CIENCIA 5(2), 121-129, 1997
Maracaibo, Venezuela

Sindrome de Down: origen parental, asociaciones de
satélites y regiones organizadoras nucleolares

Marisol Soto Quintana*, Lennie Pineda del Villar, Alicia Rofas Atencio,
Francisco Alvarez Nava, Jenny Cafiizales Tarazona, Minolfa Prieto Carrasquero
Unidad de Genética Médica, Facultad de Medicina, Untversidad del Zulia
Maracaibo, Estado Zulia. Venezuela

Recibido: 30-01-97 . Aceptado: 18-07-97

Resumen

Con la finalidad de investigar algunos factores que conducen a la no disyuncién (ND) del
cromosoma 21 extra, en este trabajo se determind el origen parental y fase meiética de la ND del
cromosoma 21 extra, en pacientes afectados con Sindrome de Down (SD) y se evalud en los padres
de estos pacientes ia importancia de las asoclaclones de satélites (AS) y de las variantes en las
regiones organizadoras nucleolares (NOR) como factores de riesgo para ND cromosomica. Se
estudiaron 28 familias {padre, madre, y afectado con SD) para un total de 84 individuos que
asistieron a la consulta de asesoramiento genético de la Unidad de Genética Médica de la Facultad
de Medicina de LUZ. Como testigos se estudiaron 40 individuos normales de ambos sexos sin
historia familiar de SD. Las muestras de sangre periférica se cultivaron segun la técnica de
Moorhead (1960} con modificaciones. A los extendidos se les realizd bandas Q y NOR. Los
resultados del origen parental y fase meiética indican que 66,6% de los errores de ND ocurren en
meiosis [ materna, 25% en meiosis [ paterna y 4,2% en melosis [l materna o paterna. Las AS entre
los brazos cortos de los diferentes cromosomas acrocéntricos y la frecuencia de NOR entre padres
¥ testigos no fue estadisticamente significativa. En cuanto al tipo de variante NOR, su distribucién
entre padres y testigos fue altamente significativa, fundamentalmente a expensas de la variante
masiva. Los resultados corroboran lo reportado en la literatura donde se indica un mayor
predominio de casos en meiosis I materna. Hasta ahora no existe suficiente informacién
experimental que permita relacionar la ocurrencia de trisomia 21 con la AS en los padres de nifios
afectados con SD. Dada la naturaleza subjetiva del andlisis de las variantes NOR y la falta de
uniformidad en los criterlos para clasiflcarlas no es posible establecer una relacién entre estas
variantes y la ND cromosémica, por lo que se hace necesario continuar con estudios de esta
naturaleza que permitan esclarecer tal asociacion.

Palabras clave: Asociaciones de satélites; no disyuncidn; regiones organizadoras

nucleolares.
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Down Syndrome: parental origin, satellite of
associations and nucleolar organizer regions

Abstract

The parental origin and meiotic stage of the nondisjunction (ND) in the extra chromosome
21 was investigated in patients affected with Down Syndrome (DS), in order to determine the
factors that lead to the ND in the extra chromosome 21. The importance of satellite associations
(SA) and the variants in the nucleolar organizer regions (NOR), as risk factors were evaluated in
the parents of the affected children. Eighty four individuals {father, mother and affected child}
from 28 families were studied. The families were selected from patients of the Genetic Counseling
Clinic at the Medical Genetics Unit, Faculty of Medicine. University of Zulia. Forty normal
individuals, with no family history of DS of both sexes, were studied as controls. Peripheral biood
samples were cultured according to Moorhead's technique {1960), with some modifications, and
bands Q and NOR were analized in the smears. Sixty six per cent of the ND errors ccurred in
maternal meiosis I, 26% in paternal melosis I and 4.2% in matemnal or paternal meiosis II. No
statistically significant differences were found between parents and controls regarding the
presence of SA between the short arms of the achrocentric chromosomes and the frequency of
NOR. However, a highly significant statistical difference was encountered in the distribution of
the NOR varlants, mainly represented by the Massive variant. These results agree with previous
studies that reported a predominance of ND errors in maternal meiosis 1. At present there is no
sufficient experimental evidence of a relationship between the presence of the trisomy 21 with SA
in parents and DS in the child. Considering the subjective nature of the NOR variants analysis,
and the lack of uniformed criteria for their classification, further studies of this nature are
necessary in order to stablish the true relationship between DS and the parental ND in the extra
chromosome 21 and the DS.

