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Establecimiento de un procediemiento cuantitativo de
medicidn de heterocromatina constitutiva en cromosomas
1, 8 y 16. Evaluacion de su efectividad en el analisis del
origen parental de cromosomas marcadores.



RESUMEN

Los estudios sobre polimorfismos de heterocromatina constitutiva (HC) se han orientado a
diversos aspectos tales como asociacion con patologias o para establecer ef origen del cromosoma
extra en trisomia 21, siendo poco usuales en el establecimiento de origen parental de cromosomas
1, 9y 16. Ademas, la mayoria de éstos estudios han sido cualitativos. En el presente trabajo se
pretendio establecer un procedimiento cuantitativo de medicién de HC en cromosomas 1, 9 y 16.
Se evalud estableciendo origen parental de dichos cromosomas y se compard con los métodos
cualitativos habituales asi como trabajos simifares.

Como resultado se encontré un porcentaje de informatividad mayor en el método propuesto
que en los métodos cualitativos y similar al reportado para cromosomas acrocéntricos. Respecto
a los factores técnicos, se determiné que el bandeo CBG es mas resolutivo que el bandeo GTG;
ademas, el uso de indices en las mediciones permite obtener una menor posibilidad de error sobre
proyecciones de diapositivas, las cuales ademas de ser practicas y econdmicas, facilitan la
medicién.

Son discutidas las comparaciones con los diferentes métodos cuantitativos.



INTRODUCCION

La informacién genética en los eucariontes se encuentra contenida en los cromosomas, los
cuales presentan dos fipos de cromatina: eucromatina y heterocromatina. La heterocromatina a su
vez puede ser: facultativa y constitutiva,

El estudio de polimorfismos en la heterocromatina constitutiva se ha orientado a aspectos
tales como: asociacion con patologias o como marcadores para establecer origen del cromosoma
extra en trisomia 21, entre otros.

Los métodos de medicién de la heterocromatina constitutiva han sido en su mayoria
cualitativos, los métodos cuantitativos establecidos son pocos, y casi no se han orientado a
establecer origen paterno o materno, por lo que, el presente trabajo pretende establecer un método
cuantitativo de medicién de heterocromatina costitutiva y determinar su eficiencia para establecer
origen paterno o materno de cromosomas 1, 9 y 16 al contrastarlo con los métodos cualitativos
habituales.



ANTECEDENTES

La cromatina, término citoldgico referido a la sustancia que compone el niicleo interfasico de
eucariontes, se aplica también, en estado compactado al cromosoma mitético o meidtico. Su
principal componente es el ADN (15-20%), asociado a ARN (10-15%) y proteinas (10-15%) En
conjunto forman un complejo estructural y funcional en el nticleo interfasico para la replicacion,
transcripcion, regulacién y reparacion de ADN, sintesis de ribosomas y distribucion equitativa de si
misma enla divisidn celular. La unidad estructural fundamental repetitiva, la costituye ef nucleosoma
formado cada 200 pares de bases aproximadamente, de las cuales 146 de ellas rodean con casi
dos vueltas un octdmero proteico (core) de histonas 2H,A, 2H,B, 2H,y 2H, (1, 2, 3).

Durante el ciclo celular la cromatina presenta ciclos de compactacion previos a la division
celular en donde la longitud total del ADN se reduce 7 veces al transformar una mofécula de 20 A
de didmetro a una secuencia de nucleosomas de 10 nm de didmetro, denominado nivel | de
compactacion (1,2,3). Durante la fase de G2 se continta la compactacion con un enrrollamiento
heficoidal de los nucleosomas formando una fibra de 30 nm (nivel I}, una supercompactacion de
dicha fibra (nivel 1I}), hasta el estado final de cromosoma (nivel IV) con un didmetro de 0.6 um por
crométida y habiéndose reducido la longitud de la hebra de ADN, airededor de 25 veces entotal (3).

Pero no toda la cromatina se comporta igual durante el ciclo celular, existen ademas
diferencias en composicion y funcion que distinguen dos tipos: la eucromatina y la heterocromatina.

La eucromatina es aquella que presenta una tincién poco intensa, es decir, heteropicnosis
negativa y por lo tanto esta descompactada en interfase, ademas de contener genes funcionales;
mientras que la heterocromatina es aguella que se tine intensamente en interfase reflejando
heteropicnosis positiva y alociclia debido a su estado compactado en interfase, ademas no posee
genes funcionales o activados (1,2).

