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Resumen

El sindrome Down (SD) es la trisomia mas comidn en humanos, presentdndose en 1 de cada 745
nacidos vivos y es la causa més frecuente de retardo mental. El origen mas observado de la tri-
somia es una no disyuncién meidtica (95%), la cual generalmente es de origen materno, mien-
tras un 5% se debe a errores post-cigdticos mitéticos. Objetivo: identificar el origen parental del
cromosoma 21 extra, el momento del error no disyuncional y establecer una correlacion entre
estos eventos y las manifestaciones fenotipicas de los pacientes afectados. Materiales y métodos:
se estudiaron cincuenta familias con un hijo con SD mediante el uso de cinco short tandem re-
peats (STR) a lo largo de 21q, se construyeron los haplotipos de cada paciente y sus padres, de-
terminando el origen parental y el momento en que surgié el error no disyuncional. Resultados:
en 80% de las familias el error fue en meiosis Iy 20% en la meiosis II; 98 % de los cromosomas
adicionales fue de origen materno y 2% paterno. Se encontré correlacion genotipo-fenotipo en
ocho caracteristicas estudiadas: cuello corto y ancho, tercera fontanela, labio inferior prominen-
te, paladar estrecho y corto, raiz del hélix cruzando la concha, alopecia, pliegue tnico palmar y
otras anomalias como nevus y xeroderma y eventos de recombinacién en 24,5% de las familias
analizadas. Conclusiones: la edad materna y la variacion en el ntimero de recombinaciones esta
asociada con no disyunciones meiéticas [ y II; se encontrd correlacion entre el momento del error
no disyuncional y algunas variables clinicas.
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Abstract

Down Syndrome (DS) is the most common trisomy in human beings. Its incidence is estimated
in one of 745 live births. On a global scale, it is the most frequent cause of mental retardation.
The origin of this trisomy is due to a meiotic non-disjunction in about 95% of cases and is usua-
lly maternal, especially in women above 35 years of age. The remaining 5% is due to errors in
post-zygotic mitosis. Objective: identify the parental origin of the extra chromosome 21, when
the error is not disyuncional and establish a correlation between these events and phenotypic
manifestations of the patients affected. Materials and methods: we studied fifty families with a
child with DS, using 5 STRs markers along 21q which allowed identification of the origin of chro-
mosome 21 additional parents, the time when the error occurred and recombination presents. The
statistical analysis was done using the package SPSS version 15.0 for Windows. Results: in 80%
of households in the error was meiosis I and 20% in meiosis II, 98 % of the additional chromoso-
mes was home maternal and paternal 2% similar to those reported by other authors, correlation
was found genotype-phenotype characteristics studied at 8, neck short and wide, third fontanel,
prominent lower lip, palate narrow and short, crossing hélix root of the shell, alopecia, single
palm crease and other anomalies as nevi and xeroderma and recombination events in 24,5% of
the families tested. Conclusions: the maternal age and variation in the number of recombination
is not associated with disjunctions meiotics I and II genotype phenotype correlation was found,
but the sample size should be expanded in order to establish with certainty that the correlations.

Keywords: Down syndrome, trisomy, recombination, nondisjunction genetic, PCR.

Resumo

O sindrome de Down (SD) é a trissomia mais comum em humanos, apresentando-se em 1 de cada
745 nascidos vivos e é a causa mais frequentes de retardo mental. A origem mais observada da
trissomia é uma nao-disjung¢ao meiética (95 %), a qual geralmente é de origem materna, enquanto
um 5% se deve a erros pos-zigoticos mitéticos. Objetivo: identificar a origem parental do cro-
mossoma 21 extra, o momento do erro ndo-disjuncional e estabelecer uma correlacéo entre estes
eventos e as manifestacdes fenotipicas dos pacientes afetados. Materiais e métodos: se estudaram
cinquenta familiascom um filho com SD mediante o uso de cinco short tandem repeats (STR) ao
longe de 21q, se construiram os hapl6tipos de cada paciente e seus pais, determinando a origem
parental e 0 momento em que surgiu o erro nao-disjuncional. Resultados: em 80% das familias
o erro foi em meiose I e 20% na meiose I; 98 % dos cromossomas adicionais foi de origem ma-
terno e 2% paterno. Encontrou-se correlagdo genétipo-fendtipo em oito caracteristicas estudadas:
pescogo curto e amplo, terceira fontanela, labio inferior proeminente, paladar apertado e curto,
raiz da hélix a través da concha, alopecia, prega palmar tnica e outras anomalias como nevus e
xeroderma e eventos de recombinagao em 24,5 % das familias analisadas. Conclusdes:a idade ma-
terna e a variagao no ndmero de recombinagdes esté associada com nao-disjungdes meidticas [ e IT;
encontrou-se correlagdo entre o momento do erro ndo disjuncional e algumas variaveis clinicas.

