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l. RESUMEN

Introduccién. El sindrome de Down (SD) es uno de los trastornos genéticos mas
comunes, lo que representa un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares,
diabetes, dislipidemias, sindrome metabdlico y Alzheimer, atribuible a la presencia de
material genético extra del cromosoma 21. En éste se encuentra codificado el gen del
mMiRNA let-7c, el cual tiene funciones importantes en el desarrollo neuronal. El analisis
in silico de este gen muestra que la via con mayor significancia que podria estar
regulando es la de sefializacion AGE/RAGE (por sus siglas en inglés, Productos finales
de glicacion avanzada / Receptor de los productos finales de glicacion avanzada). Esta
via esta involucrada en multiples procesos patoldgicos y se ve favorecida por el estrés
oxidativo, proceso frecuente en el SD. El estudio de estas moléculas en el SD podria
utilizarse como biomarcador en el desarrollo de enfermedades asociadas a la
condicion e intervencion terapéutica. Objetivo general. Determinar la expresion de let-
7c y su relacion con AGEs/sRAGE en personas con SD. Materiales y métodos. Se
estudiaron personas con SD y eugénicos, por medio de una evaluacidon antropométrica
y del perfil bioquimico sanguineo. A partir del plasma se realizé la cuantificacion
relativa de let-7c-5p mediante qPCR, y de AGEs y SRAGE en suero por fluorescencia
y método de ELISA, respectivamente. Resultados. Individuos con SD mostraron un
perfil lipidico desfavorable respecto al grupo CTRL, principalmente en triglicéridos altos
y C-HDL bajo. Adicionalmente, los nifios y adolescentes con SD presentaron
concentraciones significativamente elevadas y disminuidas de AGEs y sSRAGE,
respectivamente (p <0.001). Conclusion. La poblacion con SD presenta un mayor
riesgo de desarrollar dislipidemias, principalmente hipertrigliceridemia y C-HDL bajo,
ademas, existe una mayor relacion del eje AGEs/sRAGE asociada al sindrome de
Down, que podria mitigar el efecto protector y contribuir al desarrollo de enfermedades

cronico degenerativas.

Palabras clave: sindrome de Down, Let-7c, AGEs/sRAGE, miRNAs



II.  ABSTRACT

Introduction. Down syndrome (DS) is one of the most common genetic disorders,
representing an increased risk of cardiovascular disease, diabetes, dyslipidemia,
metabolic syndrome and Alzheimer's disease, attributable to the presence of extra
genetic material from chromosome 21. Chromosome 21 encodes the miRNA gene let-
7c, which has important functions in neuronal development. In silico analysis of this
gene shows that the most significant pathway it may be regulating is AGE/RAGE
(Advanced Glycation End Products/Advanced Glycation End Products Receptor)
signalling. This pathway is involved in multiple pathological processes and is favored
by oxidative stress, a frequent process in DS. The study of these molecules in DS could
be used as a biomarker in the development of condition-associated diseases and
therapeutic intervention. General objective. To determine the expression of let-7c and
its relationship with AGEs/sRAGE in people with DS. Materials and methods. We
studied individuals with DS and eugenic individuals by anthropometric assessment and
blood biochemical profile. Relative quantification of let-7c-5p was performed from
plasma by qPCR, and AGEs and sRAGE in serum by fluorescence and ELISA method,
respectively. Results. Individuals with DS showed an unfavorable lipid profile with
respect to the CTRL group, mainly in high triglycerides and low C-HDL. Additionally,
children and adolescents with DS presented significantly elevated and decreased
concentrations of AGEs and sRAGE, respectively (p <0.001). Conclusion. The
population with DS presents a higher risk of developing dyslipidemias, mainly
hypertriglyceridemia and low C-HDL, in addition, there is a greater relationship of the
AGEs/sRAGE axis associated with Down syndrome, which could mitigate the

protective effect and contribute to the development of chronic degenerative diseases.

Keywords: Down syndrome, Let-7¢c, AGES/SRAGE, miRNAs



1. INTRODUCCION

El sindrome de Down (SD) es el trastorno genético mas comun asociado con la
discapacidad intelectual causado por la trisomia del cromosoma 21 (Ts2l)
(Antonarakis. y col., 2020; Izzo y col., 2018). Actualmente se estima que tiene una
incidencia mundial de 1 de cada 1,000-1,100 recién nacidos (DIF, 2020). En México,
la tasa es de 3.7 por 10,000 nacimientos, mientras que en Sinaloa se estiman una

prevalencia de 2.9 por cada 10,000 nacimientos (Sierra-Romero y col., 2014).

En su etiologia, la Ts21 libre es provocada por una no disyuncién del cromosoma
21 (HSA21) durante el desarrollo del 6vulo o espermatozoide y esta presente en un
95% de las personas con SD (Antonarakis. y col., 2020; Asim y col., 2015; Bull, 2020).
Otro de los mecanismos es por translocacion robertsoniana, con una incidencia de 2-
4% de los casos, donde el brazo largo del cromosoma 21 se une a otro cromosoma; o
bien, puede ser causado por mosaicismo, consistente en el error o division incorrecta
después de la fertilizacion en algin momento de la division celular y ocurre en el 1-2%

de los casos (Asim y col., 2015; Bull, 2020).

El SD involucra multiples manifestaciones fenotipicas. Entre las relacionadas con
la salud, pueden experimentar cardiopatia congénita, hipotonia muscular, problemas
de audicion y vision, enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, obesidad,
trastornos hematolégicos, el envejecimiento temprano, entre otros (Antonarakis. y col.,
2020; Boato y col., 2022; Santoro y col., 2021). Para comprender los mecanismos
moleculares que subyacen a esta condicién se ha introducido el estudio de un grupo
de moléculas de RNA monocatenarios no codificantes, de 19-25 nucleotidos, llamados

microRNAs (miRNAS), que actian como reguladores postranscripcionales y podrian
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ayudar a explicar las comorbilidades en individuos con SD (Lu & Rothenberg, 2018;
Pritchard y col., 2012). Let-7c es uno de los miRNAs codificados en el HSA21, cuya
sobreexpresién se ha asociado con la presencia de dislipidemias y trastornos
neurocognitivos. Asi mismo, el andlisis in silico de este miRNA mostré que los 990
genes que regula implican 20 procesos biolégicos con una mayor significancia en la
via de sefalizacibn AGE/RAGE (por sus siglas en inglés, productos finales de glicacion
avanzada / Receptor de los productos finales de glicacion avanzada) de
complicaciones por diabetes(Bras y col., 2018; Giardina y col., 2019; Pérez-Villarreal
y col., 2022). Por ello, las personas con SD podrian tener mayor produccion de

AGES/RAGE para el desarrollo de complicaciones como diabetes (Kanehisa, 2019).

Los AGEs, constan de un grupo heterogéneo de moléculas oxidativas con
capacidad patogénica, que se originan durante el almacenamiento de productos
derivados de alimentos en el organismo debido a reacciones no enzimaticas entre el
grupo carbonilo del azucar reductor y un grupo amino libre de un péptidos, proteina,
lipidos o acidos nucleicos (Kim, 2023; Salazar y col., 2021; Vistoli y col., 2013).
Ademas, se ha observado que estas moléculas estan en altas concentraciones en
condiciones patoldgicas frecuentes en SD (Kosmopoulos y col., 2019; Turner, 2017).
La uniéon de AGEs con RAGE activan mdltiples vias intracelulares que contribuyen a
procesos patoldgicos, como inflamacién, ateroesclerosis y disfuncién vascular (Khalid
y col., 2022; Sheny col., 2020; Snelsony col., 2022). Por otro lado, la isoforma soluble
de RAGE (sRAGE), puede actuar como un receptor sefiuelo que intercepta la
interaccién de los ligandos con RAGE debido a que se encuentra en el espacio

extracelular, evitando su interaccion en la superficie celular (Jensen y col., 2015).



Por lo anterior, el estudio de la via Let-7c/AGES/sRAGE podria proporcionar un
nuevo biomarcador para el seguimiento de estas enfermedades lo que permitiria
ayudar a evaluar la gravedad de éstas, ademas, la respuesta a la intervencién
terapéutica. Asi mismo, la obtencibn de estas biomoléculas no requiere de
metodologias invasivas que pongan en riesgo la salud de las personas, por ello es
importante determinar la expresion de let-7c y su relacion con AGES/sRAGE en

personas con SD.



IV. REVISION DE LA LITERATURA

4.1. Sindrome de Down
4.1.1. Generalidades del sindrome de Down

El sindrome de Down (SD) es el trastorno genético mas comun asociado con la
discapacidad intelectual y de las mas complejas compatibles con la supervivencia
humana postérmino, causado por la trisomia del cromosoma 21 (Ts21) (Antonarakis.
y col., 2020; Bull, 2020; Izzo y col., 2018). Actualmente se estima que tiene una
incidencia mundial de 1 de cada 1,000-1,100 recién nacidos (DIF, 2020). En México,
la tasa es de 3.7 por 10,000 nacimientos con una variacion por entidad federativa de
1.6 hasta 9.2 por cada 10,000 nacimientos (Sierra-Romero y col., 2014). En Sinaloa,
se estiman 60 casos de SD por cada 205,983 nacimientos, lo que resulta en una
prevalencia de 2.9 por cada 10,000 nacimientos, siendo estas estimaciones muestras
hospitalarias aisladas, propias de cada estudio (Sierra-Romero y col., 2014). De
acuerdo con datos reportados por la Direccion General de Informacion en Salud en el
2018, en México se registro el nacimiento de 351 nifias y 338 nifios (689 en total) con

SD (DIF, 2020).

La causa genética del SD es la Ts21 parcial o completa, es decir, la presencia de
una parte o un supernumerario completo del cromosoma 21 (HSA21) (Antonarakis. y
col., 2020). La Ts21 libre o completa (cariotipo 47, XX, + 21 y 47, XY, + 21, para
mujeres y hombres, respectivamente) es provocada por una no disyuncion del HSA21
durante el desarrollo del 6vulo o espermatozoide y esta presente en un 95% de los

casos de SD, este error puede ocurrir durante la meiosis | materna (~66 %) o la Il (~21



%); en la meiosis paterna | (~3%) o Il (5%), o bien, en la mitosis una vez formado el
cigoto (5%) (Antonarakis. y col., 2020; Asim y col., 2015; Bull, 2020). La translocacion
robertsoniana ocurre en un 2 al 4% de los casos, donde el brazo largo del HSA21 se
une a otro cromosoma (generalmente el cromosoma 14, 21 o 22) (Asim y col., 2015;
Bull, 2020). Por ultimo, también puede ser causado por mosaicismo, consistente en el
error o divisién incorrecta producida después de la fertilizacién durante la division
celular, ocurre en el 1-2% de los casos y generalmente esta asociado con menos

caracteristicas clinicas del SD (Figura 1) (Asim y col., 2015; Bull, 2020).
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Figura 1. Mecanismos genéticos del sindrome de Down.

a) Trisomia 21: no disyuncién en la meiosis | o II; b) Translocacién robertsoniana: unién

del brazo largo del HSA21 con otro cromosoma; ¢) Mosaicismo: error en la mitosis

después de la fertilizacion provocando dos lineas celulares.



Las manifestaciones que involucra el SD afectan multiples sistemas corporales,
con un impacto negativo en casi todos los sistemas de Organos, principalmente el
musculoesquelético, neurolégico y cardiovascular (Antonarakis. y col., 2020; Boato y
col., 2022). Generalmente las personas con SD son de baja estatura, con dedos cortos
y sus caracteristicas faciales incluyen la presencia de pliegues epicanticos, puente
nasal y occipucio planos, bocay orejas pequefas (Figura 2) (Antonarakis. y col., 2020;
Boato y col., 2022). Entre los problemas relacionados con la salud, pueden
experimentar cardiopatia congénita (CC) en un 40-60% de los casos (especificamente
defectos del tabique auriculoventricular (AVSD)), epilepsia, obesidad, hipotiroidismo,
infecciones recurrentes, problemas de audicion y vision, enfermedades autoinmunes,
enfermedad de Alzheimer (EA) de inicio temprano, hipotonia muscular, trastornos
hematolégicos (leucemia), apnea obstructiva del suefio, trastornos de ansiedad y
envejecimiento temprano (Antonarakis. y col., 2020; Boato y col., 2022; Santoro y col.,

2021).

4.1.2. Diagnostico

Actualmente hay dos tipos de pruebas para detectar el SD en el embarazo (CDC,
2022). Las pruebas de deteccién indican si el embarazo presenta algun riesgo de
presencia de material genético extra, por lo que, ayudan a decidir si es necesario hacer
una prueba de tipo diagnostico (CDC, 2022; Vici¢ y col., 2017). Suelen incluir pruebas
en sangre, que miden varias sustancias en la madre, como la prueba de a-fetoproteina

en suero materno, y una ecografia (Bull, 2011).
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Figura 2. Sintomas y manifestaciones en el sindrome de Down.
Modificada de Antonarakis. y col. (2020).
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Mientras que las pruebas de tipo diagnostico determinan si el bebé presenta SD
0 no, pero implican un mayor riesgo para la madre y el producto, debido a que incluyen
procedimientos invasivos como el muestreo de vellosidades coridnicas (CVS), la
amniocentesis y cordocentesis (CDC, 2022; Vici¢ y col., 2017). Otras técnicas de
laboratorio como hibridacién fluorescente in situ (FISH), analisis citogenético
convencional (cariotipo), y analisis de microarreglo cromosémico (CMA), tienen la
finalidad de identificar anomalias cromosdmicas para el diagnostico prenatal de SD
(Plaiasu, 2017). Sin embargo, el impacto del SD en el bebé no se puede predecir por

medio de estas pruebas (CDC, 2022).

4.1.3. Diversidad alélica

La variabilidad fenotipica en el SD puede estar asociada con diferencias alélicas
en genes trisbmicos o0 no trisémicos (euploides), las cuales pueden ser importantes en
la supervivencia de los fetos con Ts21, debido a que la carga genética de la Ts21
conduce a una tasa de pérdida fetal de hasta el 80% en comparacion con los fetos no
trisdmicos (Roper y col., 2020). Las diferencias alélicas en el HSA21 trisémico pueden
causar sobreexpresién o subexpresion en un producto génico particular, por lo que
diferentes combinaciones alélicas en un solo gen trisémico sensible a la dosis pueden
producir varios perfiles de expresion que determinan si se alcanzan umbrales que
pueden causar fenotipos particulares (Antonarakis, 2017; Roper y col., 2020). Entre
los fenotipos del SD mas notables se encuentran las diversas CC, sin embargo,
muestran penetrancia incompleta, ya que solo aproximadamente el 40% de los

individuos con SD presentan alguna forma de CC, siendo las formas mas frecuentes
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los defectos del tabique auriculoventriculares que representan el 43% de las CC
(Antonarakis, 2017). Asi mismo, el envejecimiento temprano, la EA y la leucemia
infantil, también forman parte del espectro fenotipico del SD (Antonarakis, 2017; Roper

y col., 2020).

Las diferencias alélicas levemente perjudiciales en todo el genoma pueden no
desempefiar un papel significativo en un feto con un complemento cromosémico
normal. Por otra parte, la Ts21 puede hacer mas vulnerable al feto a estas variantes
levemente dafinas que pueden ocurrir en cada cromosoma e incluso combinarse de
manera aditiva para producir un rasgo indeseable (Antonarakis, 2017; Antonarakis y

col., 2004; Popadin y col., 2018; Roper y col., 2020).
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4.2. MicroRNAs

En 1993 fue descubierto el primer microRNA (miRNA), lin-4, por el grupo de
Rosalind Lee, una clase de pequefios RNA no codificantes (Lee y col., 1993). Lin-4 se
describi6 como un miRNA involucrado en el desarrollo larvario de Caenorhabditis
elegans que regula el nivel de proteina lin-14 en la primera etapa larvaria,
disminuyendo su expresion con el tiempo (Lee y col., 1993). Los miRNA son pequefios
RNA de 19 a 25 nucledtidos, reguladores de la expresion génica uniéndose a RNA
mensajeros (RNAm) diana, promoviendo su degradacién y/o inhibicibn de la
traduccion. (Lu & Rothenberg, 2018; Pritchard y col., 2012). Un solo miRNA puede
dirigirse a cientos de RNAmM y regular la expresion de muchos genes, generalmente
con participacion en vias de interaccion funcional (Bhaskaran & Mohan, 2014; Lu &

Rothenberg, 2018).

Los miRNAs son reguladores importantes de la expresion génica en diferentes
procesos biolégicos fundamentales, incluido el desarrollo, vias de sefializacion,
proliferacion, control del ciclo celular y apoptosis (Alipoor y col., 2016; Perdas y col.,
2016). Ademas, se ha observado que su perfil de expresion puede diferir entre los
estados patolégicos y el tejido en estado normal, por lo que podrian ser objetivos para
evaluar el inicio y progresion durante una terapia (Mohr & Mott, 2015; Perdas y col.,
2016). En la actualidad, los miRNAs se han identificado en fluidos corporales como
orina, saliva, lagrimas, suero y plasma, por lo que es mas facil su obtencion que en

tejidos y células (Mohr & Mott, 2015; Weber y col., 2010).
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4.2.1. Biogénesis del miRNA

Los miRNAs se producen en el nlcleo y citoplasma a través de multiples pasos
de escision enzimatica (Figura 3) (Kim y col., 2016). El proceso inicia en el nicleo con
la sintesis del pri-miRNA (~110pb) por la RNA polimerasa Il y Ill, el cual contienen una
estructura de horquilla, esencial para su reconocimiento por las enzimas procesadoras
(Akhtar y col., 2016; Chong y col., 2010; Silva y col., 2018). El miRNA primario es
escindido en pre-miRNA por el complejo de microprocesador nuclear formado por la
enzima RNasa Ill DROSHA y su socio de union DiGeorge Syndrome Critical Region 8
(DGCRS) lo que da como resultado la liberacion del pre-miRNA corto de tallo-bucle

(Bartel, 2004; Chong y col., 2010).

