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|. RESUMEN

Introduccion: El sindrome de Down (SD) es un trastorno cromosOmico ocasionado
por tener una copia extra total o parcial del cromosoma 21 (HSA21) y caracteriza por
manifestaciones clinicas como hipotonia, baja estatura, braquicefalia, lengua
protuberante, orejas pequefas, manos cortas y discapacidad intelectual. También
puede cursar con susceptibiidad a comorbilidades como trastornos
neurodegenerativos y del sistema inmunitario, defectos cardiacos congénitos y
trastornos gastrointestinales. La compensacion de dosis génica otorga esta
suceptibilidad a través de los genes del HSA21 que lleva a alteraciones en el genoma
y en el epigenoma como el mecanismo de metilacion del DNA La metilaciébn comienza
con una citosina en el extremo 5’, por DNA metiltransferasas (DNMT) para formar 5-
metilcitosina (5-mC), este mecanismo esta ligado a la regulacion de expresion génica
mediante la metilacion de zonas reguladoras como la regién promotora del gen, lo que
inhibe la transcripcion de genes y moléculas como el RNA no codificante. Los miRNAs
son pequefios RNAs no codificantes de alrededor de 20-30 nucleétidos, que silencian
genes uniéndose al MRNA y provocando su hidrélisis. Objetivo general: Establecer
un modelo predictivo de datos epigenomicos de la metilacion de miR-21 que influyen
sobre los sintomas asociados a procesos inflamatorios en enfermedades
gastrointestinales en sindrome de Down. Materiales y métodos: Se estudiaron a 30
personas con SD y 30 personas euploides, se le tomaron muestras sanguineas para
realizar andlisis clinicos como perfil bioguimico. Ademas, se analiz6 el perfil de
metilacion del promotor de VMP1 (miR-21) mediante secuenciacién Sanger a partir de
amplificados de PCR. Con el conjunto de variables se realizé un modelo de regresion
logistica para predecir la presencia 0 ausencia de sintomas o padecimientos
gastrointestinales asociado a enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) y enfermedad
celiaca (CeD). Resultados: Se secuenciaron 192 pb del promotor de VMP1 cuyo gen
codifica a miR-21 y se cuantificd su metilacién, observando diferencia estadistica en la
metilacion del sitio CpG ¢g23838308.
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El modelo de regresion logistica tuvo una precision del 0.72 (IC 95% 0.49-0.89)
mediante la variable de sitios CpG no metilados del grupo SD para predecir la
presencia o ausencia de los sintomas y padecimientos del cluster 1. Conclusiones: A
partir del modelo se observé que a mas sitios CpG no metilados en la region del
promotor de VMP1 (miR-21), mas probabilidades se tienen de presentar alguno de los
sintomas o padecimientos del clister 1. Es necesario realizar otros estudios con mayor
namero de muestras para realizar modelos con mayor robustez que expliquen mejor

los sintomas relacionados a Ell y CeD que afectan a las personas con SD.

Palabras clave: sindrome de Down, metilacion, miR-21, enfermedad inflamatoria

intestinal, enfermedad celiaca

12



ABSTRACT

Introduction: Down syndrome (DS) is a chromosomal disorder caused by having an
extra whole or partial copy of chromosome 21 (HSA21) and is characterised by clinical
manifestations such as hypotonia, short stature, brachycephaly, protruding tongue,
small ears, short hands and intellectual disability. It can also present with susceptibility
to comorbidities such as neurodegenerative and immune system disorders, congenital
heart defects and gastrointestinal disorders. Gene dosage compensation confers this
susceptibility through the HSA21 genes, leading to alterations in the genome and
epigenome, such as the DNA methylation mechanism. Methylation starts with a
cytosine at the 5' end, by DNA methyltransferases (DNMT) to form 5-methylcytosine
(5-mC), this mechanism is linked to the regulation of gene expression by methylation
of regulatory areas such as the promoter region of the gene, which inhibits the
transcription of genes and molecules such as non-coding RNA. miRNAs are small non-
coding RNAs of around 20-30 nucleotides; their main action is to act downstream of
transcription by silencing genes by recognizing target sequences in the mRNA. It is
important to establish a statistical model predictive of clinical and biochemical factors
that influence gene methylation of miRNAs associated with gastrointestinal diseases in
DS. General objective: To establish a predictive model of epigenomic data of miR-21
methylation that influences symptoms associated with inflammatory processes in
gastrointestinal diseases in Down syndrome. Materials and methods: We studied
individuals with DS and euploids, taking blood samples for clinical analysis and
biochemical profile. In addition, the methylation profile of the VMP1 promoter (miR-21)
was analysed by Sanger sequencing from PCR amplifications, with which a logistic
regression model was performed to predict the presence or absence of gastrointestinal
symptoms or conditions associated with inflammatory bowel disease (IBD) and celiac
disease (CeD).
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Results: 192 bp of the VMP1 promoter was sequenced, the gene encoding miR-
21, methylation quantification analysis showed a statistical difference in the methylation
of the CpG site ¢g23838308308, and a logistic regression model was performed with
an accuracy of 0.72 (95% CI 0.49-0.89) using the variable of unmethylated CpG sites
in the SD group to predict the presence or absence of symptoms and conditions in
cluster 1. Conclusions: From the model it can be observed that the more unmethylated
CpG sites present in the VMP1 promoter region (miR-21), the more likely one is to
present any of the symptoms or conditions of cluster 1. Further studies with larger
numbers of samples are needed to perform models with greater robustness to better
explain the IBD and CeD-related symptoms affecting people with DS.
Keywords: Down syndrome, methylation, miR-21, inflammatory bowel disease, celiac

disease.
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IIl. ANTECEDENTES

A. SINDROME DE DOWN

El sindrome de Down (SD) es un trastorno genético ocasionado por una trisomia
del HSA21. Debe su nombre al médico britanico John Langdon Haydon Down quien,
en 1866, mientras trabajaba en el Asilo Real de Earlswood con pacientes que atendia
con discapacidad mental, establecié una clasificacion con caracteristicas fenotipicas
en la cual incluia a las personas con SD. En los afios 60°s se describieron cuatro
posibles alternativas de nombre para este trastorno, siendo sindrome de Down el
término avalado por la Organizacion Mundial de la Salud (Diaz-Hernandez y col.,
2020).

El SD es un trastorno cromosomico en el que se tiene una copia total o parcial del
HSAZ21, y cursa con hipotonia, baja estatura, braquicefalia, lengua protuberante, orejas
pequefias, manos cortas y discapacidad intelectual, entre otras. La trisomia 21
completa es la etiologia mas comuln ya que se presenta en el 95% de los pacientes
con SD, el 3% tiene presencia parcial del HSA21 y solamente el 2% de los casos es
por mosaicismo, mecanismos en el que solo algunas células presentan trisomia 21
(Diaz-Hernandez y col., 2020).

2.1. Epidemiologia

La incidencia mundial de SD se sitla en 1 de cada 1,000 recién nacidos (Chen 'y
col., 2022). En Europa se estima 4.9 de cada 10,000 recién nacidos, mientras que en
Estados Unidos en 2013 se reportd 6.7 de cada 10,000 recién nacidos (Antonarakis y
col., 2020). En México, de acuerdo a la Secretaria de Salud (2020) las cifras son
aproximadamente 1 de cada 691 recién nacidos, en el afio 2018 nacieron 689

personas con SD (351 nifias y 338 nifios).
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La esperanza de vida en los pacientes con SD no superaba los 10 afios a principios
del siglo XX, a mediados del siglo esta cifra aumenté hasta 26 afos llegando hasta el
dia de hoy a los 50 afios aproximadamente. Esto se debe a los avances cientificos y
tecnologicos de los dltimos 50 afios que permiten un trabajo médico y de especialistas
a edades tempranas que favorece la calidad de vida en las personas con SD mediante
una vigilancia del desarrollo fisico y mental (Coppede, 2016).

2.2. Factores de riesgo

En el SD el principal factor de riesgo para que ocurra es la edad de la madre, tal
como sucede en todas las trisomias autosomicas; después de los 35 afios aumenta el
riesgo de que el neonato tenga trisomia 21 y a medida que el embarazo sea a mayor
edad, el riesgo serd proporcionalmente mayor. Esto se da debido a errores en la
ovogénesis en la primera division meidtica materna por la no disyuncion del par
homélogo (Coppede, 2016).

Existen otras hipotesis que intentan describir los mecanismos moleculares de los
errores en la meiosis relacionados a la edad materna, una de éstas apunta a errores
en la recombinacion durante la profase meidtica. Mientras que otra menciona que el
evento podria estar relacionado a las divisiones meiéticas debido a una disminucion
de hormonas en los puntos de control del ciclo celular relacionadas con la edad
materna (Coppede, 2016).

Algunos factores ambientales que pueden influir en el desarrollo de la trisomia 21
son el consumo de tabaco, uso de anticonceptivos orales, sobrepeso u obesidad de la
madre durante el embarazo, asi como la suplementacion ineficiente de acido félico,
dependiendo del tiempo de exposicion a cada uno de ellos (Antonarakis y col., 2020).
Los folatos provenientes de la dieta pertenecen a las vitaminas del complejo B, el cual
es necesario suplementar durante el embarazo (Coppedé, 2016). Estos actian como
donadores y receptores de atomos de carbono para la sintesis de acidos nucleicos y
S-adenosilmetionina (SAM) que actla como agente donador de grupos metilo

intracelular (Coppede, 2016).
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Los que provienen de la dieta son absorbidos a nivel intestinal para posteriormente
ser reducidos y metilados a metiltetrahidrofolato (5-MTHF); en el interior de la célula el
5-MTHF actia como donador de grupos metilo para la metilacion de homocisteina,
catalizada por el complejo metionina sintasa y metionina reductasa; esa reaccion
produce metionina y tetrahidrofolato (THF) (Coppedé, 2016).

A diferencia de los factores de riesgo que se relacionan a la madre, los que se
relacionan con el padre no estan descritos, aunque se menciona que la edad de éste
puede incrementar el riesgo de trisomia 21 o alguna otra aneuploidia. Sin embargo,
los mecanismos moleculares aun estan bajo discusion. La mayoria de estos errores
en el ciclo celular podrian estar en la meiosis Il a diferencia del lado materno que se
encuentran en la meiosis | de los ovocitos (Coppede, 2016).

Los errores de disyuncion durante la formacion de las células germinales son mas
comunes del lado de los ovocitos que de los espermatozoides. En la meiosis |
representa un 65 % del lado materno en contra de un 3% del lado paterno mientras
gue en la meiosis Il es el 23% del lado materno frente a un 5%. Los errores en la
mitosis solo representan el 3% de los casos (Karmiloff-Smith y col., 2016).