La heterocromatina, a su vez, puede ser:

a) Facultativa. - Sélo se condensa en ciertos tipos celulares o en momentos especiales del

desarrolio, lo que en humano corresponde al cromosoma X inactivo en fa mujer.

b) Constitutiva.- Aparece condensada en lodos los tipos celulares de forma constante, se

hereda y consiste de regiones particulares que no se expresan. Contiene principalmente

secuencias muy cortas de ADN altamente repetitivas (ADN satélite) (1). En los cromosomas,
de plantas y animales, los segmentos heterocromaticos tienden a localizarse en los
centrdmeros, en la region pericentromorica, en los teldmeros, en la vecindad de los

organizadores nucleolares y en satélites de acrocéntricos (2).

En el humano, los cromosomas 1, 9y 16 son los autosomas que presentan la mayor cantidad
de HC en las regiones proximales de brazos largos (q) (4), al igual que el cromosoma Y soio que
en la porcion distal de q (5). En cuanto a los cromosomas acrocéntricos de los grupos D (13,14 y
15) y G (21y 22}, poseen HC en satélites. Ademas esta presente en los centromeros y telomeros
de todos los cromosomas (2).

El estudio de la HC en humano se ha orientado a tres aspectos:
1.-Asociacién con patologias:

a) Sindrome ICF: 1érmino propuesto para un conjunto de anormalidades citogenéticas y

faciales que engloban:inestabilidad de la heterocromatina centromérica de los cromosomas

1, 9y 16 que consiste en multiples anormatfidades tales como fragilidad de fas regiones

centromeéricas, asi como varios grados de alargamiento que van hasta la fractura de la

heterocromatina centromeérica del cromosoma 16, ademas de que el brazo largo de dicho
cromosoma es suprimido en algunas células y duplicado en otras, formando una
configuracién multiradial, asociaciones entre regiones centroméricas de cromosomas

homdlogos y no homdlogos, y células con cromosomas despiralizados asociado a



inmunodeficiencia, consecuente infeccion viral y anomalias faciales, en individuos
genéticamente predispuestos (6,7).
b) cancer: los polimorfismos de heterocromatina en bandas C consistentes en variantes en
el tamafo de los segmentos heterocromaticos, la frecuencia de inversiones parciales y el
grado de simetria/asimetria entre homéiogos, se han asociado con carcinomas de ovario,
cérvix y colorectales, asi como tumores testiculares, cdncer de mama, tumores del sistema
nervioso y leucemia mieloide crénica, entre otros (4,8,10). En contraste, algunos investiga-
dores no encontraron relacion entre polimorfismos de HC y cancer (9).
¢) Pérdida fetal: se ha estudiado a interaccién entre bandas C de cromosomas 1y 8
asociadas a una mayor frecuencia de pérdida fetal y a errores en meiosis, sugiriéndose que
si se presentan efectos interactivos entre los segmentos heterocromaticos de ambos
cromosomas (11).

N

2.-Asociacion con alteraciones citogenéticas:

a) No disyuncion (ND} y trisomias: La ND me;étlca es el mecanismo etiolégico més comun
de las anormalidades citogenéticas humanas (12), de elfas, fa trisomia 21 en ef Sindrome de
Down (SD), es la mas comun (13). Los polimorfismos de las regiones organizadoras
nucleoares (NOR) del cromosoma 21 hansido asociadas con la ocurrencia de ND por algunos
investigadores (13,14), no asi por otros (12,15,16). También se ha asociado la presencia de
9gh+ e inversion pericéntrica de 9gh+ con ND mitotica in vitro, al observar un incremento en
el nimero de células hiperdiploides en cuitivos de linfocitos (17).
b) Mosaicos y variantes: mediante un estudio realizado en polimorfismos de HC de
cromosomas 1,9, 16e Y, se encontré que un 2.35% de los individuos estudiados presentaron
mosaico para bandas C; asimismo, el 1.96% de variantes estuvieron presentes entres hifios,
pero no en sus padres, debido probablemente a entrecruzamiento desigual (1,18).

