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. RESUMEN
Introduccién. El sindrome de Down (SD) es la alteracion genética con mayor
prevalencia a nivel mundial. Las poblaciones afectadas por este sindrome corren un
mayor riesgo de presentar enfermedades cronico-metabdlicas y degenerativas, como
obesidad, diabetes o sindrome metabdlico. Los polimorfismos genéticos pueden
aumentar o reducir la probabilidad de desarrollar ciertas enfermedades, ya que afectan
la funcion original de los genes. El gen AGER se encuentra en el locus 6p21.3, donde
se sabe que sus polimorfismos -374T/A y -429T/C actlan sobre la via de sefializaciéon
AGE/RAGE. En esta via, la rapida generacion de productos finales de glicacion
avanzada (AGEs) se manifiesta en condiciones patoldgicas asociadas al SD,
promovida por el estrés oxidativo. El analisis de estas biomoléculas en el SD podria
ofrecer un biomarcador para las enfermedades asociadas a esta condicion, asi como

posibles nuevas intervenciones terapéuticas.

Objetivo general: Identificar la presencia de los polimorfismos -374T/A'y -429T/C del
gen AGER y su asociacion con los niveles de AGEs, sRAGE, indicadores
antropométricos, quimica sanguinea y perfil lipidico en poblacion con sindrome de

Down.

Materiales y métodos. Se estudiaron personas con SD y poblacion eugénica
mediante evaluacién antropométrica y andlisis del perfil bioquimico sanguineo.
Posteriormente, se determinaron las frecuencias alélicas de los polimorfismos -374T/A
y -429T/C del gen AGER mediante qPCR. Los niveles de AGEs y sRAGE se
cuantificaron a partir de suero en sangre, empleando fluorescencia y el método ELISA,

respectivamente.



Resultados. La poblacién con sindrome de Down mostré un perfil lipidico desfavorable
en comparacion con el grupo de control, caracterizado por niveles elevados de
triglicéridos y C-VLDL, asi como niveles bajos de C-HDL. Ademds, presento

concentraciones mas altas de AGE y niveles mas bajos de sRAGE.

Conclusién. Las personas con SD estdn mas predispuestas a desarrollar
dislipidemias, particularmente hipertrigliceridemia y niveles bajos de C-HDL. Ademés,
se detecta una correlacion mas alta entre los niveles elevados de AGEs y la reduccién
de sRAGE en esta poblaciéon, lo que podria eliminar el efecto protector de SRAGE

contra los procesos inflamatorios.

Palabras clave: Sindrome de Down, AGEs, sRAGE, AGER, polimorfismos



II. ABSTRACT
Introduction: Down syndrome (DS) is the most prevalent genetic disorder worldwide.
Populations affected by this syndrome are at a higher risk of developing chronic-
metabolic and degenerative diseases, such as obesity, diabetes, or metabolic
syndrome. Genetic polymorphisms can increase or decrease the likelihood of
developing certain diseases, as they affect the original function of the genes. The
AGER gene is located at locus 6p21.3, where its polymorphisms -374T/A and -429T/C
are known to influence the AGE/RAGE signaling pathway. In this pathway, the fast
generation of advanced glycation end products (AGES) is observed in pathological
conditions associated with DS, driven by oxidative stress. The analysis of these
biomolecules in DS could provide a biomarker for diseases associated with this

condition, as well as potential new therapeutic interventions.

General objective: To identify the presence of the -374T/A and -429T/C
polymorphisms of the AGER gene and their association with AGE and sRAGE levels,
anthropometric indicators, blood chemistry, and lipid profile in a population with Down

syndrome.

Materials and methods: Individuals with DS and an eugenic population were studied
through anthropometric assessment and biochemical blood profile analysis.
Subsequently, the allele frequencies of the -374T/A and -429T/C polymorphisms of the
AGER gene were determined using qPCR. The levels of AGEs and sRAGE were

guantified from blood serum, using fluorescence and the ELISA method, respectively.

Results: The DS population showed an unfavorable lipid profile compared to the

control group, characterized by elevated levels of triglycerides and C-VLDL, as well as

3



low levels of C-HDL. Additionally, it exhibited higher concentrations of AGEs and lower

levels of SRAGE.

Conclusion. DS Individuals have a higher risk of developing dyslipidemia, particularly
hypertriglyceridemia and low levels of C-HDL. Additionally, a greater correlation is
observed between elevated levels of AGEs and the reduction of SRAGE in this
population, which could eliminate the protective effect of SRAGE against inflammatory

processes.

Keywords: Down syndrome, AGEs, sRAGE, AGER, polymorphisms



[1l. INTRODUCCION

El sindrome de Down (SD) es la alteracion cromosomica mas frecuente, vinculada a
la discapacidad intelectual. Acorde a los datos presentados por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en ingles), 1 de cada 1,100 nifios en el
mundo nace con sindrome de Down. En México, la tasa es de 3.7 por cada 10,000
nacimientos, y en Sinaloa, de 2.9 por cada 10,000 nacimientos. La causa del SD es la
trisomia 21, completa o parcial, del cromosoma supernumerario 21. La trisomia 21 se
origina principalmente por errores en la segregacion cromosdmica durante la meiosis
materna, aunque también puede resultar de errores en la meiosis paterna y mitosis
postcigotica. Aproximadamente el 5% de los casos se deben a translocaciones,
comunmente t(14;21) o t(21;21), y el mosaicismo para la trisomia 21 se presenta en
alrededor del 2% de los individuos con sindrome de Down. Para entender los
mecanismos patogénicos y moleculares detras de esta condicién, se ha incorporado
el analisis de los polimorfismos genéticos, que son variantes de un mismo gen que
pueden funcionar de manera distinta a la original. EI gen AGER se encuentra en el
locus 6p21.32 y codifica el receptor de los productos finales de glicacion avanzada
(RAGE), al cual se enlazan los productos finales de glicaciéon avanzada (AGES) y otros
tipos de ligandos. Los AGEs son moléculas heterogéneas que se generan a partir de
modificaciones postraduccionales no enzimaticas de macromoléculas, como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos. La activacion de la via de sefalizacion
relacionada con el gen AGER y su receptor RAGE da lugar a las distintas
complicaciones que podemos encontrar a edades tempranas en el SD. La via

AGE/RAGE provoca alteraciones en diversas rutas de sefalizacion, lo que altera la



expresion génica y la produccién de citocinas proinflamatorias. Bajo este contexto, el
estudio del gen AGER, asi como de sus polimorfismos 374T/A y -429T/C, es
importante, ya que este gen ejerce sus efectos patolégicos a través de la via
AGE/RAGE, provocando estrés oxidativo mediante la activacion de NADPH oxidasa y
los factores de transcripcion NF-kB. Por lo tanto, el estudio de los AGEs, RAGE y su
via de sefializacion es crucial para comprender los diferentes mecanismos
subyacentes de las enfermedades asociadas y para identificar posibles estrategias
terapéuticas que contribuyan a optimizar la salud y elevar la calidad de vida en estas

poblaciones.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Sindrome de Down

4.1.1 Definicion

La trisomia 21 (T21), el término clinico para el sindrome de Down es el resultado de
una triplicacion completa o parcial del cromosoma 21 es la anormalidad cromosdmica
mas comun compatible con la vida en los seres humanos (1). Este sindrome se
encuentra asociado con diversos problemas de salud, los cuales incluyen la
discapacidad intelectual, hipotonia, malformaciones congénitas, inflamacion crénica,

asi como una elevada incidencia de anormalidades de tipo cardiaco (2).

4.1.2 Epidemiologia
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la salud (WHO, por sus siglas en ingles),

1 de cada 1100 nifios en el mundo nace con sindrome de Down, convirtiéndolo en la
cromosopatia mas comun dentro de los sindromes genéticos (3). Sumado a esto, su
prevalencia es cada vez mayor debido a que a lo largo de las ultimas décadas, la
longevidad de las personas con SD ha aumentado hasta alcanzar una media de 60
afos (4). A pesar de ello, estos indicadores varian entre paises observandose desde
330 mil nacimientos anuales y una tasa de SD de 14.41 por cada 10 mil nacimientos
en Canad4, hasta tan solo 60 mil nacimientos y una tasa de 2.9 por cada 10 mil
nacimientos en paises como Finlandia (5). Para el afio 2018 en México se registraron
a 351 nifias y 338 nifios con SD, presentando una tasa de 3.7 por cada 10,000
nacimientos. En Sinaloa, la ultima estimacion resulto en un total de 60 casos por cada

205,983 nacimientos, con una tasa de 2.9 por cada 10,000 nacimientos (6).