2.3. Diagnéstico

Los exdmenes prenatales de laboratorio forman parte del cuidado gestacional,
para identificar aquellos embarazos de alto riesgo (Antonarakis y col., 2020). Los
avances de la biologia molecular, asi como del area de la citogenética, han permitido
desarrollar técnicas que han facilitado el diagnéstico de SD (Diaz-Hernandez y col.,
2020). Hasta el dia de hoy el estandar de oro para el diagnostico es el cariotipo.
También existen otros analisis como hibridacion fluorescente in situ, ensayo de
hibridacién multiplex con sondas, amplificacién y cuantificacion de secuencia paraloga
y secuenciacion de nueva generacion (Diaz-Hernandez y col., 2020).
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El cariotipo o también llamado anlisis citogenético corresponde al estudio de los
cromosomas presentes en el nucleo de las células. Adicionalmente, existen cuatro
técnicas de bandeo que permiten visualizar los cromosomas y a sus regiones, bandeo
Q, R, Cy G. Para obtener las bandas G que son las mas utilizadas, se emplea tripsina
que desnaturaliza proteinas asociadas a los cromosomas para posteriormente tefirse
con Giemsa, lo que produce un patron caracteristico para cada cromosoma. Esta
tincion permite la identificacion de cada cromosoma y el andlisis de su estructura
(Ortega Torres y col ., 2019).

2.4. Fenotipo del sindrome de Down

Las manifestaciones clinicas del SD incluyen deficiencias en el desarrollo
psicomotor y otras caracteristicas fisicas. Los signos en los recién nacidos incluyen
orejas pequefas, braquicefalia, puente nasal plano, cuello corto, manos grandes,
hipotonia e hiperflexibilidad (Coppede, 2016). Los defectos congénitos cardiacos,
problemas oftalmolégicos y perdida de la audicion, se recomienda que sean
detectados después del nacimiento (Coppede, 2016).

Existe una sobreexpresion de los genes en el HSA21 derivado de su triplicacion,
lo que produce multiples complicaciones a nivel estructural y funcional en distintos
sistemas. Entre éstos se encuentran los desérdenes estructurales y funcionales en el
sistema nervioso central (SNC) que engloba al deterioro cognitivo y discapacidad
intelectual, disfuncién del sistema musculo esquelético, comorbilidades en el sistema
digestivo, asi como desérdenes metabdlicos y disrupcion endocrina del eje hipotalamo-
hipdfisis y glandula tiroides (Mazurek & Wyka, 2015).

La discapacidad intelectual en el SD exhibe un patron especifico donde las
habilidades no verbales parecen desarrollarse normalmente mientras que las
linglisticas no (Santoro y col., 2021). La enfermedad de Alzheimer (EA) es una
comorbilidad presente en SD con un rango de incidencia 94 veces mas con respecto
a personas euploides y una aparicién de sintomas alrededor de los 55 afios, siendo
los mas notables las deficiencias en las funciones cognitivas, cambios de personalidad

y una pérdida de funciones previamente existentes (Santoro y col., 2021).
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En las personas con SD es comun encontrar comorbilidades relacionadas a la
glandula tiroides como el hipotiroidismo, con una incidencia alrededor de 1:113y 1:141
recién nacidos. Gran parte de los casos reportados se deben a hipoplasia tiroidea,
mientras que otras causas como ectopia tiroidea son poco frecuentes; sin embargo,
en la mayoria de casos no existe anormalidad ecografica (Amr, 2018).

De acuerdo a un estudio del afio 2011, se realizaron 361 encuestas entre padres
con un hijo con SD de hasta 25 afios de edad, para conocer los costos anuales de
atencién médica para personas con SD. Los resultados mostraron un gasto promedio
de $4,287 ddlares americanos (USD) anuales, con un adicional de $1,428 USD para
atencion medica hospitalaria. En infantes de 0-4 afios con SD, el gasto médico fue de
4.2 veces mayor al de la media australiana de infantes con ese rango de edad,
mientras que en el grupo de edad de 5-14 el gasto médico anual fue 3.8 veces mayor
al de la media del mismo rango de edad (Geelhoed y col., 2011).

B. MODIFICACIONES EPIGENETICAS

La epigenética es un campo de estudio que envuelve a todos los cambios
hereditarios 0 de expresion de genes pero que no involucran alteraciones en la
secuencia del DNA (Tammen y col., 2013). Dichos cambios son responsables de los
patrones de expresion génica presentes en tejidos y células estrechamente regulados
(Tammen y col., 2013). Las modificaciones de histonas y los patrones de metilacion
son los mecanismos epigenéticos predominantes, encargados de activar o inactivar
genes que regulan el crecimiento celular, proliferaciébn y apoptosis, ligandolas a
diversas enfermedades como cancer, asma y defectos congénitos (Xu & Du, 2010).
2.6. Metilacion

La metilacién del DNA es la marca epigenética mas estudiada. Comienza con la
metilacion de la posicidon 5’ de una citosina en el genoma, llevada a cabo por las
enzimas pertenecientes a la familia de las DNA metiltransferasas (DNMT) para formar
5-metilcitosina (5-mC) (Figura 1). La 5-mC esta presente aproximadamente en un 4-
5% de las bases de citosina dentro del genoma humano, de acuerdo al tipo de célula
(Tammen y col., 2013).
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La metilacién del DNA se encarga de regular la expresion génica, reclutando las
proteinas necesarias para el silenciamiento de genes u obstruyendo la interaccion
entre el DNA y los factores de transcripcion en la region promotora de los genes.
También estd implicada en la impronta genémica, en la inactivacion del cromosoma X,
splicing alternativo y la regulacion de la expresion génica de tejidos especificos (la
Torre y col., 2023).

DNMT3A || DNMT3B

NH Metilacion De novo NH,
> CH:
i i
0)\ N 0)\ N
! > |
! DNMT1 :
Citosina 5-metilcitosina

Mantenimiento de metilacién del DNA

Figura 1. Mecanismos de metilacion del DNA. Las enzimas DNMT3A y DNMT3B
corresponden al mecanismo de metilacion De novo (linea azul), mientras que la
enzima DNMT1 se encarga del mantenimiento de la metilacion del DNA (linea

morada). El area verde sefala en 5-metilcitosina el grupo metilo en el carbono 5.

En el genoma humano existen 30 millones de dinucledtidos C+G, cuyas repeticiones
se denominan islas CpG, estando presentes en estado metilado y no metilado. Su
metilacion en las regiones promotoras de los genes esta asociada a la inhibicién de la
transcripcion; ademas, el estado de metilacion de regiones intragénicas también es

importante en la regulacion de la transcripcion (Tammen y col., 2013).
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1) Enzimas participantes en la metilacion del DNA

Todas las DNMT usan mecanismos cataliticos similares para metilar las bases de
citosina del DNA. El genoma humano codifica cinco isoformas de DNMT: DNMT1,
DNMT2, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L; las enzimas DNMT1, DNMT3A y DNMT3B
se encargan de catalizar la adicion del grupo metilo en el DNA (Figura 2), en contraste
con las otras isoformas de la enzima que no poseen actividad catalitica de DNMT
(Lyko, 2018).

DNMT1
(| | 8 _ S
Dominio DMAP1 Dominio RFTS Dominio Dominio BAH Dominio catalico
CXXC

DNMT2
DN MT3 D:\:'l‘;\l,‘:o Dt:';i;io $215 S219

v L
DNMT3L S390| .!i393

v

Figura 2. Estructuras de los dominios conservados de la familia de enzimas DNA
metiltransferasas. Los dominios conservados de la familia de DNMT comparten el
dominio catalitico (rojo), el pequefio subdominio de DNMT2 (negro) el cual es un
residuo de cisteina (C292) altamente conservado. Las posiciones de residuos de
aminoacidos en cada enzima representa los sitios de modificaciones
postraduccionales identificados, la enzima DNMT3L es la variante de DNMT3 que es
cataliticamente inactiva debido a la ausencia de regiéon N-terminal incluyendo el

dominio PWWP vy el dominio C-catalitico (prolina y triptéfano) (Lyko, 2018).
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Las enzimas DNMT tienen un dominio N-terminal regulador y un dominio C-
terminal catalitico, a excepcion de la DNMT2 que solo consta de un dominio catalitico.
El dominio N-terminal de DNMT1 contiene subdominios pequefios conservados que
son mediados por interacciones como DNMT1- asociado a proteina 1 (DMAP1) el cual
es importante para la interaccion con el represor transcripcional DMAP1 (Lyko, 2018).

La secuencia objetivo de sitios de replicacion (RFTS, por sus siglas en inglés) es
necesaria para dirigir a DNMTL1 al sitio de replicacidén y para la replicacion dependiente
del mantenimiento de la metilacion del DNA, el dominio CXXC es un dominio
conservado de dedo de zinc el cual une DNA no metilado (Lyko, 2018).

La isoforma de DNMT3L localizada en el HSA21 puede unirse y estimular la
actividad de DNMT3A/3B, el cual ha sido implicado en la regulacion de la expresion de
genes relacionados con gliogénesis, neurogénesis y la plasticidad sinaptica. La
expresion de DNMT3L en el cerebro tiene un patron opuesto a DNMT3A/3B, con una
baja expresion en los neonatos incrementando con la edad, por lo que la copia extra
de este gen causa cambios epigenéticos que lleva a las modificaciones de genes
relevantes en fenotipo neural del SD a través de vias dependientes y no dependientes
de metilacion.(Qin y col., 2021; Lu y col., 2016)

Para formar 5-mC en el RNA es necesario un grupo de enzimas llamadas RNA
metiltransferasas, similar a las DNMTs que metilan las citosinas en las moléculas de
DNA (Kuznetsova y col., 2019). La funcion biologica de la metilacion en 5-mC en el
RNA ha sido relacionada con distintos procesos celulares como la regulacion de la
transcripcion de genes y la regulacion de exportacion nuclear. Tanto DNA como RNA
metiltransferasas emplean un mecanismo dependiente de SAM para transferir un
grupo metilo, aunque para la catélisis usan diferentes sitios activos para los residuos

de cisteina (Yang y col., 2020).
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El mecanismo de catalisis de las RNA metiltransferasas comienza cuando la
enzima forma un enlace covalente con el atomo C6 citosina, lo cual aumenta la
especificidad con el atomo C5 de la citosina, lo que contribuye a la interaccion con el
grupo metilo de SAM que funciona como cofactor donando el grupo metilo formando
un intermediario transitorio; en el siguiente paso la reaccién de beta eliminacion resulta
en la deprotonacion de C5 en el intermediario recuperando el doble enlace de C5-C6
formando 5-mC (Kuznetsova y col., 2019).