Key words: Nondisjunction; regions organizer nucleolar: satellite associations.

Introduccién A pesar de las extensas investigaciones

realizadas, muy poco se conoce acerca de los
mecanismos que determinan ja ND; por esta
razbén, es importante identificar el padre en
guien ocurrié y la fase meiética, asi como
también determinar algunos factores de ries-
g0 para su ocurrencia. Esto permite evaluar
el papel de los maltiples factores etiolégicos

El Sindrome de Down (SD) es la principal
causa genética de rétardo mental, con una
tasa de ocurrencia estimada de 1:600 a 1:800
nacidos vives. Su alta frecuencia y su gran
importancia clinica hace que ésta sea la ano-

malia cromosomica mas extensamente estu-
diada en humanos (1-10).

Aproximadamente, el 95% de los casos
tienen 47 cromosomas y se deben a la no
disyuncién (ND) meié6tica del par de cromoso-
mas 21 en alguno de los padres. El resto se
deben generalmente a translocaciones Ro-
bertsonianas, mosaicos o trisomias parciales
(11-15).

que han sido implicados en la segregacién
inadecuada de los cromosomas tales como:
consanguinidad, presencia de un determina-
do haplotipo de ADN, edad materna, exposi-
cién a rayos X, desbalance hormeonal, fre-
cuencias de recombinacién disminuidas, va-
riantes en las regiones organizadoras nucleo-
lares, asoclacién de satélites. Ademas, permi-
te identificar aquellos individuos que poseen
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un riesgo elevado de tener un hijo con SD u
otras trisomias asociadas con ND (16).

En este trabajo se determind el origen
parental de la ND del cromosoma 21 extra en
pacientes afectados con SD y se estableci6 la
fase meibtica de la ocurrencia de la ND en los
padres. Se evalué también la importancia de
las asoclaciones de satélites (AS) y de las
varlantes en las reglones organizadoras nu-
cleolares (NOR) como factores de riesgo para
ia ND de este cromosoma.

Materiales y métodos

Se estudiaron 28 familias {28 padres, 28
madres, y 28 afectzgos para un total de 84
individuos) con al menos un hijo afectado con
SD; que asistieron a la consulta de asesora-
miento genético de la Unidad de Genética
Médica de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad del Zulia durante los anos 1993 a
1994. Se cbtuvieron muestras de sangre pe-
riférica heparinizada de la madre, el padre, el
afectado y de 40 individuos normales (testi-
gos) de ambos sexos sin historla familiar de
anomalias cromosémicas. Los pacientes se-
leccionados correspondian todos a trisomia
21 libre y se excluyeron los casoes de transio-
caclones y/o mosaicos si ello fuera el caso.

Para la obtencién de cromosomas las
muestras se cultivaron segin la técnica de
Moorhead (17, 18). Se realizé6 bandeo Q st-
guiendo la lca de Caspersson (19). Se
estudiaron 20 metafases por cada individuo,
fotografidindose 10 de ellas. Para el copiado se
utilizé el método !de Overton y cols. (20) de
impresion secuencial. El origen parental y la
fase mei6tica se asignaron por acuerdo entre
tres observadores independientes, Posterlor-
mente, las laminas se colorearon con nitrato
de plata al 50% (bandas Ag-NOR), segun
Bloom y Goodpasture (21).

Se registro la presencia de AS, nimero
total de NOR y por grupo de cromosomas
acrocéntricos. Las variantes NOR se clasifica-
ron de acuerdo a los criterios establecidos por

Serra y Bova (22) que se describen a conti-
nuacién: ausencia de NOR, NOR simple indis-
tinta {SI}: una sola NOR de tamafio normal,
ligeramente variable; debido a la aposicién de
los tallos. NOR simple (S): dos NOR claramen-
te distinguibles, una por tallo de tamafio nor-
mal o muy pequefic. NOR masiva (M): gene-
ralmente una sola NOR, la cual aparece no-
tablemente agrandada pero algunas veces
puede aparecer cormo dos grandes NOR yux-
tapuestas o solapadas. NOR doble (D): dos
NOR claramente separadas, localizadas a di-
ferentes niveles a lo largo del tallo. En meta-
fases pueden aparecer como 2 ¢ 4 de acuerdo
al grado de aposicién de los dos brazos del
Ccromosoma.

