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Resumen. El sindrome de Down es causado por la presencia de una tercera copia
del cromosoma 21 y fue descrito por primera vez en 1838 por Jean-Etienne-Domi-
nique, y mas tarde por John Langdon Haydon Down en 1866, mientras trabajaba
como superintendente médico en el Asilo Real de Earlswood. Desde ese momen-
to, la comunidad cientifica puso grandes esfuerzos en tratar de elucidar diversos
aspectos que influyen en la naturaleza de esta condicién, y que determinan su inci-
dencia y factores de riesgo. De igual manera, se ha puesto interés en los genes in-
volucrados en esta enfermedad, la relacién genotipo-fenotipo, la expresion del fe-
notipo, la variabilidad del material genético y las consecuencias transcripcionales
que se producen al tener una tercera copia, ya sea parcial o total, del cromosoma
21. Ademads, se han invertido esfuerzos en identificar biomarcadores y en disefiar
metodologias de diagndstico prenatal no invasivo que sean altamente eficientes
para un mejor diagndstico del sindrome de Down, y asi reducir su impacto negati-
vo en las madres gestantes, al proveerlas de informacién neutral y precisa acerca
de vivir con un hijo con sindrome de Down, y darles autonomia en la decisién de la
continuacion de su embarazo.

Palabras clave: cromosoma 21, trisomia 21, sindrome de Down, genotipo, fenotipo,
ADN libre de células.
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Abstract. Down syndrome is caused by the presence of a third copy of chromoso-
me 21 and was first described by Jean-Etienne-Dominique in 1838, and later by
John Langdon Haydon Down in 1866, while working as a medical superintendent
in the Royal Earlswood Asylum. Since, the scientific community has placed great
efforts in trying to elucidate different influencing features in the nature of this con-
dition that determine their incidence and risk factors. In addition, especial attention
has been given to the genes involved in this disease, the genotype-phenotype re-
lationship, the expression of the phenotype, the variability of the genetic material
and the transcriptional consequences that are produced by having a third copy,
either partial or total, of chromosome 21. Additionally, efforts have been invested
in identifying biomarkers and designing noninvasive prenatal methodologies that
are highly efficient for a better diagnosis of Down syndrome, in order to reduce its
negative impact in pregnant mothers, by providing them with neutral and accurate
information about life with a child with Down syndrome, as well as providing the
autonomy in the decision to continue their pregnancy.

Key words: Chromosome 21, trisomy 21, Down syndrome, genotype, phenotype,
cell free DNA.

denominaciones alternativas para este
trastorno: anomalia Langdon Down,
sindrome de Down, trisomia 21 y acro-
micria congénita, el cual fue definido,
finalmente, como sindrome de Down
[1,2], término que fue avalado por
la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) casi cien afios después de las
primeras descripciones [1].

Introduccién

Dentro de las multiples aberraciones
cromosomicas de naturaleza numéri-
ca, el sindrome de Down o trisomia del
cromosoma 21 es el mas comun, con
una incidencia que varia entre 1 en 700
y 1 en 1.000 recién nacidos. Las pri-
meras descripciones de este sindrome
fueron hechas por Jean-Etienne-Domi-
nique en 1838, y por Edouard Séguin
en 1846. Luego, en 1866, John Lang-
don Haydon Down, mientras trabajaba
como superintendente médico en el
Asilo Real de Earlswood (Inglaterra),
identificd, en algunos de los pacientes
que atendia con discapacidad mental,
cierta forma de retraso mental que fue
nombrada como “mongolian idiocy”
(idiotez mongoliana) por el parecido
fenotipico que presentaban los pacien-
tes con los pobladores de los grupos
étnicos mongoles [1].

Los pacientes con sindrome de Down
se enfrentan a varias complicaciones
de salud, entre ellas dificultades en el
aprendizaje y la memoria, enfermeda-
des cardiacas congénitas, enfermedad
de Alzheimer, leucemia, cancery enfer-
medad de Hirschsprung [3]. Este tras-
torno es usualmente causado por una
tercera copia, o trisomia, del cromoso-
ma 21; término con el que también se
conoce este sindrome. En el 95% de
los casos el sindrome es causado por
la presencia de un tercer cromosoma
21 completo, mientras que en el 3% al

AfRos mas tarde, en 1961, un grupo de
genetistas envid a la revista Lancet un
comunicado en el que sugerian cuatro
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5% de los casos la presencia de este
puede ser parcial, lo que significa que
es causado solo por una porcién extra
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del cromosoma 21. Finalmente, méxi-
mo en el 2% se presenta en forma de
mosaicismo, en el cual solo algunas cé-
lulas presentan la trisomia 21 [4].

Los factores de riesgo involucrados en
la incidencia del sindrome de Down son
diversos y pueden ser de tipo quimico,
inmunoldgico o genético; entre los mas
relevantes se encuentran: a) la exposi-
cion del feto a radiacién ionizante, por
ejemplo, cuando la madre es sometida
a rayos X con fines terapéuticos o médi-
cos; b) la no disyuncién durante la etapa
de meiosis, ya sea en el évulo o el es-
permatozoide y, la méas importante, c) la
edad de la madre, ya que si es muy avan-
zada puede incrementar la frecuencia de
aparicion de esta alteracion [4].

En el sindrome de Down son varios los
genes que se encuentran relacionados
con las caracteristicas fenotipicas del
mismo, los cuales se encuentran, en su
mayoria, en una regién dentro del cro-
mosoma 21 conocida como regién cri-
tica del sindrome de Down (DSCR, del
inglés, Down Syndrome Critical Region)
[5]. La presencia de una copia extra de
estos genes lleva a un incremento en
los niveles de la proteina B-amiloide en
el cerebro del paciente, que causa una
demencia parecida al Alzheimer [6], al
igual que un acortamiento en la longi-
tud de los axones o un cambio en la fre-
cuencia a la cual operan las neuronas, lo
que causa retraso mental en diferentes
grados; en otros casos, puede causar
una no disyuncién al momento de la se-
gregacién de los cromosomas [6-8].

