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En la especie humana la enfermedad cromosémica més frecuente en
recién nacidos vivos, es el sindrome de Down o mongolismo(] ), que se presenta
cuando un individuo es trisémico para uno de los pequefios cromosomas acrocén
tricos, que por convencién se acepta se acepta se trata del par 21 (2). Dicha
trisomfa puede ser de dos tipos: a) forma habitual, en la que el sujeto tiene 47
cromosomas y el extra es un 21; y b) trisomfa por translocacién en donde el indi_
viduo afectado tiene 46 cromosomas, pero uno de ellos, habitualmente uno de los
grandes acrocéntricos, lleva material de un cromosoma 21 ademds del propio. La
primera situacién es la mds frecuente y el mecanismo que la produce es la falta -
de disyuncién meiética en uno de los progenitores, de tal suerte que uno de los
gametos resulta desbalanceado con un cromosoma 21 adicional,

Se desconoce la etiologla del sthdrome de Down, El énico factor -
bien conocido es el de la edad materna; a mayor edad de fa madre, mayor fre--
cuencia de hijos con sThdrome de Down®+4), Existe ademds evidencia epidemio
l8gica de que las radiaciones ionizantes y algunos virus puedan estar involucra~-
dos en su efiologfa(5’7) y, recientemente se ha propuesto que los anticuerpos an-
titiroideos intervienen en alguna forma en este padecimiento, Debido a que en
el presente estudio se explora esta Gltima posibilidad, revisaremos a fondo todos
los datos al respecto.,

La relacién entre enfermedad tiroidea y/o anticuerpos antitiroideos
y el sTndrome de Down, se conoce desde hace tiempo, En 1946, Benda informé
el primer caso de tiroiditis de Hashimoto en un paciente con sindrome de Down(e).

Este tipo de tiroiditis se asocia a la presencia de anticuerpos antitiroideos y, ===



Mellon, Pay y Green en 1963(9), encontraron una frecuencia superior de los mis-
mos en individuos con trisomfa 21 en comparacién con la poblacién general, Este

hecho ha sido confirmado en varias ocasiones y por diversos autores: Saxena y ---

Pryles(] 0), Richards et al (1] ), Burgio et al(]2']3), Ficllow(M), Fialkow y Uchida(15)

Fialkow et al(l 6), Engel(] 7), Engelberth et al(18) y Vanhaelst et al(l 9), Ademds
varios investigadores han encontrado una frecuencia elevada de bocio y disfuncién
tiroidea en madres de pacientes con sindrome de Down (Do”inger(zo), Meyersal),
Benda (22), Ek(23), Coppen y Cowie (24)‘/ Wren et a|(25)) asT como en hermanos y
parientes maternos en primer grado(] 6).

Una evidencia mds sugestiva de que los anticuerpos antitiroideos tuvie
ran relacibn con la etiologia del sthdrome de Down, fue proporcionada por Fialkow
etal en 1965Q6), quienes demostraron una prevalencia mayor de anticuerpos anti-
tiroideos en madres de nifios afectados con trisomfa 21 en comparacién con un grupo
testigo adecuado, siendo las diferencias particularmente impresionantes en madres
iévenes(27). Este hallazgo ha sido confirmado en muchas poblaciones (Burgio ---
et °|(|2,l3)' Fialkow(ZB), Fialkow y Uchidu(]5), Fialkow et al {1 6), Dallaire y
Flynn (29), Engelberth et al(18), Vanhaelst et al(19) y Kaplan y Zsakoco)).

Todas las investigaciones anteriomente sefialadas son retrospectivas,
es decir se estudian a las madres de los enfermos con trisomfa 21 después de haber
nacido &stos, lo que hace que en rigor se desconozca el papel real de los autoan-
ticuerpos tiroideos en la produccién del sindrome de Down, En efecto, pudiera -
ser que los anticuerpos antitiroideos sean responsables de la falta de disyuncién -

materna o bien, que por el contrario los anticuerpos resulten de la anormalidad -
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cromosémica, esto es, que el embarazo con el producto afectado, por mecanis-
mos desconocidos, desencadene la aparicién de anticuerpos antitiroideos, Otra
posibilidad serfa el considerar un factor viral que este involucrado tanto en la -
produccién de los anticuerpos antitiroideos corr;o en la aparicién de las aberracio
nes cromosémicas 31 ).