Después del procesamiento nuclear, la horquilla de pre-miRNA es exportada por
un complejo formado por Exportina-5 y Ran-GTP al citoplasma y reconocido por la
enzima DICER de RNasa Ill en complejo con la proteina de union a RNA TAR (TRBP),
gue escinde la region del bucle en un RNA bicatenario (dsRNA) a su longitud madura
(~21-nucleotidos) (Akhtar y col., 2016; Silva y col., 2018). Posteriormente, una de las
moléculas de RNA se separa y el miRNA maduro se carga junto con las proteinas
Argonauta en el complejo silenciador inducido por RNA (RISC) (Bartel, 2004). RISC al
reconocer las hebras del dsRNA genera miRNA maduro que participa regulando
RNAmM dianas y evita la expresion génica por medio de acciones postranscripcionales
(Perdas y col., 2016; Silva y col., 2018). En la actualidad, se han identificado dos
procesamientos génicos de miRNA: 1) miRNA intragénicos, procesados a partir de
intrones y, 2) miRNA intergénicos, transcritos independientemente de un gen huésped

(Muioz-Carrillo y col., 2021).
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Figura 3. Biogénesis de miRNAs.

Los miRNAs se producen en el nucleo por la RNA polimerasa Il (Pol II) como pri-
mMiRNASs, posteriormente es escindido por DROSHA/DGCR8 para generar pre-
mMiRNAS, y son exportados al citoplasma por el complejo Exportina-5 y Ran-GTP.
Cuando se encuentran en el citoplasma son transformados a miRNAs maduros por
DICER y posterior a ello forman el complejo RISC e inducen la degradacion de RNAm

o0 evitan la traduccion. Modificada de Winter y col. (2009).
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4.2.2. Familia Let-7

Let-7 fue la primera familia de miRNAs descubierta en humanos y la segunda en
C. elegans (Mulholland y col., 2019). Esta compuesta por 13 miembros (let-7-al, let-
7a-2, let-7a-3, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f-1, let-7f -2, let-7g, let-7i, miR-98 y miR-
202), distribuidos en nueve cromosomas y cada uno de éstos representa una isoforma
diferente del gen let-7 (Mulholland y col., 2019). En los mamiferos, la expresion de let-
7c es alta durante el desarrollo embrionario y cerebral, permaneciendo de la misma

manera en tejidos adultos (Lee y col., 2016).

La familia let-7c presenta un alto grado de conservacién en su secuencia y
funcidén entre especies, sugiriendo que pueden desempefar funciones importantes (y
potencialmente similares) en los procesos biolégicos de varios organismos, por lo que
su mala regulacion conduce a problemas en la diferenciacion celular y se ha
relacionado con el inicio y progresién del cancer (Lee y col., 2016; Perdas y col., 2020;
Roush & Slack, 2008). Evidencia esencial sugiere que let-7 podria funcionar como un
supresor de tumores o un oncogén a través de varios estimulos, ademas han
presentado ser Utiles durante el diagnéstico y prondéstico, por lo que pueden utilizarse
para fines de seguimiento en la terapia en un abordaje individual en cada tipo de
cancer, ya que los niveles del Let-7 se ven directamente afectados por la terapia (Ma

y col., 2021; Perdas y col., 2020; Yazarlou y col., 2021).

El perfilado de miRNAs en tejidos humanos ha relacionado a los integrantes de
la familia let-7 en las enfermedades cardiovasculares (ECV) y propuesto como objetivo
terapéutico (Bao y col., 2013). Se ha examinado el papel de let-7 en el progreso de la

ateroesclerosis asociada a diabetes (DAA) y los hallazgos clinicos y experimentales
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revelan que estan desregulados en DAA, al modular la activacién e inflamacion del
musculo liso vascular y en células del endotelio, a través de la regulacién de la
sefalizacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a) (Brennany col., 2017). Adicionalmente, se ha demostrado
gue la restauracién de los niveles de let-7 puede inhibir los mediadores de la
inflamacion vascular, incluidos la interleucina (IL)-6, IL-1B y factor de transcripcion
nuclear kappa B (NF-kB), en un modelo ex vivo de biopsia de placa carotidea humana,
identificando a let-7 (let-7b y let-7d) como un nuevo objetivo ateroprotector para las

complicaciones de la diabetes (Brennan y col., 2017).

4.2.3. Let-7c y HSA21

El registro bioinformatico ha establecido que HSA21 alberga mas de 400 genes
y la presencia de 29 miRNASs, de los cuales se ha identificado que algunos tienen
niveles de transcripcioén en la proporcion esperada de 1.5 debido a la Ts21 en el SD
(Figura 4) (Bras y col., 2018; Elton y col., 2010). Let-7c es uno de los miRNA
codificados por HSA21, junto con miRNA-99a, miRNA-125b, miRNA-155 y miRNA-802
con participacion en el SD, agrupados en el brazo largo del HSA21 y ocupan la region
chr21g21.1 - chr21g21.3 (Bras y col., 2018; Zhao y col., 2017). Se han destacado 4
puntos importantes respecto a los miRNA-99a, miRNA-125b, let-7c, miRNA-155 y
MiRNA-802 en el SD: 1) los 5 miRNAs pueden regular la expresion de mas de 3,600
genes; 2) la mayoria de las complicaciones se asocian a la desregulacion en la
abundancia de estos genes; 3) por primera vez han sefialado ser un regulador

potencial en el desarrollo de un espectro clinico muy amplio de enfermedades
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humanas fatales; y 4) estudiar mas a profundidad estos miRNAs podria contribuir a
definir las bases para tratamientos clinicos mas eficaces de enfermedades

secundarias (Alexandrov y col., 2018) .

La investigacion de la distribucion histoespecifica de los miRNAs ubicados en el
HSA21, han revelado su abundante expresion en cerebro y corazén, relevantes para
el SD (Elton y col., 2010). De acuerdo con el analisis de prediccion de objetivos, let-7¢
podria estar regulando alrededor de 990 genes y se ha demostrado su importante
funcion en el desarrollo del sistema nervioso en desarrollo, ademas de su participacion
en la funcién sinaptica de las células neuronales humanas (Chen & Wang, 2020;
McGowan y col., 2018). Hasta la fecha, las enfermedades humanas relacionadas con
mayor frecuencia con alteraciones en la abundancia de los principales miRNAs
codificados por HSA21 son trastornos neuroldégicos como EA, esclerosis mdltiple,
estado epiléptico y astrogliosis y cancer de diferentes tipos (Zhao y col., 2017).

Estos hallazgos, sugieren una funcion importante en la regulacion del
neurodesarrollo humano y plantean participacion para comprender la compleja
etiologia molecular de sus alteraciones, como en la Ts21, donde la dosis del gen let-
7c aumenta, por lo que es relevante una mayor investigacion de sus posibles
relaciones con diferentes indicadores de salud (McGowan y col., 2018).

Por otra parte, let-7c circulantes se han asociado significativamente con
variaciones en el perfil lipidico y la resistencia a la insulina (Giardina y col., 2019) .
Ademads, la relacion positiva observada entre la variabilidad a nivel de circulacion de
let-7c y los cambios en el colesterol total, el C-HDL vy los triglicéridos podria contribuir

a respaldar la funcion beneficiosa de las dietas de bajo indice glucémico en el perfil de
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lipidos y el riesgo cardiovascular, ya que let-7c podria mejorar el perfil lipidico a través
de la inhibicibn de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA)

(Giardina y col., 2019).
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Figura 4. Loci de miRNAs presentes en el cromosoma 21.

Se ha detectado la presencia de 29 miRNAs de Homo sapiens en el cromosoma 21
Bras y col. (2018).
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A pesar de la asociacion de let-7c¢ con dislipidemias y trastornos neurocognitivos,
el producto del andlisis in silico del miRNA let-7¢c-5p mostré que los 990 genes que
regula estan distribuidos en 20 procesos bioldgicos (Figura 5), con una mayor
significancia en la via de sefializacion AGE/RAGE de complicaciones diabéticas, de
los cuales 18 genes estan asociados con esta via (Pérez-Villarreal y col., 2022). Por lo
gue, las personas con SD podrian tener mayor produccion de AGE/RAGE para el

desarrollo de complicaciones como diabetes (Kanehisa, 2019).
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Figura 5. Redes de grupos de ontologias enriquecidas para objetivos regulados
por miRNA let-7c.
(Pérez-Villarreal y col., 2022).
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4.3. Productos finales de glicacion avanzada (AGES)

Los AGEs son un conjunto de moléculas heterogéneas y oxidativas con
capacidad patogénica, los cuales pueden obtenerse de forma endégena y exdgena a
través de la alimentacion (Kim, 2023; Salazar y col., 2021). La generacion de estos
compuestos comienza con rutas metabolicas comunes que ocurren durante el
almacenamiento de productos derivados de alimentos en el organismo debido a
reacciones no enzimaticas (reaccion de Maillard), que ocurren a diferentes velocidades
segun la temperatura, el valor de pH y la disponibilidad de sustratos (Khalid y col.,

2022; Litwinowicz y col., 2021; Salazar y col., 2021; Schréter & H6hn, 2018).

La formacion endégena de AGEs por la reaccion de Maillard se completa a través
de tres etapas (Figura 6); la primera conduce a la generacion de productos inestables,
conocidos como bases de Schiff, resultado de la condensacion que emergen del
enlace covalente establecido entre el grupo carbonilo del azucar reductor (u otros
compuestos carbonilo) y un grupo amino libre de una proteina (arginina libre, lisina,
cisteina, histidina y triptéfano), péptidos, lipidos o acidos nucleicos (Salazar y col.,
2021; Vistoli y col., 2013). Esta etapa tiene lugar en un lapso de horas posteriores al
aumento de la glucemia posprandial y se caracteriza por ser una reaccion reversible,
ya que puede restablecerse si los niveles de glucemia disminuyen (Salazar y col.,
2021).

En la segunda etapa, las bases de Schiff sufren un reordenamiento molecular
generando una cetoamina estable llamadas producto de Amadori (Perrone y col.,
2020; Salazar y col., 2021). El producto de Amadori mas reconocido es la HbAlc,

ensamblada a través de la unién de un residuo de valina de una de las cadenas 3 de
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esta hemoproteina con glucosa plasmatica (Salazar y col., 2021). Finalmente, en la
tercera etapa los productos de Amadori se acumulan en el organismo, pasando por
reacciones irreversibles de reduccion-oxidacion, deshidratacion o polimerizacion para
finalmente asociarse con proteinas secundarias a través de enlaces covalentes,
alterando sus estructuras terciarias y cuaternarias y formando una variedad de AGEs
(Litwinowicz y col., 2021; Salazar y col., 2021). Se han identificados una gran variedad
y pueden clasificarse en AGEs no fluorescentes [carboximetil-lisina (CML), carboxietil-
lisina (CEL) y pirralina] y AGEs fluorescentes [pentosidina y dimero de metilglioxal-
lisina (MOLD)] (Perrone y col., 2020; Sheny col., 2020).

Los AGEs fluorescentes representan una gran parte de AGEs lo que los hace un
buen objetivo para la medicion de AGEs totales (Zgutka y col., 2023). Quimica y
biol6gicamente, estos compuestos pueden combinarse con iones metalicos como Cu?*
o Fe?* para aportar sitios cataliticos para la formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y reactivos intermediarios de nitrogeno (RNI) (Shen y col.,, 2020). En
condiciones fisiolégicas, la formacién de AGEs es parte de metabolismo normal y el
proceso de glicacion es moderado, ocurriendo en semanas o afos; sin embargo,
puede acelerarse notablemente en condiciones patolégicas como hiperglucemia,
estrés oxidativo y aumento de temperatura, y el tiempo necesario puede reducirse a

horas (Khalid y col., 2022; Salazar y col., 2021; Uribarri y col., 2010).

Cuando la eliminacién de AGEs es ineficiente, se acumulan en los tejidos y
organos provocando dafios o alterando directamente la estructura y funcion de las
proteinas; a su vez, los niveles elevados de AGEs conducen a disfuncién proteica,

disminucién de la fidelidad genética, entrecruzamiento de proteinas y sefializacion
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celular inusual que puede conducir a una mayor activacion de las vias de respuesta al
estrés oxidativo e inflamacion (Nowotny y col., 2015; Turner, 2017). De esta manera,
los AGEs contribuyen al desarrollo y las complicaciones asociadas con la mayoria de
las enfermedades crénicas incluidas la diabetes, ECV, la artritis, enfermedad de las
arterias coronarias y los trastornos neurodegenerativos, por mencionar algunos
(Kosmopoulos y col., 2019; Turner, 2017). Ademas, los estados patolégicos como la
dislipidemia, la hipertensién, la hiperglucemia, el estrés oxidativo y la formacion de
radicales libres son componentes criticos de multiples enfermedades que desempefian
un papel fundamental en el aumento de la acumulacién de AGEs (Gill y col., 2019;

Kosmopoulos y col., 2019; Turner, 2017).

Por otra parte, los AGEs exdgenos estan presentes de forma natural en los
alimentos crudos de origen animal, sin embargo, la exposicion del alimento a altas
temperaturas de coccion, la duracién del tiempo de coccion y la baja humedad, son
factores que se relacionan con la formacién de estas moléculas (Goldberg y col., 2004;
Uribarri y col., 2010). Los AGEs exodgenos incluyen alimentos, bebidas y otros
alimentos procesados, ademas, este tipo de AGEs contribuyen mas al conjunto de
AGEs que los enddgenos (Gill y col., 2019). A diferencia de los AGEs enddgenos, los
AGEs exdgenos o dietéticos se forman en un grado mucho mayor, sin embargo, su
riesgo potencial también depende de la absorcion, distribucion, metabolismo vy

eliminacion (Nowotny y col., 2018).

Hasta cierto punto, la acumulacion de AGEs esta estrechamente relacionada con
el envejecimiento y se ha demostrado que existe una acumulacion de AGEs

relacionada con la edad en el cartilago humano, el liquido pericardico y el colageno de
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la piel, siendo esta ultima un indicador de DM1 junto con el engrosamiento de la
cardtida (Gill y col.,, 2019; Schroter & Ho6hn, 2018). Los altos niveles de AGEs
circulantes y su acumulacién en tejidos promueven la apoptosis, la calcificacion, la
hiperpermeabilidad y se asocia con la patogenia de varias enfermedades inflamatorias
cronicas y relacionadas con la edad, como las ECV, EA y los accidentes
cerebrovasculares, asi como el deterioro general de la salud asociado con la vejez
(Matsumoto y col., 2021; Schréter & Hohn, 2018).

Algunos AGEs séricos se han asociado en personas con DM2 y enfermedad renal
diabética (ERD) con lesiones renales especificas de la ERD vy la pérdida de funcién
renal, sugiriéndolos como biomarcadores de interés para la ERC progresiva (Saulnier
y col.,, 2016). Adicionalmente, los AGEs se han observado significativamente
aumentados en pacientes con DM2 con complicaciones vasculares respecto a los que
no tienen DM2 (Guerin-Dubourg y col., 2017), en el tejido adiposos en pacientes con
obesidad y DM (Strieder-Barboza y col., 2019), y pacientes con DM2 con diagndstico
previo, que aquellos recién diagnosticados (de la Cruz-Ares y col., 2020). Ademas, se
sugieren como un indicador putativo para la prediccion de eventos vasculares en
pacientes con DM (Guerin-Dubourg y col., 2017) y en pacientes con enfermedad de
higado graso no alcohdlico (NAFLD) (Swiderska y col., 2019).

Se ha informado que las isoflavonas, poderosos antioxidantes naturales, ejercen
efectos en la inhibicion de AGEs mediante tres mecanismos: 1) prevencion de la
formacion de compuestos azucar reductor - proteina; 2) prevencién de la formacion de
grupos carbonilo, es decir, inhibicion de oxidacion de azucares, aminoacidos y lipidos;
y 3) inhibicion de la conversion de bases de Shiff en grupos carbonilo (Silvan y col.,

2014; Yoshikata y col., 2021). Consistentemente, el hexafosfato de mioinositol (IP6),
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un compuesto natural presente en las semillas como una sal de calcio y magnesio,
redujo significativamente las concentraciones de AGEs circulantes en pacientes con
DM2, en una intervencién de 3 meses, por lo que su efecto se puede atribuir debido a

una reduccion general de la glicacién de proteinas (Sanchis y col., 2018).
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Modificada de Snelson y col. (2022).
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4.4. Receptor de los productos finales de glicacién avanzada (RAGE)

Los AGEs se unen a su receptor (RAGE), el cual se encuentra anclado en la
superficie celular, activando multiples vias de sefalizacion intracelular (Snelson y col.,
2022; Twarda-Clapa y col., 2022). Estos receptores son proteinas transmembrana de
404 aminoacidos (aa) con una masa de 45 a 55 KDa, codificadas por el gen RAGE
humano ubicado en el cromosoma 6 (Hudson y col., 2008; Khalid y col., 2022; Twarda-
Clapa y col., 2022). Pertenecen a la superfamilia de receptores de superficie celular
de inmunoglobulinas, con reconocimiento de patrones de multiples ligandos que
abarcan AGEs enddgenos y derivados de alimentos, DNA, RNA, AB, el grupo de alta
movilidad B1 (HMGB1), la integrina leucocitaria Mac-1, calgranulinas S100, fibrillas de
amiloide y puede reconocer estructuras tridimensionales en lugar de una secuencia de
aminoacidos (Khalid y col., 2022; Perrone y col., 2020; Snelson y col., 2022; Twarda-

Clapay col., 2022).