4.1.3 Etiologia

El SD se describié por primera vez en 1866 por John Langdon Down y Jean Etienne
Dominique (7). Posteriormente, el descubrimiento de la relacién entre el cromosoma
supernumerario 21 y el fenotipo de SD se report6é por primera vez en 1959 (8). ElI SD
es la cromosopatia mas frecuente de discapacidad intelectual (9). El desarrollo en los
nifos con SD se caracteriza por una disminucion en su cociente intelectual, debido a
una evolucién mas lenta comparandolos con una poblacion sana de la misma edad
especialmente en términos motores y habilidades de lenguaje (10). Su fenotipo
cognitivo se ve implicado en la dificultad de emparejamiento de la morfosintaxis, asi
como lamemoria verbal y memoria a largo plazo (11). En el sindrome, la manifestacion
varia entre individuos, ya que se observan diferencias en los patrones de crecimiento
y un mayor riesgo de ciertas enfermedades (12). La causa del sindrome de Down es
la trisomia 21 completa o parcial del cromosoma supernumerario 21, en el 95% de los
casos se origina principalmente por errores en la segregacion cromosomica durante la
meiosis materna, aunque también puede resultar de errores en la meiosis paterna y
mitosis postzigética (13), Aproximadamente el 5% de los casos se deben a
translocaciones, comunmente t(14;21) o t(21;21), y el mosaicismo para la trisomia 21
se presenta en alrededor del 2% de los individuos con sindrome de Down, como puede

observarse en la figura 1 (8).



Trisomia 21 Traslocacion robertsoniana Mosaicismo

vy
] 0
HSA21

HSA14

I | | HSA14 HSA21

Figura 1. Mecanismos genéticos del SD. Trisomia 21: no disyuncion meiética en la
fase | o Il; Translocacion robertsoniana: fusion de los brazos largos del cromosoma 21
y 14; Mosaicismo: error en la mitosis posterior a la fertilizacion que genera dos lineas

celulares distintas. Tomado de S E. Antonarakis et al. (2020).

El cromosoma 21 extra esta asociado con un incremento de la dosis génica asi como
alteraciones globales en la expresion de genes (14). Se han identificado mas de 40
caracteristicas clinicas asociadas con este sindrome, entre las cuales se incluyen
anomalias craneofaciales, hipotonia y defectos cardiacos, tal como se muestra en la
Figura 2 (15). Dentro de las manifestaciones mas comunes se incluyen deterioro
intelectual, fisura palpebral oblicua y microcefalia (16). Ademas, los nifios con SD
presentan un riesgo elevado de comorbilidades, como disfunciones orofaciales e
hipotiroidismo, que pueden afectar la alimentaciéon y el metabolismo (17). Estas
condiciones suelen persistir y empeorar con la edad, estando asociadas con trastornos

neurolégicos como el alzhéimer, ademas de la obesidad y la diabetes tipo 1 (18).



Neurodesarrollo Craneofacial

* Discapacidad intelectual 3 ; - * Orejas pequefias, bajas y

* Retraso en el desarrollo L fijas.

* Trastornos del lenguaje * Pliegues epicanticos

* Hipoplasia cerebelosa * Puente nasal plano
Psiquiatrico * Occipucio plano

* Ansiedad y depresién : f?oca pequleﬁ:; |

* Alteracion del isuras palpebrales
comportamiento inclinadas hacia arriba
Neurolégico

* Enfermedad de Alzheimer

SEpliepsia Sensorial
Cardiovascular i :;?J?(?gzrsllsaoz(a)?ducwa y

* Defectos cardiacos
congénitos (especialmente
AVSD)

Musculoesquelético - -
* Inestabilidad atlantoaxial . Respiratorio

* Baja estatura — * Apnea obstructiva del suefio
* Dedos cortos

| * Error refractivo, cataratas,
queratocono y ambliopfa

¢ Infecciones del tracto

* Hipotonia \_respiratorio 4
e/
= Autoinmune

Otro * Enfermedad de tiroides

* Trastornos ¢ Disfuncién intestinal * Enfermedad celfaca
hematolégicos * Defectos estructurales * Alopecia

+ Disfuncién inmune  *® Gastrointestinales * Diabetes Mellitus tipo 1

* Obesidad * Infertilidad masculina * Soriasis

Figura 2. Manifestaciones clinicas del sindrome de Down. Adaptada de S E.

Antonarakis et al. (2020).

4.1.4 Diagnostico

La deteccion temprana de SD es esencial para prevenir complicaciones usualmente
relacionadas con anormalidades cardiacas y pulmonares y plantear tratamientos
oportunos. En paises desarrollados, el cribado prenatal es usado como método de
prueba no invasivo y es altamente disponible e incluye estudio por ultrasonido (19).
Durante el embarazo, es posible estimar el riesgo de SD a través de una evaluacion
combinada de la edad materna, translucencia nucal, los niveles sanguineos de
gonadotropina humana corionica materna y con la proteina A en plasma durante las
semanas 11y 14 del embarazo (estimacién del riesgo en el primer trimestre) (20). El

diagndstico es realizado y entregado generalmente por pediatras y especialistas
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genéticos a las familias en el periodo del postparto mediante técnicas citogenéticas

(21).

Debido a que puede dificultarse el diagnostico de este sindrome en recién nacidos, los

médicos utilizan herramientas como los criterios de Hall para poder evaluar si el SD

podria estar presente analizando patrones de caracteristicas fisicas observables

(Gestal) para su evaluacion (22).

Tabla 1. Criterios de Hall para evaluar la posible presencia de SD en recién nacidos

% de
Caracteristica observable sospecha
para SD

Perfil facial plano 90
Reflejo de moro destruido 85
Hipotonia 80
Hiperlaxitud 80
Piel redundante en la nuca 80
Fisuras palpebrales oblicuas hacia arriba 80
Displasia de cadera 70
Clinodactilia del quinto dedo 60
Pabellones auriculares displasicos 60
Pliegue palmar transverso 45

Tomado de Diaz-Cuéllar S et.al (22).
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4.2. Productos Finales de Glicacion Avanzada (AGES)

Los AGEs son compuestos diversos originados a partir de modificaciones
postraduccionales no enzimaticas de macromoléculas, como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos, mediante su interaccién con glucosa u otros sacaridos como la
fructosa o pentosa (23). Bajo condiciones oxidativas, los AGEs son generados
mediante las vias de los polioles y la reaccién de Maillard (24), conforme a lo

observado en la figura 3 (25).

Azucar
reductor

Condensacion
Ph=7

Base de Schiff
(producto de glicacidn
temprana)

Azucar .
reductor

Producto de Amadori
(producto de glicacidn intermedio)

Azucar N
reductor ’

AGEs
(productos finales de glicacion
avanzada)

Figura 3. Reaccion de Maillard para la formacién de productos finales de

glicacién avanzada adaptado de Pragya et.al (25)
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Esta reaccion genera una base de Schiff reversible, que en el transcurso de varios dias
se reorganiza para formar cetoaminas o productos de Amadori. Luego estos productos
experimentan deshidratacion y reordenamientos, seguidos por otras reacciones que
involucran compuestos dicarbonilicos, como la ciclacion, oxidacién y deshidratacion.
Esto, conduce a la formacion de AGEs irreversibles (26) y a una clase heterogénea de
carbonilos reactivos, siendo los mas reconocidos el glioxal, metilglioxal (MGO),
gliceraldehido, glicolaldehido, diacetil, y 1- y 3-desoxiglucosona (27). EIl MGO es un
compuesto dicarbonilo altamente reactivo y el principal precursor de los AGEs, este
compuesto reacciona principalmente con residuos de arginina y menormente con

residuos de lisina para la formacion de AGEs derivados de MGO (28).

La formacion fisioldgica de los AGEs ocurre en el organismo durante el envejecimiento
(29). En sistemas biologicos, el proceso de formacion endégena de AGEs y su
acumulacién en varios tejidos comienza bajo condiciones de hiperglicemia diabética y
de estrés oxidativo (30). Se ha descrito que aproximadamente el 10% de los AGEs
consumidos en la dieta son captados por el intestino delgado y entran al torrente
sanguineo, de los cuales cerca de un tercio son excretados a través de la orina en las
primeras 72 h, y el resto se almacena en el organismo (31). Cuando el almacenamiento
supera a los mecanismos de detoxificacion, los AGEs contribuyen a enfermedades
neurodegenerativas como el alzhéimer (AD), lesiones cerebrales traumaticas y
esclerosis lateral amiotréfica (32). Por otro lado, las fuentes exdgenas de AGEs se
incluyen en el consumo de dietas con alto contenido en carbohidratos, té, café,

cerveza, asi como comidas fermentadas, rostizadas, horneadas o fritas (33). Los AGEs
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ejercen su acciéon patolégica al interactuar con sus receptores celulares especificos

(RAGES) los cuales se unen a los AGEs de manera saturada (34).

Los AGEs inducen estrés oxidativo y aumentan significativamente la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales tienen el potencial de dafiar proteinas
y promover su modificacion (35). Y, como consecuencia, desencadenan inflamacion,
estando profundamente vinculados a la patogénesis de diversas enfermedades (36).
En la investigacidon médica, se ha relacionado a los AGEs con efectos perjudiciales en
enfermedades inflamatorias, autoinmunes y también en aquellas asociadas con la
dieta (37). Existe evidencia acumulada que indica que estas moléculas participan en
la patogénesis de diversos trastornos, como el dafio hepatico alcohdlico, las
complicaciones vasculares diabéticas y la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) (38).
Asi como también en enfermedades asociadas al envejecimiento, como el cancery las
metastasis, enfermedades cardiovasculares, diabetes, osteoporosis y la enfermedad
de alzhéimer (39). Dado que varias enfermedades han sido asociadas a los AGEs,
también se ha sefialado que estos desempefian un papel central como biomarcadores,
asi como en la prediccién de la enfermedad, el estado de actividad de la misma o la

respuesta a terapias (40).