Para aclarar este problema, se ocurren cuando menos dos altemativas:
hacer estudios prospectivos en el humano y realizar estudios experimentales en ani
males inferiores, induciendo la formacién de anticuerpos antitiroideos y observan-
do el efecto que ello tenga sobre su descendencia, Una investigacién de este Gl-

timo tipo constituye el motivo de esta tesis,




Capltulo 11

MATERIAL Y METODOS

@as R N R ] L}




6

Como animales de experimentacién, se utilizaron conejos hembras -
de 2,5 kg de peso, raza Nueva Zelandia. Los motivos para emplear dicho ani-
mal fueron:

a) Alto grado de respuesta inmunol8gica

b) Perfodo de gestacién corto (de 30 a 33 dras)

c) Ovulacién méltiple e inducida después del coito

d) Fecundidad elevada

e) Facilidad para la obtencién de muestras de sangre

f) Facilidad de manejo

g) Bajo costo y mantenimiento sencillo

h) Su adaptacién al cautiverio

El estudio se realizé con la siguiente secuencia:

Para seleccionar un buen antfgeno, se ensayaron tres diferentes ex—-
tractos tiroideos obtenidos de: a) bovino, b) conejo y c) humano. Mensualmente
se medfa el titulo de anticuerpos alcanzado, con la técnica de difusién en agar y
la prueba de hemaglutinacién de eritrocitos sensibilizados con tiroglobulina des--
crita por Boyden y modificada por Statvizky(37). En vista de que sélo las conejas
inyectadas con tiroides de origen humano mostraron buena respuesta, se decidié uti_
lizar este extﬁ:cto. Se trataron 15 animales experimentales de los cuales sélo 10
alcanzaron thulos elevados, Una vez conseguida la inmunizacién, se procedié a
aparear las conejas tratadas y algunas controles; logrdndose embarazar seis de las
primeras y las tres del seéundo grupo. Tanto en las crlas de las conejas experimen-
tales como en las de las testigos, se practicé el anélisis cromosémico en sangre pe-

riférica,




El detalle de la metodologla empleada se describe a continuacién en

el siguiente orden:

i, Inmunizacién

1. Determinacién de anticuerpos
i, Apareamiento

v, Anélisis cromosémico

le Inmunizacién:

(32’33). El antTgeno se prepara a partir

A) Preparacién del antfgeno
de gléndula tiroides obtenida de individuos recién fallecidos y conservada a -20°C
hasta el momento de procesarla, Para la preparacién del antfgeno se toma la pre-
caucién de hacer todos los pasos a 4°C, con el fin de evitar la desnaturalizacién
de la tiroglobulina, La preparacién se hace de la siguiente manera:

1, Se corta la gldndula tiroides en fragmentos pequefios

2, Se homogeiniza en solucién salina isoténica

3, Se centrifuga a 2,500 r.p.m. y se separa el sobrenadante

4, Se dializa contra la solucién salina isoténica, durante 24 hs,
5. Se liofiliza y se conserva a -20%C hasta su uso

Este extracto contiene tiroglobulina y posiblemente un antfgeno del co
loide diferente de la tiroglobulina y un constituyente de los microsomas,

B) Administracién del antl’geno(34).

1, En cada inyeccién se administran 100 mg del extracto tiroideo

suspendido en 1 ml de solucién salina y mezclado con 1 ml de

adyuvante de Freund completo,

o
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2,

El antfgeno se inyecta repartido en partes iguales tanto por
vla subcuténea como en los cojinetes de las patas traseras,
Las tres primeras inyecciones se realizan con intervalos de
15 dfas y posteriormente cada 8 dfas durante dos a cinco me
ses,

Para medir el tftulo de anticuerpos se realizan sangrados -~
quincenales mediante una incisién en la vena malrginal de -
la oreja, colectando por goteo alrededor de 5l m| de sangre

en cada ocasidn,

Il. Determinacién de anticuerpos:

Para este objetivo se emplearon dos técnicas: difusién en placas de -

agar y hemaglutinacién de eritrocitos sensibilizados con tiroglobulina,

A) Difusién en agar

1,

2.