El RAGE, también denominado RAGE de longitud completa unido a la
membrana, esta compuesto de una region extracelular (aa 1-317), un solo dominio
hidrofébico transmembrana (aa 343-363) y una cola citoplasmatica (aa 364-404)
(Figura 7) (Chuah y col., 2013; Diaz C. & Luna P., 2016; Hudson y col., 2008). La
primera region consta de dos dominios de inmunoglobulina de tipo constante (C1: aa
124-221; C2: aa 227-317) y uno de tipo variable (aa 23-116), este Ultimo es
considerado como el principal sitio de interaccion con los ligandos, por lo que su
eliminaciéon da como resultado la isoforma N-truncada (Diaz C. & Luna P., 2016;
Hudson y col., 2008; Snelson y col., 2022). Otras dos isoformas del receptor que

existen en plasma son los receptores solubles y corresponden a la region extracelular
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del RAGE, caracterizados por el truncamiento C-terminal y carecer de los dominios
transmembrana e intracelular (Chuah y col., 2013).

RAGE soluble circulante (SRAGE) puede resultar mediante dos mecanismos
principales; truncado en C, se forma por escision proteolitica de RAGE (cRAGE) de la
superficie celular por la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP9) y metaloproteinasa A-

10 (ADAM10), y otra isoforma, se origina mediante corte y empalme alternativo del

RNAmM de RAGE en el exdén 9 conocido como RAGE secretado enddégenamente
(esRAGE) y representa menos del 25% del sSRAGE total (Chuah y col., 2013; Diaz C.
& Luna P., 2016; Erusalimsky, 2021; Stingheny col., 2016). Por lo anterior, SRAGE se
libera al espacio extracelular y actia como sefiuelo para AGEs y entre otros ligandos,
modulando las interacciones de la sefalizacién a través de RAGE (Chuahy col., 2013;
Diaz C. & Luna P., 2016; Snelson y col., 2022; Stinghen y col., 2016). Con funciones
cruciales en la respuesta inflamatoria crénica y la disfuncién inmunitaria, RAGE se
expresa en una gran diversidad de células, como células del endotelio, microglia,
macroéfagos, astrocitos, monocitos y del muasculo liso, y en tejidos como los vasos
sanguineos, los pulmones, el corazon, el endotelio, el tejido neural y musculo

esquelético (Perrone y col., 2020; Ruiz y col., 2020; Snelson y col., 2022).
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proteoliticamente; C: constante; V: variable. Modificada de Steenbeke y col. (2021).
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RAGE participa en la homeostasis y reparacion de tejidos después de una lesion
aguda, por lo que, se expresa de forma constitutiva segun el tipo de célula y etapa de
desarrollo (Juranek y col., 2022; Sorciy col., 2013). En condiciones fisiolégicas durante
la vida adulta se expresan en niveles basales, sin embrago, en condiciones patolégicas
donde se acumulan sus ligandos, como diabetes mellitus (DM), ateroesclerosis, ECV,
EA, enfermedades hepaticas, cancer y envejecimiento natural, la expresion de RAGE
aumenta, por lo que se ha asociado a ser un receptor que media los cambios celulares,
las vias inflamatorias y, potencialmente, la progresion de la enfermedad (Juranek y

col., 2022; Riuzziy col., 2018; Sorci y col., 2013).

La via de sefializacion AGE/RAGE induce la activaciéon de multiples vias de
sefializacion intracelular, que involucran la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
oxidasa (NADPH oxidasa) promoviendo la formacién de ROS (Figura 8) (Perrone y
col., 2020). Ademés, estimula la via de las quinasas 1 y 2 reguladas por sefiales
extracelulares (ERK), la proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK)
fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) y la via del transductor de sefial de Janus quinasa y
activador de la transcripcion (JAK/STAT), las ultimas dos participan en la apoptosis y
la proliferacién celular, respectivamente (Khalid y col., 2022; Perrone y col., 2020; Shen
y col., 2020; Snelson y col., 2022). La activacion de las diversas vias mediadas por
RAGE da como resultado la activacion de NF-kB, quien a su vez induce la expresion
de citocinas proinflamatorias como interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), TNF-a y
una variedad de genes relacionados con la aterosclerosis, incluidos la molécula de
adhesion de células vasculares-1 (VCAM-1), factor tisular, factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF) y de RAGE (Erusalimsky, 2021; Khalid y col., 2022;
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Perrone y col., 2020; Shen y col., 2020; Snelson y col., 2022). La activacion de este
altimo da lugar a un circuito de retroalimentacion positiva actuando como un factor de

propagacion y perpetuacion del estado inflamatorio (Khalid y col., 2022).
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Figura 8. Via de referencia - Via de sefializacion AGEsS/RAGE en complicaciones
diabéticas.

La via de sefalizacion de AGE/RAGE induce la activaciéon de mdultiples vias de sefiales
intracelulares que implica a la NADPH oxidasa, la proteina quinasa C y las MAPK, lo
que resulta en la activacion de NF-kB. NF-kB induce la expresién de citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a y una variedad de genes relacionados con la
aterosclerosis, incluidos VCAM-1, factor tisular, VEGF y RAGE. Ademas, las vias
mediadas por JAK-STAT y dependiente de PI3K-Akt se inducen a través de RAGE, las
cuales participan en la proliferacion celular y la apoptosis, respectivamente. AGES,
Productos finales de glicacion avanzada; RAGE, Receptor de los productos finales de
glicacion avanzada; NADPH, Nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato; NF-kB, factor
nuclear kappa B (CUSABIO, 2023).
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4.4.1. Receptor soluble de los productos finales de glicacién avanzada (SRAGE)

Las isoformas solubles de RAGE se encuentran circulantes y tienen la capacidad
de regular por inhibicion competitiva la actividad de RAGE inducida por sus ligandos
proinflamatorios, sin embargo, las diferencias funcionales de s cRAGE y esRAGE aun
no se han demostrado (Jensen y col., 2015). Debido que este receptor soluble ha sido
propuesto como biomarcador de enfermedades inflamatorias crénicas, SRAGE puede
necesitar mas de una medicion para predecir un estado patoldgico, por lo que
mediciones a lo largo del tiempo podria predecir el desarrollo de una enfermedad

(Maillard-Lefebvre y col., 2009; Sparvero y col., 2009).

El sSRAGE se ha relacionado con la mortalidad por todas las causas (Dozio y col.,
2020), adicionalmente, de manera directa con un mayor riesgo de mortalidad en la
enfermedad renal terminal, asi mismo, en pacientes con remodelacion cardiaca activar
las elevaciones de sSRAGE pueden tener importancia prondstica (Dozio y col., 2018).
Ademas de ser moléculas fuertemente relacionadas a la enfermedad renal crénica
(Molinari y col., 2021) y menor tasa de filtracion glomerular (Isoyama y col., 2015;
Kalousovay col., 2007; Sembay col., 2009), se ha relacionado con variantes genéticas
del gen RAGE e inflamacion (Loomis y col., 2017). Por otra parte, SRAGE se asocia
con fiebre aftosa y rigidez arterial (Rodriguez-Mortera y col., 2019).

En ese mismo contexto, las concentraciones bajas de sSRAGE se ha relacionado
con un incremento en el riesgo de mortalidad por cualquier causa en pacientes
receptores de trasplante renal (Gross y col., 2007),en hemodidlisis (Nakashimay col.,
2010), con diabetes mellitus tipo 1 (Thomas y col., 2011) o con ERC en estadio 5

(Isoyamay col., 2015).
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Recientemente, en un metaanalisis realizado por Pratte y col. (2021), encontraron
gue un nivel bajo de sSRAGE sérico se asocia con una obstrucciéon mas grave del flujo
de aire y enfisema en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asi
como un mayor grosor de la intima media en pacientes con DMT2 (Wang y col., 2021).
Ademds, Vega-Céardenas y col.,, sugieren gque SRAGE desempefia un papel
fundamental en la reduccion del riesgo cardiometabdlico, favoreciendo el uso de

biomarcadores especificos Vega-Cardenas y col. (2023).

4. 5. Antecedentes

45.1. Let-7c y sindrome de Down

Diversos estudios han evaluado la expresion de let-7c en tejidos con TS21. La
expresion relativa de miRNAs codificados en el HSA21 sugiere que pueden afectar la
funcion mitocondrial en los corazones de fetos con SD (Izzo y col., 2017). Dicho
estudio, encontré que let-7c estaba regulado positivamente en corazones trisdmicos
con y sin cardiopatia en comparacion con los euploides entre las 18 y 22 semanas de
gestacion, sugiriendo la elevada expresion de este miRNA en el corazon de fetos con
SD como una probable consecuencia de la dosis génica, ademas, la identificacion y
validacién de uno de los objetivos predichos por el analisis bioinformético implicados
en la funcién mitocondrial se mostré regulado negativamente en los corazones fetales

con SD (Izzo y col., 2017).

La expresion de let-7c también ha sido analizada en cerebros, observando un
aumento significativo del 186.4% en los pacientes con SD en comparacion con los

tejidos sanos y, de manera consistente, en un modelo de raton con EA la expresion de
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let-7c cerebral aumenté alrededor de 15 veces mas que en ratones de tipo silvestre
(Liu y col., 2022). Adicionalmente, este grupo de trabajo documentd por primera vez
gue let-7c induce la expresion de la enzima 2 que escinde el sitio 8 de la APP (BACE?2)
e inhibe la produccién de AB en SD y compensa otros factores adversos en el progreso
patoldgico de la EA, lo que proporciona un objetivo potencial para su tratamiento (Liu

y col., 2022).

Recientemente en nuestro grupo de trabajo, Pérez-Villarreal y col. (2022),
analizaron el perfil de expresion de miRNA let-7c-5p sérico en poblacion con SD de 8
a 52 afios y encontraron una sobreexpresion 2.2 veces mayor en el grupo SD en
comparacion con la poblacién euploide (Pérez-Villarreal y col., 2022). Adicionalmente,
en el analisis por subgrupos segun la edad, let-7c se sobreexpres6 2.3 y 1.8 veces
mas, en el grupo < 20 afios y = 21 anos, respectivamente (Pérez-Villarreal y col., 2022).
Ademas, los datos sugieren que la desregulacién de let-7c se relaciona con la
presencia de dislipidemia, debido a que en todos los casos se observé una mayor
expresion del miRNA (2.9 veces — C-HDL bajo; 1.6 veces — TG alto; 2.0 veces —
colesterol alto; 1.8 veces — C-LDL alto), lo cual podria desempefiar un papel en la
homeostasis de las moléculas relacionadas con la funcion cognitiva y el desarrollo

temprano de la demencia por EA (Pérez-Villarreal y col., 2022).

4.5.2. AGEs y sindrome de Down

Se ha observado que los AGEs participan en el desarrollo y progreso de
enfermedades como diabetes, EA, ateroesclerosis y algunos tipos de cancer, las

cuales son frecuentes en las personas con SD (Zgutka y col., 2023). Por otra parte, el
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estrés oxidativo inusual en los individuos con SD contribuye en la formacion acelerada
de AGEs, resultando en una actividad motora reducida y respuesta inmune disminuida,
asi como un proceso de envejecimiento acelerado(Campos y col., 2011a). Este dafio
parece comenzar antes del nacimiento, ya que se encontraron concentraciones
significativamente elevadas de pirralina y pentosidina en las cortezas cerebrales de
fetos con SD, respecto a los euploides en 2.9 y 1.5 veces, respectivamente (Odetti y
col.,, 1998). Este grupo encontré concentraciones significativamente elevadas de
pirralina y pentosidina en las cortezas cerebrales de fetos con SD, respecto a los

euploides en 2.9y 1.5 veces, respectivamente (Odetti y col., 1998).

Afos mas tarde, se evaluaron los niveles plasmaticos de glioxal y metilglioxal
(MG), ambos precursores de los AGEs, en pacientes con SD y un grupo CTRL de 2
meses a 57 afios (Pallardo y col., 2006). El glioxal no mostré diferencias de manera
global (CTRL: 2.3 £ 0.4; SD: 2.5 = 0.7), sin embrago, los niveles fueron
significativamente mayores en el subgrupo < 15 afios con SD respecto al grupo
euploide (CTRL: 2.2 £ 0.3; SD: 3.1 + 0.7; p=0.003). Por el contrario, MG fue
significativamente mayor en la poblacion sana de manera global (CTRL: 425 + 95; SD:
321 £ 134; p=0.004) y en el subgrupo = 15 anos en contraste con SD (CTRL: 452 +

109; SD: 315 + 121; p=0.008) (Pallardé y col., 2006).

De acuerdo con lo estudiado por Campos y col., el incremento del estrés oxidativo
en niflos con SD no puede ser explicado por niveles urinarios de AGEs, debido a que,
después de evaluar las concentraciones de AGEs fluorescentes urinarios no se
observaron diferencias de manera global (CTRL: 196 + 61; SD: 249 + 131, p=0.244)

sin embargo, se observd un aumento significativo en el subgrupo < 10 afios, siendo
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mayor en SD en comparacién con un grupo control Campos y col. (2011b). Ademas,
las concentraciones de AGEs se relacionaron negativamente con la edad, un
comportamiento contrastante a lo esperado (Campos y col., 2011b).Cabe mencionar
que los resultados estaban relativizados con los niveles de creatinina en orina

expresado en UAF/mg Cr, lo que podria influir en los valores finales.

En este mismo contexto, en adolescentes y adultos con SD de 15 a 59 afios los
niveles de AGEs fueron levemente mayores aunque no se alcanzoé la significancia
(CTRL: 134 = 47; SD: 150« 53; p=0.063), mientras que en el subgrupo entre 15y 19
afios con SD, las concentraciones de AGEs fluorescentes en orina se observaron
significativamente elevadas respecto a un grupo control (CTRL: 118 + 33; SD: 143 £

38; p=0.034) (Campos y col., 2011a).

Recientemente, buscando un posible biomarcador de deteccion prenatal de T21,
evaluaron las concentraciones de AGEs, entre otros marcadores de estrés oxidativo,
en plasma vy liquido amnidtico, entre 15 y 18 semanas de gestacion, y observaron
valores significativamente mas altos de AGEs en los grupos euploides tanto en plasma
[CTRL; 12.96 (4.96 — 26.03): SD; 9.16 (4.52 — 13.01); p<0.001] como en liquido
amniético [CTRL; 8.27 (3.06 — 11.55): SD; 3.00 (1.67 — 4.89); p<0.0001]. Sin embrago,
fueron mas altas en plasma que en liquido amniético (p<0.0001) (Buczynska y col.,
2021). A pesar de estos importantes hallazgos, se necesita hacer mas investigacion

del papel que juegan estas moléculas en la poblacién con SD.
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V. JUSTIFICACION

Debido a que las personas con SD tienen un mayor riesgo de enfermedades
cronico-degenerativas como ECV, DMT2, dislipidemia y EA, es necesario
comprenderlas desde su nivel molecular hasta sus caracteristicas clinicas para
mejorar el abordaje preventivo y terapéutico. Los miRNAs desempefian funciones en
etapas patoldgicas tempranas y se detectan facilmente. En este sentido, se sugiere
gue let-7c podria contribuir para comprender la compleja etiologia molecular de los
trastornos del neurodesarrollo y dislipidemias. Asi mismo, let-7c actla sobre alrededor
de 18 genes asociados en la via de sefializacion AGE/RAGE, de los que no se ha
identificado su efecto como consecuencia de la dosis génica en el SD. Dado que la
formacion acelerada de AGEs esta involucrada en procesos patoldgicos frecuentes en
SD, es relevante el estudio SRAGE ya que representa un inhibidor competitivo natural
de eventos mediados por RAGE. Con ello se proporcionaria un nuevo biomarcador
para el seguimiento de estas enfermedades lo que podria ayudar a evaluar la gravedad

de éstas, pero también la respuesta a la intervencién terapéutica.
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VI. HIPOTESIS

Existe una correlacién negativa significativamente mayor entre los niveles de
expresion de Let-7c y las concentraciones de AGEs y sRAGE en individuos con

sindrome de Down, respecto a un grupo control eugénico.
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Vil. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

Determinar la expresion de Let-7c y su relacién con AGEs/sRAGE en personas

con sindrome de Down.

7.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar a la poblacion de estudio de acuerdo con sus indicadores

antropomeétricos, clinicos, perfil lipidico y quimica sanguinea.

2. Establecer las diferencias de expresion de miRNA Let-7c-5p entre personas con

sindrome de Down y euploides.

3. Caracterizar las concentraciones de AGEs y sRAGE en sindrome de Down en
comparacion con una poblacién euploide.

4. Determinar las correlaciones entre las variables antropométricas, bioguimicas,
estado de salud y las variables de la via de Let-7c/AGEs/sRAGE, segun las

condiciones sindrome de Down y euploidia.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefo experimental
8.1.1. Tipo de estudio

Estudio de enfoque cuantitativo, de tipo transversal, de alcance descriptivo y

relacional, con un muestreo no probabilistico.

8.1.2. Poblaciéon de estudio

Para fines de este proyecto se reclutaron por invitacién abierta difundida en redes
sociales individuos de ambos sexos, de 3 a 18 afios, con diagndstico de SD, asi como
personas euploides (sin SD). Los participantes se dividieron en dos grupos, a) SD y b)
controles. Las muestras biolégicas y datos clinicos de cada participante se tomaron
posterior a la firma del consentimiento informado (Anexo 1), donde se respetaron los
principios bioéticos, de acuerdo con los lineamientos de la declaracion de Helsinki. El
proyecto se encuentra aprobado por el Comité de Etica en Investigacion (CEIl) de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Este estudio
corresponde a una investigacion con riesgo minimo acorde al Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, Titulo Segundo, Capitulo

[, Articulo 17.
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8.1.3. Criterios de seleccién

Para conformar los grupos de estudio, se consideraron los siguientes criterios al

momento seleccionar la muestra.
8.1.3.1. Criterios de inclusién

Grupo SD: Pacientes con diagnostico citogenético de sindrome de Down, de
ambos sexos, de 3 a 18 afios, con carta de consentimiento firmada por padre o tutor y

carta de asentimiento.

