS
EMBEBIDAS EN PARAFINA

Tabla de lectura vellosidades coriales Proyecto Down

Trofoblasto

Inclusiones de extravelloso Circulacién
Tamaiio de la vellosidades Bordes vellositarios Sincitotrofoblasto Citotrofoblasto Cisternas trofoblasto multinucleado Circulacion fetal materna
Edad Vena-
Caso| G | Normales | Grandes | Pequefias | Normales | Circinados | Normal | Proliferado | Normal | Excesivo | Ausentes | Presentes | Ausentes | Presentes | Ausente Presente Permeable | Obstruccién | like ArtDec

1
2
3
4
5
6
7
8
9
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