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1. INTRODUCCION

1.1 Sindrome metabodlico

El sindrome metabdlico (SM) es una condicién compleja con etiologia multifactorial, se
define como el agrupamiento de alteraciones metabdlicas que confieren al individuo
aumento de riesgo de enfermedad cardiovascular y/o diabetes mellitus tipo 2 (DM2)".
Hace casi un siglo diversos autores ya habian descrito la agrupacién de diferentes
enfermedades metabdlicas. Sin embargo, fue hasta 1988 cuando este agrupamiento fue
llamado por primera vez “sindrome X” por Gerald Reaven. Sus componentes originales
eran resistencia a la captacion de glucosa mediada por la insulina, intolerancia a la
glucosa, hiperinsulinemia, aumento de ftriglicéridos (TG) y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), disminucion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) e hipertension
arterial (HTA)?2.

1.1.1 Definicion del SM

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) fue la primera organizacion que propuso

una definicion y criterios para el diagnostico del SM* (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios diagndsticos de acuerdo a la OMS

Resistencia a la insulina o glucemia basal alterada, intolerancia a la glucosa o DM2
mas dos de los siguientes criterios
IMC = 30kg/m2
Obesidad indice cintura cadera en hombres > 0.9
indice cintura cadera en mujeres > 0.8
TG = 150 mg/dl
y/o HDL < 35 mg/dl
= 140/90 mmHg
o tratamiento farmacolégico
Excrecion =20 ug/min o
Relacion albumina/creatinina > 30mg/g

Dislipidemia

HTA

Microalbuminuria

Posteriormente, el European Group for the Study of Insulin Resistance (EGIR) modificd
los criterios de la OMS vy sustituyd la microalbuminuria por la determinacion de glucosa

en ayuno (Tabla 2)°.



Tabla 2. Criterios diagndsticos del SM de acuerdo a EGIR

Resistencia a la insulina® més dos de los siguientes criterios
Hombres =94 cm

Obesidad central
Mujeres = 80 cm

TG > 180 mg/dl y/o HDL < 40 mg/dl
o tratamiento por dislipidemia
Presién arterial = 140/90 mmHg o
tratamiento farmacol6gico

Dislipidemia

HTA

Glucosaenayuno =110 mg/dl

* Insulina basal > percentil 75 de la poblacién no diabética

En el afo 2002 el National Cholesterol Education Program (NCEP) presentd el Adult
Treatment Panel (ATPIII) con criterios nuevos para el diagnostico del SM. Este panel es
parte de un programa educativo para la prevencion de enfermedades coronarias y a
diferencia de los criterios de la OMS, no considera la alteracién de metabolismo de
glucosa como un criterio indispensable. A esta definicion se agregd el estado
proinflamatorio, caracterizado por elevacion de proteina C reactiva (PCR) y estado
protrombdtico, caracterizado por incremento de niveles de inhibidor del activador de

plasminégeno 1 (PAI-1) y fibrindgeno® (Tabla 3).

Tabla 3. Criterios diagndsticos de SM propuestos por NCEP-ATPIII

Factor de riesgo Valor Limite
Obesidad abdominal  Circunferencia de cintura

Hombres > 102 cm
Mujeres > 88 cm
TG =150 mg/dI
HDL
Hombres <40 mg/dI
Mujeres <50mg/di
Presién arterial = 130/85 mmHg
Glucosa en ayuno =110 mg/dl

Mas tarde, en el afio 2003 la American Association of Clinical Endocrinology (AACE)
publicé sus criterios diagndsticos del SM, en esta publicacién se proponen también
algunas modificaciones a los criterios NCEP-ATPIII” (Tabla 4).



Tabla 4. Criterios diagnésticos del SM propuestos por la AACE

Presencia de al menos uno de los siguientes factores de riesgo

Diagnéstico de EC, HTA, sindrome de ovario poliquistico, esteatosis

hepatica no alcohdlica o acantosis nigricans

Historia familiar de DM2, HTA o EC

Historia de diabetes gestacional o intolerancia a la glucosa

Raza no caucasica

Estilo de vida sedentario

IMC > 25 kg/m?

Edad > 40 anos

Mas dos o mas de los siguientes criterios

TG > 150 mg/dl

HDL < 40 mg/dl (hombres) o < 50 mg/dl (mujeres)

Presion arterial > 130/85 mmHg o tratamiento farmacologico

Glucosa en ayuno 110-125 mg/dl o glucosa 2 horas después de
sobrecarga oral 140-200 mg/d|

Con el fin de realizar comparaciones entre diferentes poblaciones, la International

Diabetes Federation (IDF) publicé un conjunto de criterios para el diagnostico de SM,

haciendo énfasis en la circunferencia de cintura segun el grupo étnico® (Tabla 5 y 6).

Tabla 5. Criterios diagndsticos del SM propuestos por la IDF

Obesidad central: incremento de circunferencia de cintura segln grupo etnico mas dos de los

siguientes criterios o IMC > 30 kg/m?

Hipertrigliceridemia

Triglicéridos > 150 mg/dl o tratamiento

HDL

Hombres < 40 mg/dl o bajo tratamiento
Mujeres < 50 mg/dl o bajo tratamiento

HTA

Presion arterial sistolica = 130 mHgl y/o presion aterial
diastélica = 85mmHg o tratamiento farmacolégico

Alteracion del
metabolismo de glucosa

Glucosa en ayuno = 100 mg/dl o DM2 previamente diagnosticada




Tabla 6. Criterio diagnostico de obesidad abdominal segun grupo étnico de acuerdo a la
IDF.

Grupo étnico Circunferencia de cintura
Hombres =94 cm
Europeos i
Mujeres =80 cm
Sur de Asia Hombres =90 cm
Mujeres =80 cm
China Hombres =90 cm
Mujeres = 80 cm
Japén Hombres =85cm
Mujeres =90 cm
Sudamerica y Criterios para el sur de Asia
centroamerica
Africa Criterios para Europeos
Europa central y Criterios para Europeos

mediterraneo

1.1.2 Fisiopatologia del SM

El SM parece tener tres potenciales etiologias: obesidad y desordenes en el tejido
adiposo (TA), resistencia a la insulina (RI) y diversos factores independientes, como
factores vasculares, hepaticos o inmunolégicos. Otros factores como la edad, el estado
proinflamatorio o cambios hormonales también han sido implicados® (Figura 1).
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Figura 1. Etiologia del SM. La sobrecarga de nutrientes afecta al TA causando estrés en
los organelos y aumento de la produccién de ROS y adipocinas, asi como la activacion
de la transcipcion de genes proinflamatorios que interfieren con la via de sefalizacion
de insulina y disminuye la produccién de moléculas antiinflamatorias como adiponectina.
La hipertrofia del adipocito facilita la ruptura de este, que conlleva a la activacion de
macrofagos, los cuales exacerban la produccion de ROS vy citocinas proinflamatorias. El
exceso de AGL provenientes de la alimentacion y del TA se acumulan en érganos como
el higado, provocando el aumento de la produccion de VLDL/LDL, IL-6 y PCR. Los
acidos grasos saturados activan a los TLRs en los adipocitos promoviendo la respuesta

inflamatoria™®.

1.1.2.1 Obesidad y el desarrollo de resistencia a la insulina

La etiologia de la obesidad es multifactorial e incluye desde factores genéticos a
factores ambientales. Sin embargo, la principal causa de obesidad es el desequilibrio
entre la ingestion de alimento y el gasto energético. Este desequilibrio provoca un
aumento en el almacenamiento de energia en forma de TG en el TA, que se manifiesta
con un aumento en el tamafo del adipocito (hipertrofia) y aumento en el numero de
estos (hiperplasia). El higado aumenta la produccion de lipoproteinas que contienen

particulas de apo-B (VLDL y LDL) que transportan TG al TA, éste mantiene la



conversion de estas particulas a unas de mas alta densidad, extrayendo los TG por
medio de la enzima lipoprotein lipasa (LPL).

Cuando la capacidad de almacenaje del adipocito es sobrepasada, la conversion de
VLDLs y particulas similares es retardada y se manifiesta como el aumento de
particulas cargadas de TG en la circulacién tipico del SM''. El exceso de
almacenamiento de lipidos provoca disfuncion celular en el adipocito, principalmente en
el reticulo endoplasmico (RE) y la mitocondria, y la liberacion productos como acidos
grasos libres (AGL), citocinas, PAI-1 y hormonas como adiponectina y leptina, los
cuales participan en el desarrollo de resistencia a la insulina (RI).

La resistencia a la insulina es una condicién donde la captacion de glucosa mediada por
la insulina se ve deteriorada en los tejidos sensibles a esta, conduce al desarrollo de
hiperinsulinemia cuando las células B pancreaticas producen grandes cantidades de
insulina para controlar los niveles de glucosa sanguinea'?. En condiciones fisioldgicas,
la insulina activa la captacion de glucosa estimulando a la via IRS/PI3-K/Akt y
promoviendo la traslocaciéon del transportador de glucosa 4 (GLUT 4) a la membrana
plasmatica, facilitando la recepcién de glucosa por la célula.

Otros dérganos como corazén, musculo, pancreas, e higado son utilizados para el
almacenaje del exceso de lipidos. Como estos érganos no son capaces de almacenar
lipidos sin dafar sus funciones se provoca lipotoxicidad y se presentan alteraciones
como resistencia a la insulina en musculo, disfuncion de células B pancreaticas y

esteatohepatitis™©.

1.1.2.2 El estrés del reticulo endoplasmico

El reticulo endoplasmico (RE) es responsable de la sintesis y plegamiento de proteinas,
almacenamiento de calcio, formacion de gotas lipidicas y es sensor y regulador del
colesterol, todas estas funciones son dependientes del suministro de nutrientes en
coordinacién con el estado fisiolégico de la célula. Cuando la homeostasis del RE se ve
afectada debido al desbalance energético, la capacidad del RE de plegamiento de
proteinas falla, asi como la formacion de gotas lipidicas. Esta condicién se conoce como
estrés del RE. Ante la aparicion de estrés del RE, el mecanismo de respuesta a
proteinas mal plegadas (UPR) es activado para restablecer el correcto funcionamiento
del RE"3", El mecanismo UPR funciona por medio de proteinas sensoras a estrés que
se encuentran en la membrana del RE, estas son PKR-like eukaryotic initiation factor 2a

kinase (PERK), inositol-requiring enzyme-1 (IRE-1) y activating transcription factor-6



(ATF-6). La activacion de estas proteinas atenua la carga de trabajo celular e induce la
reparacion y biogénesis del RE. Sin embargo, cuando la homeostasis no es restablecida
después de un periodo de tiempo largo, el mecanismo UPR promueve el inicio de la via
de muerte celular. IRE-1 juega un papel importante en estos mecanismos, activando a
c-Jun N-terminal kinase (JNK) y a la via IKK-NF-xB, lo que induce a la produccion

elevada de factor de necrosis tumoral o (TNFa), e interleucina 6 (IL-6)'516,

1.1.2.3 El estrés oxidantivo mitocondrial

En condiciones fisiolégicas, los AGL son rapidamente oxidados por la mitocondria con
baja produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), baja acumulacién de lipidos
intracelulares y preservacion de la sensibilidad a la insulina'. El exceso de acumulacién
de lipidos esta asociado a estrés oxidativo, que puede ser definido como el desbalance
de la produccién de ROS y la reduccion de las sustancias protectoras ante el dafo
causado por radicales libres y peroxidos. El procesamiento del exceso de lipidos por la
mitocondria causa el desacoplamiento de esta y liberacion de ROS. Cuando el
metabolismo de glucosa esta comprometido por la RI, la hiperglucemia aumenta la
produccion mitocondrial de ROS, exacerbando el estrés oxidativo'®. Este activa
quinasas como JNK, p38 mitogen-activated protein kinases (p38/MAPK) e inhibitor of kB
kinase (IKK) que pueden interferir directamente con la via de sefalizacion de insulina o
de manera indirecta, por medio de la activacion de nuclear factor kB (NF-xB) y la

produccion de citocinas proinflamatorias’®1°.

1.1.2.4 Los acidos grasos libres, la resistencia a la insulina y la inflamacion

El aumento de AGL circulantes refleja la incapacidad del TA de responder al sobrecargo
de nutrientes y esta relacionado con el estado dislipidémico tipico del SM. Los
adipocitos hipertrofiados liberan mas AGL y su aclaramiento se ve reducido. Mas aun, la
elevacion de AGL en el plasma, especialmente acidos grasos saturados de cadena
larga, como los acidos palmitico y estedrico causan inhibicion de la accidn antilipolitica
de la insulina, lo cual aumenta aun mas la liberacion de AGL a la circulacion. Los AGL
plasmaticos pueden entrar facilmente a las células donde pueden ser oxidados para la
produccion de ATP, o pueden ser reesterificados para su almacenaje como TG. El

exceso de AGL conlleva a acumulacion de TG y aumento de metabolitos que participan



en su reesterificacion, incluyendo acil-coenzima A de cadena larga, acido fosfatidico,
monoacilglicerol, ceramidas y diacilglicerol (DAG) en tejidos como higado, musculo y
pancreas. De estos derivados de acidos grasos, niveles altos de DAG, TG y ceramidas
estan directamente asociados al desarrollo de resistencia a la insulina?°.

La elevacion de AGL y DAG puede interrumpir la captacion de glucosa mediada por
insulin receptor substrate 1 (IRS-1) asociado a phosphatidylinositol 3-kinase (P13-K).
Cuando aumentan los niveles de DAG, la protein kinase C (PKC) 6 aumenta la
fosforilacion en la Serina 307 de IRS-1, que a su vez causa una disminucion en la
fosforilacion de los residuos de Tirosina de este y reduccién en la activacion de IRS-1
asociado a PI3-K, resultando en el descenso del transporte de glucosa y contribuyendo

a la resistencia a la insulina2'22,

Uno de los metabolitos principales de PI13-K es phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate
(PIP3), que estimula la activacién de otras cinasas de union a lipidos, entre ellas protein
kinase B alpha (Akt/PKB-2), protein kinase C (PKC) a y 3-phosphoinositide-dependent
protein kinase (PDK). Akt/PKB-2 y PKC a han sido relacionadas con el transportador de
acidos grasos CD36, que es activado y traslocado permanentemente a la membrana

plasmatica, promoviendo la captacién de AGL por la célula?3.

Debido a que la via IRS-1/PI3-K se encuentra afectada, la via MAP cinasa es
excesivamente estimulada causando proliferacion de musculo liso vascular, aumento de
la formacion de colageno y produccion de factores de crecimiento y citocinas
inflamatorias. Aunado a esto, la enzima O6xido nitrico sintasa (NOS), que es también
activada por la via IRS-1/PI3-K y la produccién de oxido nitrico (ON) también se ven
comprometidas. La falla de ambos mecanismos resulta en disfuncién endotelial y
favorece el proceso aterosclerético?*. EI ON es un gas relativamente estable que tiene
funciones reguladoras en diversas funciones fisiolégicas. Es sintetizado por las células
vasculares endoteliales, es responsable de la vasodilatacion y en varios procesos de los
sistemas nervioso, reproductivo e inmune?®. Ademas de disminuir el tono vascular,
reduce la expresién de moléculas de adhesién vascular, inhibe la proliferacién de
células vasculares endoteliales, atenua la produccion de citocinas proinflamatorias,
combate la apoptosis, evita la agregacion de plaquetas y reduce la adhesién de

monocitos y neutrofilos a la pared vascular?.

Recientemente se ha identificado a los Toll-like receptors (TLRs) como moléculas
importantes en el desarrollo de la resistencia a la insulina. Los TLRs son una familia de

receptores transmembranales que conforma una de las barreras de proteccién ante



agentes microbianos del sistema inmune innato. Se ha demostrado que los AGL,
especificamente los saturados pueden activar a estos receptores, en especial a TLR-4 y
TLR-2 en células musculares, adipocitos y macrofagos. TLR4 activa a myeloid
differentiation primary response gene 88 (MyD88), que a su vez activa a mitogen-
Activated Protein Kinase Kinase Kinase 7 (MAP3K7) resultando en el aumento de la
actividad de IKK y JNK. IKK degrada a inhibitor of B (IxkBa), liberando a NFkB que
migra al nucleo donde promueve la transcripcion de genes proinflamatorios como
interleucina 1B (IL-1B), IL-6 y TNFa. JNK activa la familia signal transducers and
activators of transcription (STAT), que estan involucrados en diversos procesos
biolégicos como expresibn de genes relacionados a inflamacion, apoptosis,
diferenciacién, crecimiento, morfogénesis, migracion y proliferacion celular. La
activacion de NFxB por los TLRs también puede activar a NADPH Oxidase 1 (NOX1),

produciendo la activacion de la via de sefalizacion de ROS27:28,

La principal fuente de citocinas inflamatorias en la obesidad es el tejido adiposo, que
son producidas principalmente por infiltracion de macréfagos y otras células
inmunologicas que rodean a los adipocitos en vias de muerte celular. Especificamente,
los macrofagos M1 secretan citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1B e IL-6, que
juegan un papel clave en la apoptosis, el desarrollo del sistema inmune, metabolismo de
lipidos y la transicion de la inflamacién aguda a la inflamacion cronica caracteristicas de

las enfermedades metabdlicas?®.