4.3. Receptor de los Productos Finales de Glicacién Avanzada (RAGE)

El receptor de los productos finales de glicacién avanzada (RAGE) es de superficie
celular y miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas (41). Fue descrito por
primera vez como un receptor para AGEs en el pulmén, érgano donde mas se expresa
en condiciones fisioldgicas normales (42), aunque también se encuentra en neuronas,

células endoteliales, microglia y células inmunitarias. Se considera un receptor
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multiligando ya que, en adicién a los AGEs, muchos otros ligandos pueden unirse a
RAGE, incluyendo proteinas S100, calgranulinas, un grupo de movilidad alta box1
(HMGBL1), acido liso fosfatidico (LPA), péptido beta-amiloide (AB), isletas de péptidos
amiloides (IAPP) y el antigeno tipo 1 para macrofagos (43,44). RAGE también es
considerado un receptor de reconocimiento de patrones involucrado en la identificacion
de moléculas endogenas secretadas durante la respuesta fisioldgica al estrés o la
inflamacién crénica (33). Siendo similar a los receptores tipo-toll, se sabe que su
activacion es vital para iniciar la respuesta inmunitaria (45). RAGE media sus acciones
patolégicas al generar estrés oxidativo mediante la activacion de NADPH oxidasa y el
factor de transcripcion NF-kB (46).Participa en la resolucién de la inflamacion,
reparacion de tejidos, asi como la homeostasis 6sea. En muchas enfermedades,
incluyendo complicaciones de diabetes, cancer y la enfermedad de alzhéimer, RAGE
se encuentra sobre expresado, contribuyendo a la progresiéon de estas enfermedades

manteniendo un ambiente inflamatorio (47).

Estructuralmente, RAGE humano de longitud completa es una proteina de 45 kDa, con
3 dominios mayores: un dominio extracelular con 23-342 residuos de aminoacidos, un
dominio hidrofébico transmembrana con 343-363 residuos de aminoacidos, y un
dominio citoplasmatico intracelular con 404-464 residuos (Figura 4) (48). El receptor
soluble para los productos finales de glicosilacion avanzada (SRAGE) no tiene funcion
de transmision de sefales debido a su falta de dominios transmembrana e
intracelulares (49). SRAGE, isoforma de RAGE, circula libre y de igual manera se une
con AGEs pero actia como antagonista de RAGE, ya que esta unién no induce

inflamacion ni estrés oxidativo (50). SRAGE es producido por escision proteolitica del
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dominio extracelular del receptor unido a la membrana plasmatica (MRAGE), proceso
donde las sefiales inflamatorias se encuentran sobre-reguladas (51). También se
obtiene por un splicing alternativo del gen AGER que conduce a la produccién de la
isoforma secretada enddgena soluble (esRAGE) (52). En los seres humanos, sSRAGE
disminuye en condiciones patoldgicas como la ateroesclerosis, la enfermedad de las
arterias coronarias, la hipertensién, la hipercolesterolemia, la afeccion pulmonar
obstructiva crénica, la disfuncion cardiaca y la enfermedad de Alzheimer (35).
Recientemente ha empezado a considerarse a SRAGE como un biomarcador de estrés
oxidativo y de la actividad de RAGE anclado a la membrana (53). SRAGE se compone
tanto de cRAGE (RAGE anclado ala membrana) como de esRAGE (RAGE enddgeno).
En personas saludables los niveles séricos de SRAGE son 4 o 5 veces mayores que

los niveles de cRAGE en suero (54).
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Forma soluble de RAGE (sRAGE)

RAGE de longitud RAGE Dominante-
completa negativo

Dominio tipo-V RAGE N-truncado J
Dominio tipo-C
Dominio tipo-C . Escindido por metaloproteasas
Dominio
transmembrana Membrana celular

Dominio
citoplasmatico Splicing alternativo
Region intracelular

Figura 4: RAGE de tamafio completo y sus isoformas adaptado: el tamafio
completo de RAGE consiste de un dominio variable (dominio-V), dos dominios
constantes (C1 y C2), un dominio transmembrana, y el dominio citoplasmatico; la
isoforma negativa dominantes RAGE (DN-RAGE) carece del domino citoplasmatico,
RAGE N-truncado (N-RAGE) carece del dominio tipo V, y su RAGE secretor o soluble

(SRAGE) con sus respectivos dominios. Adaptado de Taneja et.al (55)

4.4Via AGE/RAGE

La via AGE/RAGE esta compuesta por AGE, RAGE y sSRAGE. AGE y RAGE han sido
acufados como “estresores”, mientras que sRAGE, degradadores enzimaticos de
AGE (glioxalasa-1 y glioxalasa-2) eliminadores de AGE mediados por el receptor y
agentes que bajan los niveles de AGEs en sangre han sido acuinados como “anti
estresores” (56). La interaccion de la via AGE/RAGE resulta en la perturbacion de una
gran variedad de vias de sefalizacion, las cuales causan estrés oxidativo, asi como la
activacion para el factor de transcripcion NF-kB, TGF-B, MAPK y la modulacién de
genes de transcripcidn y generacion de citoquinas pro-inflamatorias (57). Los AGEs

interactian con RAGE para producir especies reactivas de oxigeno (ROS), a través de
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la activacion del dinucledtido nicotinamida adenina fosfato oxidasa (NADPH), el cual
activa al factor nuclear kappa-B (NF-kB) (58). NF-kB transcribe numerosos genes
proinflamatorios, como el factor-a de necrosis tumoral (TNF-a), interleucinas (IL)-1, IL-
2, IL-6, IL-8, IL-9 (59), proteina 1 quimioatrayentes de monocitos, VCAM-1 e ICAM-1
(60). Estas interacciones pueden afectar las funciones celulares, la motilidad y el
metabolismo (35) . SRAGE se encuentra sobre expresado cuando aumentan los
niveles circulantes de AGEs (61). Se considera un agente citoprotector, ya que ayuda
a mitigar los efectos negativos derivados de la interaccion entre RAGE y sus ligandos

(62).

4.5GEN AGER (Receptor de los productos finales de glicacién avanzada)
El gen AGER (simbolo oficial) codifica al receptor especifico de producto final de

glicacion avanzada RAGE (63). Se localiza en el locus 6p21.3 (Figura 6) (64).
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Figura 5. Localizacion del gen AGER. El gen RAGE esté localizado en el cromosoma

6p21.3. Bandas segun Ensemble. Tomado de Gene Cards, 2018

El gen AGER mide 1.7 kb y su extremo 5’ comienza en la posicion -505, region
superpuesta con el gen PBX2. Contiene 11 exones y 10 intrones (Figura 6) (65). Se
han identificado multiples variantes genéticas en AGER incluyendo -429T/C
(rs1800625), -374T/A (rs1800624) y G82S (rs2070600), las cuales pueden afectar la
expresion o la funcién de RAGE (66).
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Figura 6.- Gen AGER (a) Representacion del transcrito predominante humano AGER

con sus principales polimorfismos descritos hasta la fecha; los polimorfismos

mostrados en rojo son los mas frecuentes. (b) Representacion de la proteina humana

RAGE correspondiente al transcrito RAGE. Tomado de Serveaux-Dancer et.al (65).

Aunque AGER tiene numerosos polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP por sus

siglas en inglés), se le han identificado dos SNPs funcionales llamados -374T/A

(rs1800624) y -429T/C (rs1800625) en la region promotora (67). El polimorfismo -

374T/A incrementa la actividad transcripcional disminuyendo el apego del factor

nuclear a la region reguladora (68). El polimorfismo -429T/C del promotor aumenta la

expresion de RAGE, lo cual podria influir en la patogénesis de enfermedades

inflamatorias; también se ha asociado con un incremento en la cantidad de AGEs (65).
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4.6 Complicaciones relacionadas por alteraciones en la via AGE/RAGE

Numerosos estudios en la literatura hacen un hincapié en el impacto de la via
AGE/RAGE en la regulacion de la obesidad. Ademés de su relacion con la resistencia
a la insulina, la evidencia sugiere que la sefalizacion a través de la via
AGE/RAGE/DIAPH1 juega un papel clave como via obesogénica, presentando
multiples objetivos terapéuticos (69). La obesidad suele estar relacionada con un
mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico, que incluye resistencia a la insulina
en casos de diabetes mellitus tipo 2, hipertension, higado graso asi como
complicaciones vasculares, las cuales se atribuyen a una sobreproduccién de
adipocinas por los adipocitos (23). Las vias de estrés oxidativo asociadas con la
generacion de AGEs han sido ampliamente estudiadas en adultos y se han vinculado
con la inflamacion, la disfuncion endotelial, alteraciones en la homeostasis de la
glucosa y el desarrollo de sindrome metabdlico (70). El receptor RAGE esta implicado
en la progresion de la obesidad y se ha correlacionado con el proceso inflamatorio del
tejido adiposo, la hipertrofia de los adipocitos y la sensibilidad a la insulina (71). Por
otro lado, la activacion de la via AGE/RAGE en el tejido adiposo parece desempefiar
un papel clave en la progresion de la obesidad relacionada con la resistencia a la
insulina. Los posibles mecanismos patogénicos incluyen, pero no se limitan a, la
alteracion de la sefalizacion de la insulina, la promocién de la hipertrofia de los
adipocitos y disfunciones relacionadas con estas complicaciones (72). Se sabe que la
inflamacién es un mecanismo de defensa natural del sistema inmunitario en los tejidos
del cuerpo. Sin embargo, la inflamacién crénica esta asociada con la progresion de
enfermedades metabdlicas y cardiovasculares, como la diabetes tipo 2 y la

