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. RESUMEN

Introduccion. El sindrome de Down (SD) es la cromosomopatia mas comun, debido
a la presencia de una copia extra del cromosoma 21. Tiene una prevalencia estimada
de 12 casos por cada 10,000 habitantes. La esperanza de vida de la poblacion con SD
ha aumentado de manera significativa en las uUltimas décadas, de 5 afios en 1950,
hasta alrededor de 60 afos de vida en la actualidad. Esto ha contribuido al aumento
de enfermedades en esta poblacién, pero al mismo tiempo ha brindado la posibilidad
de llevar a cabo mayor numero de estudios de riesgo de enfermedad en los pacientes
adultos. Recientemente se ha estudiado la apoproteina E (APOE) involucrada en el
transporte de lipidos y su relacion con enfermedades como alzheimer. Estudios con
miRNAs también han sido més frecuentes en la actualidad, miR-33 ha sido relacionado
con la biogénesis del colesterol HDL (c-HDL) al regular la expresion de ABCAL, a su
vez HDL se ha relacionado con mayor riesgo deterioro cognitivo que puede llevar a
alzheimer. Objetivo. Establecer la expresion de miR-33, isoformas de APOE vy
colesterol HDL como factores de riesgo en sindrome de Down. Materiales y métodos.
Se realiz6 un estudio de cohorte, de tipo transversal, con alcance descriptivo y
relacional. Se estudié a personas con sindrome de Down de 3 a 18 afios de ambos
sexos. Se tomaron muestras de sangre para cuantificar perfil lipidico y glucosa. La
cuantificacion de miR-33 se realizd6 por PCR en tiempo real a partir del plasma
purificando miRNAs totales. La genotipificacion de las isoformas de APOE se realizé
utilizando sondas TagMan Applied Biosystems. Resultados. Se observo baja estatura
en el grupo con sindrome de Down en comparacién al grupo control, ademas de
niveles significativamente menores de c-HDL. El miR-33 se mostré disminuido en el
grupo SD. Sin embargo, la presencia del alelo ¢4 de APOE relacionado a riesgo, se
asocié con menores concentraciones de c-HDL en el grupo con SD. Conclusiones.
Se identificd una asociacion entre la presencia del alelo ¢4 de APOE considerado de
riesgo y las bajas concentraciones de c-HDL en esta poblacion con alta prevalencia de
alzheimer, sugiriendo que el genotipo de riesgo se asocia con la baja concentracion
de HDL, que a su vez podria considerarse un factor de riesgo para el desarrollo

temprano de alzheimer.

Palabras clave: Sindrome de Down, apolipoproteina E, mir-33, colesterol HDL.
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. ABSTRACT

Introduction. Down syndrome (DS) is the most common chromosomopathy, due to
the presence of an extra copy of chromosome 21. It has an estimated prevalence of 12
cases per 10,000 inhabitants. The life expectancy of the population with DS has
increased significantly in recent decades, from 5 years in 1950 to around 60 years of
life today. This has contributed to the increase in diseases in this population, but at the
same time has provided the possibility of carrying out a greater number of disease risk
studies in adult patients. Recently, apolipoprotein E (APOE) involved in lipid transport
and its relationship with diseases such as Alzheimer's have been studied. Studies with
mMiRNAs have also been more frequent nowadays, miR-33 has been related to the
biogenesis of HDL cholesterol (HDL-c) by regulating the expression of ABCAL, in turn
HDL has been related to a higher risk of cognitive impairment that can lead to
Alzheimer's. Aim. Establish the expression of miR-33, APOE isoforms and HDL
cholesterol as risk factors in Down syndrome. Materials and methods. A cross-
sectional cohort study was carried out, with a descriptive and relational scope. People
with Down syndrome from 3 to 18 years of age of both sexes were studied. Blood
samples were taken to quantify lipid profile and glucose. The quantification of miR-33
was performed by real-time PCR from plasma purifying total miRNAs. Genotyping of
APOE isoforms was performed using TagMan Applied Biosystems probes. Results.
Short stature was observed in the group with Down syndrome compared to the control
group, in addition to significantly lower levels of HDL-C. miR-33 was shown to be
decreased in the SD group. However, the presence of the risk-related APOE ¢4 allele
was associated with lower HDL-C concentrations in the DS group. Conclusions. An
association was identified between the presence of the APOE €4 allele considered risk
and low HDL-C concentrations in this population with a high prevalence of Alzheimer's,
suggesting that the risk genotype is associated with low HDL concentration, which in
turn could perhaps be considered a risk factor for the early development of Alzheimer's.

Key words: Down syndrome, apoliprotein E, mir-33.



l1l. INTRODUCCION

El sindrome de Down (SD) es un trastorno genético causado por la presencia de
un cromosoma 21 parcial o completo extra, lo cual da como resultado una trisomia
caracterizada por discapacidad intelectual y rasgos fisicos caracteristicos (de Graaf y
col., 2017). A nivel mundial el SD tiene una incidencia entre 1 de cada 1,000 y 1 de
cada 1,100 recién nacidos aproximadamente (INSP, 2021). La edad materna mayor a
35 afios se ha sido relacionada con un aumento del riesgo de anomalias

cromosomicas congénitas (de Graafy col., 2017).

En condiciones normales cada una de las células humanas tiene 23 pares de
cromosomas a nivel del nucleo (H. Basile, 2008). La informacion presente es heredada
a los descendientes, cada uno de los padres hereda aporta un cromosoma de cada
para, 22 pares autosomas y un par de cromosomas sexuales (X o Y) (H. Basile, 2008).
El nombramiento de los cromosomas deriva de su tamafa, siendo el cromosoma 1 el
mayor, aunque ocurrié un error al nombrar a los pares 21 y 22 ya que el cromosoma
21 es el menor y debié ser nombrado como cromosoma 22 (H. S. Basile, 2008). A
pesar de ello, se mantuvo esta nomenclatura para evitar confusiones, conservando al
al par causante del sindrome de Down como el cromosoma 21, aun siendo el de menor

tamafio (H. Basile, 2008).

El fenotipo caracteristico de la trisomia 21, sugiere cémo funcionan los
desequilibrios causados por una ganancia genémica como las micro duplicaciones
(Antonarakis, 2017). Se han realizado muchas investigaciones explorando el genoma
funcional, con base en la secuencia del cromosoma 21 (Antonarakis, 2017). Al mismo
tiempo se han utilizado modelos de ratones y cultivos celulares, 1o que ha brindado la

3



oportunidad de observar y descifrar las consecuencias moleculares que pueden traer

un desequilibro en la ganancia de informacion en el genoma (Antonarakis, 2016).

En la actualidad, se ha observado un aumento significativo en la esperanza de
vida de la poblacion con SD, gracias a los avances que han surgido para la prevencion,
diagnéstico y tratamiento de comorbilidades de esta poblacion (de la Piedra y col.,
2017). En las ultimas décadas su esperanza de vida incrementd, desde los 9 afios, en
los primeros reportes del sindrome, a 16 afios en 1968 hasta alrededor de 60 afios de

vida en la actualidad (lulita y col., 2022; Penrsose, 1949).

El aumento en la longevidad ha influido en la mayor prevalencia de enfermedades
en esta poblacién, pero al mismo tiempo ha permitido realizar mayor cantidad de
estudios de riesgo de enfermedades en los pacientes adultos (Tenneti y col., 2017). A
pesar de haber sido considerados un modelo “libre de ateroma” en la antigiiedad, las
personas con SD han mostrado mayor incidencia a dislipidemias como
hipertrigliceridemia y colesterol HDL (c-HDL) bajo, en comparacién con la poblacion
general, independiente al estado nutricional presente en los individuos (de la Piedra y

col., 2017; Tenneti y col., 2017)

Recientemente se ha estudiado la apolipoproteina E (APOE) involucrada en el
transporte lipidos y la relacion de sus isoformas con enfermedades como alzheimer, lo
cual es un indicio de su posible papel en poblacion con SD, ya que el sindrome
predispone a la poblacion al deterioro cognitivo (Williams y col., 2020). Estudios con
mMiRNAs también han sido mas frecuentes en la actualidad y, en cuanto a dislipidemias,
miR-33 ha sido relacionado con la biogénesis del colesterol HDL y la excrecion de

colesterol, al regular la expresion de ABCAL, isoforma Al del transportador
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dependiente de ATP, y la sintesis de acidos biliares y su secrecion (Williams y col.,
2020). Por lo anterior, es necesario establecer si existe una interaccion entre las
variantes de APOE vy los niveles de expresion de miR-33, ademas del impacto en los

niveles de c-HDL circulantes en personas con SD.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Bases teodricas del sindrome de Down

El sindrome de Down (SD) es la discapacidad intelectual mas comun, debido a
la presencia de un cromosoma 21 extra, descrito inicialmente por John Langdon Down
en 1866 (Antonarakis, 2017). Alrededor de 90 afios después, en 1959, se describio
como una anormalidad gendmica, secuenciando posteriormente el brazo largo del
cromosoma 21 (HSA21) en el afio 2000, resaltando su importancia en el SD
(Antonarakis, 2017; Hamburg y col., 2019). El SD puede presentarse por distintos
mecanismos, comunmente la anomalia cromosomal se encuentra en todas las células;
sin embargo, en algunos casos puede presentarse solo en algunas, por el mecanismo
de mosaicismo. Incluso, puede presentarse triplicada solo parte del cromosoma 21,

por el mecanismo de translocacion (Hamburg y col., 2019).

Actualmente existe un progreso considerable al entender los genes codificantes
de proteinas presentes en HSA21, convirtiendo en un area de interés el estudio del
impacto fenotipico que tienen los genes en HSA21 sobre el alzheimer temprano
(Antonarakis, 2016). La relacion entre el alzheimer y el SD, se ha propuesto desde
alrededor de cuatro décadas después de la primera descripcion de alzheimer, cuando
algunos investigadoras reportaron casos que sugerian que los adultos con SD
mostraban la neuropatologia caracteristica que se presenta a nivel cerebral en la

enfermedad de Alzheimer (Zigman y col., 2007).



4.1.1. Mecanismo genético

Se han explicado diversos mecanismos moleculares que causan o modifican el
riesgo para los fenotipos que se presentan en el SD (Patterson, 2009). En la mayoria
de los casos (95%) la etiologia del SD se correlaciona principalmente a una no
disyuncién del cromosoma 21 durante la meiosis materna, lo que se da durante la
separacion de pares de cromatidas homoélogas (Patterson, 2009). También en una
pequefia proporcion se debe al material genético extra de solo una parte del brazo
largo del cromosoma 21, es decir, esta asociado a translocaciones (3%), otra pequefa
proporcion es debido a un mosaicismo de este (2%), en donde solo algunas de las
células se encuentran afectadas por la trisomia, el cual se genera por herencia o por

alteraciones estructurales directas del cigoto (Montoya, 2011; Patterson, 2009).
4.1.1.1. Trisomia regular

La trisomia regular es el mecanismo genético mas comun, para este sindrome.
La mayor parte de los casos de esta trisomia (95%) se presentan debido a una
alteracion ocurrida durante la primera division meiética, a lo que se le llama “trisomia
regular” o completa (H. Basile, 2008). Ocurre cuando en uno de los padres se presenta
una disyuncion incompleta de la meiosis, resultando dos células anormales, una célula
de 24 y otra de 22 cromosomas, y no 23 de manera normal (H. Basile, 2008). Por lo
tanto, cuando la célula de 24 cromosomas es fecundada por una célula haploide, el
individuo resultante tendria 47 cromosomas, es decir, una trisomia 21, pero si la célula
de 22 cromosomas es fecundada resultaria en un individuo de, es decir una
monosomia (H. Basile, 2008). Cada progenitor transmite un cromosoma de cada par

posterior a separar los pares de cromosomas. Pero al no haber una disyuncion
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correcta, se heredan ambos cromosomas del par original, los que sumados al unico
cromosoma que da el otro progenitor resultan 3 (Perez Chavez, 2014). La
nomenclatura cientifica de la trisomia 21 es 47, XX, +21 para mujeres y 47, XY, +21

para hombres (Basile, 2008; Perez, 2014).