1.1.2.5 El tejido adiposo como 6rgano endocrino

El TA es el érgano endocrino mas grande y estd compuesto por diversos tipos celulares,
como adipocitos, células endoteliales, células nerviosas, células inmunoldgicas
especialmente macréfagos, linfocitos T y B, células dendriticas, neutréfilos, eosinofilos,
fibroblastos, precursores de adipocitos no diferenciados, etc. Produce una gran variedad
de compuestos pro y antiinflamatorios, llamados adipocinas, que incluyen a la leptina,
resistina, adiponectina, adipolina, omentina, visfatina, TNFa, IL-6, pigment epithelium-

derived factor (PEDF), progranulina, entre otros®.
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Figura 2. El tejido adiposo es un 6rgano enddcrino que participa en la regulaciéon del
metabolismo de glucosa y lipidos, homeostasis energética, respuesta pro y
antiinflamatoria y permite al organismo adaptarse a cambios metabdlicos como

inanicion, estrés, infeccién y periodos de exceso de energia®.

El TA visceral esta fuertemente asociado a enfermedades metabdlicas. Tiene un perfil
de expresion y secrecion de adipocinas particular, produce una mayor cantidad de
citocinas proinflamatorias como IL-6, PAI-1 y angiotensinogeno, mientras que el TA
subcutaneo secreta una mayor cantidad de leptina y adiponectina. El TA visceral esta
compuesto por adipocitos de gran tamafo, tiene un gran suministro de sangre y es mas
sensible a lipolisis y a una mayor infiltracion de células inmunolégicas como
macrdéfagos, células T y células natural killer. Por el contrario, el TA subcutédneo esta
caracterizado por la presencia de adipocitos mas pequefios con menos vascularizacion

e infiltracion celular®.

A continuacién, se realizara una breve descripcidon de las adipocinas mas importantes

en las enfermedades metabdlicas.

Leptina

La leptina tiene un papel importante como regulador de homeostasis energética
participando en la comunicacion hipotalamica de la saciedad. Los niveles plasmaticos
de leptina reflejan el grado de adiposidad y da la sefial al cerebro para suprimir el

consumo de alimento y estimular el gasto energético. La leptina también promueve la
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proliferacion y diferenciacion de células hematopoyéticas, altera la produccion de
citocinas por las células inmunes, estimula el crecimiento de células endoteliales y
angiogeénesis, participa en la maduracién sexual y reproduccion y en los ejes

hipotalamico, pituitario, adrenal, tiroideo y de crecimiento3233,

La leptina es producida principalmente por los adipocitos, sus niveles plasmaticos en
humanos estan fuertemente correlacionados con el IMC y la masa grasa®. En
experimentos con animales, la deficiencia de leptina ocasiona hiperfagia severa y
obesidad. Al administrar leptina recombinante, este fenotipo se ve completamente
revertido. No obstante, la administracion de leptina en humanos no produce pérdida de
peso significativa, probablemente debido a la resistencia a la leptina. Uno de los
mecanismos de la resistencia a la leptina es el dano en el transporte de leptina a través
de la barrera cerebral®2. En efecto, en humanos se ha demostrado que en obesidad los
niveles de leptina en fluido cerebroespinal en comparacién con los niveles séricos se

encuentran disminuidos3*.

En el sistema inmune innato la leptina participa en la activacion de monocitos y
macroéfagos, promoviendo la fagocitosis y la produccion de leucotrienos, NO,
interleucina-18 (IL-18) y citocinas proinflamatorias como TNFa e IL-18. También
estimula la activacion y proliferaciéon de monocitos circulantes. Mas aun, los niveles
elevados de leptina en la obesidad actiuan sobre macréfagos del TA, incrementando los

niveles de macréfagos proinflamatorios M129:39,

Adiponectina

La adiponectina es producida principalmente por el TA. Se produce en menor cantidad
por el higado, cardiomiocitos, musculo esquelético, colon, glandulas salivales y
placenta. Existen dos receptores de adiponectina, AdipoR1 y Adipo R2. Adipo R1 se
expresa principalmente en el musculo, en células endoteliales, cardiomiocitos y células
B pancreaticas se expresa en menor cantidad. AdipoR2 se expresa mayoritariamente en
el higado y parcialmente en cardiomiocitos. Ambos receptores actian por medio de una
proteina adaptadora APPL1%. La adiponectina ejerce su actividad principalemte por
medio de la activacion de las vias de sefalizacion AMP-activated protein kinase
(AMPK), peroxisome proliferator-activated receptor o (PPAR-a) y p38/MAPK en el
higado y en el musculo esquelético, por lo tanto disminuye los niveles de glucosa y

lipidos®e.
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Se han descrito diversas funciones de la adiponectina en el metabolismo. En el higado
la adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina, disminuye la liberacion de AGL,
aumenta la oxidacion de estos y reduce la liberacion de glucosa. En el musculo estimula
la utilizacion de glucosa y oxidacién de acidos grasos. En la pared vascular, inhibe la
adhesion de monocitos disminuyendo la expresién de moléculas de adhesion, impide la
transformacion de macréfagos a células espumosas por medio de la disminucién de
scavenger receptors y disminuye la proliferacion y migracion de células musculares en
respuesta a factores de crecimiento. También incrementa la produccion de ON en las
células endoteliales y estimula la angiogénesis. Estos efectos estan mediados por el
aumento de la fosforilacion del receptor de insulina, activacién de AMPK y modulacién

de la via de NF«B3940,

En estudios en humanos y animales, se ha visto que los niveles plasmaticos de
adiponectina tienen una correlacion negativa con el IMC y la masa grasa.
Interesantemente, al contrario de la leptina, los niveles de adiponectina estan elevados
en sujetos delgados, mientras que en la obesidad y DM2 se encuentran reducidos*' y
algunos estudios indican que la hipoadiponectinemia esta asociada al dafo de la

vasodilatacion endotelial, hipertension, infarto al miocardio y EC#2.
Resistina

Cuando fue descubierta, la resistina se consideré6 como el enlace entre obesidad,
resistencia a la insulina y DM2. En ratones, la administracién de resistina afecta la
tolerancia a la glucosa, mientras que la inmunoneutralizacion de esta en ratones obesos
mejoro la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa*®. Ademas, los ratones
con delecion del gen resistina tienen peso y masa grasa similar a ratones wild type. Sin
embargo, estos ratones presentan mejoria niveles de glucosa y mejor tolerancia a la
glucosa, aun siendo alimentados con una dieta alta en grasa. Estos efectos se deben a

la disminucion de gluconeogénesis hepatica*.

No obstante, en humanos la evidencia no es consistente. Algunos autores han
reportado niveles elevados de resistina plasmatica en sujetos obesos, mientras que
otros no reportan diferencias entre obesidad y peso normal®®. También se ha descrito
que la resistina promueve la resistencia a la insulina regulando la expresion de citocinas
proinflamatorias, incluyendo TNFa e interleucina-12 (IL-12) en macréfagos por medio de

la via NFxB?S.
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Visfatina

La visfatina también conocida como Pre—B cell colony-enhancing factor (PBEF) ha sido
identificada en el higado, musculo esquelético, médula dsea, células inmunoldgicas y
TA. Es mas abundante en el TA visceral que en el TA subcutadneo, y sus niveles

circulantes reflejan la masa del TA y aumentan durante la diferenciacién de adipocitos“6.

La visfatina tiene actividad similar a la insulina, aumenta la captacion de glucosa por los
adipocitos y monocitos, estimula la diferenciacion de adipocitos, inhibe la liberacién de
glucosa hepatica y puede promover la fosforilacion de IRS-1 e IRS-2. Interesantemente,
la visfatina y la insulina tienen la misma afinidad por el receptor de insulina, pero

interacta con sitios diferentes de este?’.

Algunos estudios han demostrado que la produccion de visfatina es estimulada por
glucocorticoides, TNFa, IL-6 y factores de crecimiento indicando que su produccién
depende de la presencia de citocinas proinflamatorias y bajo condiciones de
inflamacion?*®. Asi mismo, la visfatina aumenta la liberacion de caspasa-1 (CASP-1) e IL-
1B en endotelio, y la formacién de NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3
(NLRP3), componente importante del inflamasoma*. La visfatina también contribuye a
la diferenciacion de macrofagos y liberacion de citocinas e induce la expresion de CD36

en un mecanismo dependiente de JNK y NF«B®°.

En humanos obesos algunos estudios han confirmado niveles elevados de visfatina en
plasma®', mientras que otros estudios son contradictorios indicando que los niveles de
visfatina en plasma estan disminuidos en obesidad y no estan relacionados con la

resistencia a la insulina®2.
Omentina

La omentina es producida principalmente por el TA visceral. Se ha documentado que en
los adipocitos la omentina estimula la captacion de glucosa mediada por la insulina a
través de la via de sefializacion AKT53. Ademas, el tratamiento con omentina en células
endoteliales disminuye la expresion de TNFa y cyclooxygenase 2 (COX-2) por medio de
la inhibicién de la fosforliacion de JNK y probablemente por medio de la activacion de la
via AMPK/NOS/ON®4.

Existen dos isoformas de omentina, 1 y 2. La omentina 1 es la forma mas abundante en

la circulacién y sus niveles plasmaticos y de expresion en el TA estan disminuidos en
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obesidad. Los niveles de omentina tienen correlacion positiva con adiponectina
plasmatica y con HDL y tienen correlacion negativa con obesidad y con el indice
HOMA®S.

Niveles bajos de omentina circulante han sido reportados en DM2, EC y obesidad
morbida®®-%8, Interesantemente, los niveles de omentina aumentan tan rapido como 24
horas después de cirugia bariatrica en pacientes con obesidad mdrbida, este aumento
se mantiene hasta después de un afo y puede ser un marcador util de riesgo

cardiovascular®®,

Perilipina

Las perilipinas (PLIN) son una familia de proteinas que cubren y protegen las gotas de
lipidos almacenados. Consta de 5 miembros, PLIN 1 se expresa en el TA blanco, TA
marron y tejido esteroidogénico, PLIN2 y PLIN3 se expresan ampliamente, PLIN4 es
altamente expresada en adipocitos y PLIN5 que se expresa en corazén, higado, TA
marrén y musculo esquelético. Esta familia de proteinas juega un papel importante en el

mantenimiento y utilizacion de gotas lipidicas citosolicas®®.

PLIN1 esta asociada a un aumento en la lipolisis y puede promover el desarrollo de
resistencia a la insulina. En el higado, la inhibicién de PLIN2 promueve la reduccion de
esteatosis hepética y mejora la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, la inhibiciéon de
PLIN2 y PLIN3 ocasiona resistencia a la insulina®’.

En ratones knock out para PLIN5 no se observé la formacién o presencia de gotas
lipidicas y estos ratones tenian una reduccidn significativa en el contenido de TG,
lipolisis elevada, y activacion de genes dependiente de PPARa. También se observé
oxidacion de AGL incrementada, asi como niveles elevados de ROS, por lo que se
sugirié que el exceso de lipolisis y dafio en el almacenamiento de TG afecta la funcion

cardiaca por medio de actividad excesiva de la mitocondria®2.

Adipolina

Es también conocida como C1q/TNF-related protein-12 (CTRP12) y se expresa
altamente en el TA subcutaneo comparando con el TA visceral. Actua suprimiendo la
gluconeogénesis hepatica y promoviendo la captacion de glucosa en hepatocitos y
adipocitos por medio de la activacién directa de la via PI3-K/AKT, MAPK vy fosforilacion
de IRS-1y IRS-2%3.
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Los niveles plasmaticos de adipolina se encuentran disminuidos en ratones obesos y se
ha visto una correlacién negativa entre los niveles de adipolina y resistina. Wei y
colaboradores reportaron que al administrar adipolina a ratones obesos mejora la
sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa®. También se han reportado efectos
antiinflamatorios de la adipolina. Por ejemplo, en TA de ratones obesos la adipolina

reduce la acumulacion de macréfagos y la expresion de genes proinflamatorios®.

INFa

El TNFa es una citocina maestra que media multiples respuestas inflamatorias y esta
implicada en enfermedades como cancer, sepsis, artritis reumatoide, diabetes, etc. En
el TA, es producida principalmente por monocitos y macréfagos, también es secretada

por otras células inmunoldgicas como linfocitos CD4 y células natural killer.

En 1993, se reportdé por primera vez que el TNFa es producido por adipocitos en
ratones obesos®. Posteriormente, se confirmoé también la elevacion de la produccién de
TNFa en adipocitos de humanos y esta correlacionado positivamente con el grado de
obesidad, niveles de insulina y RIl, esto se debe a la infiltracion aumentada de

marofagos M1 en el TA®S,

Se han descrito numerosos mecanismos de TNFa en el metabolismo. TNFa influye en
la expresion de un gran niumero de genes en tejidos como el higado y TA. Por ejemplo,
en el TA, TNFa reprime la expresidén de genes involucrados en la captacion y
almacenamiento de glucosa y AGL, disminuye la adipogenesis y la lipogenesis y altera
la expresion de adipocinas como IL-6 y adiponectina. En el higado TNFa también
suprime la expresion de genes implicados en la captacion de glucosa y oxidacion de
acidos grasos y aumenta la expresion de genes que participan en la sintesis de novo de

colesterol y acidos grasos®”.

TNFa también aumenta niveles de AGL circulantes y perjudica la via de sefalizacion de
insulina mediante la fosforilacion de los residuos de Serina en el receptor de insulina

IRS-1 y -2, disminuyendo su actividad y aumentando su degradacién®869,
IL-6

Aproximadamente un tercio de IL-6 es producido por el TA, siendo de 2 a 3 veces
mayor en el TA visceral que en el TA subcutdneo. En ambos tejidos es producida
principalmente por células endoteliales, monocitos, macréfagos y fibroblastos™.
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Los niveles de IL-6 en plasma se encuentran elevados en pacientes con obesidad y
estan relacionados con el desarrollo de resistencia a la insulina y DM27'. Ademas, la
expresion de IL-6 en el TA y en circulacion esta correlacionada positivamente con
obesidad, intolerancia a la glucosa y la RIl. Interesantemente, al disminuir el peso

también disminuye la expresion de IL-672.

IL-6 actua inhibiendo la expresion de GLUT4 e IRS-1 por medio de la activacion de la
via JAK/STAT vy del supresor of cytokine signaling 3 (SOCS3)73. IL-6 también puede
bloquear la via PI3-K e interrumpir la sintesis de glucégeno por medio de la disminucion
de la expresion de miR-20074. Asimismo, se ha sugerido que la estimulacion en células
musculares con IL-6 induce la expresion de TLR-4 por medio de la activacion de
STAT3".

MCP-1

La obesidad esta asociada con el aumento de la infiltracién de macrofagos en el TA'S,
estos secretan factores inflamatorios que contribuyen al desarrollo de resistencia a la
insulina. Macrophages and monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1), también
conocida como chemokine (C-C motif) ligand 2 (CCL2) es expresada y secretada por el
TA. Actua reclutando monocitos al sitio de inflamacion y estimula su diferenciacion a
macrofagos y contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina y esteatosis hepatica.
En ratones obesos se ha visto que la expresion de MCP1 esta incrementada tanto en
TA como en circulaciéon”-78. Mas aun, en los adipocitos MCP1 disminuye la captacion
de glucosa mediada por la insulina y la expresion de genes adipogénicos como GLUT4,

aP2, receptor adrenérgico B3 y PPARy"".

En un estudio realizado en pacientes con sobrepeso y obesidad a los que se les
administraron bebidas azucaradas con fructosa o glucosa por 10 semanas,
conformando el 25% de sus requerimientos energéticos, se observdé un aumento
significativo de los niveles plasmaticos de MCP-1 en los sujetos que consumieron

fructosa mas no glucosa’™.

Ademas, se ha visto que los niveles séricos de MCP-1 estan incrementados en sujetos
obesos resistentes a la insulina. Al realizar una infusion de insulina, los niveles
incrementados se mantuvieron en los sujetos obesos, mientras en que en sujetos sanos
los niveles de MCP-1 disminuyeron significativamente. Este comportamiento fue
observado también en el TA de los mismos sujetos, indicando que la regulacién de este

esta mediada por la insulina®.
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PAI-1

El plasminogen activator inhibitor 1 (PAl-1) es secretado por los adipocitos, plaquetas y
endotelio. Actua suprimiendo la fibrindlisis a través de la inhibicion de la activacion de
plasminégeno y se ha implicado en la aterogénesis debido a que estimula la formacion

de trombos?®’.

Los niveles circulantes de PAI-1 se encuentran aumentados en sujetos obesos con SM
y en pacientes con DM2. Entre mas severo sea el SM, mas elevados estan los niveles
de PAI-182, Por otra parte, se ha visto que la disminucion de peso mediante una dieta
hipocaldrica disminuye los niveles de PAI-1 y este efecto fue asociado a la reduccion de
la masa grasa®. Ademas, el tratamiento con farmacos sensibilizadores a la insulina,
como metformina o troglitazona disminuyen los niveles plasmaticos de PAI-1 en sujetos

diabéticos y en menor grado en sujetos obesos?.