(34)

Preparacién de placas:

a) Se hace una suspensién al 1% de agar Noble (Difco ---
Special) en tampén de barbital pH 8.6, El agar se disvel
ve en caliente y se filtra por lana de vidrio, agregéndose
una solucién de azida de sodio al 1% como bactericida,

b) Se colocan 13 ml de esta solucién (caliente) en cajas de
Pétri de 9 cm de diémetro,

c) Se dejan por 15 a 30 minutos a 4°C para acelerar la solidi
ficacién,

Medicién de anticuerpos:

o o B ) K a R
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a) El primer paso consiste en realizar 7 perforaciones de
1.7 cm de diémetro en la placa de agar, una en el cen
tro y seis alrededor de ésta, y situadas a 2 cm de la per
foracién central,

b) En el orificio central se coloca el antfgeno y en los pe-
riféricos diluciones progresivas del svero,

c) Se sellan las cajas y se ponen en un incubador humedo
a 37°C, observéndose diariamente por espacio de una se
mana,

d) Al difundir y ponerse en contacto el antigeno y el anti-
cuerpo del suero, si éste estd presente, se forman bandas
de precipitacién, leyéndose el tltulo de anticuerpos co-
mo la concentracién menor que forma banda,

B) Hemaglutinacién de eritrocitos sensibilizados con tiroglobulina,
Consta, de los siguientes pasos:

1. Purificacién de la tiroglobulina

2, Sensibilizacién y curtido de eritrocitos

3. Detemminacién de anticuerpos

1. Purificacién de la tiroglobulina segln el método de Derrien®

a) Se cortan 100 g de tiroides en pedazos pequefios

b) Se le colocan 300 ml de solucién de cloruro de sodio frfo

al 0,9% y se deja reposar por 12 horas a 2°C,

c) Se centrifuga en frfo y se elimina la fraccién insoluble

S — U . B —
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10
d) A cada 58 ml de sobrenadante se le agregan 42 ml de sul

fato de amonio saturando, para lograr una solucién con -
42% de saturacién
e) El precipitado formado se separa por centrifugacién,
f) Se coloca en incubadora a 20°C por 12 horas y se pone en
suspensién en 280 ml de una solucién de sulfato de amonio
al 41%,
g) Después de 12 horas se centrifuga y se desecha el sobrena
dante,
h) El precipitado se resuspende en sulfato de amonio al 37%
y se centrifuga, Se desecha el precipitado.
i) Se dializa el sobrenadante contra agua destilada durante
24 horas,
i) Se liofiliza,
2, Sensibilizacién y curtido de erifrocitos(36’37)-
a) Se obtiene sangre de carnero, con anticoagulante de Al-
severs, volumen a volumen,
b) Se lavan los eritrocitos tres veces con solucién salina iso
ténica,
c) Se hace una suspensién de eritrocitos al 4% en buffer de
fosfatos pH 7,2,
d) Se mezclan volgmenes iguales de eritrocitos y dcido téni
co 1:20,000 y se incuban 15 minutos a 37°C (el écido -=

ténico se disuelve en el buffer de fosfatos),

PR SO IS




e)

f)

g)

h)

k)

11

Se centrifugan los eritrocitos y se lavan una vez con el
buffer de fosfatos, restituyéndose en volumen con el mis
mo buffer,

Se afiade un volumen de la suspensién de eritrocitos al
2% a un volumen del antfgeno dilufdo 1:4 en buffer sali
no de fosfatos pH 6.4 .

Se dejan reposar a 37°C durante 10 minutos y se centri-
fugan.

Se lavan una vez en una solucién 1:100 de suero normal
de conejo y se resuspenden a su volumen original en el
suero nomal de conejo.

Se agita la suspensién de eritrocitos y se afiaden lenta--
mente 5 ml de formol al 40% por cada 50 ml de suspen--
sidn,

Después de reposar 18 horas a 4°C se afiaden otros 5 ml
de formol .