En la meiosis | (MI) ocurren la mayor cantidad de defectos por no disyuncion,
mientras que en la meiosis Il (MIl) ocurren alrededor del 20% de estos. De igual
manera, existe una menor prevalencia de trisomia derivadas del padre ocurriendo en

la MIl'y MIl un 3y 5% respectivamente (Perez Chavez, 2014).

La mayor parte de las trisomias 21 provienen de una no disyuncion de la Ml
materna, asociandose a datos que han relacionado una incidencia mayor de SD con
una edad materna avanzada, incluso cuando el SD se presenta debido a mecanismo
genéticos distintos, y la influencia de factores ambientales y envejecimiento celular

(Patterson, 2009; Perez, 2014).
4.1.1.2. Translocacion

El segundo mecanismo genético mas comun que da paso al SD es la
translocacion, con una frecuencia del 3% de los casos (H. Basile, 2008). Este
mecanismo presenta a gran parte de los cromosomas afectados con una rotura en su
estructura, resultando un cromosoma completo o fragmento libre adherido a otro
cromosoma, frecuentemente a un cromosoma 14, resultando en un recuento genético
aparentemente de 46 cromosomas, sin mostrar la carga genética extra (Figura 1) (H.

S. Basile, 2008; Perez Chavez, 2014).



Debido a esto es analisis genético de los progenitores toma importancia, con el
objetivo de conocer si existe un portador de la translocacion o la translocacion ocurrio
posterior a la fecundacién, hasta el individuo con SD (H. Basile, 2008). Por ejempilo,
se podria presentar en uno de los padres, un recuento de 45 cromosomas, donde uno
de ellos estara afectado con una translocacion al momento de heredar la informacion
genética (H. Basile, 2008). En esta variante no ocurre un problema en la disyuncion,
sino que un cromosoma tiene un fragmento extra con los genes del cromosoma
translocado. Aun se trata de una trisomia, ya que la informacion genética extra de ese

cromosoma se sigue presentando (Basile, 2008; Pérez Chavez, 2014).






4.1.1.3. Mosaicismo

El mecanismo menor frecuente de este sindrome es el mosaicismo, con una
prevalencia del 2% de los casos, su menor frecuencia se debe a que el error genético
se presenta después de la concepcion ya que resulta de una no disyuncién en la
mitosis de la célula embrionaria dura las primeras divisiones celulares, por lo tanto la
presencia de la mutacion no se encuentra en todas la células, si no en la linea celular
de derivada de la primera célula con la trisomia, resultando en un mosaicismo, es decir
gue se presentan dos tipos de poblaciones distintas en los cromosomas (H. Basile,
2008). Un porcentaje de célula presentaria la alteracién genética mientras que el otro
porcentaje tendria la cantidad de cromosomas adecuado (H. Basile, 2008). En los
individuos con mosaicismo, se pueden observar células mutadas y células normales,
el porcentaje de células afectadas dependera del momento en que haya ocurrido la

mutacion (H. Basile, 2008; Perez Chavez, 2014).

La carga genética extra aportada por la trisomia 21, sin importar el mecanismo
genético causante, es el responsable de los fenotipos caracteristicos del sindrome al
igual que de los fenotipos variables, debido a la expresion genética que presentan

estas alteraciones (H. S. Basile, 2008).
4.1.2. Epidemiologia

El SD ha sido caracterizado como uno de los trastornos genéticos mas comunes,
con una incidencia a nivel mundial entre 1 de cada 1,000 y 1 de cada 1,100 recién
nacidos (INSP, 2021). Por otro lado, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha

reportado el fallecimiento de 303,000 recién nacidos cada afio a causa de anomalias
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congénitas. Ademas, se ha relacionado la edad materna con el aumento en la

probabilidad de la presencia de SD en el bebé (de Graaf y col., 2017; OMS, 2022).

En México, se ha estimado una incidencia de SD de 3.7 casos por cada 10,000
nacimientos, ademas del aumento del riesgo de la edad materna para que el sindrome
se presente, con una edad 235 anos, al observarse que el 42% de los casos se han
encontrado en este grupo de edad materna (Sierra Romero y col., 2014). Sin embargo,
se considera que es posible prevenir algunas anomalias congénitas con los cuidados

prenatales adecuados (OMS, 2022).
4.1.3. Region critica del cromosoma 21

El cromosoma 21 se considera el cromosoma mas estudiado en humanos
(Antonarakis, 2017). Afios después de que se reportara a la trisomia 21 como la
causante del SD, se secuencio el brazo largo del cromosoma 21 (Antonarakis, 2017).
A este brazo largo del cromosoma 21 se le ha denominado HSA21 y en su terminal
distal se encuentra la region critica del sindrome de Down, es decir, la region triplicada
del cromosoma que contiene los genes que podrian explicar las patologias que se

relacionan con este sindrome (Antonarakis, 2017; Montoya, 2011).

La severidad de los fenotipos caracteristicos del SD se ha atribuido a esta region,
con un contenido estimado de 630 genes diferentes (Kazemi, 2016). Investigaciones
sobre los genes de esta region critica han ayudado a entender como la presencia
excesiva de algunas proteinas puede afectar las caracteristicas fenotipicas propias del

sindrome, estableciendo una correlacion genotipo-fenotipo (Ktosowska, 2017).
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Se ha observado que HSA21 codfica gran variabilidad de RNAs no codificantes,
que al estar sobreexpresados podrian influir en los diferentes fenotipos que se
presentan en el SD, en los que tambien podria influir la fraccién funcional que se
encuentra en el cromosoma (Antonarakis, 2017). A su vez, algunos polimorfismos de
un solo nucledtido (SNPs), pueden afectar la expresion de genes al modificar una parte
funcional importante de alguna proteinas alterando sus codones, o al presentarse en
sitios de unién. Por lo que, los SNPs, contribuyen al fenotipo variable de la trisomia 21

(Antonarakis, 2017).

La caracteristica mas importante considerada en el SD es la discapacidad
intelectual, ademas de afecciones relacionadas como defectos congénitos cardiacos,
anomalias gastrointestinales, debilidad neuromuscular, caracteristicas dismorficas de
la cabeza, cuellos y vias respiratorias, discapacidad visual y audiovestibular,
caracteristicas faciales y fisicas, desdrdenes hematopoyéticos y aumento en la
incidencia de otros desordenes médicos al compararse con la poblacion general y

enfermedad de Alzheimer temprana (Kazemi, 2016).

4.2. Patologias asociadas

Ademas de la discapacidad intelectual y las enfermedades congénitas presentes
en el SD, se pueden presentar otras patologias asociadas a alteraciones metabdlicas
gue de igual manera tienen mayor prevalencia en esta poblacion que en la poblacion
en general, tales como obesidad, diabetes, leucemia y demencia (Ktosowska, 2017).
Las manifestaciones clinicas presentadas en el SD son causadas por el exceso de
material genético con el que cuentan estos individuos al tener un cromosoma 21 parcial
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o total extra (Ktosowska, 2017). La obesidad, ademas de las dislipidemias, contribuyen
a un mayor riesgo de cardiopatias usualmente presentes en SD que tienen diferentes
evoluciones y manifestaciones clinicas (de la Piedra y col., 2017). La aterosclerosis es
el precursor en la fisiopatologia para estos padecimientos. A su vez, la obesidad
abdominal esta considerada uno de los factores de riesgo para desarollar sindrome
metabdlico donde comunmente se observan dislipidemias (de la Piedra y col., 2017;

Real de Asua y col., 2014).

La enfermedad de Alzheimer es un padecimiento que se relaciona comiunmente
con SD, ya que en esta poblacion es observan afeccciones neuropatolégicas, como
lesiones neurofibrilares y placa neuriticas similares a las presentadas en la
enfermedad de Alzheimer, que afecta a todos los individuos con SD que sobreviven a
los 30 aflos 0 mas (Mazurek, 2015). Las discapacidades intelectuales que suelen
observarse en SD, con la edad progresan rapidamente a demencia a causa de células
dafiadas por estrés oxidativo y al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (H. S.

Basile, 2008; Mazurek & Wyka, 2015).

La frecuencia de esta enfermedad y su aparicion temprana en presencia de la
condicion podria deberse a que uno de los factores principales que influyen en el
desarrollo de alzheimer, es el gen APP, que codifica la proteina precursora 3- amiloide
incrementando la produccion y acumulacién de placas amiloides a nivel cerebral, y
contribuyen al envejecimiento prematuro de esta enfermedad (Farriols Danés, 2012b).
APP se localiza en el cromosoma 21 por lo que, el exceso de material genético extra
que provoca la presencia del cromosoma extra podria relacionar al SD con el

desarrollo de alzheimer (Farriols Danes, 2012).
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De este modo, aunque la esperanza de vida ha aumentado tanto los individuos
con SD como la poblacion general, la diferencia se debe al proceso de envejecimiento
en la personas que presentan la condicion suele inciar en etapas mas tempranas en
comparacion con la poblacion en general. Proceso que afecta la capacidad que tiene
el DNA de repararse, y a su vez aumenta la edad biologia y con ello la mortalidad
temprana (Farriols Danés, 2012b). En personas con la trisomia 21 se estima un incio
del envejecimiento en aproximadamente los 40 afios de edad, y con esto el desarrollo
de enfermedades y el deterioro cognitivo y funconal (Farriols Danés, 2012a). Las
distintias cormorbilidades que podrian presentarse en las personas con SD de mayor

edad limitan sus capacidades e incluso amenazan su vida (Saghazadeh y col., 2017).

4.2.1. Dislipidemias y sindrome de Down

La obesidad que comunmente se presenta en la poblacion con SD, junto a la
insulinorresistencia, también considerada comudn en estas personas, se relacionan con
perfiles lipidicos menos favorables, es decir mas aterogénicos, observando niveles de
triglicéridos altos y niveles de c-HDL bajos (Adelekan y col., 2012). Sin embargo, los
estudios realizados en el perfil lipidico de nifios con SD han producido resultados
inconclusos, aungque en personas sin la condicion genética, las dislipidemias se
consideran un factor de riesgo principal para el desarrollo de ateroesclerosis y, por
ende un aumento del riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (Adelekan
y col., 2012).

Anteriormente se ha reportado una baja incidencia de lesiones ateroescleroéticas
en individuos con SD aun al presentar alteraciones en el perfil lipidico, sugiriendo que

tenian muy bajo riesgo de presentar eventos coronarios (de la Piedra y col., 2017).
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Mientras que en la adultez, se ha estimado que tiene hasta cuatro veces mayor riesgo
de cardiopatia isquémica y accidente cerebrovascular (de la Piedra y col., 2017). Lo
gue eleva la necesidad de brindar atencion a la salud a largo plazo de estos pacientes
(Buonuomo y col., 2016; de la Piedra y col., 2017).

Un estudio en niflos con SD mostré a estos pacientes con colesterol LDL y
triglicéridos mas altos que sus hermanos sin la condicidon genética, ademas de HDL
mas bajo sin varianza por el indice de masa corporal (Ktosowska, 2017). Con el
aumento en la esperanza de vida de esta poblacion debido a la mejora en la atencién
meédica de los ultimos afios, también se ha observado que la muerte por aterosclerosis

en adultos con SD es cada vez mas frecuente (Tenneti y col., 2017).

La incidencia de ateroma es superior en pacientes con SD al compararlos con la
poblacién general. Se ha sugerido, a partir de estudios epidemiolégicos significativos,
gue pacientes con SD presentan un riesgo de mortalidad mayor debido a enfermedad
isquémica cardiaca y cerebrovascular (Ktosowska, 2017). La enfermedad arterial
coronaria es una factor de riesgo para alzheimer y aunque su mecanismo no ha sido
elucidado aun, los factores de riesgo en personas diagnosticadas en etapas tardias de
la enfermedad incluyen edad avanzada, historia familiar, demencia y la presencia de

uno o mas alelos de apoliproteina E €4 (Ktosowska, 2017).