aterosclerosis. Ademas, las condiciones inflamatorias desempefian un papel crucial en
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el SD (73). La prevalencia de diabetes en nifios con SD es 3 veces mayor que en nifios
normales, adicionalmente, el sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2 ocurren en
edades mas tempranas en el SD (74). RAGE es un factor mediador importante en la
diabetes y disfuncién de las células beta pancreaticas (75). En el cerebro de pacientes
con SD que llegan a desarrollar demencia o deterioro cognitivo leve, es visible la
presencia de cambios anatomopatolégicos compatibles con la enfermedad de
alzhéimer (EA) (76). EA es una de las principales condiciones asociadas a demencia
en poblacibn de adultos mayores que conducen a la disfuncion cognitiva,
caracterizandose por la acumulacién de placas seniles extracelulares y ovillos
neurofibrilares intracelulares (77). En el SD, los cambios neurodegenerativos
asociados con la enfermedad de Alzheimer siguen un patron similar al de las formas
esporadicas de EA, aunque se presentan a edades mas tempranas (78). La activacion
de la via AGE/RAGE en neuronas corticales primarias aumenta la formacion de AB1-
42 y la fosforilacion de tau, mediante la sobreexpresion de catepsina B y la

endopeptidasa de asparagina (AEP), respectivamente (79).
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4.7Complicaciones relacionadas con los polimorfismos -374T/A y -429T/C del
gen AGER.

Varios estudios han mostrado que el polimorfismo -374T/A del gen AGER esta
asociado con diversas condiciones. El alelo -374A se ha asociado con un efecto
protector contra la disfuncion cardiovascular y la gravedad de algunas enfermedades,
aunque otros estudios no han encontrado esta relacion en enfermedades
cardiovasculares o diabetes (80). En cuanto a la retinopatia diabética, algunos estudios
sugieren que este polimorfismo podria ser un factor de riesgo en poblaciones
caucasicas y pakistanies (25,81). Ademas, tanto el polimorfismo -374T/A como el -
429T/C se han vinculado a enfermedades visuales, como la degeneracién macular
relacionada con la edad (82). En particular, el alelo -429C ha mostrado una mayor
asociacion con el dafio macular (83) y se ha relacionado con un riesgo incrementado
de varios tipos de cancer, incluyendo oral y gastrico (84,85). Ademas, estudios
sugieren que el polimorfismo -429T/C aumenta el riesgo de cancer gastrico, de mama
y de pulmon (86,87). También se ha observado que este polimorfismo esta vinculado
con una mayor susceptibilidad al carcinoma hepatocelular (88,89). Por ultimo, varias
investigaciones han demostrado una asociacion entre los polimorfismos de AGER y la

diabetes tipo 2 (90) asi como la enfermedad de Crohn's, en poblaciones chinas (91).
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V. JUSTIFICACION

Los individuos con SD se enfrentan a una mayor probabilidad de desarrollar
enfermedades crénico-metabdlicas y degenerativas, como obesidad, diabetes o
sindrome metabdlico. Es necesario conocerlas desde un nivel molecular hasta lo
clinicamente observable para poder ofrecer un mejor abordaje terapéutico y
preventivo. Los polimorfismos genéticos pueden aumentar o reducir la probabilidad de
desarrollar ciertas enfermedades. En este sentido, se sugiere que los polimorfismos
del gen AGER -374T/A y -429T/C podrian contribuir a comprender la etiologia
molecular de las complicaciones en SD. Asimismo, estos polimorfismos actian sobre
la via de sefalizacion AGE/RAGE, donde la formacion acelerada de los AGEs se
encuentra presente frente a procesos patoldgicos en SD. Por otro lado, es importante
estudiar a RAGE soluble, ya que actia como un inhibidor del tipo competitivo de los
procesos mediados por el receptor RAGE. Con esto, podriamos identificar un
biomarcador novedoso y orientar futuras opciones de tratamiento que contribuyan a
optimizar la salud y elevar la calidad de vida en poblaciones afectadas por la trisomia

21.
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VI. HIPOTESIS

Existe una asociacion de los polimorfismos -374T/A y -429T/C del gen AGER con los
niveles circulantes de AGEs y sRAGE en individuos con SD comparado con una

poblacién control, que afectan sus indicadores antropométricos y bioquimicos.
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VIl. OBJETIVOS
7.10Dbjetivo general
Identificar la presencia de los polimorfismos -374T/A y -429T/C del gen AGER y su
asociacion con los niveles de AGEs, sRAGE, indicadores antropométricos, quimica

sanguinea y perfil lipidico en poblacién con SD.

7.20bjetivos especificos

1. Caracterizar a la poblacién de estudio segun sus indicadores antropomeétricos,

guimica sanguinea y perfil lipidico en individuos con SD y en una poblacién control.

2. Determinar la frecuencia alélica de los polimorfismos -374T/A y -429T/C del gen

AGER en individuos con SD y en una poblacion control.

3. Caracterizar a la poblacion de estudio de acuerdo a los niveles circulantes de AGEs,

SRAGE en individuos con SD y en una poblacién control.

4. Analizar la asociacion entre los polimorfismos del gen AGER vy los niveles circulantes
de AGEs, sRAGE, asi como los indicadores antropométricos, quimica sanguinea

y perfil lipidico en individuos con SD en comparacién con una poblacion control.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Disefo experimental

8.1.1 Tipo de estudio

Estudio de casos y controles de caracter descriptivo, transversal, comparativo, con un

muestreo no aleatorio.

8.1.2 Poblaciéon de estudio

Con el propdsito de esta investigacion, los participantes del estudio fueron reclutados
a través de una convocatoria abierta publicada en redes sociales. Para personas de
ambos sexos, con edades de 3 afios o superior, que cumplieran con diagnostico de
SD y personas euploides. Se dividieron a los participantes en dos grupos, a) con SD y
b) sin SD (controles euploides). Una vez que firmaron la carta de consentimiento
informado se procedié a tomar las muestras bioldgicas y a realizar el historial clinico
de cada participante, siguiendo los principios bioéticos, conforme a las directrices

establecidos en la declaracién de Helsinki.

8.1.3 Criterios de seleccion

Para la formacion de los grupos de estudio, se tomaron en cuenta los siguientes

criterios al momento de la seleccion de la muestra.

8.1.3.1 Criterios de inclusioén

Grupo control: individuos de caracteristicas eugénicas, carta de consentimiento
informado firmada por padres o tutores de los menores de edad, asi como carta de

asentimiento por parte de la persona que acepto integrarse al estudio.

Grupo con sindrome de Down: En el presente estudio se incluyé a individuos con

diagndstico citogenético previo correspondiente a SD, carta de consentimiento
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informado firmada por padre o tutor, asi como carta de asentimiento por parte de la

persona gue se integra al estudio.

8.1.3.2 Criterios de eliminacién

Fueron eliminados todos los participantes que no contaban con su carta de
consentimiento informado en mayores de edad o carta de asentimiento firmada por
padres o tutores, que contaran con sus datos o historial clinico incompleto, una
muestra biolégica inadecuada para realizar los estudios moleculares, asi como

aquellos participantes que decidieron abandonar el estudio de manera voluntaria.

8.2 Materiales y métodos

Se llevaron a cabo las técnicas experimentales estandarizadas mencionadas a
continuacion, basadas en estudios previos, adaptando las metodologias al protocolo

de investigacion actual.

8.2.1 Evaluacion antropométrica

La evaluacion antropométrica fue realizada segun las normativas establecidas por la
Sociedad Internacional para el Avance de la Cineantropometria (ISAK). La estatura de
cada participante fue medida con un estadimetro (SECA 213), y para las medidas de
peso y porcentajes de grasa corporal, fue utilizada una bascula digital (Tanita BF-689).
A cada participante se le tomaron las mediciones estando sin calzado y con

indumentaria ligera.

Una vez que se obtuvieron los datos, se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) y fue
clasificado conforme a los percentiles de IMC/Edad de acuerdo con las tablas de

crecimiento del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) para
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nifos y adolescentes (2-18 afos) en la poblacién normal, y las tablas de IMC/Edad del

Instituto Nacional de Pediatria (INP) para la poblacion con SD.

8.2.2 Toma de muestra sanguinea

Se realizo una puncion venosa para la obtencion de la muestra de sangre periférica
bajo condiciones de ayuno (12 horas). Para la obtencién del plasma, la sangre fue
recolectada en tubos con aditivo EDTA K2 y para el suero, el tubo con activador de
coagulacion y gel de polimero separador. Se centrifugé a 3000 x g; de este mismo
tubo, el paquete celular sanguineo se almacen6 a -20 °C para evaluar la frecuencia

alélica de los polimorfismos -374T/A 'y -429T/C.