Palavras chave: sindrome de Down, trissomia, recombinacdo, nao-disyuncdo genética, PCR.
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El sindrome Down (SD) es el mejor y mas co-
nocido de los desérdenes cromosémicos y es la
causa genética mas comun de retardo mental
moderado, representando 10% de todos los
casos en Estados Unidos (1-3). La incidencia de
esta aneuploidia autosdmica se ha estimado en
1 por cada 745 nacimientos. La prevalencia en la
poblacion general es de 1:2000a 1:3300 (1, 4, 5).

En Colombia se han realizado algunos estu-
dios encaminados a determinar la incidencia de
la enfermedad, reportando un valor de 1,5 por
cada 1.000 nacidos vivos para Caliy de 5 en cada
10.000 nacidos vivos en San Juan de Pasto (6, 7).
Un tercer reporte del Estudio Colaborativo La-
tinoamericano de Malformaciones Congénitas
describe una incidencia de 17,4 por cada 10.000
nacidos vivos entre 1998 y 2007 en Colombia (8).

El diagndstico clinico se hace generalmente
en el nacimiento ante los hallazgos fenotipicos
clasicos de la entidad, que incluyen hipotonia,
talla baja, braquicefalia con occipucio relativa-
mente plano, fisuras parpebrales oblicuas, nariz
pequena con puente nasal deprimido, tendencia
amantener la boca abierta y protruir lalengua,
hiperflexibilidad de las articulaciones, cuello
corto y con piel redundante, pliegue tnico
palmar y clinodactilia del quinto dedo. Cerca
de 40% cursan con cardiopatias congénitas,
entre otros hallazgos.

En 95% de los casos el SD es resultado de
eventos no disyuncionales durante la meiosis;
un 5% restante se debe a traslocaciones entre
cromosomas acrocéntricos o a eventos de mo-
saicismo originados por errores no disyuncio-
nales post-cigéticos mit6ticos o fenémenos de
correccion de trisomias (9-11).

De los eventos no disyuncionales, 90% de
los casos son de origen materno; dentro de
este grupo, 78% ocurre en la primera division
meibtica. En contraste, 60% de las trisomias 21
de origen paterno son secundarias a no disyun-
cién en la segunda division meidtica (12, 13).

Correlacidn genotipofenotipo y andlisis molecular en pacientes con sindrome Down

Silano disyuncién ocurri6 durante la meio-
sis I, el probando recibe una copia de cada uno
de los cromosomas parentales no disyuncio-
nados. Esto se conoce como heterocigocidad
disémica o no reducida, pero si la no disyun-
cién ocurre en la meiosis II, el probando recibe
dos copias idénticas del mismo cromosoma
parental, lo cual se denomina homocigocidad
disémica o reducida (14-16) (figura 1).

En el cromosoma 21 se han descrito varias
repeticiones cortas en tandem o STR (Short
Tandem Repeats), especificos para varios loci
dentro del cromosoma 21 (17-20). La dispo-
nibilidad de estos marcadores ha permitido
establecer el origen parental del cromosoma 21
extra y en qué etapa de la meiosis se presentd
la no disyuncién (12, 21-23).

En el presente estudio, mediante STR se
busca identificar el origen parental del cromo-
soma 21 extra, el momento en el cual surge el
error no disyuncional y la correlacién entre
estos eventos y las manifestaciones fenotipicas
de los pacientes afectados.

Materiales y métodos

Se estudiaron cincuenta nifios con diagndstico
clinico de SD, confirmado citogenéticamente
con trisomia 21 libre y sus padres, atendidos
en el servicio de Genética de la Universidad del
Rosario durante el lapso de 2004-2007.