4.3. Apolipoproteina E

La APOE esta involucrada en el transporte lipidico (Kok y col., 2009). Es una
lipoproteina polimorfica y un transportador importante de colesterol en el cerebro (Kok
y col., 2009). Esta lipoproteina polimérfica interviene en funciones celulares diversas
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como la sefalizacion neuronal, la neuroinflamacion y el metabolismo de la glucosa
(Williams y col., 2020). Dentro de los factores de riesgo que se han identificado
principalmente para el desarrollo de alzheimer esta la presencia del alelo €4 de la
APOE (Williams'y col., 2020). Su variacion en dos sitios polimorficos diferentes codifica
para tres alelos, €2, €3 y €4, los cuales determinan seis genotipos. APOE ¢4 se ha
relacionado con un incremento del riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer,
mientras que APOE €2 parece tener un efecto protector, al disminuir un 40% el riesgo
de desarrollo de alzhéimer en personas homocigotas (Kok y col., 2009; Williams y col.,
2020). La manera en que se manifiestan las isoformas de APOE en la enfermedad de
Alzheimer son indicios de su accion en personas con SD, ya que la presencia del
sindrome se vuelve un factor de riesgo para el deterior cognitivo (Kok y col., 2009). Se
ha observado especificamente que portadores de APOE ¢4 tienen un mayor deterioro

cognitivo con el envejecimiento (Kok y col., 2009).

La APOE plasmaética participa sobre las vias metabdlicas sistémicas (Williams y
col., 2020). Sin embargo, aunque la alteracién que podria ejercer sobre el sistema
nervioso central aun no estd dilucidada, los estudios realizado sugieren su
participacion en distintas vias de sefalizacion (Williams y col., 2020). Recientemente
se han buscado terapias que modifiquen las funciones patolégicas de APOE, asimismo
gue preserven o mejoren las funciones de APOE que generan beneficios (Williams y
col., 2020). Se han evaluado los potenciales objetivos terapéuticos para el deterioro
cognitivo de alzhéimer basados en APOE (Figura 2), reportando que APOE no solo

afecta el metabolismo de los lipidos sino distintas funciones del sistema nervioso
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central y la neurodegeneracion del alzhéimer asociada a sus isoformas (Williams y col.,

2020).
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Figura 2. Objetivos de las terapias para la EA basadas en APOE.

Las flechas negras que apuntan a los cuadros de texto rojos indican un modo de

intervenciéon, mientras que las flechas azules indican el movimiento del farmaco o

proteina. Las flechas negras soélidas que cruzan la barrera hematoencefalica (BBB)

muestran permeabilidad, mientras que las flechas negras discontinuas muestran la
semipermeabilidad de la BBB. ABCAL: isoforma Al del transportador dependiente de
ATP; LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad; APOE: apolipoproteina E; ApB:

B-amiloide; TREM2: receptor desencadenante expresado en células mieloides 2.

Imagen tomada de (Williams y col., 2020).
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4.4, miR-33

Recientemente se ha propuesto que una cantidad importante de microRNAs
(miRNAS) regulan mas de la mitad de los genes en humanos. Los miRNAs, a su vez,
han sido relacionados con la regulacion de procesos biolégicos importantes en los
altimos afos, incluyendo el desarrollo y regulacion de la progresion de enfermedades
y la influencia del envejecimiento sobre ellas. Se sabe que tiene un rol importante en |
regulacion del metabolismo lipidico, especialmente lipidos circulantes, asociandose
con alteraciones en la circulacion de colesterol y triglicéridos, factores importantes para

riesgo cardiovascular (Aryal y col., 2017).

La familia de miRNAs miR-33 consta del miR-33a y miR-33b, codificados por los
intrones de los genes SREBF2 y SREBF1 respectivamente. miR-33 controla la
biogénesis del c-HDL y la excrecion de colesterol, al regular la expresion de ABCAL,
isoforma Al del transportador dependiente de ATP, identificada de manera reciente
como uno de los principales reguladores del colesterol HDL de células a
apolipoproteinas (Figura 3). A su vez, se ha observado la implicacion de miR-33 en la
regulacion de la sintesis de acidos biliares y su secrecion (Aryal y col., 2017; Horie y

col., 2010).

Las variantes miR-33a y miR-33b se dirigen al sustrato 2 del receptor de insulina
y a algunas enzimas de oxidacion de acidos grasos, provocando una regulacion
positiva de dicho miRNAs y a su vez una disminucién de colesterol HDL, una reduccion
en la sefalizacion de insulina y en la B-oxidacion celular. Debido al papel observado
de miR-33 en el metabolismo del colesterol y los lipidos, diferentes estudios han

evaluado su inhibicibn en modelos animales, observando elevacion en las
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concentraciones de c-HDL en plasma y por ende, proteccion contra aterosclerosis

(Martino y col., 2015).

Ademas de su relacion con aterosclerosis y niveles de HDL, se ha observado que
miR-33 regula las funciones celulares asociadas a enfermedad cardiovascular como
la progresion de aterosclerosis incluso de manera independiente a la regulacién de
HDL, por medio de la activacion de macrofagos, biogénesis mitocondrial y autofagia.
El mecanismo que vincula a este miRNA con aterosclerosis parece estar relacionado
con la atenuacion de células del musculo liso vascular y la expansion a la neointima,
al dirigirse a la proteina morfogenética 6sea 3, que participa en el desarrollo de tejido

(Aryal y col., 2017).
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Figura 3. Regulacion del microRNA del metabolismo de c-HDL.

22




4.5. Antecedentes

Actualmente, se estudian distintos dominios cognitivos en personas con SD,
incluyendo lenguaje, memoria y coordinacibn motora, ya que estas caracteristicas
pueden variar entre individuos con la condicion genética y de diferentes edades,
especialmente avanzadas con desarrollo de demencia en distinto grado (Hamburg y

col., 2019).

La relacién entre c-HDL y la produccién de placas beta amiloides en el alzheimer
depende del contenido de colesterol en las membranas celulares (Krzesinska y col.,
2022). Pocos estudios han analizado la relacion entre el genotipo de APOE con
enfermedades cerebrales relacionadas con la enfermedad de Alzheimer y que incluyan
a personas mas jovenes o de mediana edad, como puede ser la poblacién con SD.
Por lo tanto, no existen datos epidemioldgicos de la poblacién que se basen en la

relacion de APOE y cambios cerebrales (Kok y col., 2009).

En los ultimos afios, muchas investigaciones han evidenciado la importante
participacion de miRNAs en la regulacion del metabolismo lipidico y por lo tanto la
enfermedad cardiovascular. En cuanto a tratamiento con miRNAs relacionados con
miR-33 especificamente, como ablacion genética, ha mostrado un incremento del
colesterol HDL en plasma en modelos de ratones (Aryal y col., 2017). El c-HDL es
capaz de suprimir la produccion amiloide disminuyendo el colesterol celular al activar
el transporte reverso de colesterol mediado por transportadores ABC (Krzesinska y

col., 2022).

Se realiz6 un estudio con animales con tratamiento de anti-miR-33, demostrando
que la inhibicion de este miRNA, incrementa la lipidacion de APOE a nivel cerebral y
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por lo tanto reducia los niveles de péptidos B-amiloides, inducido por ABCAL (Horie y

col., 2010).

El presente estudio considera importante establecer la interaccion entre SD,
presencia de isoformas de APOE y expresion de miR-33, junto al impacto que tenga

sobre las concentraciones de lipidos circulantes como el colesterol total y c-HDL.
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V. JUSTIFICACION

El SD es uno de los trastornos genéticos mas comunes y cuenta con una amplia
diversidad fenotipica. EI aumento de la esperanza de vida de las personas con SD
también ha incrementado la prevalencia de enfermedades cronicas como las
cardiovasculares, metabodlicas y neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer. Esto hace necesario estudiar nuevas perspectivas alrededor de las
patologias que no solian presentarse en esta poblacion. Estudios recientes evidencian
una alteracion del perfil lipidico en SD independiente del estado nutricional de los
individuos, representando un factor de riesgo cardiovascular. A pesar de que los
mecanismos moleculares causantes de estos cambios aun no estan dilucidados,
moléculas como los miRNAs, al estar involucradas en multiples procesos celulares
relacionados al perfil lipidico y la homeostasis del colesterol, también podrian ser parte
de dichos mecanismos. Esto sumado a la caracterizaciéon de variantes en el fondo
genético, como APOE ¢4, que también puedan contribuir al desarrollo de dislipidemias.
La capacidad de los miRNAs de conservarse entre especies sugiere que tiene
potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedad cardiovascular, con diferentes
enfoques para analizar esta posibilidad. Por ello, es importante conocer estos miRNAs
y su expresion en poblacion predisponente como personas con SD ya que no existen
reportes que establezcan si existe una interaccion entre las concentraciones de miR-
33, la variante APOE €4 vy los niveles de c-HDL, en la poblacion con SD. El abordaje
de esta pregunta de investigacion permitira determinar el posible uso de
biomarcadores para dislipidemia y neurodegeneracion enfocados a estrategias

preventivas en esta poblacion vulnerable.

25



VI. HIPOTESIS
Existe una mayor expresion de miR-33, un perfil lipidico adverso y mayor
frecuencia del genotipo ¢4 de APOE, considerado de riesgo, en personas con

sindrome de Down, respecto a un grupo control.
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VII.OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Establecer la relacién entre la expresion de miR-33, isoformas de APOE vy

concentracion de c-HDL como factores de riesgo en sindrome de Down
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Objetivo 1. Caracterizar a los grupos de estudio de acuerdo con las variables
antropomeétricas, clinicas y bioquimicas
7.2.2. Objetivo 2. Determinar el patrén de expresiéon de los miRNAs miR-33a5p y

miR33b3p en los diferentes grupos de estudio

7.2.3. Objetivo 3. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes de

APOE en los grupos de estudio

7.2.4. Objetivo 3. Establecer la correlacion entre las alteraciones en el perfil lipidico
existentes, expresion de miR-33a5p y miR-33b3p y las variantes de la APOE en

la poblacion de estudio, y la posible influencia de covariables
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefio experimental
8.1.1. Tipo de estudio

Se realizé un estudio de cohorte de tipo transversal, con alcance descriptivo y

correlacional
8.1.2. Poblaciéon de estudio

La poblacion de estudio fueron personas con sindrome de Down cuyos tutores
otorgaron con firma el consentimiento informado. Ademas, se conformé un grupo
control de personas consideradas sanas y sin la condicidon genética. La captacion de
participantes se realizdé en el Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la
Salud (CIDOCS) de Culiacan Rosales, y en Ahome, Sinaloa en colaboracién con la
Direccién de Salud Municipal. Para ello, se brindé una sesion de informacion inicial
con los tutores y participantes para ofrecerles la oportunidad de enrolarse en el estudio
e informarles de los objetivos y procedimientos, ademas de los posibles riesgos y
beneficios, mismos que fueron plasmados en el consentimiento. A los individuos que
decidieron aceptar se les tomé una muestra de sangre para realizar estudios
bioguimicos. Se realizaron medidas de antropometria para su analisis y correlacion.
Adicionalmente, se les realiz6 una ficha de identificacion con datos generales, no
patoldgicos y patolégicos mediante una historia clinica a los participantes y tutores. El
presente estudio fue analizado y aprobado por el Comité de Etica del Centro de
Investigacion Aplicada a la Salud Publica de la Universidad Autonoma de Sinaloa,

cumpliendo con los lineamientos establecidos.
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8.1.3. Criterios de selecciodn
8.1.3.1. Criterios de inclusién

Se reclutaron personas con diagnéstico citogenético de sindrome de Down, de 3
a 18 afos, de ambos sexos, que contaran con el consentimiento informado firmado
por el padre o tutor para el grupo de sindrome de Down. Se incluyeron participantes
con alteraciones de la glandula tiroides y cirugias. El grupo control se integré con
personas sin sindrome de Down, entre 3 y 18 afios, de ambos sexos, que contaran

con el consentimiento informado firmado por el padre o tutor.
8.1.3.2. Criterios de eliminacion

Se excluyeron a aquellos participantes con los que no fue posible obtener la firma
en la carta de consentimiento informado, asi como datos antropométricos o historia
clinica incompletos, ademas de una muestra sanguinea inadecuada para el analisis

bioquimico y molecular.

