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Resumen

MicroRNAs circulantes asociados a diabetes mellitus tipo 2 con expresion
alterada en mexicanos adultos con sobrepeso y obesidad

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabdlico cronico caracterizado
por hiperglucemia e intolerancia a la glucosa. El 9.17% de los adultos mexicanos
ha sido diagnosticado con DM2 y siete de cada 10 tienen sobrepeso u obesidad,
dos condiciones asociadas a la DM2. La DM2 es una enfermedad inicialmente
asintomatica que requiere diagnostico temprano y predictivo para su prevencion,
pero no hay marcadores adecuados para su pronostico. Los microRNAs (miRNAS)
regulan la expresion de mas del 60% de los genes de mamiferos y la accesibilidad
de sus formas circulantes los hace candidatos idoneos como marcadores clinicos
tempranos. Diversos estudios indican que los miRNAs miR-29a-5p, 126-3p, 141-
3p, 142-3p, 200c-3p, 221-3p, 320a, 454-3p, 486-5p y 523-3p se asocian a DM2 y
obesidad. Para determinar su utilidad como marcadores tempranos de DM2 y
obesidad los cuantificamos por RT-gPCR en sangre de adultos con normopeso,
sobrepeso y obesidad y exploramos in silico sus posibles genes blanco y las vias
de sefalizacion en las que podrian participar En sujetos obesos miR-486-5p y
miR-126-3p aumentaron significativamente 2.02 y 5.90 veces (P < 0.0001), y el
segundo aumenté 6.23 veces (P < 0.0001) en sujetos con sobrepeso. MiR-454-3p
y miR-320a disminuyeron en sujetos con sobrepeso 1.9 y 2 veces y en individuos
obesos 2.2 y 1.8 veces, respectivamente (P < 0.0001). Los genes blanco
predichos para miR-126-3p participan en glucdlisis y gluconeogénesis, los
predichos para miR-454-3p en la sefializaciéon de TGF-[3, y los predichos para miR-
486-5p en la sefalizacion por PI3K-Akt. Nuestros resultados sugieren que estos
cuatro miRNAs asociados a la obesidad podrian ser utiles para el diagndéstico
temprano de DM2.

Palabras clave. Sobrepeso, obesidad, micro RNAs circulantes, miR-29a-5p, miR-
126-3p, miR-320a, miR-454-3p miR-486-5p.



Abstract

Circulating microRNA associated to diabetes mellitus type 2 with altered
expression in overweight and obese Mexican adults

Type 2 Diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disorder, characterized by
hyperglycemia and glucose intolerance. 9.17% of Mexican adult is diagnosed with
T2DM and seven out of 10 are overweight or obese, two etiologic conditions of
T2DM. T2DM is initially asymptomatic disease, which requires an early and
predictive diagnosis for its prevention and treatment, but no optimal markers have
been identified. MicroRNAs (miRNAs) regulate the expression of more than 60% of
the genes in mammals and the accessibility of circulating forms makes them
suitable early clinical markers. Several researches, indicate that miRNAs miR-29a-
5p, 126-3p, 141-3p, 142-3p, 200c-3p, 221-3p, 320a, 454-3p, 486-5p and 523-3p
are associated to T2DM and obesity. To determine their utility as early markers, we
quantified them by RT-PCR in the blood of adults with different body mass index
and we explored, in silico, the genes and signaling pathways in which they may be
involved. MiR-486-5p and miR-126-3p content increased in obesity 2.02 and 5.90
fold (P < 0.0001), respectively, and the latter also increased in overweight 6.23 fold
(P < 0.0001). MiR-454-3p and miR320a decreased in overweight 1.9 and 2 fold,
and decrease 2.2 and 1.8 fold in obesity, respectively (P < 0.0001). The target
genes predicted for miR-126-3p are involved in glycolysis and gluconeogenesis,
those predicted for miR-454-3p in TGF-B signaling, and those predicted for miR-
486-5p play a part in the signaling by PI3K-Akt. Our results suggest that these four
mMiRNAs participate in the development of obesity and T2DM and may be useful in
the early diagnosis of both conditions.

Key words. overweight, obesity, circulating microRNA, miR-29a-5p, miR-126-3p,
miR-320a, miR-454-3p miR-486-5p.
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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es un trastorno metabdlico crénico
caracterizado por hiperglucemia e intolerancia a la glucosa. El 9.17% de los
adultos mexicanos ha sido diagnosticado con DM2 y siete de cada 10 tienen
sobrepeso u obesidad, dos condiciones asociadas a la DM2. La DM2 es una
enfermedad inicialmente asintomatica que requiere diagnostico temprano y
predictivo para su prevencion, pero no hay marcadores adecuados para su
prondstico. Los microRNAs (miRNAS) regulan la expresion de mas del 60% de los
genes de mamiferos y la accesibilidad de sus formas circulantes los hace
candidatos idoneos como marcadores clinicos tempranos. Diversos estudios
indican que los miRNAs miR-29a-5p, 126-3p, 141-3p, 142-3p, 200c-3p, 221-3p,
320a, 454-3p, 486-5p y 523-3p se asocian a DM2 y obesidad. Para determinar su
utilidad como marcadores tempranos de DM2 y obesidad los cuantificamos por
RT-gPCR en sangre de adultos con normopeso, sobrepeso y obesidad y
exploramos in silico sus posibles genes blanco y las vias de sefalizacién en las
que podrian participar. En sujetos obesos miR-486-5p y miR-126-3p aumentaron
significativamente 2.02 y 5.90 veces (P < 0.0001), y el segundo aument6 6.23
veces (P < 0.0001) en sujetos con sobrepeso. MiR-454-3p y miR-320a
disminuyeron en sujetos con sobrepeso 1.9y 2 veces y en individuos obesos 2.2 y
1.8 veces, respectivamente (P < 0.0001). Los genes blanco predichos para miR-
126-3p participan en glucdlisis y gluconeogénesis, los predichos para miR-454-3p

en la sefalizacion de TGF-B, y los predichos para miR-486-5p en la sefializacion
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por PI3K-Akt. Nuestros resultados sugieren que estos cuatro miRNAs asociados a

la obesidad podrian ser Gtiles para el diagndstico temprano de DM2.
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Introduccion

La diabetes mellitus es un grupo de disfunciones metabdlicas
desencadenadas por la hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion de
insulina, y/o la respuesta tisular a esta hormona. La hiperglucemia cronica se
asocia con el dafio a largo plazo en multiples érganos, especialmente 0jos,
rilones, nervios, corazén y vasos sanguineos [1]. De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2014 el 9% de la poblacion mundial padecia
diabetes y el 90% de estos casos correspondia a diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
con el doble de casos existentes en 1980 [2]. En México, el 9.17% de la poblacion
adulta (6.4 millones de personas) ha sido diagnosticada con DM2 [3].

La ineficiente accion de la insulina resulta de su insuficiente secrecion y/o la
incapacidad de los tejidos blanco para responder a la hormona. La deficiencia en
la secrecion y los defectos en la accidn de la insulina frecuentemente coexisten en
el mismo paciente, y no esté claro cual anormalidad es la causa primaria de la
hiperglucemia [1]. Ademas, la mayoria de los pacientes con DM2 son obesos o
tienen una proporcion excesiva de grasa corporal, acumulada principalmente en la
regién abdominal [4]. La obesidad, por si misma, causa cierto grado de resistencia
a la insulina [5] y un proceso inflamatorio de bajo grado [6], dos alteraciones
asociadas a DM2.

