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Origen meioético y parental
del cromosoma 21 extra en ninos
con frisomia 21 regular

Introduccion: el sindrome Down es la anorma-
lidad cromosémica mas comun en los recién
nacidos vivos. En la mayoria se trata de trisomia
21 regular secundaria a no disyuncion materna.
Recientemente se han investigado sus origenes
meiotico y parental mediante la segregacion de
marcadores genéticos de regiones hipervariables
de acido desoxirribonucleico.

Objetivo: identificar el origen meidtico y parental
en nifios con trisomia 21 regular.

Material y métodos: con los marcadores polimor-
ficos D21S11, D21S1260 y D21S265, se anali-
zaron 20 trios, cada uno formado por un nifio
con sindrome Down y sus padres.

Resultados: en 13 casos, el origen de la no
disyuncion se identifico en la primera division
meidtica y en los siete restantes, en la segunda;
12 de las 13 no disyunciones del primer grupo
fueron maternasy una, paterna. El origen parental
en el grupo de las no disyunciones en la segun-
da division meidtica no fue determinado.
Conclusiones: con los tres marcadores emplea-
dos fue posible determinar el origen meidtico
de todos los casos. Al igual que en otras partes,
en nuestro medio la trisomia 21 regular es prin-
cipalmente secundaria a no disyuncion en la
primera division meittica materna.

SUMMARY

Introduction: Down syndrome (DS) or trisomy 21
is the most common chromosomal abnormality
in live birth children. Most cases are regular triso-
mies 21 secondary to a maternal non-disjunction
(ND). Meiotic and parental origins have been
recently investigated by segregating genetic
markers from DNA hypervariable regions.
Objective: to identify the meiotic and parental
origin in children with regular trisomy 21.
Materials and methods: there were analyze 20
groups of three (every group included parents
and child with Down syndrome). There were used
soothe following markers: D21S11, D21S1260,
and D21S265

Results: the ND occurred during the first mei-
otic division (M1) in 13 cases and at the sec-
ond meiotic division (M2) in the other seven.
Twelve out of the 13 NDs from the first group
were maternal and one paternal. The parental
origin within the M2 group was not elucidated.
Conclusions: meiotic origin was identified in all
cases. As in other reports, the origin of trisomy
21 in the present population is mainly second-
ary to a maternal ND in M1.

Introduccion

El sindrome Down se denomina asi en honor a
John Langdon Down, quien publicé la primera
descripcion clinica de la condicién en 1866.*
En 1959, Lejeune asocio esta enfermedad con
una alteracion cromosdmica,? al descubrir tres
cromosomas 21 en las células de individuos afec-
tados, por lo que el término trisomia 21 es usado
también para referirse a esta condicion. Los avances
en el estudio del cromosoma 21 han mostrado
que ciertas regiones en estado trisdmico estan
involucradas en el sindrome Down.® La region
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21022.2-22.3 es la principal responsable del
fenotipo del sindrome Down, la cual se conoce tam-
bién como region critica parasindrome Down o
RCSD.*

El sindrome Down es la anormalidad cro-
mosOmica mas comun compatible con laviday
ocurre con una frecuencia estimada de uno por
cada 600 a 1000 nacidos vivos.® Puesto que el sis-
tema nervioso central esta comprometido en su
estructura y funcion, el aspecto mas importante
del sindrome Down es el retardo mental. El diag-
nostico puede hacerse desde el nacimiento o poco
después. Aungue no existe una caracteristica
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fenotipica patognomonica, la combinacién de
rasgos dismarficos hace que el sindrome Down
sea reconocible y especifico. Los signos clinicos
mas comunes en el periodo de la lactancia son
braquicefalia, fisuras palpebrales oblicuas, nis-
tagmus, base de la nariz o puente nasal apla-
nado, paladar estrecho, pabellones auriculares
doblados, cuello corto y ancho, clinodactilia,
aumento de la distancia entre el primer y se-
gundo dedo del pie e hipotonia.®

Se consideran principalmente tres formas cito-
genéticas del sindrome Down. La méas comUn es
la trisomia 21 regular, que ocurre en 94 % de
los pacientes. En esta forma se observan tres
copias del cromosoma 21 en cada célula; 4 %
de los casos corresponde a translocacion entre
cromosomas acrocéntricos (robertsoniana), y una
minima proporcién de casos con sindrome
Down tiene un mosaico cromosdémico con una
linea trisomica y una normal.” La etiologia de la
trisomia 21 es distinta para cada forma citogené-
tica. La trisomia 21 regular es secundaria a un
fendmeno de separacion cromosodmica anormal
o no disyuncién que ocurre durante la meiosis.?