Con base en lo anterior, el propdsito
de esta revision es brindar informacion
mas amplia acerca de diversos aspec-
tos del sindrome de Down, como sus
caracteristicas gendmicas, sus perfi-
les transcripcionales y las estrategias
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disponibles para su diagndstico, tales
como el cariotipo, los métodos de se-
cuenciacién de nueva generacién y la
reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR, del inglés, Polymerase Chain Re-
action), entre otras [6].

Factores de riesgo del
sindrome de Down

El sindrome de Down es de naturale-
za multifactorial, por lo cual la suma de
muchos factores causa un desbalance
en la carga de cromosomas causantes
de este sindrome que, por lo general,
es el resultado de la no disyuncién o fa-
lla en la separacion de los cromosomas
homodlogos durante la etapa de meio-
sis, ya sea en el évulo o en el esperma-
tozoide [9]. Con menor frecuencia, el
sindrome de Down resulta de translo-
caciones robertsonianas o mosaicismo
(formado por una linea celular normal
y una linea celular con la trisomia) [5].

Los factores de riesgo del sindrome de
Down son agrupados en dos catego-
rias: los ambientales y los fisioldgicos.
Entre los factores ambientales se inclu-
yen las exposiciones a toxicos ambien-
tales, sustancias quimicas como toxinas
y otros compuestos quimicos, el uso de
farmacos para el tratamiento de enfer-
medades psicoldgicas y el uso des-
controlado de anticonceptivos orales,
hormonales o espermicidas, los cuales
pueden causar cambios en el sistema
reproductor femenino que favorecen
la aparicién del sindrome de Down [9].

Entre los factores de riesgo fisiolo-
gicos, la edad de la madre es el mas
importante para la aparicién del sin-
drome, debido a que aumenta el ries-
go de formacién de aneuploidias en
los ovocitos, probablemente por la
mayor susceptibilidad de los dvulos a
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los efectos del envejecimiento y a la
acumulacién de sustancias tdxicas que
pueden, a futuro, causar una trisomia,
en comparacién con los espermatozoi-
des que presentan un recambio celu-
lar de manera ciclica. En otros casos,
si la madre fue concebida a una edad
avanzada, puede aumentar la probabi-
lidad de dar origen a una progenie con
sindrome de Down, debido a que los
ovarios de la abuela podrian no tener
éxito en la produccién de las proteinas
asociadas al huso mitético acromético,
que son los factores responsables del
reposo del oocito, de las proteinas que
se unen al quiasma y de las enzimas de
reparacién del ADN, entre otros facto-
res que se requieren para una segre-
gacién meidtica correcta en las células
germinales de la madre, lo que desen-
cadenaria en ella, posteriormente, la
concepcion de un feto con presencia
de una trisomia 21 [9].

Genes relacionados con el
sindrome de Down

El cromosoma 21 es uno de los 23 cro-
mosomas del ser humano. Posee un
tamafo aproximado de 48 Mb y su in-
formacién se encuentra distribuida al-
rededor de 33,5 Mb en el brazo largo
g21,y entre 5 Mb y 15 Mb en el brazo
corto p21. Este cromosoma alberga
cerca de 400 genes, varios de los cua-
les estédn vinculados con la variedad
de complicaciones clinicas y rasgos
fenotipicos que se observan en el sin-
drome de Down. La mayoria de estos
genes estdn ubicados en la regién
cromosémica DSCR, con una longitud
aproximada de 5,4 Mb extendida entre
21922.11y 21922.3[10] (figura 1).

El gen RUNXT es uno de los genes
que mas se ha relacionado con diver-
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Figura 1. Representaciéon del cromosoma
21 humano y ubicacién de la region DSCR
asociada con sindrome de Down.

sos tipos de leucemia, debido a que
se ubica en el punto de inflexién de la
translocacién entre los cromosomas 8
y 21 [1(8;21)]; alteraciéon que se ha re-
portado frecuentemente involucrada
en el desarrollo de la leucemia mieloi-
de aguda[10]. La implicacién del incre-
mento en la carga génica de RUNX1 y
el desarrollo de leucemia estén bastan-
te destacados en la relacion sindrome
de Down-leucemia. En esta relacion
también participan otros genes que
no se encuentran en el cromosoma
21, como el GATAT, localizado en el
cromosoma X, el cual codifica para la
proteina de unién a GATA-1, un impor-
tante regulador transcripcional de la
diferenciaciéon megacariocitica normal,
cuyas mutaciones pueden ocasionar
leucemia megacarioblastica [11].
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Contrariamente, los tumores sdélidos
son poco frecuentes o raros en nifios
y adultos con sindrome de Down, lo
cual se ha atribuido al aumento en
la expresién de genes localizados en
el cromosoma 21 [12], como el ETS2,
que codifica para el protooncogén
ETS-2, un factor de transcripciéon que
regula genes implicados en el desa-
rrollo celular y la apoptosis [13], y el
RCANT, también llamado DSCR1, que
codifica para la proteina reguladora
de la calcineurina-1, que interactda
con la calcineurina A para inhibir la
sefializacién angiogénica mediada
por el factor de crecimiento endote-
lial vascular (VEGF) por la via de esta
enzima [14], lo cual suprime el creci-
miento y la angiogénesis tumoral y
confiere un efecto protector sobre
este tipo de malignidades.