Una vez sedimentadas las células, después de 2 6 3 dfas,
el sobrenadante se descarta y se resuspenden las células
a su volumen original en solucién salina,

Se agitan las células y se dejan reposar nuevamente hasta

su sedimentacién,

m) Finalmente se estandarizan a una suspensién al 1% en so-

lucién salina,

n) Se afaden 0.2 mi de formol a la solucién final como pre-

servador,

P e
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3. Determinacién de anticuerpos antitiroglobulina,

Ill, Apareamiento:

a)

b)

c)

d)

e)

Se utiliza una placa de aglutinacién para hacer la cuan
tificacién de anticuerpos,

Se afiaden 0,025 ml de gl8bulos rojos sensibilizados a
0,025 ml de diluciones progresivamente mds altas del --
suero problema en solucién salina, empezando desde 1:5,
Para descartar la presencia de aglutininas anticamero, se
corre un testigo en el que se afiaden 0,025 ml de eritroci
tos no sensibilizados.

Cuando la prueba es positiva, los gl8bulos rojos se depo-
sitan en el fondo de la placa de aglutinacién a manera de
carpetas difusas con bordes oscuros y fragmentados, Los
resultados dudosos se consideran como negativos,

Los resultados se expresan en téminos de la dilucién ma-

yor en la que se observé claramente hemaglutinacién,

Una vez conseguidos tftulos satisfactorios de anticuerpos, se procedié

a aparear las conejas, que entonces tenlan de 4 a 7 meses de edad, Para ello se

mantuvieron con un macho por un tiempo aproximado de 8 dfas en la jaula de apa-

reamiento, Diecinueve dfas después de que se colocaron con este propésito, se de

termind la presencia de embarazo por palpacién del vientre, En el caso de que no

hubiera datos de prefiez, se repetfa la operacién cambiando de macho.,

POSEDEDSS ST ==Y
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IV, Anélisis cromosémico:

Debido al poco volumen sangufneo que se puede extraer de las crfas,

se utiliz8 un micrométodo para andlisis cromosémico; el cual consta de los siguien

tes pasos:

Toma de la muestra
Cultivo
Recoleccién o cosecha

Preparacién del frotis

A. Toma de la muestra,

]-

2,

Se obtiene 1 m| de sangre por puncién cardiaca, con una jeringa
estéril que contenga 0,1 ml de heparina (1000 U/ml),

Se deposita la sangre en un tubo estéril,

B. Cultivo(sa).

1.

En cada determinacién se utilizaron dos medios diferentes, con el
propésito de obtener mayores probabilidades de éxito, Estos fueron
el Fyo (PPL) y el de Waymouth (NABI); a ambos medios se les agre-
ga cada 8 dfas desde la primera vez que se utilizan, 0.6 ml de una
solucién de L glutamina al 5% en agua destilada, Se les adiciona
también 0,5 ml de penicilina 20,000 U/ml) y 0.5 ml de estrepto-
micina (20,000)( gr/ml), y se ajusta el pH final entre 7,2 y 7.4
con bicarbonato de sodio estéril al 7,5% o bien con biéxido de car
bono gaseoso, segin e requiera,

Se colocan 4 ml de medio en un frasco de cultivo; se le agrega

1 ml de suero fetal de ternera PPL, 0,2 ml de fitohemaglutinina M

2o WL ¥ S U
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(Difco) y 8 gotas de sangre total,

3. Seincuba a 37 C de 65 a 72 horas,

4, Dos horas antes de cosecharse, se les agrega a cada uno de los
cultivos 0.2 ml de una solucién de colchicina (Lilly) a una -

concentracién de i)c(gr/ml .

C. Cosecha (39).

10,

11,

Se pasa el contenido del frasco de cultivo a un tubo de centrifuga.
Se centrifuga a 800 rpm durante 5 minutos.

Se decanta el sobrenadante.

Se resuspende cuidadosamente el sedimento con soluci&\ salina iso-
ténica con pipeta pasteur,

Se centrifuga a 800 rpm durante 5 minutos.

Con pipeta pasteur se extrae el sobrenadante dejando 0.5 ml y se
resusper¥den las células agregando gota a gota 2 ml de una solucién
hipoténica de cloruro de potasio 0,075 M.