3.-Como marcadores: entrisomia 21 para establecer origen del cromosomna extra. Mediante éstos
estudios se ha comprobado que el cromosoma extra, enla mayoria delos casos, esde origen
materno con ND en Meiosis | (MI) (19-24) cuyo porcentaje llega hasta el 83.6% (16), mientras
que con ND en Meiosis It (Mil} se reporta un porcentaje de 3% a 10.9% (16,19,25).

REF. | No. INDIVIDUOS ORIGEN 21+ ORIGEN 21+ TIPO DE PROCENTAJE DE
* | SD ESTUDIADOS DETERMINADO NO DETERMINADO ANALISIS INFORMATIVIDAD
{
18 42 ' 31 11 Citogenético 73.8%
19 10 6. 4 Citogenético 60%
i N N
20 2 2 0 Cftogenéicoy - 100%
Molecular
o1 5 3 2 Citogenético 60%
4 1 Molecular 80%
30 7 Citogenético | . 81.5%
22 37
23 14 Molecular 62.5%
25 200 193 7 Molecular 96.5%

Cuadro |- Porcentajes de informatividad reportados para establecer ef origen def cromosoma 21 extra.

Sin embargo el establecimiento de! origen y ocurrencia de la ND no siempre es posible dado
que no todas las familias presentan polimorfismos citogenéticos distintivos, (familias no informati-
vas), el porcentaje de informatividad en diferentes estudios con polimorfismos citogenéticos se
muestran en ef cuadro . Eluso de polimorfismos moleculares (25,26) o de una combinacionde éstos
con polimorfismos citogenéticos (21,22,23) aumentan el porcentaje de informatividad hasta un
96.5% (26). Dichos estudios han utilizado solamente métodos citogenéticos de medicion cualita-



livos, tales como: la comparacion del tamaio de los segmentos heterocromaticos con la longitud
del brazo corto del cromosoma 16 (27) y la clasificacion en 5 niveles de intensidad de fluorescencia
de tallos y satélites y de tamafio de heterocromatina (28). De los métodos cuantitativos propuestos
existen la medicion del drea, la longitud absoluta y la longitud relativa, y los trabajos que utilizaron
algunos de éstos métodos consistieron enlo siguiente: uno de ello con fines metodoldgicos basicos,
consiste en la medicion directa o medicion del drea utifizando pedazos de papel que corresponden
al area del segmento heterocromatico y utilizando una balanza de precisién para pesarlos (29). El
otro se utilizé aplicado para la medicién de heterocromatina de los cromosomas 1y 9 ¥ su posible
asociacion con pérdida reproductiva, utilizo indices de dichos cromosomas (11). Un tercer estudio
establece origen parental pero con mediciones directas dificiles de extrapolar (36).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los métodos citogenéticos de medicién de la HC han sido habitualmente cualitativos (27,28).
Existen pocos procedimientos cuantitativos (11,29), sélo uno de ellos utilizado para anafizar
correlacion con patologias genéticas (11), no siendo usuales para establecer origen paterno o
materno. La determinacién del origen permite definir ademas cromosomas marcadores para
diagndstico de paternidad o ligamiento asf como la relacién ya sugerida, de su ocurrencia con
patologias genéticas entre otros. La necesidad de considerar alternativas cuantitativas de medicion
de HC nos conduce a proponer en ef presente trabajo un método de medicion consistente en la
proyeccién de microfotografias (diapositivas) a una distancia estandarizada y el usode indices Para
probar su eficacia se pretende, establecer origen paterno o materno de polimorfismos de
cromosomas 1, 9, y 16 en familias de fa poblacién general y en particular en familias con un hijo SD,
asf como con los métodos de bandeo CBG y GTG y procedimientos cualitativos habituales.



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
I.- Establecer un procedimiento cuantitativo de medicién de HC de cromosomas 1, 9y 16.
OBJETIVOS PARTICULARES

1.1 Realizar valoraciones cualitativas y cuantitativas sobre proyecciones en preparaciones
de bandas CBG y GTG de familias'de la pablacion general y familias con un hijo SD.

1.2 Establecer ef origen paterno o materno de los cromosomas 1, 9 y 16 en las famifias de
estudio (informatividad).

1.3 Contrastar fa informatividad de las valoraciones cuantitativas en ambos grupos de
familias con las valoraciones cualitativas.