No obstante, se ha descrito que los ge-
nes ETS2 y RCANT también estén impli-
cados en algunas manifestaciones del
sindrome de Down. El ETS2 es consi-
derado un gen candidato de leucemia
megacarioblastica, y su sobreexpre-
sién ha sido relacionado con las altera-
ciones esqueléticas caracteristicas de
este trastorno [11]. De igual manera, el
aumento en la dosis génica de RCAN1
puede acortar la longitud de los axo-
nes, lo que lleva a condiciones de re-
traso mental en el sindrome de Down
[7]. La sobreexpresiéon de RCANT pue-
de incrementar el riesgo de desarrollar
Alzheimer prematuro, debido proba-
blemente, al exceso en la sintesis de la
proteina precursora amiloidea que se
asocia con esta enfermedad, produc-
to de la sobreexpresion del gen APP,
que también se localiza en el cromoso-
ma 21. Esto conduce al incremento y
acumulacion de la proteina B-amiloide
en el cerebro, que produce efectos t6-
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xicos sobre las neuronas y, en conse-
cuencia, la demencia que se encuentra
en el sindrome de Down [6].

Entre otros hallazgos clinicos relaciona-
dos con el exceso en la expresién de
RCANT1 se registran valores bajos en la
presién sistdlica y diastdlica en los indi-
viduos con sindrome de Down, respec-
to a los individuos que no lo padecen,
debido al efecto de la proteina en el
desarrollo de las neuronas del sistema
nervioso simpatico [7].

PCNT, que codifica para la pericentrina,
es otro gen en el cual sus alteraciones
genéticas se asocian con un tipo de ena-
nismo primordial, retraso del crecimiento
intrauterino, cardiomiopatia y diabetes
tipo 2 [15]. Por su parte, el gen DSCAM,
que codifica para moléculas de adhesién
celular de la familia de las inmunoglobu-
linas (Ig-CAM) en las células neuronales,
estd implicado en el desarrollo del siste-
ma nervioso central y periférico humano,
y su sobreexpresion durante el desarro-
llo fetal se ha descrito que conduce al
sindrome de Down [5]. El gen DYRK1A
codifica para una quinasa importante en
la formacién y maduracion de las espinas
dendriticas, y su sobreexpresién ha sido
reportada como causante de una alte-
raciéon en la frecuencia de la operacién
neuronal [5,7].

En la tabla 1 se resumen las funcio-
nes de los genes que se destacan por
su relacién con el sindrome de Down,
al igual que el efecto de cada uno de
ellos en el fenotipo de los individuos
afectados producto de la trisomia 21.

Expresién genotipica en el
sindrome de Down

La sobreexpresién de los genes que
codifican para proteinas y ARN no co-
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dificantes localizados en el cromoso-
ma 21, debida al material cromosdémi-
co adicional que se produce cuando
se encuentra en estado de trisomia,
es probable que pueda alterar varias
funciones celulares y procesos de de-
sarrollo que dan lugar a una perturba-
cién global de los procesos normales
de transcripcién, independientemente
de su contenido génico o repertorio re-
gulatorio. Por tal razén, es importante
el estudio de los perfiles transcripcio-
nales de las células normales y las que
tienen trisomia 21.

Los estudios revisados por Antonara-
kis y colaboradores en 2017, mostra-
ron que los compartimentos nucleares
de las células con trisomia 21 experi-
mentan modificaciones en la croma-
tina que influyen en el transcriptoma
global y que, por lo tanto, producen
cambios en la expresién de los do-
minios génicos disregulados (GEDD)
que pueden contribuir a algunos feno-
tipos del sindrome de Down [16]. Por
su parte, la evaluacién de transcriptos
expresados en muestras de cerebros
de personas con y sin sindrome de
Down, realizada por Olmos-Serrano y
colaboradores en 2016, proporciond
un anélisis mas completo de la expre-
sién génica, que elucidé procesos cla-
ves en diferentes niveles de expresidn,
entre ambas poblaciones; ademaés,
demostré anomalias importantes en la
expresién de genes asociados con el
desarrollo de oligodendrocitos y mie-
linizacién [17].

Prandini y colaboradores 2007 cate-
gorizaron los genes del cromosoma
21 segun el grado de superposicion
de la expresion génica en células de
individuos con trisomia 21 y euploi-
des, el cual fue medido mediante una
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prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para
esto dividieron los genes del cromo-
soma 21 en tres grupos: el grupo A,
correspondiente a los que tuvieron un
grado minimo de solapamiento y una
gran sensibilidad a la dosis génica; el
grupo B, conformado por aquellos con
un grado de solapamiento moderado,
y el grupo C, por los que presentaban
un alto grado de solapamiento. El ana-
lisis permitié establecer que los genes
del grupo A eran los candidatos mas
probables para algunos de los feno-
tipos del sindrome de Down, como el
retraso mental, la hipotonia muscular y
la enfermedad de Alzheimer, los cuales
se hallaron en todas las personas afec-
tadas. Segun este estudio, estas con-
diciones se pueden deber a los altos
niveles de expresién de estos genes
en los individuos con el sindrome, en
comparacion con los controles [18].

En otro estudio, realizado por Lim vy
colaboradores en 2016, en el que eva-
luaron la expresidn de varios genes del
cromosoma 21 en placentas de fetos,
tanto con trisomia 21 como no afecta-
dos, se observaron niveles incrementa-
dos en aquellas de los fetos con sindro-
me de Down, debido probablemente,
a la hipometilacién encontrada en las
regiones intragénicas de los genes
estudiados, la cual puede generar la
sobreexpresién. Ademas, se demos-
tré que estos genes estaban asociados
con ciertas alteraciones presentes en la
trisomia 21, tales como retraso mental,
manifestaciones neuroconductuales y
alteraciones congénitas [19].

Relacion fenotipo-genotipo
en el sindrome de Down

Durante la celebracién de los cincuenta
anos del descubrimiento del sindrome
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de Down, Megarbane y colaboradores,
en su articulo publicado en el 2009, re-
saltaron la correlacién genotipo-fenoti-
po de este trastorno, enunciando varias
investigaciones en las que evaluaron
diferentes genes del cromosoma 21
implicados en la aparicién de diversas
complicaciones relacionadas con el
sindrome de Down, que se encontra-
ban agrupados en la region DSCR [20].

