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1. RESUMEN EJECUTIVO:

La epigenética se refiere a la regulacion heredable de la expresion génica sin cambio en la
secuencia de nucledtidos. Muchas investigaciones han mostrado como las alteraciones
epigenéticas pueden conducir a varias patologias, lo que ha incrementado los estudios sobre la
influencia de los procesos de metilacion en genes cruciales de muchas enfermedades. A pesar
de ello, existe muy poco conocimiento acerca de perfiles de metilacion de DNA en genes
asociados con el Sindrome de Down (SD) y la manera cémo los factores epigenéticos pueden
estar involucrados en su etiopatogenia. Por tal motivo, se analizaron los perfiles de metilacién
de las secuencias promotoras de 10 genes localizados en la regién critica del Sindrome de
Down (DSCR). Para ello se obtuvieron muestras de sangre de madres sanas de diferentes
edades (menores de 20 afios, de 21 a 34 afios y mayores de 35 afios) y sus hijos con SD, mas
un grupo control de madres sanas en los mismos rangos de edad y sus hijos no afectados en el
Valle del Cauca. Se extrajo el DNA de las muestras y se cuantifico el porcentaje de islas CpG
metiladas de los promotores de los 10 genes DSCR. Los resultados obtenidos evidenciaron
perfiles diferenciales de metilacién en la mayoria de los promotores de los genes DSCR entre
los pacientes con sindrome de Down y el grupo control. Igualmente, esas mismas regiones
promotoras mostraron diferencias de metilacion entre los tres grupos de madres analizadas
frente a sus controles. Estos resultados proporcionan evidencia sobre cdmo ciertos mecanismos
epigenéticos podrian influir tanto en el riesgo de tener un hijo con SD como en la patogénesis
del SD misma, ademas de proponer genes candidatos que podrian contribuir grandemente en el

fenotipo neurocognitivo observado en los pacientes con sindrome de Down.

Palabras clave: epigenética; sindrome de Down, metilacion de DNA; DSCR; PMRT2; HMNGL1.

ABSTRACT

Epigenetics refers to heritable regulation of gene expression without change in the nucleotide
sequence. Many studies have shown how epigenetic alterations can lead to various diseases,
which has increased studies on the influence of the processes of methylation in genes crucial for

many diseases. However, there is very little knowledge about DNA methylation profiles in genes
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associated with Down Syndrome (DS), and the epigenetic factors involved in its pathogenesis.
Therefore, we analyzed the methylation profiles of the promoter sequences of 10 genes located
in the Down Syndrome Critical Region (DSCR). For this purpose, we took blood samples of
healthy mothers of different ages (under 20 years, 21 to 34 years and older than 35 years) and
their children with DS, and a control group with healthy mothers of the same age range and their
not affected children from Valle del Cauca. We extracted DNA from the samples and we
guantified the percentage of methylated CpG islands of the 10 DSCR gene promoters. The
results showed differents methylation profiles in most of the promoters of the DSCR genes
between patients with Down syndrome and the control group. Likewise, these same promoter
regions showed differences in methylation between the three groups of mothers analyzed
compared to their controls. These results provide evidence about how certain epigenetic
mechanisms contribute the risk of having a child with SD and the pathogenesis of SD itself, in
addition to proposing candidate genes that could greatly contribute to the neurocognitive

phenotype observed in patients with Down syndrome.

Keywords: epigenetics; Down syndrome, DNA methylation; DSCR; PMRT2; HMNGL1.

2. SINTESIS DEL PROYECTO:

TEMA

El sindrome de Down es un trastorno genético causado por la presencia total o parcial de una
copia extra del cromosoma 21. Dentro de su sintomatologia caracteristica se encuentra el
marcado déficit cognitivo, ademas de otras patologias y ciertos rasgos fisicos que son propios
de la enfermedad (Kazemi et al., 2016; Medina et al., 1999). Debido a ello, muchos estudios han
mostrado como una gran variedad de genes del cromosoma 21 posiblemente estan implicados
en las manifestaciones fenotipicas y patologicas (Antonarakis et al., 2004). Sin embargo, los
mecanismos que estarian relacionados con el riesgo de tener un hijo con SD aun no son
completamente conocidos. Hasta el momento se ha aceptado que el factor de riesgo mas
determinante es la edad materna avanzada. No obstante, existen reportes de nifios con

sindrome de Down en madres jovenes, que en muchas ocasiones no alcanzan la edad de 25
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afios (Coppede, 2009; Abdel-Hady et al.,, 2015). En consecuencia, las investigaciones mas
recientes postulan que ciertos procesos epigenéticos estarian jugando un papel trascendental
en la etiopatogenia del SD, y probablemente de manera muy significativa en esas madres

jévenes (Coppedé, 2009; Bozovi¢ et al., 2015).

Estas observaciones se basan en el hecho de que la etapa del desarrollo temprano es
altamente susceptible a eventos epigenéticos. Eso quiere decir que durante este periodo la tasa
de sintesis de DNA es alta y los patrones de metilacion son establecidos, al igual que los
mecanismos de impronta genética, generando que el fenotipo responda a determinados
estimulos internos y externos, tales como infecciones microbianas, factores demogréficos, la
dieta, el estrés, el consumo de alcohol, entre otros. En este contexto, el periodo gestacional se
ve influenciado y determinado por el ambiente, el genotipo y la interaccién que se produce entre
ambos, generando asi, que los patrones epigenéticos puedan ser alterados y que de esa
manera se afecte la expresion de genes criticos asociados a procesos fisioldgicos y patolégicos
(Morgan et al., 2005; Alegria-Torres et al., 2011).

Actualmente, muchas investigaciones han mostrado que una restriccion proteica, de grasas o
de vitaminas del grupo B, afecta la metilaciébn del DNA y las histonas durante la etapa
gestacional (Silva-Zolezzi et al., 2017; Longo et al., 2017; Furuse et al., 2017; Won et al., 2017).
Se ha reportado que la deficiencia en folato da como resultado una metilaciéon aberrante del
DNA, ademas de mutaciones puntuales, rotura de cromosomas y aumento de la frecuencia de
micronucleos, recombinacién cromosdmica defectuosa y aneuploidia (James et al., 1999; Mills
et al., 2012). Por su parte la deficiencia de vitamina B-12 pude inducir la hipometilacion del

promotor de algunos genes y reprimir su transcripcion (Choi & Friso, 2010).

Diferentes estudios han mostrado que los reguladores epigenéticos también intervienen en
procesos neuronales complejos tales como el aprendizaje y la memoria, lo que ha dado lugar a
la hipétesis de que parte del fenotipo del sindrome de Down se programa de manera
epigenética durante el primer trimestre del embarazo. Muchas investigaciones han postulado
gue la trisomia 21 ejerce sus efectos pleiotrépicos mediante la desregulacion de un modificador

epigenético, en donde tal modificador podria estar localizado en la region critica del sindrome
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de Down del cromosoma 21 (Coppede, 2009). Sin embargo, en la actualidad es muy poco lo
que se conoce con relacion a los reguladores del epigenoma neuronal que nos puedan dar
respuestas confiables sobre cuales son las bases de la cognicién (Korzus, 2010). Ante este
panorama surgen preguntas de ¢ Como estos reguladores intervienen en el mantenimiento de la
homeostasis, influenciando la expresién de un grupo muy grande y heterogéneo de genes entre
los que estarian los genes vitales (House-keeping) y otros no neuronales? o ¢COmo un
programa epigenético especifico que regula genes neuronales estan directamente involucrados
en la determinacién de la conectividad, aprendizaje y memoria? (Singh-Taylor et al., 2017
Sanchez-Mut et al., 2017). Por tal motivo, se necesitan mas estudios que permitan correlacionar
los cambios epigenéticos en la enfermedad y la salud, ademéas de poder caracterizar esas
marcas especificas del DNA en diferentes edades que puedan revelar la predisposicion a
ciertas patologias (Beyan et al., 2012; El Hajj et al., 2016; Coppede, 2016; Mentis, 2016)

Adicionalmente, en estudios previos a nivel bioinformético se ha podido caracterizar el ambiente
gendémico de la Regién Critica del Sindrome de Down y comportamiento transcripcional de 38
genes localizados en la DSCR en varias estructuras de un cerebro humano normal (Montoya et
al., 2011). Con ello se ha observado que estos genes presentan una expresion diferencial a lo
largo de éareas muy importantes del telencéfalo, las cuales estan involucradas en el
procesamiento de datos basicos referidos a la conducta, aprendizaje, memoria y control motor.
Es importante resaltar que los genes analizados estan implicados en procesos de diferenciacion
neuronal, desarrollo del sistema nervioso, regulacién de procesos apoptéticos a nivel cerebral,
entre otros. Sin embargo, aln falta profundizar mas sobre cémo los factores epigenéticos tales
como la metilaciéon, pueden estar asociados en la etiopatogenia de este trastorno,

especialmente en las madres jovenes de nifios con SD.

Con el fin de establecer si existen variaciones en los perfiles de metilacion a nivel intra e inter
grupal, en este trabajo se compararon los perfiles de metilacion de 10 de los 38 genes DSCR en
madres sin trisomia 21 de diferentes edades y sus hijos con sindrome de Down, con un grupo
control compuesto por madres e hijos sin trisomia 21 en los mismos rangos de edad. Los
resultados ayudaron a determinar como los procesos de metilacion CpG influyen en esta

patologia, ademas poder identificar poblaciones en riesgo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Analizar los perfiles de metilacién de la region promotora de 10 genes localizados en la region
critica del sindrome de Down en madres sanas de diferentes edades y sus hijos con sindrome
de Down en el Valle del Cauca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Calcular el porcentaje de metilacion de la regién promotora de 10 genes DSCR en tres
grupos de madres sin trisomia 21 y sus hijos con SD.

v Cuantificar si existen diferencias en los perfiles de metilacién entre los grupos de casos y
controles para las 10 secuencias promotoras de los genes DSCR.

v Analizar si hay una asociacién en la variable edad materna y en las improntas epigenéticas
entre los tres grupos de madres con sus hijos SD.

v Analizar si el control epigenético de estos genes esta asociado a la etiopatogénesis del SD.

v Construir perfiles de transcripcion de los genes DSCR en todas las estructuras del cerebro
humano normal, para correlacionar los niveles de expresion génica con la localizacion

cerebral y su implicacién con el fenotipo neurocognitivo del SD.

METODOLOGIA

Este estudio incluyé dos componentes: uno bioinformatico y otro experimental epigenético.

COMPONENTE BIOINFORMATICO

Se realizé un pequefio andlisis bioinformatico en el que se hallaron los valores de transcripcién
de 9 de los 10 genes DSCR incluidos en este estudio en todas las diferentes estructuras del
cerebro humano (ver anexo 1). Los niveles de expresion se extrajeron de la base de datos del

cerebro humano del Instituto Allen para las Ciencias del Cerebro. Todos los procedimientos
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utilizados para la obtencion de los datos empleados en este estudio, se consignan de manera

extensa en el informe técnico del “Allen Institute for Brain Sciences” (http://help.brain-

map.org/display/humanbrain/Documentation).