1.4 Confrontar la informatividad de las valoraciones cuantitalivas entre los métodos de
bandeo CBG y GTG.



HIPOTESIS

El procedimiento de medicién cuantitativa propuesto utilizado para establecer el origen
materno o paterno de cromosomas 1, 9 y 16 resulta mas eficiente que los procedimientos
cualitativos habituales. )



MATERIAL Y METODOS:

FAMILIAS DE ESTUDIO

Dado que el objetivo es metodoldgico, se consideraron familias normales y SD para aumentar
el tamafio de fa muestra pero no con fines inferenciates. Se realizé un muestreo de 18 familias de
las cuales 10 presentaron un hijo SD, de la Clinica de Asesoramiento Genético del Laboratorio de
Genética Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Guadalajara, y 8 provinieron de
la poblacién general de familias voluntarias de estudiantes de la misma escuela; s6lo se estudiaron
en ambos grupos de familias al padre, la madre y un hijo.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

En fas familias de estudio se aplicaron las siguientes técnicas:
1% Cultivo de linfocitos de sangre periférica de 72 hrs., estimulados con fitohemagiutinina para
obtencidn de cromosomas con el procedimiento de rutina (30).
2% Bandas GTG con tripsina y giemsa por el método habitual (31).
3% Bandas CBG con hidréxido de bario y giemsa por el método habitual (31).

ANALISIS PARA TODOS LOS METODOS DE VALORACION DE HC

Se seleccionaron alrededor de 10 mitosis por muestra, que fueron de buena calidad, no
presentaron cromosomas entrecruzados en exceso y de facil identificacién bajo la supervision de
un técnico con experiencia. Los criterios de calidad se hicieron tomando en cuenta la resolucion de!
bandeo, el grado de compactacion y la dispersion de los cromosomas, de los cuales, la resolucién
del bandeo fué el factor determinante para la calidad de la mitosis. Los criterios de valoracién para
cafidad de mitosis se presentan en e! cuadro il. )

Por medio de las bandas GTG se realizé el Dx citogenético.

Se seleccionaron de cada método de tincidn-fas 3 mejores mitosis para microfotografiar
(objetivo 100X, pelicula KODAK Ektacrome ASA 100), en un microscopio Zeiss FOMI 3 y
posteriormente proyectadas sobre una pantaila blanca, lisa, con un proyector Kodak Carrousei 5200
a una distancia de 2.5 mis. que corresponde aproximadamente 1000 aumentos adicionales.

VALORACION CUALITATIVA: Se anaiizaron cromosomas 1, 9, 16 e Y en bandas CBG y
GTG en 6 proyecciones con criterios modificados def ISCN 1978 (28) en base a 5 categorias:

0 Ausente

1 Muy pequefio
- 2 Pequeno

3 Intermedio

4 Grande

5 Muy grande

Posteriormente por medio de CBG yapartir de las diapositivas se realizé el andlisis cualitativo
paralaHC de los cromosomas 1,9, 16e Y por el método de Patil 1977 (27) que consiste en5 niveles:

Nivel 1: 0.5 x 16p 0.5 veces o menos, la longitud de 16p

Nivel 2: 0.5 - 1 x 16p 0.5 a 1 veces la longitud de 16p

Nivel 3:1-1.5x 16p 1 a 1.5 veces la longitud de 16p

Nivel 4: 1.5 - 2 x 16p 1.5 a 2 veces la longitud de 16p
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Nivel 5: 2 x 16p 2 veces o mas la longitud de 16p.

Conrespecto a la informatividad cualitativa, los términos se definieron de la siguiente manera:
1.~ Informativo: Se diferencian los miembros del par en el hijo y es posible discriminar origen por
segregacion Mendeliana.
Mi.-Medianamente informativo: }
1) Se diferencian los miembros del par en el hijo pero con conclusion discordante.
2) No se diferencian los miembros def par en el hijo pero es posible determinar origen
parciaimente.
Ni.-No Informativo: No se diferencian los miembros del par en el hijo y no se discrimina origen.

VALORACION CUANTITATIVA: Sobre las proyecciones se hicieron las mediciones con 2
observadores, utilizando un Vernier con resolucion de 0.1 mm tomando como limites de medicién
el punto medio entre ambos vértices de la HC enun extremo y por el centrémero en el otro; ademas
se midi6 el brazo g en éstos cromosomas desde el centrémero hasta el telémero.