El sobrepeso y la obesidad se definen como la acumulacién excesiva de
grasa perjudicial para la salud [7]. La prevalencia de obesidad ha aumentado de
forma vertiginosa en todo el mundo. De acuerdo con la OMS el 39% de la

poblacién mundial mayor de 18 afios tiene sobrepeso u obesidad. En México, siete
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de cada 10 adultos tienen sobrepeso u obesidad [3]. Por lo tanto, el incremento de
la DM2 que es una enfermedad inicialmente asintomatica requiere un diagndéstico
temprano y predictivo para su prevencion y tratamiento.

Actualmente no puede predecirse y prevenirse la DM2 porque la
enfermedad se identifica por sus signos y sintomas, una vez que se ha
desarrollado. Las variables clinicas para diagnosticar DM2 son niveles de glucosa
sanguinea en ayuno = 126 mg/dl, niveles de hemoglobina glicada (HbA1c) = 6.5%
o péptido C sérico > 2ng/ml. Las caracteristicas fisicas consideradas como
factores de riesgo para el desarrollo de DM2 son el indice de masa corporal (IMC)
> 25 kg/m?, indice cintura-cadera > 0.8 en mujeres y > 1 en hombres, presion
arterial = 140/90 mmHg y el género. Estas caracteristicas, sumadas al consumo
de dietas hipercaloricas, al tabaquismo y al sedentarismo no permiten predecir la
enfermedad, sino solo diagnosticarla y dar seguimiento a su progresion [8].

La identificaciébn de marcadores que permitan el diagndéstico temprano y
eficaz de la DM2 ha sido una meta de numerosos grupos de investigacién
alrededor del mundo. En este contexto, los microRNAs (miRNAs) son moléculas
con caracteristicas adecuadas como marcadores idoneos: accesibles por medios
minimamente invasivos, especificos, robustos, de vida media prolongada y
cuantificables de manera reproducible.

Los miRNAs son moléculas de RNA no codificante de 22 nucleétidos de
longitud en promedio. Su funcién es regular la expresién de aproximadamente el
60% de los genes de mamiferos [9,10] mediante la degradacion de los RNA

mensajeros (MRNAS) y/o la represion de la traduccién [11,12].
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La biogénesis de los miRNAs es un proceso de multiples pasos
estrictamente regulados. La desregulacion esta asociada a muchas
enfermedades, incluidas diabetes, afecciones cardiovasculares y metabdlicas,
diversos tipos de cancer, trastornos neurodegenerativos y autoinmunes [12,13]. La
naturaleza de las interacciones entre los miRNAs y los mMRNAs permite que un
solo miRNA tenga el potencial de regular la expresion post-transcripcional de una
amplia cantidad de genes blanco. Por lo tanto, la alteracion en la funcién de un
solo miRNA puede resultar en multiples condiciones patoldgicas [14].

Los miRNAs han mostrado tener un alto valor predictivo como marcadores
gue pueden detectarse antes de la manifestacion de diversas enfermedades,
incluso por afios [13]. Ademas, sus niveles de expresion correlacionan con el
estado fisiolégico o patolégico del organismo [15-17]. Los miRNAs son muy
accesibles, pueden ser aislados del suero, son estables, reproducibles y
consistentes entre individuos [18].

Diversos estudios en otras poblaciones han reportado perfiles de miRNAs
expresados diferencialmente en individuos con DM2 [19,20], en etapas tempranas
del desarrollo de DM2 [21] o en estados metabdlicos asociados a DM2 [20,22,23].
Sin embargo, no hay consenso entre los grupos de miRNAs implicados en el
desarrollo de DM2 y sus consecuencias metabdlicas.

La ausencia de estudios en poblacion mexicana, usando miRNAs como
marcadores tempranos para el desarrollo de DM2, abre una ventana de
oportunidades en su estudio y la busqueda de posibles aplicaciones.

Asi, el objetivo del presente trabajo fue correlacionar el contenido de
MiRNAs séricos en adultos jovenes mexicanos con normopeso, sobrepeso y

6
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obesidad y correlacionarlo con el estado de salud y estilo de vida para evaluar su
potencial como marcadores tempranos en el desarrollo de DM2 y sus

complicaciones.
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Material y Métodos
Poblacidon de estudio y recoleccion de muestras

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, de acuerdo a la declaracién de Helsinki
(1975), actualizacién 2013. Todos los sujetos de estudio firmaron un
consentimiento informado antes de participar en el estudio. Integramos una
cohorte de 106 voluntarios conformada por hombres y mujeres nuliparas entre 20
y 35 afios de edad (26.8 + 3.59). Dividimos a la poblacion por género, y
posteriormente la agrupamos en tres categorias a partir del IMC: normopeso (IMC
18.5-24.9), sobrepeso (IMC 25-29.9) y obesidad (IMC > 30), y conformamos seis
grupos con n = 10. Con el consentimiento de los voluntarios obtuvimos su historia
clinica, recabando datos clinicos y de estilo de vida. Ademas, de cada uno de los
voluntarios colectamos por puncion capilar seis gotas de sangre en papel filtro
Whatman 903 Proteinsaver. La informacion fue analizada anénimamente; los
investigadores no tuvieron conocimiento de la identidad de las muestras u otra

informacion clinica excepto por la declarada en este manuscrito.

Seleccion de miRNAs circulantes asociados a DM2 y

obesidad

Para seleccionar miRNAs con potencial uso como marcadores de DM2
utilizamos la base de datos PubMed de los Institutos Nacionales de Salud de

Estados Unidos de América, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Revisamos
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estudios publicados entre enero de 2000 y marzo de 2015 utilizando los términos
MiRNA y diabetes, mIRNA y obesidad, miRNA y resistencia insulina y miRNA 'y
adipogénesis. Los criterios de eleccion fueron: estudios donde se evaluaron
mMiRNAs circulantes, reportes donde los miRNAs tuvieran un cambio de expresion
significativo. Del total de trabajos donde se evalud la expresion de miRNAs
circulantes asociados a estas condiciones seleccionamos 10 miRNAs candidatos

(Tabla 1).

Tabla 1. MicroRNAs seleccionados como predictores potenciales de
obesidad y DM2

mMiRNA Proceso o actividad asociada Referencias

Resistencia a la insulina, transporte de glucosa, [13, 24]
adipogénesis

Desarrollo de pancreas, regulacion de glucosa, [13, 19, 25]
obesidad

Regulacion de la proliferacion celular, obesidad, [26 - 28]
metabolismo de adipocitos

Regulacibn de glucosa, obesidad, sensibilidad [25, 29, 30]
insulina

hsa-mir-200c-3p Obesidad, regulador mitocondrial, plasticidad celular [28, 31]
hsa-mir-221-3p Apoptosis, metabolismo de lipidos, metabolismo de [29, 32, 33]

hsa-mir-29a-5p
hsa-mir-126-3p
hsa-mir-141-3p

hsa-mir-142-3p

glucosa
hsa-mir-320a Resistencia a la insulina, obesidad [19, 20, 34]
hsa-mir-486-5p  Adipogénesis, proliferacion celular, diabetes [29, 33, 35, 36]
hsa-mir-523-3p  Embarazo, obesidad, diabetes, cancer [28, 37]