Mineria de datos

De la base de datos de micromatrices de ADN del “Allen Brain Atlas” (http://www.brain-map.org)

se extrajeron los valores de transcripcion de los 9 genes DSCR a partir de cerebros post-morten
de individuos adultos sanos. Con ello se registraron los valores de expresion normalizados (z-
score), y se consignaron en hojas electronicas en formato Excel para su posterior analisis. Para
cada estructura se tomaron los valores de todas las sondas disponibles y se consider6 como
dato final la mediana de esos valores.

Analisis de conglomerados

A partir de las medianas obtenidas para cada una de las estructuras cerebrales se realiz6 un
agrupamiento jerarquico con el software de uso libre Cytoscape, version 3.2.0. La
representacion grafica de los resultados fue a través de un mapa de calor (heat-map), por
medio del plugin clusterMaker con una distancia métrica de correlacion de Pearson.

COMPONENTE EXPERIMENTAL EPIGENETICO

La parte experimental corresponde al estudio de los perfiles de metilacion de la regiéon

promotora de los 10 genes DSCR.

Criterios de inclusién

Para determinar los perfiles de metilacion de la secuencia promotora de los 10 genes DSCR, se

utilizaron los siguientes criterios de inclusion:

1. Madre sana con hijo afectado de sindrome de Down confirmado por cariotipo (trisomia
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libre), los cuales sean residentes en Santiago de Cali de diferentes estratos

socioecondmicos.

2. Madre sana con hijo no afectado de sindrome de Down, los cuales sean residentes en

Santiago de Cali de diferentes estratos socioeconémicos.

3. Tanto los nifios con sindrome de Down como los nifios sanos deben estar en un rango

de edad de minimo 6 meses y maximo 3 afios.

Disefio experimental

Se realizé un control pareado para la variable “edad materna”, y se incluyeron en el estudio los
siguientes grupos de muestras provenientes de leucocitos de sangre periférica de cada uno de

los participantes:

1 muestra de DNA de leucocitos de 2 madres sanas menores de 20 afios y su hijo con SD.
1 muestra de DNA de leucocitos de 2 madres sanas entre los 21-34 afios y su hijo con SD.

1 muestra de DNA de leucocitos de 2 madres sanas mayores de 35 afios y su hijo con SD.

1 muestra de DNA de leucocitos de 2 madres sanas menores de 20 afios y su hijo sano.
1 muestra de DNA de leucocitos de 2 madres sanas entre los 21-34 afios y su hijo sano.

1 muestra de DNA de leucocitos de 2 madres sanas mayores de 35 afios y su hijo sano.

Genes incluidos en el estudio

Los 10 genes DSCR fueron seleccionados teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
nuestro grupo de investigacién acerca de su expresion génica. Estos genes presentaron los
niveles de transcripcion (z-score) mas altos en estructuras cerebrales estrechamente
relacionadas con aprendizaje, memoria, atenciéon y coordinacion locomotora (Montoya et al.,
2011) (ver anexo 2).
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Obtencion de la muestra y cuantificacion de islas CpG

Para el respectivo andlisis se tomaron muestras de sangre periférica bajo consentimiento
informado de cada uno de los participantes, y con el previo aval del comité de ética de la
Universidad del Valle. Los leucocitos se separaron por Ficoll-Hypaque, e inmediatamente se
extrajo el DNA utilizando el kit DNeasy Blood & Tissue de Qiagen, para este paso se siguio el
protocolo recomendado por la casa fabricante. Después de esto, se calcul6 la concentracion de
DNA en cada una de las muestras con el equipo Thermo Scientific NanoDrop 2000, y se realizo
una PCR convencional de beta-globina para evaluar que la muestra amplificara correctamente,

esos resultados se verificaron por medio de una electroforesis en el gel de agarosa al 1%.

Después de evaluar que las muestras amplificaran se realiz6 la cuantificacion de las islas CpG
de cada uno de los promotores de los 10 genes, para ello se disefiaron 24 placas de 96 pozos
por medio del kit “EpiTect Methyl || Custom PCR Arrays” de Qiagen. Es importante mencionar
gque cada placa tenia la capacidad de cuantificar la metilacion de la region promotora de los 10
genes DSCR en 2 muestras, y contenian ademas 2 controles llamados SEC y DEC que sirven
para verificar la confiabilidad del ensayo. De esta manera, se sacaron cuatro alicuotas de cada
muestra de ADN y se sometieron a diferentes tratamientos de degradacién enzimatica, para ello
se utilizaron las enzimas de restriccion MSRE (sensible a la metilacion) y MDRE (dependiente
de metilacion). Posteriormente se depositaron 25 pl de cada uno de los 4 tratamientos (Mo, MS,
Md y Msd) en los respectivos pozos tal como lo establece el protocolo de la casa fabricante
(Figura 1).

Figura 1. Disefio de la placa de PCR-RT. Cada placa contenia 96 pozos con las sondas de las
secuencias promotoras de cada gen. Mo: pozos para muestras sin enzimas de restriccion, la
muestra presenta la cantidad total de ADN gendmico para la deteccion en PCR-RT (tratamiento
1). Ms: pozos para muestras tratadas con enzimas de restriccibon MSRE las cuales son
sensibles a la metilacién. No son capaces de romper citosinas metiladas, dejando intacto al
ADN metilado (tratamiento 2). Md: pozos para muestras tratadas con enzimas de restriccion
MDRE las cuales son dependientes de metilacion. Rompen secuencias de ADN metilado

(tratamiento 3). Msd: pozos para muestras tratadas con ambas enzimas (MSRE y MDRE) por lo
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cual se digiere todo el ADN (tanto metilado como no metilado). Esta reaccién mide el fondo y la
cantidad de ADN que se colocd inicialmente y que se resiste a ser degradado, o sea, refractario

(tratamiento 4).

Array Layout Table with Gene Symbol and Position Information for one sample, 12-gene array/ 96-well plate.

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 1 12

Mo A | BACEZ | CSTE | RCAN1 | PIGP | PRMTZ | DSCAM | BRWD1 | HMGN1 | SIM2 | DSCR3 | SEC DEC

B | BACEZ | CSTB | RCANT | PGP | PRMTZ | DSCAM | BRWD1 [ HMGN1 | SMZ | DSCR3 | SEC DEC

— C | BACEZ | CSTB | RCAN1 | PIGP | PRMTZ | DSCAM | BRWDT [ HMGN1 | SMZ | DSCR3 | SEC DEC

D | BACEZ | CSTB | RCaNt | PIGP | PRMTZ | DSCAM | BRWDT [ HMGN1 | SMZ | DSCR3 | SEC DEC

- E | BACEZ | CSTB | RCANT | PIGP | PAMTZ | DSCAM | BRWD1 [ HMGN1 | SMZ2 | DSCR3 | SEC DEC

F | BACEZ | CSTB | RCANT | PIGP | PRMTZ | DSCAM | BRWD1 [ HMGN1 | SM2 | DSCR3 | SEC DEC

Msd G | BACEZ | CSTE | RCAN1 | PIGP | PRMTZ | DSCAM | BRWD1 | HMGN1 | SIM2 | DSCR3 | SEC DEC

H | BACEZ | CSTB | RCAN1 | PIGP | PAMTZ | DSCAM | BRWDT [ HMGN1 | SMZ | DSCR3 | SEC DEC
Muestra 1
Muestra 2

Para cuantificar el porcentaje de citosinas metiladas en cada muestra se utilizé el equipo de
PCR en tiempo real CFX96 Real-time system/c-1000 Touch thermal cycler (Bio Rad), y
finalmente se extrajeron y se analizaron los resultados de acuerdo a las recomendaciones del

fabricante.

Dentro de los datos extraidos del equipo de PCR el gen BRWD1 present6 errores en algunas
placas (la sonda no era leida por el equipo y marcaba como “error”), debido a ello se decidié no

tener en cuenta sus resultados en ningln participante.

ANALISIS ESTADISTICO

Analisis descriptivo de los datos

Como primer paso, se realiz6 un analisis descriptivo de los porcentajes de metilacion mediante
la determinacion de los valores minimos y maximos presentados para los casos y controles,

fijando el gen, el tipo de madre e hijo y teniendo en cuenta todos los grupos de edad de las
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madres. Debido al nimero reducido de datos no es recomendable la comparacion de los rangos
por edades con tan solo dos valores, es por esto que se evaluaron los valores minimos y
maximos tomando para cada gen y tipo de madre o hijo, los datos de los tres grupos de edad.
Ademés de ello, se decidié utilizar estadistica bayesiana y el Teorema de Bayes para la
estimacion de la media, mediana, DIC y regiones de HPD del 95% para los porcentajes de

metilacién de los diferentes grupos de estudio.

Identificacion de la distribuciéon de probabilidad para la verosimilitud de los datos

Se asocid para la funcion de verosimilitud de los porcentajes de metilacion, una distribucion
uniforme en el intervalo (0,8) donde & corresponde al valor posible del porcentaje y esta
definido entre 0 y 100. Se escogi6 esta distribucion suponiendo para cada valor del porcentaje
de metilacién igual probabilidad de ocurrencia.

Identificacion y elicitacion de la distribucion a priori

Para la distribucion a priori de las madres y de los hijos, se utiliz6 como distribucién conjugada
de la uniforme, la distribucién Pareto, donde el pardmetro de forma se interpreta como la
medida de amplitud de la distribucion de los porcentajes de metilacion y el parametro de escala

como el porcentaje minimo de los datos de metilacion.

Con respecto al proceso de elicitacion de los dos hiperparametros de la distribucién a priori, se
igualé la expresion de la media muestral y la poblacional de la variable, obteniendo una
expresion que permitid hallar el valor del parametro de forma, para lo cual se requirio el uso de
valores minimos y maximos de los datos de informacion a priori, generando asi cuatro

escenarios:

— Valor minimo y maximo de los controles,
— Valor minimo y maximo de los casos,
— Valor minimo y maximo de los casos y los controles,

— Promedio de los valores minimos y promedio de los valores maximos de casos y controles.
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De acuerdo a la informacion brindada por cada uno de los escenarios, se elicitd el valor del

parametro de formay el pardmetro de escala, el cual corresponde al valor minimo de los datos.

Para cada uno de los cuatro escenarios y cada grupo de estudio, se hall6 el valor de los
parametros de la distribucién a posteriori (distribucion Pareto) y se procedié a ajustar los
modelos para la estimacion puntual y por intervalo. El proceso de simulacién de los datos de la
distribucién a posteriori se realiz6 mediante el programa estadistico R, donde se generaron
10000 numeros aleatorios de la distribucion Pareto para cada modelo y se realizé la estimacion
de la media, mediana, DIC y regiones de credibilidad del 95%.

Seleccién de los mejores modelos para cada grupo de estudio

Dado al gran nimero de modelos ajustados entre los cuatro escenarios, se utilizé el DIC como
metodologia para seleccionar el mejor modelo entre los diferentes escenarios para cada gen,

para cada tipo de madre y de hijo y para cada grupo de edad de la madre.
Prueba de hip6tesis entre los grupos de estudio

Después de escogido los mejores modelos, se realizé la comparacién de los porcentajes de
metilacién para los casos y controles de las madres e hijos (entre los grupos de edad y para
cada gen) de manera grafica, representando las regiones del 95%. En aquellas situaciones en
las que no se evidencié gran diferencia entre los porcentajes de metilacién bien sea de las
madres o los hijos, se formaron agrupaciones con las regiones HPD traslapadas o cruzadas
entre ellas y se probé las hip6tesis sobre las diferencias entre porcentajes con el Factor de

Bayes.

