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RESUMEN

El sindrome Down és la afeccién cromosémica
mds estudiada, debido a su gran incidencia en
individuos vivos y a su impacto en la familia. EIl
96% es debido a la tfiaomia»Zl por no disyuncién y
se desconocen las causas que la originan. El unico
factor bien establecido es el incremento de 1la
edad materna. Son pocos los estudios sobre el
riesgo de ocurrencia de que este gsindrome se
presente asi como reportes que sugieren
predisﬁosicién genética a dicho sindrome.

En el presente trabajo se evaluaron
diferencias en la Heterocromatina constitutiva de
los miembros mayor vy menor del par de cromosomas
1, 9, 16 vy Y ~en  un estudiq sistemdtico vy con
controles pareados., encontrando valores mayores en
los casos estudio en los cromosomas 1 chico y 16
grande de papds, mientras que en los hijos en 16
grande Yy diferencia de 16, comparaciones deg
diferencias entre no homélogos mostraron
diferencias sdlo en hijos SD en donde la
diferencia del cromosoma 16 estudio, fue mayor dque

la del 16 control, milentras que la diferencia del



del cromosoma 16 estudio fue mayor que la del
cromosoma 1 conatrol.
Son discutidas la implicaciones de estos

hallazgos con la ocurrencia del sindrome Down.
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INTRODUCCION

El Sindrome Pown fue reconocido formalmente en
1866 por John Langdon Down.

A raiz de la determinacién que el cromosoma 21
extra originado por no disyuncién es el causante
de esta afeccidén en 1956, se ha investigado
intensamente la forma en gue este CrOmeSoma
proveca el fenotipo tipico, asi como los factores
gque determinan la ocurrencia .de la no disyuwncioén;
5in embargo la posibilidad de determinar que
probabilidad tienen 1los futuros padres de tener
descendencia con este problema es ain un campo muy
poco estudiado.

El obletivo del presente trabajo es establecer
la ocurrencia de polimorfismos c¢itogenéticos an
familias con wuna afectado SD, y contribuir a la
posibilidad de determinar este riesgo.

La wtilidad de este descubrimiento (si en
realidad fuese posible) seria de gran interés para

la futura familia.



ANTECEDENTES.

El Sinarome Down (5D) representa un transtorno
del crecimiento y desarrollo, con caracteristicas
evidentes desde el nacimiento. El 92.5% de los
casos son debidos a la presencia de un cromosoma
21 extra (trisomia 21 regular), el cual se originé
por no disyuncién (ND) en la la. 0 2a. division
mel16tica de cualguiera de los padres (1), aunque
se estima que ésta, en un 90% de los casos es
materna y e€n meiosis I (2). La trisomia 21 es la
aberracioén cromosémica que llega a términoe mas
frecuentemente, con una proporcioén de 1:700
nacimientos (3. 4, 95) por le due resulta el
sindrome cromosémico mds estudiado, en particular
para estudios de ND.

El udnico factor asociado y confirmado ‘con el
origen de la_trisomia 21 es la edad materna, donde
el riesdo se incrementa considerablemente a partir
de los 30 afios, llegando a ser de 1:46 a los 45
aflos de edad (6). No obstante lo anterior, se han
sugerido gran cantidad de factores intrinsecos y
extrinsecos que incrementan el riesgo de eventos

no disyuncionales (tabla 1), de los cuales los



TABLA . Factores asociados con la ocurrencia de trisomia

21

EVIDENCIAS
k. Factores extrinsecos.

-Exposicion paterna y waferna o la radiacion
-Exposicidn materna al fluorure de sodio
-lafecciones viraies paternas

-Titulos altos de antrestreptolisinas

-Anticonceptivos orales
-Espermaticidas vaginaies
-Inductores de iz ovulacibn

-Tabaquismo
-Alcchel 1smo

-frecuencia de relaciones sexuvales

8. Factores [ntrissecos
* Epigeneticos

-haticuerpos tiroideos en madres de 30
-Predisposicién & enfermedades tiroideas

-Edad paterna evanzada
-Edad paterns avanzada

-hsoc1acadn de aifa antatrapsina
-Peruatoglrfos en padres de SO

-Frecueencia de abortos aveentada

-(aracteristicas paternas
* Gepeticos

ALtos0a1c0s TECES1V0S
-tndogema

-Fosibies wecamrsuds wendelianos

pard ageploidia fawiliar
kutosopicos dominantes

-frecuencia quuentgda de asociacién de
satélites de wosaiciswo v trasiocaciones en SO