Se tomaron muestras de sangre periférica a
cada uno de los pacientes y sus padres, previo
consentimiento informado aprobado por el Co-
mité de Etica de la Universidad del Rosario. Se
realizé la extraccion del ADN gendémico por la
técnica de Salting-Out. Mediante PCR se ampli-
ficaron los STR D21S11, D21S1411, D21S1432
D2151412 y D21S1414, utilizando primers des-
critos previamente, marcados con CY5, utilizan-
do las siguientes condiciones: 100 ng de ADN;
1,2 U de Taq polimerasa; 1 X de Buffer para PCR
(166 mM (NH,),SO,, 670 mM Tris.HCI, pH
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Figura 1. Representacion de la segregacion de los gometos después de un error en meiosis |, meiosis Il y mitosis
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8,8); MgCL, 6 mM; dNTPs 0,6 mM y 5 pmol/
ul de cada uno de los primers (17-20) (tabla 1).
Los productos de PCR fueron analizados en el
secuenciador semiautomético ALFexpress®, el
cual, por medio del analisis de curvas y su érea,
permite determinar la dosis génica de cada uno
de los STR en los pacientes y sus padres (24).
Con base en los haplotipos se determin el
estado de monoalélico, dialélico y trialélico para
cada uno de los sistemas STR utilizados (figura 2).
La depuracién y procesamiento de los datos
se hizo utilizando el paquete SPSS versién 15.0
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una copia de cada cromosoma parental.
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para Windows, la correlacion especifica entre el
genotipo y el fenotipo de las variables discretas
se determiné utilizando test exacto de Fisher y
para las variables descriptivas se hizo un Anova
de un factor.

Resultados

El grupo de pacientes con SD estaba conforma-
do por veintiséis nifias y veinticuatro nifos. Las
caracteristicas demogréficas y los antecedentes
prenatales de las familias analizadas se resu-
men en la tabla 2.
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Tabla 1. Secuencias de cada uno de los primers, tamaiio del producto amplificado y temperatura de annedling

Primers Secuencia del primer 5’ A 3’ Tamafio del producto (PB)  Temp annealing °C

5’-tatgtgagtcaattccccaagtga-3
D2151432 888 88 127-155 55
5’-gttgtattagtcaatgttctccag-3’

5’-cttagagggacagaactaataggce-3’
D21S11 8885328 88 210-240 61

5’-agcctattgtgggtttgtga-3’

5’-atgatgaatgcatagatggatg-3’
D2151414 grigaatpeatagaiesns 330-370 65
5’-aatgtgtgtccttccagge-3’

5’-aaattagttctggcacccagta-3’
D21S1412 grciss 8 380-420 55

5’-caattccccaagtgaattgectte-3’

5’-cggaggttgcagtgagtt-3’
D2151411 BEIBETIECB 5 269-329 55
5’-gggaaggctatggaggaga-3’

Figura 2. Patrones de amplificacion de un STR en diferentes pacientes
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A. Linea 1 padre heterocigoto (dialélico), linea 2 madre heterocigota (dialélica) y linea 3 paciente con SD homocigoto (monoalélico). B. Linea 1 padre
homocigoto, linea 2 madre heterocigota y linea 3 paciente con SD heterocigoto dialélico. C. Linea 1 padre heterocigoto, linea 2 madre heterocigota y
linea 3 paciente con S heterocigoto (trialélico)
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Tabla 2. Antecedentes prenatales y perinatales de los pacientes con SD atendidos en el servicio de Genética de la Universidad
del Rosario durante el periodo 2004-2007

Antecedentes prenatales y perinatales Rango Promedio Desv. estand
Semana de gestacion 29-40 37 2,59
Peso (gr) 1.500-3800 2.563 577,7
Talla (cm) 41-54 47,3 3,21
Edad del paciente (meses) 0,7-216 44,69 57,39
Edad materna (afios) 16-46 33,90 8,41
Edad paterna (afios) 21-60 37,20 9,36
Abortos 1y6 2 1,80
Familiares con sindrome Down 1 3 1,94

De los cincuenta trios estudiados, en 98,0%
de los casos el cromosoma 21 extra fue de ori-
gen materno; de estos, un 80% fue provocado
en MIy 20% en MII. El origen fue paterno en
solo una de las familias analizadas (2%) y el
error se produjo en MI (tabla 3).