2.7 Mecanismos de desmetilacion

La desmetilacién del DNA es caracterizada por ser activa y pasiva, la pasiva ocurre
cuando el mantenimiento de la metilacién falla ya sea por la inhibicion o deplecion de
DNMT1, la desmetilacion activa requiere de procesos enzimaticos en el que 5mC se
revierte a una citosina libre (Yano & Fedulov, 2023; Moore y col., 2013).

1) Desmetilacién activa

La desmetilacién activa esta implicada en una amplia variedad de procesos
bioldgicos, este mecanismo involucra el removimiento enziméatico de grupos metilo de
5mC, mediado por conversiones intermediarias con un paso final que involucra la
participacion de la enzima de reparacion por escision de bases (BER). En el primer
paso de la desmetilacién activa del DNA la 5mC es convertida a 5-hidroximetilcitosina
(5hmC), seguido por dos pasos de oxidacion para formar 5-formylcitosina (5fC) y
finalmente 5-carboxylcitosina (5caC) (Figura 4) (Yano & Fedulov, 2023).

Los intermediarios 5fC y 5caC pueden generar citosina desmetilada convirtiéndose
en sitio objetivo del mecanismo BER, las primeras reacciones de oxidacion son
catalizadas por la familia de enzimas proteina de translocacion diez-once (TET),
mientras las Ultimas dos reacciones son catalizadas por timina DNA glicosilasa (TDG).
(Yano & Fedulov, 2023)
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2) Desmetilacion pasiva

Este mecanismo ocurre en la division celular, la DNMT1 se encarga del
mantenimiento de la metilacién del DNA durante la replicacién del mismo, por lo que
la inhibicién o disfuncién de esta enzima permite que las citosinas que se agreguen en
la nueva hebra de DNA permanezcan sin grupos metilos en los sitios donde

previamente estaban citosinas metiladas (Figura 4) (Moore y col., 2013).

Inhibicacion del mantenimiento de la metilacion
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Figura 4. Mecanismos de desmetilacion de DNA.

El mantenimiento de metilacién o desmetilacion pasiva consiste de la inhibicion de
DNMT1 para dejar las nuevas cadenas de DNA sin citosinas metiladas (linea morada).
La desmetilacion activa (lineas rojas) consta de pasos de oxidacion mediados por

enzimas TET y finalmente la eliminacion de la 5-caC mediante TDG.
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2.8 Modificaciones de histonas

Otro mecanismo epigenético de regulacion de la expresion génica es el codigo de
histonas el cual involucra modificaciones postraduccionales que incluyen metilacion,
acetilacion, fosforilacion, ribosilacién, ubiquitinacién y sumoilacion. Debido a que son
reversibles y a la presencia de diversas isoformas, permiten el ajuste espacial de la
cromatina que influyen en la interaccion del DNA con RNA polimerasa Il y factores de
transcripcion. (la Torre y col., 2023; Bure y col., 2022)

1) Metilacién de histonas

La metilacion de histonas tiene una doble funcién en la regulacién de la expresion
génica, ya sea activando o silenciando la transcripcion dependiendo del nimero de
grupos metilo que se unan y el residuo de aminoacido especifico que este
involucrando. Las enzimas de histonas metiltransferasas (HMTs) son las encargadas
de metilar los residuos de lisina y arginina, los residuos de lisina pueden ser mono-, di-
y trimetilado, por otro lado, los residuos de arginina pueden ser monometilados o
dimetilados de forma simétrica o asimétrica (la Torre y col., 2023).

La metilacion de histonas es un proceso reversible debido al descubrimiento de
dos familias de histonas desmetilasas especificas a lisina, (LSD) y Jumonji C
desmetilasas (JMJC), para llevar a cabo este mecanismo LSD requiere del uso de
flavin adenina dinucleétido (FAD) dependiente de una reaccion de oxidacion del grupo
amino, mientras que la familia de JMJC usan una reaccion de oxido-reduccion
dependiente de un Fe (Il) y a-cetoglutarato. (la Torre y col., 2023)

2) Acetilacion de histonas

Paralelo a la metilacion de histonas, la acetilacion de histonas es llevado a cabo
por dos clases de enzimas histona aciltransferasa (HAT) e histona deacetilasa
(HDAC), las cuales se encargan de transferir un grupo acetilo de la molécula Acetil-
CoA a los residuos de lisina en histonas, mientras que la deacetilacion de histonas es
una reaccion encargada de dos clases de deacetilasas, la primera es dependiente de
zinc y la segunda corresponde a una familia de enzimas dependientes de NAD*
denominadas sirtuinas (Johnson y col., 2015).
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2.9 Mecanismos epigenéticos en sindrome de Down

En promedio el nUmero de transcripciones de genes ubicados en cromosomas con
trisomia aumenta 1.5 veces, lo que ha llevado al planteamiento de hipétesis para
describir la manera en las que las comorbilidades asociadas al SD se relacionan con
la sobreexpresion de genes presentes en una region del brazo largo del HSA21
denominada region critica del sindrome de Down (DSCR, por sus siglas en inglés).
Una de ellas aborda el efecto de compensacion de dosis de genes del HSA21 que
afecta tanto a los genes en HSA21 como a los del resto del genoma. (Krivega y col.,
2022; Antonarakis y col., 2020).

Uno de los mecanismos que lleva a los cambios epigenéticos observados en SD
podria estar centrado en DNMT3L cuyo loci se localiza en HSA21 y su funcion esta
ligada a la metilacion del DNA mediante el reclutamiento de DNMT1/3, por lo que la
variabilidad de fenotipos y la gravedad de las comorbilidades en las personas con SD
puede deberse a los cambios en el epigenoma, asi mismo la metilacién del DNA podria
estar relacionada con los desequilibrios en la dosis génica (Sailani y col., 2015).

A través la secuenciacion con bisulfito de todo el genoma o mediante la
representacion reducida de algunos loci, multiples estudios muestran cambios en la
metilacion del DNA en SD comparado con personas euploides, ya sea hipermetilacion
o hipometilacion. Estos hallazgos han sido en leucocitos, células epiteliales bucales y
muestras de vellosidades placentarias. Los cambios de metilacion varian segun sea el
tipo de células analizadas, la etapa de la vida en la que sea tomada la muestra o el

grupo de genes a los que se mide el perfil de metilacion (Lu y col., 2016).
C. MIRNAS

Los miRNAs son pequeiios RNAs no codificantes de alrededor de 20-30
nucleotidos, que actuan después de la transcripcion silenciando genes mediante el
reconocimiento de secuencias objetivo en el mMRNA. Pueden inhibir la transcripcion
uniéndose al extremo 3’ UTR formando una doble cadena que es degradada mediante
la formacion del complejo de silenciamiento inducido (RISC, por sus siglas en inglés)
(Tammen y col., 2013).
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La biogénesis de miRNAs ocurre a través de dos vias principales, una canonica y
otra no canodnica (Shang y col., 2023). La via candnica es llevada a cabo por dos
enzimas RNasas lll, DROSHA y DICER, las cuales actian de manera subsecuente en
el nucleo y en el citoplasma (Michlewski & Céaceres, 2019). El procesamiento de
mMiRNAs en el nlcleo es tanto en los miRNAs transcritos independientes como en los
provenientes de intrones, por el complejo de microprocesador integrado por RNasa
tipo [l DROSHA, la proteina de unién a la doble cadena de RNA (RBP), la region critica
8 del gen de sindrome de Di George (DGCRS8) y proteinas asociadas. Esto produce
los precursores en forma de lazo de 70 nucleétidos llamados pre-miRNAs, los cuales
son exportados al citoplasma utilizando exportina-5 (Michlewski & Caceres, 2019). Una
vez en el citoplasma, en la ultima fase los pre-miRNAs son catalizados por el complejo
de RNasa tipo Il DICER con la proteina chaperona Hsp90 para dar como resultado un
MiRNA de doble cadena. El miRNA de doble cadena es incorporado al complejo RISC
en conjunto con la proteina Argonauta (AGO) en el que una de las dos cadenas se
convierte en un miRNA maduro (Michlewski & Caceres, 2019).

Las vias no candnicas de la biogénesis de miRNAs usan distintas combinaciones
de proteinas que se encuentran involucradas en la biogénesis mediante la via
candnica, estas vias descubiertas se pueden agrupar en via independiente de
DROSHA/DGCRS e independiente de DICER. Los pre-miRNAs producidos de intrones
del mMRNA mediante el splicing son un ejemplo de la biogénesis mediante vias no
canonicas, asi como también la via independiente de DICER en la cual los miRNAs
son procesados por DROSHA a partir de transcritos enddégenos de RNA de horquilla
corta (shRNA). Dicha via requiere AGO2 para completar su maduracién en el
citoplasma, debido a que tienen un tamafio insuficiente para ser substrato de DICER
(O’Brien y col., 2018).

Dadas las funciones de los miRNAs, la desregulacion de su biogénesis lleva a
cambios en la expresion de genes, afectando la homeostasis celular y vias de
sefalizacion que tienen implicacion en el desarrollo de enfermedades (Michlewski &
Céceres, 2019).
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D. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

La Ell es una enfermedad croénica inflamatoria que afecta at tracto gastrointestinal,
se manifiesta como enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerativa (CU), entre otras. La
Ell produce inflamacion en la mucosa intestinal, lo cual ocasiona episodios
sintomaticos de dolor abdominal, diarrea, heces con sangre y pérdida de peso. La Ell
se presenta en las etapas tempranas de la vida en hombres y mujeres (Guan, 2019).
2.11 Tipos de Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Ell se clasifica en CU y EC. La CU se caracteriza por una inflamacion
neutrofilica que se manifiesta de manera continua y difusa que se extiende a través
del colon hasta el recto proximal, mientras que la EC presenta inflamacion transmural
pleomdrfica, puede afectar al todo el tracto gastrointestinal incluyendo enfermedad
perianal. Ambas formas de EIl pueden estar asociadas con caracteristicas
extraintestinales y tienen complicaciones significativas.