E190 % de los errores en la separacion cro-
mosémica durante la meiosis tiene lugar en la
ovogénesis, y la mayoria en la primera division
mei6tica. En lagametogénesis paterna, lamayo-
ria de las no disyunciones ocurre en la segunda
division meidtica.® Los errores en la disyuncién
cromosémica en la primera division meiotica
se han asociado con una recombinacion redu-
cida o ausente en el cromosoma 21, lo que pre-
dispone a que los cromosomas homdlogos no
se separen y se generen gametos aneuploides.

En la no disyuncién materna se ha descrito una
posible asociacion entre la division meidtica en
la que ocurre la no disyuncion y la localizacion
y el nimero de las recombinaciones.'®*

Algunos factores de riesgo aumentado para
sindrome Down, tanto genéticos'? como me-
tabolicos y ambientales,** pueden estar limi-
tados o circunscritos a uno de los progenitores,
por lo que el origen parental de las no disyun-
cionesen el sindrome Down es conveniente para
entender la etiologia de esta anormalidad. Para
este fin, es Util el uso de marcadores genéticos
polimérficos.*

Los microsatélites o repeticiones en tandem
cortas (short tandem repeats, STR), consisten en
fragmentos de &cido desoxirribonucleico repeti-
dos en un nimero de copias variable (2 a 7 pb)
y corresponden a regiones hipervariables del ge-
noma no codificador. Ademas de ser altamente
polimdrficos, los microsatélites segregan conun
patrén de herencia mendeliano y son féciles de
amplificar mediante la reaccién en cadena de
lapolimerasa.’® Estas propiedades los hacen ins-
trumentos Utiles pararesolver el origen meidtico
y parental de la trisomia 21.

Métodos y resultados

Se estudiaron por conveniencia y por la dis-
ponibilidad de muestras para analizar, 20 nifios
con sindrome Down por trisomia 21 regular,
asi como sus padres; todos con residenciaen la
ciudad de Guadalajara y sus alrededores. Los
pacientes eran atendidos en la Clinica de Aten-

Cuadro |

Condiciones de temperatura y tiempo de la reaccion en cadena
de la polimerasa para cada microsatélite en estudios de trisomia 21

Desnaturalizacion Alineamiento Extension Numero de ciclos
D21S11 94 °C, 48 seg 60 °C, 48 seg 72 °C, 48 seg 27
D21S51260 94 °C, 40 seg 61 °C, 40 seg 72 °C, 40 seg 30
D21S265 94 °C, 48 seg 56 °C, 30 seg 72 °C, 30 seg 30

Para los tres sitios, la desnaturalizacién inicial y la extension final fue de 94 °C y 72 °C

durante 5 minutos, respectivamente.
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cién Down del DIF en Guadalajara, Jalisco; los
padres asentaron por escrito la participacion
familiar voluntaria en esta investigacion. Los
estudios de cariotipo se realizaron en el labora-
torio del DIF y los de tipificacion de é&cido
desoxirribonucleico, en el Centro de Investiga-
cién Biomédica de Occidente, Instituto Mexi-
cano del Seguro Social.

Se obtuvo una muestra de sangre de cada
participante y se procedio a la extraccion del
acido desoxirribonucleico por el método de
Miller .1

Preparacion de las muestras
y condiciones de la reaccion
en cadena de la polimerasa

Seanalizaron tres sitios polimérficos de tipo de
repeticion en tandem corta del cromosoma 21,
todos localizados en la region critica parasindro-
me Down: D21S11, D21S1260 y D21S265.
En este orden se tipificaron uno, dos o los tres
microsatélites, de acuerdo con las necesidades
de cada caso. El marcador D21S11 fue el pri-
mero utilizado debido a su alto valor informa-
tivo.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa
se utilizaron iniciadores obtenidos de la base de
datos Genome Database'® y 5 ng de é4cido
desoxirribonucleico genémico. Los fragmentos
amplificados se sometieron a electroforesis en
gel de poliacrilamidaa 10 %y tincidn argéntica,
con estandares de peso molecular conocido y
escaleras alélicas como referencia. Las condicio-
nes particulares en la reaccion en cadena de la
polimerasa se muestran en el cuadro 1.

El rango de los alelos observados fue de
2082240, 1982216y 240 a 260 pb para D21S11,
D21S1260 y D21S265, respectivamente. Se
definié no disyuncion en la primera division
meiGtica ante la presencia de tres bandas en el
caso indice, equivalentes a tres cromosomas 21.
Los casos con origen en la segunda division
meiotica se concluyeron con la exclusion de
no disyuncién en la primera divisién meiética
en ambos padres.