Para el célculo de las probabilidades predictivas utilizadas para el proceso de Bayes, se hizo un
acercamiento para cada agrupacion mediante la distribucion uniforme. La distribucion para los
porcentajes se tomé en un intervalo de 0 a 8, donde 8 representa la media a posteriori de la

distribucion Pareto y se calcul6 la probabilidad de que el valor minimo de los porcentajes
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minimos, bien sea de las madres o de los hijos pertenecientes a la agrupacion, estuviera entre
ese valor y la media a posteriori menor del grupo. Posteriormente, se procedié a calcular el

valor del Factor de Bayes y concluir con base en los resultados obtenidos.

Elicitacidon de los hiperparametros de la distribucion a priori y célculo de los pardmetros

de la distribucion a posteriori

Para la elicitacion de los hiperparametros, se igualé la expresion de la media muestral con la
poblacional de la distribucién Pareto,
8,+96, aff

2 oa—1

Donde 8,¥ 8, corresponden respectivamente al valor minimo y maximo de los porcentajes de

metilacion. Como el parametro B hace referencia al valor minimo entre los porcentajes, se
puede definir como 8. Después de despejar o, la expresion resultante para hallar el valor del
parametro de forma y con la cual se elicitaron los pardmetros de la distribucién a priori para los

cuatro escenarios y para cada grupo de estudio fue:

1
_ 28,
8, +0,

Se hallaron los valores de los parametros de la distribucion a priori y con ellos se determinaron

a:
1

los valores de los parametros de la distribucién a posteriori, la cual por medio del Teorema de
Bayes, resulta una distribucion Pareto con parametros o = a+ 2 y B* = méx (B,x,,x,),
donde c y [ corresponden a los parametros de la distribucion a priori y, %; ¥ %, son los

porcentajes de metilacion resultante del experimento para el grupo de estudio analizado.

Seleccién de los mejores modelos para cada grupo de estudio:

Se selecciond entre los cuatro escenarios planteados mediante el DIC, las distribuciones a
posteriori que presentaron un mejor ajuste para cada grupo de estudio. En esta seleccion, las
distribuciones que mejor se ajustaban para los tres grupos de edad, era las del escenario 3 que

corresponde al valor minimo del porcentaje de metilacion entre los casos y controles y el valor
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maximo de los porcentajes entre los casos y controles. Entre los tres grupos tan solo se eligié

una distribucién a posteriori del escenario 4.

Prueba de hipotesis entre los grupos de estudio

Para la comparacion de los porcentajes de metilacion por gen, para edad de la madre y para los
casos y controles de madres e hijos, se hallé la media, mediana y las regiones HPD del 95%.
En este proceso no se utilizd la media ya que debido a la asimetria de los datos, la media
presenta ciertos problemas de apalancamiento por valores muy altos, lo que hace a la mediana

un mejor indicador.

RESULTADOS OBTENIDOS

COMPONENTE BIOINFORMATICO

Andlisis de conglomerados

Se obtuvo el valor de la expresion génica de cada uno de los 9 genes DSCR en todas las
estructuras cerebrales. De estos resultados se puede observar una expresion diferencial y
especifica a lo largo de las diferentes zonas cerebrales, sugiriendo asi, una fina regulacién

génica la cual es dependiente de la fisiologia de cada estructura (figura 2).

Figura 2. Andlisis de conglomerados de la expresién de los 9 genes DSCR a lo largo de las
distintas estructuras del cerebro humano. Las regiones con mayor expresion se encuentran en
una escala de 0.1 a 3.0 (rojo), mientras que las zonas donde hay baja expresion tienen una

escala de -0.1 a -3.0 (verde).
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En la figura 2 se puede observar que las regiones de mayor expresion son estructuras
relacionadas con funciones motoras, tales como los nucleos cerebrales en donde hay una
notable sobre-expresion en el globo pdlido tanto interno como externo. Del mismo modo la
mayoria de las estructuras del diencéfalo (entre las que se encuentran varias subestructuras del
epitalamio, el hipotdlamo y el tdlamo) se encuentran sobre-expresadas, al igual que en el
tegmento mesencefalico, tegmento pontino, mielencefalo y cuerpo calloso (ver anexo 2).

COMPONENTE EXPERIMENTAL EPIGENETICO
Andlisis descriptivo de los datos
Al realizar el andlisis descriptivo de los porcentajes de metilacion se obtuvieron los valores

minimos y méaximos para las madres pertenecientes a los controles (MS) y para las madres SD
(MSD) (Tabla 1).
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Tabla 1. Valores minimos y maximos de los porcentajes de metilacion por gen y tipo de madre.

MS MSD
Gen Minimo | Maximo Minimo | Maximo
BACE2 0,03% 1,81% 0,05% 0,14%
CSTB 0,03% |5,16% 0,07% [1,97%
RCAN1 |0,00% |[5,99% 0,02% |50,62%
PIGP 0,00% 1,18% 0,06% 0,19%
PRMT2 |0,00% 3,94% 0,06% 0,73%
DSCAM |0,19% 56,55% 0,04% 51,00%
HMGN1 |0,01% [99,99% 0,06% |0,85%
SIM2 0,04% |1,86% 0,03% [0,36%
DSCR3 |0,00% [0,91% 0,03% |0,14%

De la Tabla 1 se puede observar que en los genes BACE2, CSTB, RCAN1, PIGP, PRMT2,
HMGNL1 y SIM2, se presentan diferencias importantes entre los rangos de los porcentajes de
metilacién entre las madres casos y controles. Las madres controles presentan, dentro de los
porcentajes de metilacibn maximos, valores mas altos en la mayoria de genes comparado con
las madres del grupo control; pero en los valores minimos, presentan los valores mas bajos.
Con lo anterior es posible decir que el rango de los porcentajes de metilacién para las madres
controles resulta mas amplio que para las madres SD. Sin embargo, este tipo de

comportamiento no es muy claro para los hijos sanos (HS) e hijos con SD (HSD) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores minimos y maximos de los porcentajes de metilacion por gen y tipo de hijo.

HS HSD
Gen Minimo |M&ximo |Minimo |Maximo
BACE2 0,09% 0,38% 0,03% 0,45%
CSTB 0,15% 100,00% |0,01% 0,78%
RCAN1 0,00% 1,49% 0,00% 1,02%
PIGP 0,03% 0,23% 0,00% 0,24%
PRMT2 |0,00% 1,16% 0,04% 0,53%
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DSCAM |0,05% 0,33% 0,00% 0,55%
HMGN1 |0,05% 0,31% 0,00% 0,48%
SIM2 0,00% 100,00% |0,00% 0,11%
DSCR3 |0,02% 0,24% 0,00% 0,29%

En la Tabla 2 no se encuentra a primera vista una relacion directa entre los valores de los
porcentajes de metilacion de las madres con la de sus hijos, ni tampoco se observa una
predominancia en los valores por parte de alguno de los dos tipos de hijos. Por su parte, entre
los genes BACE2, PIGP, DSCAM, HMGN1 y DSCRS3, el que presenta mayor rango de

porcentaje de metilacién son los HSD.

Mediante el analisis descriptivo de los datos no es posible determinar a ciencia cierta las
posibles relaciones entre los porcentajes de metilacion de las madres por edad y sus hijos para
los 9 genes, ni tampoco el efecto que produce la edad, por lo cual esto se realizé por medio de

las medidas estadisticas de la distribucién a posteriori.

COMPARACION DE LAS MEDIANAS DE LOS PORCENTAJES DE METILACION ENTRE
LOS PACIENTES CON SD Y EL GRUPO CONTROL.

Se obtuvo la mediana del porcentaje de metilaciéon de cada una de las 9 regiones promotoras
tanto en los pacientes SD como en los controles. Los resultados obtenidos permitieron observar
perfiles diferenciales de metilacion entre los pacientes con sindrome de Down y los controles en

los tres grupos analizados.

La mayoria de los genes de los pacientes con sindrome de Down procedentes de madres
menores a 20 afos se encuentran hipometilados, excepto por el gen DSCAM (figura 9). Las

diferencias mas notorias se encuentran en los genes RCAN1, PRMT2 y CSTB (figuras 4, 6y 8).

Con respecto a los pacientes con sindrome de Down de madres entre los 21 y 34 afios de edad,
se puede decir que aunque la mayoria de los genes exhiben perfiles diferenciales de metilacion
no es posible afirmar una tendencia de éstos, sin embargo cuatro de las regiones promotoras se
encuentran notoriamente hipermetiladas (PMRT2, CSTB, DSCAM y SIM2), tres estan
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hipometiladas (BACE2, RCAN1 y DSCR3) y en dos de las regiones promotoras no es posible

decir que hubo un diferencial en el porcentaje de metilacion (HMGNL1 y PIGP).

Al comparar las medianas entre los pacientes con sindrome de Down de madres mayores a 35
afios y su grupo control. La mayoria de los genes se encuentran hipermetilados en los
pacientes con sindrome de Down (excepto el gen DSCAM). Las diferencias mas notorias
radican en los genes PRMT2, DSCR3, BACE2, HMNGL1 y PIGP (figuras 6, 10, 12, 14 y 16).

Gen SIM2

Figura 3. Medianas de los porcentajes de metilacién del gen SIM2 en pacientes con sindrome
de Down y el grupo control.
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Gen RCAN1
Figura 4. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen RCANL1 en pacientes con sindrome

de Down y el grupo control.
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Se puede notar en la Figura 5 que para los HS se presenta un decrecimiento en los porcentajes
de metilacion a medida que aumenta la edad de la madre. Los porcentajes de este tipo de hijos
para los dos primeros grupos de edad resultan mayores que los de HSD con medianas iguales
a 1,881473% y 0,313341%, respectivamente; y 0,02725% para el tercer grupo.
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Figura 5. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen RCAN1 y

por hijo.
Porcentaje de metilacién por hijo y grupo de edad de madre (Gen RCAN1)
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Figura 6. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen PRMT2 en pacientes con sindrome

de Down y el grupo control.
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El comportamiento de los porcentajes de metilacion para los hijos del primer grupo de edad,

resulta mayor en los HS con una mediana de 1,466255% que en los HSD los cuales tienen una
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mediana de 0,465753% (Figura 7). Esta superioridad no se observa para el tercer grupo, donde

los HSD presentan mayores datos y una mediana de 0,427299% en comparacion con los HS

gue tienen una mediana de 0,02725%. En el grupo de edad de madres entre 21 a 34 afios, los

valores de las regiones HPD para ambos tipos de hijos se cruzan, para los HS la mediana es de
0,073752% y para los HSD 0,100974%.