Extraccion, purificacion y cuantificacion de miRNAs

Obtuvimos miRNAs de sangre seca en papel Whatman utilizando el
protocolo de extraccion de Rodil Garcia [38]. Enriquecimos la fraccién de RNAs
pequefios con el kit de extraccidbn mirVana (Ambion, California, USA). En breve,

rehidratamos la muestra de sangre (dos gotas) con 300 pl de amortiguador TE y
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agitamos a 2,000 rpm a 4°C por 30 min en un voértex. Después agregamos Trizol
(Ambion, California, USA) y cloroformo, agitamos en voértex a 2,000 rpm a 25°C
por 5 min y centrifugamos a 13,000 rpm a 4°C durante 15 min. Colectamos 600 pl
de la fase acuosa a la que afiadimos un volumen igual de etanol a temperatura
ambiente. Mezclamos por inversion y transferimos a una columna de fibra de vidrio
(kit mirVana) y centrifugamos a 10,000 rpm a temperatura ambiente por 15 s.
Lavamos la columna con etanol e isopropanol seguido de un lavado con solucién
2/3 (kit mirVana). Eluimos con 100 pl de agua libre de nucleasas a 95°C y
centrifugamos a 13,400 rpm a temperatura ambiente por 30 seg. El liquido filtrado
se almaceno a -80°C hasta su uso.

Cuantificamos el RNA en las muestras por espectrofotometria considerando
una relacion 260 nm/280 nm entre 1.8 y 2.0 como RNA de calidad aceptable.
Adicionalmente analizamos cualitativa y cuantitativamente las muestras por
electroforesis capilar con el equipo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, California, USA) utilizando el kit Small RNA (Agilent Technologies,
California, USA) y el ensayo Small RNA de acuerdo con las instrucciones del

fabricante (Figura 1).

Disefio de oligonucleotidos iniciadores especificos

Disefiamos los iniciadores empleados en la identificacion y cuantificacion de
los miRNAs con el programa miRNA Primer Design Tool [39] utilizando las
secuencias de los miRNAs maduros obtenidas de la version 21 de la base de

datos miRBase [40]. Para la retrotranscripcion de los miRNAs disefiamos
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185

186

187

188

189

iniciadores “stem loop” mediante un analisis in silico para confirmar la formacion
de las estructuras secundarias adecuadas utilizando el servidor OligoAnalyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) (Tabla 2). Para la cuantificacion (QPCR)

disefiamos iniciadores sentido especifico y un iniciador antisentido universal.
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190 Tabla 2. Secuencias de iniciadores disefiados para identificar y cuantificar los miRNAs de interés

mMiRNA Iniciador Stem Loop Iniciador sentido especifico

Normalizacion

hsa-mir-16-5p 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCGCCAA - 3' 5 - TGTTTTTTTTTGTAGCAGCACGTAAATA - 3'
hsa-mir-24 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACTGAT -3 5'- GTTTTGTTGCCTACTGAGCTGA - 3'
hsa-mir-106a 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTACCT -3' 5 - TGGGTAAAAGTGCTTACAGTGC - 3'

U6 SNRNA Rev 5- AAAATATGGAACGCTTCACGAAT — 3’ Fwd 5’- CGCTTCGGCAGCACATATACTA -3’
Blanco

hsa-mir-29a-5p 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTGAAC - 3' 5' - GTTGGGACTGATTTCTTTTGGT - 3'
hsa-mir-126-3p 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCGCATT -3' 5 - TGTTTTTTGTCGTACCGTGAGTAAT - 3'
hsa-mir-141-3p 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCCATCT -3'  5'- GGGGGTAACACTGTCTGGTAA - 3'
hsa-mir-142-3p 5 - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCCATA -3 5'- TGGTTTGGGG TGTAGTGTTTCCTAC - 3'
hsa-mir-200c-3p 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCCATC -3 5' - TGGGTTAATACTGCCGGGTAAT - 3'
hsa-mir-221-3p 5'- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACGAAACC -3 5' - GGAGCTACATTGTCTGCTG - 3
hsa-mir-320a 5 - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACTCGCCC - 3' 5'- GGGAAAAGCTGGGTTGAGA - 3'
hsa-mir-454-3p 5 - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACACCCTA -3 5'- GGTGTGGTAGTGCAATATTGCTTA - 3'
hsa-mir-486-5p 5 - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCTCGGG -3 5'- TGTTTTTTTTTTTCCTGTACTGAGCTG - 3'
hsa-mir-523-3p 5' - GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGCCAACCAGAAA - 3' 5 - GGGTCTCTAGAGGGAAGCG - 3'

Antisentido Universal 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT - 3'

191
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197

198

199
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201

202
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205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

Cuantificacion de miRNAs por RT-qPCR

Sintetizamos los cDNA utilizando los iniciadores “stem loop” (Tabla 2) a
concentracion final de 100 uM, dNTP’s (Promega, Wisconsin, USA) 10 mM, 200
unidades de transcriptasa reversa M-MLV (Promega, Wisconsin, USA), y un
volumen fijo de RNA de 2 pl. Incubamos las mezclas siguiendo el protocolo de
Rong-Mey et al. [41] con las siguientes condiciones: 16°C por 30 min, 60 ciclos de
30°C por 30 s 42°C por 30 seg y 50°C por 1 segundo; finalmente un ciclo de 85°C
por 5 min. Las reacciones se realizaron en un termociclador Touchgene Gradient
(Techne, Staffordshire, UK).

Posteriormente cuantificamos los miRNAs de interés por gPCR utilizando
los iniciadores especificos y el iniciador antisentido universal a concentracion final
de 100 uM, la mezcla QuantiTech Probe PCR Master Mix (Qiagen, California,
USA) y la sonda Universal Probe Library No. 21 (Roche Diagnostics, Basel, CH)
en un termociclador LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Basel, CH). Para
confirmar que la cantidad de sangre utilizada era suficiente para la identificacion y
cuantificacion de los iniciadores especificos utilizamos sangre fresca como control

positivo de amplificacion.

Prediccion de genes blanco y vias metabdlicas asociadas

Identificamos los posibles genes blanco de los miRNAs mediante un
analisis in silico empleando cuatro de los siguientes algoritmos: Diana MicroT [42],
miRanda [43,44], miRDB [45,46], TargetScan [47,48], PITA [49], miRGate [50] y

miRNAMap [51]. Agrupamos los genes blanco predichos para cada miRNA por

13



215 cuatro de los algoritmos en diagramas de Venn utilizando el programa Venny 2.1
216  [52]. Seleccionamos los genes predichos para cada miRNA por dos o0 mas

217  algoritmos y los mapeamos en la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

218 (KEGG) utilizando la aplicacion de analisis KEGG Mapper. Las vias metabolicas y
219 de sefalizacion resultantes del mapeo se enriquecieron por una prueba de Fischer
220 (intervalo de confianza 95%) y una posterior correccion de tasa de falsos

221 descubrimientos (FDR) para eliminar falsos positivos utilizando el programa R

222 version 3.2.2 (R Development Core Team, 2015).