Grupo control: Individuos euploides, de ambos sexos, de 3 a 18 afos, con carta

de consentimiento firmada por padre o tutor y carta de asentimiento.

8.1.3.2. Criterios de eliminacién

Se eliminaron pacientes con presencia de leucemia y datos o muestra sanguinea

faltante para su andlisis bioquimico y molecular adecuado.

8.2. Materiales y métodos

Se procedié a realizar las siguientes técnicas experimentales estandarizadas,
con base en trabajos experimentales anteriores, adecuando la metodologia al actual

protocolo de investigacion.
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8.2.1. Evaluacion antropométrica

La evaluacién antropométrica se llevé a cabo siguiendo los procedimientos
estandarizados por la sociedad internacional para el avance de la cineantropometria
(ISAK). La estatura de los participantes se midié en un estadimetro (SECA 213), y para
el peso corporal y porcentaje de grasa se utilizd una bascula digital (Tanita BF-689).

En ambas mediciones estaban descalzos y con ropa ligera.

Una vez obtenidos estos datos se calculé el indice de masa corporal (IMC) y se
clasifico utilizando los percentiles de IMC/Edad bajo los criterios de las tablas de
crecimiento del Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) para
nifios y adolescentes (desde los 2 hasta los 19 afios) para poblacion eugénica y las
tablas de IMC/Edad del Instituto Nacional de Pediatria (INP) para la poblacién con SD,

de acuerdo con los puntos de corte sefalados en el Cuadro 1.

8.2.2. Toma de muestra sanguinea

La toma de sangre periférica se realiz6 mediante puncién venosa en ayuno de
10-12 horas en tubos sin aditivos, con gel SST y tubos con EDTA, para su posterior
centrifugado a 3,000 rpm por 10 minutos. El suero y plasma se colocé en microtubos

de 1.5 mL para su almacenamiento a -80°C hasta su uso.

A partir del plasma obtenido se realizdé extraccion de RNA para el analisis
molecular de miRNAs. Mientras que a partir del suero obtenido se realizd la
cuantificacion de AGEs/sRAGE por el método de espectrofotometria de fluorescencia
y ELISA, respectivamente. Dichos analisis se realizaron en el Centro de Investigacion
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Aplicada a la Salud Publica. La cuantificacion del perfil bioquimico (perfil lipidico y
guimica sanguinea) se realizd en el laboratorio de analisis clinicos del Centro de
Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS) en el Hospital Civil de

Culiacan.

Cuadro 1. Puntos de corte para la clasificacién de los percentiles de IMC para la

poblacion control y con sindrome de Down

Categoria Grupo control? Grupo con sindrome de
Down?

Bajo peso < percentil 5 < percentil 5

Normopeso | Percentil 5 hasta el percentil 85 | Percentil 5 hasta el percentil 85

Sobrepeso Percentil 85 hasta por debajo | Percentil 90 hasta por debajo
del percentil 95 del percentil 95

Obesidad = percentil 95 = percentil 95

Puntos de corte establecidos por el Centro para el Control y Prevenciéon de
Enfermedades, Puntos de corte establecidos por el Instituto Nacional de Pediatria

8.2.3. Purificacién de miRNAs totales

La purificacion de miRNAs totales se llevo a cabo siguiendo el método de extraccion
fendlica con TRIzol (Reagent Invitrogen Life Technologies) a partir de 200 pL de plasma
de cada individuo. Este método se basa en la extraccion y precipitacion del RNA total con

cloroformo y etanol respectivamente a partir de la fase acuosa (Anexo 2). Finalmente, la
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pastilla de RNA total se disolvié en 8 uL de agua libre de RNAsas. Una vez realizados

estos pasos, el RNA se almacend a -80°C, hasta su uso.

8.2.4. Retrotranscripcion (RT), sintesis de cDNA

Una vez obtenidos y purificados los miRNAs totales, se procedi6é a realizar la
sintesis del cDNA utilizando el kit mMIRCURY™ LNA™ miR RT (QIAGEN Cat. No.
339340). Los miIRCURY RT se basan en la poliadenilacion por la poli(A) polimerasa
en el extremo 3" del miRNA, creando una cola de poliadenina [poli(A)]. La cola poli(A)
hace posible que los cebadores oligo-dT transcriban inversamente el miRNA en cDNA.
Los cebadores también incluyen un ancla degenerada 3'y una etiqueta universal 5'

gue permite la amplificacion del miRNA en la reaccion de qPCR (Figura 9).

La reaccion de RT se realiz6 en un volumen de 10 pl, utilizando 7 yl de RNA
purificado, 1 yl de 5X miRCURY RT Reaction Buffer, 0.5 pyl de 10x miRCURY RT
Enzyme Mix y 1.5 pl de H20 RNAse Free, siguiendo las instrucciones del fabricante.
Finalmente, esta reaccién se incub6 en un termociclador (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones: transcripcion inversa, 45°C durante 60 minutos; inactivacion

de retro-transcriptasa, 95°C por 5 minutos; posterior almacenamiento a 4°C.
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Step 1: Firststrand synthesis (RT)

Mature miRNA
B — AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

———————— AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
< TTITTTTTTITTTITT
\

3’ degenerate anchor 5' universal tag

Step 2: Realtime PCR amplification

miR-specific forward primer
® ———®» T Ot

miR-specific reverse primer
—— S —

Figura 9. Esquema del sistema miRCURY™ LNA™ miR RT para la sintesis de
CcDNA.
Tomada de miIRCURY® LNA® miRNA PCR Handbook, 2017.
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8.2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

El miRNA especifico se cuantificé por medio de gPCR, mediante el kit comercial
MIRCURY LNA SYBR Green PCR (QIAGEN, Hiden, Germany), siguiendo el disefio
molecular del fabricante (Cat. No. 339345). Se utiliz6 un volumen final de 7 uL donde
se incluyeron los siguientes componentes: 3 ul de cDNA, 3.5 ul de 2X miRCURY SYBR
Green Master Mix y 0.5 pl de H2O RNAse Free. Para este estudio se utilizo el
oligonucledtido sentido especifico para miRNA let-7c-5p indicado en el cuadro 2 y el

RNA pequefio nucleolar 48 (SNORD48) como control constitutivo.

Cuadro 2. Oligonucledtido de miRNA a estudiar (Let-7c-5p)

miRNA Secuencia 5’-3’

Hsa-Let-7c UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU

La reaccion de gPCR se realizdé en un termociclador StepOne Plus de Applied
Biosystems, incluyendo una curva de disociacion (Melt Curve) para evaluar la
especificidad del ensayo. Se utilizaron las siguientes condiciones indicadas en el

cuadro 3, con cada una de las reacciones por duplicado.

Cuadro 3. Condiciones para gPCR

Paso 1 Paso 2 X 40 Ciclos Melt Curve
95°C 95°C 56°C 95°C 60°C 95°C
2 min 10 seg 1 min 15 seg 1 min 15 seg
+0.3°C
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Para realizar la cuantificacion relativa se siguiendo el método Pfaffl, el cual utiliza
las eficiencias de la muestra de estudio y la muestra control (1). Dichas eficiencias se
obtuvieron a partir de la fase exponencial de la fluorescencia mediante el software

LinRegPCR, (Ruijter y cols., 2009).

(Etarget)ACP target(control—sample)

ratio = (Eref)ACP ref(control-sample) @)

Ecuacion para la cuantificacién relativa de la expresion del material genético en
estudio. Etarget, representa la eficiencia de la transcripcién del gen en estudio por
gPCR; Eref, representa la eficiencia de la transcripcion del gen de referencia por
gPCR; delta(A)CPtarget, es la diferencia de ciclos del control menos los ciclos de la
muestra del gene en estudio; delta(A)CPref, es la diferencia de ciclos del control menos

los ciclos de la muestra del gen de referencia.

8.2.6. Cuantificacién de AGEs

La cuantificacion de AGEs fluorescentes circulantes se realizdé a partir de la
dilucion 1:40 de suero en buffer PBS 1X. Las muestras fueron colocadas por triplicado
en microplacas oscuras de 96 pocillos con un control de PBS 1X (200 pl por pocillo),
enseguida, se procedié a medir la fluorescencia de esta dilucién en espectrofotbmetro
con una excitacion de 360/40 nm y emision de 460/40 nm. Posteriormente, el promedio
de los triplicados fue representado como UAF (unidades arbitrarias fluorescentes). En

segunda instancia, se cuantificaron las proteinas en suero mediante el Kit comercial
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de Thermo scientific, Pierce, Microplate BCA Protein Assay Kit-Reducing Agent
Compatible (Cat. No. 23252), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras
se colocaron por duplicado en microplacas de 96 pocillos y se midieron en un lector de
placas a una longitud de onda de 562 nm. Finalmente, se obtuvo el promedio de ambas
medidas y los valores fueron representados en pug/mL. Una vez obtenidas las dos
medidas se procedié a obtener el cociente resultante de ambas medidas lo que nos
indic6 la cantidad de AGE fluorescente circulante que fue representado como

AUF/pug/mL de proteinas.

8.2.7. Cuantificacién de sRAGE

La cuantificacion de sRAGE se realiz6 mediante el ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) de s&ndwich a partir de suero; se utilizé el kit comercial de
R&D systems DuoSet Human RAGE (Cat. No. DY1145), siguiendo las instrucciones
del fabricante descritas brevemente a continuacién: Colocar anticuerpo de captura
(anticuerpo de raton anti RAGE humano) e incubar toda la noche a temperatura
ambiente; lavar y bloquear la placa con diluyente de reactivo (BSA 1% en PBS 1X) e
incubar por 1 hora a temperatura ambiente; lavar la placa, afadir la muestra [suero,
curva estandar (RAGE humano recombinante) o control] e incubar por 2 horas a
temperatura ambiente; lavar la placa, afiadir el anticuerpo de deteccién (anticuerpo de
cabra biotinilada anti RAGE humano) e incubar por 2 horas a temperatura ambiente;
lavar la placa, afadir estreptavidina-HRP e incubar por 20 minutos a temperatura

ambiente; lavar la placa, afadir solucion de sustrato 1:1 (peroxido de hidrogeno y
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tetrametilbenzidina) e incubar por 20 minutos a temperatura ambiente; detener la

reaccion con acido sulfurico 2 N.

Las muestras fueron colocadas por duplicado con un control negativo,
posteriormente se midieron en un lector de placa a una longitud de onda de 450 nmy
una segunda a 540 nm para corregir las imperfecciones Opticas de la placa, finalmente,

se obtuvo el promedio de los duplicados y los resultados fueron expresados en pg/mL.

8.3. Andlisis estadistico

Primero, se comprob6 la normalidad de los datos mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y posteriormente, se calculd la media + desviacion estandar para
los datos descriptivos. Para identificar las diferencias significativas en las medias
obtenidas se utilizo la prueba T-student pareada y no pareada (datos paramétricos), y
para las medianas la prueba U de Mann-Whitney y Wilcoxon (datos no paramétricos),
para datos pareados y no pareados, respectivamente. Las comparaciones entre
frecuencias fueron analizadas mediante la prueba de chi-cuadrado (y?). Por ultimo, se
determinaron las correlaciones por la prueba de Pearson y Spearman siguiendo la
normalidad de los datos, y el analisis de regresion lineal multiple para establecer
asociaciones entre let-7c-5p, AGE, sRAGE, la relacion AGEs/sRAGE vy las principales
variables antropométricas y bioquimicas. Todas las pruebas estadisticas se realizaron
en el programa GraphPad Prism versién 8 y SPSS versiéon 25 y, donde los valores de

P <0.05 se considero estadisticamente significativa.
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IX RESULTADOS

9.1. Poblacién de estudio

Con la finalidad de determinar el patrén de expresiéon de let-7c y su relacién con
AGESs/sRAGE en ppoblacion con sindrome de Down, se desarroll6 un estudio pareado
por edad y sexo conformado por niflos y adolescentes con SD y CTRL de ambos sexos

entre 3y 18 afos.

La poblacién, conformada por 102 participantes, divididos en dos grupos, CTRL
(n=51) y SD (n=51), ambos con las mismas caracteristicas de edad y sexo, fue
caracterizada segun los datos de la historia clinica. La edad promedio fue de 9.9 + 3.7
afios, con un mayor porcentaje (60.8%) del sexo masculino, y 22 participantes con SD
refirieron tomar levotiroxina (hormona T4 sintética) para tratar el hipotiroidismo (Cuadro

4).

Cuadro 4. Caracteristicas generales de los nifios y adolescentes

CTRL SD
n (%) n (%)
Edad (afios) 99+37 99+37
Sexo
Masculino 31 (60.8) 31 (60.8)
Femenino 20 (39.2) 20 (39.2)
Cariotipo
Trisomia 21 - (93.8)
Traslocacion - (3.1)
Mosaicismo - (3.1)
Alteraciones tiroideas
Hipotiroidismo - 22 (43.1)
Hipertiroidismo - 2 (3.9

CTRL, control; SD, sindrome de Down.
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9.2. Caracteristicas antropométricas

Con la finalidad de caracterizar y detectar factores alterados en la poblacion de
estudio, se tomaron en cuenta la estatura, peso, IMC, grasa corporal, circunferencia
de cintura y cadera e indice cintura/cadera (ICC) (Cuadro 5). El analisis de estatura y
peso mostré un valor significativamente mayor en las personas del grupo CTRL
respecto a los del grupo SD (p=0.0001 y p=0.0188). De igual manera se observé un
aumento significativo en el IMC del grupo SD (p=0.0219), con 21. kg/m? respecto a
19.2 kg/m? del grupo CTRL. Por otro lado, las diferencias entre el porcentaje de grasa
corporal, circunferencia de cintura y cadera e ICC no fueron estadisticamente

significativas entre grupos.

Cuadro 5. Datos antropomeétricos de los nifios y adolescentes

Grupo de estudio / CTRL SD P
Variable (n=51) (n=51)

Estatura (cm) 140 + 20.2 125+ 17.6 <0.001
Peso (Kg) 38.6 +17.6 34.8+15.6 0.019
IMC (kg/m?) 19.2+5.3 21.0+5.4 0.022
Grasa corporal (%) 23.9+9.2 25.2+9.6 0.695
C. de cintura (cm) 64.9+£13.8 65.5+15.4 0.987
C. de cadera (cm) 78.0+£15.4 75.7 £14.5 0.197
ICC 0.83 £ 0.07 0.87 £0.13 0.157

CTRL, control; SD, sindrome de Down; IMC, indice de masa corporal; ICC, indice
cintura/cadera. Valores representados como media = desviacion estandar.

Adicionalmente, para determinar la presencia o ausencia de sobrepeso u
obesidad se utilizaron los percentiles de las tablas de crecimiento de IMC/Edad del INP

y CDC, para el grupo SD y CRTL, respectivamente. Se observo una mayor prevalencia
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de individuos con sobrepeso y obesidad (39.2%) y menor porcentaje de participantes

con peso saludable (58.8%) en el grupo SD, respecto al grupo CTRL (Figura 10).
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S
40~ 39.2%
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Figura 10. Mayor prevalencia de sobrepeso/obesidad en la poblacién con
sindrome de Down.

Clasificacion para la poblacion con sindrome de Down: Bajo peso, menor al percentil
5; Normopeso, percentil 5 hasta el 90; Sobrepeso, percentil 90 hasta por debajo del
95; Obesidad, igual o mayor al percentil 95. Para la poblacién control se utilizé la
siguiente clasificacion; Bajo peso, menor al percentil 5; Normopeso, percentil 5 hasta
el 85; Sobrepeso, percentil 85 hasta por debajo del 95; Obesidad, igual o mayor al
percentil 95. CTRL, control; SD, sindrome de Down. Comparaciones de frecuencias
realizadas mediante analisis de chi-cuadrado (x2), p= 0.030.
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9.3. Caracteristicas bioquimicas

Los pardmetros que se analizaron para valorar el perfil bioquimico consistieron
en las concentraciones del perfil lipidico y quimica sanguinea. Las moléculas para
evaluar el metabolismo de la glucosa no mostraron diferencias significativas entre
grupos, ademas los parametros de glucosa y HbAlc se encontraron dentro de los
valores de referencia para la poblacion pediatrica. En cuanto a las variables que
evalluan productos de desecho y funcion renal como acido Urico, urea, creatinina e
indice urea/creatinina, mostraron un aumento significativo en el grupo de SD, p <0.001,

p <0.001, p=0.025 y p=0.035, respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de bioquimica sanguinea

Grupo de estudio / CTRL SD P
Variable (n=51) (n=51)
HbAlc (%) 51+0.3 51+05 0.665
Glucosa (mg/dL) 91.8+14.9 928+ 7.7 0.838
Acido arico (mg/dL) 39+1.1 5.1+0.9 <0.001
Urea (mg/dL) 21.0+7.2 27.9+6.7 <0.001
Creatinina (mg/dL) 0.47+0.2 0.52+0.1 0.025
Urea/Creatinina 49.6 + 23.0 58.5+23.3 0.035

CTRL, control; SD, sindrome de Down; HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc. Valores

representados como media + desviacion estandar.

El perfil lipidico se evalu6 con las concentraciones séricas de colesterol total,

triglicéridos, C-HDL, C-VLDL y C-LDL (Cuadro 7). Los pardmetros de colesterol total
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y C-LDL no mostraron diferencias significativas. Por otro lado, en la poblacién con SD
observamos concentraciones significativamente elevadas de triglicéridos y C-VLDL
(97.5 £ 38.1y 19.9 + 8.5, respectivamente), en contraste con el grupo CTRL (75.4 +
35.9y 14.6 £ 6.3) (p<0.05). Asi mismo, se encontré una mayor relacién de los indices
CT/C-HDL e IAP en SD frente al grupo CTRL (p=0.033 y p=0.001, respectivamente).
De manera inversa, las concentraciones de C-HDL fueron mayores en la poblacion
CTRL (55.4 £ 13.6) en contraste con el grupo SD (47.5 £ 13.3), lo cual representa un

riesgo de enfermedad cardiovascular.