Figura 7. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen PRMT2 y

por hijo.
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Gen CSTB
Figura 8. Medianas de los porcentajes de metilacién del gen CSTB en pacientes con sindrome

de Down y el grupo control.
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Gen DSCAM

Figura 9. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen DSCAM en pacientes con

sindrome de Down y el grupo control.
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Gen DSCR3
Figura 10. Medianas de los porcentajes de metilaciéon del gen DSCR3 en pacientes con

sindrome de Down y el grupo control.
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Figura 11. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen DSCR3
y por hijo.
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Para los dos tipos de hijos el comportamiento de los porcentajes de metilacion para las dos
grupos de edad de las madres resultan muy similares, en el primero las medianas para los HS y
los HSD son 0,300749% y 0,244997%, respectivamente; mientras que para el segundo grupo
de edad la mediana para los HS es de 0,043478% y para los HSD es de 0,026762%. En los dos
primeros grupos el valor de la mediana de los HS resultan mayores, lo que no ocurre en el
tercer grupo, donde la mediana de los HSD es mayor (0,215282%) que la de los HS
(0,061799%).

Gen BACE2
Figura 12. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen BACE2 en pacientes con
sindrome de Down y el grupo control.
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Analizando los porcentajes de metilacion del gen BACE2 para los hijos (Figura 13), tenemos
que para los hijos los cuales las madres se encuentran en un grupo de edad de menores de 20
afios y entre 21 y 34, los porcentajes son muy similares, se presentan medianas de 0,449199%
(HS) - 0,378634% (HSD) y 0,154205% (HS)- 0,10807% (HSD), para los grupos respectivos;
situacion que no ocurre con el grupo de edad de mayores o iguales a 35 afios, donde el
porcentaje de metilacion para los HSD resulta ser mas alto, con una mediana de 0,349028% y
para los HS 0.13345%. Para los hijos observamos dos agrupaciones en la que los valores son

similares: la primera corresponde a las regiones HPD de los HS y HSD del primer grupo de
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edad y los HSD del ultimo grupo de edad, y la segunda agrupacion compuesta por las regiones
HPD de los HS y HSD del segundo grupo de edad y los HS del ultimo grupo de edad.
Realizando la comparacion por medio del Factor de Bayes encontramos que los dos grupos
presentan escasas diferencias entre los porcentajes de metilacion (FB=1,55928626)

Figura 13. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen BACE2
y por hijo.
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Gen HMGN1
Figura 14. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen HMGNL1 en pacientes con

sindrome de Down y el grupo control.
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Comparando el comportamiento de los porcentajes de metilacion de los hijos por grupo de edad
de las madres, se observa que ambos tipos de hijos presentan un comportamiento y valores
parecidos para el grupo de edad de menores a 20 afios y para el de 21 a 34 afios, con
medianas de 0,378001% (HS) - 0,303719% (HSD) y 0,154416% (HS) - 0,154692 (HSD)
respectivamente. Para el grupo de mayores a 35 afios se observa un porcentaje mayor para los
HSD con una mediana de 0,590941% comparada con la de los HS la cual es 0,279778%. Se
observan comportamientos inversos para los dos tipos de hijos entre los dos primeros grupos
de edad y los dos ultimos grupos de edad.
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Figura 15. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacién del gen HMGNL1

y por hijo.
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Figura 16. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen PIGP en pacientes con sindrome

de Down y el grupo control.
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Para los hijos se puede ver en la Figura 17 que los rangos de los porcentajes de metilacion

tienen valores similares, excepto para los HS de madres mayores a 35 afios. Para los hijos de
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madres menores a 20 afios la mediana de los HS es de 0,27876% y la de los HSD de
0,21546%, para el grupo de madres entre 21 y 34 afios la mediana para los HS es de
0,252533% y para los HSD es de 0,253152%, y para el grupo final la mediana de los HS es de
0,040539% vy la de los HSD es de 0,303402%. Los valores de los HS de madres mayores a 35

afos son diferentes de las demas regiones (FB=2,4258546).

Figura 17. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen PIGP y
por hijo.
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COMPARACION DE LAS MEDIANAS DE LOS PORCENTAJES DE METILACION ENTRE
MADRES SANAS DE PACIENTES CON SD Y EL GRUPO CONTROL.

Se obtuvieron las medianas de los porcentajes de metilacion de cada region promotora para las
madres sanas de pacientes con sindrome de Down y los controles. Los resultados evidenciaron
perfiles diferenciales de metilacién entre madres de pacientes con SD y el grupo control en los

tres grupos analizados.

En el caso particular de las madres menores a 20 afios de nifios con sindrome de Down, los
genes se encuentran hipermetilados. Las diferencias mas notorias radican en los genes CSTB y
HMGNL1 (figuras 25 y 30). Mientras que En el caso de las madres mayores a 35 afios de nifios

con sindrome de Down todos los genes se encuentran hipometilados, especialmente en los
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genes PRMT2, RCAN1 y CSTB (figuras 19, 21 y 25). Sin embargo, la diferencia mas
significativa radica en el gen DSCAM el cual super6 el 50% de hipermetilacion en los controles
(figura 28-B).

En las madres que se encuentran entre los 21 y 34 afios de edad, la mayoria de los genes
exhiben perfiles diferenciales de metilacion pero no es posible afirmar una tendencia de éstos.
No obstante, hay que recalcar que las regiones promotoras de los genes PMRT2, RCANL1,
DSCR3, DSCAM y HMGN1 se encuentran hipermetiladas, mientras que los genes SIM2,
BACE2, CSTB y PIGP se encuentran hipometilados.

Gen SIM2
Figura 18. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen SIM2 en madres de nifios con
sindrome de Down y el grupo control.
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Gen PRMT2

Figura 19. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen PRMT2 en madres de nifios con

sindrome de Down y el grupo control.
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Para este gen, las MS del dltimo grupo de edad presentan porcentajes de metilacion mas altos

gue el de todas las demas madres (Figura 20), con una mediana de 4,880406%. Para este

mismo grupo de edad la mediana de las MSD es de 0,909864%.

Figura 20. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen PRMT2

y por madre.
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Comparando el comportamiento de los porcentajes de metilacion de las madres y de los hijos
(Figuras 7 y 20), podemos observar que para las MS y HS existe un decrecimiento entre el
primer y segundo grupo de edad, este mismo comportamiento se presenta para las MSD y HSD
en el ultimo grupo de edad, donde los porcentajes de ambos aumentan. Para las MS y HS del
primer grupo de edad los valores que cubren las regiones HPD resultan similares.

Gen RCAN1

Figura 21. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen RCAN1 en madres de nifios con
sindrome de Down y el grupo control.
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Los porcentajes de metilacion del gen RCAN1 para las madres, tiene un comportamiento
variable entre los tres grupos de edad. En la Figura 22 se puede observar que hay una
predominancia en los porcentajes de metilacién para las MSD en el grupo de 21 a 34 afios, con
una mediana de 63,874727% en comparacion con la mediana de las MS que es de 0,12554%; y
en los porcentajes de las MS en el grupo de mayores a 35 afios, las cuales presentan mediana
igual a 6,940946% frente a las MSD con 0,668053%.
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Figura 22. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen RCAN1
y por madre.
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Gen BACE2
Figura 23. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen BACE2 en madres de nifios con
sindrome de Down y el grupo control.
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Gen DSCR3
Figura 24. Medianas de los porcentajes de metilaciéon del gen DSCR3 en madres de nifios con

sindrome de Down y el grupo control.
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Figura 25. Medianas de los porcentajes de metilacién del gen CSTB en madres de nifios con
sindrome de Down y el grupo control.
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Gen PIGP

Figura 26. Medianas de los porcentajes de metilacién del gen PIGP en madres de nifios con

sindrome de Down y el grupo control.
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Para el gen PIGP, el comportamiento de los porcentajes de metilacion de las madres resulta

predominante para las MS mayores a 35 afios, con una mediana de 1,408187% (Figura 27).

Figura 27. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen PIGP y

por madre.
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En general se puede decir que el comportamiento de los porcentajes de metilacién entre tipos
de madres del primer grupo toma valores dentro de regiones muy parecidas, al igual que ocurre
en el segundo grupo de edad; este comportamiento se presenta igual en los hijos (Figura 27).
Los valores que cubren las regiones HPD de las madres son mas altos que las de los hijos.
Para las MS y los HS del dltimo grupo de edad, observamos un comportamiento contrario,
donde los porcentajes de metilacién para la madre aumentan y para el hijo decrece, habiendo
un comportamiento no tan variable en los otros grupos de edad.

Gen DSCAM
Figura 28. Medianas de los porcentajes de metilacion del gen DSCAM en madres de nifios con

sindrome de Down y el grupo control.
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Para el gen DSCAM, los valores de porcentaje de metilacibn mas altos los presentan las MSD

entre 21 a 34 afios y las MS del Ultimo grupo de edad, las cuales presentan medianas de

53,73597% y 59,532933%, respectivamente.

Figura 29. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacion del gen DSCAM

y por madre.
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Gen HMGN1

Figura 30. Medianas de los porcentajes de metilacién del gen HMGN1 en madres de nifios con

sindrome de Down y el grupo control.
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Para el analisis de los porcentajes de metilacion por madre y grupo de edad del gen HMGNL1, se
puede evidenciar en la Figura 31, que las MSD menores a 20 afios presentan porcentajes altos
al igual que las MS mayores de 35 afios. En el primer grupo de edad, las MSD presentan una
mediana de 1,027244% y las MS de 0,265663%; en el segundo grupo de edad, la mediana para
las MSD es de 0,105797% siendo mayor que la MS con una mediana de 0,01419445%; en el
tercer grupo, las MS presenta una mediana de 1,040173% y las MSD 0,194008%. EIl
comportamiento de los porcentajes de metilacién de las madres entre el primer y segundo grupo
resulta similar, y es inverso para los porcentajes entre el segundo y tercero grupo. El porcentaje
de metilacion de las MS entre 21 a 34 afos resulta diferente de los valores que toma las
regiones de MS menores a 20 afios, MSD entre 21 a 34 afios y las mayores a 35 afios de
acuerdo a un FB igual a 1,88417042 a favor de este segundo grupo de regiones, los cuales
resultan ser diferentes a los valores de las MSD menores a 20 afos y las MS mayores a 35

afos, con un FB igual a 1,92222915 a favor de este ultimo grupo de regiones.
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Figura 31. Mediana y regiones HPD del 95% para los porcentajes de metilacién del gen HMGNL1
y por madre.
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Sobre la relacion de los porcentajes de metilacion de las madres e hijos (Figuras 18 y 31), se
puede decir que entre el primer grupo de edad y el segundo, mientras las MSD presentan los
porcentajes mayores, en los hijos los HSD presentan los porcentajes menores; y entre el
segundo grupo de edad y el tercero, mientras en las madres MS se presentan los valores

mayores, los HS presentan los menores.

De acuerdo a las graficas y al analisis expuesto, se puede decir de manera general que
respecto a los hijos con SD se observo en las diferentes Figuras un mismo comportamiento
para los genes BACE2, CSTB, RCAN1, PRMT2, DSCAM, HMGN1 y DSCR3, donde entre el
grupo de madres menores a 20 afios y el grupo de 21 a 34 afios, los porcentajes de metilaciéon
decrecieron, pero entre el segundo grupo (de 21 a 34 afios) y el tercero (mayores a 35 afos),
los porcentajes de metilacion aumentaban. Para las MS se observé un mismo comportamiento
para todos los genes entre el segundo y tercer grupo, los porcentajes de metilacién entre esos
dos grupos aumento6. Para los HS se presentd un comportamiento de decrecimiento en los

porcentajes de metilacion para todos los genes entre el primer grupo de edad y el segundo,
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entre el segundo y tercer grupo se not6 un leve crecimiento en los porcentajes. Para las MSD
se observo un mismo comportamiento de decrecimiento entre el primer y segundo grupo y un
aumento entre el segundo vy el tercer grupo, esto ocurrié para los genes BACE2, CSTB, PIGP,
PRMT2, HMNG1 y DSCR3; mientras que para los genes RCAN1 y DSCAM el comportamiento
era contrario, aumento6 entre los primeros dos grupos y decrecia entre los Ultimos grupos, solo

para el gen SIM2, los porcentajes de metilacion se comportaron de manera creciente.