* Cytegeneticos
-Bfecte intercromosemice

-Asoc1acyen de acrocentricos eievada

-Jatélites gigantes
~Satelites dobies

-variaciones en la heterocromatina

-Polimorfismos AgliOR

-Potymoriismos Ci
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eventos citogenéticos resultan tal vez los mas
confiables como indicadores de dichos eventos, en
particular los polimorfismos cromosémicos.

Las regiones polimérficas de los cromosomas
humanos son las constituidas de heterocromatina
constitutiva (HC) en los cromosomas 1, 9, 16 vy Y,
asi como satélites y tallos {regiones NOR) de
cromosomas acrocéntricos. Si bien habitualmente se
considera que los polimorfismos cromosdmicos no
son el origen de patologias genéticas, existen
evidencias que relacionan diferencias en 1la

proporcién de HC con disminucién de fertilidad

(8), con caAncer de colon, cervix, ovario vy
leucemia mieloide crénica (9, 19), con pérdida
reproductiva recurrente (11) o inmunodeficiencia
(12). Dichas asociaciones no han sido suficientes

para considerar a las variantes heterocromé&ticas
como indjicadores de riesgo.

Respecto a 1la ocurrencia de ND en humano en el
caso de trisomias, las cuales acontecen al menos
en el 47 de todos los embarazos clinicamente
distinguibles 1llegados a término (3), se ha
sugerido una predisposiciétn debido a la ocurrencia
de eventos citogenéticos, los cuales ‘se puaden
agrupar por diferencia de estados funcionales o

estructurales. (tabla 1).



Las evidencaias citogenéticas funcionales se
refieren a variaciones en la - funcidén de las
estructuras cromosémicas [o} su comportamiento
durante el ciclo celular. Con el método de tincién
Cd se puede establecer s1 un centromero es
funcional (Cd+) o no (Cd-), al ser evaluados en
mujeres jovenes y afiosas se encontré un aumento de
¢d- con la edad, lo que sugiere una relacidn con
el aumento conocido de ND con la edad (13).

Respecto a la traisomia 21 se ha reportado una
mayor asociacioén de acrocéntricos en padres de
casos SD en donde ocurrio la ND, lo cual no fue
confirmado en cromosomas .de abortos trisdémicos
(14}). Otro estudio, reporta un incremento en el
numero de asoclilaciones de acrocéntricos con la

edad en madres de casos SD asi como una

disminucién de tallos funcionales (15). A nivel

molecular se reporta la asociacién de un haplotipo
de secuencias de ADN del cromosoma 21, -con la
ocurrencaia de traisomia 21 (2}.

Respecto a evidencias citogenéticas
estructurales.'se ha reportado que en cultivo de
linfocifos con 9gh+ e inversioén pericéntrica en
9qh+., presentan un incremento de hiperdiploidias
lo cual sugiere gque dichas wvariantes causen un
incremento de ND inespecifica mitética in vitro

(8). La presencia significativa entre



heterocromatina disminuida del cromosoma 1 vy
aumeﬁtada en el cromosoma 9 se ha asociado con
pérdida reproductiva recurrente y por lo tanto
propuesto como una evidencia indirecta de ND
inespecifica meidética (11); indicando esto que los
cromosomas interactian ain no siendo homélogos, e
influyendo en la ND de otros, nombrdndose a este
fendémeno Efecto Intercromosémico (11, 15, 16).

En relacién a polimorfismos de tallos vy
satélites del cromosoma 21, se encontré una
asociacién entre satélites grandes fluorescentes
pesitivos en padres de casos SD y propésiti con
respecto a controles, lo cual sugiere gue dichos
pelimorfismos son una consecuencia de
predisposicitén paterna a la ND (17)., Por otro lado
la propuesta de que la presencia de tallos dobles
(NORd) del cromosoma 21 incrementa 20 veces el
riesgo de ocurrencia de SD (18}, no fue confirmada
al'analizar variantes de tallos (NOR) en padres de
abortos espontdneos trisémicos (19}, un estudio
posterior no encontré diferencias entre familias
con un hijo 5D y un control (20), por lo que se ha
sugerido que dicha discordancia se pueda deber a
técnicas variables de definicién y medicién de
NORd, & gque sélo se ha detectado en individuos
trisémicos vivos, que estdn limitados a uhos

cromosomas acrocéntricos, o a que el



descubrimiento de Jackson y Cook (18) pudo haber
sido fortuito (21).