En cada caso los resultados de las mediciones se convirtieron a valores de indice de
heterocromatina (i), para lo cual establecimos fa siguiente formuia:

| indice de Heterocromatina
HC
L= LHC + Lq LHC Longitud de Heterocromatina
HCT
Lq Lq Longitud Total dei brazo q

Elindice en cada individuo fué ef promedio total de los indices obtenidos en cada mitosis por
cromosoma, distinguiendo ademas entre los valores obtenidos con bandas GTG y CBG. Dichos
Indices se utilizaron para establecer segregacion de los miembros de pares cromosomicos 1, 9, y.
16 enlas 18 familias para establecer el porcentaje de informatividad (nimero de famullas enquienes
se pudo establecer origen paterno o materno por cromosoma).

ANALISIS ESTADISTICO

Considerando reportes previos (29,32,36) y al analizar nuestros resultados resuité una
distribucion normal para valores de HC por lo que utilizamos prueba de Z con n > 100 paracontrastar
los indices de heterocromatina entre ambos observadores y ambos métodos de tincion (CBG y
GTG).

- CBG

GTG |
1- MUY MALA i 1 - REGULAR
2. MALA 2. BUENA
3-REGULAR | 3. EXCELENTE
4-BUENA |
5-EXCELENTE |

Cuadro ll.- Criterios de valoracién para cali-
dad de mitosis conambos métodos debandeo.
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RESULTADOS

Todos los cultivos y cosechas para la obtencion de cromosomas se realizaron con estandares
de rutina ya establecidos y las tinciones se realizaron con laminillas de 1-2 semanas de edad. Las.
diapositivas se revelaron en un mismo lugar y las mediciones se realizaron en ciego con calidad 3
para CBG y 4 0 5 para GTG. Las variables considetadas para analisis fueron:

Observadares:

Al contrastar los |, obtenidos por cada observador por cromosoma solo hubo diferencia
significativa con el cromosoma Y (Z=2.78 p<0.05) por lo que, con excepcién del Y, se sumaron
ambos grupos de medicion.

Métodos de tincidn GTG y CBG:

Al contrastar fos 1, entre ambos métodos de tincion, se encontrd diferencia significativa para
cromosoma 1 tanto en familias de la poblacion general (Z=5.45 p<0.05) como en familias con un
hijo SO (Z=-10.38 p<{.05), para cromosoma 2 también en familias de la poblacién general (Z=5.88
p<0.05) y en familias con un hijo SD {(Z=-10.38 p<0.05), no encontrandose diferencia significativa
para cromosoma 16 en ninguno de los dos grupos de familias, por lo que decidimos separar ambos
métodos detincion para elandlisis. Para saber sila diferencia observada enla medicién entreambos
métodos de tincién correspondia a que uno de los dos fuera mas resolutivo, consideramos los
valores de informatividad y de dispersién de los datos, encontrdndose .que la informatividad fué
mayor cuando se utilizaron bandas CBG, a fa vez que el valor del error estandar fué mayoren GTG
que CBG. Considerando que los . con CBG fueron mayores que con GTG, que el cromosoma 9
su HC se observa como una banda G clara y que resultd dificil de definir la HC del Y con GTG, se
considero para el andlisis, solo al método CBG.

Informatividad:

En la valoracion cuantitativa la informatividad se obtuvo por andlisis discriminante asumiendo
lo siguiente: una medicion directa en cromosomas paternos nos permitiria saber el origen de los
cromosomas en el hijo de manera directa tedricamente (factores tedricos), sin embargo existen
variables independientes (factores reales) que nos estarian dificultando ésta interpretaciéndirecta,
para lo cual establecimos ef uso de +/- el error estandar (+/- §) en base a la dispersion minima de
cada valor de medicién promedio asumiendo que el traslape de dicho intervaio del cromosoma de
un hijo con cualquiera de los cuatro cromosomas paternos resuftaran mediciones estadisticamente
iguales y discriminando en base a lo anterior la correspondencia del miembro del otro par del
hijo.Conrespecto a lainformatividad en el método cuantitativo propuesto, los términos se definieron
de la siguiente manera:

\.- Informativo: Un miembro del par en e} hijo corresponde estadisticamente a una de las
alternativas paterna o materna y el otro miembro presento correspondencia estadistica o un

valor cercano a la alternativa de origen correspondiente (cuadro il columna A).