El término Ell indeterminada se utiliza para clasificar pacientes con clara evidencia
de Ell, pero en los que no se cuenta con diferencia clara para diagnosticar EC o CU,
esta forma esta particularmente presente en los infantes con manifestacion temprana
de Ell, usualmente antes de los 6 afos. (Kelsen y col., 2019; Rosen y col., 2015)

2.12 Diagnéstico

La manifestacion de Ell en infantes y adolescentes puede ser con una gran
diversidad fenotipica. A menudo los sintomas clinicos se pueden parecer a los
observados en el sindrome de intestino irritable, gastroenteritis alérgica e infecciosa.
Tanto diarrea y dolor abdominal se presenta en ambas formas de Ell mientras que el
sangrado rectal se presenta de manera mas frecuente en CU comparado con EC. Los
infantes con EC presentan pérdida de peso y enfermedad perianal, por lo que la
examinacion fisica es necesaria para el diagnoéstico de Ell (Yu & Rodriguez, 2017).
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El diagnostico estandar incluye estudios de imagen como la tomografia
computarizada y de tiempo mas reciente la enterografia por resonancia magnética
(MRE), también se incluyen estudios de endoscopia como colonoscopia vy
esofagogastroduodenoscopia con multiples biopsias tomadas a lo largo del tracto
gastrointestinal. Debido a la naturaleza invasiva y los costos asociados con
endoscopia para evaluar la actividad de la enfermedad, los examenes de laboratorio
incluyen el rango de sedimentacion de eritrocito, proteina C reactiva sérica y
calprotectina fecal. Esos biomarcadores de inflamacion son usados frecuentemente
como sustitutos de endoscopia para el diagnéstico de Ell (Yu & Rodriguez, 2017).
2.13 Patogénesis

Entre los estudios de asociacion de genoma completo que se han desarrollado
exitosamente en Ell, se han identificado 99 loci de riesgo, incluidos 28 presentes en
EC y CU. Los genes implicados en la aparicion de Ell tanto en la infancia como en la
edad adulta se solapan, lo cual sugiere predisposiciones genéticas y vias patoldgicas
similares (Khor y col., 2011).

Los loci identificados indican distintas vias de sefializacion que participan en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal, como la funcién de la barrera epitelial,
defensa innata de la mucosa, regulacion inmunitaria, migracion celular, autofagia,
respuesta inmunitaria adaptativa y vias de sefalizacion metabdlicas asociadas con
homeostasis celular. Los dafios en la permeabilidad de la barrera epitelial permiten
incursién microbiana, lo cual es reconocido por el sistema inmune innato y provoca la
secrecion de citocinas proinflamatorias (Guan, 2019).

La homeostasis intestinal es mantenida mediante las acciones de los macréfagos
residentes que tienen una actividad fagocitaria y bactericida mejorada ademas de la
disminucion de la produccibn de citocinas proinflamatorias. También estan
involucrados grupos de macrofagos especializados, los monocitos Ly6C high que
secretan factor de necrosis tumoral-a (TNF- a) e interleucina-1f8 y son reclutados en la
fase inicial de la lesion tisular mientras que los monocitos Ly6C low que secretan
interleucina-10 (IL-10), TGF-B y el factor de crecimiento vascular endotelial se
movilizan durante la fase de la resolucion de la inflamacion (Khor y col., 2011).
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El dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos 2 (NOD2) fue el primer gen
asociado a Ell, a partir de eso se empezaron a estudiar los genes que interactian
epistaticamente con la sefializacion de NOD2. Como por ejemplo los receptores
citosolico tipo NOD (NLR), esto basado en sus ligandos y en las vias de sefalizacion
gue controlan (Guan, 2019; Khor y col., 2011).

NOD2 reconoce producto de peptidoglicano muramil dipéptido (MDP) que modula
tanto la respuesta inmune innata como la respuesta inmune adaptativa, MDP induce
la autofagia, la cual controla la replicacion bacteriana y la presentacion de antigeno y
actta en las células dendriticas en conjunto con los ligandos de TLRs para promover
la diferenciacion de las células TH17, asi como también contribuyen a la tolerancia
inmune cuyo efecto se ve deteriorado en células de individuos con EC asociada a
mutaciones en NOD2. Ademas, NOD2 puede participar en distintas vias de
sefalizacion independientes de MDP como la regulacién de la respuestas de células
Ty la respuesta del tipo interferén | (IFN I) para la estimulacién de RNA monocatenario
(Khor y col., 2011).

E. ENFERMEDAD CELIACA

La enfermedad celiaca es un trastorno autoinmunitario desencadenado por el
consumo de gluten en los cereales como el trigo, avena cebada y centeno, lo cual
sucede en las personas con predisposicion genética. Afecta 1-2% de los individuos en
la mayoria de las poblaciones con ascendencia caucdsica, convirtiéndola en la
enfermedad autoinmune del intestino delgado mas comun. Es de etiologia
multifactorial, incluyendo factores tanto genéticos como ambientales, necesarios para
el desarrollo de la enfermedad (Ben Houmich & Admou, 2021; Lundin & Wijmenga,
2015).
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2.16 Caracteristicas clinicas

El concepto de enfermedad celiaca ha cambiado con el paso del tiempo de ser
considerada una enteropatia inusual a una enfermedad sistémica. Tiene potencial de
manifestarse de manera sintomética o asintomatica en una amplia variedad de edades,
usualmente se manifiesta a los 6 meses de edad, poco tiempo después de introducir
alimentos con gluten en la dieta, se presenta con diarrea, dolor y distenciéon abdominal
(Ben Houmich & Admou, 2021).

Las mujeres son diagnosticadas a una edad mas temprana y presentan mas
frecuentemente constipacion, distencion abdominal y anemia por deficiencia de hierro.
En la adolescencia se manifiesta baja estatura y retraso de la pubertad. El principal
sintoma que presentan los adultos es diarrea aunque también pueden ser
asintomaticos antes del diagnéstico o tener baja estatura lo cual indicaria que
presentan enfermedad celiaca desde mucho tiempo atras (Hujoel et al., 2019; Barker
& Liu, 2008).

2.17 Diagnéstico

Las pruebas inmunoserolégicas son herramientas que permiten identificar a los
individuos con riesgo de desarrollar enfermedad celiaca y hacer una seleccion més
minuciosa de quienes requieran biopsia intestinal. Se centran en cuantificar dos
anticuerpos, anti transglutaminasa 2 (anti-TG2) y anti gliadina que reconocen a los
antigenos transglutaminasa 2 y gliadina, respectivamente. Cuando se tiene sospecha
de enfermedad celiaca, el primer paso para el diagnéstico es la deteccion de
inmunoglobulina A (IgA) anti-TG2 e inmunoglobulina G anti-TG2 (Ben Houmich &
Admou, 2021) .

La biopsia muestra atrofia en las vellosidades de los enterocitos e hiperplasia de
las criptas. El sistema de puntaje Marsh permite clasificar los hallazgos histolégicos,
una histologia intestinal normal recibe un puntaje de Marsh 0, Marsh 1 hace referencia
a la presencia de linfocitos intraepiteliales, hiperplasia de las criptas; Marsh 2 indica un
namero aumentado de linfocitos intraepiteliales y Marsh 3 refiere el hallazgo de
cualquier grado de atrofia en las vellosidades de los enterocitos (Barker & Liu, 2008).
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2.18 Patogénesis

El proceso inmunopatoldgico de enfermedad celiaca esta desencadenado por un
factor ambiental como lo es el gluten. Los residuos de glutamina contenidos en la
gliadina son convertidos por la transglutaminasa en glutamato el cual es reconocido
por las células presentadoras de antigeno que acarrean el antigeno HLA-DQ2 o DQ8
activando células T CD4* especificas a gliadina. Mediante este reconocimiento de
antigeno, los péptidos de gliadina desencadenan la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-15, IL-21 e IFNy, lo que permite la respuesta de los
anticuerpos especificos anti-TG2 y anti-gliadina, la produccion de citocinas
proinflamatorias permite que IL-15 eleve la proliferacion de linfocitos intraepiteliales
gue dafan a las células epiteliales provocando los cambios histoldgicos caracteristicos
de la enfermedad celiaca (Ben Houmich & Admou, 2021; Barker & Liu, 2008).
1) Factores genéticos

La enfermedad celiaca esta vinculada a una predisposicion genética relacionada
con la presencia del haplotipo HLA-DQ2, presente en el 90-95% de individuos con
enfermedad celiaca. Las moléculas HLA-DQ se encargan de presentar los péptidos de
gluten a las células T y a su vez producen citocinas proinflamatorias que tienen la
capacidad de dafiar las células epiteliales o que da como resultado la respuesta
inflamatoria (Ben Houmich & Admou, 2021; Lundin & Wijmenga, 2015).

F. SINDROME DE DOWN Y ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

Respecto a enfermedades gastrointestinales, el SD se asocia con enfermedad
celiaca (CeD), la cual tiene un riesgo seis veces mayor en nifios. Mientras que Ell en
SD tiene un rango de incidencia 1.6 mayor al de las personas euploides. Instituciones
como la Academia Americana de Pediatria (AAP, por sus siglas en inglés)
recomiendan en sus guias, la deteccion de CeD para nifios con diagndstico o sintomas
de SD, mientras que otras instituciones internacionales recomiendan la deteccion
incluso en nifios y adolescentes con riesgo genético de desarrollarlo (Baksh y col.,
2023; Velasco-Benitez y col., 2019).
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Para comprender el riesgo de las comorbilidades gastrointestinales en SD, es
necesario abordar los genes que se encargan de regular la respuesta inmune
localizados en el HSA21, tales como el gen regulador autoinmune (AIRE) y 4
subunidades del receptor de interferon que actian como receptor del interferon (IFN)
tipo I, ligandos y para las citocinas IL-10, IL-22 e IL-26. Los individuos con SD tienen
hipersensibilidad ante la estimulacion de IFNa e IFNy (Hom y col., 2024; Malle y col.,
2023).

Debido a los sintomas propios de la enfermedad celiaca, es complicado el
diagnostico en individuos con SD, dado a que retraso en el crecimiento y
neurodesarrollo, diarrea intermitente y constipacion, estan frecuentemente presentes
en individuos con SD sin enfermedad celiaca. Diagnosticar enfermedad celiaca en esta
condicion involucra evaluar HLA para los haplotipos HLA-DQ2 y HLA-DQ8, deteccion
de anticuerpos anti-gliadina, anti-TGA y anti-endomisio, se puede optar por una
confirmacién histolégica mediante analisis de biopsia duodenal, si es requerido. Las
guias de Academia Americana de Pediatria recomiendan el diagnostico para
enfermedad celiaca mediante pruebas serolégicas a partir del primer afio de manera
periddica de manera preventiva, solo en los individuos con SD que presenten sintomas

y sigan una dieta con gluten (Hom y col., 2024).
G. MiRNAs Y ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

El SD se asocia con distintas enfermedades gastrointestinales. Tanto la ElIl como
CeD se clasifican dentro enfermedades gastrointestinales que son resultado de un
proceso patologico en el cual se obtiene una respuesta inflamatoria y la destruccion
de la mucosa intestinal (Souto-Rodriguez y col., 2014).