Segun describen los autores, anterior-
mente existian otras definiciones para la
region DSCR, hasta 1997 cuando final-
mente, en una reunidon del laboratorio
Cold Spring Harbor se aprobd una no-
menclatura comun, en la que se definié
a DSCR-1 como la regién con el mayor
nimero de caracteristicas asociadas al
sindrome de Down, incluidos los feno-
tipos faciales, el aspecto de las manos y
el retraso mental. Por otro lado, los auto-
res indican que la trisomfa 21 se relacio-
na con el desbalance en la dosis géni-
ca de otros genes como CAFT1A, CBS y
GART, lo que podria afectar la sintesis y
reparacion del ADN. Ademas, que la so-
breexpresion de COL6AT puede causar
defectos cardiacos y la de DYRKTA un
cambio en la frecuencia de operacion
de las neuronas, asi como retraso men-
tal, mientras que la sobreexpresién de
ETS2 puede ser la causa de leucemia,
especificamente la megacarioblastica, y
alteraciones esqueléticas [20].

Se han formulado varias hipdtesis que
explican la correlacién entre el genoti-
poy el fenotipo del sindrome de Down.
La primera es la del desequilibrio de la
dosis génica en el estado de la trisomia
21, lo cual se fundamenta en la dosis
aumentada del nimero de copias de
los genes en el cromosoma 21 [21].
Luego, esta idea fue ampliada para in-
cluir la posibilidad de que genes espe-
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cificos, o subconjuntos de estos, pue-
den controlar los fenotipos especificos
del sindrome de Down. La segunda
hipdtesis propone que esta relacion
estd basada en una inestabilidad del
desarrollo amplificada, que indica la
existencia de una dosificacién no espe-
cifica de una serie de genes trisémicos,
que conduce a un desequilibrio gené-
tico causante de un gran impacto en la
expresion y regulacién de muchos ge-
nes a lo largo del genoma [22].

Por dltimo, estd la hipdtesis de la ya
mencionada regién DSCR, en la cual
se dice que las regiones candidatas
causantes del sindrome de Down es-
tdn concentradas en una porcién es-
pecifica del cromosoma 21 [23-25]. No
obstante, esta fue discutida en 2007
por Olson y colaboradores, quienes
afirman que la regién critica del cromo-
soma 21 ya no es la Unica causa para
que se den las manifestaciones de la
enfermedad. En su trabajo realizado
en modelos de ratones se observaron
dos grupos, ambos con trisomia parcial
del cromosoma 21. Uno de los grupos,
que en la tercera copia contenia todos
los genes propios del cromosoma 21,
incluyendo la region DSCR, presentd
un fenotipo compatible con el sindro-
me de Down, mientras que el otro, en
el cual la tercera copia del cromosoma
21 tenia representada la regién DSCR,
pero no los demas genes del cromo-
soma 21, no presentd dicho fenotipo.
Esto llevd a los autores a plantear que
los fenotipos no son consecuencia de
la triple presencia de un Unico gen o
grupo de genes, sino de la relacién
que sucede entre ellos. Ademas, que
la sobreexpresion de un gen puede
desempenfiar un papel prioritario en los
rasgos del fenotipo caracteristico de la
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enfermedad, pero siempre se verd mo-
dulada por la accién excesiva de otros
genes del cromosoma 21 [25].

Por su parte, Pelleri y colaboradores
en 2017 reportaron la presencia de
una regién critica del cromosoma 21,
muy relacionada con enfermedades
cardiacas congénitas, como las ano-
malias del canal atrioventricular, lo
que mostré una perspectiva muy in-
teresante de la correlacion del geno-
tipo-fenotipo [26].

Consecuencias transcripciona-
les en la trisomia 21

En 2002, FitzPatrick propuso un mode-
lo que permitiera el entendimiento de
las consecuencias de la transcripcion
en latrisomia 21, en el cual plantea que
una copia adicional de los genes locali-
zados en el cromosoma 21 darfa como
resultado un aumento de 1,5 veces en
la expresion de muchos de ellos, y que
algunos de estos pueden causar un
cambio en el fenotipo que produce va-
rias de las caracteristicas mas comunes
en el sindrome de Down. Seguin el mo-
delo, la sobreexpresién de los genes
del cromosoma 21, que codifican para
los factores trans-reguladores, pueden
inducir una regulacién inapropiada de
los genes disémicos (genes que no es-
tén en el cromosoma 21), lo que indica
que la trisomia del cromosoma 21 no
solo influye sobre los productos de-
rivados directamente de sus propios
genes, sino que modifica el compor-
tamiento de genes de otros cromo-
somas. Por lo tanto, los efectos de la
dosis génica primaria, asi como de los
factores trans-reguladores, producen
un efecto en el fenotipo que podria re-
sultar en una aparente mala regulacién
terciaria de los genes disémicos [27].
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Este modelo fue previamente abordado
por Chrast y colaboradores en 2000, en
su estudio sobre el transcriptoma del
cerebro del ratén, que dio pasos impor-
tantes en el entendimiento del modo
en el que se expresan los genes y la
induccién de enfermedades [28]. Asi-
mismo, Mao y colaboradores en 2005
detectaron cambios especificos en la
expresion génica, tanto en los tejidos
como en las células en estado de triso-
mia 21 durante el desarrollo fetal, don-
de el anélisis estadistico de los grupos
de genes funcionales estudiados por
microarreglos proporcionaron indicios
de posibles vias bioldgicas afectadas
por la trisomia 21 [29].