La determinacién del tamafio de las regiones
polimérficas en cromosomas humanos, habitualmente

se¢ realiza por procedimientos cualitatives (22,

23), existen ademds algunos procedimientos
cuantitativos (24, 25), los cuales han permitido
establecer gque las regiones polimérficas se

comportan de manera Mendeliana., que presentan una
distribucién normal en la peblacién muy
probablemente y existe poca variabilidad racial
(24); ademds se detecto que aparece mosalcismo en

el 2.35% de los casos y de novo en 1.96% (24).
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" PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA.

Se ha establecido gue cuando aparecen elevadas
proporcines de HC, se incrementa la inestabilidad
Y asociacién cromosémica como un mecanismo
propiciador de la ND no especifica es decir para
cualquier cromosoma (8, 9, i1, i5, 16, 26) o
asociado al cromosoma 21 (17, 18). Si consideramos
ademds la necesidad de analizar dicho evento en
padres de casos SD, resulta importante establecer
s1 en familias con un hijo SD las variantes
heterocromédticas que presentan los padres,
evidencian un riesgo mayor de ocurrencia de SD

respecto a la poblacidén normal.
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OBJETIVOS

1.~ Verificar 1la posible relacién entre SD y la
presencia de polimorfismos de cromosomas 1, 9, 16
Yy Y, asi como la predisposicién familiar a SD que
dichos polimorfismos indiquen.

1.1.- Determinar cuantitativamente la HC de los
cromosomas 1, 9, 16 y Y en cada wuno de los casos
estudio y control.

1.2.- Contrastar estadisticamente los datos
cuantitativos entre familias con un hije 8D vy
familias control. ‘
1.3.~- Discutir la posibilidad de definir

marcadores de riesgo de SD.
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HIPOTESIS

En padres con un hijo SD existen proporciones
de HC en los cromosomas 1, 9, 16 vy Y diferentes

con respecto a las familias control.
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METODO

A) Familias de estudio.

Se realizé un muestreo de 10 familias con un
hijo 8D, tomadas al azar de la Clinica de
Asesoramiento Genético del Lahoratorio de Genética
Humana de la Facultad de Mgdicina de la
Universidad de Guadalajara. El grupo control fue
de 8 familias voluntarias. Cada una de ellas fue
pareada con una de las familias de estudio de la
siguiente manera: los padres control tuvieron la
misma edad que los padres estudio (+/—- 3 afios) al.
momento de nacer su hijo control y su hijc 5D
respectivamente, ademds de un mismo numero de
gestas hasta ese momento. 56lo se estudiaron estos
tres miembros de ambos grupos de familias. Todos
los individuos control no presentaron datos de
patologia obstétrica [») enfermedad genética

evidente.

B) Procesamiento de muestras.
En el grupo estudio y contreol se aplicaron las

sigulentes técnicas:
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1o. Cultivo de linfocitos de sangre periférica de
72 hs., estimulados con fitohemaglutinina para
obtencién de cromosomas con el procedimiento de
rutina (Moorhead 1960) (27).

20. Bandas GTG con tripsina y -Giemsa por el método
habitual (28).

3o. Bandas CBG con hidroxido de ﬁario y Giemsa por

el método habitual (28).

C) Procesamiento.

Se seleccionaron 10 mitosis por muestra, que
fueron de buena calidad. no presentaron cromosSomas
entrecruzados en exceso y de fdcil identificacién.