Se incuba a 37°C durante 13 minutos.

Se centrifuga a 600 rpm durante 5 minutos.,

Se extrae el sobrenadante con pipeta pasteur y se agregan 5 ml de
fijador (alcohol metMico absoluto: 4cido acético glacial 3:1) re-
cién preparado, teniendo cuidado de no romper el botén de células,
Se deja reposar por 15 minutos.

Se rompe el botén por medio de la pipeta; se deja reposar 5 minu-

tos y se centrifuga a 800 rpm durante 5 minutos.,

FURBISRS - Y
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D.

E.

12,

13,

14,

15

Se repite esta operacién cuantas veces sea necesario hasta

que el botén quede limpio,

Se deja reposar a 4°C hasta el dfa siguiente,

Se hace un nuevo cambio de fijador y se centrifuga; se de-
secha una parte del sobrenadante y se resuspenden las célu
las procurando formar una solucién medianamente concen--

trada de las mismas,

Preparacién del frotis

lo

Se colocan los portaobjetos limpios y desgrasados en un vaso
de agua helada,

Se elimina el exceso de agua de las laminillas y, adn hume-
das, se agregan 3 gotas de la suspensién de células con una
pipeta pasteur,

Se fija a la flama,

Se trata la preparacién con 4cido clorhfdrico 5N durante 15
minutos,

Se tifie con una solucién Giemsa (Giemsa al 1% en glicerina
y alcohol metMico absoluto 1:1) por 15 minutos,

Se lava y se deja escurrir,

Una vez tefidas las laminillas estén listas para ser observadas,

Observacién al microscopio

1. Cuenta de cromosomas

2, Elaboracién de cariotipo

M adanta e & aia
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Cuenta de cromosomas: La confiabilidad de la cuenta es -

importante y para ello debe contarse con-

a)
b)

c)

Un buen microscopio con iluminacién adecuada,
Laminillas éptimas, lo que se determinard por observacién
microscépica a menor c.umenfo.

Seleccién adecuada de las células para su conteo, Se es
cogen células intactas, que tengan el menor némero posi-
ble de cromosomas sobrepuestos y cuya morfologfa sea bue
na,

De acverdo con estas condiciones se procura confar un nf
mero minimo de 20 células en cada estudio, el cual se —-
aumentaré cuando se presenten varias lfneas celulares, En
el presente trabajo se decidié evaluar también la propor--
cién de células hiperploides (66 6 més cromosomas), Para
ello se hizo una relacién de némero de mitosis examinadas,
independientemente de la calidad de su morfologfa, Uni-
camente se estudiaron asT, aquellos animales en que duran
te el curso de la bisqueda de las 20 mitosis iniciales con

buena morfologla, se encontré alguna célula hiperploide.,

Elaboracién del cariotipo: Una vez terminado el recuento ce-

lular, se seleccionan las células con mejor morfologla para su

fotografta, Esta se realiza con un fotomicroscopio, o bien --

con una cdmara adaptada a un microscopio y usando rollo de -

alto contraste, Se revela el rollo, se imprimen las fotograffas
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y se procede a hacer el cariotipo,

El conejo Oryctolagus cunuliculus tiene un némero diploide de 44 --

cromosomas, los cuales pueden ser divididos en cuatro grupos de acuerdo con la lo-
calizacién de sus cenfrémems(ﬁ'o_“):
Grupo A, Seis pares de cromosomas metacéntricos,
(Indice de brazo cercanoa 1)
Grupo B,  Seis pares de cromosomas submetacéntricos.
(Indice de brazo 1,7 - 3.0)
Grupo C. Seis pares de cromosomas marcadamente submetacéntricos,
(Indice de brazo 3,0 - 7,0)
Grupo D, Cuatro pares de cromosomas acrocéntricos,
(Indice de brazo 7,0)
En el grupo "B" se localizan los cromosomas X e Y, El cromosoma Y
es el mds pequeio de todo el cariotipo y generalmente se distingue por ser hetero