Resultados

En la Tabla 1 se presentan los resulta-
dos del crigen parental y fase meiética de la
ND del cromosomna 21 extra. La misma solo
incluye los casos informativos para ambas
variables estudiadas lo cual representd el
85,7%. Se observa que la mayoria de los
errores de ND ocurren en meilosis | materna
(66,68%} vy el 25% ocurren en meiosis I pater-
na, los errores en meiosis Il materna o pater-
na son poco frecuentes, 4,2% en cada caso.

E£n la Tabla 2 sec presentan los tipos de
AS entre los brazos cortos de los diferentes
cromosomas acrocéntricos: D/D, D/G, G/G.
Puede apreciarse gue entre los grupos estu-
diados (padres de pacientes con SD y testigos}
la distribucién de los distintos tipos de AS no
fue estadisticamente significativa [X’m =
3,78; p>0.1).

En cuanto a la presencia o ausencia de
NOR en los cromosomas del grupo D se ob-
servé que predominaba la presencia de éstos
tanto en los padres de pacientes con SD
845/1193 (70.8%) como en los testigos
793/1055 (75,2%). Resultados similares se
observarcn para los cromoesomas acrocéntri-
cos del grupo G 549/801 (68,5%) y 484 /708
(68,4%) respectivamente. Las pequenas dife-
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Tabla 1
No disyuncién del cromosoma 21
Origen parental y fase meiética
~._ OP MAT PAT Total
FM n % n % n %
MI 16 66.6 6 25.0 22 91.6
MIl 1 4,2 1 4,2 2 8.4
Total 17 70,8 7 29.2 24 100,0
E de .. UGM-LUZ
PM: fase meidtica. MI: meiosis I, MII: meiosis II.
OP: origen parental. MAT: materno. PAT: paterno.
Tabla 2
Regiones organizadoras nucleolares.
Asociaciones de satélites
S TA D/D D/G G/G Total
MTA . n % n % n % n %
P 31 45,6 30 44,1 7 10,3 68 100
T 25 39,7 36 57,1 2 3.2 63 100

E del.. UGM-LUZ
MTA.: muestra P; padres = T: testiges = T.A! tipo de asociacién.

rencias encontradas para ambos grupos cro-
mosomicos no fueron estadisticamente signi-
ficativas. (X2y) = 5.33; 0,05< P<0,10 y X2,
= 0,0058; p>0,9).

La Tabla 3 presenta los tipos de varian-
tes observadas sobrelcromosomas acrocéntri-
cos del grupo D; mas frecuente en los
padres de los pacien {es fue la simple indistin-

ta (SI) 41,1%, el segundo lugar lo ocupa la
variante masiva (M) 31,1%, seguida de Ja
simple (S) 27,6% y por iltimo, la doble (D)
0.2%. En el grupo testigo la variante SI
(57.1%) fue la mas frecuente seguida dela S
(33,8%]). M {8,1%) y por 1iltimo, la D (1%]).

La Tabla 4 presenta el tipo de variante
observada en los cromosomas acrocéntricos

Tabla 3
Variantes de las regiones organizadoras nucleolares.
Cromosomas grupo D.
LTV St | S M D Total
MTA™S n % n % n % n % n %
P 347 41,1 233 27,6 263 311 2 0,2 845 100
T 483 87,1 268 33.8 64 8,1 8 1,0 793 100
Total 800 48.8 501 30,6 327 20,0 10 0,6 1638 100
E del: UGM-LUZ.

MTA: muestra. P: padres. T: testigos. TV: tipo de variante.
SI: simple indistinta. 5]simple. M: masiva. D: doble.
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Tabla 4
Variantes de las regiones organizadoras nucleolares.
Cromosomas grupo G.
NLTV sl s M D Total
MTA = n % n % % n % n %
P 181 33,0 174 31,7 35.2 1 0.1 549 100
T 248 51,2 178 36.8 11.8 1 0,2 484 100
Total 429 41,5 352 4.1 24,2 2 0,2 1033 100

F del. UGM-LUZ

MTA: muestra. P: padres. T: testigos. TV: tipo de variante.

SI: simple indistinta. S: simple. M: masiva. D: doble.

del grupo G. En los padres de pacientes la
variante mas frecuente fue la M (35,2%), lue-
go le sigue la SI (33,0%), S (31,7%) y por
ultimo la D (0,1%). mientras que en el grupo
testigo la varlante mas frecuente fue la SI
(51,2%) seguida de 1a S (36,8%), M (11,8%), y
D (0.2%).