Por medio de las bandas GTG se realizoé el
diagnoéstico citogenético, Yy la cuantificacién de
la HC de los cromosomas 1, 9, 16 y Y utilizando
bandas GTG y CBG; se eligié de cada método de

tincidén las 3 mejores mitosis (6 mitosis en total)

para microfotografiar (eobjetivo 100x, pelicula -

Ektacrome ASA 100), en un microscopio Zeiss FOMI 3
y posteriormente proyectadas sobre wuna pantalla
blanca lisa con un proyector Kodak Carrousel 520 a
una distancia de 2.56 Mts. que corresponde a
aproximadamente 1000 aumentos adicionales. Con
dichas proyecciones se hicieron las mediciones con
2 observadores (12 valores por cromosoma),

utilizando un Vernier con resolucién de 0.1 mm
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tomando como limites de medicién el punto entre la
punta mds larga y la mds corta de 1la HC en un
extremo y por el centrémero por el otro; ademds se
midié la eucromatina (EC) de los brazes largos (q)
en estos cromosomas, desde el extremo de 1la HC
hasta el extremo distal de q (esguema).

En cada caso los resultados de las medicicnes
gse utilizaron para obtener el siguiente indice:

I~ Indice de Heterocromatina.
I = HC + EC
EC HC=Longitud de Heterocromatina.

EC~ Longitud de cucromatina de q.

El utilizar esta foérmula nos permite obtener del
cromosoma su valor individual cuantitativa (11},
ademds de eliminar las diferencias producidas por
la ampliaciém en 1la transparencia y por el
proyector.

El indice de cada individuo fue el promedio total
de los 1indices obtenidos en cada mitesis por

cromoscma, del total de fotografias.

D) Andlisis estadistico.

Los resultados se constrastaron de la
siguiente manera:
a) Comparando los indices promedios totales entre:
1.- 8D vs control.

2.—- Papds 5D vs Papds control



Esquema 1.~ Mediciones y férmula de indices.

B
' ;. _HC + EC
£C
r—_—__- S—
Ho
zC

Brndzs COG
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3.~ Mamds SD vs Mamds control.

4.~ Familias SD vs Familias control.

5.—- Papds SD vs SD.

6.— Mamds SD vs SD.

b) Separando los indices promedio totales del
conjunto de c¢romosomas homélogos 1, .9 y 16 con
valor menor de HC {(Ch=chico} y del conjunto de
cromosomas homélogos con valor mayor de HC

{G~grande) ., para contrastarlos entre el grupo

estudio y control.

PE= Papd estudio PC= Papd control ME= Mamd estudio
MC= Mamé& control SD= Sindrome Down C= Hijo control
1G= Cromosoma 1 grande 1Ch= Cromosoma 1 chico

Al= Diferencias entre cromosomas 1

9G= Cromosoma 9 grande 9Ch= Cromosoma 9 chico

A9= diferencia entre cromosomas 9

16G= Cromosoma 16 grande 16Ch= Cromosoma 16 chico
Al6= Diferencia entre cromosomas 16 Y= Cromosoma Y
AlE= Diferencia entre cromosomas 1 estudio
Al1C= Diferencia entre cromosomas 1 control
A9E- Diferencia entre cromosomas 9 estudio
A9C= Diferencia entre cromosomas 9 control
A16E= Diferencia entre cromosomas 16 estudio

A16C= Diferencia entre cromosomas 16 control
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Se utilizé prueba de andlisis discriminant&
para confrontar los dos grupos de familias, esta
prueba resuelve si existen o no dos grupos
diferentes Yy ademds, gue tantos elementos
pertenecen a cada uno. La prueba Mann~-Whitney se
utilizé como la mds adecuada debido al relativo

desconocimiento de las caracteristicas del total

de la poblacién (no paramétrica), y al tamafio de
la muestra. Y la prueba no paramétrica de
comparacién de dos muestras relacionadas se

utilizé para confrontar a padres SD vs SD (29, 30)
Todas las pruebas se realizaron con el

programa computacional STATGRAPHICS 5.0.



RESULTADROS
PADRES Y |PADRES Y
correspondencia |MADRES MADRES
ESTUDIO CONTROL
grupos n %o n A
PADRES Y
MADRES 17 (85) | 3 (15)
ESTUDIO
PADRES Y
CONTROL
Tabla 1.—- Andlisis discriminante
diciones de HC entre los
padres y madres control Yy

madres con un hijo SD
Al aplicar andlisis discr

el total de mediciones de

grupos

padres

19

del total de me-

de

Y

iminante incluyendo

HC de los cromosomas 1,

9 vy 16 del grupo de 20 padres con un hijo SD y 16

control, 3 de
comportaron como en el
su vez 4 individuos del grupo
presentaron valores que se

grupo de estudio.