223

224 Analisis estadistico

225 Cuantificamos la expresion relativa de los miRNAs candidatos por el

226  método 2-AACt [53] usando como control de normalizacion la media geométrica
227  delos miRNAs miR-16-5p y miR-106a-5p, los cuales presentaron una menor
228  dispersién entre los grupos de estudio y un valor de estabilidad de 0.017 de

229 acuerdo al algoritmo NormFinder [54]. Posteriormente realizamos un analisis de
230 varianza (ANOVA de una via) seguido de una prueba post hoc de diferencias
231 honestamente significativas (HSD) de Tukey (intervalo de confianza 95%). El
232 andlisis se realiz6 con el programa Prism 6 (GraphPad, CA, USA, 2012).

233 La correlacion entre las variables clinicas se calcul6 usando el coeficiente
234  de correlacion de Pearson (R) controlado para la expresion relativa de los miRNAs
235 (intervalo de confianza 95%). Para este analisis utilizamos los miRNAs que

236  mostraron una expresion diferencial entre los distintos grupos de IMC, asi como

237 con las variables cuantitativas de la historia clinica (IMC, perimetro abdominal, %

14



238

239

240

241

grasa corporal, glucosa capilar, tension arterial y peso al nacimiento). El analisis

se realizo con el programa Prism 6 (GraphPad, CA, USA, 2012).
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Resultados

MiRNAs asociados a DM2 y obesidad

La revision bibliografica en PubMed permitié reconocer 10 miRNAs
circulantes asociados a DM2 y obesidad (Tabla 1): miR-29a-5p, miR-126-3p, miR-
141-3p, miR-142-3p, miR-200c-3p, miR-221-3p, miR-320a, miR-454-3p, miR-486-
5p y miR-523-3p. No obstante, su asociacion con obesidad y DM2, se desconoce
su utilidad para pronosticar el desarrollo de ambas condiciones en la poblacion

mexicana.

Caracteristicas del grupo de estudio

Para buscar posibles correlaciones entre la expresién de los miRNAs
asociados a DM2 y obesidad con el estado de salud y estilo de vida en una
muestra de 106 voluntarios mexicanos de 20 a 35 afios de edad con normopeso,
sobrepeso y obesidad y posteriormente analizados por género, conformando seis
grupos (n = 10). Las caracteristicas y datos clinicos de los participantes se
describen en las Tablas 3 y 4. En resumen, la muestra analizada es una poblacion
metabdlicamente sana con antecedentes familiares de enfermedades metabdlicas

como DM2, obesidad e hipertensién arterial.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio

Hombres Mujeres

Normopeso Sobrepeso Obesidad Normopeso Sobrepeso Obesidad
Parametro clinico n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Edad (afios) 27.1 £3.47 27.9+3.98 27.3+3.40 25.1+1.911 25.8 +3.99 28.5+4.24
Peso (kg) 67.69+6.26 86.7+7.24 108.39+18.98 53.85+2.74 66.87 + 5.49 84.11 +9.43
Talla (cm) 1743 £6.12 172.7+6.41 17553+7.38 163.5+3.77 157.53+4.86 161.06 + 6.80
IMC 22.33+1.13 29.03+0.55 34.823+424 20.16+0.63  26.95+1.16 32.31+2.81
Perimetro abdominal (cm) 84.19+5.81 100.05+3.05 116.99+1359 76.67 + 3.68 90.4 +5.92 101.73 + 11.26
% Grasa corporal 18.73+3.17 30.86+1.07 36.36+6.11  29.72+1.76  41.87+1.91 47.55 + 2.48
Presion arterial (mmHQ)
Sistélica 123.3+15.06 136.1+13.21 135.8+15.62 116.4+15.07 1145%11.16  108.12 + 39.55
Diastélica 80.8 £ 7.13 89 +11.63 91.3+10.76 74.9 + 558 78.44 +4.95 85.5 + 12.23
Frecuencia cardiaca 73.3+6.86 72 +10.99 80 + 11.50 82.6+12.99  79.1+11.47 74.87 +15.28
Glucosa capilar (mg/dl) 92.7+11.87 89.9+756 98.5+21.60 103.8+19.98 91.5+11.43  112.75+36.18

Peso al nacimiento (g)

3080 + 523.98

3290 + 664.07 3431.25 +764.8

3215 +485.36  3252.8 + 600.49

3281.25 + 663.29
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277

Tabla 4. Caracteristicas cualitativas, historia clinica y estilo de vida de la

poblacion de estudio

Hombres Mujeres

Normopeso Sobrepeso Obesidad Normopeso Sobrepeso Obesidad
Variable clinica n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Enfermedad Dx (%)
Afirmativo 10 0 10 0 0 20
Negativo 90 100 90 100 90 80
Actividad fisica (%)
Sedentario 30 30 50 60 90 70
Leve 20 40 40 30 0 0
Activo 30 20 10 10 10 30
Muy activo 20 10 0 0 0 0
Tabaquismo (%)
Afirmativo 20 20 50 10 20 0
Negativo 80 80 50 90 80 100
Suplementacion (%)
Afirmativo 30 40 10 30 10 20
Negativo 70 60 90 70 90 80
Variacion peso ultimos 6 meses (%)
Aumento 30 30 10 20 80 80
Reduccion 0 30 50 10 0 0
Negativo 70 40 40 70 20 20
Antecedentes familiares (%)
Diabetes mellitus tipo 2 30 60 50 20 40 40
Obesidad 20 50 30 40 50 60
Hipertension arterial 30 60 40 50 60 30
Dislipidemia 30 10 20 10 10 0
Enfermedades del corazdn 10 20 10 10 0 0
Cancer 10 0 10 0 10 0
Negativos 40 10 20 20 20 10
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Los hombres obesos tuvieron hipertension arterial con presiones sistolica y
diastélica de hasta 11.4 mm de Hg y 12 mm de Hg por encima de los limites
normales, respectivamente. En los individuos con sobrepeso las presiones
sistdlica y diastdlica fueron hasta 9.3 mm de Hg y 10.6 mm de Hg superiores al
valor normal.

Los niveles de glucosa capilar fueron 17.8 mg/dl mayores en la poblacion
femenina que en la masculina, siendo més elevados en obesos que en los sujetos
con normopeso de ambos géneros, 25.15 mg/dl para el grupo de mujeres y para

hombres 39.27 mg/dl.

Obtencidon de miRNAs circulantes a partir de muestras de

sangre seca

De las muestras de sangre colectadas en papel filtro recuperamos miRNAs
con concentraciones superiores a 1 ng/ul y una relacion RNA/miRNA superior al
50%. (Figura 1B).

De los 10 miRNAs seleccionados pudimos recuperar cantidades
cuantificables para cinco: miR-29a-5p, miR-126-3p, miR-320a, miR-454-3p y miR-
486-5p. Los cinco miRNAs restantes no fueron identificados o sus niveles fueron
muy bajos para ser cuantificados tanto en sangre seca como en el control de

sangre fresca.
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Expresion relativa de miR-29a-5p, 126-3p, 320a, 454-3p y
486-5p

La cuantificacion de la expresion mostré que miR-126-3p, miR-320a, miR-
454-3p y miR-486-5p se expresaron diferencialmente en la poblacién estudiada.
La expresion de miR-29a-5p disminuyo en los grupos de sobrepeso y obesidad,
aunqgue no significativamente respecto al grupo de normopeso (P < 0.0001)
(Figura 2A). La expresion de miR-126-3p fue significativamente mayor (P <
0.0001) en el grupo con sobrepeso (6.3 veces) y obesidad (5.9 veces) respecto al
grupo con normopeso (Figura 2B). Por el contrario, miR-320a y miR-454-3p
mostraron una menor expresion en los grupos con sobrepeso y obesidad que con
normopeso (P < 0.0001). MiR-320a se expreso soélo 0.5 veces en el grupo con
sobrepeso y 0.55 veces en el grupo con obesidad (Figura 2C), en tanto que miR-
454-3p se expreso so6lo 0.45 veces en los voluntarios con sobrepeso y 0.52 veces
en el grupo con obesidad (Figura. 2D). Por su parte, miR-486-5p se expreso solo
0.14 veces en el grupo con sobrepeso, pero duplicé en el grupo con obesidad (P <

0.0001) respecto al grupo con normopeso (Figura 2E).