El suero fue utilizado para los siguientes analisis bioquimicos: Quimica sanguinea de
3 elementos (glucosa, urea y creatinina), perfil de lipidos (triglicéridos, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL y colesterol VLDL), hemoglobina glicosilada Alc
(HBAlc), y RAGE circulante. Dichos analisis se implementaron en el laboratorio del
Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS) del Hospital
Civil de Culiacan. La cuantificacion de AGEs fue realizada en las instalaciones del
Centro de investigacion y de estudios avanzados (Cinvestav unidad regional

Zacatenco) en CDMX.

8.2.3 Extracciéon de DNA

Para la extraccion de DNA se utilizé el micrométodo de extraccion de DNA para
muestras de sangre periférica. Para esto se agregaron 300 pL de sangre periférica y
600 uL de buffer de lisis. Después se homogeneizé mediante Vortex e incubd a 68 °C
por 5 minutos. Se adicionaron 900 uL de cloroformo y se homogeneizaron mediante

Vortex por 2 minutos. Después se centrifugé a 10000 RPM durante 15 minutos.

28



Posteriormente se tomod el sobrenadante superior y se paso a otro tubo de 2 ml. Se
agreg6 100 pL de CTAB 5%. Luego se homogeneiz6 suavemente y se agreg6 900 L
de agua inyectable. Seguidamente se homogeneiz6 por agitacion suavemente y se
centrifugé a 10,000 RPM durante 5 minutos. Después se decanté el sobrenadante, se
agreg6 100 yL de NaCl 1.2 M, se homogeneizd y se agregé 1 ml de etanol 100% frio
y se agitd suavemente para posteriormente centrifugar a 10,000 RPM durante 10
minutos. Una vez realizado este paso, se procedié a decantar cuidadosamente sin
perder la pastilla. El siguiente paso fue agregar 1 ml de etanol 70%, centrifugar a

10,000 RPM durante 5 minutos (se repitio este paso).

Por ultimo, se decant6 cuidadosamente y se dej6é secar toda la noche para después
resuspender con 100 uL de buffer TE durante 30 minutos o 1 hora, a 56 °C o0 68 °C

(método modificado) (Green & Sambrook, 2012).

8.2.4 Integridad del ADN

Para poder medir la concentracion y pureza de ADN se utilizé 1 pL de muestra en la
punta de lectura del espectrofotdmetro microvolumen NanoDrop™. Se utilizaron los

siguientes pardmetros de concentracion y pureza para la cuantificacion:

e Concentracion: superior a 50 puntos.
e Relacion 260/280 (Absorcion de acidos nucleicos): 1.7 — 2 puntos.

e Relacion 260/230 (Pureza): 1.9 — 2.2 puntos.
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8.2.5 Dilucion de ADN y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(gPCR)

Se realizaron diluciones de las muestras de ADN a una concentracién de 10 pg en 50
UL en microtubos de 1.5 mL, previamente rotulados, con agua de grado biologia
molecular. Para determinar la cantidad de ADN a utilizar para la dilucién se utilizo la

siguiente formula:

Clvi=C2v2

C1= concentracion inicial de ADN, V1= volumen inicial de la muestra

C2= concentracion final del ADN, V2= volumen final tras la dilucién

Para la genotipificacion de los polimorfismos se llevo a cabo utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) con sondas TagMan marcadas con

colorantes fluorescentes VIC® y FAM®, utilizadas para la diferenciacion alélica.

El volumen de reaccion de los ensayos fue de 5 pL por pocillo. Para cada ensayo se
afadié 2.4 uL de la muestra de ADN, 2.5 puL de Mastermix y 0.1 yL de sondas
(rs1800624 o rs1800625, dependiendo del ensayo). La reaccion se llevo a cabo en un
termociclador modelo StepOnePlus de la marca Applied Biosystems con las siguientes

condiciones de reaccion:

STAGE 1: 95 °C por 10 minutos.

STAGE 2: 95 °C por 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto, repitiendo un total de 40

ciclos.

STAGE 3: 60 °C por 30 segundos.
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8.2.6 Cuantificacién de AGEs

La cuantificacion de los AGEs fluorescentes circulantes se llevo a cabo diluyendo el
suero sanguineo en una proporcion de 1:40 en buffer PBS 1X. Se utilizaron
microplacas oscuras de 96 pocillos, colocando las muestras por duplicado, junto a un
control de PBS 1X (200 pL por pocillo). A continuacion, se midio la fluorescencia de
las diluciones en el espectrofotometro, utilizando una excitacién de 360 nm y una
emision de 470 nm. Finalmente, los promedios de los fueron expresados como

Unidades Arbitrarias de Fluorescencia (UAF).

Como un segundo paso, se realizd la cuantificacion de proteinas totales en suero
utilizando el kit comercial Thermo Scientific, Pierce, Microplate BCA Protein Assay Kit-
Reducing Agent Compatible (Cat. No. 23252), conforme a las indicaciones del
fabricante. Las muestras se dispusieron por duplicado en microplacas de 96 pocillos y
se realizd su medicion mediante un lector de placas a una longitud de onda de 562
nm. Posteriormente, Se calculo el promedio de ambas mediciones y los resultados se
expresaron en pg/mL. Tras obtener los valores, se calcul6 el cociente entre la cantidad
de AGE fluorescente circulante y las proteinas, representandolo como UAF/ug/mL de

proteinas.

8.2.7 Cuantificacion de sRAGE

Serealizo la cuantificacion de SRAGE por el experimento de inmunoabsorbancia ligado
aenzimas (ELISA) tipo sandwich, mediante suero sanguineo; utilizando el kit comercial
R&D Systems DuoSet Human RAGE (Cat. No. DY1145), conforme a las indicaciones
del fabricante detalladas a continuacién: Se afiadi6 el anticuerpo de captura

(anticuerpo anti-RAGE humano de raton) y se dejo incubar durante la noche a
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temperatura ambiente. Posteriormente, se lavo y bloqued la placa utilizando un
diluyente de reactivo (BSA 1% en PBS 1X), y se dej6é incubar durante una hora a
temperatura ambiente. Se agrego la muestra (suero, curva estandar de RAGE humano
recombinante o control) e incubd durante un lapso de 2 horas a temperatura ambiente.
Después, se lavo la placa, se agrego estreptavidina-HRP y se incubd por 20 minutos
a temperatura ambiente; Se lavo la placa, se afiadié la solucion de sustrato en una
proporcion 1:1 (peroxido de hidrégeno y tetrametilbenzidina) e incubd durante 20
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se detuvo la reaccién con acido sulfarico

2 N.

Las muestras se dispusieron por duplicado, junto con un control negativo; luego, se
realizé la medicion utilizando un lector de microplacas a longitudes de onda de 450 nm
y 540 nm para corregir las deficiencias 6pticas de la placa. Por ultimo, se calculé el

promedio de los duplicados y los valores registrados se expresaron en pg/mL.
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8.3 Analisis estadistico

El primer paso consistié en comprobar que nuestros datos obtenidos presentaban una
distribucion normal con la prueba estadistica Kolmogorov-Smirnov. Se procedio a

calcular las medias + desviacién estandar (DE) para los datos descriptivos.

Para el analisis de la diferencia de medias, se realiz6 mediante la prueba estadistica
t-Student (datos paramétricos), y la prueba U de Mann-Whitney para el andlisis de

diferencia de medianas (para datos no paramétricos).

Para analizar la correlacién entre las frecuencias alélicas de los polimorfismos -374T/A
y -429T/C del gen AGER con los indicadores clinicos, antropométricos, quimica
sanguinea y del perfil lipidico, se compararon el grupo control (CTRL) y el grupo con
SD. Para ello, se utilizé la prueba de chi-cuadrado en las variables de tipo categoricas

y la prueba de Wilcoxon en las variables continuas.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando los programas GraphPad Prism
(version 9.0) y RStudio, considerando un valor de p < 0.05 como criterio de

significancia estadistica.
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IX. RESULTADOS

9.1 Poblacién de estudio.

La poblacion del estudio estuvo integrada por 105 participantes los cuales se dividieron
en 2 grupos: CTRL (n=55) y SD (n =50). Para ambos grupos, se evaluaron los rangos

de edad y se caracterizaron en funcién de los datos extraidos de sus historias clinicas.

En cuanto a la edad de los participantes, la mediana y el rango intercuartil (Q1-Q3)
fueron similares en ambos grupos: 10 afios en CTRL frente a 10 afios en SD (p = 0.8).
Asimismo, la distribucion por sexo no mostré diferencias estadisticamente

significativas (p = 0.6), con proporciones similares de hombres y mujeres en cada

grupo.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio

Variable/poblacion CTRL n=55 SD n=50 P - valor
Sexo 0.6
Masculino 27 (49%) 27 (54%)
Femenino 28 (51%) 23 (46%)
Edad (afos) 10 (7, 12) 10 (6, 13) 0.8

CTRL, control; SD, sindrome de Down

9.2 Caracteristicas antropométricas

Con el objetivo de caracterizar y encontrar posibles variables que pudieran estar
alteradas en la poblacion de estudio, se analizaron las variables peso, estatura,
circunferencia de cintura y cadera, asi como el indice de masa corporal (IMC) (TABLA
2). Se observé que las medianas (y sus rangos intercuartiles, Q1-Q3) para el analisis
de peso no mostraron diferencias significativas, con 32 kg en ambos grupos (p = 0.9).