1.1.2.6 Otros factores que contribuyen al desarrollo del SM

Envejecimiento

La RI tiene una gran prevalencia en personas de edad mayor y esta relacionada a la
prevalencia de obesidad, el desbalance hormonal y la falta de actividad fisica en esta
poblacion®®. Otros factores que influyen en la RI durante el envejecimiento incluyen la
produccion de radicales libres que resulta en el estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial®®. El proceso de envejecimiento se encuentra alterado o acelerado cuando
las enfermedades metabdlicas y cardiovasculares estan presentes y el riesgo de
presentar estas enfermedades aumenta con la edad. En el caso del SM, se sabe que
induce envejecimiento precoz aunque los mecanismos no se conocen totalmente. Existe
evidencia indicando que la sobreactivacién o interrupcién de vias determinantes del
proceso de envejecimiento como mechanistic target of rapamycin (mnTOR), p66Shc y
sirtuin 1 (SIRT1) resultan en el desarrollo de SM en ratones®’. Otras vias relacionadas
estan involucradas en la relacion de la disposicion de nutrientes y longevidad incluyen a
la via de sefalizacion de insulina, insulin-like growth factor 1 (IGF-1) y forkhead box
(FOXO)zs8,
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Microbiota intestinal

Recientemente se ha sugerido la participacion de la microbiota intestinal en el desarrollo
de enfermedades metabdlicas y particularmente la obesidad. Backhed y colaboradores
demostraron que ratones criados libres de microorganismos tienen menor masa grasa a
pesar de que consumian una mayor cantidad de calorias que los ratones
convencionales. La colonizacion intestinal de los ratones libres de microorganismos con
microbiota de los ratones convencionales resulté en el aumento de la masa grasa sin
ningun aumento en el consumo de alimento. Después de dos semanas de la
colonizacién, estos ratones alimentados con dieta alta en grasa mostraron intolerancia a
la glucosa, niveles elevados de glucosa y leptina circulantes, e hipertrofia de
adipocitos®.

Posteriormente, este mismo grupo demostré que los ratones libres de microorganismos
tuvieron significativamente menor peso que los ratones convencionales. Este fenotipo
esta asociado a mayor masa muscular y mayores niveles de AMPK vy otras proteinas
gue participan en la oxidacion de acidos grasos®.

Algunos estudios han reportado diferencias en la composicion en la microbiota intestinal
de ratones genéticamente obesos, existe una reduccion del 50% en la abundancia de
Bacteroidetes y un aumento proporcional de Firminutes®'. Estos cambios pueden

contribuir al aumento de la produccion de acidos grasos de cadena corta®?

Por otro lado, los estudios en humanos tienen resultados contradictorios en la
composicion de la microbiota intestinal en sujetos obesos. Algunos estudios confirman
la reduccion en los Bacteroidetes y aumento en los Firmicutes®, mientras que otros
estudios no han encontrado cambios en la relacion Bacteroidetes/Firmicutes en
obesidad, ni cambios en esta relacién después de la pérdida de peso®. Algunos otros
estudios reportan un aumento significativos de Bacteroidetes en sujetos con sobrepeso

y obesos®.
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1.1.3 EI SM como pandemia mundial

La prevalencia alta del SM es un fenédmeno alrededor del mundo. Esta prevalencia
parece ir en incremento paralelo a la prevalencia creciente de obesidad. Aunque debe
mencionarse que la prevalencia en diferentes regiones del mundo depende de los
criterios diagndsticos utilizados® (Tabla 7).

En los ultimos 20 afos, las tasas de obesidad se han triplicado en paises en vias de
desarrollo que han adoptado un estilo de vida occidentalizado, disminuyendo la
actividad fisica y aumentando el consumo de alimentos con alta densidad energética.
Con el aumento de la obesidad, el SM se ha convertido en una pandemia mundial. Se
estima que mas de 1.1 billones de adultos tienen sobrepeso y 312 millones tienen
obesidad®”. Un estudio estima que para el afio 2030, 2.16 billones de adultos tendran
sobrepeso y 1.12 billones seran obesos®.

Mas aun, el estado socioecondmico, estilo de vida sedentario e IMC elevado se han
relacionado con la incidencia de SM®. Los datos en paises desarrollados indican que
hay mayores tasas de obesidad y enfermedades metabdlicas en areas rurales y en
estrato socioecondémico bajo, al contrario de lo que se observaba en paises en vias de
desarrollo. Sin embargo, estudios nuevos sugieren que este patron esta cambiando, las
tasas de obesidad en estratos socioecondmicos bajos en paises de vias de desarrollo

estan en rapido aumento y tienen importantes implicaciones en la salud publica'®,

Tabla 7. Prevalencia de SM alrededor del mundo

Prevalencia de SM

Criterios

Pais diagnésticos Hombres (%)  Mujeres (%) Referencia

Francia NCEP ATPIII 23 16.9 101
NCEP ATPIII 235 17.6

Alemania IDF 31.6 22.6 102
NCEP 19 32

Holanda WHO 26 26 103

Italia NCEP ATPIII 241 23.1 104
NCEP ATP llI 22.3 30.7

Espafia IDF 27.7 33.6 105

India NCEP ATPIII 25.16 12.6 106

China IDF 35.1 32.5 107

Japén NCEP ATPIII 19 7 108
NCEP ATPIII 24.4 19.9

Australia IDF 34.4 274 109
NCEP ATPIII 18.6 14.3

Dinamarca IDF 23.8 17.5 110
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Ecuador IDF 19 81 1

Puerto Rico NCEP ATPIII 45.3 42.2 12
Brasil NCEP ATPIII 33 32.7 ms3
Estados NCEP ATPIII 33.7 35.4
Unidos IDF 39.9 38.1 4
NCEP ATPIII 30.3 42.2
AHA 34.7 47.4
México IDF 46.4 52.7 s

1.2 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) comprenden aproximadamente 1-3% del genoma, son
moléculas de aproximadamente 22 nucledtidos (nt) que se encuentran altamente
conservadas entre especies. Aunque no codifican proteinas, juegan un papel importante
en la regulacién de la expresion genética a nivel post transcripcional en plantas y
animales, en el ser humano se ha visto que regulan hasta el 30% de la expresion
genética 116117,

Fueron descubiertos en 1993 por Lee y colaboradores en el nematodo Caenorhabditis
elegans (C.elegans). En este organismo modelo, la disminucion de la expresion de la
proteina LIN-14 es necesaria para la progresion del estado larvario L1 al estado L2. Los
niveles de expresion de lin-14 son constantes a lo largo del desarrollo de C. elegans,
mientras que los niveles de proteina son casi indetectables en el estado L2, indicando la
participaciéon de mecanismos de regulacién post transcripcional. Esta disminucion es
dependiente del gen lin-4 que no es traducido a proteina. En cambio, su procesamiento
genera dos secuencias de RNA de aproximadamente 22 y 61 nucledtidos
respectivamente. Esta ultima secuencia forma una estructura de tallo y bucle, que a su
vez es un precursor de la secuencia mas corta la cual tiene complementariedad
antisentido con multiples sitios en la region 3’'UTR del mRNA de lin-14. La interaccion de
las secuencias cortas de RNA provenientes de lin-4 con la region 3'UTR del mRNA de
lin-14 causan represion post transcripcional de lin-14 y asi permitiendo la progresion de
L1 a L2 en el desarrollo de C. elegans.''8

Posteriormente, multiples laboratorios identificaron RNAs pequefios en organismos
modelo, incluyendo el humano. Todos estos RNAs compartian caracteristicas similares,
como longitud de aproximadamente 22 nucleétidos, provienen de precursores con
estructura de tallo y bucle y no codifican proteinas. Ahora conocemos a estas

secuencias cortas de RNA como microRNAs.
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Desde su descubrimiento ha habido un gran auge en la investigacion de miRNAs y su
papel en enfermedades incluyendo el SM. En la base de datos especializada en
miRNAs, miRBase en su version 21 se encuentran depositados los datos de 223
especies y cuenta con mas de 30, 000 secuencias de miRNAs maduros, de los cuales

2, 558 corresponden a miRNAs en el humano19.120,

1.2.1 Organizacidon genémica

En células animales méas de 70% de los miRNAs se encuentran en regiones intrénicas
de genes codificantes. El resto se encuentran en unidades transcripcionales de RNAs
no codificantes y algunos cuantos se encuentran dentro de los exones de genes
huésped, mayormente en la region 3° UTR'2'22, En los mamiferos aproximadamente
50% de los loci correspondientes a miRNAs se encuentran en grupos de 2-7 miRNAs
con intervalos de solo algunos nucledtidos. En algunos casos los perfiles de expresion
de estos grupos son similares, lo cual sugiere que estos son transcritos a partir de una
sola unidad de transcripcion policistrénica. Sin embargo, aun no se conocen

completamente los factores reguladores de la transcripcion de estos grupos'23-125,

1.2.2 Biogénesis de miRNAs

La via canonica de la biogénesis de miRNAs inicia con la transcripcion del miRNA
primario (pri-miRNA) por la enzima RNA polimerasa Il. El pri-miRNA tiene longitud
variable, desde unos cientos hasta miles de nucledtidos, consiste en una o mas
estructuras de tallo y bucle que tienen un casquete en el extremo 5’, son poli-adenilados
en el extremo 3’ y usualmente generan mas de un miRNA funcional.'?® Cada pri-miRNA
tiene una estructura de tallo y bucle caracteristica que es reconocida y escindida dentro
del nucleo por la endonucleasa Il Drosha, esta actia en conjunto con otra proteina
llamada DiGeorge syndrome critical region gene (DGCRS8). El complejo formado por
ambas proteinas es conocido como Microprocesador. Drosha puede formar dos
complejos diferentes, un complejo pequefio comprendido por Drosha y DGCRS, que es
la forma cataliticamente activa minima capaz de dirigir la produccién de precursores de
miRNAs (pre-miRNAs). El complejo mas grande ademas comprende proteinas de union
a RNAs, como RNA helicasas p68 (DDX5) y p72 (DDX17), ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas (hnRNPs) y otras proteinas asociadas. Todas estas proteinas
auxilian promoviendo en la especificidad y/o actividad de la escisién por Drosha.
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DGCRS interactua con el tallo del pri-miRNA e identifica la unién entre la regién de una
cadena (single stranded) con la region de doble cadena (double stranded) de este y
dirige a Drosha para cortar a una distancia de 11 pares de bases de la unién'?"128, E|
producto de este proceso es un pre-miRNA con estructura de tallo y bucle de
aproximadamente 70 nt que tiene un grupo fosfato en el extremo 5 y dos o tres
nucledtidos sobresalientes en su extremo 3'12%130, | a especificidad del corte mediado
por Drosha determina la correcta escision del pre-miRNA vy, por lo tanto contribuye a la
definicion de la cadena correspondiente al miIRNA maduro y a la cadena
complementaria. Los nucleétidos sobresalientes en el extremo 3’ son reconocidos por la
Exportina-5 (Exp-5) que transporta al pre-miRNA hacia el citoplasma en un mecanismo
dependiente de Ran-GTP13".132,

En el citoplasma el pre-miRNA es procesado por otra RNasa lll llamada Dicer,
produciendo un duplex de aproximadamente 22 nt, una de estas cadenas
correspondera al miRNA maduro. En los mamiferos, la endonucleasa argonauta 2
(AGO2) puede cortar a algunos pre-miRNAs en el extremo 3 de la cadena
complementaria, formando un intermediario llamado AGO2-cleaved precursor miRNA
(ac-pre-miRNA)'3® conformado por una estructura de tallo y bucle acortada en su

extremo 3’ unida a un fragmento de aproximadamente 11 o0 12 nt'33,

El complejo proteico Dicer/AGO2/miRNA actua en conjunto con otras proteinas como
DEAD Box Protein 20 (DDX20, Gemin3), gem-associated protein 4 (Gemin4), moloney
leukemia virus 10 (Mov10), Importin 8 (Imp8) y GW182126.134 vy se ha sugerido que Dicer
reconoce la doble cadena del pre-miRNA por afinidad con el grupo fosfato en el extremo
5’ y los nucledtidos sobresalientes en el extremo 3’. Posteriormente, el bucle terminal es
cortado en ambas cadenas del pre-miRNA, dejando el grupo fosfato y los nucleétidos
sobresalientes caracteristicos unidos al duplex comprendido por el miRNA maduro y
una cadena complementaria (mMiRNA/miRNA*) de longitud similar que sera degradada

posteriormente 6,

Los miRNAs actuan en conjunto del complejo proteico miRNA-induced-silencing
complex (miRISC). El principal componente de miRISC es nuevamente la proteina
AGO2, la cual tiene 4 dominios: PAZ(se une al extremo 3’ del duplo), Mid (se une al
grupo fosfato en el extremo 5’), PIWI y el dominio N-terminal®3® (Figura 3).

La formacion de miRISC se lleva a cabo en varios pasos, el primero es la transferencia
del duplex miRNA/miRNA* de Dicer a AGO2 por medio de RISC loading complex (RLC),

este proceso requiere de ATP y del fosfato en el extremo 5’ del duplex, a este conjunto
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se le denomina pre-miRISC. Los componentes principales de RLC son Dicer, AGO2,
TAR RNA Binding Protein 2 (TRBP) y protein kinase, interferon-inducible double
stranded rna dependent (PACT). Todas estas proteinas contribuyen a la estabilidad del
complejo y participan en la seleccion de la cadena que sera el miRNA maduro. Se
piensa que la seleccién depende de la termoestabilidad debido a que la cadena
antisentido es menos estable en el extremo 5’ y esta es generalmente seleccionada por
miRISC36-138 Ademas, los residuos de adenina o uracilo son preferidos ante los
residuos de guanina o citosina. Una vez elegida la cadena que sera el miRNA maduro,
el proceso continda con el acufiamiento del dominio N terminal entre las cadenas del
duplex en su extremo 3’ y la separacion de este por el dominio PAZ de AGO2'%,
Entonces, una de las cadenas es removida de pre-miRISC y sera degradada por AGO2.
El miRNA maduro permanece unido a miRISC y podra ejercer su actividad de

regulacion post transcripcional.
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Figura 3. La formacion de miRISC en células animales. a. El primer paso es la

i
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-~

transferencia del duplex miRNA/miRNA* de Dicer a AGO2. b. Después, el dominio N
terminal de AGO2 se acufia entre las cadenas del duplex. c. PAZ separa el duplex. d.
La cadena complementaria es eliminada de miRISC y degradada e. EIl miRNA maduro

unido a miRISC se une al mMRNA blanco35.
1.2.3 Via no candnica: mirtrons

La via mirtron fue descrita primeramente en Drosophila melanogaster y C. elegans,
aunque ya ha sido descrita también en mamiferos'. Los miRNAs con origen mirtron
estan localizados en los intrones cortos de mMRNA donde practicamente todo el intron
conforma el pre-miRNA''. Esta via es independiente de la actividad de Dicer, el
transcrito es escindido por la maquinaria de edicion o splicing y posteriormente tomara

forma de pre-miRNA, que sera exportado al citoplasma por Exp-5 donde seguira la via
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canodnica de miRNAs'2143, El complejo microprocesador se asocia con intermediarios

del splicing como U2, U5 y U6, lo cual sugiere una corregulacién importante entre la

maquinaria de splicing y la maquinaria de la via candénica de miRNAs. Mas aun, la

magquinaria de splicing podria modificar la conformacion del pre-miRNA para favorecer

la union con Exp-5 y la consecuente union con la via candnica’™4.
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Figura 4, Biogénesis y
mecanismo de accion de los
miRNAs. Los pri-miRNAs son
procesados por la RNA
polimerasa Il. El complejo
microprocesador escinde al pri-
miRNA formando el pre-miRNA,
que sera exportado al
citoplasma por la Exportina 5.
Algunos pre-miRNAs son
transcritos por la via mirtron y
son también exportados por la
Exportina 5. miRISC se une al
pre-miRNA y escinde la cadena
complementaria que sera
degradada. miRISC unido al
miRNA maduro puede reprimir la
traduccién del mRNA blanco o
escindirlo  por medio de
AGO2™8,



1.2.4 Mecanismo de accion

En células animales los miRNAs actuan inhibiendo la traduccién y/o desestabilizando al
mRNA blanco™¢. Hasta hace poco se pensaba que los sitios de union de miRNAs eran
limitados a la regién 3’'UTR, pero también pueden estar presentes en la secuencia
codificadora y la regién 5’UTR. Estudios realizados indican que una cantidad importante
de miRNAs interactian con la secuencia codificadora del mRNA blanco, aunque este
tipo de uniones son menos comunes que las presentes en la region IUTR™7.148, |a
complementariedad del nucleétido 2-8 en el extremo 5 del miRNA (secuencia semilla)
con el sitio de uniéon del mMRNA blanco generalmente es suficiente para causar represion
de la traduccion, la region 3’ no es crucial pero puede modular la actividad en ciertas
circunstancias'®. Por lo tanto, pueden existir un gran nimero de genes blanco de un
solo miRNA. Efectivamente, estudios realizados indican que los miRNAs pueden regular
y reprimir la traduccién de varios mRNAs que tienen complementariedad con la

secuencia semilla del miRNA190,

Generalmente, los miRNAs actuan por medio de tres mecanismos: la desadenilacion del
mRNA, la inhibicion de la traduccion o por escision del mMRNA mediada por AGO2. Se
ha propuesto que varios sitios de union de gran afinidad entre miRNA y el mRNA blanco
son necesarios para la inhibicién de la traduccién. Es posible que miRISC identifique
blancos con complementariedad imperfecta y/o con poca afinidad, por lo que varios
complejos miRISC podrian unirse al mMRNA blanco en modo compensatorio y de esta
forma causar la inhibicion de la traduccién y degradacién del blanco'’.

