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RESUMEN

Los microARN (miARN) forman parte de los mecanismos epigenéticos que regulan la
expresion génica. Cambios en la expresion de miARN en tejido adiposo (TA) podrian
explicar los mecanismos moleculares de su disfuncién asociados a la ganancia de grasa
corporal. El objetivo de este estudio fue analizar la expresién de miR-193b, miR-378, miR-
Let7-d y miR-222 en tejido adiposo visceral humano (VAT) y su asociacion con obesidad,
resistencia a la insulina (RI) y su papel en la regulacibn de genes que regulan la
homeostasis del TA incluidas las adipocitocinas, el homélogo de fosfatasa y tensina (PTEN)
y la proteina tumoral 53 (p53). Se invitd a participar a hombres y mujeres de 18-60 afios de
edad sometidos a cirugia electiva en el Hospital General de Querétaro. Se tomaron medidas
antropomeétricas y de composicién corporal, se hicieron determinaciones bioquimicas y de
adipocitocinas. Se obtuvo TAV de sujetos con peso normal (NP), con sobrepeso y obesidad
(SOB/OB) cony sin RI. Se utiliz6 la técnica stem-loop RT-gPCR para evaluar las diferencias
en la expresion de miARN entre grupos de estudio. Se utilizaron las bases de datos
miRTarBase 4.0, miRWalk y DIANA-TarBase v8 para determinar genes blancos
experimentalmente validados de los miARN analizados. Se utiliz6 una gPCR para evaluar
del ARNm de PTEN, p53, leptina (LEP) y adiponectina (ADIPOQ). La expresion de miR-
222 fue menor en sujetos con RI. miR-222 y miR-378 se correlacionaron negativamente
con el HOMA-IR. La expresion de ARNm de PTEN y p53 fue menor en sujetos SOB/OB
cony sin RI, en comparacion con el grupo NP y sus niveles se asociaron positivamente con
la expresion de miR-222. Por otro lado, p53 y PTEN se asociaron positivamente con los
niveles séricos de leptina. EIl miR-193b y miR-378 se correlacionaron negativamente con la
leptina sérica pero no con los niveles de ARNm. miR-Let-7d se correlacioné negativamente
con la adiponectina sérica pero no con los niveles de ARNm. Por lo tanto, niveles més bajos
de miR-222 estan asociados con Rl y la expresién de PTEN y p53 en TAV, la implicacion
de estos genes en la homeostasis del TA necesita mas investigacion.

Palabras clave: microARN, obesidad, resistencia a la insulina, tejido adiposo visceral



SUMMARY

MicroRNA (miRNA) are part of epigenetic mechanisms that controls gene expression.
Changes in miRNA expression in adipose tissue (AT) could explain molecular mechanisms
of AT dysfunction associated to body fat gain. The aim of this is study was to analyze the
expression of miR-193b, miR-378, miR-Let7-d and miR-222 in human visceral adipose
tissue (VAT) and their association with obesity, insulin resistance (IR) and its roll in
regulation of genes controlling adipose tissue homeostasis, including adipocytokines, the
phosphatase and tension homologue (PTEN) and tumor protein 53 (p53). Men and women
between 18 -60 years old undergoing elective surgery at the General Hospital of Querétaro
were invited to participate. Anthropometric and body composition measures were taken,
biochemical and adipocytokines determinations were analyzed. A VAT sample was
obtained from normal weight (NW), overweight and obese (OW/OB) subjects with and
without IR. Stem-loop RT-gPCR was used to evaluate miRNA expression levels.
miRTarBase 4.0, miRWalk and DIANA-TarBase v8 were used for prediction of validated
target gene of the miRNA analyzed. A qPCR was used to evaluate PTEN, p53, leptin (LEP)
and adiponectin (ADIPOQ) mRNA. miR-222 was lower in IR subjects, miR-222 and miR-
378 negatively correlated with HOMA-IR. PTEN and p53 are miR-222 direct targets
according to databases. mMRNA expression of PTEN and p53 was lower in OW/OB subjects
with and without IR, compared to NW group and its levels positively associated with miR-
222. Additionally, p53 and PTEN are positively associated with serum leptin levels. On the
other hand, miR-193b and miR-378 negatively correlated with serum leptin but not with the
MRNA levels. Moreover, miR-Let-7d negatively correlated with serum adiponectin but not
with adiponectin mRNA levels. Lower miR-222 levels are associated with IR, and PTEN and
p53 expression, the implication of these genes in adipose tissue homeostasis needs more
research.