Variabilidad en el material
genético en la trisomia 21

La variabilidad del material genético del
cromosoma 21 podria ser parcialmente
responsable de los diferentes fenotipos
del sindrome de Down, lo que hace ne-
cesario determinar las variantes de ADN
comunes y raras en este cromosoma.
Aproximadamente, el 1,26% del cromo-
soma 21 estd compuesto por secuen-
cias de repeticiones cortas que pueden
ser polimérficas, entre las cuales se han
identificado 105.334 polimorfismos de
nucledtido simple (SNP, del inglés, Sin-
gle Nucleotide Polymorphism) proba-
bles en este cromosoma [30].

En una evaluacién inicial hecha por
Thomas y colaboradores en 2003,
en la que utilizaron la propiedad de
desequilibrio de ligamiento del mate-
rial genético, encontraron un total de
24.386 polimorfismos de nucledtido
simple e identificaron y describieron
el ancho de los mapas cromosémicos,
lo que proporciond la informacién de
la infraestructura gendémica para la de-
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terminacién de los polimorfismos de
nucledtido simple, involucrados en la
variacién de la expresidén génica y en
la predisposicién a presentar diferen-
tes manifestaciones fenotipicas del sin-
drome de Down, incluyendo fenotipos
complejos y comunes [30].

En una revisidn realizada por Antona-
rakis en 2006, se menciona que casi
todos los aspectos del fenotipo del
sindrome de Down estan sujetos a un
alto grado de variabilidad, lo que lle-
va a que ninguna de las caracteristicas
dismérficas menores se encuentre en
mas del 80% de la poblacién con sin-
drome de Down; ademas, que es poco
probable que dos personas con triso-
mia 21 tengan exactamente la misma
combinacién de caracteristicas. Otro
punto importante en esta revisién es
la indicacion de que los tres alelos pre-
sentes en los pacientes con trisomia 21
deben reflejar un umbral de expresién
para poder causar una repercusidn en
el fenotipo del sindrome de Down [31].

Biomarcadores para el diag-
néstico prenatal no invasivo

ADN fetal libre de células

El material genético del feto libre en
el plasma de la madre, mejor cono-
cido como ADN fetal libre de células
(cffDNA, del inglés, cell-free fetal DNA),
fue descrito por primera vez en 1850.
No obstante, fue hasta 1997 que Loy
colaboradores, luego de identificar
secuencias de ADN del cromosoma Y
en el suero materno, postularon que
podia ser utilizado como un biomarca-
dor [32]. Este hallazgo sirvié de base
para que el ADN fetal libre de células
fuera utilizado en otros estudios para la
deteccién de diversas complicaciones
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que podrian afectar tanto la calidad
de vida del feto como de la madre. Por
ejemplo, Lo y colaboradores en el afio
2000 encontraron que las mujeres con
preeclampsia tenian cinco veces mas
concentracion de ADN fetal libre de
células en comparacién con las muje-
res sin esta afeccién [33].

Afnos mas tarde, Sifakis y colaboradores
en 2009, reportaron que este aumento
se podia encontrar durante las prime-
ras etapas del embarazo en las muje-
res que estaban destinadas a padecer
preeclampsia [34]. No obstante, seguiin
lo revisado por Sifakis y colaboradores
en 2015, Crowley y colaboradores en
2007 no encontraron diferencias signi-
ficativas entre dichos niveles [35].

Otra aplicacién del ADN fetal libre de cé-
lulas en mujeres embarazadas es la de-
teccion del grupo sanguineo RhD, el cual
es uno de los més polimérficos en la san-
gre de los humanos [34], ya que una ge-
notipificacion temprana del feto puede
evitar problemas como la enfermedad
hemolitica del recién nacido, en la cual la
madre produce anticuerpos que atacan
los glébulos rojos del feto [36].

Estas y otras aplicaciones, dieron ori-
gen al desarrollo de las metodologias
de diagndstico prenatal no invasivas
(NIPT, del inglés, Non-Invasive Prenatal
Testing) con las que se cuenta actual-
mente. Poco después de su implemen-
tacion, se observd un avance en las
metodologias de secuenciaciéon que
dieron origen a métodos de mayor im-
pacto en el campo, como la secuencia
masiva paralela (MPS, del inglés, Massi-
ve Parallel Sequence), o secuenciacién
de nueva generacién (NGS, del inglés,
New Generation Sequencing), y la in-
munoprecipitacion de ADN metilado
(MeDIP, del inglés, Methylated DNA
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Immunoprecipitation), usadas en com-
binacién con la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo
real, las cuales permitieron secuenciar
de manera maés rapida, eficiente y con
capacidad mejorada, fragmentos de
ADN de mayor tamafio localizados en
regiones de interés especificas, como
los cromosomas 13, 18y 21 [37,38].

Estas tecnologias, en combinacién con
el uso del ADN fetal libre de células,
permitieron identificar y cuantificar los
cambios en la cantidad del ADN cromo-
sémico fetal que determinan la presen-
cia de aneuploidias, el sexo del feto o
su RhD. Sin embargo, el ADN fetal libre
de células representa solo una fraccién
del ADN total extraido, el cual puede va-
riar por multiples factores y, de acuerdo
con la metodologia que se utilice para
el diagnéstico, requiere que se incluya
una técnica que ayude a separar el ADN
fetal del ADN materno [37-39].

Es asi como el ADN fetal libre de cé-
lulas constituye una nueva alternativa
respecto a las metodologias tradicio-
nales para el diagndstico prenatal,
como la amniocentesis y la biopsia de
vellosidades coridnicas, que son alta-
mente invasivas para el feto y pueden
ser causales de aborto; no obstante, su
uso aun esta sujeto a ciertas complica-
ciones, como el mosaicismo en la pla-
centa, el cual ocurre cuando la placen-
ta presenta aneuploidias pero el feto
estd en condiciones euploides, lo que
provoca un diagndstico errado [37-39],
y los casos en que la madre presenta:
a) una aneuploidia no diagnosticada,
siendo la més comuin el mosaico ma-
terno 45,X/46,XX o0 47 XXX; b) un diag-
néstico de cancer, ya que las células y
el material genético tumoral que estéa
libre en sangre periférica puede dar
como resultado un falso positivo, y c)
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sobrepeso, el cual puede aumentar la
fraccién de ADN fetal libre de células
presente en su sangre, lo que altera la
efectividad en el tamizaje [40].