La regulacion traduccional y el decaimiento del mRNA seguido por la eliminacion de la
cola poliadenilada son mecanismos directamente conectados por medio de la
interaccion de GW182 con la poly(A)-binding protein (PABP) vy algunas
desadenilasas'®. La eliminacion de la cola poliadenilada del mRNA es uno de los
mecanismos mas comunes por el cual se lleva a cabo la degradacion mediada por
miRISC"53-1%5, Aunadas al complejo miRISC, otras proteinas como PABP, complejos de
desadenilacion poly(A)-nuclease (PAN) 2 y 3 y CCR4-NOT transcription complex,
subunit 1 (CNOT1) son componentes cruciales de este mecanismo'®. Después, la
degradacién puede ser llevada a cabo por medio de decapping mRNA (DCP) 1b y 2 que
remueven la caperuza del extremo 5 del mMRNA, por la exonucleasa 5-3° XRN1 o por
las exonucleasas citoplasmaticas 3'-5'. Estas proteinas son reclutadas directamente por
PAN2-PAN3 y CNOT1 y su actividad es facilitada por la alta concentracién de estas
proteinas en los cuerpos de procesamiento (P-bodies)'’, los cuales en conjunto con
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los granulos de estrés son los principales sitios celulares de degradacion de mRNAs,
pues contienen la maquinaria necesaria para su degradacion'815, Posterior a la unién
de miRISC con el mRNA blanco, ambos son localizados a los P-bodies y/o a los

granulos de estrés donde seran degradados y/o almacenados60-162,
1.2.5 miRNAs extracelulares

Los miRNAs extracelulares son una nueva clase de mensajeros celulares que estan
presentes la mayoria de los fluidos corporales incluyendo sangre, orina, saliva, semen 'y
leche materna'8-1%6, Estos son exportados selectivamente y pueden regular post

transcripcionalmente la expresion de genes blanco en células receptoras67.168,

Los miRNAs extracelulares son estables aun después de haber sido expuestos a
condiciones severas como altas temperaturas, pH extremo y almacenamiento
prolongado®®. Son protegidos por diversos mecanismos, entre ellos el empacamiento
en vesiculas membranales (microvesiculas, exosomas y cuerpos apoptéticos), unién a
proteinas transportadoras y unién a lipoproteinas'®-'72, Interesantemente, se han
identificado proteinas del complejo miRISC (Dicer, AGO y TRBP) en exosomas y en

suero de pacientes con cancer de mama'”s.

La comunicacion intercelular mediada por miRNAs tiene tres procesos criticos. Primero,
los miRNAs deben ser empacados y selectivamente secretados por las células.
Segundo, deben estar protegidos de RNasas y ser transferidos a las células receptoras.
Y tercero, los miRNAs deben de mantener la capacidad de reconocimiento y regulacion
del mRNA blanco dentro de la célula receptora'. Aln no se conoce en su totalidad
como los miRNAs son selectivamente secretados. No obstante, algunos estudios han
identificado mecanismos dependientes de ceramidas y algunas proteinas como neutral
sphingomyelinase 2 (nSMase2) y nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23,
numatrin) (NPM1) que juegan un papel importante en la secrecion de microvesiculas
transportadoras de miRNAs'70.17%.176 . Ademas, Vickers y colaboradores identificaron a
scavenger receptor class B type | (SRBI) como una proteina clave en la internalizacion
de miRNAs y otros RNAs pequefios transportados por HDL a las células receptoras
(Figura 5).
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1.2.6 miRNAs extracelulares en enfermedades metabodlicas

Recientemente se han identificado diferentes perfiles de expresion de miRNAs

extracelulares en diversas enfermedades. En el caso de las enfermedades metabdlicas,

se han realizado un gran numero de estudios de perfiles de expresion de miRNAs

circulantes relacionados con diferentes fenotipos del SM, algunos de estos realizados

en humanos se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Algunos estudios del perfil de expresion de miRNAs extracelulares en

enfermedades metabdlicas

Fenotipo Tipo de Principales hallazgos Referencia
muestra
Hipertension Plasma miR-296-5p y let-7e T. No hay R
diferencia entre pacientes con
tratamiento antihipertensivo
Hipertension Plasma miR-505 7. Gen blanco validado 178
FGF 18, un factor proangiogénico
Hipertension Sangre total miR-21, miR-23b, miR-130a, miR-491, 17°
miR- 1246, miR-133b, miR-204 miR-
208b T de acuerdo a la severidad de la
enfermedad
Hipertension Plasma miR-150 {, posible predictor de 180
supervivencia
Diabetes tipo 2 Plasma miR-126 {, predictor de riesgo a 2 181
afnos
Diabetes tipo 2 Suero miR-101, miR-375, miR-802 1
Diabetes tipo 2 Exosomas de  miR-326 T, let-7a y let-7f . ADIPOR-2 82
plasmay es gen blanco validado de miR-326
PBMC
Diabetes tipo 2 Plasma miR-20b, miR-21, miR-24, miR-15a, 183
miR-126, miR-191, miR-197, miR-223,
miR-320, y miR-486 |, miR-28-3p 1.
Desregulacion de miR-15a, miR-29b,
miR126, miR-223 y miR-28-3p previa
al inicio de la enfermedad
Diabetes tipo 2/ Suero miR-138, miR-15b, miR-376a como 184
Obesidad posibles marcadores para el
diagnoéstico de DM en comparacion
con obesidad
Hiperlipidemia/ Sueroy miR-146a, miR-125a-5p, miR-10a, 185

hiperglicemia

lipoproteinas

miR-21 T en HL y /o HG, asociados
especificamente a lipoproteinas a. y B,
correlacién con lipidos aumentados,
PCR e IL-1b

Hiperlipidemia / Plasma mir-122, mir-370 T, Correlacién con 186
Enfermedad coronaria TC, TG, LDL y con severidad de EC
Hipertrigliceridemia Suero miR-24- 3p, miR-361-5p, miR-1246 y 187
miR-222-3p T, miR-181a-5p {,
Correlacion con TG, TC y glucosa en
ayuno
Obesidad Suero miR-122 T y factor de riesgo 188

independiente de resistencia a la
insulina
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Obesidad

Plasma

miR-140-5p y miR-142-3p y miR-222 T
y miR-532-5p, miR-125b, miR-130b,
miR-221, miR-15a, miR-423-5p, y miR-
520c¢-3p ¥. Cirugia bariatrica { miR-
140-5p, miR-142-3p, miR-16-1 y miR-
122 y 1-221 y miR-130b.

189

Obesidad en nifios

Plasma

miR-221 y miR-28-3p {. miR-486-5p,
miR-486-3p, miR-142-3p, miR-130b, y
miR-423-5p T. Correlacion con IMC,
porcentaje de grasa, cintura,
adiponectina, PCR vy lipidos
plasmaticos.

190

SM

Sangre total y
exosomas

Identificacion de firmas de expresion
de miRNAs en cada fenotipo del SM:
miR-197, miR-23a y miR-509-5p T en
dislipidemia. miR-130a y miR-195 T en
HTA. miR-27a y miR-320a T en DM2.

191

SM

Sangre total

miR-144-5p, miR-1207-5p, miR-484,
miR-625-3p, miR-1237-3p, miR-331-
3p, miR-129-1-3p, -129-2-3p, miR-
1288-3p correlacionan con diferentes
parametros metabdlicos

192

SM

Suero

let-7g y miR-221 T. Mayor correlacién
con parametros de SM en mujeres

193

1.2.7 Tecnologias para el estudio de miRNAs

Existen diversas tecnologias que pueden ser utilizadas para cuantificacion de la
expresion de miRNAs. Las mas utilizadas son Northern blot, PCR cuantitativa (QPCR),
microarreglos y secuenciacion de nueva generacion'¥4-'%, La eleccién de una depende
de los objetivos y los alcances propuestos por cada estudio. En la figura 6 se muestran

las caracteristicas de algunos métodos utilizados para la cuantificaciéon de miRNAs.

A continuacion, se hara una breve descripcion de los microarreglos de expresion y

gPCR, los cuales fueron utilizados en este estudio.
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Figura 6. Comparacion de métodos comunes para la cuantificacion de la expresion de
miRNAs. En especificidad, sensibilidad, throughput, cuantificacion absoluta/exactitud y
flexibilidad: +++ Muy alto, ++ Moderado, +/++ Moderado a bajo, + Bajo, +/- Bajo 0 no
aplica. En Identificaciéon de miRNAs nuevos: N No, Y Si. En analisis de datos: E Facil, M
Moderado, D Dificil 198,

1.2.7.1 Microarreglos de expresion

Los microarreglos son soportes soélidos en los cuales se encuentran inmovilizados
decenas de miles de genes de manera ordenada. Pueden ser laminillas de vidrio,
cuarzo, o de polimeros como silicén y nylon. EI DNA que es fijado en los microarreglos
puede ser impreso, depositado o sintetizado directamente sobre la superficie sdlida en
lugares especificos llamados spots o celdas de sondeo y generalmente, son
oligonucledtidos de 25 pares de bases por cada celda, que representan parte o todos
los genes identificados en un organismo'®°.

La tecnologia de los microarreglos permite el monitoreo cuantitativo y simultaneo de la
expresion de miles de genes. Se basan en la complementariedad de bases, adenina es
complementaria de timina y citosina es complementaria de guanina. Ultilizan

oligonucledtidos que se hibridan con sus cadenas complementarias provenientes de las
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muestras de estudio. La cantidad de hibridacién es determinada debido a que cada
copia de RNA es marcado con material fluorescente, cuanto mas intensa sea la senal,
mas copias del RNA han sido hibridadas a las sondas del microarreglo?®.

Existen diversos tipos de microarreglos para cuantificar la expresion de miRNAs, cada
uno tiene diferentes caracteristicas y limitaciones que deben ser tomadas en cuenta

para la eleccion de uno'%.

GeneChip miRNA 3.0

El microarreglo de expresion GeneChip miRNA 3.0 de la plataforma Affymetrix hace
cobertura total de las bases de datos miRBase versién 17 y snoRNAbase version 3.
Este microarreglo evalua:
e 153 organismos (19,724 sondas)
e De los cuales 5,639 son sondas para humano:
o 1733 miRNA
o 1658 pre-miRNA
o 1674 small nucleolar RNA (snoRNA)
= 347 C/D Box
= 163 H/ACA Box
o 32 small cajal body-specific RNA (scaRNA)
o 10 ribosomal RNA (rRNA) 5.8s

Estos microarreglos de expresion, al igual que los demas, se basan en la hibridacion del
RNA proveniente de la muestra previamente marcado con el oligonucleétido de
aproximadamente 25 nt fijo en la superficie del microarreglo. El proceso inicia con la
poliadenilacion de los miRNAs su el extremo 3’, seguido de ligacion de una molécula
sefal biotinilada (dendrimero 3DNA). Posteriormente, los miRNAs marcados con biotina
son hibridados a la superficie de los microarreglos y la fluorescencia es detectada por

medio de estreptavidina-ficoeritrina2°'.202 (Figura 7).
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Los son
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del microarreglo y la deteccion se
realiza por medio de estreptavidina-

ficoeritina20?,

El analisis de expresion de miRNAs por qPCR puede ser realizado con marcaje de

Tagman o SYBR Green. En ambos casos, la reaccion en tiempo real inicia con la

transcripcion reversa de RNA a DNA complementario (CDNA)?203.204,

La transcripcion reversa del sistema de Tagman utiliza cebadores especificos con

estructura de tallo y bucle complementarios a la secuencia del extremo 3’ del miRNA, el

bucle contiene una secuencia universal para unién al cebador. Este tipo de cebadores

disminuyen la hibridacion con los pri y pre-miRNAs, por lo tanto, incrementan la

especificidad del ensayo.

Posteriormente, el cDNA formado servira de templado para la cuantificacion por gPCR

en tiempo real que es llevada a cabo con una sonda Tagman especifica?°®2% (Figura 8).
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5
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y horquilla de Tagman?s.

Synthesis of first cDNA strand

Las sondas especificas tienen un reportero (FAM) unido al extremo 5’, un ligando de
union al surco menor (MGB) y un inhibidor (quencher) no fluorescente unidos al extremo
3. Durante la reaccion, el MGB se alinea especificamente a la secuencia
complementaria entre los cebadores sentido y antisentido. Cuando la sonda esta
intacta, la proximidad del reportero con el inhibidor suprime la fluorescencia. La
actividad de la DNA polimerasa degrada la sonda entre el reportero y el inhibidor solo si
la sonda ha hibridado con secuencia diana. De esta manera, la fluorescencia aumenta a
medida que progresa la amplificacion y la acumulacién del producto de PCR se detecta

monitorizando el incremento de la fluorescencia (Figura 9).
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Figura 9. gPCR de miRNAs utilizando sondas especificas de Tagman?2%,

El sistema en SYBR Green utiliza un cebador universal y una poli(A) polimerasa que
poliadenila en el extremo 3’ a todos los RNAs presentes en la muestra. Después, el
cebador que consiste de un oligo(dT) con una secuencia universal en su extremo 5’ es
utilizado para llevar a cabo la transcripcion reversa. Este abordaje es muy util y

ampliamente utilizado cuando se quiere medir la expresion de numerosos miRNAs y la
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muestra es limitada. Sin embargo, una de las desventajas de esta tecnologia es la falta
de especificidad para miRNAs maduros, ya que todas las especies de RNA (pre-
miRNAs, ncRNAs, mRNAs y otros) presentes en la muestra son transcritas a cDNA2%7,
Se debe utilizar un sistema de seleccion para transcribir solo los miRNAs y evitar la
poliadenilacion de las deméas especies de RNA. Después, en la qPCR se utilizan

cebadores especificos para la secuencia universal y el miRNA de interés2°® (Figura 10).

55— 3' miRNA
§' ————— AAAA(A), 3" Polyadenylation
S TTTTGIIITIT, A48 3
N VTTTTT )
OligodT primer

with universal tag

2, AAAA(A), 3"
3'mrm/TTTT(T_) 5' cDNA
A 15t PCR cycle

miScript Primer Assay

.

miScript Primer Assay
(forward primer)

3 I J‘IW” 5 Subsequent
St Qo 3 PCR cycles

miScript Universal Primer
(reverse primer)

Figura 10. Transcripcion reversa de miRNAs utilizando el sistema de SYBR Green. Los
miRNAs son poliadenilados y unidos a un cebador universal. La gPCR es utiliza un
cebador especifico para el miRNA en direccién sentido y un cebador especifico para el

cebador universal para direccion antisentido.

Otra opcion del sistema SYBR Green es el uso de cebadores especificos unidos a
acidos nucleicos bloqueados (LNA) para mejorar la especificidad del ensayo. Estos
poseen un puente que conecta al 2°-O con el 4-C de la ribosa del nucleétido que
estabiliza la conformacion de la ribosa y por lo tanto aumenta la afinidad de hibridacion
de los oligonucleétidos que contienen bases de LNA2%° (Figura 11).

En ambos casos, la cuantificacion es llevada a cabo en base a la fluorescencia dada por

a asociacion del SYBR Green con la doble cadena de RNA.
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2. JUSTIFICACION

En 1993 la prevalencia de SM en adultos mexicanos era de 26.6%?2'°. La Encuesta
nacional de salud y nutricion (ENSANUT) 2006 reportd un aumento en la prevalencia a
36.8%""% y la ultima ENSANUT 2012 reportd una prevalencia de 45%2''. Mas aun, 11.2
millones de adultos presentan obesidad central, 9.1 millones tienen ftriglicéridos
elevados y 25.8 millones presentan niveles disminuidos de HDL''®. Aun en adultos
jovenes la prevalencia del SM alcanza el 13.4% y 71% presentan algun parametro
alterado.?'> Ademas, se ha reportado que la incidencia de enfermedades metabdlicas
aumenta con la edad y es mas prevalente en mujeres?'s. Esto representa un gran
problema de salud publica en nuestro pais. El gran porcentaje de adultos afectados por
dislipidemias y el SM se explica en parte a la interaccion genética y ambiental?'4. Entre
los mecanismos que pueden estar involucrados se propone la posible actividad de los
microRNAs en el desarrollo del SM. Debido a su facil accesibilidad, los miRNAs
circulantes tienen un amplio potencial para la identificacion de biomarcadores, firmas de
expresion y blancos terapéuticos para enfermedades metabdlicas, entre ellas en SM.
No obstante, la informacion existente es insuficiente. Los mecanismos de secrecion,
transporte y actividad de los miRNAs circulantes en SM no se conocen con claridad y
existe gran variabilidad del perfil de los miRNAs circulantes de acuerdo a los fenotipos
del SM y de acuerdo al tipo de muestra utilizada. Por lo tanto, es necesario caracterizar
el perfil de expresion de miRNAs circulantes en el SM para esclarecer los mecanismos y
funciones de estos, especialmente en nuestra poblacién, ya que, a la fecha, no existe

ningun estudio realizado.

3. HIPOTESIS

El perfil de expresion de miRNAs plasmaticos se encuentra alterado en personas con
SM comparados con personas sanas. Estos miRNAs diferencialmente expresados
participan en la regulacion del metabolismo de lipidos y glucosa.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el perfil de expresion de miRNAs circulantes de personas sanas en

comparacion con individuos con SM pareados por edad y sexo.