Sin embargo, la estatura fue significativamente menor en el grupo con SD (1.28 m) en
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contraste con el grupo CTRL (1.38 m; p = 0.002). En cuanto a la circunferencia de
cintura, el grupo con SD presenté un valor significativamente mayor (65 cm frente a 58
cm en el grupo control; p = 0.005), mientras que la circunferencia de cadera no mostré
diferencias significativas (p = 0.4). Finalmente, se observaron diferencias significativas
en el indice de masa corporal (IMC), siendo mas alto en el grupo con SD (mediana de

19.1) vs el grupo CTRL (16.5; p < 0.001).

Tabla 3. Datos antropométricos de la poblacion de estudio

Variable/poblacién CTRL SD P - valor
Peso (kg) 31 (24, 41) 32 (18, 46) 0.9
Estatura (m) 1.38 (1.26, 1.48)(1.28 (1.05, 1.4)| <0.002
Cintura (cm) 58 (53, 63) 65 (56,75) <0.005
Cadera (cm) 70 (64, 81) 78 (61, 86) 0.4
IMC 16.5 (15.4, 18.2)| 19.1 (16.8, 24) | <0.001

CTRL, control; SD, sindrome de Down; IMC, indice de masa corporal. Valores

representados como medianas (rango intercuartil Q1-Q3)

9.3 Caracteristicas bioquimicas de la poblacion de estudio

Los pardmetros analizados para evaluar el perfil bioquimico incluyeron las

concentraciones del perfil lipidico y de los pardmetros de quimica sanguinea.

En la Tabla 4 se presentan las variables bioquimicas de los grupos de estudio (SD vs.
CTRL) y su distribuciéon. No encontramos diferencias estadisticamente significativas
para los niveles de HBAlc y glucosa entre los grupos (mediana de 5.20% en CTRL
frente a 5.06% en SD; p = 0.6) y 93 mg/dL (rango intercuartil 85-104) frente a 92 mg/dL

(rango intercuartil 86-99); p = 0.3, respectivamente.
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En cambio, los niveles de acido Urico resultaron claramente mayores en el grupo con

SD en comparacion con el grupo CTRL (5.35 mg/dL frente a 3.86 mg/dL; p < 0.001).

Ademas, los niveles de urea también resultaron ser mayores en el grupo con SD (28
mg/dL) frente al grupo CTRL (23 mg/dL; p < 0.001). Por otro lado, no se aprecié una

diferencia estadistica para los niveles de creatinina entre ambos grupos (p = 0.11).

Tabla 4. Valores de bioquimica sanguinea en la poblacion de estudio.

Variable CTRL SD P - valor
HBAlc 5.2(4.9,5.3)| 5(4.7,5.5) 0.6

Acido urico (mg/dL) 3.8(3.3,4.5)|5.3(4.5,5.8) | <0.001
Glucosa (mg/dL) 93 (85, 104) | 92 (86,99) 0.3

Urea (mg/dL) 23 (17, 29) | 28 (23, 31) <0.001
Creatinina (mg/dL) 0.4 (0.3,0.5) | 0.5 (0.4, 0.6) 0.11

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

representados como medianas (rango intercuartil Q1-Q3).

Se evaluo el perfil de lipidos mediante las concentraciones en suero de colesterol total,
triglicéridos, C-HDL, C-VLDL y C-LDL. (TABLA 5). Los valores de colesterol total y C-
LDL no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con
SD y CTRL (p = 0.4 y p = 0.9, respectivamente). Sin embargo, los niveles de
triglicéridos y C-VLDL fueron notoriamente més elevados en el grupo con SD en
contraste con el grupo CTRL (p = 0.001). Por otro lado, los valores de C-HDL fueron
significativamente menores en el grupo con SD (45 mg/dL) frente al grupo CTRL (58

mg/dL; p < 0.001).
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Tabla 5. Valores de perfil lipidico.

Variable/poblacion CTRL SD P - valor
Colesterol (mg/dL) 158 (44) 154 (44) 0.4
Triglicéridos (mg/dL) 63 (22) 97 (33) <0.001
C - HDL (mg/dL) 58 (17) 45 (16) <0.001
C - LDL (mg/dL) 88 (31) 87 (34) >0.9
C - VLDL (mg/dL) 13 (4) 19 (6) <0.001

CTRL, control; SD, sindrome de Down; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta
densidad; C-LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad; C-VLDL, colesterol de
lipoproteinas de muy baja densidad. Los valores se representan como medianas

(rango intercuartilico).

9.4 Frecuencia alélica de los polimorfismos -374T/A y -429T/C del gen
AGER en poblacién con SD y control

Para el analisis de las frecuencias alélicas en la poblacién de estudio, se observo que
para el polimorfismo de AGER -374T/A, el alelo T es el mayoritario, presente en un
72.38% de los casos, mientras que el alelo A tiene una frecuencia menor, del 27.62%.
En cuanto a su distribucidn genotipica, la mayoria de los individuos son homocigotos
para el alelo T (T/T), seguidos de heterocigotos (T/A), y finalmente, una minoria es
homocigota para el alelo A (A/A), lo que refleja una mayor frecuencia del alelo T en la
poblacion. El valor de p de 1 indica que las frecuencias observadas para los genotipos
(T/T, TIA, A/A) estan en perfecto equilibrio con las esperadas bajo el modelo de Hardy-
Weinberg, lo que sugiere que no hay factores evolutivos importantes afectando este

locus en la poblacion estudiada.

37



Tabla 6.- Frecuencia genotipica del polimorfismo -374T/A (rs1800624)

SNPs Genotipo AGER -374T/A
Poblacién total

Alelo |Frecuencia [Porcentaje| Genotipo |Frecuencia |Porcentajel HWE (P VALOR)
T 152 72.38 T/T 55 52.38 1
A 58 27.62 T/A 42 40
AA 8 7.62

HWE, equilibrio de Hardy-Weinberg.

Por otro lado, el andlisis de las frecuencias alélicas en la poblacion de estudio para el
polimorfismo de AGER -429T/C mostr6é que el alelo T es el mayoritario, presente en
un 85.71% de los casos, mientras que el alelo C tiene una frecuencia menor, del
14.29%. En cuanto a su distribucion genotipica, la mayoria de los individuos son
homocigotos para el alelo T (T/T), seguidos de heterocigotos (T/C), y finalmente, una
minoria es homocigota para el alelo C (C/C), lo que refleja una mayor frecuencia del
alelo T en la poblacion. El valor de p de 1 indica que las frecuencias observadas para
los genotipos (T/T, T/C, C/C) estan en perfecto equilibrio con las esperadas bajo el
modelo de Hardy-Weinberg, lo que sugiere que no hay factores evolutivos importantes

afectando este locus en la poblacion estudiada.

Tabla 7.- Frecuencia genotipica del polimorfismo -429T/C (rs1800625)

SNPs Genotipo AGER -429T/C
Poblacioén total

Alelo |Frecuencia [Porcentaje| Genotipo |Frecuencia |[PorcentajeHWE (P VALOR)
T 180 85.71 T/T 77 73.33 1
C 30 14.29 T/C 26 24.76
C/C 2 1.9

HWE, equilibrio de Hardy-Weinberg.
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9.5 cuantificacion de AGEs y SRAGE en los grupos de estudio

Para determinar los niveles de AGEs y sRAGE en los participantes del estudio, se
realizaron sus respectivas cuantificaciones mediante las técnicas de fluorescencia y
ELISA, utilizando muestras de suero sanguineo. Ademds, se cuantificaron las

proteinas totales mediante el método de Pierce, obteniendo un cociente.

Los resultados indicaron que los niveles de AGEs fluorescentes circulantes eran
estadisticamente mayores en la poblacion con SD en contraste con el grupo CTRL,

con un valor de p = 0.0007.

Tabla 8.- Valores de AGEs fluorescentes circulantes en SD vs CTRL.

Variable/poblacion CTRL SD P - valor
AGEs fluorescentes circulantes (UAF/ug/mL) | 134.6 £118.7 | 139.7 £ 39.02 | <0.0007

AGEs, productos finales de glicacion avanzada; CTRL, control; SD, sindrome de

Down; UAF, unidades arbitrarias de fluorescencia.

Posteriormente, se evaluaron las concentraciones de SRAGE mediante su
cuantificacién utilizando el método ELISA tipo sdndwich. Los resultados mostraron que
los niveles de sRAGE fueron significativamente mayores en la poblacion CTRL en
comparacion con la poblacion con SD, con valores de 1930 + 1259 pg/mL frente a

852.1 + 422.5 pg/mL, respectivamente.

Tabla 9.- Valores de sRAGE circulante en SDy CTRL.

Variable/poblacion CTRL SD P - valor
sRAGE (pg/mL) 1930 + 1259 | 852.1 +422.5 | <0.0001

SRAGE, receptor soluble de productos finales de glicacién avanzada CTRL, control;

SD, sindrome de Down.
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9.6 Analisis de Asociacion de Polimorfismos del Gen AGER con Niveles
de AGEs Circulantes

Los grupos de estudio se clasificaron segun el polimorfismo y su frecuencia alélica. Se
realizé una regresion logistica para obtener los valores p y las razones de momios
(odds ratio). Los valores p se compararon con los del grupo control, de manera similar
a lo presentado en las tablas anteriores. El andlisis se centro en la asociacion entre los
polimorfismos del gen AGER (-374T/A 'y -429T/C) y los niveles circulantes de AGEs,
los cuales son biomarcadores clave en la evaluacion del estrés oxidativo y la

inflamacion cronica.