En este andlisis se detecto

ellos presentaron valores

grupo de padres control.

gque se

A

de padres control

comportaron como en el

un 80.5% de buena

clasificacién, indicando esto que los resultados
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anteriores son confiables y que en realidad

existen diferencias entre ambos grupos.

16 Jicn|al o6 [och| no [16G[6Ch A6 | ¥
Vs Vs Vs Vs Vs Vs Vs Ak Vs Vs
16 |1ch| Al |96 | 9ch/ a9 [16G Ji6ch|alB | ¥

PEvsPC/ NS |POOI| NS | NS |NS | N.S | PCOOS| NS | NS | NS
RER *

MEvsMC| NS | NS | N.S |N.S NS | NS | N.S |N.S [NS 6T

SDvs C N.S N.S NS INS IN.S |N.S |PCOO5({NS [IPOO5 |N.S

PEvsSD|{ N.S NS N.S N.S N.S N.S N.S |NS N.S

MEvsSD| NS | NS [ N.S [ NS | NS |N.S N.sJ,N,s N.S

O PRUEBA MANN-WHITNEY,
OPRUEBA NO PARAMETRICA PARA MUESTRAS REL ACIONADAS,

Tabla 2.—- Comparacién entre cromoéomas homélogos y
sus diferencias, entre individuos del
grupo estudio y control.

Las diferencias estadfsticamente significati-—
vas en la tabla 2 se encontraron en los papds de
estudio, donde el cromosoma 1Ch estudio mads grande
que el correspondiente cromosoma 1Ch contrel de
manera altamente significativa y el cromosoma 166
resultoé significativamente mds grande en el padres

estudio que en el control. En los' hijos encon-—
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tramos gue el cromosoma 166 resultdé significa-—
tivamente mds grande en los SD que en los
control; y ademds que la diferencia entre los
cromosomas 16 resulto ser significativamente mds
grande en los casos SD que en los control.

Es notable que en ambos resultados, los casos
estudio poseen los valores mayores. En las madres
e se encontraron diferencias significativas para

ninguna contrastacién.

AlE AolE |A9E o IC |a IC OC
R’ Vs Vs vs Vs vs
9Ca al6C |al6C |n 9E [nI6E |alBE

N.S N.S | N.S N.
PEVSPQ § | N.S NS

MEvsMQ NS | N.S N.S | N.S N.s |N.S

SDvsC |[NS [N.S [P.002| N.S [PCOO5| NS
PRUEBA MANN-WHITNEY

Tabla 3.~ Comparacitn entre - las diferencias de
cromosomas no homdélogos de individuos
del grupc estudio.

En la tabla 3 sélo se encontraron diferencias
significativas entre los hijos, observdndose que
fue A9SD mas grande de manera altamente

significativa que Al6C, "y ademds que A16SD fue



DISCUCION

La segredqgacion aleatoria de los cromosomas
{Mendeliana), provee de una gran variedad de
combinaciones de los polimorfismos cromosémicos de
una deneracién a la siguiente, en donde las
diferencias observadas, al analizar grupos
poblacionales dependerdan de la frecuencia
particular de cada polimorfismo. En el andlisis
discriminante global del total de las mediciones
(tabla 1) se encontrd gue trabajariamos con dos
grupos estadisticamente distinguibles (familias 5D
y familias control) respecto a sus proporciones de
HC. Al hacer el andlisais detallado, se descubrio
que solamente los padres e hijos estudio tenian
diferenclas en los cromosomas 1, 9 y 16 observando
Ja mayor cantidad de HC con respecto al grupo
control. Es notable gue la HC significataivamente
aumentada del cromosoma 1Ch en padres SD no se
observa en el grupo de hijos SD, mientras gque el
cromosoma 166G significativamente mavor, s1 se
sigue observando en el hijo SD. Ambos casos pueden
explicarse aleatoriamente si1 consideramos que un

cromosoma del par cualquiera de un hijo SD fue un



evento de dos opciones gue <n 10 familias nos da
222 = 1,024 combinaciones posibles y al considerar
al otro miembro del par tendriamos 1'@48, 576
combinaciones posibles. En el caso de la HC del
1Ch no observada en SD, debié haber influido méas
el hecho de que se observd poca dispersién en los

datos, e&n particular para madres de 5D y miembros

del grupo control (se disolvid lé diferencia
presente en padres) . Y en el caso de 16G
significativa en el padre N también 16G
significativa en el hijo, la combinacidén
resultante fue significativa con respecto al
control.