La distribucién de la informacién obte-
nida de acuerdo al tipo de variantes NOR para
ambos grupos fue altamente significativa
X35 = 139,6; pe<0,01 y X%, = 102,6;
p<<0,01), para los cromosomas del grupo Dy
G, respectivamente,

Discusion

Desde hace mas de 20 afios los hetero-
morflsmos cromosoémicos han sido utilizados
por diferentes grupos de investigadores de
varios paises para estudiar el origen parental
y la fase mei6tica de la ND del cromosoma 21
extra en el SD. Sin embargo, hasta ahora
ningnn estudio de este tipo ha sido reportado
en Latinoameérica.

De acuerdo a nuestros resultados, los
casos derivados de origen materno fueron
70.8% mientras qu%los paternos representan
el 29,2%. Estos resultados son similares a los
reportados por algunos autores (Tabla 5). A
pesar de la similitud total de resultados para
los errores en meiosis I materna se observa-
ron algunas discrepancias en la proporcién
de casos para la me*osis Il materna y meiosis
I'y Il paternas, excepto entre este y el trabajo

reportado por Dagna-Bricarelli y cols. (16].
Todos los datos publicados del origen paren-
tal del cromosoma 21 extra estan de acuerdo
en que la ND materna es la causa mas comuin
de trisomia 21 en el humano, pero las propor-
ciones atribuidas a las diferentes fases meid-
ticas del origen parental varia en algunos
estudios (23-27). Sin embargo, las pequefias
discrepancias observadas en las diferentes
publicaciones pueden atribuirse a variacio-
nes en la interpretacién de la informacién
(28,29), diferencias reales entre poblaciones
(27) ¢ a la metodologia empleada en los dife-
rentes trabajos.

Actualmente la determinacién del origen
parental y fase mei6tica de la ND del cromo-
soma 21 extra en el SD se determina por
medio de técnicas moleculares las cuales uti-
lizan sondas de ADN especificas para el cro-
mosoma 21, altamente pollmorficas tales
como repeticiones en serles de niamero varia-
ble (VNTR]) o iniciadores para realizar reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) que ampli-
fican secuencias cortas repetidas, Estos estu-
dios indican que aproximadamente €] 94-95%
de los casos son de origen materno {2, 5,
30-32), 5in embargo, el hecho de que se ha-
yan observado algunas discrepancias entre
estudios citogenéticos y moleculares, no inva-
lida los estudios gue utilizan heteromorfis-
mos cromosémicos, sole indica que estos 1l-
timos deben ser interpretados cuidadosa-
mente (19).
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Tabla 5
Resumen de los trabajos reportados sobre la determinacién del origen parental y fase meidtica del
cromosoma 21 extra en el Sindrome de Down

Reportes Error meiético materno Error melético Paterno Total
I % I % I % I %

Magenis y Col, 120 60,9 31 15,7 23 11,7 23 1.7 197
{1980).

Mikkelsen y Col. 49 67,1 12° 16,4 10 13,7 2 2,7 73
(1980).

Robert y Callow 4 66,6 1 16,7 1 16,7 0 -- 6
(1980).

Jongbloet y Col. 35 54,7 16 250 6 9.4 7 109 64
(1981).

Jacob y Mayer. 11 68,7 3 18,7 0] - 2 125 16
(1981).

Meanning y Col. 8 66,7 0 - 2 18,7 2 16,7 12
(1981).

Del Mazo y Col. 17 63.0 3 11,1 6 222 1 3.7 27
(1982},

Dagna B. y Col. 168 68,0 14 57 55 22,3 16 4,0 247
{1990).

Total de la literatura 412 642 - 80 12,5 103 16,0 47 7.3 642
Presente estudio 16 66,6 1 4,2 6 25,0 1 4,2 24
Total 428 64,2 81 12,2 109 16,4 48 7.2 666

Por otra parte las técnicas moleculares
tienen algunas limitaciones para determinar
la fase meidtica donde ocurrid la ND, ya que
actualmente no existen marcadores centro-
meéricos sino marcadores proximales ubica-
dos a 5-10 cM del centrémero (31-34). Por 1o
tanto, es posible que se realicen asignaciones
erréneas de la fase meiética. Lorber y cols.
(1992) indicaron un: mientras el origen pa-
rental de la trisomia 21 puede ser evaluado
con exactitud a traves de técnicas molecula-
res, la fase meiotica en la cual ocurri6 el error
no puede ser definitivamente evaluado con los
marcadores de ADN actualmente disponibles
(33).