cromético, El cromosoma X es diffcil de distinguir de los demds autosomas del --

grupo ngh
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En la tabla 1 aparecen los tftulos de anticuerpos antitiroideos regis-
trados en las 21 conejas inmunizadas con extractos tiroideos de bovino, de cone
jo y de humano. En la tabla 2 se observan los resultados del andlisis cromosémi
co de las 39 crias de conejas inmunizadas (18 hembras y 20 machos). En la tabla
3 los resultados encontrados en las 21 crlas del grupo control (10 hembras y 7 ma-
chos), En uno de los descendientes del primer grupo y en cuatro del segundo, fa
116 la técnica de cultivo. En la tabla 4 se presentan los resultados de las pruebas
de funcionamiento tiroideo (yodo protéico y captacién de triyodotironina) y la -
interpretacién de los estudios histolégicos en las conejas inmunizadas que queda-
ron embarazadas asl como en las que no se presenté embarazo,

En las figuras 1 y 2 se presentan los cariotipos de conejos hembra y

macho respectivamente,
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TABLA 1 TITULOS DE ANTICUERPOS ALCANZADOS POR LAS
21 CONEJAS INMUNIZADAS CON EXTRACTOS TIROIDEOS PRO-
VENIENTES DE TRES ESPECIES DIFERENTES,

ORIGEN DEL PERIODO DE TITULOS MAYORES DE ANTICUERPOS

EXTRACTO TI  INMUNIZACION Difusidn en  Hemaglutinacién de eritroci

ROIDEO (meses) Agar tos sensibilizados con tiro-—
globulina

Bovino 5 1:4 -

Bovino 5 14 -

Conejo 5 Neg Neg

Conejo 5 Neg Neg

Conejo 5 Neg Neg

Conejo 5 1:4 Neg

Humano 3.5 1116 1:10 000 000

Humano 3.5 - 110 000 000

Humano 2 Neg e -

Humano 2 1:32 1:5 000 000

Humano 2 - 1:5 000 000

Humano 2 1:16 1-5 000 000

Humano 2,5 Neg Neg

Humano 3 - 1:5 000 000

Humano 3.5 1:4 Neg

Humano 2 - 1-5 000 000

Humano 2 132 1-20 000

Humano 2 S 1:10 000 000

Humano 2,5 116 -

Humano 3 - Neg

Humano 3 - 1-5 000 000

Todas las conejas con ttulos de anticuerpos de 1:20 000 6 superiores en la prueba

de hemaglutinacién de eritrocitos con tiroglobulina, se aparearon, De ellas, Gnicamente seis

(Nos, 7, 10, 14, 16, 18 y 21) se embarazaron y la No. 18 presents un aborto méltiple.,




TABLA 2

RESULTADO DEL ANALISIS CROMOSOMICO DE LAS CRIAS
DEL GRUPO EXPERIMENTAL,

CONEJAS No, CRIAS SEXO No, MITOSIS CELULAS  TETRAPLOIDES

No, %
1 Q 100 7 7.0
2 9 100 1 1.0
3 Q 30 0 0.0
4 Q 21 0 0.0
7 5 Q 21 0 0.0
6 ? 16 0 0.0
7 o 50 3 6.0
8 J 21 0 0.0
9 o 2] 0 0.0
10 - - C - -
TOTAL 380 n 2,9
1 9 100 3 3.0
2 ? 30* 0 0.0
3 9 21 0 0.0
4 Q 21 0 0.0
10 5 9 9 0 0.0
6 o 100 2 2,0
7 o 100* 3 3.0
8 ' 30 0 0.0
9 J 25 0 0.0
10 Jd 21 0 0.0
TOTAL 457 8 1.7
1 ? 50%* 0 0.0
2 J 100 3 6,0
14 3 J 21 0 0.0
4 o 21 0 0.0
5 4 2 0 0.0
6 d 2] 0 0.0
TOTAL 234 3 1.2
1 ? 30w+ 0 0.0
2 ? 25 0 0.0
16 3 Jd 50 0 0.0
4 g 50 0 0.0
TOTAL 155 0 0.0
1 ? 24 0 0,0
2 ? 18 0 0,0
3 Q 17 0 0.0
4 Q 13 0 0.0
21 5 o 23 0 0.0
6 d 21 0 0.0
7 d 21 0 0.0
8 o 19 0 0.0
9 d 10 0 0.0
TOTAL 166 0 0.0

i 10% de las células mostraron rompimientos cromosémicos

ol 4% de las células mostraron rompimientos cromosémicos

wan

10% de las células mostraron endorreduplicacién parcial

| P ppS
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TABLA 3 RESULTADO DEL ANALISIS CROMOSOMICO DE LAS
CRIAS DEGL GRUPO TESTIGO,