Los mir-125b, 21-3p y 155-5p se encontraron sobreexpresados en biopsias de
tejido inflamado con CU de 15 individuos infantes (6-7 afios) en contraste con un grupo
control de infantes, mientras que mir-192 se encontré menos expresado en CU con la
enfermedad activa y sobreexpresado en infantes con la enfermedad inactiva

(Krishnachaitanya y col., 2022).
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En la EC estan sobrexpresados mir-21-3p y mir-155-5p en muestras de tejido
inflamado de ileon y colon de adultos y en muestras fecales se encontré6 menos
expresado el mir-192 en contraste con un grupo control (Krishnachaitanya y col.,
2022).

En CeD, se encontr6 una expresion significativamente disminuida de mir-192-5p al
igual que en EC y CU y una sobreexpresion de mir-21-5p, relacionada con la regulacion

de la respuesta inmune en el duodeno (Chamaniy col., 2019).
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Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La incidencia del SD es de 1 caso por cada 1000 nacimientos, con una frecuencia
aun mayor en algunas regiones especificas. El SD da lugar a diversas manifestaciones
clinicas, como hipotonia, baja estatura, braquicefalia, lengua protuberante, orejas
pequefias, manos cortas y discapacidad intelectual, entre otras. Ademas de estas
caracteristicas, los individuos con SD presentan una mayor susceptibilidad a varias
comorbilidades, como trastornos neurodegenerativos, alteraciones gastrointestinales,
problemas inmunolégicos y defectos congénitos cardiacos. Las modificaciones
epigenéticas, como la metilacion del DNA se encargan de la regulacion génica y los
cambios en estos mecanismos de metilacion se han relacionado con el desarrollo de
diversas enfermedades. Los miRNAs, moléculas que regulan la expresién génica
después de la transcripcidén, inhiben la traduccion del mRNA mediante el
reconocimiento de secuencias especificas en el mRNA objetivo. Cambios en la
expresion de ciertos miIRNAs han sido asociados con enfermedades
gastrointestinales, como las enfermedades inflamatorias intestinales, y estos cambios
podrian deberse a alteraciones en los patrones de metilacion de los genes que
codifican dichos miRNAs. Ante esta situacion, es necesario desarrollar un modelo
estadistico predictivo que permita dilucidar las caracteristicas del metiloma que
influyen en miRNAs asociados con enfermedades gastrointestinales en individuos con
SD. Dicho modelo contribuiria a comprender mejor los mecanismos epigenéticos
involucrados en el desarrollo de estas comorbilidades y permitiria la implementacion
de intervenciones clinicas personalizadas basada en el perfil epigenético de cada
individuo, contribuyendo al manejo y prevencion de complicaciones en el sistema

gastrointestinal en personas con SD.
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IV.JUSTIFICACION

El sindrome de Down es la aneuploidia mas frecuente, se estima que alrededor de
1 caso por cada 1000 recién nacidos. Esta condicion trae consigo mayor
susceptibilidad a distintas comorbilidades como los trastornos gastrointestinales, la
enfermedad inflamatoria intestinal tiene una tasa de incidencia de 1.6 veces mayor en
personas con sindrome de Down, mientras que la enfermedad celiaca se presenta en
el 5% de los individuos con sindrome de Down. De este modo, se han encontrado
cambios de expresion en miRNAs asociados al desarrollo y progresion enfermedades
gastrointestinales, posiblemente relacionado a la condicion genética. Por otro lado, la
metilacion del DNA esta relacionada a cambios epigenéticos en genes como los que
codifican miRNAs que, expresados diferencialmente, se relacionan con el desarrollo
de enfermedades gastrointestinales. Debido a lo anterior es relevante establecer un
modelo estadistico predictivo, que a partir de variables obtenidas mediante el analisis
del perfil de metilacion de la regién promotora del gen VMPL1 el cual codifica a miR-21.
Lo anterior nos permitira predecir los cambios de metilacion en VMP1 lo cual se
traduciria en cambios de expresion de miR-21 lo nos que permitira tener incidencia

sobre las comorbilidades en sindrome de Down.
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V. HIPOTESIS

Existen condiciones epigendémicas asociadas a miR-21 que modifican las
condiciones clinicas asociados a procesos inflamatorios en enfermedades
gastrointestinales en individuos con sindrome de Down, susceptibles a integrarse en

un modelo estadistico predictivo de las condiciones clinicas en sindrome de Down
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VI.OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

Establecer un modelo predictivo de datos epigendmicos de la metilacion de miR-
21 que influyen sobre los sintomas asociados a procesos inflamatorios en

enfermedades gastrointestinales en sindrome de Down.
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a los participantes del estudio, de acuerdo a los sintomas

gastrointestinales e indicadores bioquimicos.

2. Establecer los genes que codifican miRNAs relacionados con enfermedades
gastrointestinales y que sean susceptibles a metilacion.

3. Describir la metilacion de los sitios CpG del promotor del gen VMP1 (miR-21).

4. Realizar un modelo estadistico predictivo de datos epigendmicos de la
metilacion de miR-21 que influyen sobre los sintomas asociados a procesos

inflamatorios en enfermedades gastrointestinales en sindrome de Down.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO DEL ESTUDIO

Este es un estudio descriptivo transversal en el cual se establecio un modelo
predictivo del patron de metilacion del promotor de miR-21, de acuerdo a sus

caracteristicas clinicas y bioquimicas.
B. POBLACION DE ESTUDIO

Para el presente trabajo se incluyeron personas de ambos sexos con diagndstico
clinico o citogenético de SD, con trisomia parcial o total del chr21. Para los sujetos del
grupo control se seleccionardn a paciente sin diagnéstico para SD o alguna otra

aneuploidia.

7.1. Seleccion de la poblacion

Los sujetos de estudio fueron seleccionados de acuerdo con los siguientes
criterios:
1) Criterios de inclusion

Para el grupo de personas con SD se incluyeron a personas de ambos sexos con
diagnéstico previo de trisomia 21, carta de consentimiento y carta de asentimiento
firmadas por padre o tutor. Para el grupo control, se seleccionaron personas euploides,
de ambos sexos con carta de consentimiento informado firmada, ambos grupos
abarcaron edades de 4-28 afos
2) Criterios de Eliminacion

Se eliminaron a aquellos sujetos en los que no fue posible obtener muestra
sanguinea suficiente para realizar los experimentos moleculares o a los que tuvieron

datos faltantes en la historia clinica.

39



C. SELECCION DE MIRNA

La seleccion de miRNA se llevo a cabo mediante la plataforma miRNet version 2.0,
el cual es un sitio web para andlisis visuales de miRNAs empleando un algoritmo para
creacion de redes a partir de bibliotecas de anotaciones de miRNAs como miRBase,
miRTarBase, TarBase, HMDD (Human microRNA Disease Database) entre otros
(Chang y col., 2020).

Para el andlisis en red en miRNet, primero se seleccionaron los datos de entrada,
en este caso las enfermedades gastrointestinales de interés (enfermedad celiaca,
enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa) para crear una red de interaccion entre las
enfermedades y los miRNAs disponibles en las bases de datos. La visualizacion e
interpretacion del analisis en red se llevo a cabo a partir bases de datos disponibles
como Gene Ontology, KEGG, Reactome, lo que permitié dilucidar cuales miRNAs
convergian entre las enfermedades y se eligieron aquellos que estuvieran relacionados
con mas de una de las enfermedades de interés.

7.2 Creacion del cédigo en R

Se utilizé RStudio en la version 4.3 para realizar el andlisis de metilacion
diferencial. Se cred un codigo para cada repositorio con los paquetes minfi, limma, y
GEOquery para la descarga y manipulacién de los datos de cada uno. Los repositorios
de epigenoma fueron obtenidos desde Gene Expression Omnibus (GEO) de NCBI,
buscandolos con los términos MeSH “DNA methylation”, “Down syndrome". posterior
a eso se leyeron los datos IDAT o .txt segun correspondia para extraer los valores beta
de metilaciobn de cada sitio CpG contenido en la plataforma Ilumina Infinitum
HumanMethylation 450 (Ritchie y col., 2015; Aryee y col., 2014; Kumaki y col., 2008).
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D. ANALISIS DEL PERFIL DE METILACION

7.3. Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizé con el kit DNeasy Blood & Tissue™ Kit Cat. No.
69504 de Qiagen™. Se realiz6 a partir de 50 pL de sangre no nucleada y 20 pL de
proteinasa K (600 mAU/mL) a un microtubo de 1.5 mL, y se ajusté el volumen hasta
llegar a 220 uL con PBS. Se afadieron 200 pL de buffer AL y se mezcl6 mediante el
vortex, posterior a ello se incubaron las muestras a 56 °C por 10 minutos.
Posteriormente se agregaron 200 pL de etanol al 100%, se mezclaron mediante el
vortex, y se pasaron por las colmunas DNeasy Mini spin, colocadas en un tubo colector
de 2 mL.

Se centrifugaron a 6000 x g por 90 segundos y se descart6 el tubo colector. Las
columnas se colocaron en tubos colectores nuevos y se lavaron con 500 pL de buffer
AWL1 bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Una vez mas se pasaron las
columnas a tubos colectores nuevos y se lavaron con 500 pL de buffer AW2, a 20,000
X g por 3 minutos y 30 segundos (hasta que la columna quedo seca sin restos de etanol
que pudieran interferir con la suspensién de DNA). Las columnas se colocaron en
tubos eppendorf de 1.5 mL y se eluyeron con 100 uL de agua grado biologia molecular.
Para ello se les agregaron 50 pL del agua, se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 6,000 x g por 90 segundos; posteriormente se agregaron
los otros 50 pL y se volvid a centrifugar bajo las mismas condiciones. Se descartaron
las columnas y se almacenaron los tubos eppendrof con la elusién con el DNA en

ultracongelador a -80 °C hasta su uso.
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7.4 Conversiéon de DNA con bisulfito

Para distinguir el DNA metilado del no metilado, el DNA extraido fue convertido
con bisulfito sédico mediante el kit de Thermo Scientific™ EpiJET Bisulfite Conversion
Kit™ #K1461. Se agregaron 220 ng totales de cada muestra y agua de grado de
biologia molecular para alcanzar el volumen de 20 pL en un tubo de PCR (tubo de 0.2
mL). Se afadieron 120 pL del agente de modificacién, se mezclé con vortex y se
centrifugd con un spin para bajar el liquido al fondo. Se colocé la mezcla en un
termociclador para su desnaturalizacion y conversion de DNA con bisulfito, con las
especificaciones del protocolo A del kit (98 C° por 10 minutos y 60 C° por 150 minutos).