Regiones diferencialmente
metiladas

Las regiones diferencialmente meti-
ladas son segmentos gendmicos con
diferentes estados de metilacién en-
tre multiples muestras (tejidos, células,
individuos u otros) que se comparan,
los cuales intervienen en la regulacion
transcripcional de genes. En 2009, Pa-
pageorgiou y colaboradores [41] bus-
caron estas regiones en el ADN de
sangre de mujeres no embarazadas y
en el ADN de placentas de mujeres en
el primer o el tercer trimestre de gesta-
ciéon. Para esto utilizaron la técnica de
inmunoprecipitacion de ADN metila-
do, en la que el material genético es in-
munoprecipitado usando un anticuer-
po especifico para sitios CG metilados,
en dos experimentos independientes.
Luego, las regiones hipermetiladas ais-
ladas y las no hipermetiladas (ADN no
inmunoprecipitado) se cohibridaron
en un oligoarreglo de alta resolucion
de los cromosomas 13, 18, 21, X y Y
para identificar las regiones diferen-
cialmente metiladas en el ADN de am-
bas muestras y calcular la diferencia de
la metilacién entre ellas.

Como resultado de este estudio se
identificaron méas de 10.000 regiones
diferencialmente metiladas candida-
tas, de las cuales alrededor de 2.000 se
ubicaban en el cromosoma 21. Entre
estas, los autores seleccionaron 12 re-
giones que se encontraban hipometila-
das en el ADN de sangre periférica de
las mujeres no embarazadas, pero hi-
permetiladas en las placentas, las cua-
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les fueron confirmadas por reacciéon
en cadena de la polimerasa en tiempo
real, lo que permitié establecer una re-
lacion diferencial de la metilacion en
este cromosoma [42].

Con base en estos hallazgos, Papa-
georgiou y sus colaboradores en 2011
realizaron la identificacién de regiones
diferencialmente metiladas en el cro-
mosoma 21, a partir de muestras de
ADN fetal en sangre periférica mater-
na, utilizando el protocolo de inmuno-
precipitacién ya descrito por ellos, en
combinacién con la reaccién en cade-
na de la polimerasa en tiempo real, a
través de la cual fue posible cuantificar
estas regiones y medir la relacién de la
metilacién del ADN especifico del feto
entre una muestra desconocida, con o
sin sindrome de Down, y la mediana
de muestras normales conocidas. Asi,
el hallazgo de la diferencia en la pro-
porcién de ADN fetal metilado entre
los embarazos normales y con trisomia
21 permitié el desarrollo de una nueva
metodologia de diagnéstico no invasi-
vo del sindrome de Down, con una alta
especificidad y sensibilidad [43].

Micro-ARN

Los micro-ARN (miRNAS, del inglés,
microRNA) son una clase pequefia de
ARN, de aproximadamente 22 nucleé-
tidos, que desempefian un papel im-
portante en laregulacién postranscrip-
cional y en diversas enfermedades del
ser humano. Como dato interesante
se ha demostrado que los micro-ARN
son altamente estables en la sangre
total, lo que los hace candidatos idea-
les para el uso de las herramientas de
diagndstico no invasivo [44]. Algunos
estudios encontraron que la funcién
de los micro-ARN en la regulacién de
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la proliferacién y el desarrollo celular
mejora el entendimiento acerca de
la progresién de diferentes fenotipos
propios del sindrome de Down. Es asi
como el micro-ARN miR-1246, identifi-
cado como objeto transcripcional de
p53 se encuentra involucrado en la re-
gulacién del ciclo celular, la apoptosis
y la senescencia [45].

Por su parte miR-155 y miR-802 en ni-
veles altos se han relacionado con afec-
ciones del hipocampo, cuya funcidén es
controlar el aprendizaje y la memoria.
De igual forma, la sobreexpresién de
miR-155, que regula la transcripcién
del receptor de angiotensina Il tipo
1, lleva a una baja expresién de este,
lo que puede explicar la ausencia de
enfermedad cardiovascular en los in-
dividuos con sindrome de Down [46].
Por otro lado, el grupo miR-9%a/let-7c
causa defectos cardiacos congénitos,
mientras que miR-125b-2, miR-155 y
miR-99, posiblemente, desempefian
funciones en la patogénesis de la leu-
cemia megacarioblastica en pacientes
con sindrome de Down [44,46].

Kamhieh-Milz y colaboradores en
2014 utilizaron micro-ARN extracelu-
lares presentes en plasma materno
para el diagnéstico prenatal no inva-
sivo de sindrome de Down, mediante
el uso de una reaccién en cadena de
la polimerasa cuantitativa de alto ren-
dimiento (PCR-HT-gPCR, del inglés,
High Throughput Quantitative PCR),
donde encontraron 36 de ellos expre-
sados diferencialmente en los emba-
razos con trisomia 21, respecto a los
euploides [44]. Aunque hasta la fecha
no se conocen muy bien los mecanis-
mos involucrados en el transporte de
los micro-ARN al plasma de la madre,
estos, a diferencia del ADN fetal libre
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de células, que proviene de la placen-
ta, vienen directamente del feto, lo que
los hace mas especificos y un reflejo
mas real de lo que sucede en el feto
en gestacién. Ademads, el uso de estos
marcadores para el diagnédstico de la
trisomia 21 resulta ser de bajo costo,
alta eficiencia y con gran potencial
para su aplicacién como prueba para
el tamizaje del sindrome de Down [46].