Key words: epigenetics, microRNA, obesity, insulin resistance, visceral adipose tissue
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INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, el sobrepeso y la obesidad
se definen como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud (OMS, 2020). De acuerdo a datos de la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion 2018-19 (ENSANUT 2018-19), la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad en poblacién adulta es del 75.2%. La obesidad desencadena
una serie de alteraciones en la estructura y funcion del tejido adiposo, estos cambios
promueven el desarrollo de resistencia a la insulina (RI) (Lafontan, 2014). En
México, estudios han reportado prevalencias de Rl en mujeres del 9-16% y en
hombres del 12-15% (Murguia-Romero et al., 2015).

La epigenética incluye una serie de mecanismos que regulan la expresion
geénica, esta se define como “cambios heredables en la expresion génica, sin que
existan cambios en la secuencia del ADN” (Anderson et al., 2012). Los miARN, son
parte de los mecanismos epigenéticos, estos se definen como moléculas de ARN
no codificante de cadena sencilla, de una longitud de 21-24 nucleétidos, de
expresion enddgena, que regulan la expresidbn génica a un nivel post-
transcripcional. Los miARN normalmente se unen por complementariedad de bases
a un ARN mensajero blanco (mARN), la interaccibn miARN-mARN resulta en la
inhibicién de la traduccién del mMARN o en su degradacién. Un miARN puede regular
la expresion de hasta mil genes y un solo gen puede ser regulado por diferentes
miARN (Kim, 2005).

Estudios han reportado miARN diferencialmente expresados en tejido
adiposo en individuos con obesidad (Heneghan et al., 2011; Arner et al., 2015).
Algunos de estos miARN regulan la expresion genes asociados al desarrollo de RI
(Kulyté et al., 2014). El objetivo de este estudio fue analizar la expresién de miR-
193b, miR-378, miR-Let7-d y miR-222 en tejido adiposo visceral humano (VAT) y su
asociacion con obesidad, Rl y su papel en la regulacién de genes que controlan la
homeostasis del TA incluidas las adipocitocinas, PTEN y p53.

12



ANTECEDENTES

1. Obesidad: Definicion y prevalencia.
De acuerdo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la

obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede
ser perjudicial para la salud. Segun datos de la OMS, la obesidad a nivel mundial
se ha duplicado desde 1980, en el 2016 mas de 1900 millones de adultos mayores
de 18 afios tenian sobrepeso (39%) y alrededor de 650 millones tenian obesidad
(13%) (OMS, 2020). De acuerdo a datos de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion 2018-19 (ENSANUT 2018-19), la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad en poblacion adulta es del 75.2%. En mujeres, la prevalencia de
sobrepeso es del 36.6% y la de obesidad del 40.2%, mientras que en hombres la
prevalencia de sobrepeso es del 42.5% y de obesidad del 30.5% (ENSANUT 2018-
19).

2. Tejido adiposo
El tejido adiposo blanco (TAB) esta formado por adipocitos y por la fraccion

del estroma vascular que a su vez esta conformada por pre-adipocitos, células
endoteliales, fibroblastos, macroéfagos, leucocitos y nervios (Harwood, 2012). De
acuerdo a su distribucién, el TAB se divide en subcutdneo (TAS) y visceral (TAV).
El TAS se encuentra debajo de la piel en el area abdominal, femoral y glatea. El
TAV esta localizado alrededor de los érganos vitales, dentro del peritoneo y la caja
toracica (Harwood, 2012). Alrededor del 80% del TAB se localiza en el TAS mientras
que el TAV representa de un 10-20% en mujeres y de un 5-8% en hombres (Ibrahim,
2010).
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2.1 Diferencias fisiolégicas entre el TAS y TAV
Actividad de la lipoproteina lipasa (LPL): Una determinante del tamafio del

adipocito es la cantidad de triglicéridos (TG) que almacena, esto depende de la
sintesis enddgena de acidos grasos (AG), contribuyendo con un 20% y la capacidad
de los adipocitos de tomar acidos grasos libres (AGL) de la circulacion. Los AG
circulantes se encuentran en su mayoria incorporados a lipoproteinas, la LPL es la
encargada de su hidrdlisis e incorporacion a los adipocitos (Walker et al., 2014). Se
ha reportado que en los adipocitos subcutaneos la actividad de la LPL es mayor que
en adipocitos viscerales (Tchernof et al., 2006).