Los productos de la conversién fueron purificados siguiendo las recomendaciones
del fabricante, descritas brevemente. Se agregaron 400 pL de buffer de union en la
micro columna de purificacién de DNA colocadas en tubos colectores de 2 mL y se les
agrego el producto de la PCR mezclando por pipeteo, para luego centrifugarlas a
12,000 rpm por un minuto. Se descarto el liquido del tubo colector y se afiadieron 200
uL de buffer de desulfuracién a las microcolumnas, incubando a temperatura ambiente
por 20 minutos, para posteriormente centrifugarse a 12,000 rpm por un minuto.
Nuevamente se descart6 el liquido del tubo colector y se agregaron 200 pL de buffer
de lavado a las microcolumnas, centrifugando bajo las mismas condiciones. Este paso
se repitid hasta asegurarse que las columnas quedaran sin restos de buffer. Se
descartaron los tubos colectores, se colocaron las microcolumnas en tubos eppendorf
de 1.5 mL, se les afiadieron 12.5 pL de agua grado biologia molecular y se incubaron
a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm
por un minuto, descartando las micro columnas y se almacenaron los tubos eppendorf

con el DNA convertido, a -80 C° hasta su uso.
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7.5 PCR en tiempo real

Se realiz6 PCR en tiempo real con las muestras de DNA convertido, usando SYBR
Green FAST Mastermix CT:330603 de Qiagen™ y el termociclador Step One Plus™
de Applied Biosystems™ | cada reaccion consistia de 15 L, 7.5 de SYBR Green (2x),

0.75 pL de los oligonucledtidos de mir-21 (Tablal) (forward y reverse, a una

concentracion de 0.5 nM), 4 uL de DNA convertido (a una concentracion de 5 ng/ pL)

y 2.75 pL de agua grado biologia molecular, se agregaron controles negativos sin DNA,

cada reaccion se realizé por triplicado. Las condiciones de reaccién fueron

desnaturalizacion a 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por

15 segundos, alineacion a 60 °C por 30 segundos y extension a 72 °C° por 30

segundos. En caso de un resultado indeterminado, se repitio la reaccion.

Tabla 1. Especificaciones de los oligonucledétidos de miR-21

Primer Inicio | Tamafio | Tm GC% |C's Secuencia

Forward 519 21 | 58.83 | 66.67 4 TGTTTTAGGGGGTAGAGGGAT

primer

Reverse CAAACTCTAAAAACAACCTCAAA
_ 713 26 | 58.54 | 57.69 7

primer CTT

Tamafio del producto: 195 pb Tm: 70.5 C Sitios CpG en el producto: 13
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7.6. Purificacion de amplificados de PCR

Para purificar los amplificados por PCR se utilizo el kit MinElute PCR Purification
kit cat. 28004 de Qiagen™. Se mezclaron los triplicados de cada muestra dando un
volumen total de ~45 puL en un tubo eppendorf de 1.5 mL, se afiadieron 5 volimenes
de buffer PB por cada volumen de PCR (225 uL de buffer PB y 45 uL de amplificado
de PCR), se mezclo con micropipeta y se aplicé un vértex de 5 segundos para mezclar
el buffer y la muestra. Se aplicé la muestra con el buffer a las columnas colocadas en
tubos colectores de 2 mL, se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm por un minuto y
se descarto el liquido en el tubo colector. Se afiadieron 750 pL de buffer PE a las
columnas y se centrifugaron bajo las mismas condiciones, hasta que las columnas
guedaran libres de restos de etanol, se descarté el liquido en el tubo colector. Se
colocaron las columnas en tubos de eppendorf y primero se agregaron 5 pL de agua
grado biologia molecular a las columnas y se dejaron incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente, se centrifugaron a 13,000 rpm por un minuto. Se agregaron
otros 5 YL de agua a las columnas y se centrifug6 bajo las mismas condiciones, se
descartaron las columnas y se almacenaron los tubos eppendorf a -80 °C.
7.7 Secuenciacion Sanger

Para la secuenciacion de los amplificados de PCR se utilizé el método Sanger a
partir de 30 ng/uL de DNA en 6 uL y 10 pM de los oligonucleétidos en 120 pL cada
uno. La secuenciacion se realizo en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México (DNA Analyzer 3730xI de 96 capilares, Applied Biosystems™).
Se utilizé el software Chromas (version 2.6.6) para visualizar los electroferogramas y
la calidad de lectura de cada nucle6tido. Se excluyeron los primeros 40 nucleétidos de
cada secuencia al considerarse como ruido de cada lectura, por lo que los nucle6tidos

identificados en esa zona son indeterminados (Treves, 2010).
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7.8 Analisis de cuantificacion de metilacion en sitios CpG

A partir de los archivos FASTA del software Chromas, se obtuvo la secuencia
inversa complementaria del DNA. Se utilizé la plataforma en linea quantification tool
for methylation analysis (QUMA), la cual alinea la secuencia de los amplificados de
PCR con la secuencia original no convertida. A partir de la alineacion con la secuencia
de cada muestra, identifica si cada sitio CpG estd metilado, no metilado o si es
indeterminado debido a un mal alineamiento o mala conversion con bisulfito (Kumaki
y col, 2008). A partir de cada sitio CpG identificado se realiz6 el andlisis del test de
Fisher para identificar diferencias entre la metilacion de cada sitio CpG de ambos
grupos. También se realizé una prueba U de Mann-Whitney para las diferencias de los
sitios CpG metilados de todas las secuencias de ambos grupos. Estos andlisis se
hicieron en el software QUMA, considerando como estadisticamente significativo un
valor de P<0.05.

7.9. Modelo de regresion logistica

Se cre6 un modelo de regresion logistica binaria a partir de los datos del grupo SD,
en RStudio version 4.3.3, con los paquetes, cluster, nnet, Imtest, caret, ggplot2, dplyr
y readxl (Kuhn, 2015). Antes de realizar el modelo se opté por realizar distintos
clusteres (k) para los sintomas o padecimientos gastrointestinales que serian utilizados
como variable respuesta (diarrea, dolor abdominal, estrefiimiento, colitis, gastritis,
pirosis, Ulceras y enfermedad celiaca) para identificar los patrones subyacentes en los
sintomas debido a la colinealidad que pueda existir entre ellos. Se utilizé el método del
codo para visualizar la disminucion en la suma de cuadrados dentro de los clusteres
(WSS) y determinar el nUmero 6ptimo de k (Kuhn, 2015; Maechler y col, 1999).

Como variables predictoras se utilizaron los datos obtenidos del software QUMA
como resultado del analisis de la metilacion en los sitios CpG de las secuencias. Se
uso el paquete nnet para realizar el modelo de regresion logistica binaria, para ello se
us6 como variable respuesta a los sintomas del clister 1 (dolor abdominal, gastritis y
colitis) y como variable predictora el numero de sitios CpG no metilados en cada
secuencia de DNA (Elkahwagy vy col., 2024).
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Para evaluar la bondad de ajuste del modelo se realizd el test de razén de
verosimilitud, usando un modelo nulo (sin variable predictora) con el modelo
alternativo, se tomd en cuenta el chi-cuadrado de razén de verosimilitud con valor de
p <0.05 como estadisticamente significativo para rechazar el modelo nulo. Se calcul6
la R? de McFadden para evaluar la calidad de ajuste del modelo de regresion logistica,
considerando valores >0.2 como buen ajuste, asi como también se realizé una matriz
de confusién, curva ROC y se calculd el area bajo la curva (AUC) para evaluar la
capacidad de prediccion del modelo comparado con los valores observados en el

grupo SD (Elkahwagy y col., 2024).
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VIll. RESULTADOS

En el biobanco, se contaron con 91 muestras de individuos con SD y 108 muestras
control. A partir de ese universo se acotd nuestra poblacion de estudio a 30 individuos
con SD y 30 individuos control de acuerdo con los criterios de inclusion y eliminacion
antes descritos. Después de la amplificacion mediante PCR en tiempo real se
descartaron las muestras que no fueron posibles obtener los amplificados de PCR
antes de realizar la secuenciacion Sanger. Se descartaron las secuencias de baja
calidad al igual que aquellas a las que no se pudieron analizar los sitios CpG debido a

la baja alineacion con la secuencia original (Figura 5).

Biobanco
(SD = 91) (Controles = 108)

!

Se descartaron las muestras que no cumplie-
Poblacion de estudio ron con los criterios de inclusion
Se descartaron las muestras (6 SD, 12 controles)
Secuenciacién Sanger en las que no fue posible obtener los amplifica-
dos purificados de PCR
Andlisis de secuencias Mediante el analisis de las secuencias, se des-

cartaron 2 secuencias del grupo SD y 4 del gru-
po controles que mostraran cromatogramas de
baja calidad

mediante Chromas y QUMA

—
Se descartaron 2 secuencias del grupo SD del

Andlisis de regresion logistica binaria analisis de regresion logistica debido a que no
SD =20 cumplieron con los criterios del analisis QUMA

Figura 5. Flujo del trabajo experimental con las muestras del estudio
Algunas muestras fueron excluidas después de cada método experimental ya

gue no fue posible usarlas en el siguiente método
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Tabla 2. Caracteristicas antropométricas

Sindrome de Controles P valor
Down

Edad (Afios) 126 £5.3 11.546.1 0.476

Estatura 1.32+17.6 141 +21.4 0.088
(Metros)

Peso 41.2+16.2 40.9+19.5 0.903
(Kilogramos)

IMC (Kg/m?) 22.515.6 19.3+5.5 0.029*

Cintura 72 +12.4 66.0 £14.2 0.075

(Centimetros)

IMC: indice de massa corporal, *Estadisticamente significativo, valor de p <0.05.
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Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas

Sindrome de Controles P valor
Down
Glucosa 92.4+6.8 97.1+12.1 0.071
(mg/dL)
HbAlc (%) 5.3+0.46 5.0+0.33 0.015*
Colesterol total 150.8 £ 29.75 174.0£31.5 0.005*
(mg/dL)
Triglicéridos 102.1 + 34.0 75.9 £ 28.3 0.002*
(mg/dL)
HDL (mg/dL) 48.0+11.4 58.8 + 14.9 0.003*
LDL (mg/dL) 82.0+ 255 100 £21.3 0.004*
c-VLDL (mg/dL) 21.0+8.4 15.1+5.6 0.002*

HbAlc: hemoglobina glicosilada, HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL:
lipoproteina de baja densidad, VLDL: lipoproteina de muy baja densidad,
*Estadisticamente significativo, valor de p <0.05.