8.2. Metodologia
8.2.1. Evaluacién antropomeétrica

En cada participante se realizaron mediciones de peso corporal, estatura y
circunferencia de cintura y cadera, sin zapatos, con ropa ligera, con una aproximacion
de 0.1 cm para la estatura y una aproximacion de 0.1 kg para el peso. Las mediciones
antropometricas se realizaron de acuerdo con los procedimientos estandarizados por
la sociedad internacional para el avance de la cineantropometria (ISAK) (Marfell-Jones

y col., 2006). Con base en el peso y la estatura se obtuvo el indice de masa corporal
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(IMC), un indicador sensible y de gran utilidad para la evaluacion antropométrica del
estado nutricio. Se obtuvo mediante el cociente del peso (en kg) entre la estatura al
cuadrado (m?). Posteriormente se clasificaron los valores obtenidos en bajo peso, peso
saludable, sobrepeso y obesidad de acuerdo con las tablas de percentiles de IMC para
la edad del Instituto Nacional de Pediatria para personas con el sindrome de Down en
el grupo SD, considerando <5 como bajo peso, de 5 a 90 como peso saludable, de 90
a 95 como sobrepeso y >95 como obesidad (Flores Arizmendi y col., 2022). Para la
clasificacion de IMC del grupo control se utilizaron las tablas de percentiles de IMC
para la edad de la CDC considerando <5 como bajo peso, de 5 a 85 como peso

saludable, de 85 a 95 como sobrepeso y >95 como obesidad (CDC, 2000).
8.2.2. Muestra sanguinea

Para las determinaciones bioquimicas, cuantificacion de miRNAs vy
genotipificacion, se colectaron muestras sanguineas de sangre periférica a partir
puncion venosa, en condiciones de 10-12 horas de ayuno, en tubos con EDTA y gel
SST para su posterior centrifugado, a 3500rpm, durante 10 min. A partir del suero
obtenido de los tubos de gel SST se realizé la cuantificacién del perfil bioquimico de
colesterol total (C.Total), triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteinas de baja densidad
(c-LDL), colesterol de lipoproteinas de alta densidad (c-HDL). A partir del plasma
obtenido del tubo con EDTA, se realizd la cuantificacion de glucosa, utilizando
reactivos marca HUMAN, respetando las instrucciones del fabricante, ademas de
obtener plasma y paquete celular por medio de centrifugado para almacenar a -80°C
hasta proceder al andlisis molecular de miRNAs y la genotipificacion de

apolipoproteina E.
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8.2.3. Evaluacién bioquimica

El colesterol total se determiné después de la hidrolisis enzimatica y la oxidacion.
El c-HDL se cuantificé por medio de una prueba con dos pasos especificos, en el
primero se eliminaron y destruyeron los quilomicrones, y el colesterol VLDL y LDL por
reaccion enzimatica, y en el segundo paso se determind el colesterol restante de la
fraccion HDL a través de reacciones enzimaticas establecidas. Los triglicéridos se
determinaron después de la hidrélisis enzimatica con lipasas utilizando los estandares
proporcionados por el kit y quinoneimina como indicador para todos los parametros

(Grundy, 2001).

Cada determinaciéon se hizo por duplicado de manera ciega para el técnico de
laboratorio. Los resultados de las pruebas bioquimicas se clasificaron de acuerdo con
los puntos de corte establecidos por el Programa Nacional de Educacién en Colesterol
(NCEP, por sus siglas en inglés) para la obtencion de indicadores de riesgo
cardiometabodlico como dislipidemias, en la concentracidn de glucosa en ayunas,
circunferencia de cintura e indice cintura-cadera (NCEP, 2001). Dichos puntos de corte

se utilizaron debido a que actualmente no existen valores especificos para SD.
8.2.4. Cuantificacion de miRNAs
8.2.4.1. Purificacion de miRNAs totales

La cuantificacion de miR-33 se realizo a partir del plasma purificando miRNAs
totales mediante extraccion fenolica utilizando TRIZOL (Reagent Invitrogen Life
Technologies) a partir de 200 ul de plasma de cada participante. Este método se basa

en extraccion y precipitacion del RNA total, con cloroformo y etanol respectivamente a
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partir de la fase acuosa. Finalmente se diluyé en 8 pl de agua libre de RNAsa para su

almacenamiento a -80°C hasta su uso.
8.2.4.2. Retro-transcripcion (RT), sintesis de c-DNA

La sintesis de cDNA universal se realizo utilizando el kit mMIRCURY™ y LNA™
miR RT (QIAGEN Cat. No. 339340) en un volumen de 10 pl, a partir de 7 pl de cada

RNA purificado en cada reaccion, siguiendo las condiciones establecidas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Condiciones para la retro-transcripcion y sintesis de cDNA

Condiciones para RT
Pasos Tiempo Temperatura
Transcripcion inversa 60 min 45°C
Inactivacion de la reaccion 5 min 95°C
Almacenamiento 00 4°C

8.2.4.3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa tiempo real (qQPCR)

A partir de la obtencion de cDNA se cuantific6 miR-33a-5p y miR-33b-3p
mediante gPCR, utilizando el sistema miRCURY LNA SYBR® Green PCR Kit
(QIAGEN, Hiden, Germany), siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando
oligonucleotidos sentido especificos para cada sentido de miR-33. Finalmente, la

reaccion de PCR se realizé en un volumen de 7 pl, con el RNA pequefio nucleolar 48
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(SNORD48) como control constitutivo, en el termociclador tiempo real StepOnePlus

(Applied Biosystems) siguiendo las condiciones establecidas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Condiciones parareaccion en cadena de polimerasa tiempo real

Condiciones para qPCR

Etapa 1 Etapa 2 x 40 ciclos Melt curve stage +0.3°C
95°C 95°C 56°C 95°C 60°C 95°C
2 min 10 seg 1 min 15 seg 1 min 15 seg

La cuantificacion relativa se realizé6 mediante el método Pfaffl (Chiniy col., 2007).

Para obtener las eficiencias se utilizo el software LinRegPCR (Seveno y col., 2009).

8.2.5. Genotipificacion de APOE
8.2.5.1. Extraccién de DNA

Para la genotipificacion de las isoformas de APOE, se extrajo DNA gendémico a
partir de leucocitos sanguineos obtenidos por gradiente de densidad mediante el
sistema DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, catalogo 69504) (QIAGEN, Hilden,
Germany) acorde a las instrucciones del fabricante. La integridad del DNA se verificé

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.
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8.2.5.2. Discriminacion alélica mediante sondas Tagman

Al obtener el DNA gendémico se realizo la discriminacion alélica por medio de una
PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan®. La gPCR se realizd en el
termociclador tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystems). La mezcla de reaccion
fue realizada para cada muestra por duplicado, incluyendo controles negativos de

acuerdo con los procedimientos establecidos.

Los oligonucledtidos utilizados en la discriminacion alélica fueron especificos
para la identificacidon de los alelos para las variantes del gen de acuerdo con el manual
de uso MAN0009593 de ThermoFisher Scientific. Las variantes polimorficas evaluadas

para el gen de APOE se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Variantes polimérficas evaluadas para el gen de APOE

Gen SNP Cambio Locus
APOE rs7412 C>T chr19:45411979
APOE rs429358 T>C chr19:44908684

Las reacciones de amplificaciéon fueron preparadas en un volumen total de 5 pL
para cada muestra de DNA gendmico, como se observa en el cuadro 4. Las sondas
de las variantes polimorficas utilizadas en la discriminacion alélica del gen de APOE

se muestran en el cuadro 5.
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Cuadro 4. Reaccion para ensayos de discriminacion alélica por qPCR

Reactivo Volumen por
muestra
Sonda TagMan 2.5 uL
APOE 0.1 pL
DNA Gendmico (concentracion variable) 2.4 uL

Cuadro 5. Secuencias de nucleotidicas para la discriminacion alélica por qPCR
para APOE

SNP Secuencia [VIC/FAM]
(s7412 CCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGI[C/T]IGCCTGGCAGTGTAC
CAGGCCGGGGC
(5429358 GCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTG[C/TIGCGGCCGCCTGGT
GCAGTACCGCGG

Posteriormente, se llevd a cabo la amplificacion por PCR siguiendo las
condiciones mostradas en el cuadro 6. Finalmente, se realiz6 una post-lectura a 60 °C
por 30 s, para obtener la fluorescencia final de cada muestra mediante el software
StepOnePlus version 2.3 (Applied Biosystems). Los datos obtenidos permitieron
realizar una discriminacion alélica por medio del programa Tagman Genotyper

Software (Applied Biosystems).
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Cuadro 6. Condiciones de amplificacion para qPCR

Pasos Temperatura Tiempo Ciclos
Activacioén de la polimerasa 95 °C 10 minutos HOLD
Desnaturalizacion 95 °C 15 segundos

Alineacion / extension 60 °C 1 minuto 0

8.2.6. Andlisis estadistico

Previo al analisis estadistico se comprobd que los datos obtenidos tuvieran una
distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y fueron expresados
como el valor de la media + desviacidon estandar para el dato descriptivo o el error
estandar para el analisis inferencial. Para las variables cualitativas se calcularon
frecuencias y porcentajes; mientras que para las variables cuantitativas se estimaron
medidas de tendencia central y dispersion, para las diferencias de frecuencias se
utilizé X2 mientras que las medianas fueron analizadas por prueba de Mann-whitney.
Posteriormente, se determinaron correlaciones utilizando la prueba Spearman.
Finalmente, se estima el riesgo relativo de indicadores bioquimicos tomando en cuenta
un intervalo de confianza del 95%. Todos los andlisis se llevaron a cabo con el paquete
estadistico GraphPad Prism version 8, considerando una significancia estadistica con

un valor de P < 0.05.
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IX. RESULTADOS

9.1. Poblacién de estudio

Con el objetivo de determinar el patron de expresion de miR-33 asociado al
metabolismo del colesterol y las isoformas de la apolipoproteina E, se realizé un
muestreo de 91 personas con sindrome de Down entre 9 meses y 64 afios, de ambos
sexos, de los cuales se incluyeron en el andlisis a 50 personas con sindrome de Down
entre 3y 18 afios (Grupo SD) y 50 controles de las mismas edades y sexo (Grupo CT).
Se excluyeron a aquellos pacientes que no cumplian con el rango de edad
seleccionado, ademas de los que no fue posible obtener la autorizacion o firma en la
carta de consentimiento informado, y a los que tenian datos antropométricos
incompletos 0 una muestra sanguinea no adecuada para su analisis bioquimico y

molecular.

A los patrticipantes del grupo SD se le realizé el cariotipo correspondiente para el
diagndstico citogenético del sindrome de Down en colaboracion con una citogenetista.
En los resultados se observo la frecuencia con la que se presentd cada mecanismo
genético, encontrando un 93.8% de trisomia regular o libre, 3.1% de translocacion y

3.1% de mosaicismo (Figura 4).
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Figura 4. Incidencia del mecanismo genético del sindrome de Down en la
poblacion de estudio.
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9.1. Caracteristicas antropométricas de la poblacién

Las caracteristicas antropométricas de la poblacion mostraron una media de
peso corporal menor en las personas con sindrome de Down (34.4+15.6 Kg) que en el
grupo control (41.9+21.9 Kg) . La media de estatura del grupo con sindrome de Down
(125.1+17.7 cm) fue menor significativamente en comparacion con la del grupo control

(141.0+£20.1 cm) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Caracteristicas antropométricas de los grupos de estudio

Variable Grupo CT Grupo SD P
MediazD.E. MediazD.E.
Peso (kg) 41.9+21.9 34.4+15.6 0.0551
Estatura (cm) 141.0+20.1 125.1+17.7 0.0001
Circunferencia de 65.8+13.9 65.0+15.3 0.9837

cintura (cm)

Circunferencia de 77.0+17.1 75.4+14.5

cadera (cm) 0.0656

Los valores representan la media + desviacion estandar (D.E.). CT: Control, SD:
Sindrome de Down. P <0.05 se considero significativo.