Al mismo tiempo se determiné la presencia de alteraciones del perfil lipidico en
ambos grupos tomando como referencia los puntos de corte para nifios y adolescentes
del Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol (NCEP). Se observé que las
personas con SD tienen mayor prevalencia de alteraciones en triglicéridos, C-HDL,
C-VLDLYy C-LDL, enun 28, 24 10y 8%, respectivamente (Figura 11). Adicionalmente,
la poblacion con SD presento riesgo alto de IAP en un 68% contra 26% del grupo CTRL

(Figura 12).
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Cuadro 7. Caracteristicas del perfil lipidico

Grupo de estudio / CTRL SD P
Variable (n=51) (n=51)
Colesterol total (mg/dL) 159.4+32.4 155.3+31.3 0.303
Triglicéridos (mg/dL) 75.4+35.9 97.5+38.1 0.005
C-HDL (mg/dL) 55.4 + 13.6 475+ 13.3 0.005
C-VLDL (mg/dL) 146 £ 6.3 19.9+8.5 0.002
C-LDL (mg/dL) 88.9+215 88.1+27.1 0.520
CT/C-HLD 3.0+£0.6 3.6+22 0.033
IAP [Log(TG/C-HDL)] 0.1+0.2 0.3+0.3 0.001

CTRL, control; SD, sindrome de Down; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta
densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad; C-VLDL, colesterol de
lipoproteinas de muy baja densidad; CT, colesterol total; IAP, indice de aterogenicidad

del plasma.
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Figura 11. Prevalencia de dislipidemias en la poblacion de estudio.

CTRL, control; SD, sindrome de Down; C-Total, colesterol total; C-HDL, colesterol de
lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas de muy baja
densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad. Puntos de corte: C
Total = 200 mg/dL; Triglicéridos = 100 mg/dL (0-9 afios), = 130 mg/dL (10-19 afios); C-
HDL < 40 mg/dL; C-VLDL = 30 mg/dL; C-LDL = 130 mg/dL. Las comparaciones de

frecuencias fueron realizadas mediante analisis de chi-cuadrado (y?), p= 0.159.
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Figura 12. Riesgo de IAP en poblacion SD respecto al CTRL.

IAP, indice de aterogenicidad del plasma; CTRL, control; SD, sindrome de Down.
Clasificacion de riesgo de IAP: Bajo < 0.10, Medio 0.11-0.21, Alto > 0.21. Las
comparaciones de frecuencias se realizaron mediante lla prueba de chi-cuadrado (x?),
p < 0.001.
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9.4. Niveles de expresion de Let-7c en los grupos de estudio

Para explicar la posible interaccion de let-7c en la via AGEs/sRAGE, se procedio
a la cuantificacion relativa en ambos grupos de estudio. En la figura 13, se observa
gue la tasa de expresion de miR-let-7c-5p para la poblacién con SD es de 1.68 + 2.10
respecto al 1.16 + 1.07 del grupo CTRL, sin embargo, estos resultados no mostraron

diferencias significativas (p = 0.287).
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Tasa de cambio
miR-Let-7c-5p/SNORD48

CTRL SD

Figura 13. Tasa de cambio del Hsa-miR-Let-7c-5p en personas con sindrome de
Down y controles.

CTRL, control; SD, sindrome de Down. Los datos se analizaron por el método de Pfaffl,
utilizando el SNORD48 como RNA constitutivo para la normalizacion. La tasa de
cambio de let-7c en el grupo CTRL fue de 1.16 + 1.1 vs 1.68 £ 2.1 en SD. La diferencia

entre grupos fue analizada mediante la prueba de Wilcoxon pareada, p= 0.287.
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9.5. Cuantificacién de AGEs y sRAGE en los grupos de estudio

Para evaluar las concentraciones de AGEs y sRAGE en la poblacién de estudio,
se procedi6 a su cuantificacion por medio de fluorescencia y ELISA, respectivamente.
En la Figura 14A, se observa el andlisis de las concentraciones séricas de AGEs, la
cual fue significativamente mayor (P <0.001) en los individuos con SD respecto al
grupo CTRL (2.01 £ 0.48 vs 1.33 + 0.26 UAF/ug/mL, respectivamente). En la Figura
14B, la comparacién entre subgrupos con normopeso (NP) y sobrepeso/obesidad
(Sp/Ob) fue muy similar a lo obtenido en el analisis global, siendo mayormente
significativas las concentraciones de AGEs en la poblacién con SD frente al grupo

CTRL p <0.001 y p=0.001, respectivamente.

Por otra parte, la cuantificacion de SRAGE se muestra en la Figura 15A, donde
los niveles del receptor soluble de manera global fueron significativamente menores (p
<0.001) en la poblacion con SD en comparacion con los controles, (761.3 + 433.7 vs.
1,196 + 411.5 pg/mL), respectivamente. Asi mismo, se observé un comportamiento
semejante en la estratificacion por peso, permaneciendo mayor la concentracion de
SRAGE en la poblacion euploide (p <0.05) (Figura 15B). Por otro lado, la relacion
AGESs/sRAGE en los grupos de estudio muestra un aumento significativo (p <0.001)
en los individuos con SD respecto a la poblacion CTRL (3.5 + 1.9 vs 1.2 + 0.4),
respectivamente (Figura 16A). De igual manera, en los subgrupos con NP y Sp/Ob la
relacion AGEs/sRAGE fue significativamente mayor en SD (p <0.001) (Figura 16B).

Estos resultados nos indican que independientemente del estado de peso de la

poblacién, los sujetos con SD tienden a concentraciones elevadas de AGEs y
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AGEs/sRAGE, asi como menores niveles de sRAGE, por lo que podria atribuirse al

efecto de la trisomia 21.
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Figura 14. Mayor concentracion de AGE fluorescente circulante en el grupo de
SD con respecto al grupo CTRL.

AGEs, productos finales de glicacion avanzada; UAF, unidades arbitrarias
fluorescentes; CTRL, control; SD, sindrome de Down; NP, normopeso; Sp/Ob,
sobrepeso/obesidad. A) Niveles de AGEs fluorescentes en grupos de estudio. B)
Niveles de AGEs fluorescentes por subgrupos. Las diferencias estadisticas se
probaron mediante una prueba t student pareada para grupos globales y no pareada

para subgrupos. Diferencia significativa ***(p <0.001).
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Figura 15. Cuantificacion de sRAGE en los grupos de estudio.

SRAGE, receptor soluble de productos finales de glicacion avanzada; CTRL, control;
SD, sindrome de Down; NP, normopeso; Sp/Ob, sobrepeso/obesidad. A) Niveles de
SRAGE en grupos de estudio. B) Niveles de sSRAGE por subgrupos. Las diferencias
estadisticas se probaron mediante una prueba t student pareada para grupos globales

y no pareada para subgrupos. Diferencia significativa ***(p <0.001), *(p 0.023).
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Figura 16. Relacién AGEs/sRAGE en los grupos de estudio.

AGEs, productos finales de glicacién avanzada; SRAGE, receptor soluble de productos
finales de glicacion avanzada; CTRL, control; SD, sindrome de Down; NP, normopeso;
Sp/Ob, sobrepeso/obesidad. A) Relacion AGEs/sRAGE en grupos de estudio. B)
Relacion AGEs/sRAGE por subgrupos. Las diferencias estadisticas se probaron
mediante una prueba Wilcoxon para grupos globales y Mann-Whitney para subgrupos.

Diferencia significativa ***(p <0.001).
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9.6. Andlisis de correlacién

Una vez analizadas las diversas moléculas de manera individual, se realizaron
distintas correlaciones entre let-7c, AGEs y sSRAGE con variables antropométricas y
metabdlicas, con el propdsito de encontrar asociaciones que contribuyan a explicar el
papel funcional de AGEs y sRAGE, asi como de la expresion de let-7c, en los grupos

de estudio.

El andlisis de correlacion de miR-Let.7c no mostré asociaciones con las variables
antropomeétricas y bioquimicas en ambos grupos de estudio (Cuadro 8). Por otra parte,
en el grupo CTRL se observo una asociacion directa entre AGEs con sRAGE (r=0.387,
p=0.007) y con las variables que evaltan el metabolismo de los carbohidratos como
HbAlc (r=0.301, p=0.038) y glucosa (r=-0.314, p=0.032). Mientras que AGEs
fluorescentes en la poblacion con SD se correlacionaron directamente con el ICC
(r=0.299, p=0.041) (Cuadro 9). Por otro lado, las pruebas de correlacion entre los
niveles de sRAGE mostraron asociacion inversamente proporcional con urea (r=-
0.361, p=0.013), colesterol total (r=-0.454, p=0.001), triglicéridos (r=-0.305, p=0.037) y
C-LDL (r=-0.483, p=0.001) en el grupo CTRL. Por el contrario, SRAGE se correlacion6
en los individuos con SD de manera positiva con peso (r=0.304, p=0.036), estatura
(r=0.326, p=0.024), circunferencia de cintura (r=0.394, p=0.006) y cadera (r=0.291,

p=0.047) y HbAl1c (r=-0.500, p=0.001) (Cuadro 10).

Al mismo tiempo, se comprobé la correlacién de AGEs/sRAGE en la poblacion
euploide, y se observé relacion con las mismas variables encontradas en sRAGE, sin

embargo, en esta ocasion fue directamente proporcional; urea (r=0.316), colesterol
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total (r=0.413), triglicéridos (r=0.299), y C-LDL (r=0.475), en el grupo CTRL. En este
mismo contexto, la relacion AGEs/sRAGE se asocié de manera inversa y significativa
en el grupo SD con la edad (r=-0.406, p=0.004), IMC (r=-0.286, p=0.049) y creatinina
(r=-0.336, p=0.020), ademas de las relaciones ya observadas de SRAGE con peso (r=-
0.368, p=0.010), estatura (r=-0.405, p=0.004), circunferencia de cintura (r=-0.428,

p=0.003) y cadera (r=-0.382, p=0.008) y HbAlc (r=-0.419, p=0.003) (Cuadro 11).

A pesar de las asociaciones encontradas, un nuevo analisis surgid en la
estratificaciéon de peso en la poblacién con SD. let-7c se correlacion6 positivamente
con el porcentaje de grasa corporal (r=-0.565, p=0.038) en los individuos SD con NP
(Cuadro 12). Mientras que, en los individuos SD con Sp/Ob los AGEs fluorescentes se
asociaron directamente con la HbAlc (r=0.536, p=0.022) e inversamente con el perfil
lipidico, colesterol total y C-LDL (r=-0.544, p=0.020; r=-0.591, p=0.010,
respectivamente) (Cuadro 13). Por otra parte, una vez mas se observo relacion directa
entre SRAGE y HbAlc en ambos subgrupos de SD, demostrando la fuerte asociacion
de la molécula glicada con el receptor soluble (SD/NP: r=0393, p=0.035; SD/Sp/Ob:
r=0.751, p=0.000). Finalmente, nuevas correlaciones positivas se observaron en la
poblacion SD/Sp/Ob con los niveles sSRAGE y edad (r=0.472, p=0.047), y creatinina

(r=0.502, p=0.034) (Cuadro 14).
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Cuadro 8. Andlisis de correlaciéon entre los niveles de expresion de miR-Let-7c-
5p con variables antropomeétricas y bioquimicas.
miR-Let-7c

Grupo de estudio / Variable

CTRL (p)

SD (p)

Edad (Afnos)

0.072 (0.690)

0.037 (0.804)

Datos antropométricos

Peso (KQ)

0.122 (0.506)

0.028 (0.852)

Estatura (cm)

0.080 (0.662)

-0.001 (0.994)

IMC (kg/m?)

0.087 (0.636)

0.027 (0.856)

Grasa corporal (%)

-0.253 (0.163)

-0.106 (0.590)

Circunferencia de cintura (cm)

0.062 (0.736)

0.057 (0.702)

Circunferencia de cadera (cm)

0.052 (0.779)

0.004 (0.979)

ICC

-0.123 (0.511)

0.089 (0.550)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbAlc (%)

-0.085 (0.637)

0.074 (0.616)

Glucosa

-0.314 (0.075)

-0.063 (0.676)

Acido Urico

-0.102 (0.572)

0.036 (0.821)

Urea

-0.048 (0.790)

-0.080 (0.594)

Creatinina

-0.038 (0.832)

-0.057 (0.706)

Colesterol Total

-0.302 (0.087)

0.068 (0.648)

Triglicéridos

-0.181 (0.313)

-0.047 (0.755)

C-HDL

0.065 (0.719)

0.018 (0.904)

C-VLDL

-0.123 (0.496)

-0.040 (0.789)

C-LDL

-0.325 (0.065)

0.105 (0.482)

CTRL, control; SD, sindrome de Down; IMC, indice de masa corporal; ICC, indice
cintura cadera; HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc; C-HDL, colesterol de
lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas de muy baja
densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad. Datos analizados
mediante coeficiente de correlacion de Spearman.
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Cuadro 9. Analisis de correlacion entre los niveles de AGEs fluorescentes con
variables antropomeétricas y bioquimicas.
AGEs

Grupo de estudio / Variable

CTRL (p)

SD (p)

SRAGE (pg/mL)

0.387 (0.007)

-0.052 (0.536)

Edad (Afos)

0.076 (0.606)

0.007 (0.962)

Datos antropométricos

Peso (KQ) 0.114 (0.452) 0.067 (0.652)
Estatura (cm) 0.240 (0.108) 0.036 (0.809)
IMC (kg/m?) -0.018 (0.904) 0.052 (0.728)

Grasa corporal (%)

-0.011 (0.941)

0.036 (0.857)

Circunferencia de cintura (cm)

0.016 (0.914)

0.255 (0.083)

Circunferencia de cadera (cm)

0.125 (0.412)

0.078 (0.601)

ICC

-0.234 (0.122)

0.299 (0.041)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbAlc (%)

0.301 (0.038)

0.266 (0.067)

Glucosa -0.314 (0.032) -0.212 (0.147)
Acido drico 0.035 (0.814) 0.045 (0.774)
Urea -0.016 (0.916) 0.219 (0.136)
Creatinina 0.043 (0.775) -0.051 (0.731)

Colesterol Total

-0.075 (0.617)

-0.133 (0.368)

Triglicéridos

-0.037 (0.803)

0-051 (0.728)

C-HDL -0.042 (0.781) 0.123 (0.405)
C-VLDL 0.028 (0.849) 0.071 (0.630)
C-LDL -0.074 (0.623) -0.230 (0.116)

AGE, productos finales de glicacion avanzada; CTRL, control; SD, sindrome de Down;
SRAGE; receptor soluble de productos finales de glicacion avanzada; IMC, indice de
masa corporal; ICC, indice cintura cadera; HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc; C-
HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas
de muy baja densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad. Datos
analizados mediante coeficiente de correlacion de Pearson.
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Cuadro 10. Andlisis de correlacién entre los niveles de sRAGE con variables

antropométricas y bioquimicas.

SRAGE

Grupo de estudio / Variable

CTRL (p)

SD (p)

Edad (Afos)

-0.194 (0.186)

0.265 (0.068)

Datos antropométricos

Peso (KQ)

-0.105 (0.486)

0.304 (0.036)

Estatura (cm)

-0.103 (0.496)

0.326 (0.024)

IMC (kg/m?)

-0.136 (0.369)

0.212 (0.148)

Grasa corporal (%)

-0.042 (0.786)

0.091 (0.646)

Circunferencia de cintura (cm)

-0.116 (0.442)

0.394 (0.006)

Circunferencia de cadera (cm)

-0.115 (0.452)

0.291 (0.047)

ICC

0.115 (0.453)

0.218 (0.141)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbALc (%)

0.015 (0.919)

0.500 (0.001)

Glucosa

-0.201 (0.175)

-0.269 (0.065)

Acido urico

0.125 (0.401)

0.263 (0.084)

Urea

-0.361 (0.013)

0.168 (0.253)

Creatinina

-0.257 (0.081)

0.260 (0.074)

Colesterol total

-0.454 (0.001)

-0.183 (0.213)

Triglicéridos

-0.305 (0.037)

-0.140 (0.343)

C-HDL

-0.107 (0.473)

0.096 (0.516)

C-VLDL

-0.214 (0.149)

-0.088 (0.552)

C-LDL

-0.483 (0.001)

-0.218 (0.136)

SRAGE; receptor soluble de productos finales de glicaciéon avanzada; CTRL, control;
SD, sindrome de Down; IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura cadera;
HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta
densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; C-LDL,
colesterol de lipoproteinas de baja densidad. Datos analizados mediante coeficiente
de correlacion de Pearson.
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Cuadro 11. Anédlisis de correlacion entre la relacion AGEs/sRAGE con variables

antropométricas y bioquimicas.

AGEs/sRAGE

Grupo de estudio / Variable

CTRL (p)

SD (p)

Edad (Afos)

0.253 (0.083)

-0.406 (0.004)

Datos antropométricos

Peso (Kg) 0.198 (0.187) -0.368 (0.010)
Estatura (cm) 0.219 (0.144) -0.405 (0.004)
IMC (kg/m?) 0.142 (0.346) -0.286 (0.049)

Grasa corporal (%)

0.102 (0.506)

0.003 (0.987)

Circunferencia de cintura (cm)

0.120 (0.428)

-0.428 (0.003)

Circunferencia de cadera (cm)

0.242 (0.109)

-0.382 (0.008)

ICC

-0.220 (0.146)

-0.053 (0.729)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbALc (%)

0.164 (0.265)

-0.419 (0.003)

Glucosa 0.010 (0.945) 0.065 (0.661)
Acido drico -0.152 (0.308) -0.165 (0.286)
Urea 0.316 (0.030) -0.127 (0.388)
Creatinina 0.189 (0.204) -0.336 (0.020)

Colesterol total

0.413 (0.004)

0-198 (0.177)

Triglicéridos

0.299 (0.042)

0.098 (0.508)

C-HDL

0.032 (0.833)

0.060 (0.684)

C-VLDL

0.203 (0.172)

0.087 (0.557)

C-LDL

0.431 (0.001)

0.198 (0.178)

AGEs/sRAGE, relaciéon productos finales de glicacion avanzada / receptor soluble de
productos finales de glicacién avanzada; CTRL, control; SD, sindrome de Down; IMC,
indice de masa corporal; ICC, indice cintura cadera; HbAlc, hemoglobina glucosilada
Alc; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL, colesterol de
lipoproteinas de muy baja densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja
densidad. Datos analizados mediante coeficiente de correlacion de Spearman.
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Cuadro 12. Analisis de correlacion entre los niveles de sRAGE con diversas

variables en el grupo sindrome de Down, segun el peso corporal.

miR-Let-7c

Grupo de estudio / Variable

Sindrome de Down

Normopeso (p)

Sobrepeso/Obesidad (p)

Edad (Afos)

0.143 (0.479)

-0.015 (0.215)

Datos antropométricos

IMC (kg/m?)