Lipdlisis estimulada por catecolaminas: Los adipocitos viscerales son mas
sensibles a la lipdlisis estimulada por catecolaminas en comparacién a los
adipocitos subcutdneos (Hoffstedt et al., 1997). La obesidad se asocia a un
incremento en la lipdlisis en adipocitos del TAV, esto se atribuye al aumento de la
actividad de receptores 3 adrenérgicos (B-2 y B-3) y a la disminucién de la actividad
receptores a2-adrenérgicos (Arner, 1995). Los AGL liberados del TAV, son
directamente drenados al higado y contribuyen con el desarrollo de RI (Arner, 1995;
Boden y Shulman, 2002). A nivel de TAS, se ha observado una disminucién de la
lipdlisis en los adipocitos de sujetos obesos en relacién aquellos normopeso, esto
se atribuye a una disminucién de la actividad de receptores 3 adrenérgicos (B-2 y
B-3) y a un aumento en la actividad del receptor a2-adrenérgico (Mauriege et al.,
1991; Jocken et al., 2008). Este fendmeno se ha descrito como “resistencia a las
catecolaminas” y se cree que podria estar favoreciendo la preservacion masa grasa
al evitar la lipdlisis en el TAS (Reilly y Saltiel, 2017).

Sensibilidad a la insulina: EI TAS es mas sensible a la accion de la insulina
gue el TAV, esto determinado por la capacidad que tiene la hormona de inhibir la
lipdlisis (Bounder et al.,1983). Se ha reportado que individuos con obesidad vy
diabetes mellitus 2 (DM2) presentan mayor RI en el tejido adiposo en comparacion
con individuos con obesidad con tolerancia normal a la glucosa (Gastaldelli et al.,

2017).
14



2.2 Diferencias celulares entre el TAS y TAV
Hipertrofia: Los adipocitos del TAS presentan un diametro mayor que los

adipocitos del TAV (Gyllenhammer et al., 2016; Muir et al., 2016). La hipertrofia del
TAB es una caracteristica de todos los individuos con obesidad, el incremento en el
indice de masa corporal (IMC) y la masa grasa total se asocia a un aumento en el
diametro del adipocito tanto en TAV como TAS (Drolet et al., 2008; Veilleux et al.,
2011).

Hiperplasia: ElI TAS tiene mayor capacidad de hiperplasia que el TAV (Drolet et
al., 2008). Es posible que la hiperplasia del TAB se desarrolle en formas mas
severas de obesidad. Se ha reportado que en individuos que ganaron un 25% de
su peso corporal, no se observaron cambios en el nimero de adipocitos
subcutaneos (Salans et al., 1971; Arner y Spalding, 2010). Por otro lado, se ha
demostrado que el nimero de adipocitos subcutdneos se asocia con mayor

sensibilidad a la insulina (Rydén et al., 2014).

2.3 Diferencias en células inmunes entre el TAS y TAV
Los macréfagos y linfocitos T son las células del sistema inmune que se

encuentran en mayor proporcion en la fraccion del estroma vascular del TAB.
Existen diferencias en la composicién de células del sistema inmune entre TAS y
TAV (Figura 1). A su vez, cambios en la composicion de estas células en el TAB
son determinantes de la inflamacion crénica de bajo grado, la cual favorece el
desarrollo de RI (Dam et al., 2016). Los cambios en las células inmunes entre TAV
y TAS y su asociacion con obesidad y RI se resumen en la Figura 2.
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Figura 1. Diferencias en células inmunes el TAS y TAV

Cambios en el numero y tipo de células inmunes en tejido adiposo visceral y subcutaneo