Expresion diferencial de los miRNAs en hombres y

mujeres

Para profundizar en el analisis de la expresion de estos miRNAs en la
poblacién estudiada cuantificamos su expresion por géneros.
En este analisis miR-29a-5p no mostré diferencias significativas entre

hombres y mujeres (P < 0.0001) (Figura 3A). El andlisis confirmé la
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sobreexpresion de miR-126-3p en individuos con sobrepeso y obesidad de ambos
géneros respecto a sus contrapartes con normopeso. Para los hombres la
expresion de miR-126-3p fue 8.3 veces mayor en sobrepeso y en obesidad fue 6.4
veces mayor que en normopeso. De igual forma, la expresion de miR-126-3p para
las mujeres con sobrepeso fue cuatro veces mayor y 6.6 veces mayor en el grupo
con obesidad respecto al grupo de normopeso (Figura 3B).

El andlisis para miR-320a confirmo su disminucion en las mujeres con
sobrepeso y obesidad con respecto al grupo de normopeso, pero no mostrod
diferencias significativas entre los grupos de hombres (Figura 3C). Asimismo, el
andlisis de miR-454-3p por género confirmo su disminucion en los grupos con
sobrepeso de ambos géneros en hombres con obesidad, pero no en el grupo de
mujeres con obesidad (Figura 3D).

Finalmente, el andlisis de miR-486-5p ratifico el aumento en ambos géneros
con obesidad observado previamente en la poblacién general, pero no mostro

diferencias significativas entre hombres con normopeso y sobrepeso (Figura 3E).

Correlacidon entre variables moleculares y clinicas

Para explorar las relaciones entre los niveles de expresion de los miRNAs
analizados con rasgos clinicos asociados a enfermedades metabdlicas (IMC,
perimetro abdominal, porcentaje de grasa corporal, glucosa capilar, tension arterial
y peso al nacimiento) utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson (R) (P <
0.05).

Cuatro variables (IMC, perimetro abdominal, porcentaje de grasa corporal y

tensién arterial) mostraron una correlacion significativa con el aumento o
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disminucién de expresion de los miRNAs. Observamos que el aumento de peso y
de grasa abdominal correlacionan positivamente con los niveles de expresion de
mMiR-126 y miR-486-5p.

En contraste, los niveles de expresion de miR-320a y miR-454-3p
disminuyeron en individuos con sobrepeso y obesidad correlacionaron
negativamente con las tres caracteristicas clinicas asociadas (IMC, perimetro
abdominal y porcentaje de grasa corporal) (Figura 4).

Por otro lado, los valores de presion arterial correlacionaron positivamente
con la expresion de miR-126-3p y negativamente con la de miR-320a (Figura 5).
Los niveles de miRNAs miR-454-3p y miR-486-5p no correlacionaron con los

valores de presion arterial.

Prediccion de genes blanco y vias metabdlicas asociadas

alos miRNAs analizados

Predecir los genes blanco es indispensable para determinar la participacion
de un miRNA en los procesos bioldgicos. Para identificar los posibles genes
blanco de los miRNAs miR-29a-5p, miR-126-3p, miR-320a, miR-454-3p y miR486-
5p realizamos el analisis in silico con los algoritmos descritos en Material y
Métodos. Los genes predichos se graficaron en diagramas de Venn que muestran
el nimero de genes blanco identificados por cada herramienta (Figura 6). Los
genes blanco predichos para cada miRNA por al menos dos algoritmos se
mapearon en KEGG y se enriquecieron por una prueba de Fisher (intervalo de

confianza 95%) y una posterior correcciéon FDR.

22



368

369

370

371

372

373

Los genes blanco predichos para los miRNAs analizados participan en la
regulacion de procesos relacionados con DM2 y obesidad: metabolismo de
carbohidratos, regulacion de lipdlisis, vias de sefializacion de PI3K-Akt, AMPK, Jak
STAT y TGF-B entre otras. Las vias metabdlicas y de sefializacion en las que cada

mMiRNA parece tener una participacion significativa se muestran en las Tablas 5-9.
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374 Tabla 5. Analisis in silico de vias metabdlicas y de sefializacion para miR-
375 29a-5p

Via KEGG Valor P Ajuste FDR KEGG ID
Vias en cancer 0.001689 0.015201 hsa05200
Via sefalizacién de Ras 0.01646 0.032655 hsa04014
Adhesién focal 0.01263 0.032655 hsa04510
Proteoglicanos en cancer 0.01522 0.032655 hsa05205
Via sefalizacién de HIF-1 0.02177 0.032655 hsa04066
Via sefializacion de ErbB 0.01969 0.032655 hsa04012
Via sefalizacién de MAPK 0.02964 0.03430125 hsa04010
Biosintesis de mucina tipo O-

Glicano 0.03049 0.03430125 hsa00512
Via de sefializaciéon Wnt 0.04616 0.04616 hsa04310

376 Los genes predichos por dos o méas algoritmos (Diana miRGate, miRDB, y
377 TargetScan).
378
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379 Tabla 6. Andlisis in silico de vias metabdlicas y de sefalizacion para miR-

380 126-3p

Via KEGG Valor P Ajuste FDR KEGG ID
Glucaolisis / Gluconeogénesis 3.45E-11  1.21E-09 hsa00010
Metabolismo de carbono 3.68E-08 6.44E-07 hsa01200
Biosintesis de aminoacidos 1.54E-07 1.80E-06 hsa01230
Metabolismo de fructosa y manosa 2.67E-07 2.34E-06 hsa00051
Biosintesis de antibiéticos 1.31E-06 9.17E-06 hsa01130
Via de las pentosas fosfato 1.46E-05 8.52E-05 hsa00030
Via de sefializacion de mTOR 0.000113 5.65E-04 hsa04150
Via de sefializacion de HIF 1 0.0005223 0.0029 hsa04066
Vias metabdlicas 0.0007495 hsa01100
Via de sefializacion de AMPK 0.0008811 0.00308 hsa04152
Via de sefializacion de FoxO 0.001095 0.00348 hsa04068
Via de sefializacion de la insulina 0.001214 0.00354 hsa04910
Reabsorcion de sodio regulada por aldosterona 0.001603  0.00432 hsa04960
Metabolismo amino azlUcares Yy azlcares