Mi.-Medianamente Informativo: Unmiembro del par en ef hijo corresponde estadisticamente

a unade lasalternativas paterna o maternapero ef valor del otro miembro resuita discordante

o no discrimina entre las dos alternativas de origen (cuadro Ili columna B). :

Ni.-No Informativo: Ningtin miembro del par del hijo corresponde a ias dos alternativas de

origen (cuadro {ii columna C).

Respecto alainformatividad cualitativa, en elcuadro IV se muestran algunos ejemplos
de categorias de informatividad.

De ésta manera, con el método de tincidén CBG en el analisis de informatividad el método de
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Cuadro lli.- Casos representativos de fa muestra estudiada para ejemplificar categorias de informatividad en las valoraciones cuantitativas.

s SINDROME DOWN
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NUMERO DE FAMILIA
NUMERO DE CROMOSOMA

oMz

Cromosoma patern

[o]
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U Cromosoma matern

)

4




13

Patil resultd con un porcentaje de informatividad de 18.5% y el método dé ISCN resultd con 25.9%,
mientras que e} método cuantitativo propuesto resulté con un porcentaje de informatividad de 59.2%

(cuadro V).

A B c D
F58D F6N FASD FON FiN
C1 Cc9 C1 C1 C1
PADRE 3 2|4 3{4 3 2 14 3
MADRE 4 3/3 3,43 1 1/(3.3
HIJO 3 24 2{33 2 233
INFORMATIVIDAD 1 M Ml M NI

CUADRO (V.- Casos representatitivos de la muestra estudiada para
ejemplificar categorias de informatividad en las valoraciones cualitati-

vas.

D SINDROME DOWN
NORMAL

NUMERO DE FAMILIA
NUMERO DE CROMOSOMA

omzy

CROMO-| INFORMA-| VALORACION CUALITATIVA | VALORACION CUANTITATIVA
SOMA | TIVIDAD ISCN PATIL PROPUESTA
! 5 6 n
1. M 1 3 3
NI 12 9 4
] 8 3 11
9 Mi 1 3 3
NI 11 12’ 4
T 3 1 10
16 oM 3 T 4
Ni 12 16 4
2 { 14(25.9%) 10 (18.5%) 32 (59.2%)
5 mi 5(9.25%)  7(13.0%) 10 (18.5%)
=4 NI | 35(64.8%) 37 (6B.5%) 12 (22.2%) B

CUADROQ V.- Porcentajes de informatividad para valoraciones cualitativas y cuantitati-
vas en 18 tamilias con el método de tincion CBG.
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DISCUSION

Respecto a los dos observadores, se presentaron discordancias en las mediciones del
cromosoma Y con bandas GTG, concluyendo enla dificuttad que representa su medicion con dicho
método de bandeo. En cuanto a la diferencia encontrada al comparar ambos métodos de tincion,
se observé que se debe a que con el método GTG los limites de la region heterocromatica no son
evidentes sobre todo en cromosomas Y y 9 al comparario con el método CBG, no asi en el
cromosoma 1y 16 (32,33), lo cual apoyamos al no encontrar nosotros diterencia significativa para
cromosoma 16 con ambos métodos de tincidn.

Respecto a la-calidad de la mitosis, se observé que cuando las tres mitosis analizadas por
caso eran de buena calidad, no se observo discordancia ni en las tres mediciones ni entre los dos
observadores, y tomando en cuenta que el porcentajede informatividad fué mayor con bandas CBG,
consideramos que si la mitosis es de buena calidad, basta para realizar cuatquier analisis, con una
sola medicion hecha por un solo observador como ya fué propuesto por Ford (33) sélo que
agregariamos que Se realizara con el método de tincion CBG.

En lo que respecta a las valoraciones cualitativas, con la tincion CBG se observé un
porcentaje mayor con ef método de {SCN que con el método de Patit; no obstante que Patil propone
unacilasificacion en 5 niveles, se encontraron sélo valoraciones de 1, 2 y 3, por lo que consideramos
que es de baja resolucién pero til para precisar polimorfismos de tamano mayor evidente, mas no
para polimorfismos pequefios. Mientras que con el método ISCN, al considerar que la categoria 3
es la cercana al tamafo comun, resulté mas informativo.