Para determinar la presencia o ausencia de sobrepeso u obesidad del grupo SD
se clasificé el IMC de la poblacion utilizando los percentiles de IMC para la edad para
personas con SD del Instituto Nacional de Pediatria, y los percentiles de IMC para la
edad de la CDC. Hubo mayor cantidad de participantes del grupo CT clasificados con
peso saludable y mayor cantidad de participantes del grupo SD clasificados como
sobrepeso/obesidad. Las frecuencias de clasificacibn de peso entre los grupos

tuvieron diferencias significativas (P=0.0464) (Figura 5).
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control, SD: Grupo sindrome de Down.
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9.2. Analisis bioquimicos de los grupos de estudio

Los datos bioquimicos obtenidos se analizaron por grupo de estudio, obteniendo
una media de c-HDL menor en el grupo SD (47.5+13.2 mg/dL) en comparacion con el
grupo CT (55.5£13.7 mg/dL), mostrando diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (P<0.05). La concentracion de triglicéridos también mostré diferencias
significativas entre los grupos con mayor concentracion en el grupo SD (97.4+38.05

mg/dL) contra el grupo CT (75.9+£36.0 mg/dL). Mientras que el colesterol, no mostré

diferencias significativas entre los grupos (Cuadro 8)

Cuadro 8. Concentraciones bioquimicas en los grupos de estudio

Variable Grupo CT Grupo SD P
MediazD.E MediatD.E
Colesterol total 160.0+32.4 155.3+31.3 0.5097
(mg/dL)
Triglicéridos 75.9136.0 97.4+38.05 0.0020
(mg/dL)
c-HDL 55.5+13.7 47.5+13.2 0.0039
(mg/dL)
c-LDL 89.2+21.5 88.1+29.1 0.8447
(mg/dL)
c-VLDL 14.6%+6.3 19.9+8.5 0.0002
(mg/dL)
Glucosa 92.1+14.8 92.7+7.6 0.8021
(mg/dL)
HbA1c 5.1+0.3 5.1+0.4 0.6458
(mg/dL)

Los valores representan la media + desviacion estandar (D.E.). CT: Control, SD:

Sindrome de Down, C-HDL: Colesterol HDL, c-LDL: Colesterol

Hemoglobina glicada. P <0.05 se considero significativo.
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Figura 6. Media de concentracién de c-HDL en los grupos de estudio.

CT: Control, SD: Sindrome de Down. C-HDL: Colesterol HDL. Se observé una

tendencia de menor concentracién de c-HDL en el grupo SD que en el grupo CT.
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Figura 7. Media de concentracion de colesterol total en los grupos de estudio.

CT: Control, SD: Sindrome de Down. Se observaron concentraciones de colesterol

total similares en ambos grupos de estudio.
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9.3. Niveles de expresion de los microRNAs de estudio

Se seleccionaron miR-33 a y b en sentidos 5’-3’ y 3’-5’, es decir miR-33a3p, miR-
33ab5p, mMiR-33b3p y miR-33b5p, para estudiar su posible relacion con la
apolipoproteina E y el metabolismo del colesterol. Para ello, se realizaron pruebas de
amplificacion con distintas concentraciones de oligonucleétidos, ademas de ciclos y
condiciones de desnaturalizacion y amplificacion en el termociclador. miR-33a5p y
miR-33b3p tuvieron mejor amplificacion, por lo que se seleccionaron para evaluarlos
en la poblacién de estudio y fueron cuantificados por gRT-PCR. Posteriormente los

valores fueron analizados mediante el método Pfaffl.

Se realiz6 una prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, observando que
los datos son no paramétricos. Por lo tanto, se realizé una T-Student con medianas
encontrado niveles de expresion de miR-33a del grupo SD de 0.044, siendo menor a
la expresion del grupo CT de 1.077, esto con una diferencia significativa (P<0.0001)
(Figura 8). Asimismo, se realiz6 sobre los datos de expresion una prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov, observando que los datos son no paramétricos.
Por lo tanto, se realiz6 una T-Student con medianas encontrado una tasa de cambio
menor en el grupo SD de 0.145, en comparacion con el grupo CT de 1.322, con

diferencia estadisticamente significativa (P<0.0001) (Figura 9).
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Figura 8. Niveles de expresion de miR-33a en los grupos de estudio
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Figura 9. Niveles de expresion de miR-33b en los grupos de estudio.

CT: Control, SD: Sindrome de Down.
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Se evalu6é la expresion de miRNAs por grupos etarios de infancia y
adolescencia, dividiendo a la poblacién en subgrupos de 3 a 11 afios y de 12 a 18
afnos. Los niveles de expresion de miR33a mostraron menor expresion en el grupo SD
en ambos subgrupos etarios, con una media de expresion de 1.560 para el grupo CT
de 3 a 11 afios y una media de expresion para el grupo SD de 0.207, al igual que
mayor expresion del grupo etario de 12 a 18 afos, con una media de expresion de
1.527 del grupo CT y 0.134 para el grupo SD, con una significancia estadisticamente

de P<0.0001 (Figura 10).

Los niveles de expresion de miR33b se mostraron menores en el grupo SD en
ambos subgrupos etarios, con una media de 1.560 para el grupo CT de 3 a 11 afios
contra 0.207 para el grupo SD, al igual que mayor expresiéon del grupo etario de 12 a
18 afos, con una media de 1.527 del grupo CT contra 0.134 para el grupo SD, con

una significancia estadistica de P<0.0001 (Figura 11).
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Figura 10. Niveles de expresion de miR-33a por grupos de edad en los grupos de

estudio.

CT: Control, SD: Sindrome de Down.
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estudio.

CT: Control, SD: Sindrome de Down.

49



Posteriormente, se realiz6 una correlacion de los miRNAs con distintas variables
entre los grupos de estudio. En estas correlaciones de miR33a no se observaron

asociaciones significativas entre su expresion y las variables de interés (Cuadro 9).

La expresion de miR33b mostré una correlacion inversa y estadisticamente
significativa con la concentracion de triglicéridos y de C-VLDL del grupo SD con unar

de -0.348 y -0.367 (P=0.019 y P=0.013), respectivamente (Cuadro 10).
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Cuadro 9. Correlacion de miR33a con variables de interés

miR33a cT D

Edad (PS;%;) (pgg;gm
Estatura (cm) (beljﬁg) (p-fdc.)gc?9)
Peso corporal (Kg) (PS'OZQES) (p_i)d(,)g)l?,lg)
IMC (Kg/m2) (P'fg,?f;G) iy
Grasa corporal (%) (PS'O?;Z” (p(-_)bl,igz)
C.Cintura (P‘jﬁggm (p(__)'c%gg)
C.Cadera (P‘jbo_gfm (p(__)'c?égg)
IcC (et.03 p20.746)
HbAlc (%) (p-36.1§257) (P(—-)bo.gzl)
Glucosa (mg/dL) (P-36?§:7) (P_B(.)(,J66722)
Colesterol total (mg/dL) (PS'OO_S;) (p_f(}(,):fn
Triglicéridos (mg/dL) (P_Bd(.);:7) (P-S(.):_lf794)
C - HDL (mg/dL) (a6 p0.995)
C - VLDL (mg/dL) (920.930) peoro)
C- LDL (mg/dL) (pgbl.gge) (PSGO.SQS)

Los valores representan el valor de r (valor de P). P <0.05 se considero significativo.
CT: Control, SD: Sindrome de Down, IMC: indice de Masa Corporal, C.Cintura:
Circunferencia de cintura, C.Cadera: Circunferencia de cadera, ICC: indice Cintura
Cadera, HbAlc: Hemoglobina glicada, C-HDL: Colesterol HDL, C-VLDL: Colesterol
VLDL, C-LDL: Colesterol LDL.
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Cuadro 10. Correlacion de miR33b con variables de interés

miR33b cT SD
Edad ro0.993 (poo9a1)
Estatura (cm) (beléio) (pf()(,)ggge)
Peso corporal (Kg) (Pf;fjgm (p_f(j(,)sg;s)
IMC (Kg/m?) (pg'ol.;gs) (P-36.125995)
Grasa corporal (%) (PS'(S;Z?,) (pggg;l;g)
C.Cintura (Pgbl_gz) (p_=0(.):,[33836)
C.Cadera (PS&;;) (pfc')(,)g:o)
ICC (PS'O??;) (P-36.1§§5)
HbA1lc (%) (Pg'c,lgég) (P_=0(.)(.J§916)
Glucosa (mg/dL) (PS'OI.Z;L‘) (p_36?3654)
Colesterol total (mg/dL) (PS'OO_%G) (p'fg,,lf;z)
Triglicéridos (mg/dL) (PS'(,‘?ZZI) (pf(f:fg)
C - HDL (mg/dL) (pfd(.)gofs) (Pgbo.gés)
C - VLDL (mg/dL) oo pes.013
C- LDL (mg/dL) (pgblégl) (P-Bcff764)

Los valores representan el valor de r (valor de P). P <0.05 se consideré significativo.
CT: Control, SD: Sindrome de Down, IMC: indice de Masa Corporal, C.Cintura:
Circunferencia de cintura, C.Cadera: Circunferencia de cadera, ICC: indice Cintura
Cadera, HbAlc: Hemoglobina glicada, C-HDL: Colesterol HDL, C-VLDL: Colesterol
VLDL, C-LDL: Colesterol LDL.
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9.4. Genotipificacion de apolipoproteina E

Posterior a la extraccion de DNA del total de las muestras, se realizd la
genotipificacion de los grupos de estudio. Las siguientes frecuencias genotipica y

alélicas fueron observadas.
9.4.1. Frecuencia genotipica

Se observé mayor frecuencia del genotipo E3/E3, con un 72.5% en la poblacion
con SD y 68.3% en el grupo control. El genotipo E4/E4 estuvo presente en el 2.5% del
grupo SD, y 2.4% en el grupo CT. Los genotipos heterocigotos E2/E4 y E3/E4 se
presentaron en el 5% y 15% del grupo SD y en el 0% y 19% del grupo CT
respectivamente. Finalmente, el genotipo E2/E2 solo se observé en un 2.5% del grupo

SD (Figura 12).
9.4.2. Frecuencia alélica

A pesar de que el genotipo E4/E4 estuvo presente en un bajo porcentaje de la
poblacién, al calcular las frecuencias alélicas se observé que el alelo E4, considerado
de riesgo para el desarrollo de Alzheimer, estuvo presente en el 12.5% de la poblacién

con SD, y en el 12.2% del grupo CT (Figura 13).
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Figura 12. Frecuencia alélica.

Los valores representan el porcentaje de la frecuencia alélica de la poblacién de

estudio. CT: Control, SD: Sindrome de Down, APOE: Apolipoproteina E, E: Epsilon.
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Las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidos de los grupos SD y CT también

se muestran de manera independiente para cada uno de los polimorfismos de APOE

(Cuadro 11-12).

Cuadro 11. Frecuencia genotipicay alélica del RS 7412

. . Frecuencia Frecuencia
Polimorfismo | Grupo - -
genotipica alélica

Genotipo % Alelo %

CcC 90.2
C 95.1
CT CT 9.8
T 4.9
TT 0.0
Total 100 Total 100
RS 7412
Genotipo % Alelo %
CcC 90.0
C 93.7
SD CT 7.5
T 6.3
TT 2.5
Total 100 Total 100
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Cuadro 12. Frecuencia genotipicay alélica del RS 429358

. . Frecuencia Frecuencia
Polimorfismo | Grupo . . -
genotipica alélica
Genotipo % Alelo %
CcC 2.5
C 12.2
CT CT 19.5
T 87.8
TT 78.0
Total 100 Total 100
RS 429358
Genotipo % Alelo %
CcC 2.5
C 10.0
SD CT 15.0
T 90.0
TT 82.5
Total 100 Total 100

Posteriormente se calculd el equilibrio de Hardy-Weinberg por medio de una X2.
Obtuvimos una X2 de 1.1111 para RS 7412 y 5.184 para RS 429358 del grupo SD,
siendo menores al valor de 5.99 que establece un intervalo de confianza de 0.05y 2
grados de libertad. Por lo que, de acuerdo con las frecuencias genotipicas y alélicas
obtenidas de ambos polimorfismos, corroboramos que nuestra poblacién cumple con

el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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9.5. Correlacion de variables

Al relacionar los genotipos con la concentracién de c-HDL, se observo que la
poblacién con el genotipo asociado a riesgo E4/E4, mostr6 mayores concentraciones
en el grupo CT, con una media de 63.5 mg/dL contra una media de 43.0 mg/dL (Figura
14). Respecto a la concentracion de colesterol total, se observé mayor en el grupo CT
con genotipo E4/E4, respecto al grupo SD (199.2 mg/dL y 118.0 mg/dL,

respectivamente) (Figura 15).
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Figura 13. Frecuencia genotipica.