No podemos descartar un baja influencia de
variaciones de HC de novo, donde normalmente se
presenta en el 2.1% de los casos (24).

En la tabla 2 se observa gque padres estudio
e hijos SD poseen 16G significativamente mayores,
sin embargo al confrontar sus respectivas
diferencias de 16G con las centrol encontramos
valores no significativos en padres A\
significativos en hijos, esto se explica porgue en
ambos casos se restaron valcores significativos con
no significativos (16Ch) dandonos un tercer valor,
éste uUltimo conjunto se denomind Al6e, esta
diferencia acercd los valores a confrontar, por lo

tanto existe 1la posibilidad que el acercamiento
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fuera tal gue desapareciera la diferencia o gue se
conservara.

Las diferencias encontradas en los hijos que
aparecen en la tabla 3, nos hablan que poseen
caracteristicas propias como gqrupo SD;: podrian
considerarse como una caracteristica citogenetica
mas (adicionales a la observacidén del cromosoma 21
extral.

Es importante wencionar dque existen estudios

gue relacionan polimorfismos de la HC del
cromosoma 1 con cdncer de colon, cervix y ovario
(9), pérdida reproductiva recurrente (11,
sindrome de inmunodeficiencia variable (12}, v

sindrome ICF (16).
Ningquna de las pruebas hechas en madres
presenté resultados significativos. Debido a gue

en aprox. 9%0% de los casos la madre proporciona el

cromosoma 21 extra vy en meiosis I en un caso SD
(2), Y due ademds al incrementarse la edad. de 1la
madre a partir de los 35 aitos también Se
incrementa el riesgo de SD (6}, se esperaria que

la madre presentara diferencias en HC importantes
las cuales no se observaron. Sin embargo., el hecho
de gue las frecuencias de polimorfismos al
compararse madres SD contra hijos SD no indicaron
diferencias, sugiere que sus valores de HC son

ligeramente mayores al grupo control. El haber
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encontrade diferencias significativas en los
cromesowas 1y 16 en papas de SD, sugieren la
ocurrencias de Efecto Intercromosoémico (11, 15,
16).

El poco conocimiento de la funcién de la HC
s6lo permite hacer conjeturas acerca de como
podrian participar en la presencia del SD los
pelimorfismos del 1 Ch vy 166G del padre estudio,
pero estos resultados invitan a pensar que el
padre puede tener una influencia mayor de la que
Se supone.

El establecer marcadores citogenéticos de
riesgo nos conduce a con51defar en el presente
trabajo a los papds estudio en particular a los
cromosomas 1 Ch y 166 con HC significativamente
aumentada. Estos marcadores citogenéticos
(diferencias significativas) deben de formar parte
de una serie de marcadores dgénicos, fenotipicos,
genealogicos, etc. (s1i es qué existen) que
permitan incrementar la fiabilidad de algun
prondstico, que a su vez en un futuro nos 1llevaran
a determinar las causas de S5D.

Serdn necesarios estudios posteriores para
precisar la totalidad de posibles marcadores
cltogenéticos de riesgo de ocurrencia de trisomia

21.
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CONCLUSIONES.

Las cantidades de HC en familias con un hijo
SD y familias control son diferentes; siendo
los cromosomas 1Ch vy 16G del padre los que
podrian ser considerados como candidatos a
marcadores de riesqo debido a que son mds

grandes que los normales.

No se encontraron diferencias significativas

en las madres de SD.

Los hijos SD presentan polmorfismos de HC,
consistentes en 16G y A16 ﬁayores due los
respectivos control, y A9E mayor gque Al16C
ademas de ANA16E mayor que Al1C; los cuales
bodrian considerarse caracteristicas de este

grupo.

El hallazgo de 1Ch y de 166 significataivamente
mayores en padres de SD, se debe de considerar
para estudios posteriores o al estudiar 5D, su
relevancia. o siaganificado dependerd = de
confirmar Y precisar en lo futufo el presente

descubrimiento.
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