Al analizar la asociacion entre el polimorfismo -374T/A del gen AGER y los niveles de
AGEs circulantes, no se encontraron diferencias significativas en su frecuencia alélica,
independientemente del modelo genético utilizado (codominante, dominante, recesivo

o log-aditivo), segun lo mostrado en la tabla 10.

40



Tabla 10.- Asociacién del polimorfismo -374T/A con niveles de AGEs circulantes

en la poblacion de estudio

SNP: Genotipo AGER -374T/A ajustado por: sexo

| n me se | dif menor | mayor | p-valor | AlC
Codominante
T/T 55 -257.4 65.76 0 0.6345 1622
T/IA 42 -325.4 78.96 -67.96 -282.6 146.7
AIA 8 -429.8 315.08 | -172.41 | -568.8 | 223.98
Dominante
TIT 55 -257.4 65.76 0 0.4177 1620
TIA-AIA 50 -342.1 81.74 -84.67 -288.6 | 119.28
Recesivo
T/IT-TIA 97 -286.9 50.44 0 0.4674 1620
AIA 8 -429.8 315.08 | -142.98 | -527.2 241.2
Sobredominante
TIT-AIA 63 -279.3 69.02 0 0.6657 1621
T/IA 42 -325.4 78.96 -46.07 -254.5 | 162.33
log-Aditivo
0,1,2 | | | | 7803 | -239 | 8291 | 0.3442 | 1620
me (media); Promedio de la variable continua en cada grupo genotipico; se (error

estandar): Variabilidad de la media en cada grupo; dif (diferencia); Diferencia entre las

medias de cada grupo genotipico en comparacion con el grupo de referencia;

menor/mayor; Intervalos de confianza del 95% para la diferencia en las medias; AIC

(Criterio de Informacién de Akaike); Mide la calidad del ajuste del modelo; valores mas

bajos indican un mejor ajuste.

Asimismo, el polimorfismo -429T/C del gen AGER no mostré6 una asociacion

significativa con los niveles circulantes de AGEs (p = 0.5827), segun lo mostrado en la

tabla 11.
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Tabla 11. Asociacion del polimorfismo -429T/C con niveles de AGEs circulantes

en la poblacion de estudio

SNP: Genotipo AGER -429T/C ajustado por: sexo

| n | me | se | dif | menor | mayor | p-valor | AlC
Codominante
TT 77 -298.6 46.54 0 0.5827 1622
T/IC 26 -324.5 158.91 | -25.886 -263.3 2115
C/C 2 83.7 15.29 382.325 | -367.3 1132
Dominante
T/T 77 -298.6 46.54 0 0.9778 1621
T/C-C/C 28 -295.3 148.73 3.291 -227.8 234.4
Recesivo
T/T-T/C 103 -305.2 52.63 0 0.3079 1620
C/C 2 83.7 15.29 388.854 | -354.9 1132.7
Sobredominante
T/T-C/C 79 -288.9 45.86 0 0.7691 1621
T/IC 26 -324.5 158.91 | -35.545 -272.2 201.1
log-Aditivo
0,1,2 | | | | 32659 | -1749 | 2402 | 0.7584 | 1621

me (media); Promedio de la variable continua en cada grupo genotipico; se (error
estandar): Variabilidad de la media en cada grupo; dif (diferencia): Diferencia entre las
medias de cada grupo genotipico respecto al grupo de referencia;, menor/mayor:
Intervalos de confianza del 95% para la diferencia en las medias; AIC (Criterio de
Informacion de Akaike.): Mide la calidad del ajuste del modelo; valores méas bajos son

mejores.

De igual manera, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
asociar los niveles de sSRAGE y AGEs circulantes en el grupo con SD. Finalmente, se
realizé un analisis de regresion lineal univariado para examinar los niveles de AGEs
circulantes en funcién del genotipo AGER -429T/C en pacientes con SD. Aunque se
observé una tendencia hacia niveles mas altos de AGEs circulantes en los individuos
con los genotipos T/C y C/C en comparacion con aquellos con el genotipo T/T (144 vs.

129), esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0.4).
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Asimismo, se exploraron otras variables de laboratorio en relacién con el genotipo
AGER -429T/C en pacientes con SD. Los niveles de colesterol total y C-HDL mostraron
diferencias significativas entre los genotipos, siendo el colesterol total mas alto y el C-

HDL mas bajo en los genotipos T/Cy C/C (p = 0.041 y p = 0.035, respectivamente).

Tabla 12.- Niveles de AGEs circulantes en pacientes con SD polimorfismo -
429T/C modelo univariado.

Genotipo
Variables TIT T/C-C/C p-valor
N = 32 N=18
sRAGE (pg/mL) 867 (412) 717 (594) 0.5
AGEs fluorescentes circulantes (UAF/ug/mL) 129 (39) 144 (70) 0.4
Colesterol (mg/dL) 150 (38) 172 (52) 0.041
Trigliceridos (mg/dL) 91 (28) 104 (47) 0.2
C - HDL (mg/dL) 43 (11) 53 (15) 0.035
C-LDL (mg/dL) 83 (22) 98 (41) 0.3
C -VLDL (mg/dL) 18 (6) 20 (9) 0.2
HBAlc 5.20 (0.71) 5.00 (0.65) 0.11
Acido Urico (mg/dL) 5.00 (1.33) 5.40 (0.82) 0.4
Glucosa (mg/dL) 92 (9) 90 (17) 0.3
Urea (mg/dL) 28 (6) 25 (14) 0.7

AGEs, productos finales de glicacién avanzada; sSRAGE, receptor de productos finales
de glicacion avanzada; C-HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad; C-LDL,
colesterol de lipoproteinas de baja densidad; C-VLDL, colesterol de lipoproteinas de
muy baja densidad. Todos los valores se presentan como medianas (rango
intercuartilico). HBAlc: hemoglobina glucosilada Alc, representada también como

mediana.

Aungue el andlisis de regresion univariado no muestra diferencias estadisticas en el
efecto de los AGEs y SRAGE en la poblacién con SD portadora del polimorfismo AGER

-429T/C (p = 0.4 y p = 0.5, respectivamente), el analisis de regresion multivariado
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revela diferencias estadisticas significativas en los niveles de AGEs circulantes (p =

0.049). Ademas, se observa una tendencia que sugiere que los niveles de colesterol

total y C-HDL podrian estar influenciados por la presencia de este polimorfismo.

Tabla 13.- Niveles de AGEs circulantes,

polimorfismo -429T/C modelo multivariado

SRAGE en pacientes con SD

Caracteristica OR 95%IC P - valor
sSexo
Femenino
Masculino 0.62 0.14, 2.63 0.5
Edad 0.93 0.71, 1.18 0.6
IMC 0.93 0.75, 1.12 0.4
Colesterol (mg/dL) 1.03 1.00, 1.06 0.071
C - HDL (mg/dL) 1.05 0.99, 1.11 0.092
AGEs fluorescentes circulantes (UAF/pg/mL) 1.02 1.00, 1.05 0.049
SRAGE (pg/mL) 1 1.00, 1.00 0.7

IMC, indice de masa corporal; C — HDL, colesterol de lipoproteinas de alta densidad;

AGEs, productos finales de glicacion avanzada; sRAGE, receptor de los productos

finales de glicacion avanzada; OR, razon de momios; IC, intervalo de confianza.
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X. DISCUSION

En el presente estudio se evallan parametros antropomeétricos y bioquimicos, ademas
de cuantificar AGEs y sRAGE en nifios y adolescentes con SD y el grupo control,

donde las edades varian entre los 3-18 afios.

La deteccién temprana del SD es importante para brindar un mejor asesoramiento
sobre las posibles complicaciones asociadas a este sindrome (19). El riesgo de
presentar SD puede estimarse mediante la edad materna, pruebas de ultrasonido y
andlisis bioguimicos sanguineos de la madre (20). La presencia de trisomia 21, parcial
o completa, aumenta el riesgo de comorbilidades en los nifios con este sindrome,
incluyendo complicaciones metabdlicas (17), defectos cardiacos (15) y trastornos

neurologicos (18).

En nuestro estudio, se observé que los nifios y adolescentes con SD mostraron una
estatura menor en comparacion con el grupo control, lo que coincide con lo reportado
en otros estudios (92,93). La razén de una estatura menor no ha no ha sido
completamente aclarada, aunque se ha sugerido que podria estar relacionada con una
disfuncion endocrina en el hipotalamo, lo que ocasionaria una deficiencia en la
hormona del crecimiento (GH), considerada uno de los factores que afectan el
crecimiento en nifios con SD (94). Por otro lado, los valores de circunferencia de cintura
y el IMC resultaron elevados en nuestro grupo con SD, en concordancia con estudios
de composicién corporal en esta poblacién (93), que reportan una mayor tendencia al

sobrepeso y la obesidad en personas con SD (95).
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Por otro lado, en nuestro grupo de estudio con SD encontramos que los niveles de
urea y acido Urico mostraron diferencias estadisticamente significativas, con niveles
mas elevados en comparacion con el grupo control (p < 0.0001), resultados
consistentes con otros estudios previos (96-98). Ademas, se ha observado que esta
tendencia suele ser mas marcada en nifios que en nifias (96,99).Los rifiones
desempefian un papel crucial en la preservacion de la homeostasis del organismo. En
personas con SD, existe una probabilidad cinco veces mayor de desarrollar anomalias
renales y urogenitales, asi como un riesgo tres veces mayor de disfunciones en el
tracto urinario inferior, en comparacién con individuos sanos (100). Esto podria
deberse a que las personas con SD presentan rifiones mas pequefios desde el punto
de vista morfofisiologico (101). Considerando esto, es posible inferir que ciertas
complicaciones renales en la poblacién con SD, como los niveles elevados de &cido
arico en suero, podrian estar relacionadas con una mayor resistencia a la oxidacion de

lipidos séricos, lo cual desemperfia un papel clave en el proceso de aterogénesis (96).