4.2 Especificos

e Analizar la expresion diferencial de miRNAs circulantes por medio de
microarreglos de expresion entre personas afectadas y no afectadas.

e Validar los resultados de los microarreglos de expresion por medio de qPCR en
una muestra independiente.

e Analizar los genes blanco predichos y validados experimentalmente de los
miRNAs diferencialmente expresados.

¢ Analizar la asociacion de miRNAs diferencialmente expresados con fenotipos del
SM.

5. METODOLOGIA

5.1 Caracteristicas del estudio

Se llevo a cabo un estudio transversal, comparativo y anidado. La muestra se determiné
por conveniencia y fue constituida por pacientes de dos estudios revisados y aprobados
por el INMEGEN. Es importante mencionar que solo fueron seleccionadas mujeres
debido a la mayor prevalencia de SM en esta poblacion.

Este estudio fue dividido en dos grupos: el grupo de descubrimiento se refiere al analisis
de expresion realizado con los microarreglos (n=20), y el grupo de validacion se refiere
al analisis de expresion de la validacion de los resultados por qPCR (n=29). Las
participantes del grupo de descubrimiento fueron pareadas por edad e IMC con la

finalidad de disminuir la variabilidad de los datos. En ambas muestras se utilizaron los
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mismos criterios de seleccion. Sin embargo, los rangos de edad son mas amplios en la

muestra de validacion.

5.2 Criterios de seleccion

5.2.1 Criterios de inclusién

¢ Firma de consentimiento informado.
e Mujeres
e Al menos 3 criterios para SM de acuerdo a las guias ATP Il
e Circunferencia abdominal > 90cm.
o Triglicéridos > 150 mg/dL.
e Colesterol ligado a HDL < 40 mg/dL.
e Presion arterial.
o Presion sistélica > 130 mmHg

o Presion diastolica > 85 mmHg.

Glucosa en ayuno >110 mg/dL.

5.2.2 Criterios de exclusion

¢ Consumo de medicamentos o suplementos.
o Bajo tratamientos dietéticos.

e Cualquier otra comorbilidad que pueda afectar las mediciones.

5.2.3 Criterios de eliminacioén

e Datos incompletos.

¢ Muestra de RNA de baja calidad y concentracion.
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5.3 Variables analizadas

Se realizé una historia clinica completa y se tomaron las siguientes variables:
o Variables antropométricas:
= Peso, talla, circunferencia de cintura, presién arterial.
Se tomd muestra sanguinea por puncion venosa para las siguientes determinaciones:
e Variables bioquimicas:
= Colesterol total, colesterol HDL, TG y glucosa en ayuno.
o Extraccién de RNA total que fue utilizada para evaluar la expresion de miRNAs
por medio de microarreglos de expresion GeneChip miRNA 3.0 array

(Affimetryx) y gPCR de miRNAs especificos.

5.4 Obtencion del perfil de expresion diferencial de miRNAs circulantes en SM

Para llevar a cabo el perfil de expresién de miRNAs se emplearon 49 muestras de
plasma, de las cuales 20 muestras (10 casos y 10 controles) fueron utilizadas para
realizar los microarreglos de expresion y 29 muestras (13 casos y 16 controles) fueron

utilizadas para la validacion de los resultados por gPCR.

5.4.1 Separacion de plasma.

Se utilizaron tubos con anticoagulante EDTA para tomar la muestra sanguinea de
sangre periférica por puncion venosa. Los tubos fueron centrifugados a 3500rpm por 15
min a temperatura ambiente. Se separ6 el plasma y se hicieron alicuotas en tubos
eppendorf de 1.5 ml o crioviales de 2ml, y fueron almacenados a -80°C hasta su

procesamiento.

5.4.2 Extraccion de RNA total

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de 1ml de plasma. Se descongel6 la
muestra y se dividido en dos alicuotas de 500ul cada una. Se agregd 1.5ml de TRIzol
Reagent. Se agregaron 50 fmol/5ul del miRNA sintético cel-miR-39 solo a las muestras
que fueron utilizadas para la validacion por gqPCR. Se mezclé por vortex y se incubé 5

min sobre hielo. Se afadieron 250yl de cloroformo y se mezclo por vortex por 15 seg,
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se incubd 5 min sobre hielo y se centrifugd por 15 min a 12,000 rpm y 4°C.
Posteriormente, se transfirid la fase acuosa superior a un tubo eppendorf de 1.5ml
nuevo y se afadié volumen proporcional de isopropanol frio. Se dejé precipitar a 4°C
toda la noche. Se centrifugd a 12, 000 rpm y 4°C por 40 min, se decanté el
sobrenadante y se agregaron 500 pl de etanol al 80% frio. Nuevamente se centrifugd a
12, 000 rpm por 20 min y 4°C, se decanto el sobrenadante y se agregaron 500 pl de
etanol al 100% frio. Se retir6 el sobrenadante con una pipeta y se dejé secar el tubo por
no mas de 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendié el RNA en 10pl
de agua libre de RNasas. Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su

utilizacion.

5.4.3 Protocolo para microarreglos de expresion

Los microarreglos de expresion fueron procesados en la Unidad de Genotipificacion y
Analisis de Expresion del INMEGEN.

Las muestras fueron procesadas con el kit FlashFatg Biotin HSR RNA labeling
(Affymetrix) y el kit Hybridization, Wash and Stain (Affymetrix). La cantidad inicial de

RNA total puede ser de 130ng a 400ng en un volumen maximo de 8pl.

Poliadenilacion

Se ajusto el volumen a 8ul y se agregaron 2ul de RNA Spike Control Oligos, se diluyo el

ATP mix 1:500 en 1mM de Tris-HCI pH 8.0. Se preparé la mezcla para la reaccion de

acuerdo a la tabla 9 para dar un volumen total de 5pl

Tabla 9. Reactivos para poliadenilacion de miRNAs

Componente Volumen
10x Buffer 1.5ul
25mM MnCl; 1.5 ul
Mix ATP diluido Tul
Enzima PAP 1 ul

Posteriormente se afiadieron 5ul de la mezcla al RNA/Spike Control Oligos para dar un

volumen de 15ul, se mezcld brevemente y se incubé a 37°C por 15 min.
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Ligacion del FlashTag

Se agregaron 4ul del mix para ligacion FlashTag Biotin HSR y 2ul de la ligasa T4 DNA,
se mezclé brevemente, y se incubd a 25°C por 30 min. La reaccion se detuvo por la

adicién de 2.5yl de la solucion Stop, y se mezcld brevemente.

Hibridacién de la muestra

La hibridacion se realizd con el kit Hybridization, Wash and Stain (Affymetrix). Se
preparo la mezcla para la hibridacién de acuerdo a la tabla 10 para dar un volumen total
de 132ul.

Tabla 10. Reactivos para la hibridacion.

Componente Volumen
Muestra biotinilada 21.5ul

2x Mix de hibridacion 66ul
27.5% Formamida deionizada  19.2ul
DMSO 12.8ul
20x Controles Eukaryotic Hyb 6.6l
Oligo B2 2.2ul
Agua libre de nucleasas 3.7ul

Se calento la mezcla a 99°C por 5 min y se transfirié la mezcla al Horno de Hibridacion
640 donde se incubé a 48°C por 5 min. Posteriormente, se transfirio la mezcla al

arreglo, y se dejaron hibridando a 48°C por 16 horas a 60rpm.

Lavado v tincién

Después de las 16 horas de hibridacién, los microarreglos se sacaron del horno, se
llenaron con el buffer Array Holding, y se dejaron equilibrar a temperatura ambiente. Se
hicieron alicuotas de los reactivos de lavado y tincién, y se colocaron en la estacion
Fluidics Station. El lavado y tincién se realizd de acuerdo al protocolo Fluidics Station
450 (Tabla 11).
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Tabla 11. Protocolo Fluidics Station 450.

Proceso Fluidics Station 450

Lavado Positivo #1 10 ciclos de 2 mezclas con buffer de
lavado A a 30°C

Lavado Positivo #2 6 ciclos de 15 mezclas con buffer de
lavado B a 50°C

Tincion 1 Tincion por 5 min con coctel de tincion 1
a 35°C

Lavado de tincién positiva 10 ciclos de 4 mezclas con buffer de
lavado A a 30°C

Tincién 2 Tincién por 5 min con coctel de tincion 2
a 35°C

Tincion 3 Tincion por 5 min con coctel de tincion 1
a 35°C

Lavado final 15 ciclos de 4 mezclas con buffer de
lavado A a 30°C

Buffer Array Holding Llenar el microarreglo

Escaneo

El escaneo de los microarreglos se realizd con el instrumento Affymetrix GeneChip

Command Console.

5.4.4 Transcripcion reversa

La sintesis de cDNA se realizé con el kit Tagman microRNA Reverse Transcription
(Applied Biosystems). Este kit utiliza cebadores especificos para cada miRNA, por lo
que se hicieron reacciones individuales para cada uno. Los componentes de kit fueron
mezclados en un volumen de 10ul (Tabla 12), y se agregaron 5ul de RNA total diluidos
en agua libre de RNasas, para dar un total de 15ul por reaccion. Los tubos se
centrifugaron brevemente, y se colocaron en el termociclador. El programa que se utilizé

se muestra en la tabla 13. Posteriormente, los tubos fueron almacenados a -20°C.
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Tabla 12. Reactivos para transcripcion reversa

Componente Volumen

100mM dNTPs (con ddTTP) 0.15ul

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

10 X Reverse Transcription Buffer 1.5 pl

Inhibidor de RNasa 0.2 pl
Agua libre de RNasa 4.15 pl
5X RT primer 3 ul

Tabla 13. Programa de transcripcion reversa

Paso Tiempo Temperatura
Hold 30 min 16°C

Hold 30 min 42°C

Hold 5 min 85°C

Hold oc 4°C

5.4.5 gPCR

La gPCR se realiz6 con Maxima Probe qPCR Master Mix (Thermo Fischer) y sondas
Tagman especificas para cada miRNA, y se realizé en el instrumento QuantStudio 6
(Applied Biosystems). Se mezclaron los reactivos en un volumen total de 10ul por

reaccion (Tabla 14), y se utilizo el programa de acuerdo a la tabla 15.

Tabla 14. Reactivos para g°PCR de miRNAs

Componente Volumen

Maxima Probe/ROX gqPCR Master Mix  5ul

20x TagMan Gene Expression Assay 0.5 pl
Mix

cDNA 4.5l

Tabla 15. Programa para qPCR

Opcional Activacion de enzima PCR
Paso HOLD HOLD 40 ciclos
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60°C
Tiempo 2 min 10 min 15 seg 60 seg
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5.5 Plan de analisis

5.5.1 Analisis estadistico de las variables bioquimicas

La normalidad de las variables bioquimicas fue evaluada por graficos de normalidad,
histogramas, graficos de cajas y bigotes y por la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.
Las variables bioquimicas que no cumplieron con los criterios de normalidad fueron
transformadas con logaritmo base 2 y la normalidad fue evaluada nuevamente. Si aun
no se cumplian los criterios de normalidad, se utilizaron pruebas no paramétricas como
Mann-Whiney-Wilcoxon y Spearman.

Cuando los criterios de normalidad fueron cumplidos, se utilizé la prueba t con ajuste de
Welch para la diferencia estadistica entre casos y controles de las variables bioquimicas
y la expresion relativa de miRNAs por gPCR y la correlacion de Pearson para evaluar la
asociacion entre los parametros bioquimicos y la expresion relativa de miRNAs.

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con los softwares GraphPad 6 Prism y

R version 3.3.1.

5.5.2 Analisis de datos de microarreglos de expresion

Los datos de los microarreglos fueron analizados en el ambiente R/Bioconductor con los
paquetes Affy?'®, Oligo?'®, pd.mirna.3.02'” y LIMMA (Linear Models for Microarray
Analysis)?16:218,

Primeramente, se realizd una evaluacion de calidad de los microarreglos por medio de
graficos de cajas y bigotes e histogramas. Después, se utilizd el algoritmo Robust
Multiarray Average (RMA) para el pre procesamiento de los datos. RMA usa un modelo
a nivel de sonda para realizar ajuste de ruido de fondo, normaliza los datos por medio
de cuantiles e integra todas las sondas correspondientes a un gen en un solo valor?'%-
221 Posteriormente, el paquete LIMMA se utilizé6 para ajustar los datos a un modelo
lineal generalizado, y para la comparacion estadistica entre los grupos por medio del
método de Bayes???. La comparacion de los grupos se hizo tomando como referencia al

grupo control.

44



5.5.3 Busqueda de genes blanco

La busqueda de los genes blanco validados experimentalmente y predichos se realizé
s6lo en los sitios de union 3'UTR y se utilizaron dos bases de datos diferentes:

TargetScan y miRWalk.

Genes blanco validados experimentalmente

El modulo de genes validados de miRWalk fue utilizado para esta busqueda. Este
modulo documenta las interacciones miRNA-gen blanco verificadas experimentalmente
por medio de la busqueda y minaje de datos automatizados en PubMed y busqueda en
las bases de datos miRTarBase, PhenomiR 2.0, miR2Disease y HMDD. Hasta ahora

incluye 13, 650 publicaciones de interacciones miRNA-gen blanco validadas??3.

Genes blanco predichos

TargetScan y TargetScan Custom predicen los blancos biologicos de miRNAs y otros
RNAs pequefios por medio de la busqueda de sitios 8mer (nucledtidos 2-8 seguido de
un nucledtido de adenina), 7mer-m8 (nucledtidos 2-8), 7mer-A1 (nucledtidos 2-7,
seguido de una adenina) y 6mer (nucledtidos 2-7) que coinciden con la secuencia
semilla del miRNA224.225,

Por otro lado, miRWalk conjunta y compara la informacion de los sitios de union en
genes blanco predichos de 12 diferentes bases de datos, DIANA-microT, DIANA-
microT-CDS, miRanda, mirBridge, miRDB, miRmap, miRNAMap, doRiNA (PicTar2),
PITA, RNA22, RNAhybrid y TargetScan. La eleccion de las bases de datos se puede
personalizar y utilizar hasta 5 bases diferentes. En este estudio se seleccionaron las
bases miRWalk, DIANA-microT-CDS, PicTar2, miRDB y TargetScan debido a que

estas bases de datos son actualizadas constantemente y son ampliamente utilizadas??3.

5.6 Analisis de enriquecimiento de miRNAs asociados a rutas metabdlicas

El analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas se realizé con las bases de datos

DIANA-miRPath??® y Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
(DAVID)?.
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DIANA-miRPath utiliza blancos predichos por DIANAmicroT-CDS para construir rutas
metabdlicas tomando como referencia la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes Pathways (KEGG Pathways). También puede hacer la busqueda de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en sitios de uniéon de miRNAs226.228.229,

La busqueda de rutas metabdlicas en DAVID se realizé con la lista de genes blanco
predichos por al menos 4 bases de datos de miRWalk. Por medio de DAVID se eligieron
3 bases de datos para el analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas, estas bases
fueron KEGG, Protein Analysis THrough Evolutionary Relationships (PANTHER) y
REACTOME?30-232,

5.7 Andlisis de expresion de miRNAs por gPCR

El método 2-44¢t233.234 fye utilizado para el andlisis de expresion relativa por gPCR de

acuerdo a la siguiente férmula:

2-44Ct = SM(Ct miRNA - Ct cel-miR-39) — Control(Ct miRNA - Ct cel-miR-39)

Se utilizé como calibrador el miRNA sintético exdégeno cel-miR-39 (Applied Biosystems),
este fue agregado a las muestras después de paso de desnaturalizacion con el reactivo
TRIzol durante la extraccién de RNA. Se agregd un total de 50 fmol diluidos en 5ul.

La adicion de un miRNA sintético exdgeno a la muestra permite el monitoreo de la
eficiencia tanto de la extraccion de RNA como de la gPCR. Cel-miR-39 (5'-
UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG -3’) no tiene secuencias homologas en el humano,
por lo que es utilizado ampliamente en estudios de expresion de miRNAs como
calibrador debido a que hasta ahora no se ha identificado un miRNA que pueda ser
utilizado como calibrador, especialmente cuando se trata de muestras como plasma.
También se ha demostrado que la adicién de un miRNA sintético exégeno no se ve

afectado por hemolisis de la muestra98.2°,

Posteriormente, se realizo la prueba T para la diferencia estadistica utilizando los datos

normalizados.
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6. RESULTADOS

6.1 Muestras de estudio

6.1.1 Grupo de descubrimiento

Se seleccionaron 10 mujeres con diagnéstico de SM y 10 mujeres sin enfermedad
diagnosticada pareadas por edad. Las muestras de plasma se utilizaron para la
determinacion de parametros bioquimicos y extraccion de RNA el cual fue usado para
realizar los microarreglos de expresion. Dos casos con SM fueron eliminados debido a
baja calidad en los microarreglos.

En la tabla 16 se muestran las caracteristicas de la muestra y la diferencia estadistica.
Se encontraron diferencias significativas entre los casos y los controles en el peso, IMC,
presion arterial sistdlica y diastodlica, circunferencia de cintura, HDL y TG por medio de

la prueba T.

Tabla 16. Caracteristicas de la poblacién. Grupo de descubrimiento.

Media Control  Media Caso (D.E.)