Los valores representan el porcentaje de la frecuencia genotipica de la poblaciéon de

estudio. CT: Control, SD: Sindrome de Down, APOE: Apolipoproteina E, E: Epsilon.
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Figura 14. Genotipo y concentraciéon de c-HDL en los grupos de estudio.

Los valores representan la media de concentracion de los grupos de estudio. C-HDL.:

Colesterol HDL, CT: Control, SD: Sindrome de Down, E: Epsilon de apolipoproteina E.
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Figura 15. Concentracion de colesterol total en los grupos de estudio, segun el
genotipo de APOE.

Los valores representan la media de concentracion de los grupos de estudio. CT:
Control, SD: Sindrome de Down, E: Epsilon de apolipoproteina E.
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Se agrupo a la poblacion como en riesgo y no riesgo de acuerdo con la
presencia o ausencia del alelo de riesgo para el desarrollo de Alzheimer, E4,
relacionandolos con las concentraciones de c-HDL y colesterol total. La media de c-
HDL fue menor en la poblacion de riesgo con SD, con una media de 41.1 mg/dL y 48.4
mg/dL en el subgrupo de no riesgo con SD. Por el contrario, la media de c-HDL fue
mayor en la poblacién CT de riesgo, con una media de 61.0 mg/dL contra 50.7 mg/dL
para el subgrupo de no riesgo del grupo CT. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar los subgrupos de riesgo de ambos grupos
de estudio con una concentracion de 41.1 mg/dL para SD y 61.0 mg/dL para CT

(P=0.0043) (Figura 16).

De igual manera se relacion6 a estos subgrupos de riesgo y no riesgo con las
concentraciones de colesterol total sin observar diferencias significativas. En la
poblacién con SD, se obtuvo una media de 136.3 mg/dL en el subgrupo de riesgo y
150.8 mg/dL en el de no riesgo. Mientras que en el grupo CT, se obtuvo una media de

174.5 mg/dL en el subgrupo de riesgo y 155.8 mg/dL en no riesgo (Figura 17).
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Figura 16. Alelo de riesgo y c-HDL en los grupos de estudio.

Los puntos representan las concentraciones de c-HDL en los grupos de estudio de
acuerdo con la presencia del alelo de APOE de riesgo. C-HDL: Colesterol HDL, CT:
Control, SD: Sindrome de Down, Riesgo: Presencia del alelo de apoliproproteina E E4,
**P<0.01.
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Figura 17. Alelo de riesgo y concentracién de colesterol total en los grupos de
estudio.

Los puntos representan las concentraciones de colesterol en los grupos de estudio de
acuerdo con la presencia del alelo de APOE de riesgo. CT: Control, SD: Sindrome de

Down, Riesgo: Presencia del alelo de apoliproproteina E EA4.

63



Para establecer el efecto deletéreo del alelo de riesgo, se relacionaron los
subgrupos de riesgo y no riesgo de desarrollo de Alzheimer segun el genotipo con la
tasa de expresion de miR33a y miR33b. El grupo SD con riesgo mostré una
sobrexpresion de miR33a de 1.567 y de 0.701 en el subgrupo no riesgo. La poblacién
control tuvo menor diferencia con una tasa de expresion de 1.752 en el subgrupo de

riesgo y 1.407 en no riesgo (Figura 18).

Asimismo, miR33b mostré mayor expresion en individuos considerados con
riesgo del grupo SD con una tasa de expresion de 2.170 y 0.585 para individuos con
no riesgo. Mientras que el grupo CT mostro una tasa de expresion de 1.514 en el

subgrupo de riesgo y 1.716 en no riesgo (Figura 19).
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Figura 18. Alelo de riesgo y expresion de miR33a en los grupos de estudio.

Los puntos representan la tasa de expresiéon de miR33a en los grupos de estudio de
acuerdo con la presencia del alelo de ApoE de riesgo. CT: Control, SD: Sindrome de

Down, Riesgo: Presencia del alelo de apoliproproteina E E4.
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Figura 19. Alelo de riesgo y miR33 en los grupos de estudio.

Los puntos representan las tasa de expresién de miR33b en los grupos de estudio de
acuerdo con la presencia del alelo de ApoE de riesgo. CT: Control, SD: Sindrome de

Down, Riesgo: Presencia del alelo de apoliproproteina E E4.
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X. DISCUSION
La obesidad junto a la insulinorresistencia que comunmente se presentan en
personas con sindrome de Down, se relacionan con perfiles lipidicos menos favorables
(concentracion de triglicéridos alta y concentracion de c-HDL bajos), es decir mas
aterogeénicos (Adelekan y col., 2012). Sin embargo, los estudios realizados en el perfil

lipidico de nifios con SD han producido resultados inconclusos.

Los estudios de personas con sindrome de Down mayormente incluyen
evaluaciones antropométricas y bioquimicas. A diferencia de ellos, el presente estudio
analiz6 datos de nifios de 3 a 18 afios con y sin SD, realizando mediciones
antropomeétricas, bioquimicas, asi como la cuantificacion del microRNA 33a5p y 33b3p,
involucrado en la posible alteracion en los niveles de HDL en personas con SD,
ademas de la cuantificacion de c-HDL y la genotipificacion del gen de la
apolipoproteina E, que participa en el transporte lipidico por medio de la actividad del

c-HDL (Aryal y col., 2017).

Para realizar un correcto diagnostico del SD es necesario realizar un analisis
citogenético. Nuestros resultados mostraron que la frecuencias de los mecanismos
genéticos en nuestra poblacion fue de 93.8% para trisomia regular o libre, 3.1% para
translocacion y 3.1% para mosaicismo, similar a las frecuencias cominmente
reportadas con 96.2% de la poblacion con mecanismo genético regular, traslocacion

de 3.1% y mosaicismo de 0.6% (Haider y col., 2023).

Por cualquiera de sus mecanismos, el material genético extra que aporta la
presencia de esta trisomia causa los fenotipos caracteristicos del sindrome, asi como

los fenotipo variables que pueden observarse, debido a la manera en que se expresan
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genéticamente estas alteraciones (Basile, 2008). Dentro de esta diversidad de
expresion génica se encuentran caracteristicas antropométricas y bioquimicas
frecuentes. También patologias asociadas a alteraciones metabdlicas con mayor

prevalencia como obesidad, diabetes, y demencia (Ktosowska, 2017).

En nuestra poblacion, las caracteristicas antropométricas mostraron una media
de peso menor en las personas con SD (34.4+15.6 kg) que en el CT (40.9+21.9 kg),
pero con una media de estatura significativamente menor en nuestro grupo SD
(125.1+17.7 cm) que en el grupo CT (141.0£20.1 cm). Distintos autores han
encontrado medias de estatura menores en SD (Adelekan y col., 2012; Krzesinska y
col., 2022; Pérez-Villarreal y col., 2022). Se ha relacionado una parte importante de la
patogénesis de la baja estatura en nifios con SD a un déficit cuantitativo y cualitativo
de eje hipotalamo-hipdfisis y una disminucion en la actividad de la hormona

crecimiento endogeno (Shaki y col., 2023).

La baja estatura presentada en el grupo SD influy6 directamente en el valor del
indice de masa corporal. Con los percentiles de IMC para la edad para personas con
sindrome de Down y de la CDC para los grupos SD y CT respectivamente, se observé
mayor cantidad de participantes del grupo CT (74%) con peso saludable contra un 60%
del grupo SD y mayor cantidad de participantes del grupo SD (38%) con
sobrepeso/obesidad contra un 25% del grupo CT, obteniendo diferencias significativas
entre los grupos (P=0.0464). Este mismo patrén fue reportado recientemente en
poblacion pediatrica con SD con sobrepeso y obesidad de acuerdo con su IMC y

anteriormente, también se estudié poblacion pediatrica, observando al 62% con
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sobrepeso y obesidad segun el IMC, relacionandolo con circunferencia de cintura y

cadera (Cresp-Barria, 2014; Oreskovic y col., 2023)

Autores de otro estudio realizado en 2021 en la misma poblacion, solo reportaron
al 15% de su poblacion en sobrepeso y obesidad (Garcia-de la Puente y col., 2021).
Sin embargo, encontraron una asociacion entre las dislipidemias y la presencia de
obesidad, especialmente una correlacion del IMC con la concentracion de triglicéridos
(Garcia-de la Puente y col., 2021). Dichos autores no utilizaron grupo control como
referencia, pero observando a autores como Adelekan y col. (2012) que utilizaron a
hermanos de los participantes como grupo control, reportaron mayores IMC
comparados con su grupo control, como se esperaba. Esto reafirma que la prevencion
de la obesidad en esta poblacion, debe convertirse en un objetivo prioritario, para la
reduccion de su morbimortalidad ya que, como se menciona anteriormente, el SD

puede asociarse a enfermedades metabdlicas (Cresp-Barria, 2014).

La obesidad considerada frecuente en SD, también se relaciona a perfiles
lipidicos menos favorables, en donde se observan especialmente niveles altos de
triglicéridos junto a niveles bajos de c-HDL (Adelekan y col., 2012). Esto concuerda
con nuestros resultados ya que, al analizar el perfil lipidico, los del grupo SD tuvieron
una media de c-HDL significativamente menor (47.5£13.2 mg/dL) en comparacion con
el grupo CT (55.5+13.7 mg/dL) (P=0.0039). En 2023 un estudio observo también una
media menor de c-HDL en su grupo con SD, en comparacion con su grupo control con

una media de 52.2, con diferencias significativas (Manfredo y col., 2023).

A su vez, en 2022 47 adolescentes con SD entre 9 y 18 afios y un grupo control

de la misma edad sin la condicion fueron evaluados, encontrando significativamente
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menor concentracion de c-HDL en el grupo con SD (53.0+£11.0 mg/dL) en comparacion
al grupo CT (63.0£12.0 mg/dL) (Krzesinska y col., 2022). Previamente se reportaron
niveles bajos de c-HDL en un grupo de estudio con SD comparado con el de los
hermanos de los participantes que conformaban su grupo control (Adelekan y col.,
2012). Estudio mas recientes de autores como Garcia-de la Puente y col. (2021) y
Pecoraro y col. (2023) reportaron al c-HDL bajo como su dislipidemia mas comdun,

presentandose en el 45.9% y el 12.5% de su poblacion con SD respectivamente.

Los bajos niveles de c-HDL se han relacionado con obesidad e inactividad fisica,
ademas de considerarse un marcador de riesgo de arterioesclerosis y especialmente
enfermedad coronaria (Garcia-de la Puente y col., 2021). Las HDL son uno de los
principales transportadores de colesterol en sangre debido a su papel en el transporte
inverso del colesterol, influye positivamente en la salud cardiovascular, incluso el
aumento del nivel de HDL también se ha relacionado a proporcionar efectos
neuroprotectores, asociando a esta lipoproteina con la longevidad, la mejora de la

cognicion y la supervivencia libre de demencia (Ktosowska, 2017).

Junto a la baja concentracion de c-HDL, la hipertrigliceridemia es una de las
dislipidemias reportadas con mas frecuencia en las personas con SD. En nuestros
resultados la concentracion de triglicéridos también mostré diferencias significativas
entre los grupos con mayor concentracion en el grupo SD (97.4+38.05 mg/dL) contra
el grupo CT (75.9+36.0 mg/dL). Datos similares también fueron observador por
Adelekan y col. (2012), quienes reportaron una media de TG de 105.7+53.6 mg/dL en
su grupo con SD, mayor a la media de 76.5+33.2 mg/dL observada en su grupo CT,

es decir, que su poblacion SD presento mayor frecuencia de c-HDL bajo e
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hipertrigliceridemia como dislipidemia combinada, misma observada en el 17.9% de la
poblacién con SD del estudio realizado por Garcia-de la Puente y col. (2021), mientras

que el 26.2% de su poblacion presento hipertrigliceridemia aislada.