nucleicos 0.002373  0.00554 hsa00520
Diabetes mellitus tipo 2II 0.002373 hsa04930
Regulacion de lipdlisis en adipocitos 0.003177  0.00695 hsa04923
Metabolismo central de carbono en cancer 0.00446 0.00918 hsa05230
Metabolismo de inositol fosfato 0.004977  0.00968 hsa00562
Apoptosis 0.006987 0.0122 hsa04210
Metabolismo de tiamina 0.006984 hsa00730
Metabolismo de colina en cancer 0.009657  0.0155 hsa05231
Metabolismo de vitamina B6 0.009763 hsa00750
Resistencia a la insulina 0.01152 0.0175 hsa04931
Via de sefializacion de neurotrofina 0.01332 0.0194 hsa04722
Via de sefializacién de PI3K Akt 0.01444 0.0199 hsa04151
Guia axonal 0.0148 hsa04360
Sarampién 0.01634 0.0204 hsa05162
Citotoxicidad mediada por células Kkiller

naturales 0.01634 hsa04650
Regulacion via de sefializacion de células

troncales 0.01818 0.0219 hsa04550
Enfermedad de higado graso no alcohdlico

(NAFLD) 0.02035 0.0237 hsa04932
Via de sefalizacion de Jak STAT 0.02211 0.025 hsa04630
Via de sefalizacion de cGMP PKG 0.02446 0.0268 hsa04022
Influenza A 0.02663 0.0282 hsa05164
Biosintesis de la estructura de terpenoides 0.03171 0.0326 hsa00900
Metabolismo de galactosa 0.04249 0.0425 hsa00052

381 Los genes predichos por dos o mas algoritmos (Diana MicroT, miRanda,
382 TargetScany PITA).
383
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384
385

Tabla 7. Analisis in silico de vias metabdlicas y de sefializacion para miR-

320a

Via KEGG Valor P Ajuste FDR KEGG ID
Vias en cancer 0.01442  0.03225 hsa05200
Focal adhesion 0.0001068 0.0045924  hsa04510
Endocitosis 0.02985  0.04587179 hsa04144
Regulacién de actina de citoesqueleto 0.01016  0.0282725 hsa04810
Proteoglicanos en cancer 0.008261 0.027821 hsa05205
Desregulacién transcripcional en cancer 0.003692 0.027821 hsa05202
Via sefalizacion de PKG-cGMP 0.01052  0.0282725  hsa04022
Guia axonal 0.0003848 0.0082732  hsa04360
Transporte de RNA 0.05092  0.05614256 hsa03013
Procesamiento de proteinas en reticulo

endoplasmico 0.04799  0.05577216 hsa04141
Hepatitis B 0.01337  0.03193944 hsa05161
Via sefalizacion de AMPK 0.003328 0.027821 hsa04152
Via sefalizacion de FoxO 0.0272 0.04539808 hsa04068
Toxoplasmosis 0.00615 0.027821 hsa05145
Via sefializacién de hormona tiroidea 0.03771  0.05029697 hsa04919
Céancer de prostata 0.004604 0.027821 hsa05215
Metabolismo de carbono 0.03517 0.04900613 hsa01200
Via de regulacion de longevidad 0.005993 0.027821 hsa04211
Via de supervivencia de mRNA 0.0187 0.03655 hsa03015
Via sefializacién de receptores de células T 0.05512 0.05643238 hsa04660
Cardiomiopatia hipertréfica (HCM) 0.009003 0.027821 hsa05410
Interaccién receptor-ligando neuroactivos 0.03533  0.04900613 hsa04080
Apoptosis 0.01575 0.03225 hsa04210
Sistema de sefializacion de fosfatidilinositol 0.05024  0.05614256 hsa04070
Cardiomiopatia dilatada 0.02745  0.04539808 hsa05414
Via sefializacion de prolactina 0.009058 0.027821 hsa04917
Carcinoma de células renales 0.003556 0.027821 hsa05211
Cancer pancreatico 0.006565 0.027821 hsa05212
Tosferina 0.0386 0.05029697 hsa05133
Céancer colorrectal 0.008566 0.027821 hsa05210
Metabolismo de inositol fosfato 0.023 0.043 hsa00562
Glioma 0.02987  0.04587179 hsa05214
Cardiomiopatia arritmogénica del ventriculo

derecho (ARVC) 0.05786  0.05786 hsa05412
Sefializacion de células epiteliales en infeccion

por Helicobacter pylori 0.03187  0.04725552 hsa05120
Uniones adherentes 0.05512  0.05643238 hsa04520
Células no pequefias de cancer de pulmén 0.04599  0.0549325 hsa05223
Depresion de larga duracion 0.05432  0.05643238 hsa04730
Diabetes mellitus tipo 2 0.0113 0.02858235 hsa04930
Regulacion de lipolisis en adipocitos 0.04599 0.0549325 hsa04923
Céancer endometrial 0.04085 0.05166324 hsa05213
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Via KEGG Valor P Ajuste FDR KEGG ID

Ritmo circadiano 0.008879 0.027821 hsa04710
Formacion del eje dorso-ventral 0.02674 0.04539808 hsa04320
Metabolismo de vitamina B6 0.01541 0.03225 hsa00750

386 Los genes predichos por dos o mas algoritmos (Diana MicroT, miRanda, miRDB y
387 TargetScan).

388
389
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390 Tabla 8. Andlisis in silico de vias metabdlicas y de sefializacion para miR-
391 454-3p

Via KEGG Valor P Ajuste FDR KEGG ID
Endocitosis 0.001724 0.012068 ko04144
Via de sefializacion de TGF-f 0.01607 0.04421 ko04350
Guia axonal 0.02799 ko04360
Via de sefializacion de FoxO  0.03921 ko04068
Via de sefializacion de p53 0.03971 ko04115
Proteoglicanos en cancer 0.04393 ko05205
Via de sefializacion de Hippo 0.04421 ko04390

392 Los genes predichos por dos o mas algoritmos (Diana MicroT, miRanda, miRDB y
393 miRNAMap).

28



394 Tabla 9. Andlisis in silico de vias metabdlicas y de sefalizacion para miR-

395 486-5p
Via KEGG Valor P Ajuste FDR KEGG ID
Via de sefializacion Akt PI3K 0.007565 0.01523438 hsa04151
Via de sefializacion de Ras 0.006066 hsa04014
Via de sefializacion de Rapl 0.008125 hsa04015
Adhesion focal 0.007296 hsa04510
Infeccién HTLV | 0.007296 hsa05166
Desregulacion transcripcional en cancer 0.004576 hsa05202
Moléculas de adhesion celular (CAMs) 0.002031 hsa04514
Melanoma 0.002185 hsa05218
Biosintesis de anclaje de
glicosilfosfatidilinositol 0.009568 0.01594667 hsa00563
Interaccién del receptor ECM 0.02031 0.030465 hsa04512
Mediador de protedlisis por Ubiquitinacion 0.04095 0.04558929 hsa04120
Via de sefializacion de HIF1 0.04255 hsa04066
Via de sefializacion de mTOR 0.0411 hsa04150
Adiccién a Nicotina 0.03882 hsa05033
Via de sefializacion de TGF- 0.04813 0.04813 hsa04350

396 Los genes predichos por dos o mas algoritmos (Diana MicroT, miRanda, miRDB y

397 PITA).

398
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Discusion

En este estudio cuantificamos miRNAs circulantes asociados a
enfermedades metabdlicas y presentamos la primera evidencia de cambios en su
expresion en una muestra de adultos mexicanos jovenes con sobrepeso y
obesidad.