De lo anterior, se puede decir que existen diferencias entre los casos y controles de los hijos
dependiendo de la edad de la madre. Para hijos con madres menores o iguales a 34 afos, los
porcentajes de metilacién para los HS son mas altos que los de HSD, mientras que para hijos
con madres mayores o iguales a 35 afios, los porcentajes de metilacion de los HSD resultan
mayores. Esto ocurre para todos los genes, excepto DSCAM. En cuanto a los casos y controles
de las madres, se puede decir que el comportamiento de los porcentajes de metilacion para los
diferentes genes entre los primeros dos grupos de edad varian, la diferencia radica en el dltimo
grupo de edad, donde los porcentajes para MS para todos los genes, siempre son mayores que
los de MSD.

DISCUSION

Metilacién en pacientes con sindrome de Down y controles

Los resultados mostraron perfiles diferenciales de metilacién entre los pacientes con sindrome
de Down y el grupo control en los tres grupos estudiados. Estos resultados concuerdan con los
datos obtenidos en otras investigaciones sobre metilacion de genoma completo, en donde se
han identificado firmas epigenéticas en varios tejidos SD entre los cuales se incluyen leucocitos,
fibroblastos de piel, células bucales, higado, placenta y cerebro (Chango et al., 2006; kerkel et
al., 2010; Obermann-Borst et al., 2011; Jin et al., 2013; Jones et al., 2013; Bacalini et al., 2015;
Sailani et al., 2015; Horvath et al., 2015; Mendioroz et al., 2015; Lu et al., 2016; El Hajj et al.,
2016). La mayoria de estos estudios evidencian hipermetilacion global en SD frente al grupo
control, esta hipermetilacién en algunas investigaciones fue mas marcada en la regién
promotora de los genes estudiados (Sailani et al., 2015), generando asi, una asociacion entre la

presencia de la copia extra del cromosoma 21 con una alteracion en la metilacion global del
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genoma en SD, lo cual le confiere un papel importante a la epigenética en la etiopatogenia y las

caracteristicas fenotipicas asociadas a la trisomia 21.

Es importante recalcar que las regiones promotoras de muchos genes pueden ser metiladas en
las islas CpG, en donde se ha observado que genes con promotores altamente metilados son
"silenciados" o “reprimidos” debido a que no pueden ser transcritos. Asi, en el grupo de hijos de
madres mayores a 35 afios se puede observar una notoria hipermetilacién en los pacientes con
sindrome de Down en comparacidon con el grupo control, lo cual es concordante con los
estudios actuales (kerkel et al., 2010; Jin et al., 2013; Jones et al., 2013; Bacalini et al., 2015;
Sailani et al., 2015; Horvath et al., 2015; Mendioroz et al., 2015; Lu et al., 2016; El Hajj et al.,
2016). Frente a estos resultados varios autores han sugerido que las hipermetilacién observada
podria ser un mecanismo para silenciar genes que estdn mas expresados de manera
constitutiva en el SD (Chango et al., 2006; kerkel et al., 2010; Jin et al., 2013). Estas
explicaciones se basan en el hecho de que las alteraciones epigenéticas pueden ocurrir en los
embriones SD durante el desarrollo temprano, las cuales pueden ser una respuesta a la copia
adicional del Chr21, confiriendo asi, ciertas ventajas de supervivencia a expensas de algunos
procesos de desarrollo normales, con el riesgo de conducir a enfermedades elevadas (Jin et al.,
2013).

No obstante, el mecanismo por el cual ocurren estos cambios epigenéticos aun no ha sido
completamente esclarecido. Debido a esto se ha propuesto que la alteracion de la dosis de uno
o0 varios genes reguladores epigenéticos Hsa21 podrian maodificar el entorno de la cromatina en
las células trisébmicas (Bestor et al., 2000; Lu et al.,, 2016). Estas modificaciones podrian
conducir hacia la hipermetilacion en varios tejidos y con ello explicar algunos de los fenotipos
observados en el SD (Letourneau et al., 2014; Mendioroz et al., 2015; El Hajj et al., 2016).
Algunos de esos genes reguladores epigenéticos son DNMT3L, el cual ha recibido bastante
atencion puesto que es un regulador de ADN metiltransferasa y se encuentra localizado en el
cromosoma 21 (Bestor et al., 2000; Lu et al., 2016). DNMT3L se encuentra sobre-expresado en
SD y tiene la capacidad de aumentar la actividad de DNMT3a y DNMT3b (Hu et al., 2008), que
son las principales enzimas requeridas para la metilacion de novo del ADN (Okano et al., 1999;
Bestor et al., 2000). Adicionalmente estas dos proteinas también estan implicadas en la

alteracion de la neurogénesis y la plasticidad sinaptica en el cerebro a través de mecanismos de
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metilacién (Lu et al., 2016). De esta manera se ha sugerido que la alteracion de genes
especificos en el cromosoma 21 (es decir, DNMT3L) puede conducir a la hipermetilacion del
genoma en la trisomia 21, y por consiguiente, después de una onda de metilacion de novo en el
desarrollo temprano, la hipermetilacion puede persistir en los tejidos SD (Sailani et al., 2015; El
Hajj et al., 2016; Lu et al., 2016).

Con base en lo anterior y en los resultados, se propone un nuevo gen candidato para la
regulacion epigenética del SD, el gen HMGNL1, el cual codifica para una proteina cromosémica
no histénica asociada a la generacion de la cromatina transcripcionalmente activa (Ding et al.,
1994). Hasta la fecha se sabe que la interacciébn de HMGNL1 con los nucleosomas es altamente
dinamica (Tremethick et al., 1996; Hill et al., 2005), y a través de ello puede modular la
estructura de la cromatina (Bustin et al., 1995; Postnikov et al., 2010), los niveles de
modificacion de las histonas (Lim et al., 2004; Ueda et al., 2006), y la reparacion del ADN
(Birger et al., 2003), generando asi, un papel crucial en la regulacion epigenética en el SD (Ding
et al., 1994; Rochman et al., 2011). Este gen estuvo altamente hipermetilado en los pacientes
con sindrome de Down procedentes de madres mayores a 35 afios y ademas se expresa en
estructuras como el globo palido, el nicleo reticular del tAlamo y el cuerpo calloso. Debido a
esto, se propone que una desregulacion en la dosis de este gen puede afectar sustancialmente
su funcién y con ello modificar la homeostasis del epigenoma en la trisomia 21. Esta hip6tesis
se plantea teniendo en cuenta que estudios previos en ratones han mostrado como la
pérdida de la proteina HMGNL1 interrumpe eventos que controlan la
proliferacién y crecimiento celular (Birger et al., 2005), mientras que un modesto incremento en
HMGNL1 induce cambios en las modificaciones de las histonas H3 y la expresién del gen en si,
al igual que puede suprimir la H3K27me3 (Lane et al., 2014), la cual es critica para la represion
de los genes del desarrollo (Boyer et al., 2006; Bracken et al., 2006). Ademas de esto se ha
observado que HMGNL1 puede mejorar los niveles de acetilacion de H3K14, reducir el nivel de
fosforilacion de H3S10 y H3S28, y también cambiar el estado de acetilacion y metilacién de
H3K9 (Postnikov et al., 2006).

Por otro lado, entre los sitios de regulacién vinculados por HMGNL1 se encuentra el promotor del
gen que codifica para la proteina de unién a metil-CpG 2 (MeCP2), una proteina nuclear que se

expresa durante el desarrollo postnatal en el cerebro de los mamiferos y es muy abundante en
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las neuronas (Skene et al., 2010). A pesar de su nombre, MeCP2 puede unir secuencias CpG
metiladas y no metiladas (Abuhatzira et al., 2007; Hansen et al., 2010) y con ello reprimir o
activar la transcripcion (Jones et al.,, 1998; Razin, 1998; Yasui et al., 2007; Chahrour et al.,
2008). Las mutaciones o0 niveles alterados de MeCP2 puede conducir a trastornos del
neurodesarrollo como el sindrome de Rett, retraso mental, problemas de aprendizaje, trastornos
del espectro autista (TEA) (Samaco et al., 2008), un comportamiento repetitivo, hipotonia, y
ansiedad (Ramocki et al., 2010). Hasta ahora, se ha encontrado que MeCP2 se encuentra
desregulado en pacientes con sindrome de Down (Nagarajan et al., 2006). Por consiguiente, se
propone que HMGNL1 tiene un alto impacto sobre la expresion génica y puede ser un candidato
importante para el fenotipo SD, ya sea que HMGN1 este sobre o sub-expresado por cambios en
la metilacién, éste puede afectar la expresion de numerosos genes, como por ejemplo MeCP2
(Abuhatzira et al., 2011), y conllevar a un efecto en cascada para generar las alteraciones
observadas en el SD. Sin embargo, se requieren mas estudios que permitan explorar la
asociacion de HMNGL1 y la metilacion del ADN en el contexto de la trisomia 21.

Por otra parte, los resultados evidenciaron un marcado contraste entre los perfiles de metilacién
de los pacientes SD de madres mayores a 35 afios (los cuales estan hipermetilados), con los
resultados de los pacientes SD de las madres menores a 20 afios (quienes estan hipometilados
en la mayoria de sus genes). Son pocos los estudios que hasta la fecha han evidenciado
hipometilacion ya sea global o exclusiva del cromosoma 21 en pacientes con sindrome de
Down (Obermann-Borst et al., 2011; Lu & Sheen, 2013). La hipometilacién generalmente resulta
en un aumento de la expresion génica, lo cual podria explicar la sobre-expresion observada en
los genes del Crh21 en la mayoria de los tejidos pertenecientes a pacientes con SD (Lu &
Sheen, 2013). Uno de estos estudios asocio el estado de hipometilacion global en SD con la
presencia de enfermedades cardiacas (Obermann-Borst et al., 2011). Curiosamente uno de los
dos pacientes estudiados presentd ductus arterioso persistente, lo cual podria explicar los
resultados observados. Sin embargo, hay que recordar que aunque algunas perturbaciones
epigenéticas pueden ser conservadas en los diferentes tejidos, los efectos funcionales de estas
alteraciones son propensas a ser temporales y especificas (Jin et al., 2013), ademas que son
muchos los factores ambientales que podrian estar influenciado el evidente contraste en los
resultados, especialmente los que tienen que ver con los factores maternos y otros

modificadores aun desconocidos. Por consiguiente, hacen falta mas estudios que permitan
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corroborar una asociacion entre estados de hipometilacién en SD y el desarrollo de cardiopatias
en estos pacientes. Sin embargo, de manera general la alteracion en el metiloma SD sugiere la
interrupcion de muchas vias metabdlicas que también implican la fosforilacion oxidativa,
ubiquitinacion y hasta la sefializacion de la insulina en la trisomia 21 (Lu & Sheen, 2013),
resultando asi, en alteraciones importantes que podrian ayudar a explicar tanto la etiologia

como el fenotipo asociado a este sindrome.