0.031 (0.877)

-0.148 (0.544)

Grasa corporal (%)

-0.565 (0.038)

-0.195 (0.520)

ICC

0.065 (0.743)

0.054 (0.831)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbAlc (%)

0.190 (0.333)

-0.107 (0.661)

Glucosa -0.103 (0.603) -0.105 (0.680)
Acido urico -0.025 (0.901) 0.006 (0.987)
Urea -0.221 (0.259) 0.106 (0.674)
Creatinina 0.078 (0.695) -0.314 (0.205)

Colesterol total

-0.070 (0.724)

0.129 (0.609)

Triglicéridos

-0.129 (0.511)

-0.118 (0.642)

C-HDL -0.055 (0.781) 0.179 (0.478)
C-VLDL -0.130 (0.511) -0.068 (0.788)
C-LDL -0.019 (0.923) 0.178 (0.481)

IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura cadera; HbAlc, hemoglobina
glucosilada Alc; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL,
colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas
de baja densidad. Datos analizados mediante coeficiente de correlacion de Spearman.
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Cuadro 13. Analisis de correlaciéon entre los niveles de sRAGE con diversas

variables en los grupo sindrome de Down, segun el peso corporal.

AGEs

Grupo de estudio / Variable

Sindrome de Down

Normopeso (p)

Sobrepeso/Obesidad (p)

Edad (Afos)

-0.053 (0.784)

0.223 (0.373)

Datos antropométricos

IMC (kg/m?) 0.150 (0.438) 0.063 (0.804)
Grasa corporal (%) 0.309 (0.262) -0.177 (0.581)
ICC 0.275 (0.149) 0.344 (0.177)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbALc (%)

0.111 (0.568)

0.536 (0.022)

Glucosa 0.235 (0.220) -0.188 (0.456)
Acido drico -0.029 (0.883) 0.304 (0.252)
Urea -0.167 (0.385) 0.296 (0.233)
Creatinina -0.164 (0.395) 0.173 (0.493)

Colesterol total

0.164 (0.420)

-0.544 (0.020)

Triglicéridos

0.077 (0.692)

0.017 (0.948)

C-HDL 0.245 (0.200) -0.130 (0.606)
C-VLDL 0.075 (0.700) 0.087 (0.732)
C-LDL 0.018 (0.927) -0.591 (0.010)

AGEs, productos finales de glicacion avanzada; IMC, indice de masa corporal; ICC,
indice cintura cadera; HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc; C-HDL, colesterol de
lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas de muy baja
densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad. Datos analizados
mediante coeficiente de correlacion de Pearson.
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Cuadro 14. Correlaciones entre concentraciones de sRAGE y diversas

variables en el grupo sindrome de Down, segun el peso corporal.

SRAGE

Grupo de estudio / Variable

Sindrome de Down

Normopeso (p)

Sobrepeso/Obesidad (p)

Edad (Afos)

0.187 (0.355)

0.472 (0.047)

Datos antropométricos

IMC (kg/m?) 0.264 (0.166) 0.426 (0.078)
Grasa corporal (%) 0.018 (0.950) 0.333 (0.290)
ICC 0.210 (0.274) 0.317 (0.215)

Datos bioquimicos (mg/dL)

HbALc (%)

0.393 (0.035)

0.751 (0.000)

Glucosa -0.336 (0.075) -0.263 (0.291)
Acido urico 0.121 (0.540) 0.413 (0.111)
Urea 0.195 (0.309) 0.199 (0.429)
Creatinina 0.081 (0.677) 0.502 (0.034)

Colesterol total

-0.007 (0.970)

-0.318 (0.199)

Triglicéridos

-0.055 (0.776)

-0.206 (0.413)

C-HDL 0.131 (0.497) 0.124 (0.624)
C-VLDL -0.058 (0.765) -0.056 (0.825)
C-LDL -0.066 (0.735) -0.365 (0.135)

SRAGE, receptor soluble de productos finales de glicacion avanzada; IMC, indice de
masa corporal; ICC, indice cintura cadera; HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc; C-
HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas
de muy baja densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad. Datos
analizados mediante coeficiente de correlacion de Pearson.
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9.7. Analisis deregresién lineal

En Jdltima instancia, las asociaciones entre AGE, sSRAGE, la relacion
AGEs/sRAGE vy las principales variables bioquimicas se analizaron mediante regresion
lineal maltiple. Lo anterior sugiere que los niveles de HbAlc son un fuerte predictor de
las concentraciones AGEs, sRAGE vy el eje AGEs/sRAGE en la poblacion con SD y

urea y triglicéridos en los individuos CTRL (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Analisis de regresion lineal multiple entre AGEs, sRAGE, eje AGEs/sRAGE y marcadores

AGEs (CTRL) AGEs (SD)
N B (95% IC) P N B (95% IC) P

HbAlc (%) 47 0.333 (0.057 a 0.497) 0.015 48 0.368 (0.009 a 0.720) 0.045
Glucosa (mg/dL) 47 -0.395 (-0.012 a -0.002)  0.007 48 -0.290 (-0.038 a 0.001) 0.062
Urea (mg/dL) 47 0.279 (0.000 a 0.020) 0.049 48 0.131 (-0.012 a 0.031) 0.382
Triglicéridos (mg/dL) 47 0.124 (-0.001 a 0.003) 0.396 48 0.143 (-0.002 a 0.006) 0.328
SRAGE 47 0.425 (0.000 a 0.000) 0.004 48 -0.173 (-0.001 a 0.000) 0.324

SRAGE (CTRL) SRAGE (SD)
HbAlc (%) 47 -0.054 (-454.3 a 311.9) 0.709 48 0.570 (257.0 a 754.1) 0.000
Glucosa (mg/dL) 47 0.169 (-3.8a 13.1) 0.274 48 -0.347 (-34.8 a-5.1) 0.010
Urea (mg/dL) 47 -0.376 (-37.1 a -5.9) 0.008 48 -0.003 (-17.1 a 16.7) 0.981
Triglicéridos (mg/dL) 47 -0.335 (-7.1 a2 -0.6) 0.021 48 0.015 (-2.8 a 3.1) 0.905
AGEs (UAF/ug/mL) 47 0.443 (242.4a1164.8)  0.004 48 -0.134 (-362.6 a122.8)  0.324

AGEs/sRAGE (CTRL) AGEs/sRAGE (SD)

HbAlc (%) 47 0.130 (-0.203 a 0.536) 0.368 48 -0.523 (-3.190 a -0.901) 0.001
Glucosa (mg/dL) 47 -0.242 (-0.015a0.002)  0.120 48 0.120 (-0.038 2 0.099)  0.379
Urea (mg/dL) 47 0.387 (0.005 a 0.038) 0.010 48 0.157 (-0.036 a 0.124)  0.275
Triglicéridos (mg/dL) 47 0.346 (0.000 a 0.007) 0.027 48 -0.095 (-0.019 a 0.009) 0.493

bioquimicos.

CTRL, control; SD, sindrome de Down; sRAGE, receptor soluble de productos finales de glicaciéon avanzada; AGEs,

productos finales de glicacion avanzada,; IC, intervalo de confianza; HbAlc, hemoglobina glucosilada Alc.
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X. DISCUSION

Existen diversos estudios que exploran indicadores metabdlicos en pacientes con
SD; sin embargo, la mayoria limita los analisis a procesos celulares ya conocidos. Este
estudio proporciona la evaluacion de parametros clinicos, antropométricos y
bioquimicos, asi como la cuantificacion relativa de miRNA-let-7c, AGEs y sSRAGE en

nifios y adolescentes, pareados por edad y sexo.

El andlisis citogenético postnatal es imprescindible para la confirmacion del SD y
del mecanismo genético causante e incluso para un mejor asesoramiento reproductivo
para los padres (Bull, 2011). En nuestro estudio obtuvimos una prevalencia de 93.8%
de TS21 y en menor porcentaje traslocacion (3.1%) y mosaicismo (3.1%), similar a las
estadisticas globales (Antonarakis. y col., 2020; Asim & Agarwal, 2021; Bull, 2020) y
las reportadas por estudios como Campos y col. (2011a), Campos y col. (2011b),
Pierce y col. (2017) y Garcia-de la Puente y col. (2021). La correcta comunicacion del
diagndstico proporciona una orientacion anticipada y asesoramiento que asegure una

intervencion temprana (Bull, 2011).

La presencia del HSA21 parcial o completa, contribuye al desarrollo de
numerosas complicaciones, entre ellas, las alteraciones tiroideas, independientemente
del sexo, obesidad u otras comorbilidades (Pierce y col., 2017; Whooten y col., 2018).
Se han registrado mayores prevalencias de hipotiroidismo en adultos con SD (48.2%)
por Gonzalo-Calvo y col. (2020), que en poblacion pediatrica (24 - 31.2%) reportadas
por Pierce y col. (2017) y (John Yy col., 2022), respectivamente, mientras que en nuestro

estudio (poblacion pediatrica) fue de 43.1%. La Academia Americana de Pediatria
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recomienda evaluar las concentraciones de hormonas tiroideas al nacer, alos 6 y 12
meses de vida, y después, una vez al afo, debido al mayor riesgo de adquirir
enfermedad tiroidea, sin embargo, hasta el 25% de los mayores de 1 afio no reciben

las atenciones recomendadas (Bull, 2011; Lavigne y col., 2017).

En nuestro estudio, los nifilos y adolescentes con SD presentaron menor estatura
que el grupo CTRL, similar a lo observado en otros estudios (Adelekan y col., 2012;
Kelly y col., 2019; Krzesinska y col., 2022; Pérez-Villarreal y col., 2022; Real de Asua
y col., 2014). La causa de la baja estatura no se ha aclarado por completo, aunque se
ha propuesto la disfuncién hipotalamica que ocasiona una deficiencia neurosecretora
de la hormona del crecimiento (GH), como uno de los principios del retraso del
crecimiento (Sarmiento & Gomez, 2022). Asimismo, tienden a presentar menor peso y
mayor IMC que la poblacion CTRL (Adelekany col., 2012; Basil y col., 2016; Gonzalez-

Aguero y col., 2011; Kelly y col., 2019; Real de Asua y col., 2014).

La obesidad representa un factor de riesgo para multiples complicaciones en la
salud, no obstante, las personas con SD presentan mayor sobrepeso y obesidad
(Sp/Ob) que la poblacion en general y se ha observado una prevalencia combinada
del 26 al 74.2% en nifios y adolescentes (Basil y col., 2016; Buonuomo y col., 2016;
Jiménez y col., 2015; Luchsinger y col., 2023; O' Shea y col., 2018; Pecoraro y col.,
2023; Pierce y col., 2019; van Gameren-Oosterom y col., 2012; Wernio y col., 2022).
En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2020-2022, la
prevalencia de Sp/Ob fue de 37.3 y 41.1%, en escolares (5-11 afios) y adolescentes
(12-19 afios), respectivamente (Shamah-Levy y col., 2023). De manera similar, en

nuestro estudio observamos mayor prevalencia de Sp/Ob en las personas con SD
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respecto al grupo CTRL (39.2 y 25.5%, respectivamente). Los factores a los que se
puede atribuir la obesidad incluyen disminucién de la tasa metabdlica en reposo,
aumento de niveles de leptina, ocasionando resistencia de dicha hormona y menor
saciedad, por lo tanto, mayor ingesta de alimentos (incluyendo dietas poco
saludables), problemas en la masticacion, bajos niveles de masa magra,
sedentarismo, comorbilidades, asi como tendencias en el comportamiento
(impulsividad, negatividad, oposicion y falta de atencion) (Artioli, 2017; Bertapelli y col.,
2016; Jiménez y col., 2015). Por lo anterior, es fundamental un seguimiento cuidadoso
en nifios y adolescentes para evitar consecuencias a mediano y largo plazo por Sp/Ob,
asimismo el apoyo de los profesionales sanitarios para prevenir complicaciones
(Pecoraro y col., 2023; Stefanowicz-Bielska y col., 2022; van Gameren-Oosterom y

col., 2012).

Nuestros resultados no detectaron una diferencia cuando se evaluaron las
moléculas del metabolismo de los carbohidratos, ademas los valores se encontraron
dentro de los pardmetros considerados normales de acuerdo con lo establecido por la
Asociacion Americana de Diabetes para nifios y adolescentes (Arslanian y col., 2018).
Otros estudios tampoco han revelado diferencias en glucosa y HbAlc (Gonzalo-Calvo
y col., 2020; Real de Asuay col., 2014). Incluso nifios con SD con Sp/Ob parecen tener
niveles de HbAlc normales (Oreskovic y col., 2023). Un estudio de cohorte prospectivo
sin intervencion en 307 nifios eugénicos sanos de 5 afios los siguidé durante 12 afios
con el objetivo de determinar las variaciones temporales de la glucemia en la infancia,
mostré que las concentraciones de glucosa en ayunas a los 5 afios aumentaron de 4.3

y 4.4 mmol a 5.2 y 5.0 mmol a los 16 afios, para nifios y nifias, respectivamente
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(Cominetti y col., 2020). Ademas, la insulina en ayunas y el Modelo Homeostético de
Evaluacion de la Resistencia a la Insulina (HOMA-IR) disminuyeron hasta alrededor
de los 8 afios, y posteriormente aumentaron hasta los 14 afios, lo que indica una mayor
sensibilidad a la insulina en edades mas tempranas, por lo que la transicion de la nifiez
a la adolescencia se relacion6 con un aumento de glucosa en ayunas y una

remodelacion compleja del metabolismo energético (Cominetti y col., 2020).

Con el crecimiento y desarrollo se asocian cambios endocrinos como el eje HG /
factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1, con un importante impacto en la
homeostasis y metabolismo de la glucosa durante la infancia ya que ejerce influencia
sobre la gluconeogénesis, la glucogendlisis y la lipolisis (Mgller & Jargensen, 2009). A
pesar de que en nuestro estudio no medimos insulina y HOMA-IR, adultos con SD y
presencia de obesidad abdominal han mostrado niveles mas elevados de HOMA,
como signo de resistencia a la insulina en comparacion a sus pares sin obesidad
abdominal (Real de Asua y col., 2014). Adicionalmente, este estudio demostré que el
SD y la obesidad solo puede conducir al sindrome metabdlico en un pequefio grupo
de adultos (Real de Asua y col., 2014). Asi mismo, se ha observado que la relacion
entre la obesidad y resistencia a la insulina es mayormente significativo a partir de la

pubertad (Maffeis & Morandi, 2018).

Por otra parte, en nuestra poblacién con SD observamos concentraciones
significativamente elevadas de acido Urico sérico en comparaciéon al grupo CTRL, de
manera similar a otros estudios (Garlet y col., 2013; Kashima y col., 2014; Nagyova y
col., 2000; Zithanova y col., 2004). Ademas, esta tendencia suele ser mayor en nifios

gue en nifias (Nagyova y col., 2000; Niegawa y col., 2017). La concentracion de urea
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y creatinina es mayor en las personas con SD, similar a lo encontrado en nuestra
investigacién (Gonzalo-Calvo y col., 2020; Nishino y col., 2021). Un amplio estudio de
cohorte encontré una concentracion de creatinina de 0.91 mg/dL en personas con SD
de 24.5 afios y aproximadamente 2.7 veces mas riesgo de enfermedad renal crénica
gue la poblacion CTRL (Huang y col., 2023). Adicionalmente, en nifios y adolescentes
japoneses con SD se encontré la funcién renal disminuida en comparacion con nifios
sanos (Yamakawa y col., 2018). Esto puede ser debido a que la poblacion con SD

tiene rinfones mas pequefios en longitud y volumen (Postolache y col., 2022).

Desde hace mas de tres décadas el estudio del perfil lipidico en personas con
SD ha sido motivo de estudio debido a los resultados desfavorables que han persistido
en la poblacion (Nagyova y col., 2000; Zamorano y col., 1991). Nuestros resultados
coinciden con estudios recientes, donde han reportado que los nifios y adolescentes
con SD presentan altas concentraciones de triglicéridos y disminucion de C-HDL
principalmente, frente a una poblacion control (Krzesinska y col., 2022; Manfredo y
col., 2023; Pérez-Villarreal y col., 2022). Un estudio de los lipidos séricos en poblacion
de 10 a 20 afios con SD y jovenes sin la condicién con caracteristicas comparables en
percentil de IMC, edad, sexo y etnia reveld que los individuos con SD tienen un perfil
lipidico y lipoproteinas méas aterogénico (Magge y col.,, 2019). Ademas, se ha
demostrado que aun con la presencia de obesidad, los nifios con SD tiene perfil lipidico
menos favorable que los nifios con obesidad sin la condicion genética (Yahia y col.,

2021).

Adicionalmente, los nifios con SD en comparacion con sus hermanos, sin

considerar el peso, presentan perfiles de lipidos desfavorables (Adelekan y col., 2012).
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Ademas, adultos con SD muestran una tendencia al aumento significativo de colesterol
total y disminucion de C-HDL después de 24 afios y aumento de triglicéridos después

de los 30 afos (Real de Asua y col., 2014).