Entre los miRNAs seleccionados no detectamos los miRNAs miR-141-3p,
miR-142-3p, miR-200c-3p, miR-221-3p ni miR-523-3p en las muestras de sangre
preservadas en papel filtro ni en los controles de sangre fresca. Esto pudo deberse
a gque tales miRNASs no se expresan en la poblacion estudiada o a que se
expresan en niveles muy bajos para ser cuantificados por RT-gPCR. Los miRNAs
restantes miR-29a-5p, miR-126-3p, miR-320a, miR-454-3p y miR-486-5p pudimos
identificarlos y cuantificarlos en todas las muestras analizadas.

En la poblacion estudiada miR-29a-5p no presento diferencias significativas
entre los distintos grupos de IMC, en concordancia con reportes previos que
muestran que la expresion de este miRNA no cambia con el peso corporal en
poblaciones caucasicas o asiaticas [23,55], aunque si se expresa en diabetes o
incluso en prediabetes [56,57] No obstante, un analisis estadistico de nuestros
datos con un mayor grado de libertad (P < 0.0006) mostré una subexpresion
significativa de miR-29a-5p en mujeres con sobrepeso y obesidad respecto a
mujeres con normopeso, aunque no en hombres con distinto IMC. Si esta
subexpresion es genuina, miR-29a-5p podria tener una asociacion genero-
especifica con el IMC, como se ha reportado para otros miRNAs y sindrome

metabalico [58]. Para saberlo requerimos analizar un mayor niumero de individuos.

30



422

423

424

425

426

427

428

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

Reportes previos sefalan que los niveles séricos de miR-126-3p declinan
significativamente en pacientes con DM2 [19] por lo que seria de esperar bajas
concentraciones séricas de este miRNA en obesidad, un factor de riesgo para
desarrollo de DM2. Contrariamente, nuestro estudio mostré una elevada
concentracion de miR-126-3p en los grupos con sobrepeso y obesidad de ambos
géneros, respecto a normopeso. La sobrexpresion de miR-126-3p se correlacion6
directamente con el IMC, la acumulacién de grasa abdominal, y los niveles de
tension arterial, pero no con los niveles de glucemia, pues todos los individuos
estudiados fueron normoglucémicos. Por el momento no tenemos una explicacion
para este resultado, aunque podria hipotetizarse que la sobrexpresion de este
MIiRNA en obesidad es un evento predisponente al desarrollo de resistencia a
insulina y eventualmente de DM2. Estudios longitudinales de la expresion de miR-
126-3p en individuos con diverso riesgo de desarrollar DM2 permitirian confirmar o
refutar esta posibilidad.

Las vias de sefializacion en las que miR-126-3p podria participar estan
directamente asociadas al metabolismo de carbohidratos: glucolisis,
gluconeogénesis y resistencia a la insulina. Uno de los posibles blancos de miR-
126-3p, el gen PTPN9 (Tabla 1S), codifica la tirosin-fosfatasa no receptora tipo 9,
la cual es un antagonista de la sefializacion de la insulina en higado [59] y un
potencial blanco terapéutico para la DM2 [60]. PTPN9 fue uno de los dos posibles
genes blanco reconocidos por al menos cuatro algoritmos para miR-126-3p (Tabla
1S), lo que robustece la validez de esta prediccion. Cuantificar la actividad
hepatica, adiposa o muscular de la proteina PTPN9 en las poblaciones estudiadas

nos permitiria explicar la sobreexpresion observada de miR-126-3p.
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El aumento en la expresion de miR-320a se ha asociado con resistencia a
la insulina [61] y en pacientes con enfermedad coronaria o con alto riesgo a
presentarla. Sin embargo, en la poblacion estudiada la expresion de miR-320a
disminuyd significativamente (P < 0.0005) en los grupos de sobrepeso y obesidad
en el analisis de la poblacion general, aunque dicha subexpresion no fue
significativa para hombres con obesidad en el analisis por géneros. Ademas,
nuestros resultados mostraron una correlacion negativa entre la expresion de miR-
320ay los valores de tension arterial.

Como en el caso de miR-126-3p, explicar el patrén de expresion de miR-
320a en la poblacion estudiada demanda la cuantificacion de algunas de las
actividades codificadas por sus posibles genes blanco. Nuestro analisis in silico de
los genes blanco y las vias de sefializacion en las que podria estar implicado miR-
320a concordo con algunos blancos confirmados para este miRNA. Entre estas
figuran la regulacion de estrés oxidante en cancer de pulmén [62], la sefalizacién
por AMPK en células T Jurkat o HelLa [63], y su participacion en el desarrollo de
DM2 y en el metabolismo de lipidos [61,64]. Uno de los genes blanco predichos
para miR-320a (Tabla S2) es AKT serin- treonin cinasa 2, que codifica AKT2, una
serin-treonin cinasa que participa en la via de sefalizacion de la insulina [65].

También evaluamos la expresion de miR-486-5p, un miRNA con
concentraciones plasmaticas elevadas en obesidad prepubertal [29]. En nuestro
estudio miR-486-5p presento una concentracion disminuida en sobrepeso y un
aumento significativo en obesidad, tanto en el analisis de la poblacion general
como en el analisis por géneros.

La sobreexpresion de miR-486-5p se ha asociado a pacientes con

enfermedad coronaria, lo que sugiere que induce aterogénesis al promover el
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aumento en suero de lipidos y citosinas proinflamatorias [64]. La confirmacién de
su concentracion sérica elevada en nuestra poblacion con obesidad lo hace un
buen candidato a predictor de enfermedad coronaria. En ese sentido, resultaria
interesante explorar si las bajas concentraciones de este miRNA observadas en la
poblacion con sobrepeso constituyen un predictor de enfermedad coronaria mas
temprano adn o un predictor de bajo riesgo para esta afeccion.

Nuestros analisis in silico para miR-486-5p mostraron que las probables
vias metabdlicas en las que participa se asocian al desarrollo de DM2, como las
vias de sefializacion de Akt-PI3K, mTOR, TGF-B y Ras [66]. En la prediccion de
genes blancos para miR-486-5p (Tabla 4S) identificamos el gen PTEN, codificante
de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa. Esta proteina regula
negativamente la sefalizacion por insulina y su inhibicién previene la resistencia a
esta hormona [67]. Por lo tanto, miR-486- 5p presenta caracteristicas potenciales
de ser un regulador en el desarrollo de DM2 asociada a obesidad.

Analizamos también los niveles de expresion de miR-454-3p, el cual se ha
asociado principalmente con el desarrollo de cancer [68—70] y para el que no hay
referencias que lo relacionen con obesidad o diabetes. El andlisis de la poblacion
general mostré concentraciones disminuidas de este miRNA en sobrepeso y
obesidad (P < 0.0001), asi como en hombres con estas dos condiciones y en
mujeres con sobrepeso, pero no con obesidad. En esta ultima condicion el analisis
de los datos con un valor de P < 0.0001 no arrojo diferencias significativas entre
mujeres con normopeso y obesidad. Un andlisis estadistico con un valor P < 0.05
si mostro disminucién en la concentracion de miR-454-3p en mujeres con
obesidad. Ademas, miR-454-3p presentd una correlacion negativa con los

parametros clinicos IMC, y perimetro abdominal sugiriendo una estrecha relacion
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entre la acumulacién de grasa corporal y los niveles circulantes de miR-454-3p.
Con todo, es necesario un estudio en una poblacion de mayor tamafio que nos
permita confirmar la participacion de este miRNA en obesidad en ambos géneros.