CRIAS SEXO

A wWwN —
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®]
=
>
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N A WN —

—
>
—

VOO NOUL A WN —~

TOTAL

No. MITOSIS

48
21
18
16
21

124

28
27*
2]
100
55
28

26}

CELULAS
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3% de las células mostraron rompimientos cromosémicos
2% de las células mostraron rompimientos cromosomicos
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TABLA 4

CONEJA No,

*1

12

14

16

"7

21

j{gr/lOOml

4.0

2.4

7.0

8.6

£ g

6.6

7.8

YODO PROTEICO CAPT.DE TRIYODO
TIRONINA ()

2,18

0.77

0,81

1,119

1.27

1.61

1.60

PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO TIROIDEO E HISTO-
PATOLOGIA DE LAS CONEJAS INMUNIZADAS,

DATOS HISTOLOGICOS

Tiroiditis crénica discreta e
incipienfe,

Hiperplasia folicular zonal,

Tiroiditis crénica y fibrosa
incipiente,

Hiperplasia Multifocal, Tiroi-
ditis crénica mima,

Cambios atréficos multifocales
de folTculos tiroideos con infil
tracién linfocitaria miima, -
Adenoma fetal,

Cambios atréficos difusos del
tejido glandular con dos focos
de infiltracién linfocitaria,

Cambios atréficos difusos del
tejido glandular con dos focos
de infiltracién linfocitaria, -
Placa de microfolTculos de as-
pecto fetal,

Tiroides de aspecto nomal con
un foco minimo de tiroiditis =
crénica,

* Conejas en las que no se logré embarazo,
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Como se puede observar en la tabla 1, el antfgeno més eficaz fue el
de origen humano, En efecto, diez de las quince conejas inmunizadas en esta -
forma, produjeron tftulos elevados de anticuerpos antitiroideos. Como los ensa~
yos con los antfgeno de bovino y de conejo fueron insuficientes no se hicieron --
consideraciones acerca de su eficacia, puesto que el objeto de este trabajo era la
inmunizacién de los ‘animales con el antfgeno més préctico y no la investigacién
de las diferencias en la capacidad antigénica de los distintos extractos tiroideos,
La razén para usar como gula los resultados de la técnica de hemaglutinacién so-
bre la de difusién en agar, fue que la primera es més sensible y'mide especlfica-
mente anticuerpos contra la tiroglobulina, que son los fundamentalmente implica
dos en la etiologia del sihdrome de Down,

De las diez conejas que se aparearon, Gnicamente se lograron emba-
razar seis de ellas, Inicialmente se pensé que esto era debido a que la presencia
de anticuerpos antitiroideos produjo hipotiroidismo en algunas de las conejas; lo
que les impidié que se embarazaran (conejas 8, 11, 12 y 17); sin embargo, tal --
como se puede observar en la tabla 4, no hubo diferencias en el funcionamiento -
tiroideo con el grupo de animales que se logré embarazar (conejas 7, 10, 14, 16,
18 y 21), Tampoco se observaron diferencias claras en el estudio histolégico de -
las gléndulas tiroideas de ambos grupos. Es posible que las jaulas de apareamiento
empleadas hayan sido inadecuadas para el propésito que se buscaba y que ello ex-
plique el fenémeno.