En cuanio a las valoraciones cuantitativas no informativas del método propuesto, se
determiné que se pudieron deber a factores bioldgicos tales como mosaicismo somatico (2.35%)
o rearregios de novo (1.96%} (18); asumiendo que son 18 familias, corresponderian a no mas de
una familia, pero como no se detectaroninversiones pericéntricas, consideramos que el mosaicismo
practicamente no influy6. Suponemos entonces que la no informatividad se debié a factores
metodoldgicos reafes, o al hecho de que verdaderamente no es posible discriminar los polimorfismos
familiares por ser muy similares.

Los métodos que utilizan analisis de polimorfismos citogenéticos en cromosomas acrocén-
tricos en el establecimiento del origen parental del cromosoma extra en el Sindrome de Down
presentan un promedio de 68.7% de informatividad (cuadro 1), pudiéndose presentar hasta un 8%
de error del origen parental asignado (34), por 10 que consideramos que si bien nuestro método no
es con acrocéntricos, resulté con una informatividad aceptable. Sin embargo, cuando se utiliza una
combinacion de éstos polimotfismos citogenéticos con polimorfismos moleculares el porcentaje de
informatividad aumenta hasta un 96.5% (cuadro 1), lo cual tiene la desventaja de requerir de
infraestructura costosa. Los estudios citogenéticos de informatividad se han realizado para
cromosoma 21 utifizando sélo andlisis cualitativo dado que los cromosomas acrocéntricos presen-
tan una alta variabilidad (35) lo cual no sucede para HC de cromosomas 1, 9, 16 e Y en donde cobra
mayor importancia Un abordaje cuantitativo. Se han establecido pocos métodos de medicionde HC
para cromosomas 1, 9, 16 e Y de los cuales sélo uno establece origen parental aunque lo hacen
con mediciones directas dificiles de extrapolar y obtienen una informatividad de s6lo el 50% (36),
mientras que de otros dos, uno compara dos métodos de medicion de HC (29) y el otro mide HC
de cromosomas 1 y 9 relacionando los polimorfismos con una posible asociacién con pérdida
reproductiva, no determinandose por tanto, origen parentai (11). Este titimo es el Ginico que utiliza
indices de HC aunque consideramos que el contar con el centrémero como referencia Unica para
las dos mediciones requeridas por cromosoma, disminuye la posibilidad de errores en fa medicién,
ademds de que el uso de diapositivas resufta mds practico, econdmico y facilita fa medicion,
ademas, si se contara conun micrometrode ocular se podrian realizar las mediciones directamente.
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Y por ultimo, sibien es cierto que de los métodos cuantitativos de medicién de HC, el método
de medicion del area es mds exacto que el de medicion de longitud absofuta y el de longitud relativa,
no es un método que se utilice en los procedimientos de rutina ya que resulta més complicado y
requiere de mayor tiempo (29,32), utilizadndose por {o tanto mas comunmente los métodos de
medicidn de la longitud, de los cuales, el método de medicion de longitud absoluta al ser menos
resolutivo podria ser suficiente para estudios poblacionales (35) mientras que el de longitud relativa
se recomendatia para estudios de otigen parental.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

El método de medicion cuantitativo propuesto resulté mas eficiente que los procedimientos
cualitativos de rutina ya que presenté un mayor porcentaje de informatividad en el establecimiento
delorigen parental de cromosomas 1,9y 16, a suvez resulté similar su informatividad a los estudios
de origen del cromosoma 21 con diagnéstico citogenético.

SEGUNDA
El bandeo CBG es mas resolutivo que el bandeo GTG en la medicion de HC.

TERCERA
El uso de indices en la medicion de HC ademas de disminuir el error por compactacion
cromosémica, permite realizar la medicion sobre diapositivas proyectadas a distancias variables.

CUARTA
Ef uso de diapositivas resulta mas practico, econémico y facilita la medicion.

QUINTA
Dadas las condiciones técnicas de buena calidad de mitosis y uso de bandas CBG. es
suficiente con una sola medicion realizada por un solo observador.
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