Los resultados de la tipificacion y la con-
clusién en cada trio se presentan en los cua-
dros 11y 111,
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Discusion

Aunque son multiples los reportes en la litera-
tura internacional, no se conocen publicacio-
nes que investiguen el origen de lano disyuncion
en el sindrome Down, con marcadores molecu-
lares en pacientes mexicanos. Los estudios re-
cientes sobre sindrome Down en nuestro pais
son escasos y se refieren a ciertas complicaciones
clinicas®® o al riesgo de acuerdo con la edad ma-
terna,?® més no al origen de la no disyuncién
en los progenitores.
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Cuadro Il

¢con no disyuncion en la primera division meiética

Genotipos para cada trio y el origen parental en los casos

Genotipos Origen

Trio  Microsatélite = Caso indice Madre  Padre parental

1 D21S11 4/5/10 4/10 5/6 Materno

2 D21S11 3/4/8 3/4 5/8 Materno

3 D21S11 1/6/8 1/6 8/8 Materno

4 D21S11 4/5/8 5/8 4/6 Materno

5 D21S11 2/3/4 2/3 4/11 Materno

6 D21S11 3/4/9 4/9 317 Materno

7 D21S11 417 417 4/12 Materno
D21S1260 3/8/10 3/8 3/10

8 D21S11 4/5 4/5 5/5 Materno
D21S1260 1/4/6 1/6 4/9

9 D21S11 4/5 4/5 4/5 Materno
D21S1260 2/4/10 2/4 7/10

10 D21S11 5/8 8/8 5/8 Materno
D21S265 4/6/7 4/6 217

11 D21S11 3/5 3/5 3/5 Paterno
D21S1260 1/4/7 1/6 4/7

12 D21S11 2/5 5/5 2/4 Materno
D21S1260 4/8 4/8 4/8
D21S265 1/3/7 1/3 3/7

13 D21S11 5/8 8/8 5/5 Materno
D21S1260 4/9 4/9 4/9
D21S265 5/7/8 517 4/8

Equivalencias de los alelos por el tamario del fragmento amplificado (pb):

D21S11

1=208,2=212,3=216,4=220,5=224, 6 =228, 7 =230, 8 = 232,

9=234,10=236, 11 =238, 12 =240
D21S1260

1=198,2=200, 3=202,4=204,5=206,6=208, 7=210,8=212,

9=214,10=216
D21S265

1=240,2 =244, 3=246,4 =248, 5=250, 6 =252, 7 = 254, 8 = 260
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Recientemente se ha propuesto que el meta-
bolismo del 4cido folico, ya sea por ingesta ma-
terna'® o por variantes genéticas de enzimas que
en él intervienen, como el SNP C677T, puede
asociarse con riesgo parasindrome Down.?! En
Meéxico, la deficiencia de folato se consideraun
problema de nivel moderado?® y la variante
677T tiene una frecuencia relativamente alta.>?°
Es por ello que resulta relevante la investiga-
cion del origen parental del sindrome Down
en nuestro medio.

Con el fin de confirmar el estado trisomico e
identificar los origenes de una trisomia 21, desde
1991 se han empleado los marcadores poli-
morficos de acido desoxirribonucleicoy en par-
ticular las repeticiones en tandem cortas.?6?’

Para este tipo de investigaciones se han uti-
lizado marcadores de diversos tipos, desde los
polimorfismos en longitud de los fragmentos de

restriccion?®2° hasta los microsatélites.?”*%%2 En
este trabajo se eligieron repeticiones en tandem
cortas de uso frecuente que tienen una infor-
matividad alta.*

Lanodisyuncioncromosomicaes lacausamas
comun del sindrome Down, que en 90 % de
los casos ocurre en lamadre. Dentro del grupo de
origen materno, 78 % de las no disyunciones
ocurre en la primera division meidtica. En con-
traste, 60 % de las trisomias 21 de origen pa-
terno essecundario a no disyuncion en lasegunda
division meidtica.?5:%

Se conoce que las dos divisiones meioticas
se diferencian en su duraciény en otras carac-
teristicas, por lo que es probable que los factores
que las afectan sean diferentes. En consecuencia,
ademas del origen parental, es también impor-
tante evaluar en qué parte de la meiosis esta
ocurriendo la no disyuncion.