A. SELECCION DE MIRNA

Los miRNAs seleccionados a partir del analisis en red en miRNet fueron (los puntos
dentro de la elipse roja) miR-192, miR-31, miR-203A, miR-21, miR-23A, miR-126, miR-
200C, miR-LET7E, miR-196A2, miR-146A, miR-124-1, miR-155 y miR-143 de los
cuales miR-192 y miR-31 fueron los Unicos asociados a las tres enfermedades (Figura
6).
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Figura 6. Analisis en red de miRNAs relacionados a enfermedad de Crohn, Colitis
ulcerativa y enfermedad Celiaca. Cada pentagono de color rojo representa una de
las tres condiciones (EC, CU y CeD), mientras que cada punto azul es un miRNA
asociado a cada condicion, la elipse roja sefiala a los miRNAs asociadas entre las

enfermedades.

8.1. Seleccidn de repositorios de epigenoma

Se obtuvieron 38 repositorios, 33 de muestras de Homo sapiens, 3 Mus musculus
y 2 con ambos tipos de organismos, seleccionando para este estudio aquellos en
humanos con sindrome de Down (SD), que utilizaron muestras de células sanguineas
para la secuenciacion del epigenoma completo con la plataforma Ilumina Infinitum
HumanMethylation 450. Realizamos la seleccion de tres repositorios que tenian
disponibles los archivos IDAT de cada muestra y un archivo .txt o .csv con la

informacion general de la metodologia del estudio (Tabla 4).
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Tabla 4- Repositorios de epigenoma seleccionados para el analisis de sitios CpG

Clave Autores Tamario Edad Poblacion
GEO de poblacién (media)
GSE52588 Bacalini SD: 29 26.3 % e Personas con sindrome de
MG. y col. 95 Down.
Controles: 58 e Hermano de una persona con
sindrome de Down.
e Madre de una persona con
sindrome de Down.
GSE174555 Naumova | SD: 17 2.8 £1.4 | e Infantes con sindrome de Down.
OY. y col. e Infantes con neurodesarrollo
Controles:17 tipico.
GSE107211 Hennema | SD: 10 No ¢ Neonatos con sindrome de
n P.y col. especificado Down.
Controles: 5 | por el autor* | ¢ Neonatos sin trisomia
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8.2. Andlisis de sitios CpG en miRNAs

Para el analisis de metilacion se seleccionaron sitios CpG asociados a las
secuencias de los 14 miRNAs identificados, identificando 21 sitios CpG (Figura 7)
asociados a 5 miRNAs (miR-192, miR-21, miR-200C, miR-146A y miR-196A2). El
andlisis de metilacion diferencial consideré un valor de rango de descubrimiento de
falsos positivos (FDR) <0.05, de acuerdo al valor beta obtenido de la secuenciacion. A

partir del analisis se obtuvieron valores logFC, valor de p y valor de p ajustado.

Sitios CpG en miRNAs

NUmero de sitios CpG

T
miR192 miR21 miR200C miR196A2 miR146A

miRNAs
Figura 7. Sitios CpG en miRNAs
En el eje Y se indican el numero de sitios CpG analizados en cada miRNA de

acuerdo con la base de datos de llumina Human Methylation 450.

B. DISENO DE PRIMER

Se utilizé la plataforma en linea Methprimer para el disefio de los oligonucleétidos
para secuenciacion por PCR del gen VMPL1 el cual es el gen hospedero de miR-21, se
realizo el disefio a partir de la siguiente localizacion: >Hg19 chr17:59706894-59708547
(se introdujeron 300 pb upstream y 300 pb downstram), region que se encuentra en la

isla CpG 28 dentro del promotor del gen VMP1 (Figura 8).
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Figura 8. Disefio de los oligonucleétidos de miR-21
El area azul indica una isla CpG predicha en el area de la secuencia de entrada, cada

linea roja representa un sitio CpG en la secuencia, se obtuvieron 9 posibles

oligonucledtidos, se eligio el nimero 5.

C. RESULTADOS DE SECUENCIACION

Tras realizar la secuenciacién Sanger con los amplificados de PCR, se obtuvieron
42 secuencias, siendo 24 del grupo SD y 18 del grupo control, de las cuales después
de revisar los electroferogramas y la calidad de lectura en el software Chromas (version
2.6.6), se decidi6 excluir 6 secuencias de los analisis posteriores debido a la baja

calidad de las lecturas (4 del grupo SD y 2 del grupo control) (Figura 9,10).
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Figura 9. Electroferograma de secuencia del grupo control
Secuencia reverse de una muestra del grupo control, visualizada en el software

Chromas el cual indica el nucle6tido segun la fluorescencia detectada en cada sitio.
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Figura 10. Electroferograma de secuencia del grupo sindrome de Down
Secuencia reverse de una muestra del grupo control, visualizada en el software

Chromas el cual indica el nucleétido segun la fluorescencia detectada en cada sitio.

8.3 Andlisis de metilacién a las secuencias de DNA
A partir del andlisis de las secuencias en QUMA, se detectaron 9 sitios CpG (Figura

11) en las secuencias de 120 nucleétidos en ambos grupos, cuyo numero de
metilaciones fueron comparadas entre ambos grupos. Para medir el porcentaje de
sitios metilados en cada grupo se tomaron en cuenta solo los sitios CpG identificados
como metilados (M) o no metilados (U). En el sitio CpG 44 se observé que 5% del
grupo SD tuvo metilacién, frente al 45.5 % de los individuos del grupo control (Figura

11). En el resto de sitios CpG no se observaron diferencias estadisticas (valor de P

>0.05).
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Figura 11. Porcentaje de metilacién de cada sitio CpG en el promotor de miR-21
Se utilizé la prueba de la exacta de Fisher para evaluar las diferencias de los sitios

CpG metilados en ambos grupos. **: Valor de P<0.01.

D. MODELO DE REGRESION LOGISTICA BINARIA

Los sintomas fueron agrupados en tres clusteres (1, 2, 3) tomando como referencia
la disminucién de WSS (Figura 12). El Claster 1 agrup6 a 11 individuos con tres
sintomas o padecimientos (colitis, dolor abdominal y gastritis), el cluster 2 agrupé 9

sintomas y el cluster 3 incluyd 7 sintomas o padecimientos (Figura 13 y tabla 5).
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Método del Codo para determinar el nimero éptimo de clusters

20+

104

Suma de cuadrados dentro de |os clusters (WSS)

1 2 3 a 5 6 7 8 9 0 11
Number of clusters k

Figura 12. Determinacion de namero 6ptimo de clUsteres
La linea punteada roja sefiala el numero optimo de clisteres de acuerdo a la
disminucion de WSS.
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Visualizacion de Clusters segun Sintomas Gastrointestinales

=]
l
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,
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3
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Dim1 (52.8%)
Figura 13. Clusteres de sintomas gastrointestinales

Cada poligono representa un clister de sintomas y padecimientos en los que
engloba a varios sujetos de acuerdo a los vértices, el eje X muestra el componente
principal 1 que explica el 52.8 % de los datos mientras que el eje Y muestra el siguiente

componente que explica el 14.4% de los datos.
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Tabla 5. Cluster segun signos y sintomas gastrointestinales en personas con

sindrome de Down

Sintoma/padecimiento Cluster 1 Cluster 2 Claster 3

gastrointestinal

Diarrea

Estrefiimiento

Dolor abdominal X
Gastritis X

x| X| X| X

Pirosis

Ulceras

Nauseas
Colitis X

X X[ X| X| X| X| X| X| X

Enfermedad celiaca

8.4 Coeficientes del modelo

Se utilizé el claster 1 como variable respuesta y la variable sitios CpG no metilados
como variable predictora, codificando como “0” la ausencia de algun sintoma y “1” a
los que presentaban uno o mas sintomas. La variable sitios CpG no metilados se
codific6 de acuerdo a los sitios que se identificaron en la secuencia que no estaban
metilados, estos fueron desde 0 hasta 9 sitios. El modelo de regresion logistica binaria
mostré que la variable CpG no metilados obtuvo un valor de coeficiente 0.77 lo cual
comparado con el intercepto es estadisticamente significativo (valor de p=0.04), el OR
fue 2.17, lo cual indica que los sitios CpG no metilados en la secuencia analizada
aumenta las probabilidades de tener alguno de los sintomas o padecimientos del
cluster 1 (Tabla 6).
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Tabla 6. Coeficientes del modelo 1.

Pardmetro Estimacién Error Z- P OR (IC
estandar | valor valor 95%)
Intercepto -3.55 1.83 -1.93 0.052
CpG no 0.77 0.37 2.05 0.040* 2.174
metilados (1.17,
5.46)

8.5 Test de razén de verosimilitud

Para evaluar el ajuste del modelo a los datos observados, se realizé el test de

razon de verosimilitud en comparacion con un modelo nulo (sin variable predictora), el

valor de p del chi-cuadrado fue 0.01, lo cual indica que el modelo 1 se ajusta mejor a

los datos observados comparado con el modelo nulo (Tabla 7).
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Tabla 7. Test de razon de verosimilitud

Modelo Loglik Df Chi- p-valor
cuadrado
Modelo nulo: -11.98 2
Cluster 1~ 1
Modelo 1: -15.24 1 6.53 0.01*
Cluster 1 ~CpG no
metilados

Df: grados de libertad, Loglik: logaritmo de verosimilitud, *Significativamente

estadistico: valor de p <0.05.

8.6 Predicciones y rendimiento del modelo

La matriz de confusién revelé que el modelo 1, predice con una precision del 72%
sobre el total de los datos observados (Tabla 9), lo cual es mayor a la tasa de
informacion nula (NIR) (0.5) indicando que el modelo es mejor que una prediccion
aleatoria con un valor de p <0.05, el R? de McFeddan fue de 0.21 lo que indica un
ajuste aceptable del modelo a la variabilidad de los datos (Tabla 8).