Genes DSCR Yy la regulacion cognitiva

Los genes estudiados son candidatos que podrian explicar las disfunciones cognitivas y
motoras observadas en el SD. De acuerdo al andlisis bioinformatico se pudo establecer que
estos genes se expresan fuertemente en estructuras cerebrales como la formacion reticular, la
cual esta relacionada con comportamientos homeostaticos como la respiracion, el tono
vascular, el procesamiento viserosensorial, el dolor, la locomocion y el control del equilibrio
(Gray, 2013; Pindrik et al. 2014). Por su parte el Globo Palido participa en la manutencion del
tono muscular basal para los movimientos voluntarios, lo que permite realizar actividades de
precision tanto con las manos como con los pies, ademas de ayudar a mantener al cuerpo en
una posicién especifica (Graybiel, 2005; Packard & Knowlton, 2002). Los genes mas
expresados en estas estructuras fueron BACE2, CSTB y PIGP. Hasta la fecha otros estudios
también han mostrado que por ejemplo BACE2 se expresa en el cerebro humano, y se ha
planteado que su co-sobreexpresibn con el gen APP podria promover el fenotipo
neurodegenerativo del Alzheimer temprano observado en los pacientes con SD (Wilcock
& Griffin, 2013; Korbolina et al., 2014). No obstante, éste no es el Unico gen DSCR que parece
estar relacionado con la EA de los pacientes con sindrome de Down, por su parte el incremento
en la expresion del gen CSTB parece estar asociado con el desarrollo de las placas seniles
observadas en esa patologia (Perluigi et al., 2014). Ademas de ello, las mutaciones en CSTB
también estan asociadas con el desarrollo de la epilepsia mioclénica progresiva del tipo
Unverrich-Lundborg (EPM1), y su perdida ha mostrado generar una disminucion de las células
granulares del cerebelo por apoptosis (Weinhaeusel et al., 2003; Lalioti et al., 1999; Perluigi et
al., 2014; Block et al., 2015). De acuerdo a los resultados, este gen se expresa en los nacleos
cerebelares, por lo que el desbalance de su dosis podria ser un factor importante en la

desregulacion de las funciones asociadas a esta estructura.
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Del mismo modo los genes PIGP y SIM2 estan sobre-expresados en la formacion reticular, el
globo pélido y el cerebelo. Por su parte el cerebelo participa en diferentes actividades, que
incluyen la marcha, el equilibrio, la coordinacion motora y los procesos cognitivos (Manto et al,
2012; Villanueva, 2012; Koziol et al, 2014). Otros estudios han encontrado que tanto
PIGP como SIM2 se expresan en el cerebro durante el desarrollo embrionario y fetal, sugiriendo
asi, un papel potencial en el desarrollo del SNC humano (Ferrando-Miguel et al., 2004; Okui et
al., 2005; Wang et al., 2012). Ademas de esto, las regiones cerebrales en las que se expresa
SIM2 corresponden a las estructuras alteradas en los pacientes con SD (Okui et al., 2005;
Wang et al., 2012). De manera general, los genes estudiados participan en varios procesos
neurolégicos que tienen que ver con la neurogeénesis, diferenciacion y crecimiento celular,
apoptosis, entre otros. Un gen clave es HMGNL1 el cual como ya se ha mencionado podria ser
un importante regulador epigenético. Este gen exhibe una fuerte sobre-expresion en el cuerpo
calloso, que junto con el hipotalamo, el hipocampo y la amigdala son los principales
responsables de la formaciéon de memorias, agregando que un dafio en el cuerpo calloso puede
generar una alteracion de la conectividad funcional interhemisférica (Quigley et al., 2003; Vega-
Pons et al., 2017). Con base en esto, se realiz6 una comparacién con los resultados de Olmos y
colaboradores (2016) para los genes BACE2, HMGN1 y PIGP en diferentes estructuras
cerebrales. En la Figura 32 se puede observar que estos tres genes se encuentran
subexpresados en cerebros procedentes de pacientes con sindrome de Down menores a 3
afos, lo cual confirma que la desregulacion en la metilacion de estos genes puede afectar su

expresion génica en los pacientes con SD.
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Figura 32. Analisis de conglomerados para los genes BACE2, HMGN1 y PIGP a partir de los

resultados de Olmos y colaboradores (2016).
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En resumen las estructuras que presentaron mayor expresidbn en este estudio estan
fuertemente relacionadas con el control motor, pero también se ha observado que intervienen
en procesos cognitivos, funciones sensaoriomotoras y emocionales (Lincoln et al. 2012, Micheli
et al., 1998), las cuales son funciones normalmente comprometidas en pacientes SD. Ademas
de ello, todos los genes estudiados exhiben perfiles diferenciales de metilacion entre los
pacientes con sindrome de Down y el grupo control, por consiguiente, se propone que la
desregulacién de estos genes debido a cambios en su patron de metilacion, generaria una
alteracion de su funcion lo que podria conllevar a una disfunciéon del aprendizaje, la memoria,
enfermedades hipocinéticas, formacion prematura de placas seniles, escasa densidad neuronal

y muchos otros problemas que son caracteristicos de patologia.

Metilacion materna

La meiosis en el ovario fetal se inicia alrededor de las semanas 11-12 de gestacion (Gondos et
al., 1986) y se detiene a finales de la profase | después del apareamiento, la sinapsis y la
recombinacion. A partir de ese momento el proceso se reanuda al inicio de la pubertad después
que el foliculo recibe la sefial hormonal adecuada y completa la meiosis | (Ml), en ese momento
progresa a través de la metafase de la meiosis Il (MIl) donde se detiene hasta que se fertiliza y

la meiosis se completa. De esta manera, se puede decir que el ovocito individual permanece
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detenido en la profase | alrededor de 10 a 50 afios, dependiendo del tiempo de ovulacion en la
vida reproductiva, lo cual genera que ese evento prolongado de crecimiento de ovocitos sea
susceptible a errores durante tres etapas claves (Hassold et al., 2007). La primera de ellas es
durante la profase en el ovario fetal, en el que el cambio en el patrén habitual de recombinacion
podria conducir a la posterior formacién de ovocitos aneuploides. La segunda etapa se da
durante el crecimiento folicular en el cual la meiosis permanece detenida y las condiciones
genéticas y ambientales tienen la oportunidad de acumularse en el medio ovarico; y finalmente
la otra fase de riesgo es durante la maduracién del ovocito, la cual se asocia con el efecto
adverso del avance de la edad materna sobre los componentes proteicos involucrados en el
sistema de separacion cromosémico y el rapido deterioro de los ambientes endocrinos (Dey &
Ghosh, 2011).

Segun los resultados obtenidos, las madres menores a 20 afios estan hipermetiladas en la
mayoria de los genes, mientras que las madres mayores a 35 afios estan hipometiladas en
todos los genes estudiados. Por su parte, el grupo de madres entre los 21 y 34 afios parecen
mostrar una transicion entre ambos grupos, pero su tendencia es hacia la hipermetilacion al
igual que las madres menores. De acuerdo a estos resultados se propone que el riesgo de tener
un hijo con sindrome de Down puede estar altamente influenciado por cambios en los patrones
de metilacion, los cuales pueden afectar la segregacion normal del cromosoma 21 y generar
con ello la trisomia. No obstante, estos cambios epigenéticos pueden deberse a razones
diferentes e intrinsecas de la edad materna, lo cual podria explicar el evidente contraste entre la
hiper y la hipometilacion entre las madres jévenes y las mayores a 35 afios respectivamente.
Anteriormente, ya se habia mencionado que el principal factor de riesgo para tener un hijo con
SD es la edad materna avanzada debido a la hipétesis del “ovocito viejo” (Homer, 2011), no
obstante, se ha planteado que esta hip6tesis no parece ser viable para las madres jovenes, y
por tanto los mecanismos desencadenantes para la trisomia 21 podrian no ser los mismos en
estos dos grupos de edad (madres jovenes vs. madres de edad avanzada). En consonancia
estudios previos han asociado que la edad materna avanzada se relaciona significativamente
con errores en Ml y MIl, sin embargo, la relacion entre los errores de Ml y Ml difiere segun la
edad materna. Allen y colaboradores (2009), mostraron que esta proporcion es menor entre las
mujeres menores de 19 afios y son mayores en las de 40 afios. Del mismo modo, otros estudios

revelaron que el fallo en el intercambio telomérico es un factor de riesgo para la no disyuncion
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del Chr21 en MI, y que este factor es independiente de la edad materna, sin embargo, en las
mujeres de edad avanzada el fallo se da predominantemente en los quiasmas peri-
centroméricos en MIl, generando asi, que este sea un factor de riesgo dependiente de la edad
de la madre (Ghosh et al., 2009; Ghosh et al., 2010).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y estos informes, se puede considerar que la
hipometilacién materna es un factor particularmente importante para el desarrollo de trisomia 21
en los hijos de las madres de edad avanzada. Hay que sefalar que el nivel de folato disminuye
con el envejecimiento debido a la disminucién de la ingesta de acido folico y a la disponibilidad
alterada de folato (Jacob et al., 1998; Rampersaud et al., 2000). Por lo tanto, la interrupcion del
metabolismo del folato mediada por el envejecimiento puede ser una de las razones que causan
la metilacion anormal del ADN observada en los resultados. Adicional a esto, es necesario
mencionar que algunos informes han mostrado que el crecimiento y la maduracion de los
ovocitos es particularmente sensible a los cambios nutricionales, quimicos y del entorno
endocrino (Gu et al., 2015). Ejemplo de esto es gue la metilacion del ADN en los ovocitos de
ratones se altera por la diabetes y la obesidad materna (Ge et al., 2013a, b, 2014b), igualmente
se ha evidenciado que las deficiencias o excesos en una serie de macro y micronutrientes estan
asociados con problemas significativos en el comportamiento reproductivo, la fertilidad, el
desarrollo fetal, y la salud de la descendencia a largo plazo (Walsh et al., 2011; Sinclair &
Watkins, 2013; Dupont et al., 2014). Por su parte, Steegers-Theunissen y colaboradores en el
2013, mostraron en modelos animales, que el establecimiento de las modificaciones
epigenéticas en los ovocitos se ve afectada por las dietas maternas y las enfermedades no
transmisibles. Si estos cambios epigenéticos se producen en la linea germinal, pueden afectar
el desarrollo embrionario y la salud de la descendencia, y este efecto ademas podria incluso

extenderse a méas generaciones (Ge et al., 2015).