Parametro (D.E.) n=10 n=8

Edad (afos) 38.8 (2.09) 40.25 (3.01) 0.27
Presion arterial sistélica (mmHg) 106 (12.42) 124.5 (15.82) 0.017
Presion arterial diastélica (mmHg) 68 (6.28) 83.87 (10.34) 0.002
Peso (kg) 57.97 (7.49) 82.3 (10.71) 0.0001
IMC (kg/m?) 25.14 (2.74) 35.25 (2.81) 1.51E-06
Circunferencia de cintura (cm) 81.7 (3.34) 102.37 (4.30) 4.93E-08
Colesterol HDL (mg/dL) 47.24 (8.60) 38.37 (5.97) 0.02
Triglicéridos (mg/dL) 93.16 (23.33) 217.75 (71.64) 0.001
Glucosa (mg/dL) 88.02 (11.7) 91 (10.5) 0.577

6.1.2 Grupo de validacion

Para la validacion de los resultados del grupo de descubrimiento se seleccionaron 13
mujeres con diagnéstico de SM y 16 mujeres sin diagnostico de enfermedad. Al igual
que en el grupo de validacion, las muestras de plasma fueron utilizadas para la
determinacion de parametros bioquimicos y extraccion de RNA que en este caso fue

utilizado para validacion de resultados por gPCR.
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Los pacientes y controles de esta muestra fueron elegidos con caracteristicas similares
a la muestra de descubrimiento y se encontraron diferencias significativas en todas las

variables analizadas (Tabla 17).

Tabla 17. Caracteristicas de la poblacion. Grupo de validacion.

Media Control Media Caso

Parametro (DE) n=16 (DE) n=13 P
Edad (anos) 26.81(9.95) 45.92(15.05) 1.27E-07
Presion arterial sistélica (mmHg)  106(13.03) 123.76(14.21) 6.86E-13
Presion arterial diastolica (mmHg) 69.68(10.51) 76.84(12.68) 4.95E-11
Peso (kg) 55.27(8.37) 67.95(11.73) 8.47E-11
IMC (kg/m)* 21.86(1.12) 30.72(1.16) 1.02E-17
Circunferencia de cintura (cm)* 73.71(1.08) 95.99(1.07) 7.00E-23
Colesterol HDL (mg/dL) 56.34(10.15) 33(4.7) 8.95E-12
Triglicéridos (mg/dL)** 65.38 (1.28) 257.06(1.36) 1.32E-16
Glucosa (mg/dL) 88.25 (8.84) 93.23(8.62) 5.24E-14
Colesterol Total (mg/dL) 88.22(8.84) 194.84(28.88) 1.40E-11

*Datos transformados con logaritmo base 2

**Prueba Mann-Whitney-Wilcoxon

6.2 Analisis de microarreglos de expresion

6.2.1 Control de calidad y pre-procesamiento de los datos de microarreglos

La calidad de los microarreglos se evaluo por medio de histogramas y graficos de cajas
y bigotes (Figura 12 y 13). Dos muestras fueron eliminadas debido a baja calidad en los

datos de los microarreglos, por lo que en los graficos se muestran 18 muestras totales,

los cuales representan 8 casos y 10 controles.
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Figura 12. Histograma de datos crudos
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Figura 13. Grafico de cajas y bigotes de datos crudos
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Sin embargo, en este tipo de estudios es necesario realizar un pre procesamiento de los
datos incluyendo normalizacion, correccién del ruido de fondo e integracion de todas las
sondas de un mismo gen a un solo valor de intensidad. Este pre procesamiento se
realizo con el algoritmo RMA (Figura 14 y 15).
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Figura 14. Histograma de datos procesados con el algoritmo RMA
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Figura 15. Grafico de cajas y bigotes de datos procesados con el algoritmo RMA
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6.2.2 Analisis de expresion diferencial

Una vez pre procesados los datos, se realizd el andlisis de expresion diferencial
utilizando el paquete LIMMA. Tomando como significativa p<0.01, razén de cambio >1.2
y estadistico B>-2 se encontraron 67 RNAs diferencialmente expresados de los cuales
28 son snoRNAs C/D Box (42%), 21 son miRNAs maduros (31%), 15 son pre-miRNAs
(22%) y 3 son snoRNAs H/ACA Box (4%) (Figura 16 y 17, Apéndice ).

Figura 16. Grafico de pastel representando distribucion de los tipos de RNAs pequerios
diferencialmente expresados

snoRNA C/D Box 42%

snoRNA H/ACA Box 4%

miRNA 31%

pre-miRNA 22%
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Figura 17. Mapa de calor de los RNAs diferencialmente expresados
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Debido a que los objetivos de este estudio se refieren a la expresion de miRNAs, nos
enfocaremos solo en estos. En la tabla 18 se muestran los estadisticos de los miRNAs
diferencialmente expresados.
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Tabla 18. miRNAs diferencialmente expresados.

Regulacién miRNA p B Razén de cambio
hsa-miR-455-3p 0.0013 -0.9177 2.811
hsa-miR-1263 0.0004 0.0694 1.8775
hsa-miR-1272 0.0003 0.3427 2.3069
hsa-miR-202-3p 0.0004 0.0707 1.6556
hsa-miR-3148 0.0019 -1.2685 1.3883
hsa-miR-324-5p 0.0001 1.0276 1.3753
hsa-miR-383 0.0039 -1.8462 1.2237
hsa-miR-3921 0.0037 -1.7927 1.6422
hsa-miR-493-3p 0.0022 -1.3795 1.2178
hsa-miR-548a-3p 0.0021 -1.3386 2.7863
hsa-miR-548ae 4.01E-05 1.8744 2.5531
hsa-miR-548h 0.0011 -0.7947 1.3524
hsa-miR-548x 0.0009 -0.6573 2.0188
hsa-miR-1260 0.0025 -1.4828 1.6594
hsa-miR-188-3p 0.0002 0.4879 1.284
hsa-miR-1973 0.0006 -0.3356 1.2211
hsa-miR-2116 0.0044 -1.9306 1.3575
hsa-miR-4478 0.0006 -0.2905 1.2147
hsa-miR-4514 0.0028 -1.5549 1.3252
hsa-miR-4687-5p  0.0001 0.8506 1.5051
hsa-miR-650 0.0014 -1.0259 1.2254

6.3 Genes blanco validados

La busqueda de genes blanco validados experimentalmente de los 21 miRNAs se
realizé6 en miRWalk. Esta busqueda dio como resultado 369 genes blanco validados, sin
embargo, estos genes solo corresponden a hsa-miR-1260, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-
324-5p, hsa-miR-383, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-548a, hsa-miR-548h y hsa-miR-650.
En la tabla 19 se muestran los genes blanco validados relacionados con el metabolismo
y el SM, cabe mencionar que aun no se han validados genes blanco de hsa-miR-1260,

hsa-miR-548a y hsa-miR-548h que estén relacionados con el metabolismo y SM.
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Tabla 19. Genes blanco validados experimentalmente

Regulacién miRNA Gen blanco

ALDOA, APOF, ARNT, SCARB1, CDS1,
hsa-miR-324-5p MYO1C, SCD, TCF7L2, DYRK1B,
l MAPKAPK2, COX5A, ELOVL5, STXBP4

hsa-miR-383 IGF1R, IRF1, VEGFA, PRDX3

SCD, ELOVL1, LRP11,RUNX1T1,
NECDIN, HIF1AN

hsa-miR-455-3p

6.4 Genes blanco predichos

La busqueda de los genes blanco de los miRNAs diferencialmente expresados se
realizé por medio de los programas TargetScan, TargetScan Custom y miRWalk. Este
analisis dio como resultado un gran numero de genes blanco (>3,000), por lo que en la
tabla 20 s6lo se muestran los genes blanco predichos relevantes en las enfermedades

metabdlicas.
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Tabla 20. Genes blanco predichos

Regulacion

miRNA

Gen blanco

hsa-miR-455-3p

ACADS, ADIPOR1, ABCB1, GPAM, HIF1AN, FABP4, LRP6, PLCB2, SUCLA2,
VEGFC

hsa-miR-1263

ABCC1, EBF2, EFNAS, IL1A, KDR, LEPR, NFAT5, PIK3CB, RPS6KA3, RBL2

hsa-miR-1272

LRAT

hsa-miR-202-3p

ADIPOR2, ACSL3, CREBH1, ESR1, FAR1, LOX, MARCH6, PANK3, WISP1

hsa-miR-3148

ABCD3, ACADM, ACADSB, ACLY, ACOX1, ACSL1, ACSL4, ACSL6, ADIPOQ, AKT2,
CAMKK?2, CASP2, CREB1, CSRNP2, ELOVL7, FOXO1, G6PC2, GPD1, IL16, IL6ST,
INSIG2, IRF4, JAK2, LOX, LPCAT1, LPCAT2, LRAT, MARCH6, NRROS, PANK1,
PTPN11, PRKAB2, PPARGC1A, PPARGC1B, PCSK1, SPTLC2, STAT1, TGFB2

hsa-miR-324-5p

FAXDC2, CPT1A, MGAT3

hsa-miR-383 ADIPOR2, CLEC16A, GLS, IL17RD, IL1RL1, INSIG2, PANK1, PCSK2, SCD, WNT2
ACACA, ADIPOQ, PIK3CB, G6PC2, PRKAB2, MAPK1, SLC2A2, CACNA1E, FIGF,
hsa-miR-3921 RICTOR, HIF1A, EIF4E2, PRKAB2, CAMK2A, LBP, ABCD3, CCR5, DHCR24,

LDLRAD4, MAPK1, MARCH6, NPR3, TXNIP, VCAM1

hsa-miR-493-3p

ABCD2, CCR5, CREB1, DGKD, EBF2, FOXO1, HMGCR, HMGCSH, IL1A, IL8, LRPS,
LRP12, LDLRAD4, LDLR, LRP12, LRP6, MAPK3K1, MAPK1, NPR3, PDPK1,
TNFSF11, TNFAIP6, VAMP2, WNT5A

hsa-miR-548a-3p

EBF2, FAR1, FTO, HMG20A, HMGCSH1, IL2RA, ILDR1, LPPR1, MAFB, MAPK1,
PCSK1, PNPLA4, PPARA, SQLE, VASP

hsa-miR-548ae

ACACB, ACSL3, ACSL6, ACOT2, AKT3, CALM1, CBLB, CRKL, CREB1, CROT,
DGKE, EIF4E, ELOVL4, FOXO1, G6PC, GSK3B, GRB2, IGFBP3, IL22RA2, IL33,
IL6R, INSR, IRS2, JAK2, KRAS, LRP6, LEPR, MAPK8, MKNK2, NRAS, NCORT,
PANKS3, PANK1, PRKAA2, PIK3CA, PIK3CB, PRKCI, PPARG, PPP1CC, PRKAR2A,
PRKAA1, PRKAR1A, PPARGC1A, PPARGC1B, PPP1R3A, PPP1R3B, PRKAR2B,
PANFIRS2, TNFRSF1A, SOCS3, SOD2, SQLE, TXNIP, VASP

ABCB11, ACADM, ACOX1, CREB1, FABP3, GPD2, IL6ST, IRF2BP2, JAZF1, L22RA2,

hsa-miR-548h | pE1B “MYLIP, NFKB1, PPARA, PPARG, STAT1, STEAP4, VLDLR
ABCA5, ACADSB, ACSL3, ACVR1C, AGK, CARTPT, CREB1, CROT, EBF2, ELOVL4,
hsa-miR-548x  ESR1, GLUL, IRS2, IL6R, IL8, IRF4, LRP6, IGFBP1, IL22RA2, IL6R, IL8, IRF4,
LDLRAD4, LPCAT2, LRP6, PPARGC1B, SCD, SOAT1, SPTLC3, SQLE, VASP
hsa-miR-1260  ADIPOR2, CSRNP2, GLP1R, IL11, PGMS5, SCD

hsa-miR-188-3p

AADAC, ABCB1, ADIPOR2, ALG10, ANGPTL3, ABCG4, CREB1, DHCR24, ELOVLA4,
FABP4, GPX4, IL17RD, IRS2, IGFBP4, LPPR4, MLXIP, PLCXD3, STAT1, SCD, VASP

hsa-miR-1973
. ABHD5, ACVR1C, ADIPOR2, EBF2, IGF1R, ILDR2, LPCAT2, LEPROT, PLD6, PPT1,
hsa-miR-2116
SGPP1
h iR-4478 CCR5, CERS®6, CTF1, DAGLA, GPI, IL13, LDLRAD1, LPIN2, LRP5L, PLA2G7, PDP2,
sa-miR- PLIN3, UCP3
ACSL3, ACSBG2, CREB1, HADHA, HMG20A, INSR, LANCL2, LRP4, MAP2K1,
hsa-miR-4514 MAPK1, MCHR2, NPR3, PANK4, PRKACA, PTPN11, RXRB, MAPK1, SOCS2,

SPTLC2, STAT3, VCAM

hsa-miR-4687-5p

ABHD15, ACACA, CACNB4, PRKCB, SDHC

hsa-miR-650

ACACA, ADIPOQ, ACBD7, ACPP, AGPAT4, FA2H, GLP1R, LDLRAP1, LRPS,
MAPK1, NOS1, SCD, USF2, WNT1
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6.5 Analisis de enriquecimiento de vias metabdlicas

El analisis de enriquecimiento de las vias de sefalizacion en las cuales participan los
miRNAs diferencialmente expresados se realiz6 por medio de los programas DIANA-
mirPath y DAVID, en el cual se seleccionaron las bases KEGG, PANTHER vy
REACTOME.

DIANA-miRPath arrojé6 93 vias significativas, DAVID-KEGG arroj6 46 vias, DAVID-
PANTHER dio 26 vias y DAVID-REACTOME dio 17 vias significativas. Estos resultados
se conjuntaron y las vias metabdlicas relevantes para el SM que coincidieron en dos o

mas bases de datos se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Analisis de enriquecimiento de vias metabdlicas en las que participan los

miRNAs diferencialmente expresados

Nimero de Nimero de miRNAs

Via de senalizacion p genes reguladores
PI3K-Akt 5.57E-17 143 18
Wnt 1.04E-12 74 19
Adipocitoquinas 1.80E-12 35 14
Insulina 4.46E-11 61 17
Receptor de células B 6.65E-10 36 14
Ritmo circadiano 7.11E-10 21 10
HIF-1 7.75E-08 49 15
Jak-STAT 7.94E-06 62 16
Biosintesis de glicosaminoglicanos 0.0004 14 10
VEGF 0.0004 28 15
Sistema fosfatidilinositol 0.0007 40 17
Secresidn pancreatica 0.0008 39 15
mTOR 0.0015 27 13
Apoptosis 0.0024 39 13
Metabolismo de inositol fosfato 0.0076 26 13
Biosintesis de esteroides 0.0201 10 9

6.6 miRNAs elegidos para validacion
La eleccion de los miRNAs para validacion por gPCR fue basada tomando en cuenta
estadisticos significativos, genes blanco validados y predichos y el analisis de

enriquecimiento de vias metabdlicas.
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De acuerdo a estos criterios, 10 miRNAs fueron elegidos para validacion por qPCR.

Estos son:
e hsa-miR-1260
e hsa-miR-1263
e hsa-miR-188-3p
e hsa-miR-3148
e hsa-miR-383
¢ hsa-miR-3921
e hsa-miR-4514
¢ hsa-miR-455-3p
¢ hsa-miR-4687-5p
e hsa-miR-548ae

6.7 Resultados de validacion por gPCR

Desafortunadamente miR-548ae, miR-188-3p, hsa-miR-3148, hsa-miR-3921, hsa-miR-
383, hsa-miR-1263 y hsa-miR-455-3p no tuvieron amplificacion en todas muestras, por
lo tanto, fueron excluidos del analisis.

Hsa-miR-4514, hsa-miR-1260 y hsa-miR-4514 se encontraron elevados en el grupo de
SM comparado con el grupo control, lo cual es consistente con los resultados de los
microarreglos. Solo hsa-miR-1260 tuvo diferencia estadisticamente significativa
(p=0.00289), hsa-miR-4514 y hsa-miR-4687-5p no alcanzaron significancia estadistica,
aunque los resultados muestran un claro incremento en el grupo de SM, posiblemente
estos resultados sean contundentes al incrementar el nimero de participantes (Figura
18).
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Figura 18. Expresion relativa de miRNAs por gqPCR. Datos normalizados con cel-miR-

39. a) hsa-miR-1260. b) hsa-miR-4514. c) hsa-miR-4687-5p
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6.8 Asociacion de la expresion de miRNAs y fenotipos del SM

La asociacion de la expresion relativa de miRNAs y los fenotipos del SM fue evaluada
por la correlacién de Spearman. Se encontraron asociaciones significativas con edad,
colesterol total y TG (Tabla 22, Figura 19).