Es importante ¢n futuros estudios ana-
Hzar un gran ntmero de familias mediante
combinacién de técriicas citogenéticas y mo-
leculares hasta tante se identifiquen sondas

centroméricas y para el brazo corto del cro-
mosoma 21 que sean altamente polimérficas
y especificas, y de esta manera tratar de
contribuir al esclarecimiento del mecanismo
que influye en la ND meiética del cromosoma
21 {10, 34).

En cuanto a la AS de cromosomas acro-
céntricos Ferguson-Smith y Handmarker in-
dicaron que las AS entre los brazos cortos
pueden formar interacciones a través de las
NOR (35-37). Por otro lado, Mattei y cols.
(1974} y Hansson (1979) indicaron que las AS
y especificamente las asociaciones que invo-
lucran al cromosoma 21 se observan mas
frecuentemente en padres de pacientes con
SD que en testigos (38, 39). Estos hechos han
llevade a pensar que las AS tienen un papel
importante en los eventos de ND que llevan a
la trisomia 21.
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Nuestres hallazgos son similares a los
reportados por Cook y Curtis (1974) y Taysi
(1975), ya que no se encontraron diferencias
significativas para la frecuencia de AS entre
padres de pacientes con SD y testigos (40, 41).
Estos resultados sugieren que no existe rela-
cién entre la AS y riesgo elevado para la ND
del cromosoma 21,

En relacién con las NOR en 1960, Polani
(42) sugirié que la persistencia de éstas po-
dria interferir con el proceso de apareamiento
normal, llevando posteriormente, a la mala
segregacion de univalentes en meiosis 1. Des-
de entonces se ha postulade que la presencia
de NOR puede estar implicada en los procesos
de ND que involucran los cromosomas acro-
céntricos {43).

En 1985, Jackson-Cook (44) sugiri6 que
la presencia de una variante, NOR doble,
sobre cromosomas acrocéntricos cumplia un
papel importante en la ND meiética y que los
padres gque portaban dicha variante tenian un
riesgo 20 veces mayor de tener un hijo con
SD. Posteriormente otros autores han tratado
de corroborar esta hipdtesis sin encontrar
evidencias a su favor (22, 42, 45, 46).

Nuestros resultados estidn de acuerdo
con lo reportado por Spinner (1989) y Serra y
Bova (1990), ya que la frecuencia de la varian-
te NOR doble no estuvoe incrementada en los
padres de pacientes con SD en relacidén con
los testigos {22, 45}, Sin embargo, encontira-
mos diferencias altamente significativas entre
ambos grupes estudiados para las variantes
NOR, fundamema.;xente a expensas de la
masiva (M}.

Estos hallazgos son de dificil interpreta-
cion debido a las diferencias metodoldgicas o
clasificaciones de varlantes NOR utiliza-
das en los diferentes|trabajos. La clasificacion
utilizada aqui es una de las mas detalladas y
con ¢l menor grado |de subjetividad. excepto
para las variantes tipo Sl y M. La primera, que
se define como un sblo NOR de tamario nor-
maly la segunda, como uno de tamano agran-
dado puede sin duda conducir a errores en la
clasificacion de los casos y a la inclusion de

doble NOR no bien definidos dentro de la
variante masiva. Ademas, se han reportado
otros factores inherentes a la tincién con
plata que aumentan el grado de dificultad,
tales como: la cantidad de ADN ribos6émico en
un organizador nucleclar el cual puede variar
grandemente en diferentes individuos, la ac-
tividad transcripeional la cual puede cambiar
en el curso de la diferenciacién celular, y el
procedimiento de tincidén con plata es capaz
de inducir a variabilidad en diferentes meta-
fases e incluso en la misma preparacién cro-
mosomica (46-49).

A pesar de los resultados obtenidos en
este trabajo que sugieren una relacién de las
variantes NOR, en particuiar, la varlante ma-
siva con la ND del cromosoma 21, no es
posible establecer una conclusion definitiva
hasta tanto no se realicen otros estudies con
el establecimiento previo de criterlos unifor-
mes para la clasificacion de las variantes que
permitan y faciliten la comparacién entre los
distintos trabajos. La posible relacién de las
NOR y la ND cromosémica no ha sido diluci-
dada hasta ahora, motive por el cual es muy
arriesgado basar el asesoramiento genético
en las variantes NOR para predecir ¢l riesgo
en parejas con este tipo de problemas. Final-
mente, s importante continuar con estos
estudios hasta tanto se esclarezca la natura-
leza de esta asoclacién.
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