Regiones cortas de repeticion en
tandem y regiones interdispersas

Las regiones cortas de repeticién en
tdndem (STR, del inglés, Short Tandem
Repeat) y las regiones interdispersas,
son zonas altamente repetitivas que se
pueden hallar en los genomas y ser uti-
lizadas para el diagndstico del sindro-
me de Down. Las metodologias que se
usan para el estudio de estos marcado-
res son la reaccion en cadena de la po-
limerasa en tiempo real, y la reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo
real para duplicaciones segmentarias
en combinacién con la secuenciacién
de Sanger [47,48].

Los segmentos duplicados correspon-
den a fragmentos de ADN que poseen
secuencias idénticas (90% al 100%),
y se ubican en multiples localizacio-
nes en el genoma como resultado de
eventos de duplicacion. El diagndsti-
co de la trisomia 21, segln este tipo
de marcadores, se basa en la relacion
establecida entre las unidades de fluo-
rescencia de las muestras analizadas
representada en forma de picos. Es asi
como las regiones cortas de repeticion
en tdndem producen una intensidad
de fluorescenciade 1:1:1 o de 2:1 para
una trisomia y una relaciéon de 1 o 1:1
en los casos de fetos no afectados. Al-
gunos de los marcadores usados para

M Volumen 24, Namero 1, 2020

este tipo de diagndstico més informati-
vos son el DS21S11, el DS2151141 y el
DS2151270[47,49-52].

Por otro lado, para la identificacién de
las regiones interdispersas, se usa un
segmento dentro del cromosoma 21
que tenga una secuencia homdloga en
otro lado del genoma, como es el caso
del SD7QF21 en el cromosoma 21 y
su homologo en el cromosoma 2. Esto
hace que a la hora del diagnéstico, la
relacion de fluorescencia sea 2:2 para
un paciente no afectado y una relacion
3:2 para un paciente con trisomia 21. La
ventaja que presenta esta metodologia
es que puede ser de bajo costo, répiday
sencilla a la hora de su implementacién
como prueba de tamizaje; no obstante,
su especificidad y sensibilidad pueden
ser més bajas que las pruebas que usan
otros marcadores genéticos [48].

Técnicas para el diagnéstico
del sindrome de Down

El advenimiento de la biologia molecu-
lar y los avances en la citogenética han
permitido el desarrollo y la aplicacion
de herramientas diagnésticas que faci-
litan la determinacién de la trisomia 21.
A continuacién se describen algunas de
estas técnicas, nombrando las ventajas
y desventajas de cada una de ellas.

El cariotipo

Actualmente son muchos los métodos
que se usan para la deteccion del sin-
drome de Down, pero el cariotipo es
hasta el dia de hoy el estdndar de re-
ferencia para la deteccién no solo del
sindrome de Down, sino también de
diversas aberraciones cromosdémicas
de caracter numérico, como son las tri-
somias de los cromosomas sométicos
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13,18, 21, Xy Y, asi como alteraciones
estructurales del tipo inserciones y de-
leciones [3].

Esta técnica requiere para su aplica-
cién en el diagndstico prenatal, la toma
de muestras de liquido amnidtico me-
diante amniocentesis en la semana 14
de gestacion, o de vellosidades corio-
nicas en la semana 11, ambas guiadas
por ecografia, seguida del cultivo de
las células obtenidas. Su principal ven-
taja radica en que es bastante acertado
a la hora del diagndstico y de facil ac-
ceso en los paises con bajos niveles de
desarrollo tecnolégico. Como desven-
taja se registra que es un método muy
laborioso, ya que puede llevar hasta un
par de semanas, lo que hace que los
cultivos sean susceptibles a contamina-
cién, dificultando el diagndstico. Ade-
mas, el cardcter invasivo de la toma de
muestra aumenta el riesgo de aborto
en el 1% de los casos [3,49].

Hibridacién fluorescente in situ

El proceso para la realizacion de un
cariotipo es lento y laborioso, y puede
causar en la madre gestante ansiedad,
ya que el diagndstico puede tardar en-
tre 1 a 2 semanas. Es asi como la hibri-
dacién fluorescente in situ (FISH, del in-
glés, Fluorescent In Situ Hybridization)
constituye una prueba alternativa para
ayudar a guiar el diagndstico del sin-
drome de Down, ya que permite la ob-
tencion de los resultados en cuestion
de 48 a 72 horas. En esta técnica, el
ADN del feto hibrida con sondas mar-
cadas fluorescentemente que hacen
que emita sefales en forma de puntos.

Su eficiencia es relativamente alta por-
que se realiza en nlcleos interfésicos,
sin la necesidad de establecer cultivos
celulares[3,50,51].
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Ensayo de hibridacién multiplex con
sondas

El ensayo de hibridacién multiplex con
sondas (MLPA, del inglés, Multiplex Li-
gation Probe Assay) es una metodolo-
gia para la deteccion de aneuploidias y
aberraciones genéticas, que en el caso
del sindrome de Down analiza frag-
mentos de DNA de los cromosomas
13, 18, 21, X y Y. En general, la técni-
ca se basa en cuatro pasos baésicos; la
desnaturalizacidon del ADN, la hibrida-
cién del ADN con las sondas marcadas
y la ligacion de las sondas y el ADN,
seguidas por la amplificaciéon por re-
accion en cadena de la polimerasa y
la secuenciacién de los productos me-
diante la técnica de Sanger [3].

Aunque esta metodologia tiene una
gran capacidad para procesar mues-
tras a un bajo costo, no es viable para
ser una metodologia de diagndstico
cuando se requiere la diferenciacién
de mosaicismos [52]; ademds, no es
posible realizarla directamente en san-
gre periférica, pues requiere la sepa-
racion del ADN materno del ADN fetal
mediante la identificacion de las dife-
rencias entre los perfiles de metilacion
de ambos ADN (alta metilacién en el
ADN del feto y menor metilacién en el
ADN de la madre)[37,53,54].