A su vez diferentes estudios evaluaron concentraciones de TG en 2023, un
estudio reporté una media mayor de TG en su grupo SD (102.9 mg/dL) que en su grupo
CT (86.9 md/dL), mientras que otros autores seccionaron a su poblacion en subgrupos
de 3ab5 afos, 6 a 12 afos, 13 a 18 afios, y un dltimo subgrupo de 19 afios en adelante,
sin encontrar concentraciones de triglicéridos altos en los primeros subgrupos, con
concentraciones de 135, 99 y 113 mg/dL respectivamente, a diferencia del subgrupo
de adultos que mostr6 una media 126 para triglicéridos con un maximo de 301
(Manfredo y col., 2023; Oreskovic y col., 2023). Sin embargo, este ultimo estudio tuvo
participantes con SD y obesidad en todos sus subgrupos, lo que pudo haber influido
sobre la aparicion de dislipidemias en los participantes adultos (Oreskovic y col., 2023).
Otro autores como Krzesinska y col. (2022), a pesar de no encontrar concentraciones
de triglicéridos altos en sus grupos estudio, pudieron observar concentraciones
mayores en su grupo SD con una media de 72 mg/dL, al comparar sus grupos de

estudio, con una media del grupo CT de 60 mg/dL.

En el estudio realizado en nifios con SD comparados con sus hermanos sin la
condicion, se describieron concentraciones de c-HDL bajo y TG, colesterol y c-LDL
altos en los participantes con SD sin varianza en el IMC de los grupos de estudio
(Adelekan y col., 2012). En nuestra evaluacion bioquimica del grupo SD observamos
una media de concentracion disminuida de c-HDL y aumentada para TG con

diferencias significativas en ambos parametros, pero con las concentraciones de
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colesterol de nuestros grupos de estudio no tuvieron diferencias significativas, con

160+£32.4 y 155.3+£31.3 mg/dL para los grupos SD y CT respectivamente (P=0.5097).

Resultado similares fueron encontrados en 2017, en poblacion con SD para los
parametros de c-HDL, y TG, aungque con concentraciones altas de C.Total en el 11.9%
de su poblacion y de c-LDL en el 13.8% (de la Piedra y col., 2017). A diferencia de
nuestros resultados de c-LDL que no mostraron diferencias significativas, el grupo con
SD tuvo una media de 88.1+29.1 mg/dL y el grupo CT de 89.2+21.5 mg/dL, aunque
nuestro grupo de estudio fueron 50 nifios con SD a diferencia de la poblacion de dicho
estudio conformada por 218 nifios y adolescentes con SD, lo que pudo influir con el

aumento en la frecuencia de dislipidemias (de la Piedra y col., 2017).

El nUmero de estudios de dislipidemias en personas en SD ha aumentado
significativamente en los ultimos afios, principalmente por el aumento en la esperanza
de vida de esta poblacion y la reciente causa de muerte por aterosclerosis en adultos

con SD reportada cada vez mas recurrentemente (Tenneti y col., 2017).

Es importante la evaluacion de estos parametros y su relacion con posibles
variables que lleven al desarrollo de enfermedades con frecuencia asociadas al SD.
Los miRNAs han sido relacionados con la regulacion de procesos biolégicos
importantes en los Ultimos afios, incluyendo el desarrollo y regulacién de la progresion
de enfermedades (Aryal y col., 2017). Distintos miRNAs se han relacionado con la
patogénesis de enfermedad cardiovascular, teniendo un papel importante en el control
de la inflamacion, estimulando la degeneracion ateroesclerética de las paredes de las
arterias (Martino y col., 2015). También se asocian con la regulacion del metabolismo

lipidico, especialmente lipidos circulantes, y con alteraciones en la circulacion de
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colesterol y triglicéridos, factores importantes para riesgo cardiovascular (Aryal y col.,
2017). Especificamente miR-33a y miR-33b participan en la homeostasis del colesterol
por medio de la formacion de HDL (Martino y col., 2015). Debido al papel observado
de estos miRNAs en el metabolismo del colesterol, diferentes estudios han evaluado
su inhibicion en modelos animales, observando concentraciones de c-HDL en plasma

aumentada y por lo tanto, proteccion contra aterosclerosis (Martino y col., 2015).

En cuanto a SD, distintos reportes han demostrado que miR-33 se encuentra
sobreexpresado en esta poblacién (Zhang y col., 2021). En el presente estudio se
analizé la tasa de expresion de miR-33a5p y miR-33b3p, observando que miR-33a
tuvo menor expresion en el grupo SD, con una media de 0.166+.0.215 en comparacion
a la media del grupo CT de 1.554+1.208 (P<0.0001). El miR-33b tuvo menor expresion
en el grupo SD, con una media de 0.666+1.064 sobre la media del grupo CT de

1.683+1.469 (P<0.0001).

Por el contrario, en 2021 se realiz6 un estudio en un modelo de ratones con
C.Total alto para evaluar la expresion de miR-33 en tejido muscular, adiposo y hepéatico
(Zhang y col., 2021). Su estudio buscé relacionar los parametros bioquimicos con la
expresion de miR-33, encontrando una mayor expresion de miR-33 en el grupo
experimental en comparacion al grupo control, en tejido adiposo (Zhang y col., 2021).
En los tejidos hepatico y muscular, la tasa de expresion de miR-33 fue mayor en el
grupo control, lo que sugiere que la expresion de miRNAs puede variar en diferentes

tejidos (Zhang y col., 2021).

A su vez un estudio en poblacion pediatrica analizO miR-33a y miR-33b

asociandolo con hipercolesterolemia familiar, encontraron mayor expresion de los
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MiRNAs en participantes con hipercolesterolemia en comparacion con participantes
sin alteraciones lipidicas (Martino y col., 2015). Estos resultados sugieren que la
presencia de dislipidemias podria influir en la expresion de miR-33. Sin embargo, el
estudio fue realizado en nifios sin condiciones genéticas aparentes, por lo que no debe
descartarse que la presencia de material genético extra, como en la trisomia 21, pueda
modificar la tasa de expresion de miR-33 aun con la presencia de dislipidemias

(Martino y col., 2015).

Anteriormente, se analiz6 a ratones deficientes en miR-33 encontrando niveles
del c-HDL en sangre significativamente mayores que en ratones sin deficiencia,
estableciendo un rol importante de miR-33 en la expresion de ABCA1l para la
biogénesis del HDL (Horie y col., 2010). La diferencia entre los resultados de nuestro
estudio con los de autores mencionados sobre la expresién de miR-33 podria estar

influenciada por la presencia de la condicion genética y la edad de nuestra poblacion.

En nuestro analisis también se evaluoé la expresion de miR-33 por grupos etarios
de infancia y adolescencia, agrupando a la poblacién en subgrupos de 3 a 11 afios y
de 12 a 18 afos. Los niveles de expresiéon de miR33a mostraron menor expresion en
el grupo SD en ambos subgrupos etarios, con una media de expresion de 1.560 para
el grupo CT de 3 a 11 afios y una media de expresiéon para el grupo SD de 0.207, al
igual que menor expresion del grupo SD de grupo etario de 12 a 18 afios, con una
media de expresion de 0.134 y 1.527 del grupo CT, con una significancia estadistica

de P<0.0001.

Resultados similares se observaron en los niveles de expresion de miR33b con

menor expresion en el grupo SD en ambos subgrupos etarios, con una media de

74



expresion de 1.560 para el grupo CT de 3 a 11 afios contra una media de expresion
para el grupo SD de 0.207, asimismo en subgrupo de 12 a 18 afios una media de
expresion de 1.527 del grupo CT contra 0.134 para el grupo SD, con una significancia

estadisticamente de P<0.0001.

Autores como Pérez-Villarreal y col. (2022) han evaluado la expresion de miRNAs
como miR-155 y let-7c en personas con sindrome de Down, encontrando un aumento
en la tasa de expresion en comparacion con su grupo control. Sin embargo, el estudio
fue realizado en personas de todas las edades, utilizando subgrupos de edad de 20
afios 0 menores y 21 aflos o mayores, por lo que el haber analizado personas jévenes
en el presente estudio, de 3 a 18 afios, podria influir en la expresion del miRNA,
sugiriendo que la tasa de expresion de miR33 podria aumentar con la edad (Pérez-

Villarreal y col., 2022).

A pesar de no encontrar sobreexpresado miR-33 en nuestro grupo SD, al
relacionarlo con covariables, observamos que correlacion6 estadisticamente con la
concentracion de triglicéridos del grupo SD con una r de 0.348 (P=0.019). Resultados
similares fueron reportados en 2021, se encontré una correlacion negativa entre la
concentracion de TG y la expresion de miR-33 en tejido hepatico y muscular de un
modelo de ratones, mientras que en tejido graso tuvieron una correlacion positiva entre

esta dos variables (Zhang y col., 2021).

Los resultados de estos autores refuerzan la teoria de que miR-33 participa en la
regulacion de colesterol intracelular y la homeostasis del colesterol plasmatico, por lo

gue evaluar a miR-33 en SD en otros tejidos, podria brindarnos nuevos resultados que
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sostengan la teoria de la asociacion entre este microRNA y el metabolismo del

colesterol, y la apolipoproteina E, también analizada en nuestro estudio.

La manera en la que se manifiestan las isoformas de APOE en alzheimer son
indicios de su accion en la poblaciéon con SD, ya que la presencia del sindrome se
vuelve un factor de riesgo para el deterioro cognitivo (Kok y col., 2009). Se ha
observado especificamente que portadores de APOE E4 tienen un mayor deterioro
cognitivo con el envejecimiento (Kok y col., 2009). Dentro de los resultados expuestos
observamos en las frecuencias genotipicas de APOE, una mayor frecuencia del
genotipo E3/E3, en un 72.5% de nuestra poblacion con sindrome de Down y 68.3% en
el grupo control, el genotipo E4/E4 estuvo presente en el 2.5% del grupo SD, y 2.4%
en el grupo CT. Los genotipos heterocigotos E2/E4 y E3/E4 se presentaron en el 5%
y 15% del grupo SD y en el 0% y 19% del grupo CT respectivamente. Finalmente, el
genotipo E2/E2 solo se observé en un 2.5% del grupo SD. Sin embargo, a pesar de
qgue el genotipo E4/E4 estuvo presente en un bajo porcentaje de la poblacion, al
calcular las frecuencias alélicas se observo que el alelo E4, considerado de riesgo para
el desarrollo de Alzheimer, estuvo presente en el 12.5% de la poblaciéon con sindrome

de Down, y en el 12.2% del grupo CT.

Actualmente un estudio reportd al 25% de su poblacién con SD con la presencia
del alelo APOE E4, mientras que en los participantes con algun grado de demencia se
presento en el 36% (Fleming y col., 2023). Anteriormente se evaluaron la frecuencia
alélica en personas con enfermedad de Alzheimer, encontrando que las placas seniles
fueron mas frecuentes en individuos portadores del alelo E4 (Kok y col., 2009).

Tomando en cuenta que las personas con SD se consideran poblacion de riesgo para
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el desarrollo de esta enfermedad, la genotipificacion de APOE podria utilizarse como

valor predictor de riesgo en esta condicion.

Al analizar los genotipos presentes en nuestra poblacion con diferentes
covariables, se observé que, de la poblacion con el genotipo asociado a riesgo, E4/E4,
el grupo CT mostré mayores concentraciones de c-HDL con una media de 63.5 mg/dL
contra una media del grupo SD de 43.0 mg/dL. Este resultado, concuerda con la
asociacion observada entre la presencia del alelo E4 de APOE como factor de riesgo
genético para el desarrollo de alzheimer, patologia frecuente en personas con SD

(Williams y col., 2020).

Nuestros resultados de frecuencias genotipicas y alélicas fueron similares a los
esperados. En individuos latinoamericanos con ascendencia mayormente europea y
nativo americana la frecuencia del polimorfismo RS 7412 para el alelo C es de 97.4%
y 2.6% para el alelo T (NCBI, 2022). Nuestro grupo SD present6 una frecuencia de
93.7y 6.2% para el alelo C y T respectivamente. Mientras que las frecuencias alélicas
de RS 429358 fueron iguales en nuestro grupo SD, con 10.0% para el alelo C y 90%
para el alelo T, que las frecuencias esperadas para Latinoamérica con los mismos

porcentajes, con equilibrio de Hardy-Weinberg en nuestra poblacion.