En doce familias (24,5%) se presentaron
eventos de recombinacién, los cuales fueron
evaluados con base en los intervalos estableci-

dos sobre el cromosoma 21. El intervalo proxi-
mal (IP) esta delimitado por los marcadores
D21S1432 y D21511; el intervalo medio (IM)
comprendido entre D21S11 y D21S1412 e
incluye el STR D21S1414 y el intervalo distal
(ID) entre D21S1412 y D21S1411. Del total de
recombinaciones observadas, tres ocurrieron en
IP en MI], tres en IM en M], seis en ID, dos en
Ml y cuatro en MII (figura 3).

Tabla 3. Origen parental y error no disyuncional en pacientes Down atendidos en consulfa de Genética
de la Universidad del Rosario

Origen parental Momento no disyuncional Nimero de casos % P
Materno 49 98,0
MI 0,545
39 80
MII 0,137
TOTAL 10 20
Paterno 1 2,0
MI 0,0000056
100,0
MII 0,0000999
TOTAL 0 0.0
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Figura 3. Haplotipos de cinco familias atendidas en el servicio de Genética de la Universidad del Rosario

SD 008

135 139 143
31 29 32
350 342 354
418 410 418
301 289 297
135 || 139 ] 143] D21s1432
31| 29 32§ D21s11
350 || 342 | 354§ D21S1414
418 || 410 418] D21S1412
301 || 289 | 297¢ D21S1411

0. MI materna. b. MIl matema. ¢. Ml materna con recombinacidn. d. MIl materna con recombinacién. . MI paterna

Al establecer una correlacion entre el feno-
tipo presente en los pacientes analizados con el
momento en que ocurrié la mala segregacion
de los cromosomas, se encontrd que: el cuello
corto y ancho era mds frecuente en pacientes
con error en MI (MI 75,6% vs. MII 44,4%),
mientras que otras caracteristicas como labio
inferior prominente (MI31,7 % vs. MIL 66,6 %),

tercera fontanela (MI2,4% vs. MI122,2%), pa-
ladar estrechoy corto (MI15% vs. M1144,4%),
raiz del hélix cruzando la concha (MI0% vs. MII
22,2%), alopecia (MI 0% vs. MII 22,2%), otras
anomalias como nevus y xeroderma (MI 2,4%
vs. MII 22,2%) y pliegue tnico palmar (MI
55,2% vs. MII 66,6 %) se encontraban asociados
con errores en MII (p < 0,1) (tabla 4).

Tabla 4. Correlacidn fenotipo y error no disyuncional en los pacientes con SD atendidos en el servicio de Genética
de la Universidad del Rosario

Caracteristica fenotipica MI MII Total p<0,10
% (N) % (N) % (N)
Tercera fontanela 2,4(1) 22,2 (2) 6,0 (3) 0,08
Cuello corto y ancho 75,6 (31) 44,4 (4) 70,0 (35) 0,07
Labio inferior prominente 31,7 (13) 66,7 (6) 38,0 (19) 0,06
Paladar estrecho y corto 15,0 (6) 44,4(4) 20,4 (10) 0.07
Raiz del hélix cruzando la concha 0,0 (0) 22,2 (2) 4,0(2) 0,03
Alopecia 0,0 (0) 22,2 (2) 4,0(2) 0,03
Otras anomalias (nevus, xeroderma) 2,4 (1) 22,2 (2) 6,0 (3) 0,08
Pliegue unico palmar 55,2 (23) 66,6 (6) 58,0 (29) 0,06

Se encontraron diferencias significativas para las siguientes caracteristicas: cuello ancho y corto, tercera fonfanela, labio inferior prominente, paladar estre-
cho y corto, raiz del hélix cruzando | concha, alopecia, ofras caracterfsticas como nevus y xeroderma y pliegue dnico palmar. N es el total de individuos
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Los valores de heterocigocidad encontrados
para cada uno de los STR analizados oscilan en-
tre 73y 87 % (datos no publicados), sin mostrar
diferencias con los valores ya reportados en la
literatura.