Amplificacién y cuantificacion de
secuencia paraloga

La metodologia de amplificacién y
cuantificacion paraloga (PSQ, del in-
glés, Paralogous Sequence Quantifica-
tion) es muy eficiente a la hora de diag-
nosticar aberraciones cromosdmicas
relacionadas con variaciones del nu-
mero de copias (CNV, del inglés, Copy
Number Variations). Esta metodologia
se basa en la amplificacion de secuen-
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cias parédlogas (secuencias duplicadas
de un mismo gen que ocupan dos po-
siciones diferentes en el mismo geno-
ma), mediante reaccién en cadena de
la polimerasa, y la cuantificacién de lo
que se conoce como desajuste de se-
cuencias paralogas, en la cual se mide
la acumulacién de sustituciones de ge-
nes parédlogos en loci determinados
mediante secuenciacidon [3].

La combinacién de todos estos con-
ceptos la vuelven una metodologia
para cuantificar la dosis génica o nime-
ro de copias del cromosoma en anélisis
de una manera robusta, facil de inter-
pretary de configurar para un diagnds-
tico especifico, ademaés que puede ser
realizado en menos de 48 horas. Como
desventaja presenta un costo elevado
comparado con otras metodologias
que también son usadas para el diag-
ndstico del sindrome de Down [55-57].

Secuenciacién de nueva generacion

Las metodologias de secuenciacion
de nueva generacién (NGS, del in-
glés, Next Generation Sequencing) en
cuestiones de diagndstico, son unas
de las tecnologias de vanguardia ca-
paces de secuenciar genomas y exo-
mas completos mediante lo que se
conoce como secuenciacidon masiva y
paralela. Estas tecnologias secuencian
al mismo tiempo millones de fragmen-
tos del material genético en estudio, lo
que da como resultado datos de la se-
cuenciacion denominados Reads, los
cuales pueden ser alineados o com-
parados frente a un genoma de refe-
rencia, o entre ellos mismos, mediante
procesos bioinformaticos. Esta com-
paracién sirve para encontrar varian-
tes de un gen especifico, variaciones
en el nimero de copias, inserciones o
deleciones en el genoma [3,58,59].
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En el caso del diagndstico de la triso-
mia 21, los millones de Reads obteni-
dos para este cromosoma se comparan
con otros millones de Reads de otras
partes del genoma; si el feto estd afec-
tado el nimero de Reads asignados al
cromosoma 21 serd ligeramente mayor
en comparacion con el obtenido a par-
tir de fetos sin dicha afeccién. Aunque
estas metodologias son altamente es-
pecificas y sensibles, son costosas y re-
quieren de personal entrenado para su
interpretacion [58,59].

Reaccién en cadena de la
polimerasa

La reaccién en cadena de la polimera-
sa ha sido una herramienta fundamen-
tal para el desarrollo de la biologia
molecular aplicada en investigacion
y en el desarrollo de pruebas diag-
ndsticas, que resulta ser muy versatil
y facilmente reproducible, con una
alta eficiencia, sensibilidad y especifi-
cidad en el diagndstico del sindrome
de Down. La PCR cuantitativa y la PCR
en tiempo real son las mas utilizadas,
al igual que otras técnicas maés sofisti-
cadas como la hibridaciéon gendmica
comparativa (CGH, del inglés, Compa-
rative Genome Hibridization) y el uso
de sondas TagMan®y OpenArray®, que
permiten aprovechar las diferencias
epigenéticas de las secuencias en es-
tudio [3,44,49-53].

La utilizacién de la reaccién en cadena
de la polimerasa, en combinacién con
diferentes técnicas y usando distintos
tipos de material genético, dan como
resultado una amplia variedad de al-
ternativas de anélisis, entre ellas la
reaccidon en cadena de la polimerasa
digital, de alto rendimiento, en tiem-
po real para duplicaciones segmen-
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tarias, entre otras. Estas técnicas pue-
den solucionar los problemas que se
encuentran en la reaccién en cadena
de la polimerasa convencional, como
la dificultad del diagndstico en pre-
sencia de mosaicismo [59], y permiten
aplicar metodologias de enriqueci-
miento o hacer una diferenciacién del
ADN del feto del de la madre, lo que
las hacen ideales como metodologias
prenatales no invasivas [49-53].

Conclusién

La presencia de una tercera copia del
material genético del cromosoma 21, ya
sea parcial o total, desde sus primeras
descripciones hace més de cien afos,
ha representado un reto para los inves-
tigadores debido no solo a sus comple-
jas consecuencias en el desarrollo y la
regulacién fisioldgica y celular de las
personas que padecen esta enferme-
dad, sino también en sus aspectos ge-
néticos, gendmicos y transcriptémicos,
factores de riesgo e incidencia.

En el afédn por elucidar una clara expli-
cacidn de los procesos celulares que
toman lugar en este sindrome, se traza
un camino hacia el hallazgo de nuevas
estrategias que favorezcan la calidad
de vida de las personas que padecen
esta condicidon médica, asi como a un
diagndstico eficiente en las primeras
etapas embrionarias que permita a
las familias con un nuevo integrante
con este sindrome prepararse para su
llegada, se concienticen de todos los
cuidados médicos que este precisa vy,
principalmente, aprendan cémo po-
tenciar el sinnimero de capacidades
que estos individuos tienen.

El desarrollo y la implementacion efec-
tiva de un entrenamiento para los pro-
fesionales de la salud es esencial para
asegurar que brinden una consejeria
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adecuada a los padres que reciben los
reportes de pruebas prenatales no in-
vasivas compatibles para el sindrome
de Down, que provea informacién im-
parcial y precisa a la madre gestante
que genere la aceptacién y cuidado
de un nifio con este sindrome, y que le
brinde la autonomia en la decisién de
la continuacién de su embarazo [60].
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