Por otro lado, se ha destacado la presencia de dislipidemias en las personas con
SD. En nuestra poblacion obtuvimos un 41.1% con al menos un tipo de lipido alterado
(2.6 veces mas que nuestro grupo CTRL), destacando hipertrigliceridemia y C-HDL
bajo. Estos hallazgos son consistentes con Garcia de la Puente y cols., quienes
evaluaron 386 nifios mexicanos de 2 a 18 afios con SD y documentaron una
prevalencia de 57.5% de dislipidemias (32.6% aislada y 24.9% combinada), siendo el
C-HDL bajo la alteracibn mas comun (45.9%) e hipertrigliceridemia (26.2%) como
dislipidemias aisladas vy triglicéridos elevados con C-HDL bajo (17.9%) fue la mas
comun de las dislipidemias combinadas (Garcia-de la Puente y col., 2021). También
se observaron altas tasas de dislipidemias entre 218 nifios y adolescentes de 2-18
afos con SD, donde el 58.3% presentd al menos una fraccion lipidica alterada (de la
Piedra y col., 2017). Adicionalmente, se ha corroborado que las personas con SD
presentan mayores tasas de dislipidemias en presencia de NP o Sp/Ob (Magge y col.,

2019; Manfredo y col., 2023).

Por otra parte, en nifios mexicanos de 2 -10 afios sin la condicion se report6é una
prevalencia similar de dislipidemias de 54.3% (el 21.5% tenia al menos un lipido
alterado, el 16.2, 13.7 y 2.9% tenian 2 , 3-4 y 5 lipidos alterados, respectivamente),
permaneciendo entre las mas comunes triglicéridos elevados y C-HDL bajo (Bibiloni
Mdel y col., 2015). Adicionalmente, al evaluar el IAP en nuestras poblaciones,

observamos que las personas con SD tenian mayor riesgo de IAP. Similar a nuestro
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resultado, Wernio y col., reportaron que los nifios con SD con Sp/Ob se caracterizan
por tener un mayor IAP, un indicador de dislipidemia, obesidad y enfermedad
cardiovascular (Wernio y col., 2022). Este es un comportamiento que también suele
presentarse en adolescentes con obesidad central, quienes tienen mayor riesgo de
IAP gue los adolescentes delgados (Gurecka y col., 2016). El 54,3% de los infantes
sin la condicion genética (10.4 afios aproximadamente) presentaron riesgo elevado de
IAP, en contraste con el 26 y 68% de nuestro grupo CTRL y SD, respectivamente
(Sapunar y col., 2018). El IAP se ha considerado complementario a ApoB/ApoAl y el
HOMA-IR en el prondstico del riesgo cardiometabdlico entre los nifios con Sp/Ob, asi
como un predictor independiente e importante de resultados en pacientes con

accidente cerebrovascular isquémico agudo (Liu y col., 2021; Vrablik y col., 2014).

Las alteraciones bioquimicas, especialmente las dislipidemias estan fuertemente
relacionadas con un mayor riesgo de ECV en la poblacion con SD y en general, son
consideradas un agente de riesgo importante que puede prevenirse (Buonuomo y col.,
2016; Poaty y col., 2023). El SD ha sido asociado con mayor riesgo de incidentes
cerebrovasculares, hasta 2.7 veces mas y 3.31 especialmente en el sexo femenino
(Sobey y col., 2015). Actualmente, existen guias clinicas de atencién primaria para
adultos con SD en materia de ECV, obesidad, entre otras, ademéas de
recomendaciones para el control de sobrepeso y obesidad en jovenes (Ptomey y col.,

2022; Tsou y col., 2020)

Las dislipidemias también se han relacionado con la sobreexpresion de let-7c,
uno de los miRNAs ubicados en el HSA21, en poblacion con SD. Siguiendo el trabajo

de Pérez-Villarreal y col. en poblacién con SD de amplio rango de edad (8-52 afios)
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encontraron un aumento significativo de let-7c circulante en presencia de dislipidemias,
de 2.9, 1.6, 2.0y 1.8 veces mas, cuando se presento alteracion de C-HDL, triglicéridos,
colesterol y C-LDL, respectivamente. Ademas, el analisis de expresion de let-7¢c mostro
una mayor tasa de cambio en SD respecto a la poblacion CTRL, de 2.2 veces (Pérez-
Villarreal y col., 2022). Coppola y col., plantearon la hipétesis de que el desequilibrio
de let-7¢c/miR-99a, también expresado en el HSA21, podrian afectar la diferenciacion
cardiaca en un modelo in vivo, debido a que estos MIRNAs se observaron
sobreexpresados seguido de una disminucion de los RNAm dianas en el tejido
cardiaco fetal de humanos con SD, sugiriendo que estos miRNAs podrian contribuir al
papel de las complicaciones cardiacas congénitas en la poblacion con SD (Coppola y

col., 2014).

Afios mas tarde, se estudio la expresion de let-7c en tejido cardiaco fetal entre
las 18 y 22 semanas de gestacion en tres grupos (SD sin cardiopatias, SD con
cardiopatias y euploides sin cardiopatias, todos con n=3) (Izzo y col., 2017). Se
encontré que let-7c se sobreexpresé en fetos con SD en comparacién con los
euploides, sin embargo, no se observaron diferencias entre los tejidos con TS21 con
o sin cardiopatias, lo que llevo al estudio de SLC25A4/ANT1 (miembro 4 de la familia
de portadores de solutos 25 / translocador 1 de nucle6tidos de adenina), un objetivo
previsto de let-7c-5p con funcion crucial en la fosforilacién oxidativa el cual disminuyé
significativamente en los corazones con SD tras la transfeccion de 25 Nm let-7¢ mimic
(Izzo y col., 2017). Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de let-7c y la
subsiguiente disminucién de genes dianas en el tejido cardiaco fetal trisémico podrian

contribuir a las complicaciones cardiacas como una probable consecuencia del efecto
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de la dosis génica y posteriormente tomarse en cuenta en los mecanismos que

provocan malformaciones cardiacas en el SD (I1zzo y col., 2017).

En los ultimos afos, la expresion de RNA no codificante y mecanismos
epigenéticos se han relacionado con el SD, especialmente con la discapacidad
intelectual (Bras y col., 2018). Let-7c se encuentra altamente expresado en el sistema
nervioso durante el desarrollo, principalmente en la diferenciacion y la proliferacion,
sugiriendo un posible papel patolégico en el desarrollo de SD, debido a su ubicacion
en el HSA21 y a que desempefia un rol importante en el desarrollo neuronal humano
y funcién sinaptica de las células neuronales humanas (McGowan y col., 2018).
Recientemente, en tejido cerebral de pacientes con SD (n=8), se observo un aumento
significativo de let-7c en un 186.4% en comparacion con los controles (n=5), asimismo,
en cerebro de ratones con EA aumento significativamente alrededor de 15 veces més
gue en ratones de tipo salvaje (Liu y col., 2022). En este estudio sugieren que let-7c
podria ser un objetivo potencial para el tratamiento de la EA ya que se reveld por
primera vez que let-7c reguld positivamente la expresion de BACE2 e inhibi6
notablemente la produccion de AR y compensa otros factores adversos en el progreso

patoldgico de la enfermedad (Liu y col., 2022).

Contrario a lo observado anteriormente, en nuestro estudio no observamos
diferencias significativas en la tasa de cambio de este miRNAs en SD respecto a la
poblacién CTRL, esto sugiere que let-7c puede encontrarse mayormente expresado
en tejido (corazon o cerebro, por ejemplo) que en suero y en condiciones patoldgicas,
debido que nuestra poblacion fue pediatrica y no presentd condiciones cronicas.

Adicionalmente, en nuestra poblacion de SD con Np, let-7c solo se asocio
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inversamente con % de grasa visceral. En un estudio in vivo realizado por Zhang y
col., alimentaron a ratones negros hembras C57-BL/6J con una dieta alta en grasa
(22.6% proveniente de grasas) por 4 semanas antes de la concepcion, durante el
embarazo y la lactancia (Zhang y col., 2009). Esta dieta indujo una disminucion en la
expresion de let-7c en los higados de las crias, lo que sugiere ser causa de la
regulacion positiva del receptor alfa activado por proliferador de peroxisomas (PPARaQ),

un factor de regulacién oxidativa de acidos grasos hepaticos (Zhang y col., 2009).

Una década mas tarde, Giardina y col., realizaron un ensayo clinico aleatorizado
en individuos con sobrepeso y obesidad (n=103) asignados al azar a un grupo con
intervencion dietética por 6 meses: dieta moderada en carbohidratos y bajo indice
glucémico (LGI); dieta moderada en carbohidratos y alto indice glucémico (HGI); y
dieta baja en grasas y alto indice glucémico (LF) (Giardina y col., 2019). Observaron
una regulacion negativa de let-7c después de la intervencién con LGI, ademas, let-7c
circulante se asocio positivamente con cambios en colesterol total, triglicéridos y C-
HDL, sugiriendo que estos cambios podrian contribuir a mejorar el perfil lipidico por
medio de la inhibicion de la HMG-CoA (Giardina y col., 2019). Por otra parte, Minin y
col., han sugerido a let-7c como biomarcador de aterosclerosis subclinica en individuos
con hipertension, debido a su aumento de 3.8 veces mas en participantes con placa

aterosclerotica en comparacion con aquellos sin placa (Minin y col., 2021).

Por lo anterior, se sugiere realizar mas estudios de la expresion de let-7c en tejido
y circulantes en diferentes estados patologicos debido que se han involucrado de
multiples procesos (Alexandrov y col., 2018). Con la finalidad de comprender mejor el

rol que juegan los objetivos de let-7c, Pérez-Villarreal y col., realizaron un analisis in
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silico que dio a conocer los 20 procesos biologicos en los que participan los objetivos
de este miRNA, con mayor asociacion en la via de AGE/RAGE asociada a las
complicaciones de la diabetes tipo 2 (Pérez-Villarreal y col., 2022). Tomando en cuenta
gue let-7c podria regular genes diana implicados en los eventos de la cascada de
sefalizacion de RAGE activada por AGEs, como la PIK3CA, la cual codifica la
subunidad catalitica p110a del PI3K que, a través de su papel en la via PI3K/Akt, es
un importante regulador de funciones celulares como la apoptosis, angiogénesis,

proliferacion y metabolismo (Lai y col., 2015).

Otros de los objetivos de let-7c-5p con participacion en la via AGE/RAGE son
Caspasa-3 (CASP3) e IL-6 (Chen & Wang, 2020). La primera es una proteasa esencial
en el desarrollo normal del cerebro e importante en otros procesos apoptéticos siendo
especifica para el estimulo de muerte, tipo de célula o tejido, y la segunda una citocina
inducida por NF-kB que contribuye a la inflamacion (Juranek y col., 2022; Porter &

Janicke, 1999).

Cabe destacar que no hay estudios que hayan reportado la relacién de let-7c con
la via AGE/RAGE, sin embargo, algunas investigaciones han documentado las
concentraciones de AGEs en poblacion de SD. En 1998, Odetti y col., documentaron
por primera vez el dafio glucoxidativo en corteza cerebral de fetos con diagnéstico de
SD (n=8) y controles (n=4) de 18-20 semanas de gestacion(Odetti y col., 1998). Este
grupo de investigacién evalu6 las concentraciones de dos AGEs especificos, pirralina
y pentosidina, pertenecientes al grupo de no fluorescentes y fluorescentes,
respectivamente, donde ambas moléculas se encontraron significativamente elevadas

comparado con el grupo CTRL (Odetti y col., 1998). Estos compuestos se acumulan
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generalmente durante el envejecimiento, mientras que el complejo AGE/RAGE
estimula la NADPH oxidasa que genera directamente especies reactivas de oxigeno
lo que demuestra que el aumento del estrés oxidativo cerebral se produce en etapas
muy tempranas del SD, ademas, contribuye a un desarrollo intelectual reducido, asi
como un mayor riesgo de deterioro cognitivo a una edad anticipada respecto a las
personas sin SD, por lo que la acumulaciéon temprana de AGES representa un potencial
papel adverso en el desarrollo cerebral pre y postnatal (Steenbeke y col., 2021; Thiel

& Fowkes, 2005).

Por otro lado, Pallardé y col., estudiaron las concentraciones plasmaticas de
glioxal (GL) y metilglioxal (MG), reconocidos por ser precursores de los AGEs, en
pacientes con SD (n=32) y sujetos sanos (n=67) de amplio rango de edad, de dos
meses a 57 afios (Pallard6 y col., 2006). EI comportamiento de estas moléculas difirid
en los subgrupos de edad, ya que para GL se observo un aumento significativo en los
pacientes < 15 afios con SD frente al grupo CTRL, mientras que, MG se observo
significativamente mayor en la poblacion sana de manera global y en el subgrupo = 15
afios en contraste con SD (p=0.004 y p=0.008, respectivamente) (Pallard6 y col.,
2006). Estos resultados contrastantes pueden deberse al origen de la molécula: ya
gue glioxal surge mayormente por oxidacién de carbohidratos, mientras que MG se
produce principalmente de la degradacion no enzimética de triosofasfatos (Pallardé y

col., 2006).

Afios mas tarde, Campos y cols., evaluaron las concentraciones urinarias de
biomarcadores oxidativos en nifios, adolescentes y adultos con SD (Campos y col.,

2011a, 2011b). La poblacion pediatrica se dividioé en dos grupos, < 10 afios y 10 a 14
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afos, observando que de manera global las concentraciones de AGEs expresados en
UAF/mg Cr permanecieron sin cambios, sin embargo, se encontraron
significativamente elevadas en el subgrupo < 10 afios con SD en contraste a la
poblacion sin la condicion (p<0.05) (Campos y col., 2011b). Consistentemente, en los
adolescentes de 15-19 afios las concentraciones de AGEs fueron mayores en SD
comparado con los CTRL de la misma edad, ademas, en las personas sin SD estas
moléculas se relacionaron positivamente con la edad (15 a 59 afios) como

normalmente se espera que suceda (Campos y col., 2011a).

Adicionalmente, en la poblacion euploide adulta estas moléculas han sido
captadas en mayor concentracion en condiciones patoldgicas como diabetes respecto
a una poblacién CTR, incluso niveles significativamente méas altos en DM2 que en la
DM1 (Grzebyk y col., 2013; Kalousova y col., 2002). También en pacientes con NAFLD
se ha documentado un incremento significativo de AGEs fluorescentes totales,
pentosidina, y CML en comparacion con los controles (p<0.05) (Palma-Duran y col.,
2018). Por otra parte, los niveles de CML, un tipo de AGEs no fluorescentes se han
observado disminuidos en adolescentes en un 20% comparado con las
concentraciones promedio de los adultos, debido a que se encuentra relacionado con
la edad, ademas, se asocia positivamente con la sensibilidad a la insulina y
negativamente con IL-6, la presencia de dislipidemia y adiposidad. (Accacha y col.,

2013).

Resulta interesante que a pesar de observar una gran diferencia de AGEs entre
los individuos de grupo CTRL y SD en nuestro estudio (p<0.001), cuando se analizo

por subgrupo de peso el comportamiento fue similar al grupo global, es decir, no se
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observaron diferencias de las concentraciones de AGEs entre NP y Sp/Ob en ambos
grupos, por lo gue el aumento de estas moléculas se debe mas a la condicion trisomica
per se que al estado de peso. Otras investigaciones han informado niveles
significativamente elevados de AGEs totales y especificos como CML en nifios y
adolescentes con NP respecto a sus homélogos con Ob (Rodriguez-Mortera y col.,

2019; Sebekovay col., 2009).

Por otra parte, los AGEs se relacionaron positiva y negativamente con la HbAlc
y glucosa, respectivamente, en nuestra poblacion control. Este comportamiento puede
explicarse debido que la HbAlc es un producto intermedio de la formacién de AGEs,
gue se genera después del reordenamiento estructural de las bases de Schiff
formando esta cetoamina estable y de manera afin esta asociacion se ha observado
en otros grupos de estudio (Banser y col., 2016; Kalousova y col., 2002). En el
subgrupo SD Sp/Ob también se correlaciond positivamente con la HbAlc y
negativamente con el colesterol total y C-HDL. Contrario a lo que observamos, en
condiciones patolégicas como en la diabetes 1y 2, sobrepeso y obesidad la relacion
de AGEs y variables del perfil lipidico la relacion se encuentra positiva (Chang y col.,

2011; Corica y col., 2019; Kalousova y col., 2002).

Hasta el momento, los reportes de las concentraciones de sRAGE son de
poblacién euploide. Diversos estudios concuerdan en que los nifios y adolescentes
con Sp/Ob existe una alteracibn de la homeostasis oxidativa expresada por
concentraciones significativamente menores de SRAGE, respecto a una poblacion NP
(Corica y col., 2019; Gurecka y col., 2016; Rodriguez-Mortera y col., 2019; Vega-

Céardenas y col., 2023). En nuestra poblacién, los individuos sin la condicion tuvieron
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1.6 veces mas sRAGE que los SD. Es decir, la poblaciéon con SD presenta menor
efecto protector, debido que SRAGE puede unirse competitivamente a los ligandos de
AGEs, impidiendo asi la union a RAGE en la superficie celular (Vekic y col., 2023). De
esta manera, SRAGE contribuye a la eliminacion de AGEs, en lugar de promover la

inflamacién y previene el dafio a los tejidos sistémicos (Snelson y col., 2022).