Cuadro 111

Genotipos en los cusos de no disyuncion en la segunda division meiética

Repeticiones

en tandem Genotipos Exclusion del origen
Trio cortas Caso indice Madre Padre parental en M1
14 D21S11 4/6 2/4 5/6 Materno, Paterno
15 D21S11 4/5 4/5 4/5 Tipificacion no informativa

D21S1260 4/7 5/7 4/12 Materno, Paterno
16 D21S11 2/5 2/5 2/8 Paterno

D21S1260 4/6 4/8 1/6 Materno, Paterno
17 D21S11 7/9 7/9 6/9 Paterno

D21S1260 4/6 6/10 4/7 Materno, Paterno
18 D21511 911 9/11 5/9 Paterno

D21S1260 10/10 4/10 8/10 Materno, Paterno
19 D21S11 4/6 4/4 3/6 Paterno

D21S1260 4/5 4/8 5/8 Materno, Paterno
20 D21S11 4/8 4/8 6/8 Paterno

D21S1260 6/9 6/7 6/9 Materno

M1 = primera division meictica

Equivalencias de los alelos por el tamario del fragmento amplificado (pb):

D21S11

1=208,2=212,3=216,4=220,5=224,6=228,7=230,8=232,9 =234, 10 =236, 11 = 238,

12 =240
D21S1260

1=198,2=200, 3=202,4=204,5=206,6=2087=210,8=212,9=214, 10=216

D21S265

1=240,2=244, 3 =246, 4 =248, 5=250, 6 =252, 7 = 254, 8 = 260
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En el presente estudio, 35 % de los casos
analizados pudo ser resuelto con el empleo del
primer marcador, el D21S11. En el resto de los
€asos se necesitaron dos (55 %) o tres marcadores
(10 %). No es posible evaluar la utilidad de
cada uno de los tres marcadores individualmente,
ya que mientras D21S11 se tipificd en todos los
casos, D2151260 se utiliz6 s6lo en aquéllos no
resueltos con el primero, y D215265 Unicamente
después de no ser concluyentes los dos marca-
dores previos.

Como se sefiald en la seccion de material y
métodos, la presencia de tres bandas en el caso
indice equivalio al hallazgo de tres cromosomas
21 distinguibles. Las tres bandas indicaron que
dos correspondian acromosomas homologos en
uno de los padres, los cuales no se separaronen
la primera divisién meidtica. La concordancia
de losalelosen el caso indice con los de los padres,
permitié identificar el origen parental (cuadro 11).
El origen de lano disyuncién en la primeradivi-
sién meidtica se concluyo exclusivamente con
el primer marcador en los casos 1 a 6, con dos mar-
cadores en los casos 7 a 11, yse requirieron tres
en los casos 12 y 13.

Lapresencia de dos o una banda en el caso
indice permitio concluir el origen de la no disyun-
cién en lasegunda division meidtica, cuando para
cada padre (en uno u otro marcador) se observo
heterocigocidad, con la presencia inequivoca de
s6lo uno de los dos alelos del padre heteracigoto
enel caso indice. La identificacion de no disyun-
cion en la segunda division meidtica (por ex-
clusion de no disyuncion en la primera, cuadro
I11) se alcanzé con un solo marcador para am-
bos padres en seis casos (trios 14 a 19). En uno
de ellos (caso 14), el marcador informativo fue
D21S11 y en los cinco restantes, D21S1260.
Por otro lado, el caso 20 requirié dos marca-
dores distintos, uno que excluy6 laprimera divi-
sion meidtica maternay otro laprimeradivision
mei6tica paterna. En los casos de no disyuncion
en lasegundadivision meidtica, el origen parental
s6lo podria estimarse con la cuantificacion de las
bandas o del producto de la amplificacion, téc-
nicas que no se realizaron en este trabajo. De acuer-
do con lo anterior, 13 de los 20 casos (65 %)
correspondieron a no disyuncion en la primera
division meidtica y siete (35%) en la segunda; 12
de las no disyunciones en la primera division
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meiotica (92 %) fueron maternas y una (8 %),
paterna. En general, los resultados son concor-
dantes con los datos conocidos en otras partes
del mundo.

En resumen, con los marcadores D21S11,
D21S1260 y D21S265, fue posible determi-
nar el origen meidtico en todos los casos de
trisomia 21 regular. Aunque el origen parental
de las no disyunciones en la segunda division
meidtica no son susceptibles de resolverse con
esta metodologia, todas las originadas en la pri-
mera, que constituye la mayoria, fueron deter-
minadas también en cuanto al origen parental.
Este estudio muestra que el origen de la trisomia
21 regular en nuestro medio es principalmente,
al igual que en otras partes del mundo, secun-
daria a una no disyuncién en la primera divi-
sibn meiotica materna.
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