Ademas de la ingesta deficiente de folato, otros factores también podrian ser factores claves
para la regulacion del metiloma materno, entre éstos se encuentra la regulacion y actividad
hormonal, la cual sufre grandes cambios en los estadios menopausicos y pre-menopausicos
(Santoro & Randolph, 2011). En consecuencia, se ha planteado que el nivel sub-6ptimo de
seflales hormonales genera un mayor porcentaje de errores en la meiosis durante el

envejecimiento del ovario. De este modo, hay una disminucion en el recuento de foliculos
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antrales, junto con la disminucién del conjunto total de ovocitos, generando asi, un desequilibrio
en el ambiente hormonal ovarico (Warburton, 2005), que predispone a las mujeres para la
concepcién aneuploide (Freeman et al., 2000; Roberts et al., 2005 ). Concordante a esto, un
estudio mostré que la terapia de sustitucidon de estrégenos en la menopausia reduce la
concentracion total de homocistina en plasma y genera el aumento de la metilacion del ADN
gendmico en células mononucleares (Friso et al., 2007). Por otro lado, en el cerebro de ratones,
el porcentaje de metilacién en el promotor del receptor de estrogenos alfa es modulado por la
expresion de estrogeno (Schwarz et al., 2010 ). Sugiriendo asi, que la metilacion del ADN no
sélo se ve afectada por las hormonas presentes en los tejidos, sino que también por las que
estan en los ovocitos, de hecho en los seres humanos y en los ratones, los patrones de
metilacién de Pegl y H19 cambian por las hormonas utilizadas para inducir la superovulacion
de ovocitos en crecimiento (Sato et al., 2007).

Adicionalmente, entre los genes analizados existe un gen clave que podria estar influyendo en
la regulacion del receptor de estrégenos. Varios estudios han demostrado que el gen PRMT2
tiene actividad metiltransferasa, ejemplo de esto es que la ausencia de PRMT2 en ratones
resulta en una disminucién de la metilacion de STAT3, el cual actia como mediador en la
expresion de diversos genes importantes en procesos como la proliferacién celular y
la apoptosis (lwasaki et al., 2010), del mismo modo PRMT2 puede regular negativamente la
transcripcion de kappa B dependiente generando que las células sean mas susceptibles a los
estimulos apoptoéticos (Ganesh et al.,, 2006). No obstante, uno de los hallazgos mas
interesantes como co-activador de la expresién génica, es que PRMT2 puede afectar la
activacion de varios receptores tales como el receptor de progesterona (PR), el receptor de
andrégenos (AR) y el receptor de estrégenos (ER) (Qi et al., 2002; Meyer et al., 2007; Baldwin
et al., 2014). De manera adicional PMRT2 se expresa fuertemente en la préstata y los ovarios
humanos (Meyer et al., 2007). Lo que conlleva a creer que PRMT2 puede ser un regulador
importante del epigenoma materno. Segun los resultados obtenidos este gen esta hipometilado
tanto en madres de nifios con sindrome de Down menores de 20 afios como en las mayores a
35 afios, esta alteracion en PRMT2 podria conducir a alteraciones en la regulacién de ER y con
ello ejercer una actividad sinérgica para generar un epigenoma aberrante. Para ello hay que
tener en cuenta que varios grupos han demostrado una conexion del estrégeno y el ER en la

regulacion epigenética. Muchos informes sugieren que el ER coopera con co-activadores para
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regular epigeneticamente a genes de respuesta al estrégeno. De esta manera, la transcripcion
mediada por ER requiere la adicion de algunos cambios epigenéticos y la eliminacion de
otros. Un ejemplo es que la exposicibn a estrogenos o la pérdida de ER conducen a
modificaciones epigenéticas en los genes diana de ER, esas madificaciones incluyen la
regulacién directa en la actividad de DNMTs (Hervouet et al., 2013; Eichenlaub-Ritter et al.,
2015).

Por consiguiente, se propone que PRMT2 podria ser un regulador clave de los mecanismos
epigenéticos que controlan la calidad de los ovocitos. Hay que recalcar que la progresion
meidtica se acompafia de cambios epigenéticos (Jones et al., 2008). Conceptualmente, los
eventos epigenéticos pueden asegurar la expresion apropiada de genes implicados en la
meiosis, contribuir a la integridad cromos6mica y a la dinamica de los cromosomas asociados
con la progresion meidtica (Kim et al., 2015). En ovocitos Ml de ratones de 35 a 40 semanas de
edad, la expresion de la proteina de dnmtl, dnmt3a, dnmt3b y dnmt3l es mucho mas baja que
en los ovocitos Ml de ratones de 6 a 8 semanas de edad (Yue et al., 2012). Por otra parte, se
ha visto que la ausencia de dnmt3l conduce a la sinapsis ho homéloga generalizada en la etapa
de paquiteno, agregando que los informes muestran que la metilacion de novo también
contribuye significativamente en la homeostasis de los procesos meidticos en ratones (Kota &
Feil, 2010). Sin embargo, se necesita mas evidencia experimental para poder dilucidar como la
desregulacion de PRMT2 podria afectar directa o indirectamente a otras proteinas especificas

metil-sensibles encargadas de mantener la arquitectura necesaria para la meiosis.

Finalmente, como ya se ha mencionado, los errores generados en MIl han mostrado estar
asociados a la edad materna avanzada (Lamb et al., 1997; Oliver et al., 2012), estos errores
podrian estar influenciados por diversos mecanismos entre los que incluimos los factores
ambientales como la variacion en los niveles de folato y factores hormonales, que en ultima
instancia pueden afectar la estructura de la cromatina y con ello generar la hipometilacion
observada en las madres SD mayores a 35 afios. Sin embargo, no queda claro como las
madres menores de 20 afios exhiben hipermetilacion en la mayoria de sus genes y como estos
mecanismos se relacionan con el desarrollo del SD. Queda claro que mientras los errores en
MIl estan asociados a la edad materna avanzada, los errores en Ml no parecen estar

influenciados por la edad de la madre, por lo cual es posible plantear que el tener un hijo con
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SD a una edad joven puede deberse en gran medida a errores generados en la Ml, y por lo
tanto estan vinculados a los errores de recombinacién que ocurrieron o iniciaron durante el
desarrollo fetal de la madre en el cuerpo de la abuela materna (Kuliev et al., 2011). Debido a
esto, se puede decir que el ovocito de las madres jovenes ya viene alterado y la hipermetilacion
observada en estas madres podria ser el resultado de esa desregulacién, en donde la compleja
interaccion entre los genes y el medio ambiente el cual incluye la dieta de la abuela materna,
estilos de vida y el genotipo de la madre podrian ser de relevancia para la mala segregacion del
cromosoma 21. En este sentido, se debe tener en cuenta el consumo de alcohol en la peri-
concepcion, el habito de fumar, diversos micronutrientes, como el zinc, que puede afectar a las
actividades de las enzimas tales como BHMT y MTR (Coppedé, 2015), al igual que la
exposicion a agentes quimicos los cuales son considerados perturbadores endocrinos (por
ejemplo BPA), debido a que han mostrado gran capacidad para generar cambios epigenéticos,
y a su vez causar efectos transgeneracionales en numerosos érganos y sistemas (Gore et al.,
2015; Eichenlaub-Ritter et al., 2015). Esto genera que en el nacimiento de un nifio con sindrome
de Down se deba tener en cuenta la edad materna y con ello el posible origen del error
meidtico, asi como la dieta, los habitos y estilos de vida de al menos dos generaciones
(Coppede, 2015).

Tanto en las madres SD menores de 20 afios como en las mayores a 35 afios, se observé un
remarcado epigenético frente a su descendencia. Las madres menores se encuentran
hipermetiladas mientras que sus hijos SD estan hipometilados. Por el contrario las madres
mayores estan hipometiladas y sus hijos SD se encuentran hipermetilados. Datos similares ya
han sido exhibidos por otras investigaciones, de hecho la diferencia en la metilacién del ADN
entre la madre y el feto es actualmente la modificacién epigenética mas caracterizada para la
posible deteccion prenatal del SD (Cicero et al., 2001; Shipp & Benacerraf, 2011). Ejemplo de
esto es el gen de la fosfodiesterasa, PDE9A, el cual es un marcador epigenético, ya que esta
totalmente metilado en la sangre materna (M-PDE9A) y no metilado en la placenta (U-PDE9A)
(Sillence et al., 2013). Los resultados muestran posibles candidatos que podrian ser tenidos en
cuenta como marcadores epigenéticos para la deteccion prenatal del SD, ademas que son
genes que han sido ampliamente asociados con el fenotipo de la trisomia 21. Adicionalmente,
es importante recordar que los cambios epigenéticos son reversibles, generando asi, que sean

objetivos interesantes para la terapia génica o para generar nuevas investigaciones mas
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detalladas que permitan dilucidar sobre su papel en el desarrollo y las manifestaciones

fenotipicas del sindrome de Down.

PRINCIPALES CONCLUSIONES Y/O RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se obtuvieron patrones diferenciales de metilacién en la region promotora de los genes
estudiados entre los pacientes con sindrome de Down y el grupo control.

e Las alteraciones epigenéticas evidenciadas en los pacientes con SD contribuyen a la

desregulacién de la expresiéon génica.

e Los cambios en los patrones de metilacién en los genes DSCR pueden contribuir al

déficit cognitivo caracteristico del sindrome de Down.

e Los factores epigenéticos que influyen en el nacimiento de un nifio con SD son

diferentes en las madres menores de 20 afios y las mayores a 35 afios.

Recomendaciones

Los genes estudiados son candidatos importantes para contribuir al desarrollo del sindrome de
Down. Sin embargo, aunque la epigenética parece influenciar en la patogénesis de esta
trisomia, se necesitan mas enfoques experimentales que permitan comprender la compleja

respuesta gendmica, celular y tisular a esta aneuploidia cromosémica.

Del mismo modo, se necesitan otros estudios que permitan establecer la relacion entre el riesgo
de nacimiento de un nifio con sindrome de Down y los factores ambientales. No obstante, hay
que tener en cuenta que esto solo podria aclararse con estudios que incluyan tres generaciones
diferentes (la abuela materna, la madre y el embriébn SD en desarrollo), en donde se evallen

factores como la presencia de polimorfismos de la via del folato, el consumo de alcohol,
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cigarrillos, habitos alimenticios y la naturaleza del error meibtico que condujo a la mala

segregacion del cromosoma 21.

3. Productos:

Tabla No. 1. Cantidad y tipo de productos pactados en el Acta de Trabajo y Compromiso
y productos finalmente presentados

No. de PRODUCTOS | No. de PRODUCTOS
PACTADOS PRESENTADOS

TIPO DE PRODUCTOS

Productos de nuevos conocimientos

Articulo completo publicado en

revistas Al o A2 ! 1
Articulo completo publicados 0

en revistas B

Articulo completo publicados 0

en revistas C

Libros de autor que publiquen

resultados de investigacion 0

Capitulos en libros que

publican resultados de|0

investigacion

Productos 0 procesos
tecnolégicos patentados 0|0

registrados

0 Prototipos y patentes 0
0 Software 0
Productos 0 procesos

tecnolégicos usualmente no
patentables o protegidos por

secreto industrial
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No. de PRODUCTOS | No. de PRODUCTOS
TIPO DE PRODUCTOS
PACTADOS PRESENTADOS
Normas basadas en resultados 0
de investigacion
Formacion de recursos | No. de No. De
humanos estudiantes | No. de tesis estudiantes No. De tesis
vinculados Vinculados
Estudiantes de pregrado
0 0
Semillero de Investigacion
2 0 2 0
Estudiantes de maestria
1 1 1 1
Estudiantes de doctorado
0 0
Productos de divulgacién
Publicaciones en revistas no 0
indexadas
. No. de
Ponencias presentadas en|No. de ) No. de | No. de
. ponencias ) _
eventos (congresos, | ponencias _ _ ponencias ponencias
o . _ internacionale _ _ )
seminarios, coloquios, foros) nacionales nacionales internacionales
[
Propuesta de investigacion |2 0 2
Propuestas presentadas en
convocatorias externas para|l 0
busqueda de financiacion.