La metaloproteasa ADAM10 participa en la escision proteolitica que da origen a
una de las isoformas de sRAGE (cCRAGE) y se encontrd estimulada por insulina en un
modelo in vitro (Lee y col., 2015). Asi mismo, las concentraciones séricas de ADAM10
aumentaron en los pacientes con DM1 y se asocio significativamente con los niveles
séricos de cRAGE, demostrando que en un esfuerzo por compensar el estado
proinflamatorio en DM1, ADAM10 podria estar regulando RAGE (Leey col., 2015). Por
otro lado, en nifios y adolescentes con tiroiditis de Hashimoto recién diagnosticada, los
niveles de sRAGE disminuyeron significativamente en comparacion con los sujetos
sanos (p=0.034), sugiriendo que la reduccion del receptor soluble es producto de la
autoinmunidad por si misma, ademas tienen mayor riesgo de sufrir dafio oxidativo

(Aversay col., 2021).

SRAGE se relacion6 positivamente con circunferencia de cintura y cadera en el
grupo con SD de nuestro estudio, contrario a los hallazgos de Accacha y col., donde
el receptor soluble se asocié negativamente con la adiposidad (Accachay col., 2013).
En este mismo sentido, en nuestro grupo CTRL, SRAGE se correlacioné inversamente
con parametros lipidicos, contrario a lo observado por Flores-Ramirez y col., donde se
asocid positivamente con la relacion triglicéridos/C-HDL en nifios con Ob (Flores-

Ramirez y col., 2023). Palma-Duran y col., en un estudio de casos y controles (n=58)
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con NAFLD, el sRAGE se relacion6 negativamente con biomarcadores inflamatorios
como la proteina C-reactiva de alta sensibilidad, TNF-a y HOMA-IR, mientras que el
eje AGEs/sRAGE, ademas de asociarse positivamente con los biomarcadores
mencionados, se encontré 4 veces mas aumentado en los casos, mientras que en
nuestro estudio aumento 2.9 veces mas en la poblacion con SD en comparacion con

la poblaciéon CTRL (Palma-Duran y col., 2018).

En este mismo contexto, el eje AGES/sRAGE, se sugiere como un importante
biomarcador de riesgo universal para la enfermedad renal terminal, y los altos niveles
se han relacionado con la presencia de Sp/Ob en nifios y adolescentes, similar a lo
documentado en adultos (Corica y col., 2019; Prasad y col., 2016). La evidencia
sugiere que el sistema AGE/RAGE una papel relevante del en el desarrollo de
resistencia a la insulina en personas con obesidad, debido a que los AGEs pueden
inhibir la absorcion de glucosa en los adipocitos a través de la generacion de ROS
intracelulares y la siguiente expresion de la proteina quimioatrayente de monocitos-1
(MCP-1) en adipocitos (Unoki & Yamagishi, 2008). Por otra parte, en una cohorte de
3,889 adultos de la poblacion general holandesa, el sistema AGE/RAGE se asoci6 con
los procesos fisiopatolégicos de deterioro cognitivo y demencia, mientras que sRAGE
se relacion6 con una menor prevalencia de demencia (Cheny col., 2021). Ademas, los
AGEs pueden contribuir a los efectos téxicos del péptido B-amiloide,
independientemente de la uniébn con RAGE, mediante la modificacion y el

entrecruzamiento de proteinas (Li y col., 2013).

Resulta interesante la correlacion positiva entre AGE y SRAGE en la poblacion

eugénica, mientras que en los individuos SD no ocurrid. Esto puede explicarse
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mediante la participacion de la B-catenina, ya que es activada por el intercepto
AGE/RAGE, resultando en la separacion de la union de adhesion entre VE-
cadherina/f3-catenina/a-catenina para su posterior acumulacién y translocarse al
nucleo, donde finalmente se une con el factor de células T / factor potenciador linfoide
(TCF/LEF) y contribuye a la regulacion positiva de ADAM10, favoreciendo una mayor
escision proteolitica de RAGE a cRAGE (Weng y col., 2021). Sin embargo, se

desconoce el mecanismo que puede subyacer de la TS21.

Por primera vez, se ha analizado el comportamiento de SRAGE en poblacion
pediatrica con SD, ademas, de la fuerte asociacion de marcadores bioquimicos con
AGEs, sRAGE y el eje AGEs/sRAGE. La HbAlc muestra ser un fuerte predictor de los
niveles de AGEs, sRAGE y el eje AGEs/SRAGE en la poblacion pediatrica con SD, aun
en rangos normales. Esto demuestra la importancia del monitoreo del perfil glucémico
aun sin la presencia de Sp/Ob. Nuestros resultados apoyan la teoria de que el efecto
de la dosis génica per se contribuye al desequilibrio bioquimico aun sin la presencia

de enfermedades.
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Xl.  CONCLUSIONES

11.1. Conclusién general

La poblacién con SD presenta un mayor riesgo de desarrollar dislipidemias,
principalmente triglicéridos altos y C—HDL bajo, asi como sobrepeso u obesidad. Por

ello es necesario vigilar el perfil lipidico como una prioridad en este grupo de personas.

Existe una mayor relacion del eje AGEs/sRAGE asociada al sindrome de Down,
gue podria mitigar el efecto protector contra los procesos inflamatorios y contribuir al

desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas.

11.2. Conclusiones especificas

El 39% de los nifios y adolescentes con SD presentaron Sp/Ob, un valor por

arriba que en poblacion eugénica.

o Las dislipidemias mas prevalentes en la poblacién SD fueron hipertrigliceridemia
y C-HDL bajo, independientemente del peso.

o Los nifios y adolescentes con SD presentan 3 veces mas riesgo de IAP que el
grupo CTRL.

o Mas del 50% de la poblacién con SD presenta riesgo alto de IAP.

o Se observo un aumento significativo de AGEs en el grupo SD frente al CTRL de
1.5 veces mas de manera general y en los subgrupos segun el peso corporal.

o La poblacién con SD presenta concentraciones significativamente menores de

SRAGE respecto a la poblacion CTRL, 1.5 veces menos a nivel global, mientras
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gue en la estratificacion por peso fue 1.8 y 1.4 veces menos en Np y Sp/Ob,
respectivamente.

La relacion AGEs/sRAGE es 3 veces mayor en la poblacion SD que en el grupo
CTRL a nivel global, mientras que a nivel de subgrupo segun el peso corporal es
3y 2.3 veces mayor en presencia de Np y Sp/Ob, respectivamente.

La HbAlc es un importante predictor del aumento de AGEs y sRAGE en

poblacién con SD.
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Xll. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Los resultados obtenidos fueron a partir de un grupo etario de preescolares hasta
adolescentes, sin embargo, estos marcadores pueden comportarse de manera
diferente en otras etapas del desarrollo y en presencia de enfermedades, por lo que
resultaré importante incluir otras edades. También seréa importante medir los AGEs y
SRAGE en otros fluidos como en orina y su relacion con la funcién renal, debido al
riesgo de enfermedades renales. Esto abrira nuevas perspectivas terapéuticas para
mejorar el estado de salud de las personas con SD, asi como el tratamiento con dietas
bajas en AGEs e intervenciones con sRAGE que contribuya a mitigar el estrés

oxidativo.
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XIV. ANEXOS

14.1. Anexo 1. Carta de consentimiento informado

Estimado(a) Sefior/Sefiora;

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA:
Uso de informacion personal y clinica, medicion antropomeétrica

y toma de muestra de sangre.

No registro:

Introduccidén/Objetivo:

El “Laboratorio™ de la *Maestria en ciencia biomedicas™ perteneciente a la Universidad
Autdnoma de Sinaloa, realiza el proyecto: “Expresion de Let-Tc y su relacién
con AGEs/RAGEs y estado de salud en personas con Sindrome de
Down®. El objetivo del estudio es examinar las caracteristicas genéticas de sindrome
de Down (MiRNA Let-Tc, niveles séricos de lipidos y glucosa, AGES/RAGES) y su relacion
con indicadores de riesgo de enfermedades cronico metabdlicas v capacidad cognitiva
en individuos con sindrome de Down.

Procedimientos:
Si usted acepta participar en el estudio, ocurrira lo siguiente:

Proporcionara informacion personal y clinica, a través de una encuesta. La encussta
consistira de las siguientes secciones: datos generales, antropometria (resultados de
evaluacion), habitos alimenticios, quimica sanguinea (resultados del analisis de una
muestra de sangre), actividad fisica, consumo de tabaco, consumo de alcohol, nivel
socioeconomico, antecedentes patoldgicos vy antecedentes heredo-familiares.
Ademas, se le realizara la valoracion del estado mental: Escala cognitiva de Wechsler
gque mide, comprensidn verbal, razonamiento perceptual, memoria de trabajo vy
velocidad de procesamiento. Asi mismo, se aplicard la encuesta de costumbres
alimentarias: Escala de Accidn de los Padres a la hora de Comer (PMAS, por sus
siglas en inglés) sobre su comportamiento a la hora de comida, es decir, si utiliza
algunas de las siguientes actitudes: insistencia en comer, limite de refrigerios,
persuasion positiva, uso de recompensas, etc. También, se aplicara el cuestionario
histdrico dietético (DHQII, por sus siglas en ingles) a los padres de familia para
recabar informacion sobre su alimentacion.

Se le realizaran mediciones antropométricas con un estadimetro (estatura), cinta
métrica (circunferencias de cintura y cadera) y equipo de impedancia eléctrica (para
medir peso, %grasa, %agua corporal, masa muscular, complexion fisica, masa osea,
edad metabdlica, Indice de Masa Corporal, %grasa y masa muscular de brazos,
piemas vy fronco); procedimientos que no comprometen su estado de salud v que
ayudaran a entender mejor su estado antropométrico con fines de investigacion.
Proporcionaran una muestra de sangre periférica (15 mL), distribuida en dos tubos
{uno para obtener suero y ofro tubo para obtener un paquete celular para obtencion
de ADN gendmico y plasma) y una muestra de heces mediante en un frasco estéril
para la obtencion de ADN bacteriano. Dichas muestras seran utilizadas solo con fines
de investigacion para formar un banco de sueros/plasma y ADN gendmico vy
bacteriano de pacientes; el cual serd utilizado para determinar niveles séricos de
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glucosa, lipidos v la identificacion de bacterias. Asi mismo, e banco antes
mencionado serd utilizado en este proyecto de investigacion, realizado en el
“Laboratorio de Neurociencias del Centro de investigacion Aplicada a la Salud
Pablica (CIASaP) de la Facultad de Medicina v el Centro de Investigacion y
Docencia en Ciencias de la Salud, ambos pertenecientes a la Universidad
Autonoma de Sinalea®. El banco sera almacenado en el laboratorio “Laboratorio
de Meurociencias”. Esto no representa un riesgo adicional para su salud. En =l
futuro, este estudio podria ayudar a identificar posibles terapias de intervencion para
prevenir o mejorar la calidad de vida de pacientes con “sindrome de Down”.

Beneficios: Con su paricipacion en esta investigacion se le proporcionaran
resultados del andlisis antropométrico y de quimica sanguinea. Asi mismo, contribuird
con los investigadores responsables en la generacion de conocimiento en la busqueda
de biomarcadores para el pronostico, diagnostico y posible tratamiento de las patologias
antes mencionadas.

Confidencialidad: Toda la informacion que proporcione para el estudio sera de
caracter estrictamente confidencial, serd utilizada Onicamente por el equipo de
investigacion del proyecto v no estard disponible para ningln otro proposito. Quedara
identificado(a) con un ndmero ¥ no con su nombre. Los resultados de este estudio seran
publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).

Riesgos Potenciales/Compensacidon: Los riesgos potenciales que implican su
participacion en este estudio son minimos. Si alguna de las preguntas |2 hiciera sentir un
poco incomodo(a), tiene el derecho de no responderla. En la toma de muestra de sangre,
puede haber un riesgo minimo como un pequefo moreton yio pequefio dolor en el
momento de la toma. Se le hace notificar que e material que se utilizard es nuevo y
desechable. Usted no recibird ningln pago por participar en el estudio, v tampoco
implicara algan costo para usted.

Participacion Woluntaria/Retiro: La paricipacion en este estudio es
ahsolutaments voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar
su participacion del mismo en cualguier momento. Su decision de participar o de no
participar no afectara de ninguna manera la forma en como le tratan al acudir a su
atencién médica.

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preoccupacion
con respecto al proyecto, por favor comuniquese con elfla investigadora responsable del
proyecto: “Dr. Javier A. Magafnia Gomez", al siguiente ndmero de teléfono “6671 00 0038".
Si usted acepta participar en &l estudio, le pedimos sea tan amable de firmar el
consentimiento informado.
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CONSENTIMIENTO PARA SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.

Nombre del participante:

Mo. Registro: Fecha: / /

Firma*:

*En gaso de incapacidad para firmar, firma del tutor o familiar.

Nombre Completo del Testigo:

Direccidn

Fecha: ! !/ Relacion con el participante

Firma:

NMombre de la persona que obtiene el consentimiento:

Fecha: / ! Relacion con el participante

Firma:
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14.2. Anexo 2. Extraccién de RNA a partir de plasma

1. Tomar 200 pL de plasma de cada muestra.

2. Anadir 500 pL de QIAzol (trizol) a cada muestra.

3. Vortexear cada muestra por 15 segundos. Dejar a temperatura ambiente por 5
minutos.

4. Anadir 100 yL de cloroformo a cada muestra.

5. Vortexear cada muestra por 15 segundos. Dejar a temperatura ambiente por 2
minutos.

6. Centrifugar por 15 minutos a 13,000 RPM.

7. Pasar 400 uL de sobrenadante de cada muestra a un nuevo tubo de 1.5 mL.

8. Agregar 900 uL de etanol al 100% (frio). Mezclar y centrifugar por 15 minutos a
13,000 RPM buscando la formacion de pastilla. NOTA: posicionar los tubos con
la bisagra hacia afuera en la centrifuga.

9. Decantar en un vaso.

10. Agregar 500 pL de etanol al 80% (frio) a cada muestra. Centrifugar por 2
minutos a 13,000 RPM y decantar. Centrifugar nuevamente por 1 minuto a 13,000
RPM.

11. Retirar el exceso con pipeta y centrifugar por 5 minutos a 13,000 RPM. 13. Tras
secar completamente la pastilla de RNA, agregar 8 uL de agua libre de RNAsas.

Vortexear y dar spin en la centrifuga.
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XV. SIGLAS Y ABREVIATURAS

AA: Aminoacidos

ADAM10: Metaloproteinasa A-10

AGE: Productos finales de glicacion avanzada

ANTL1: Translocador 1 de nucleétidos de adenina

AVSD: Defectos del tabique auriculoventricular

AB: Péptidos 3 amiloides

BACE2: Enzima 2 que escinde la APP del sitio 3

CASP3: Caspasa-3

CC: Cardiopatia congénita

CDC: Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades
CEIl: Comité de Etica en Investigacion

CEL: Carboxietil-lisina

C-HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad
CIDOCS: Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud
C-LDL: Colesterol de lipoproteinas de baja densidad

CMA: Andlisis de microarreglo cromosomico

CML: Carboximetil-lisina

cRAGE: Receptor de los productos de glicacion avanzada formado por escision
proteolitica

CT: Colesterol total

CTRL: Control

C-VLDL: Colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad
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CVS: Muestreo de vellosidades coridnicas

DAA: Ateroesclerosis asociada a diabetes

DGCRS: DiGeorge Syndrome Critical Region 8

DM1: Diabetes mellitus tipo 1

DM2: Diabetes mellitus tipo 2

dsRNA: RNA bicatenario

EA: Enfermedad de Alzheimer

ECV: Enfermedades cardiovasculares

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

ERC: Enfermedad rena cronica

ERD: Enfermedad renal diabética

ERK: Via de las quinasas 1y 2 reguladas por sefiales extracelulares
esRAGE: Receptor de los productos de glicacion avanzada secretado
endogenamente

FISH: Hibridacién fluorescente in situ

GL: Glioxal

HbAlc: Hemoglobina glucosilada Alc

HG: Hormona del crecimiento

HGI: Dieta moderada en carbohidratos y alto indice glucémico
HMGB1: Grupo de alta movilidad B1

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa

HOMA-IR: Modelo Homeostético de Evaluacion de la Resistencia a la Insulina

HSA21: Cromosoma 21
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IAP: indice de aterogenicidad del plasma

IC: Intervalo de confianza

ICC: indice cintura/cadera.

IL-1: Interleucina 1

IL-1B: Interleucina 13

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal

INP: Instituto Nacional de Pediatria

IP6: Hexafosfato de mioinositol

ISAK: Sociedad internacional para el avance de la cineantropometria
JAK/STAT: Via del transductor de sefial de Janus quinasa y activador de la
transcripcion

LF: Dieta baja en grasas y alto indice glucémico

LGI: Dieta moderada en carbohidratos y bajo indice glucémico
MAPK: Proteina quinasa activada por mitbgenos

MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos-1

MG: Metilglioxal

mMiRNAs: MicroRNAs

MMP9: Metaloproteinasa de matriz-9

MOLD: Dinero de metilglioxal-lisina

NADPH oxidasa: Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato oxidasa
NAFLD: Enfermedad de higado graso no alcohdlico

NCEP: Panel de Expertos en Colesterol
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NF-kB: Factor de transcripcién nuclear kappa B

NP: Normopeso

Ob: Obesidad

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PI13K: Fosfatidilinositol-3 quinasa

Pol Il: RNA polimerasa Il

Poli A: Cola de poliadenina

pri-miRNAs: miRNAS primarios

gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real
RAGE: Receptor de los productos de glicacion avanzada

RISC: Complejo silenciador inducido por RNA

RNI: Reactivos intermediarios de nitrdgeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RT: Retrotranscripcion

SD: Sindrome de Down

SLC25A4: Mmiembro 4 de la familia de portadores de solutos 25
SNORDA48: RNA pequefio nucleolar 48

Sp: Sobrepeso

SRAGE: Receptor soluble de los productos de glicacion avanzada
TCF/LEF: Factor de células T/factor potenciador linfoide
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

TRBP: Proteina de union a RNA en respuesta a transactivacion

Ts21: Trisomia 21
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UAF: Unidades Arbitrarias Fluorescentes

VCAM-1: Molécula de adhesidon de células vasculares-1

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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