De las seis conejas embarazadas, la No. 18 tuvo un aborto miltiple,
que por desgracia no fue posible analizar citogenéticamente ya que no se detecté

a tiempo para poder lograr su anélisis. El resto tuvo un total de 39 crfas y, como
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se puede observar en la tabla 2, ninguna mostré aneuplidfa, La proporcién de -
rompimientos cromosémicos y de células tetraploides, no fue significativamente
diferente de la observada en el grupo de comparacién (x2 =1,51; p> 0.20),
Algunas conejas fueron claramente diferentes de las demés en relacién al porcen
taje de células tetraploides, y el 50% de las mismas se observaron en crfas de una
solo coneja, la No, 7, Los rompimientos cromosémicos por otro lado, estuvieron

(44-46) _

repartidos en forma més uniforme, Vale la pena sefialar que Fialkow n-
contrd in vitro, que los extractos linfocitarios alogénicos producen incremento -
significativo de rompimientos cromosémicos e hiperploidfas en cultivo de fibro--
blastos normales, Podria ser que lo encontrado en la coneja No, 7, fuera expli
cado por este hecho, pero resulta imposible asegurarlo,

Los resultados negativos obtenidos en este estudio no invalidan la hi-
pbtesis que se pretendié probar ya que nc; pueden considerarse como concluyentes
debido a cuando menos los siguientes hechos:

a) No existe informacién sobre la frecuencia espontdnea de anoma--
ITas cromosémicas en conejos vivos recién nacidos; si suponemos, sin que haya nin

(47)

guna evidencia para ello, que es similar a la del hombre, de 0,56%"""’, la proba

bilidad de encontrar un sujeto con aneuploidia es de Gnicamente de 17,64%. Es-

ta cifra se obtuvo usando la regla 3 para combinar probabilidades descritas por --

(48)

Crow que dice- si la probabilidad de un evento A es p y la de la ocurrencia

del evento altemativo B (no ocurrencia de A)es q, la probabilidad de que en n

veces el evento A ocurra s ocasiones y el evento B, t veces es-

n! s _t
i P
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En nuestro caso A fue la presencia de alteracién cromosémica, B la ausencia de
la misma, n tuvo valor de 39, s de 1 (probabilidad de que el evento A ocurra
una vez en 39), t de 38 (probabilidad de que el evento B ocurra 38 veces en 39),
P de 0,56% y q de 99.44%,

b) Se sabe que en el humano muchas de las anomalfas cromosémicas -
producen abortos espontédneos tempranos en el embarazo, desconocemos si en el co
nejo los productos cromosémicamente anormales son viables y es cuando menos teé
ricamente posible que no lo fueran, En tal caso es indispensable ésrudiar a los abor
tos para tener informacién completa, En este estudio ya se explicé porque no fue
posible hacerlo,

c) En esta investigacién se produjeton heteroanticuerpos; los datos po
sitivos en el humano se refieren siempre a autoanticuerpos.

A pesar de fodas estas desventaijas, la forma de abordar el problema es
un buen modelo experimental para probar esta y otras hipétesis relativas a agentes
que supuestamente causan anomallas cromosémicas, por otro lado si los resultados

del estudio hubieran sido positivos, probablemente ninguno de los inconvenientes

a los que nos referimos tendrfan mucho peso.
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Con el propésito de investigar el posible papel etiolégico que puedan
desempefiar los anticuerpos antitiroideos en la produccién del sindrome de Down,
se inmunizaron 21 conejas de laboratorio utilizando extractos tiroideos de tres es-
pecies diferentes, Se lograron mejores resultados con el antfgeno de origen huma-
no, alcanzdndose tftulos de anticuerpos antitiroideos de 1:20,000 & superiores, A
las conejas ast inmunizadas se les intentd aparear y se logré embarazo en sélo el -
60% de las mismas, Tanto a la descendencia de conejas inmunizadas como a la de
un grupo testigo, se les practicé andlisis cromosémico en la sangre periférica, No
se registraron aneuploidlas, pero hubo aumento en la proporcién de células tetra--
ploides en las crlas de tres conejas del grupo experimental, y se observé que el --
50% de las mismas se concentraron en la descendencia de una sola coneija.

La frecuencia de células tetraploides en el total de mitosis analizadas
en el grupo experimental no fue estadisticamente diferente de la encontrada en el
grupo testigo. La frecuencia de rompimientos cromosémicos fue del mismo orden
en ambos grupos.,

La ausencia de aneuploidia en el presente estudio no descarta la hipé
tesis planteada y, en el trabajo, se discuten los posibles motivos para explicar los

resultados y las razones por las que éste se debe tomar como preliminar,
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