El perfil de lipidos en la poblacion con SD se ha estudiado durante mas de tres
décadas, revelando resultados desfavorables en comparacion con aquellos que no
presentan esta condicion (96). Diversos estudios han reportado una mayor prevalencia
de dislipidemias y prediabetes en individuos con SD (102). Desde la infancia, se ha
observado que estas personas pueden presentar un perfil lipidico desfavorable en
comparacion con sus hermanos, independientemente del IMC, con caracteristicas
como elevacion de colesterol total, C-LDL y triglicéridos, y niveles reducidos de C-HDL
(103). Nuestros resultados son consistentes con estos hallazgos, ya que nuestro

estudio mostro que la poblacion con SD presentd niveles mas altos de triglicéridos y
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colesterol VLDL, asi como niveles reducidos de colesterol HDL, con una significancia
estadistica de P = 0.001. Ademas, otros estudios han encontrado niveles mas bajos
de HDL (26.4 mg/dL; 212.2 a 20.7; P = 0.03), lo que podria estar asociado con un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas (104). Por otro lado, se ha
observado que, aunque la poblacién con SD presenta una mayor prevalencia de
obesidad, los nifios y adolescentes sin esta condicion genética exhiben un perfil lipidico

més favorable en comparacion con aquellos con SD (105).

Dentro de las caracteristicas clinicas del SD destacan las complicaciones metabdlicas,
entre las que se incluyen enfermedades como la diabetes, obesidad y el sindrome
metabdlico (18). En el SD, el estrés oxidativo esta presente en complicaciones del
neurodesarrollo y demencias, ademas de contribuir en la fisiopatologia de
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer prevalentes en esta
poblacion (106). El estrés oxidativo es una consecuencia fisiologica del metabolismo
aerodbico celular y juega un papel crucial en la sefalizacion intracelular, la transcripcion

y la regulacion genética (107).

En nuestra investigacion, notamos una mayor cantidad de AGEs circulantes en el
grupo con SD en contraste con el grupo control (p < 0.0007) y niveles
significativamente mas bajos de sRAGE en SD frente al grupo control (p < 0.0001).
Diversas investigaciones han probado que los AGEs desempefian un papel clave en
el desarrollo de estas enfermedades, ya que inducen estrés oxidativo y aumentan la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (35). Esto desencadena a un
estado de inflamacién estrechamente vinculado a la patogénesis de multiples

enfermedades (36). Cuando los niveles de AGEs circulantes aumentan, se observa
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una sobreexpresion de sRAGE (61), el cual se considera un agente citoprotector, ya

gue ayuda a mitigar los efectos negativos derivados de RAGE y sus ligandos (62).

Numerosos estudios han relacionado la via de sefalizacion AGE/RAGE con el
desarrollo de numerosas enfermedades. Las vias de estrés oxidativo asociadas con la
generacion de AGEs han sido ampliamente estudiadas en adultos y se han vinculado
con procesos inflamatorios, disfuncién endotelial, alteraciones en la homeostasis de la

glucosa y el desarrollo del sindrome metabdlico (70).

Por otro lado, el estudio de los polimorfismos genéticos es crucial para comprender
como las variaciones en el ADN influyen en la predisposicion, desarrollo y respuesta a
diversas enfermedades. En nuestro estudio, no encontramos una asociacion
estadistica significativa entre el polimorfismo -374T/A del gen AGER vy los niveles
circulantes de AGEs o sRAGE, ni con las variables antropométricas o bioquimicas en
la poblacion con SD. Esto podria indicar que este polimorfismo no desempefia un papel

relevante en el desarrollo de las complicaciones asociadas al SD.

Hasta la escritura de esta tesis, no contamos con datos de ningun informe que describa
la asociaciéon entre los polimorfismos del gen AGER y los niveles de circulantes de

AGEs y sRAGE en la poblacion con SD.

Por otro lado, nuestro estudio mostré que el polimorfismo -429T/C del gen AGER
presentd una asociacion estadistica con los niveles circulantes de AGEs en la
poblacion con SD (p = 0.049), asi como con los niveles de colesterol total y C-HDL, los
cuales mostraron diferencias significativas (p = 0.041 y p = 0.035, respectivamente).

Esto es consistente con diversos estudios que indican que el alelo -429C se asocia
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con diabetes tipo 2 (90), diabetes tipo 1 y retinopatia diabética (80), susceptibilidad a
la degeneracion macular relacionada con la edad (108), y un mayor riesgo de cancer

en poblacién asiética (109).

Enfermedades en las que la via de sefializacion AGE/RAGE esta alterada, provocando
estrés oxidativo y la generacion de especies reactivas de oxigeno, lo que incrementa
la produccion de AGEs y citocinas proinflamatorias. Esto ocasiona una regulacion
positiva de factores de transcripcion como NF-kB, promoviendo un mayor
reclutamiento de RAGE anclado a la membrana, lo que acelera el desarrollo de
enfermedades relacionadas y mantiene un ambiente inflamatorio constante. En el caso
del SD, debido a su propia condicion, los individuos se encuentran en un entorno

cronico de estrés oxidativo e inflamacion.

Nuestros resultados respaldan la hipétesis de que el polimorfismo -429T/C del gen
AGER podria influir en los niveles circulantes de AGEs, asi como en las alteraciones
de los indicadores bioguimicos. En este caso, se observa una alteracion en el perfil

lipidico asociado a este polimorfismo.
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Xl.  CONCLUSIONES

11.1. Conclusién general

Las poblaciones con sindrome de Down tienen un riesgo elevado a desarrollar

dislipidemias, especialmente hipertrigliceridemia y niveles bajos de colesterol HDL, lo

gue aumenta la probabilidad de que esta poblacion experimente sobrepeso u obesidad

con mayor frecuencia.

Se observa una mayor correlacion entre los AGEs y una disminucién en los niveles de

SRAGE en individuos con SD, lo que podria eliminar el efecto protector de sSRAGE

contra los procesos inflamatorios. Esto, a su vez, podria facilitar el desarrollo de

comorbilidades crénico-degenerativas y cronico-metabdlicas a edades mas tempranas

en esta poblacion.

11.2 Conclusiones especificas

Las dislipidemias mas comunes en el grupo con SD fueron hipertrigliceridemia,
C-VLDL elevado y niveles reducidos de C-HDL.

Se observaron mayores concentraciones de AGEs en el grupo SD en
comparacion con el grupo control

El grupo con SD mostré concentraciones menores de SRAGE respecto al grupo
control

No se encontré una asociacion estadistica que relacionara el polimorfismo -
374T/A del gen AGER con los niveles circulantes de AGEs, sRAGE, ni con las
variables antropométricas o bioquimicas.

El polimorfismo -429T/C del gen AGER podria estar relacionado con

alteraciones del perfil lipidico y el riesgo cardiovascular en el grupo con SD.
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e Se evidenci6 una asociacion del polimorfismo -429T/C del gen AGER con los

niveles circulantes de AGEs.
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Xlll. SIGLAS Y ABREVIACIONES
AB1-42: Beta amiloide 1-42
AGE: Productos finales de glicacion avanzada (Advanced Glycation End-products)

AGER: Receptor de productos finales de glicacion avanzada (Advanced Glycation
End-products Receptor)

C-HDL: Colesterol de lipoproteinas de alta densidad (High-Density Lipoprotein

Cholesterol).

C-VLDL: Colesterol de lipoproteinas de muy baja densidad (Very Low-Density

Lipoprotein Cholesterol).
EA: Enfermedad de Alzheimer.

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay)

ICAM-1: Molécula de adhesion intercelular 1 (Intercellular Adhesion Molecule 1)
IL-1: Interleucina 1

IL-2: Interleucina 2

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

IL-9: Interleucina 9

MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinase)
MGO: Metilglioxal

NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido

NF-kB: Factor nuclear potenciador de kappa-B

PBX2: Factor de union al ADN PBX2

RAGE: Receptor de productos finales de glicacion avanzada (Receptor for Advanced

Glycation End-products).
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ROS: Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)
SD: Sindrome de Down.

SRAGE: Forma soluble del receptor de AGEs (soluble Receptor for Advanced

Glycation End-products)

SNP: Polimorfismo de un solo nucledtido

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor-beta)
TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor-alpha)

VCAM-1: Molécula de adhesion vascular 1 (Vascular Cell Adhesion Molecule 1)
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XIV. ANEXOS
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