La frecuencia de eventos no disyuncionales
en MI va aumentando en forma directamente
proporcional a la edad materna. En mujeres
menores de 25 afios es de 17,1%; entre 35 y
39 afios de 26,8% y en mayores de 40 afios de
31,7 %, mientras los eventos en MII se distri-
buyen con mayor frecuencia en los extremos de
los rangos de edad analizados: mujeres menores
de 25 afos y mayores de 40, 57,1% vy 28,6%
respectivamente; sin embargo, estas diferencias
no son significativas (p > 0,05).

Discusion

El SD es uno de los desérdenes cromosémicos
mads comunes y es la causa genética mas frecuen-
te de retardo mental. Esta alteracion es producida
en 95% de los casos por una trisomia 21 libre
secundaria a un evento no disyuncional durante
la meiosis I o II. Un 5% restante se debe a mo-
saicismo por errores no disyuncionales después
de la segunda divisiéon mitética, a eventos de
correccion de aneuploidias o a translocaciones
robertsonianas (25, 26).

El analisis del origen del SD en los pacientes
examinados indicé que 98% de las no disyun-
ciones fueron de origen materno y 2% de origen
paterno. Dentro de las no disyunciones mater-
nas, 80% ocurri6 por errores en la MI. Estos
hallazgos muestran una distribucién similar
a los reportes previos de la literatura (27, 28).

La edad materna ha sido considerada como
un factor de riesgo para SD. En el presente estu-
dio se observé que 56 % de las madres analiza-
das eran mayores de 35 afios y, de estas, 57,1%
era mayor de 40 afios. Aunque esta asociacion
entre la edad materna y la frecuencia de concep-
ciones aneuploides ha sido reconocida durante
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un siglo, la razon del aumento de errores mei6-
ticos en los ovocitos dependiente de la edad de
la mujer es atin desconocida. Se han postulado
diferentes hipdtesis para explicar este evento;
sin embargo, las més aceptadas se relacionan
con la detencién del ovocito en la profase I de
la meiosis durante el desarrollo embrionario
hasta el momento de la ovulacién y con ello la
acumulacién de un sin ndmero de alteraciones
que afectan la cohesion de las cromatides her-
manas, la recombinacién de los cromosomas
homologos y el control que se hace mediante
el punto de chequeo de la fase M (29, 30).

La frecuencia de eventos no disyuncionales
en MI va aumentando en forma directamente
proporcional a la edad materna, mientras los
eventos en MII son més frecuentes en las mu-
jeres menores de 25 afios y en las mayores de
40 afos. A pesar de que estas diferencias no son
significativas, esta tendencia ha sido reportada
en otros trabajos (28, 31).

Al analizar los haplotipos se encontraron
eventos de recombinacién en 24,5% de las
familias estudiadas. Esta baja tasa de recombi-
nacion se correlaciona con estudios previos que
relacionan la disminucién en la recombinacion
con el aumento en la frecuencia de eventos no
disyuncionales (32). Sin embargo, cabe resaltar
que es posible que por las distancias entre los
marcadores utilizados algunas recombinacio-
nes no hayan sido detectadas.

Luego de correlacionar el fenotipo con el
momento de la no disyuncién se encontraron
diferencias significativas en ocho rasgos (cuello
corto y ancho, tercera fontanela, labio inferior
prominente, paladar estrecho y corto, raiz del
hélix cruzando la concha, alopecia, otras anoma-
lias de piel y cabello entre las que se encontraban
nevus, xeroderma y manchas mongoloides y
pliegue tnico palmar). De estas caracteristicas,
el cuello corto y ancho se encontré asociado con
error en MI 'y los demds con un error en MII (p <



0,1). Es importante recordar que si el error sur-
gi6 en la primera divisién el gameto recibe dos
cromosomas 21 diferentes (par de homologos)
y si fue en la segunda division recibe cromatidas
hermanas; al ser fecundados estos gametos se
producird un individuo con los dos cromosomas
homalogos o con dos cromosomas idénticos de uno
de sus padres, llevando a que la expresion de los
genes en cada uno de estos casos sea diferente,
pudiendo esta expresion diferencial afectar el
fenotipo del paciente. No obstante, ante la gran
diferencia existente entre el ndmero de casos en
MI y MII, seria necesario aumentar el tamafio
de la muestra para confirmar esta asociacion.
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