Las concentraciones de colesterol segun el genotipo no tuvieron diferencias
significativas entre los grupos. Mientras que, las concentraciones de c-HDL y colesterol
analizadas por genotipo de riesgo y no riesgo, es decir la presencia o ausencia del
alelo de riesgo para el desarrollo de Alzheimer, mostraron una media de c-HDL menor
en la poblacion de riesgo con SD, con una media de 41.1 mg/dL y 48.4 mg/dL en el

subgrupo de no riesgo con SD. Por el contrario, la media de c-HDL fue mayor en la
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poblacién de riesgo y CT, con una media de 61.0 mg/dL contra 50.7 mg/dL para el
subgrupo de no riesgo del grupo CT. Se observaron diferencias significativas entre los
grupos subgrupos de riesgo de ambos grupos de estudio con concentraciones de 41.1

y 61.0 mg/dL para SD y CT respectivamente (P=0.0043).

Nuestros resultados concuerdan con lo esperado segun la posesion de uno o
mas alelos APOE E4 como riesgo para enfermedad de Alzheimer (Ktosowska, 2017;
Williams y col., 2020). A su vez se ha demostrado que las dislipidemias también
pueden estar relacionadas con el desarrollo de esta enfermedad (Ktosowska, 2017).
Asimismo, el SD se consideran una condicion de riesgo de la enfermedad, por lo que
era de esperarse gue los individuos con la presencia del alelo EA tuvieran menores
concentraciones de c-HDL que el grupo CT (Fortea y col., 2021). La relacién que se
observa entre la presencia del alelo E4 y la menor concentracion de c-HDL, sustenta
la teoria de que en personas consideradas poblacion de riesgo para el desarrollo de
alzheimer temprano como la poblacién SD, la presencia del alelo E4 y baja
concentraciones de c-HDL participan en el deterioro cognitivo que lleva al desarrollo
de la enfermedad, e incluso podrian utilizarse como marcadores de alta predisposicion

de esta.

Finalmente, en los resultados expuestos de los subgrupos de riesgo y no riesgo
de desarrollo de alzheimer, se observo la tasa de expresion de miR33ay miR33b y en
ambos hubo mayor expresion en individuos de riesgo en comparacion con los
individuos no riesgo, para el grupo de SD. Mientras que en los grupos CT observamos

tasas de expresion similares en los subgrupos de riesgo y no riesgo.
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En nuestro estudio no se observé sobreexpresion de miRNAs en individuos con
SD a pesar de ser portadores del alelo de riesgo para alzheimer y presentar menores
concentraciones de c-HDL en comparacion con individuos sin la condicion, lo que
podria deberse a las caracteristicas de la poblacion en la que se ha evaluado este
mMiRNA en otros estudios. Existen estudios en modelos de ratones han evaluado la
tasa de expresion en diferentes tejidos y no en plasma, lo que podrian resultar en una
expresion diferente (Zhang y col., 2021). Otros estudios realizados en nifios sin SD
sugieren gue la condicién genética per se podria influir en la expresién (Martino y col.,
2015). Pérez-Villarreal y col. (2022) evaluo la expresion de miR33 en personas con
SD; sin embargo, su poblacién incluyé adultos con SD, lo que podria implicar la

posibilidad de que se presente una sobreexpresion de miR33 en etapa adulta.

Es de nuestro conocimiento que la evaluacion de la tasa de expresién de miR33,
la genotipificacion de APOE para identificar el alelo de riesgo y su asociaciéon con
concentraciones de c-HDL, no se habia realizado en poblacion pediatrica con SD,
incluso los estudios que existen de miR33 en SD son escasos, mientras que no se
habia evaluado al alelo E4 de apoliproteina previo al desarrollo de la enfermedad de

Alzheimer, en esta poblacion.
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Xl. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

Las personas con sindrome de Down presentan concentraciones desfavorables
de c-HDL y riesgo de sobrepeso u obesidad a pesar de la edad temprana. No existe
una sobreexpresion de miR-33 en poblacion pediatrica con sindrome de Down lo que

vuelve necesario estudiarlo en otras etapas de la vida.

Este estudio permitié identificar una asociacion entre la presencia del alelo €4 de
APOE considerado de riesgo y las bajas concentraciones de c-HDL en esta poblacion
con alta prevalencia de alzheimer, sugiriendo que el genotipo de riesgo se asocia con
la baja concentracién de HDL, que a su vez podria considerarse un factor de riesgo

para el desarrollo temprano de alzheimer.

11.2. Conclusiones especificas

e 38% de las personas con SD presentaron sobrepeso y obesidad.

e Latasa de expresion de miR33a y miR33b fue menor en el grupo SD.

e Los individuos con SD tuvieron una media de c-HDL significativamente menor
que el grupo CT.

e El alelo E4 de APOE se presento en el 12.5% de la poblacién con SD. Nuestra
poblacién cumple con el equilibrio de Hardy-Weinberg.

e La poblacién con el genotipo de riesgo mostré menores concentraciones de c-

HDL en el grupo SD en comparacién con el grupo CT.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

A partir de los estudios y discusiones presentados, las perspectivas nos dirigen a
evaluar la expresion de miR-33 en poblacion adulta con sindrome de Down. Esto con
la finalidad de confirmar o refutar si en esta poblacion, la sobreexpresion del miRNA
puede ocurrir en la adultez y asociarla con el desarrollo temprano de alzheimer
frecuente en ellos, incluso evaluar estas variables en personas con SD que ya hayan
desarrollado la patologia. Por otro lado, analizar los factores que podrian estar
influyendo en la accion de ABCA1 para descartar otras vias de asociacion entre
sindrome de Down y la acumulacidon placas B-amiloides. Finalmente, estudiar a
profundidad la relacién observada entre el alelo de riesgo de APOE y las bajas
concentraciones de c-HDL contribuirian al esclarecimiento del porque la poblacion con

SD tiene mayor riesgo de desarrollar enfermedad de Alzheimer de inicio temprano.
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XIV. ANEXOS

11.1. Documentos complementarios

Estimado(a) Sefor/Sefora:

No registro:

11.1.1. Consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA: Uso de informacion

personal y clinica, medicién antropométrica y toma de muestra de sangre.

Introduccién/Objetivo:

El “Laboratorio” de la “Maestria en ciencia biomédicas” perteneciente a la
Universidad Auténoma de Sinaloa, realiza el proyecto: “EXPRESION DE MIR-33,
ISOFORMAS DE APOE Y COLESTEROL HDL COMO FACTORES DE RIESGO EN
SINDROME DE DOWN?. El objetivo del estudio es examinar las caracteristicas
genéticas de sindrome de Down (polimorfismos, niveles séricos de lipidos y glucosa,
metabolitos de la microbiota intestinal) y su relacion con indicadores de riesgo de
enfermedades crénico metabdlicas y capacidad cognitiva en individuos con sindrome
de Down.

Procedimientos:

Si usted acepta participar en el estudio, ocurrird lo siguiente:

Proporcionara informacién personal y clinica, a través de una encuesta. La
encuesta consistird 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 socioeconémico, antecedentes patolégicos vy
antecedentes heredo-familiares. Ademas, se le realizara la valoracion del estado
mental: Escala cognitiva de Wechsler que mide, comprension verbal,
razonamiento perceptual, memoria de trabajo y velocidad de procesamiento. Asi
mismo, se aplicara la encuesta de costumbres alimentarias: Escala de Accion 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 historico dietético (DHQIII,
por sus siglas en inglés) a los padres de familia para recabar informacion sobre su
alimentacion.
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e Se le realizardn mediciones antropométricas con un estadimetro (talla), cinta
métrica (circunferencias de cintura y cadera) y equipo de impedancia eléctrica
(para medir peso, %grasa, %agua corporal, masa muscular, complexién fisica,
masa 0sea, edad metabodlica, indice de Masa Corporal, %grasa y masa muscular
de brazos, piernas y tronco); procedimientos que no comprometen su estado de
salud y que ayudaran a entender mejor su estado antropométrico con fines de
investigacion.

e Proporcionaran una muestra de sangre periférica (15 mL), distribuida en dos tubos
(uno para obtener suero y otro tubo para obtener un paquete celular para obtencién
de DNA gendmico y plasma) y una muestra de heces mediante en un frasco estéril
para la obtencion de DNA bacteriano. Dichas muestras seran utilizadas solo con
fines de investigacion para formar un banco de sueros/plasma y DNA genémico y
bacteriano de pacientes; el cual sera utilizado para determinar niveles séricos de
glucosa, lipidos y la identificacion de bacterias. Asi mismo, el banco antes
mencionado serd utilizado en este proyecto de investigacion, realizado en el
“‘Laboratorio de Neurociencias del Centro de investigacion Aplicada a la
Salud Publica (CIASaP) de la Facultad de Medicina y el Centro de
Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud, ambos pertenecientes a la
Universidad Autdnoma de Sinaloa”. El banco sera almacenado en el laboratorio
“Laboratorio de Neurociencias”. Esto no representa un riesgo adicional para su
salud. En el futuro, este estudio podria ayudar a identificar posibles terapias de
intervencidn para prevenir o mejorar la calidad de vida de pacientes con “sindrome
de Down”.

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

Confidencialidad: Toda la informacion que proporcione para el estudio sera de
caracter estrictamente confidencial, sera utilizada Unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningun otro propdsito. Quedara
identificado(a) con un nimero y no con su hombre. Los resultados de este estudio
seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra
ser identificado(a).

Riesqos Potenciales/Compensacién: Los riesgos potenciales que implican su
participacion en este estudio son minimos. Si alguna de las preguntas le hiciera sentir
un poco incémodo(a), tiene el derecho de no responderla. En la toma de muestra de
sangre, puede haber un riesgo minimo como un pequefio moreton y/o pequefo dolor
en el momento de la toma. Se le hace notificar que el material que se utilizara es nuevo
y desechable. Usted no recibira ningln pago por participar en el estudio, y tampoco
implicara algun costo para usted.

Participacién Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted esta en plena libertad de negarse a participar o de retirar su

87




participacion del mismo en cualquier momento. Su decisién de participar o de no
participar no afectara de ninguna manera la forma en como le tratan al acudir a su
atencion médica.

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion
con respecto al proyecto, por favor comuniquese con el/la investigador/a responsable
del proyecto: “Dra. Carla E. Angulo Rojo”, al siguiente nimero de teléfono “6677 188
8145”. Si usted acepta participar en el estudio, le pedimos sea tan amable de firmar el
consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO PARA SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.

Nombre del participante:

No. Registro: Fecha: / /

Firma*:

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

Nombre Completo del Testigo:

Direccion

Fecha: / / Relacion con el participante

Firma:

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento:

Fecha: / / Relacion con el participante

Firma:
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES
AB: B- amiloide
ABCA1: Isoforma Al del transportador dependiente de ATP
APOE: Apolipoproteina E
BBB: Barrera hematoencefalica
C.Cadera: Circunferencia de cadera
C.Cintura: Circunferencia de cintura
C.Total: Colesterol total
CDC: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
c-HDL: Colesterol HDL
c-LDL: Colesterol LDL
CT: Controles
c-VLDL: Colesterol VLDL
E2/e2: Epsilon 2
E3/¢3: Epsilon 3
E4/e4: Epsilon 4
HbAlc: Hemoglobina glicada
HDL: Lipoproteina de alta densidad
HSA21: Cromosoma 21
ICC: indice Cintura Cadera
IMC: indice de Masa Corporal
INP: Instituto Nacional de Pediatria
ISAK: Sociedad Internacional para el Avance de la Cineantropometria

LDL: Lipoproteina de baja densidad
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LDLR: receptor de lipoproteinas de baja densidad

MI: Meiosis |

MIl: Meiosis I

mMiR-33: microRNA 33

mMiRNA: microRNA

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

gPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
SD: Sindrome de Down

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

TG: Triglicéridos

TREM2: receptor desencadenante expresado en células mieloides

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad
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