El AUC fue de 0.74 lo que nos indica que tiene un valor diagndstico aceptable para
clasificar la presencia o ausencia de algun sintoma del clister 1 acorde a los sitios
CpG no metilados en las secuencias (Figura 13), el valor de P del test de McNemar no
fue significativo lo que muestra que el modelo es equilibrado para clasificar los
verdaderos y falsos positivos (Elkahwagy y col., 2024). De acuerdo al modelo 1, las
probabilidades de presentar alguno de los sintomas del clister 1 aumenta con la
presencia de mayor numero de sitios CpG no metilados en la secuencia analizada lo
gue aumentaria la expresion de miR-21 en las secuencias con mayor numero sitios

CpG no metilados (Figura 14).
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Tabla 8. Métricas del rendimiento del modelo de regresion logistica binaria

Métrica Valor
Precision 0.72

IC 95% (0.49, 0.89)
R? de McFeddan 0.21

Tasa de informacion nula (NIR) 0.5

Valor de P (NIR/precision) 0.02*
Valor de P del test de Mcnemar 0.68
Sensibilidad 0.81
Especificidad 0.63

*Significativamente estadistico, valor de p <0.05.
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Tabla 9. Matriz de confusion

Modelo 1
0 1
Datos 0 7 2
observados 1 4 9

La codificacion 0 indica “No tiene alguno de los sintomas del cluster 1” y el 1 indica
que “presenta al menos uno de los sintomas”, los datos observados fueron los
obtenidos de los sujetos de estudio mientras que los del modelo fueron los realizados
mediante la prediccion.
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Curva ROC del modelo 1
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Figura 13. Curva ROC del modelo 1
La linea azul representa el rendimiento del modelo en su clasificacion de los

sintomas del cluster 1, la linea gris representa un modelo nulo o con clasificacién
aleatoria. El AUC fue de 0.74.
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Figura 14. Probabilidades de presentar los sintomas del cluster 1 segun los
sitios CpG no metilados
El vector azul representa la probabilidad de tener los sintomas del cluster 1 con
respecto al niumero de sitios CpG no metilados en la secuencia amplificada del
promotor de VMP1 (miR-21).
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IX DISCUSION

Nuestro estudio fue realizado en individuos con SD e individuos euploides de los
cuales se secuencio una region de 195 pb del promotor del gen VMP1 el cual codifica
a miR-21. A partir del analisis de metilacién de los sitios CpG en las secuencias se
realizé un modelo de regresion logistica binaria que predijera el comportamiento de la
presencia clusteres de los sintomas y padecimientos gastrointestinales identificados

en el grupo SD.

La metilaciébn en la region promotora del gen se asocia directamente con la
expresion génica, en este caso con la de miR-21 (Alfahed, 2024; Levic y col., 2024).
miR-21 es un miRNA intragénico producto del intron 10 hasta la regién 3' UTR del gen
VMP1 y no comparte promotor con su gen hospedero. Se atribuye la induccién de
transcripcion de miR-21 y VMP1 a las marcas de histonas H3K4Mel y H3K4Me3,
ademas de la metilacion de sitios CpG en sitios de inicio de transcripciéon (Ji y col.,
2024).

miR-21 se ha encontrado hipometilado y sobreexpresado en muestras sanguineas
y biopsias de tejido intestinal en adultos con EC y CU comparado con controles
(Adams, 2014). Ademas, la expresion de VMP1 en biopsias de tejido inflamados de
individuos con CU, fue directamente proporcional a la de miR-21. En CeD también se
ha identificado a miR-21 sobreexpresado en muestras sanguineas en infantes con y
sin tratamiento de dieta libre de gluten comparado con un grupo control (Amr y col.,
2019).

El miR-21 es considerado relevante tanto en Ell como en enfermedad celiaca
debido a su implicacién en la regulacion de vias de sefializacion relacionadas en la
patogénesis, como el deterioro de la permeabilidad intestinal. También estd asociado
con la regulacion de la activacion y proliferacion de linfocitos y en la regulacion de la
expresion de citocinas, lo que le confiere relevancia en los procesos inflamatorios
(Anaday col., 2024).
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Las personas con SD son mas susceptibles a alteraciones epigenéticas, una de
las razones podria estar por la presencia del loci de DNMT3L en HSA21 el cual permite
reclutar a las otras isoformas de DNMTs mediante su unién a enzimas modificadoras
de histonas y por el efecto de dosis génica que produce la trisomia 21, desencadenar
cambios en la metilacion del genoma (Laufer y col., 2021).

El modelo realizado mediante regresion logistica binaria obtuvo una precision del
72% de los datos observados acorde a los sitios CpG no metilados en las secuencias
del promotor de VMP1 (miR-21), lo cual es estadisticamente significativo
comparandolo con el NIR de 50% (valor de p= 0.02) e indica mejor prediccion que la
aleatoriedad de una variable predictora aleatoria. El test de razén de verosimilitud
demostré que el modelo tiene una mejor bondad de ajuste comparandolo con un
modelo nulo.

El R? de McFadden nos permite describir mejor la manera en la que el predictor
del modelo se ajusta a los datos, el R? de 0.21 indica un ajuste aceptable, dado el tipo
de andlisis de regresion se necesitarian mas sujetos y agregar mas variables
predictoras para aumentar el R? que permita explicar la variabilidad de los datos con
respecto a la presencia o ausencia de alguno de los sintomas del cluster 1.

El AUC (0.74) explica que el modelo tiene una capacidad aceptable de prediccion
de los datos observados, mediante el test de McNemar nos aseguramos que exista
equilibro ente la tasa de errores en ambas categorias de la prediccion, al ser no
significativo indica que no hay sesgo de clasificacion entre ambas categorias, lo que
hace un modelo estable. Un desequilibrio en la clasificacion podria sobreestimar la
prediccidon de sujetos que afirmen o nieguen la presencia de sintomas o padecimientos

del cluster 1.
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El modelo 1 muestra una precision del 72% mejor estadisticamente sobre el azar
explicado por el NIR, ademas de ser mejorar a un modelo nulo. Presenta estabilidad
en la tasa de error al predecir ambas categorias. Sin embargo, aunque tenga un R? de
McFadden aceptable, se encuentra en el limite de inferior para ser un modelo con
buena bondad de ajuste, esto puede ser explicado debido al nUmero de secuencias
analizadas lo que les da baja variabilidad a los datos observados. Se consideraria
necesario incluir mas muestras al modelo para aumentar las variables predictoras y
gue eso mejore el ajuste del modelo.

Sun (2021) realiz6 un modelo de regresion para clasificar a los sujetos con
pancreatitis aguda y pancreatitis aguda severa a partir de 127 muestras de 61 sujetos
con la condicién, usando como predictores marcadores de metilacién en distintos loci
del genoma através de la secuenciacion representativa reducida de bisulfito de células
libres en muestras sanguineas. Validaron 59 bloques de haplotipos de metilacién con
los cuales realizaron el modelo el cual obtuvo AUC de 0.92 para los sujetos con
pancreatitis aguda y 0.81 para pancreatitis aguda severa. Como se observa en este
estudio, aumentar la cantidad de muestras para validar el modelo y usar técnicas para
medir la metilacion con mayor sensibilidad contribuyen a crear modelos mas robustos.

Otros estudios usan machine learning para realizar los modelos mediante
aprendizajes automatizados o semiautomatizados lo que permite obtener modelos
mas complejos que analicen distintas relaciones de los datos, de esa manera evitan el
sobreajuste o modelos con baja bondad de ajuste, esto se puede lograr implementar
con los ajustes a la metodologia mencionado en el punto anterior (Rauschert y col.,
2020).
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X CONCLUSIONES

En este estudio desarrollamos un modelo para clasificar la presencia o ausencia
de los sintomas o padecimientos gastrointestinales del cluster 1 en individuos con SD
de acuerdo al numero de sitios CpG no metilados en la secuencia analizada, la cual
corresponde al promotor del gen VMPL1 el cual contiene en su secuencia a miR-21 en
el intrén 10. A mayor presencia de sitios CpG no metilados en esa zona aumenta las
posibilidades de presentar alguno de los sintomas o padecimientos del clister 1 dado
el OR de 2.14 de la variable predictora , el modelo predice el clister 1 con una precision
del 72%.

Con esto y los estudios de otros autores en miR-21 en los que se observa
sobreexpresion en sujetos con Ell y/o enfermedad celiaca, también podemos afadir
gue este miRNA es regulado mediante la metilacion del DNA en zonas reguladoras
como la zona del promotor, por la que la hipometilacién o el aumento de sitios CpG no
metilados en esa zona podria inducir la sobreexpresion de miR-21, es necesario medir
la expresion de miR-21 en estos individuos para relacionar ambos fenémenos.

Otros estudios que han abordado la metilacion en el DNA 'y en las colas de histonas
en zonas down stream cercanas a miR-21 en las que observan como se relacionan
cada mecanismo epigenético con la expresion del miRNA, sin embargo, es necesario
valorar la implicacion de ambos mecanismos sobre la expresion de este miRNA. Para
ello es relevante en SD ya que DNMT3I puede ser el vinculo que relacione ambos
mecanismos sobre un solo locus. Es necesario considerar la codeterminacion de los
mecanismos epigenéticos como un mecanismo regulador en este locus, asi como
también la implicacion de los cambios de expresion del gen VMP1 en estas
condiciones.

Para futuros trabajos se podrian implementar herramientas con inteligencia
artificial para crear un modelo de aprendizaje con mayor numero de variables
predictoras que nos otorgue un modelo mas robusto y con mayor precision de

diagnéstico.
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Abreviaturas

5-caC: 5-carboxicitocina

5-fC: 5-formilcitosina

5-hmC: 5-hidroximetilcitosina

5-mC: 5-metilcitosina

5-MTHF: Metiltetrahidrofolato

AGO: Proteina Argonauta

anti-TG2: Anti-transglutaminasa 2

AUC: Area bajo la curva

BER: Enzima de reparacion por escision de bases
CeD: Enfermedad celiaca

DGCRS8: Regiodn critica 8 del gen de sindrome de Di George
DMAP1: DNMT1-asociado a proteina 1

DNMT: DNA metiltransferasas

EA: Enfermedad de Alzheimer

EC: Enfermedad celiaca (abreviatura alternativa a CeD)
Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal

FAD: Flavin adenina dinucledtido

GEO: Gene Expression Omnibus

HAT: Histona acetiltransferasa

HDAC: Histona deacetilasa

HMTSs: Histonas metiltransferasas

HSA21: Cromosoma 21

IFN: Interferén

JMJC: Jumonji C

k: Cluster

LSD: Desmetilasa especifica a lisina

MDP: Peptidoglicano muramil dipéptido

MiRNA: microRNA

NIR: Tasa de informacion nula
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NLR: Receptores citosolicos tipo NOD

NOD2: Oligomerizacion de union a nucleétidos 2
OR: Odd ratio

QUMA: Quantification Tool for Methylation Analysis
RISC: Complejo de silenciamiento inducido
SAM: S-adenosilmetionina

SD: Sindrome de Down

shRNA: RNA de horquilla corta

TDG: Timina DNA glicosilasa

TET: Proteina de translocacion diez-once

THF: Tetrahidrofolato

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

WSS: Suma de cuadrados dentro de los clisteres
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