Tabla No. 2. Detalle de productos.

Para cada uno de los productos obtenidos y relacionados en la tabla anterior, indique la

informacion solicitada para cada uno, anexando copia de las respectivas constancias. Como
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anexo a esta guia encontrara el instructivo para instructivo para la revision de informes finales y

productos

Productos de nuevos conocimientos

Tipo de producto: Articulo
Revista: Colombia Médica. (Afio 2014). Vol: 45. Nim: 4. Pags: 154 —
161.

Global differential expression of genes located in the Down Syndrome

Nombre General:

Nombre Particular: N o _
Critical Region in normal human brain

Ciudad y fechas: Santiago de Cali, 30 de diciembre de 2014.
Julio Cesar Montoya, Dianora Fajardo, Angela Pefia, Adalberto
Participantes: Sanchez, Martha Dominguez, José Maria Satizabal, Felipe Garcia-
Vallejo.

Sitio de informacién: _ _ o _ _
US National Library of Medicine National Institutes of Health (Pubmed)

Formas organizativas: | Laboratorio de biologia molecular y patogénesis -LABIOMOL-

Formaciéon de recursos humanos

Tipo de producto: Semillero de Investigacion

Nombre General: Vinculacién al curso de Pasantia de Investigacion |
Nombre Particular: Vinculacién al curso de Pasantia de Investigacion |
Ciudad y fechas: Santiago de Cali, semestre febrero-junio de 2015.
Participantes: Daniela Fernanda Ruiz. Cddigo. 201438570.

Maria Alejandra Abonia Cabezas. Cédigo. 201241240.
Sistema de registro académico.

Sitio de informacion: _ _
Acta de Propiedad intelectual.

Formas organizativas: | Laboratorio de biologia molecular y patogénesis -LABIOMOL-

Tipo de producto: Tesis de Maestria

Perfiles de metilacion de genes localizados en la region critica del
Nombre General: sindrome de Down en el DNA de madres sanas y sus hijos con

sindrome de Down en la ciudad de Cali.
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Nombre Particular:

Perfiles de metilacion de genes localizados en la regién critica del
sindrome de Down en el DNA de madres sanas y sus hijos con

sindrome de Down en la ciudad de Cali.

Ciudad y fechas:

Santiago de Cali, 13 de febrero de 2017.

Participantes:

Myriam Dianora Fajardo. Cédigo. 1300643.

Sitio de informacion:

Biblioteca Mario Carvajal
Acta de Propiedad intelectual.

Formas organizativas:

Laboratorio de biologia molecular y patogénesis -LABIOMOL-

Productos de divulgacién

Tipo de producto:

Ponencia en congreso.

Nombre General:

Revista de la Asociacion Colombiana de Ciencias Biologicas. (Afio
2016). Nam: 28. Supl: 1. Pags: 94.

Nombre Particular:

Metilacion CpG en promotores de genes de la regioén critica del
sindrome de Down en un modelo pareado de madres y sus hijos con SD
en Cali.

Ciudad y fechas:

Armenia, 19 de octubre de 2016.

Participantes:

Dianora Fajardo, Lina Johanna Moreno, Jairo Alarcén, Julio Cesar
Montoya, José Maria Satizabal, Adalberto Sanchez y Felipe Garcia-

Vallejo.

Sitio de informacion:

MEMORIAS LI CONGRESO NACIONAL DE CIENCIAS BIOLOGICAS.
ISSN 0120-4173 ISSN Electronico 2500-7459.

Formas organizativas:

Laboratorio de biologia molecular y patogénesis -LABIOMOL-

Tipo de producto:

Ponencia en evento institucional.

Nombre General:

VIII SIMPOSIO DE INVESTIGACIONES EN SALUD - Facultad de

Salud, Universidad del Valle.

Nombre Particular:

Metilacién CpG de la RCSD en hijos con SD.

Ciudad y fechas:

Santiago de Cali, 26 de octubre de 2016.

Participantes:

Dianora Fajardo, Lina Johanna Moreno, Jairo Alarcon, Julio Cesar

Montoya, José Maria Satizabal, Adalberto Sanchez y Felipe Garcia-
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Vallejo.
MEMORIAS VIl SIMPOSIO DE INVESTIGACIONES EN SALUD -
Facultad de Salud, Universidad del Valle.

Sitio de informacién: _ , o _ o
http://salud.univalle.edu.co/investigacion-en-salud/investigacion-

simposios

Formas organizativas: | Laboratorio de biologia molecular y patogénesis -LABIOMOL-

4. Impactos actual o potencial:

El presente estudio tiene gran importancia académica y social puesto da a conocer que existen
diferencias entre los patrones de metilacion de los genes estudiados entre los pacientes con
sindrome de Down y el grupo control. Estas variaciones tienen consecuencias en la expresion
de estos genes y conllevan a alteraciones en su funcién. Por lo tanto, estos resultados permiten
reconocer a la metilacién del DNA como un factor importante para el desarrollo del sindrome de
Down y de su fenotipo neurocognitivo, puesto que muchos de estos genes se expresan en el
cerebro y participan en el desarrollo del sistema nervioso y diversos procesos gque regulan la

actividad cerebral.

Adicionalmente, la tecnologia epigenética para el estudio del SD en Colombia es una importante
innovacion, la cual abre un nuevo campo de investigacion en el pais, el cual necesita mas
enfoques experimentales para poder comprender la compleja respuesta genémica, celular y

tisular a esta aneuploidia cromosémica.
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Anexo 1. Nombres y simbolos de las diferentes estructuras del cerebro humano en

las

donde se registraron los valores de expresion (z-score). Las siglas de
subestructuras que presentan mayor expresion se encuentran resaltadas en matices de
rojo.
ESTRUCTURAS CEREBRALES
Sustancia en?erfé?iias Estructuras Subestructuras Siglas
Anterior Orbital Gyrus AOrG
Frontal Operculum fro
Gyrus Rectus Gre
Inferior Frontal Gyrus, Opercular Part oplFG
inferior frontal gyrus, orbital part orlFG
inferior frontal gyrus, triangular part triIFG
E inferior rostral gyrus IROG
§ lateral orbital gyrus LOrG
*g medial orbital gyrus MOrG
i middle frontal gyrus MFG
paracentral lobule, anterior part PCLa
7 c_SG g par(.)Ifacto.ry gyri PaOG
< < O posterior orbital gyrus POrG
= ) T
? % % preF:entral gyrus PrG
O o) 5 superior frontal gyrus SFG
" © superior rostral gyrus SRoG
g long insular gyri LIG
E short insular gyri SIG
cingulate gyrus, frontal part, superior | CgGf-s
cingulate gyrus, frontal part, inferior CgGf-i
% cingulate gg/ngr ig?l’leta| part, CgGp-s
; cingulate gyrus, parietal part, inferior CgGp-i
'g cingulate gyrus, retrosplenial part CgGr
= subcallosal cingulate gyrus SCG
dentate gyrus DG
CALl field CA1l
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CA2 field CA2
CA3 field CA3
CA4 field CA4
subiculum S
parahippocampal gyrus PHG
Cuneus, peristriate Cun-pest
- Cuneus, striate Cun-str
3 inferior occipital gyrus I0G
% lingual gyrus, peristriate LiG-pest
3 lingual gyrus, striate LiG-str
© occipito-temporal gyrus OTG
superior occipital gyrus SOG

fusiform gyrus FuG
Heschl's gyrus HG
o inferior temporal gyrus ITG
§ middle temporal gyrus MTG
g planum polare PLP
% planum temporale PLT
i superior temporal gyrus STG
temporal pole TP
transverse gyri TG
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claustrum

lateral hypothalamic area, anterior

region

paraventricular nucleus of the

hypothalamus

Anterior Hypothalamic
Region

supraoptic nucleus

lateral hypothalamic area,
mammillary region

mammillary body

Hypothalamus
Mammillary
Region

tuberomammillary nucleus

Diencephalon

preoptic region

dorsomedial hypothalamic nucleus

lateral hypothalamic area, tuberal

region

Tuberal Region

ventromedial hypothalamic nucleus

Subthalamus

anterior group of nuclei

dorsal lateral geneiculate nucleus

Dorsal

lateral group of nuclei, dorsal division

Thalamus
Thalamus

lateral group of nuclei, ventral

division
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Cerebellum

medial geniculate complex

medial group of nuclei DTM

posterior group of nuclei DTP

reticular nucleus of thalamus

cerebellar cortex

cerebellar nuclei

Basal
Pons

pontine nuclei

Pontine Tegmentum

abducens nucleus

facial motor nucleus

locus ceruleus

pontine raphe nucleus

paramedian pontine reticular
formation

trigeminal nuclei
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corpus callosum

White
Matter
Telencephalic
White Matter
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Anexo 2. Lista de los 10 genes DSCR escogidos para evaluar la metilacion de su regién

promotora en madres sanas y sus hijos con sindrome de Down.

Cadigo . Proceso Componente
NCBI Simbolo Nombre Locus molecular* celular**
Transcripcién
1827  RCAN1 Regulador de 21922.1- yenendiente de Niicleo
Calcineurina 1 g22.2 ADN
Gen 3 de la regién Reticulo
10311 DSCR3 critica del Sindrome 21q22.2 Transporte vacuolar Endoplasmatico
de Down
Anclaje de Pre-ensamblaje de Integral de
51227 PIGP fosfatidilglicano de 21q22.2 GPI en membranas membrana
clase P de RE
Protedlisis de
Sitio beta de la enzima ectodominio de Aparato de
25825 BACE2 de escisién de APP - 2 21g22.3 proteina de Golgi
membrana
“Solo memoria” - . o
6493 SIM2 factor de transcripcion giqgé’ leeéiruﬁ;;mm Nucleo
2 de la familia bHLH Gee
- Regulacion de la
Bromodominio y franscriocion
54014 BRWD1 dominio WD 21g22.2 rp Citoplasma
repetido 1 dependiente de
ADN
Regulacion positiva
Grupo de alta 214223 - de la elongacién de
3150 HMGN1  Movilidad de Unién 1 e la transcripcién, Cromatina
21g22.2 .
a Nucleosoma dependiente de
ADN
Molécula de adhesién Integral de
1826 DSCAM celular del sindrome 21922.2 Adhesion celular membrana
de Down plasmética
1476  CSTB Cistatina B 21qe2.3  Somportamiento Citoplasma
locomotor adulto
3275 PRMT?2 Proteina arginina 21022.3 Crecimiento de las Citoplasma

metiltransferasa 2

células en desarrollo

(*) Tomado de la pagina del correspondiente gen de la base de datos “Genes” Proceso

Molecular, del “National Institute for Biotechnology Information” (NCBI).

(**) Tomado de la pagina del correspondiente gen de la base de datos “Genes” Componente,

del “National Institute for Biotechnology Information” (NCBI).
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