Las vias de sefializacion predichas para miR-454-3p, FoxO, TGF-B y p53,
las cuales tiene una participacion directa en el desarrollo de resistencia a insulina
[71-73], sugieren la posible participacion de este miRNA en el desarrollo de DM2.
El analisis de los genes blanco (Tabla 3S) predijo al receptor de activina A tipo 1
ACVR1 como un posible blanco de miR-454-3p. Este receptor participa en
alteraciones asociadas a DM2 como retinopatia [74] u obesidad[75]. Estos
resultados refieren una posible via de participacion de miR-454-3p en el desarrollo
de alteraciones metabdlicas.

En resumen, el presente trabajo muestra que las concentraciones séricas
de miR-126-3p, miR-320a, miR-454-3p y miR-486-5p cambian en relacion al IMC
en una poblacién de mexicanos adultos jévenes. miR-126-3p aumento su
concentracion sérica en individuos con sobrepeso y obesidad, miR-320a y miR-
454-3p presentaron bajas concentraciones séricas en sobrepeso y obesidad y
miR-486-5p mostrd baja concentracion sérica en sobrepeso y alta en obesidad
(Figura 7). Las concentraciones séricas de miR29a-5p no mostraron cambios
significativos respecto al IMC de la poblacién estudiada.

El papel fisiolégico de los cambios en la expresion de estos miRNAs y su
utilidad como predictores o marcadores diagnosticos de obesidad y diabetes podra

explorarse mediante el andlisis de los genes blancos predichos para ellos.
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Pies de las figuras

Fig. 1. Evaluacion de la calidad y cuantificacion de los miRNAs circulantes
por electroforesis capilar. El RNA total presente en las muestras de sangre seca
de voluntarios adultos con diverso indice de masa corporal se aisl6 como se
describe en Materiales y métodos y la calidad y concentracion de miRNAs se
analizé por electroforesis capilar en chip para RNAs pequefios en el equipo
Bionalyzer 2100. (A) Representacion grafica de la electroforesis en chip. (B)
Electroferogramas de cuantificaciéon para 11 muestras de sangre seca de adultos

con concentraciones de miRNA superiores a 1 ng/ul.

Fig. 2. Expresion relativa por IMC de miRNAs circulantes asociados a
diabetes mellitus tipo 2 y obesidad en adultos jovenes mexicanos con
sobrepeso y obesidad. La expresion relativa de los miRNAs sefalados se
analizé por RT-gPCR y se cuantificé por el método 2-AACt utilizando como
estdndares de normalizacion los miRNAs miR-106a-5p y miR-16-5p. El andlisis
estadistico se realiz6 por ANOVA de una via, seguida de prueba post hoc de

Tukey, **** P < (0.0001.

Fig. 3. Expresidon relativa por géneros de miRNAs circulantes asociados a
diabetes mellitus tipo 2 y obesidad en adultos jévenes mexicanos con
sobrepeso y obesidad. La expresion relativa de los miRNAs sefialados se
analizo por RT-gPCR y se cuantifico por el método 2-AACt utilizando como

estandares de normalizacion los miRNAs miR-106a-5p y miR-16-5p. El analisis
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estadistico se realiz6 por ANOVA de una via, seguida de prueba post hoc de

Tukey, **** P < 0.0001.

Fig. 4 Correlacion de parametros clinicos y niveles de expresion relativa de
MiRNASs circulantes asociados a DM2 y obesidad. La expresion relativa de los
mMiRNAs sefialados se analiz6 en conjunto con las caracteristicas clinicas (IMC,
Perimetro abdominal, % Grasa corporal). El analisis estadistico se realizd por

coeficiente de correlacién de Pearson (P < 0.05).

Fig. 5 Correlacion de tension arterial y niveles de expresion relativa de
MiRNASs circulantes asociados a DM2 y obesidad. La expresion relativa de los
mMiRNAs sefalados se analiz6 en conjunto con la tension arterial. El analisis

estadistico se realizé por coeficiente de correlacion de Pearson (P < 0.05).

Fig. 6. Diagramas de Venn que indican los posibles genes blanco predichos
para cada miRNA por los algoritmos Diana MicroT, miRanda, miRDB,

miRGate, TargetScan, PITA y miRNAMap

Fig. 7. Concentracion de miRNAs circulantes asociados a DM2 en mexicanos

adultos.
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Material Suplementario

Material Suplementario Tabla 1. Genes predichos por las herramientas Diana

MicroT, miRanda, TargetScan y PITA para miR-126-3p

Genes predichos por las cuatro herramientas
PTPN9 PLXNB2

Material Suplementario Tabla 2. Genes predichos por las herramientas

miRanda, TargetScan, miRDB, y Diana Tools para miR-320a

GPCPD1 RAPI1A RAPH1 PBX3 NIN TRIM24
HNRNPF DAZAP1 ZBTB10 GHITM WARS FAM84B
XBP1 PTEN DIP2C MIERS3 KLHL36 PHC3

ARFIP1 YTHDF3 PBX1 TMTC1  TNRC6C RNF138
ZC3H12C SMNDC1 DBR1 CDK13 ZMYM4 HELZ

DTNA RAB11FIP2 YWHAQ USP12 PTGFRN AKT3
HLA-DPA1 RRN3 MLLT3 COPS2 ZFP91 MSI2
RPL15 KIAA0247  XIAP DDX54 IGF2BP3 JMY
ESRRG SH3GL1 FKBP1A PRSS16 ADAM10 PPM1A
POGZ FAM49B RCN2 PNN MAPKS8IP3 NAA15
ACBD3 SYNGR2 RNF185 CLOCK DNAJB14 MAPKI1IP1L
KIAA1598 YWHAE AP3M1 NR3C1 AFF4 DCP1A

TROVE2 FBXO11 AZIN1 FAM126B SLC16A1 ARPC5
SEC14L1 CNOT6 METTL7A GXYLT1 ZNF436 APPL1
USP25 MRPS18B CRKL TGOLN2 TMEM106B
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831 Material Suplementario Tabla 3. Genes predichos por las herramientas Diana

832 MicroT, miRanda, miRDB y miRNAMap para miR-454-3p

SMARCD2 MIER1 MET ACVR1
WHSCI1L1 LRP12 SLAIN1 MDM4
RAB5A PTPRG FRZB
PAN3 PHF20 STIM2
HIVEP2 PHF3 JARID2

833

834

835 Material Suplementario Tabla 4. Genes predichos por las herramientas Diana

836 MicroT, miRand, miRDB y PITA para miR-486-5p

DOCK3  CSPG5 BCAS2 SMOC1 ST5
ARMC8 TRNT1 TRIM36 ADAMTSL1 GRHL2

AFF3 EPHA3 SNRPD1 BCAS2 ADAMTSL1
ARID4B  VTI1A SP5 TRIM36 ATXN7L3
BTAF1 ARHGAPS PIK3R1 SNRPD1 MATN2
PLAGLZ2 NCOAG6 NUDCD1 SP5 MRPL47
PTEN MXI11 ZNF257 PIK3R1 MYLK2

ZNF331 LCE3E LINGO4 NUDCD1 MARK1
TOB1 PDZRN3 LMTK2  ZNF257 ZNF418

CTDSPL2 HAT1 CD247 LINGO4 GOLPHS3
CIT NEK?2 PYCR2 LMTK2 CNTNAP4
OLFM4 FGF7 ST5 CD247

SLC10A7 TRAPPC6B GRHL2 PYCR2
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