Tabla 22. Correlacién de Spearman entre miRNAs y fenotipos del SM

Presion Presion

miRNA arterial arterial Circunferencia Colesterol
Edad sistélica__diastélica __ Peso de cintura total C-HDL _ Triglicéridos _Glucosa IMC

hsa-miR1260 R -0.1537 -0.3109 -0.0367  -0.2210 -0.2209 -0.5414 0.2986 -0.5055 0.1599  -0.2167
D 0.4441 0.1145 0.8559  0.2680 0.2683 0.0035 0.1303 0.0072 0.4257 0.2776

hsa- R -0.1556 -0.1156 0.0129  -0.0744 0.0989 -0.1922 0.1211 -0.2581 0.2510  -0.0131
miR-4687-5p 0.4292 0.5579 0.9481  0.7066 0.6167 0.3272 0.5393 0.1848 0.1976 0.9471
hsa-miR4514 R -0.4048 -0.2431 0.0814  -0.1287 0.1531 0.0761 0.2032 -0.0104 0.0488  -0.2530
p 0.0498 0.2524 0.7052  0.5490 0.4750 0.7237 0.3409 0.9614 0.8209 0.2329
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Figura 19. Gréficos de dispersion correspondientes a la correlaciéon de Spearman. a)
Correlacion entre hsa-miR-4514 y edad. b) Correlacién entre colesterol total hsa-miR-
1260 . c) Correlacién entre TG y hsa-miR-1260
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DISCUSION

El SM es un problema de salud publica a nivel mundial, su prevalencia ha ido en rapido
aumento en los ultimos 20 afos y este va en conjunto con el aumento de la prevalencia
de obesidad, que es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo del SM.

A pesar de la gran cantidad de investigacién realizada, ain no se conocen por completo
los factores implicados en el SM. Existe evidencia significativa indicando que los
miRNAs juegan un papel importante en numerosos procesos celulares y en varias
enfermedades, incluyendo las enfermedades metabdlicas. Sin embargo, son pocos los
estudios enfocados al perfil de expresién de miRNAs circulantes en el SM.

Por lo tanto, en este estudio nos hemos planteado como objetivo principal analizar el
perfil de expresion diferencial de miRNAs plasmaticos en el SM. Se utilizaron 8
muestras de plasma de pacientes son SM y 10 muestras de mujeres sin enfermedad
diagnosticada para la evaluacion del perfil de expresion de miRNAs plasmaticos por
medio microarreglos de expresion. El microarreglo utilizado no sélo evalia la expresion
de miRNAs, también incluye las secuencias de otros tipos de RNAs como pre-miRNAs,
snoRNAs C/D Box, snoRNAs H/ACA Box, scaRNAs y rRNAs. En esta fase del estudio
se identificaron 67 RNAs diferencialmente expresados, de los cuales 3 son snoRNA
H/ACA Box, 21 son miRNAs maduros, 15 son pre-miRNAs y 28 son snoRNA CD Box.
En base a estadisticos, a la prediccion de los genes blanco y a el analisis de
enriquecimiento de rutas metabdlicas se eligieron 10 miRNAs para su validacion por
gPCR en una muestra independiente. Esta muestra consistié en 13 pacientes con SM y
16 personas sin enfermedad. Sin embargo, no todos los miRNAs elegidos pudieron ser
validados. Los miRNAs que se validaron por gPCR son hsa-miR-1260, hsa-miR-4514 y
hsa-miR-4687-5p.

7.1 Expresién diferencial evaluada por microarreglos

La expresion diferencial del grupo de descubirmiento fue evaluada por medio de
microarreglos de expresion GeneChip miRNA 3.0 de la plataforma Affymetrix, el cual no
s6lo evalua la expresion de miRNAs, también incluye las secuencias de otros tipos de
RNAs como pre-miRNAs, snoRNAs C/D Box, snoRNAs H/ACA Box, scaRNAs y rRNAs.
Los snoRNAs estan divididos en dos grandes familias dependiendo de su estructura y
funcion principal: C/D Box snoRNAs y H/ACA box snoRNAs. Los C/D Box snoRNAs

participan en la metilacién 2’-O y los H/ACA Box snoRNAs guian la pseudouridilacién de

62



nucledtidos. Recientemente, se han identificado otras funciones de los snoRNAs, entre
ellas la capacidad de regulaciéon post transcripcional de genes y degradacién de
estos?%. De igual manera, algunos snoRNAs se han relacionado con padecimientos
como cancer, desordenes neurodegenerativos, enfermedades virales?’.

Se ha reportado que el C/D Box snoRNA U60 participa en la regulacién del transporte
intracelular del colesterol. La deficiencia de U60 resulta en disminucién en el transporte
del colesterol desde la membrana plasmatica al reticulo endoplasmico?38.

Michel y colaboradores identificaron a los snoRNAs U32a, U33 y U35a como
mediadores del estrés metabdlico. Estos snoRNAs se encuentran en los intrones de
ribosomal protein L13a (rpL13a). Es interesante mencionar que la pérdida de esta
proteina en macrofagos de ratones apoE” incrementa la susceptibilidad de
aterosclerosis?®®. El estrés oxidativo y la lipotoxicidad inducen importantemente la
expresion de U32a, U33 y U35a, sin afectar la expresion de rpL13a. Experimentos en
animales indican que estos snoRNAs son clave en la respuesta al estrés oxidativo
incluyendo la produccion de superoxido, carbonilacion de proteinas y oxisteroles?4.

En este estudio los niveles plasmaticos de U32a se encontraron elevados en el grupo
de SM (p=0.0021, razén de cambio=1.211, estadistico B= -1.3514, Apéndice |). Lo cual
podria indicar que en este grupo los niveles de U32a son reflejo de lo que sucede
dentro de la célula. Estos resultados y la evidencia existente confirman la importancia
de validar los resultados de este snoRNA y otros tipos de RNAs por gPCR y estudiar el
papel de estos en el SM y enfermedades metabdlicas.

También se encontraron 15 pre-miRNAs diferencialmente expresados. Sin embargo, no
existen muchos estudios que evaluen la expresion diferencial de pre-miRNAs y su
relacion con enfermedades. Lo cual representa una oportunidad para estudios futuros
acerca de la desregulacion de estos pre-miRNAs en el SM.

Algunos de los miRNAs que se hallaron diferencialmente expresados en este estudio ya
han sido relacionados con las enfermedades metabdlicas, entre ellos estan hsa-miR-
493-5p y hsa-miR-650.

Hsa-miR-493-3p que se encuentra enriquecido en islotes pancreaticos, sin embargo, no
se han encontrado diferencias significativas en la expresion de este miRNA en muestras
de islotes pancreaticos de sujetos intolerantes a la glucosa y sujetos normales®'. En
esta tesis se encontré que los niveles plasmaticos de este miRNA estan disminuidos en
el SM, esta disminucién podria estar implicada en el desarrollo del SM, debido a que los
genes blanco de este miRNA incluyen citocinas y genes proinflamatorios como IL1A,
WNT5A, NPR3, TNFSF11, TNFAIP6. Por lo que se puede pensar que la expresién de
estos genes se encuentra aumentada debido a que la regulacién post transcripcional de

estos mediada por hsa-miR-493-3p se encuentra disminuida.
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En este estudio encontramos a miR-650 incrementado en el SM, e interesantemente, se
ha reportado que este miRNA se encuentra desregulado en algunos tipos de cancer,
Ulcera, apoptosis, infeccion por virus de hepatitis C y la expresion de este se encuentra
aumentada en tejido cardiaco de pacientes diabéticos con falla cardiaca isquémica en

comparacion con pacientes no diabéticos con este tipo de falla42-245,

7.2 Validacion de miRNAs por qPCR

Dentro de los miRNAs diferencialmente expresados, hsa-miR-1260, hsa-miR-4514 y
hsa-miR-4687-5p fueron validados por qPCR y es la primera vez que se ha demostrado
la desregulacién de estos en el SM.

La expresion de estos miRNAs esta incrementada en el SM, aunque solo hsa-miR-1260
tuvo diferencia estadisticamente significativa (p=0.00289), hsa-miR-4514 y hsa-miR-
4687-5p muestran una clara tendencia al incremento en la expresién en el grupo de SM,
probablemente al aumentar el numero de individuos estas diferencias sean
confirmadas.

Cabe mencionar que la validacion se realizd en otro grupo de participantes, lo cual
podria ser uno de los motivos por los que no todos los miRNAs tuvieron amplificacion en
todas las muestras debido a las diferencias fenotipicas entre ambos grupos. Otro motivo
podria ser la baja expresion de estos miRNAs en el plasma, por lo que la sensibilidad
del método de validacién no es suficiente. Existen métodos de pre-amplificacion previos
al ensayo de gPCR que mejoran la sensibilidad y especificidad del método y tal vez
seria la forma mas indicada de validar estos resultados?#6. La cantidad inicial de RNA
que se utilizd en la transcripcidn reversa probablemente también afecto la validacién de
los resultados. Esta cantidad inicial significativamente menor a la cantidad que se utilizé
para la evaluacion del perfil de expresion por medio de los microarreglos.

Para préximos estudios se debera tomar en cuenta el numero de individuos, aumento
de la cantidad inicial de RNA en la transcripcion reversa y los pasos de pre-

amplificacion para confirmar la veracidad de los resultados.

7.3 Genes blanco validados

Desafortunadamente, son pocos los genes blanco de miRNAs que han sido validados

experimentalmente. Un gran numero de los experimentos de validacion han sido

realizados en modelos de cancer, lo cual limita los resultados de las busquedas de
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genes validados de este estudio, ya que la mayoria de estos no tienen relacion con el
SM. Cabe mencionar que la mayoria de estos genes blanco, han sido validados por
técnicas de Next Generation Sequencing, especificamente por Crosslinking, ligation,
and sequencing of hybrids (CLASH) que pueden tener un gran numero de falsos
positivos y por lo tanto estos resultados deben tomarse con precaucion.
Hsa-miR-455-3p se expresa ampliamente en el muasculo esquelético y TA,
especificamente en el tejido adiposo marrén y su expresion se encuentra aumentada
durante la diferenciacion de este tipo de adipocitos tanto en ratones como en
humanos?*’. Runt-related transcription factor 1; translocated to, 1 (cyclin D-related)
(RUNX1T1), Necdin, Melanoma Antigen (MAGE) Family Member (NECDIN) e hypoxia
inducible factor 1, alpha subunit inhibitor (HIF1AN) son genes blanco validados de hsa-
miR-455-3p, estos genes blanco son conocidos por su actividad supresora de la
adipogenesis. Durante la diferenciacion de adipocitos el aumento DE la expresion de
hsa-miR-455-3p disminuye significativamente la expresion de estos blancos. RUNX1T1
suprime la adipogenesis del TA blanco mediante la interaccion con CCAAT/enhancer
binding protein (C/EBP), beta (C/EBPb) e inhibiendo su actividad transcripcional.
Adicionalmente, C/EBPb transactiva a los promotores de CCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP), alpha (C/EBPa), PPARc, fatty acid binding protein 4, adipocyte
(FABP4) y PGC1a, esta actividad es promovida significativamente por hsa-miR-455-3p.
NECDIN bloquea la adipogenesis del TA marrén interactuando con factores de
transcricpcion E2F e inhibiendo su capacidad de activar al promotor de PPARc1. La
sobreexpresion de hsa-miR-455-3p disminuye la expresiéon de HIF1AN e induce la
fosforilacion de AMPKa. Se ha demostrado que la actividad de AMPKa1 esta
aumentada durante la diferenciacion de TA marrén e induce la B oxidacién activando a
la via ACC/Malonyl-CoA/CPT1 en adipocitos. Esta evidencia indica que hsa-miR-455-3p
desencadena las vias para iniciar la biogénesis mitocondrial, induccion de PGC1a y
adipogenesis de TA marron48,

En un estudio realizado en ratones ob/ob deficientes de leptina se encontré6 que los
niveles de miR-383 estaban aumentados en el hipotadlamo. Esta desregulacién también
se observd en ratones db/db con receptores de leptina no funcionales.
Interesantemente, la inyeccidn intraperitoneal de leptina en ratones ob/ob disminuy6 los
niveles de miR-383 en el hipotdlamo, demostrando la participacién de la leptina en la
regulacion de miR-383. Uno de los genes blanco de miR-383 es pro-opiomelanocortin
(POMC) que tiene un papel clave en el balance energético. La disrupcion de POMC
causa hiperfagia y obesidad y su actividad en el hipotalamo esta regulada por la leptina.
Sin embargo, la regulacién leptina-miR-383-POMC no fue confirmada?4®. Ademas, uno
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de los genes validados de miR-383 es IGF1R?°, que activa directamente a IRS y la via
de sefalizacion de insulina.

En concordancia con este estudio, Nesca y colaboradores encontraron niveles de miR-
383 disminuidos en islotes pancreaticos de ratones db/db diabéticos, probablemente
esta disminucion resulta en disfuncion y muerte de células B pancreaticas?®'. Podria
suponerse que los niveles disminuidos de miR-383 en plasma son reflejo de disfuncion

pancreatica. Mas estudios son necesarios para confirmarlo.

7.4 Genes blanco predichos

La busqueda de los genes blanco predichos de los 21 miRNAs diferencialmente
expresados arrojé una gran cantidad de genes blanco. Varios de estos genes son
ampliamente conocidos y han sido estudiados en enfermedades metabdlicas y SM,
entre ellos se encuentran PPARa y y, ADIPOQ, ADIPOR2, MAPK1 y ELOVLA4. Otros
genes blanco predichos, a pesar de estar involucrados en el metabolismo, no han sido
ampliamente estudiados y aun no se conoce como su desregulacion puede afectar en el
desarrollo de las enfermedades metabdlicas. Por ejemplo, Retinoid X Receptor, Beta
(RXRB) forma un heterodimero con PPARYy y en conjunto promueven la transcripcion de
genes como fatty acid binding protein 4, adipocyte (FABP4), CD36, LPL, solute carrier
family 27 (fatty acid transporter), member 1 (SLC27A1), glicerol quinasa, sterol
regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1) y stearoyl coA desaturase
(SCD)*®2. RXRB es un gen blanco predicho de hsa-miR-4514, que se encuentra
sobrexpresado en los pacientes con SM. Posiblemente la degradacion del mRNA de
RXRB mediada por hsa-miR-4514 puede afectar la formacion del heterodimero con
PPARy y la activacion de las vias consecuentes, contribuyendo a la falla en la
homeostasis del metabolismo de lipidos y promoviendo el desarrollo del SM.

Hsa-miR-1260 ha sido asociado a enfermedades como cancer de mama, infeccion por
virus de la influenza A, hepatocarcinoma y aneurisma aortico?%3-2%5, Sin embargo, su
papel en el SM aun no ha sido estudiado. ADIPOR2 es un blanco predicho de hsa-miR-
1260 y existe evidencia de que los niveles de ADIPOR2 en leucocitos se encuentran
significativamente disminuidos en sujetos obesos?%. La regulacién post transcripcional
de este receptor mediada por hsa-miR-1260 podria impedir la via de sefalizacion de la
adiponectina, inihbiendo la activacion de AMPK y PPARa y la oxidacion de acidos

grasos?%’,
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Stearoyl coA desaturase (SCD) también es un gen blanco predicho de hsa-miR-1260.
SCD codifica la enzima limitante en la sintesis de acidos grasos monoinsaturados y
cataliza la desaturacion delta 9-cis de esteroil coA y palmitoil coA a oleoil coA y
palmitoleoil coA, respectivamente. Posteriormente, estos son empleados en la sintesis
de TG, esteres de colesterol y fosfolipidos de membrana%8. La deficiencia de SCD
protege contra la obesidad, esteatosis hepatica, hipertrigliceridemia y Rl en ratones?%%-
261, En humanos los niveles de expresion de SCD han sido relacionados con riesgo de
DM2, obesidad, resistencia a la insulina y esteatosis hepatica?6>-264, Interesantemente,
Matsui y colaboradores reportaron que en la expresion aumentada de SCD en
cardiomiocitos incrementa la acumulacion de lipidos, pero atenua el exceso de
oxidacion de acidos grasos y restaura la oxidacion de glucosa. También se reporté que
SCD inhibié la activacion de CASP-3 mediada por los acidos grasos saturados, sintesis
de ceramidas y diacilglicerol, apoptosis y la generacién de ROS por la mitocondria y
concluyeron que la expresion de SCD esta altamente regulada por el SM en el corazén
y que la induccion de SCD alivia el catabolismo de &acidos grasos y eventualmente
previene la apoptosis inducida por acidos grasos saturados?6?. Estos resultados parecen
ser contradictorios y probablemente la regulacion de SCD en el SM este mediada por la
actividad de miRNAs como hsa-miR-1260. Es importante mencionar que SCD es un gen
blanco validado de hsa-miR-324-5p por medio de CLASH. Mas estudios son necesarios
para verificar la interaccion de SCD con hsa-miR-1260 y hsa-miR-324-5p, entre otros
miRNAs y esclarecer el papel de SCD en el SM y su regulacién post transcripcional.
Hsa-miR-4514 se encuentra sobreexpresado en el grupo de SM y uno de sus genes
blanco predichos es INSR que media directamente la actividad de la insulina, como la
fosforilacion de IRS y la activacion de la via PI3-K/Akt. Por lo tanto, la degradacion post
traduccional de INSR mediada por hsa-miR-4514 podria contribuir al dafio a importantes
vias de sefalizacién y promover la resistencia a la insulina y el desarrollo de SM.

Otro de los genes blanco predichos de hsa-miR-4514 es cAMP responsive element
binding protein (CREB1) y natriuretic peptide receptor 3 (NPR3), ambos activan a
PGC1a?6%266_ |nteresantemente, en pacientes diabéticos los niveles de PGC1a se
encuentran disminuidos?®’, probablemente esto sea consecuencia de la desregulacién
existente en sus activadores, CREB1 y NPR3 mediada por hsa-miR-4514.

Succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane protein 15 kDa
(SDHC) es un blanco predicho de hsa-miR-4687-5p. Este gen codifica una de las
subunidades que comprenden a la succinato deshidrogenasa, que es una enzima clave
en el ciclo del &cido tricarboxilico y la cadena respiratoria de la mitocondria?®. Se ha
reportado que esta enzima se encuentra disminuida en el musculo esquelético de

sujetos obesos?%.
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a/B-hydrolase domain containing protein 15 (ABDH15) es un blanco directo de PPARYy.
ABDH15 se expresa principalmente en el TA blanco y marréon y esta incrementado
durante la adipogenesis de varias lineas celulares murinas y humanas. En adipocitos
maduros, el acido palmitico y los niveles elevados de &cidos grasos causan la
disminucién en la expresion de ABDH15. Interesantemente, en ratones ob/ob
alimentados con dieta alta en grasa, la expresion de ABDH15 estuvo significativamente
disminuida en TA blanco en comparacioén con ratones wild type alimentados con el
mismo tipo de dieta, esta disminucion fue evidente aun después de 15 semanas.
Ratones de 23 semanas de edad también mostraron una disminucién importante en la
expresion de ABDH15, sugiriendo que su expresion es dependiente de la edad?’°. Hsa-
miR-4687-5p podria estar sobreexpresado debido a los niveles elevados de acidos
grasos en el SM y por lo tanto regular post transcripcionalmente a ABDH15 causando

su disminucion.

7.5 Rutas metabdlicas

Las rutas metabdlicas en las que participan los miRNAs estan fuertemente relacionadas
con la fisiopatologia del SM como la via de las adipocitocinas, la via de sefializacién de
insulina y varias vias de la respuesta inflamatoria como WNT, JAK/STAT, mTOR, entre
otras. En la figura 20 se resumen algunas de estas vias, los genes blanco de hsa-miR-
1260, hsa-miR4514 y hsa-miR-4687-5p.

Es importante mencionar que los miRNAs y otros tipos de RNAs presentes en plasma
son originados en células, sin embargo, aun no son claros los mecanismos de secrecion
selectiva, los mecanismos de regulacion y su participacion en la comunicacién celular.
Es posible también que la presencia de miRNAs y otros tipos de RNAs en el plasma y
otros fluidos corporales sea producto del metabolismo celular y/o apoptosis. Es
necesario realizar estudios funcionales que validen la regulacién post transcripcional de
los genes blanco mediada por miRNAs, asi como los mecanismos de secrecion,
transporte e internalizacion por las células receptoras para confirmar la participacion de

estos en la comunicacion intracelular y su papel en el SM.
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Figura 20. Mapa de las rutas metabdlicas relevantes en el SM en las que participan hsa-

miR-1260, hsa-miR-4514, hsa-miR-4687-5p y los genes blanco a los que regulan

hsa-miR-1260 ACACA |----| hsa-miR-4687-5p
~ / FAS | Metabolismo o
Obesidad  |------- | ADIPO —¥ ADIPOR —¥ AMPK ------~1 | SERBP1c — sc de lipidos HADH Activacion directa —>
N ]

a - Y ] Activacion indirecta  ------ >
* bioon |
Forma parte de [
Interaccion —e
hsa-miR-4687-5p
'
PPARY __p ABHDIS miRNA —
RXRB Ruta metaboélica —
E de VLDL/ ) » PPAR Fenotipo —
xceso de CD36 o« |
FATP FABP RXRB
.
|
!
: IL8
: IL1B

U B IR, S | TNFa
L > ki > KB NFks | > CAMI |- hsa-miR-4514
.- ! COox2
Obesidad [------ > :t?o ,,,,,,,,,, » STATS |- hsa-miR-4514

A | EP—p L EPR—P JAK— PTPN11 EGF
i
P ‘
B v

heamiRAB14 | ’"TAOR -, MAE2K1 f----[hsa-miR-4514 |

< i : - .
Hiperinsulinemia | INSR = ;\IHS—» PIBK---------- » AKT L EHP}(1/2 3
T O T Foxor
N e 3 » /
Socs2 i Lipolisis | PRKACA
- i -
H i !
i
i
i

hsa-miR-4514

hsa-miR-4514 | -#---------mmmmmmmoome <

'
P ‘ G6PC o 1
i+ | ; CREB1----# PGCla — FBP Gluconuecoo IZ:\Sesis SDHC
Obesidad |-~ --p AGL—p» CD36 ——p ACSL3/ACBG2|—p Acil COA — . Ceramidas T T PECK 9
| |
B !
\ DAG —» PRKCB / -

hsa-miR-4514 |----| NPR3
i
hsa-miR-4687-5p
4
Hiperglucemia |----f-4---9 PA#K:& ----| CASP9

PKM2

hsa-miR-4687-5p

7.6 Asociacion de miRNAs con parametros del SM

De acuerdo a la correlacion de Spearman se encontraron correlaciones significativas
con la edad, TG y colesterol total. Estas correlaciones son negativas y aunque hay
significancia estadistica, deben realizarse mas estudios con un mayor numero de
participantes para confirmar las asociaciones y poder platear la posibilidad de utilizar
estos miRNAs plasmaticos como biomarcadores del SM.
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CONCLUSIONES

1.

Este trabajo es el primero en reportar la desregulacion de 67 H/ACA Box
snoRNA C/D Box snoRNAs, miRNAs y pre-miRNAs plasmaticos en el SM por
medio de la evaluacién del perfil de expresion utilizando microarreglos GeneChip
miRNA 3.0 de Affymetrix.

De los 67 RNAs desregulados, 21 se tratan de miRNAs. Hsa-miR-455-3p, hsa-
miR-383 y hsa-miR-650 ya han sido reportados en enfermedades metabdlicas.
Los genes blanco validados de algunos miRNAs participan en la adipogenesis y
metabolismo de acidos grasos.

La busqueda de genes blanco predichos arrojo una gran cantidad de genes.
Varios de estos son importantes reguladores del metabolismo de lipidos y
representan buenos candidatos para validacion experimental en estudios
futuros.

El analisis de las rutas metabdlicas de los miRNAs desregulados incluye a rutas
importantes en la fisiopatologia del SM, como la ruta de sefializacion de insulina,
ruta de las adipocitocinas y varias rutas relacionadas con la inflamacion.

Tres miRNAs fueron validados en una muestra independiente y se encontraron
sobreexpresados tanto en la evaluacion por medio de microarreglos como por
gPCR, estos son hsa-miR-1260, hsa-miR-4514 y hsa-miR-4687-5p.

La asociacion de hsa-miR-1260, hsa-miR-4514 y hsa-miR-4687-5p fue
significativa con algunos parametros del SM. En todos los casos estas

asociaciones fueron negativas.
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PERSPECTIVAS

1.

2.

3.

Validacion del resto de los miRNAs diferencialmente expresados en plasma por
gPCR, en una muestra mas grande realizando pre-amplificacion previa al
ensayo de gPCR y correlacionar los niveles de expresion de estos miRNAs con
parametros del SM.

Validar experimentalmente los genes blanco predichos de estos miRNAs y
determinar las posibles células secretoras, los mecanismos de transporte y las
posibles células receptoras, asi como determinar si estos miRNAs participan en
la comunicacion celular y si conservan la capacidad de regulacion de genes
blanco en las células receptoras.

Validar la desregulacion en el plasma de snoRNAs C/D Box, snoRNAs H/ACA
Box y pre-miRNAs en el SM. De estos snoRNA U32a es un RNA pequefio
prometedor debido a la evidencia que hay en la literatura de su participacion en

el estrés metabdlico.
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APENDICE |

Regulacion Nombre Tipo P B Razon de cambio
SNORD114-17 snoRNA C/D Box 0.0015 -1.0541 1.2780
SNORA22 snoRNA H/ACA Box  0.0004 0.1181 1.2182
SNORD56 snoRNA C/D Box 0.0017 -1.1471 1.2245
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0041 -1.8719 1.2197
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0002 0.4299 1.4026
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0006 -0.3652 2.6825
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0011 -0.8151 1.4112
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0043 -1.9103 1.2379
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0014 -1.0078 1.3254
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0042 -1.8912 1.3205
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0034 -1.7144 1.2929
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0030 -1.6261 1.2799
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0003 0.2938 1.4976
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0002 0.8073 1.3005
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0006 -0.2416 1.4529
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0009 -0.6508 1.2870
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0030 -1.6274 1.2548
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0004 0.0028 1.4165
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0003 0.2889 1.3345
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0045 -1.9619 1.7846
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0033 -1.7045 2.1082
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0003 0.2830 1.2808
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0008 -0.5808 2.0757
SNOU13 snoRNA C/D Box 9.77E-06  2.9832 2.2327
SNOU13 snoRNA C/D Box 0.0038 -1.8046 1.2881
SNORD45 snoRNA C/D Box 0.0023 -1.4012 1.3627
SNORAS31 snoRNA H/ACA Box  0.0008 -0.5726 1.2304
SNORAS31 snoRNA H/ACABox  0.0016 -1.0830 1.2763
pre-hsa-let-7d pre-miRNA 0.0007 -0.4393 1.2289
pre-hsa-mir-16-2 pre-miRNA 0.0028 -1.5776 1.3505
pre-hsa-mir-3143 pre-miRNA 0.0028 -1.5683 1.2414
pre-hsa-mir-365-1 pre-miRNA 0.0026 -1.4960 1.2994
pre-hsa-mir-4267 pre-miRNA 0.0015 -1.0758 1.2788
pre-hsa-mir-4657 pre-miRNA 0.0019 -1.2279 1.4313
pre-hsa-mir-526b pre-miRNA 6.50E-05 1.4884 1.3442
pre-hsa-mir-548ag-1 pre-miRNA 0.0010 -0.7318 1.2838
pre-hsa-mir-548aj-2 pre-miRNA 0.0008 -0.5157 1.4924
pre-hsa-mir-548al pre-miRNA 0.0005 -0.1283 1.3111
pre-hsa-mir-548an pre-miRNA 0.0006 -0.3489 1.2684
pre-hsa-mir-548g pre-miRNA 0.0030 -1.6213 1.3750
pre-hsa-mir-9-1 pre-miRNA 0.0026 -1.5172 1.2451
hsa-miR-1263 miRNA 0.0004 0.0694 1.8775
hsa-miR-1272 miRNA 0.0003 0.3427 2.3069
hsa-miR-202-star miRNA 0.0004 0.0707 1.6556
hsa-miR-3148 miRNA 0.0019 -1.2685 1.3883
hsa-miR-324-5p miRNA 0.0001 1.0276 1.3753
hsa-miR-383 miRNA 0.0039 -1.8462 1.2237
hsa-miR-3921 miRNA 0.0037 -1.7927 1.6422
hsa-miR-455-3p miRNA 0.0013 -0.9177 2.8110
hsa-miR-493-star miRNA 0.0022 -1.3795 1.2178
hsa-miR-548a-3p miRNA 0.0021 -1.3386 2.7863
hsa-miR-548ae miRNA 4.01E-05 1.8744 2.5531
hsa-miR-548h miRNA 0.0011 -0.7947 1.3524
hsa-miR-548x miRNA 0.0009 -0.6573 2.0188
SNORD27 snoRNA C/D Box 0.0010 -0.7603 1.2900
SNORD32A snoRNA C/D Box 0.0022 -1.3515 1.2120
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APENDICE | (CONTINUACION)

Regulacion Nombre Tipo p B Razén de cambio
SNORD74 snoRNA C/D Box 0.0033 -1.6984 1.2742
pre-hsa-mir-4540 pre-miRNA 0.0025 -1.4852 1.2179
pre-hsa-mir-607 pre-miRNA 0.0006 -0.3370 1.2968
hsa-miR-1260 miRNA 0.0025 -1.4828 1.6594
hsa-miR-188-3p miRNA 0.0002 0.4879 1.2840
hsa-miR-1973 miRNA 0.0006 -0.3356 1.2211
hsa-miR-2116-star miRNA 0.0044 -1.9306 1.3575
hsa-miR-4478 miRNA 0.0006 -0.2905 1.2147
hsa-miR-4514 miRNA 0.0028 -1.5549 1.3252
hsa-miR-4687-5p miRNA 0.0001 0.8506 1.5051
hsa-miR-650 miRNA 0.0014 -1.0259 1.2254
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APENDICE II

Numero de Niumero de miRNAs

Via de seializacion p genes reguladores
ErbB 5.09E-22 52 18
Rutas en cancer 9.58E-21 154 18
Cancer de prostata 1.36E-20 51 13
Adhesién focal 1.36E-20 94 16
Quimiocinas 4.33E-20 88 17
Carcinoma de células renales 5.72E-19 41 15
Sinapsis glutamatérgica 5.72E-19 61 16
MAPK 1.18E-18 117 18
Leucemia mieloide crénica 1.69E-18 44 15
Gap junction 1.69E-18 46 16
Sinapsis colinérgica 1.43E-17 61 17
TGF-beta 2.62E-17 44 13
Neurotrofina 2.78E-17 60 16
Glioma 2.78E-17 41 17
Adherens junction 3.84E-17 45 14
PI3K-Akt 5.57E-17 143 18
Cancer colorectal 7.02E-17 38 14
Sinapsis dopaminérgica 1.00E-16 64 17
Cancer pancreatico 8.28E-16 38 13
Cancer de células pequefas pulmonares 1.256E-15 42 12
Long-term potentiation 2.47E-15 38 17
Axon guidance 2.53E-15 63 16
p53 5.79E-15 35 11
Invasion bacteriana de células epiteliales 1.12E-14 38 15
Leucemia mieloide aguda 1.37E-14 34 12
Cancer de células no pequefias pulmonares 5.42E-14 30 15
Infeccion por HTLV-I 1.39E-13 112 17
Supervision de mRNA 1.59E-13 46 15
Cancer de endometrio 3.22E-13 31 14
Desregulacién transcripcional en cancer 717E-13 84 18
Wnt 1.04E-12 74 19
Adipocitocinas 1.80E-12 35 14
Endocitosis 3.80E-12 88 18
Regulacion de citoesqueleto de actina 2.52E-11 94 17
Degradacién de RNA 2.52E-11 36 13
Receptor de células T 4.18E-11 50 15
Melanogenesis 4.18E-11 48 16
Insulina 4.46E-11 61 17
Fagocitosis mediada por Fc gamma R 4.55E-11 44 15
Receptor de células B 6.65E-10 36 14
Ritmo circadiano 7.11E-10 21 10
GnRH 9.21E-10 42 16
Hepatitis B 1.28E-08 69 17
Procesamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico 1.61E-08 76 15
Reabsorcion de sodio regulado por aldosterona 2.88E-08 20 13
Notch 3.03E-08 23 10
Enfermedades pri6nicas 4.58E-08 15 12
Melanoma 5.95E-08 34 12
HIF-1 7.75E-08 49 15
Regulacion endocrina de la reabsorcion de Calcio 1.38E-07 27 13
Senalizacion endocannabinoide retrograda 1.44E-07 51 16
Formacion del eje dorso- ventral 1.67E-07 18 13
Secresion de acido gastrico 2.056E-07 35 15
Hedgehog 451E-07 24 11
Ciclo celular 3.08E-06 58 17
Jak-STAT 7.94E-06 62 16
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APENDICE Il (CONTINUACION)

Numero de Nimero de miRNAs

Via de senalizacién p genes reguladores
Infeccién por Vibrio cholerae 4.82E-05 24 11
Metabolismo de selenocompuestos 0.0001 10 8
Hepatitis C 0.0001 53 16
Infeccion patogénica por Escherichia coli 0.0001 24 13
Shigellosis 0.0002 27 11
Factores de transcripcion basales 0.0002 20 8
Secrecion salivaria 0.0003 36 13
Sinapsis GABAérgica 0.0004 45 15
Biosintesis de glicosaminoglicanos 0.0004 14 10
VEGF 0.0004 28 15
Cancer tiroideo 0.0004 15 11
Enfermedad de Chagas 0.0005 44 16
Sistema de sefializacion de fosfatidilinotositol 0.0007 40 17
Secrecion pancreatica 0.0008 39 15
Carcinoma de células basales 0.0014 23 12
Contraccion de células musculares vasculares lisas 0.0014 50 18
mTOR 0.0015 27 13
Fc epsilon RI 0.0016 29 15
Apoptosis 0.0024 39 13
Sarampién 0.0041 56 14
Sefalizacion en células epiteliales por infeccion por Helicobacter pylori  0.0044 27 9
Metabolismo de inositol fosfato 0.0076 26 13
Diferenciacion de osteoclastos 0.0103 49 14
Cardiomiopatia de ventriculo derecho 0.0108 34 14
Cardiomiopatia dilatada 0.0134 35 14
Tight junction 0.0171 55 15
Exportacién de proteinas 0.0184 10 8
Biosintesis de esteroides 0.0201 10 9
Spliceosome 0.0211 49 13
Meiosis de ovocitos 0.0259 51 17
Maduracion de ovocitos mediada por progesterona 0.0266 32 13
Cardiomiopatia hipertrofica 0.0266 32 13
Digestion y absorcion de carbohidratos 0.0325 17 11
Sinapsis serotonergica 0.0359 43 13
Adiccién a nicotina 0.0409 19 12
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