Macrofagos: Independientemente del IMC y la presencia de RI, el TAV se
caracteriza por tener mayor numero de macréfagos que el TAS; sin embargo, la
obesidad y RI se asocian a un aumento en el nimero de macrofagos tanto a nivel
de TAS como TAV (Harman-Boehm et al.,, 2007; McLaughlin et al., 2008). La
hipertrofia de los adipocitos causa su muerte por hipoxia y posterior necrosis, esto
induce la infiltracion de macréfagos al TAB los cuales forman estructuras tipo corona
alrededor del adipocito muerto (Cinti et al., 2005; Murano et al., 2008). Los
macréfagos se dividen de acuerdo a su fenotipo en macréfagos clasicamente
activados “M1” o alternamente activados “M2”. Los macréfagos “M1” se caracterizan
por secretar citosinas proinflamatorias, mientras que los macréfagos “M2” se
asocian con la remodelacion del tejido y la resolucion de la inflamacion (Dam et al.,
2016). En individuos con obesidad existe una mayor proporcién de macréfagos M1,
los cuales se encuentran en mayor proporcion en el TAV en relacion al TAS (Aron-
Wisnewsky et al., 2009). Macréfagos residentes en TAS y TAV con fenotipo Ml se
asocian con RI (Wentworth et al., 2010).
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Linfocitos T: En el TAB se han identificado diferentes tipos de linfocitos T, que
incluyen a los linfocitos colaboradores CD4+ (principalmente los subtipos Thl, Th2
y Th17), linfocitos citotoxicos (CD8+) y células Treg. Los linfocitos Thl, Th17 y CD8+
se caracterizan por tener un perfil proinflamatorio e inducen la polarizacion de
macrofagos “M1”, mientras que los linfocitos Th2 y las células Treg poseen un perfil
antiinflamatorio e inducen el fenotipo de macrofagos “M2” (Dam et al., 2016).

Células Treg: Las células Treg se caracterizan por secretar IL-10 y factor de
crecimiento transformante 3 (TFGp), lo que ayuda a inhibir la actividad de linfocitos
proinflamatorios (Dam et al., 2016). El TAS posee mayor numero de linfocitos Treg
que el TAV (Gyllenhammer et al., 2016; McLaughlin et al., 2014). Contrario a lo que
se podria pensar, en sujetos obesos se ha reportado un incremento de marcadores
especificos de células Treg tanto en el TAV como en el TAS, esto podria deberse a
un mecanismo compensatorio del incremento en la proporcion de linfocitos Thl y
CD8+ ( Zeyda et al., 2011; Travers et al., 2015). Por otro lado, se ha reportado que
el nimero de células Treg se asocia de manera positiva con el HOMA-B
(Gyllenhammer et al., 2016).

Linfocitos Th1l: En comparacion con el TAS, el TAV posee mayor numero de
linfocitos Th1( O’Rourke et al., 2009; Tracey McLaughlin et al., 2014) . La frecuencia
de Thl es 10 a 20 veces mayor que la de linfocitos Th2, tanto en TAS como TAV
(McLaughlin et al., 2014). Se ha demostrado un incremento en la expresion de
marcadores de linfocitos Thl tanto en TAV como TAS de sujetos con obesidad
(Zeyda et al., 2011).

Linfocitos Th2: EI TAS posee mayor niumero de linfocitos Th2 que el TAV (
Tracey McLaughlin et al., 2014; Gyllenhammer et al., 2016) . Se ha demostrado que
en sujetos obesos hay un incremento en el nimero de linfocitos Th2 en el TAV, pero
no en TAS cuando se compara con sujetos normopeso. Al igual que en células Treg,
el incremento de Th2 podria actuar como un mecanismo compensatorio del proceso
inflamatorio del TAB (Zeyda et al., 2011). Aunque no se han evaluado diferencias

en el numero de Th2 entre sujetos obesos con y sin RI, se ha demostrado que la
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proporcion de células Th2 se asocia de manera inversa con marcadores de RI
(McLaughlin et al., 2014).

Linfocitos Th17: En comparacion con el TAS, el TAV posee mayor numero
de linfocitos Th17 (O’Rourke et al., 2009; Tracey McLaughlin et al., 2014). Se ha
encontrado que tanto en TAV como TAS existe un incremento en las poblaciones
de células Th17 en sujetos con obesidad en comparacién con sujetos normopeso,
el incremento es aun mayor si los sujetos ademas de tener obesidad presentan
diagnoéstico de DM2 (Bertola et al., 2012; Dalmas et al., 2014).

Linfocitos CD8+: En comparacion con el TAS, el TAV posee mayor nimero
de linfocitos CD8+ (O’Rourke et al., 2009; Tracey McLaughlin et al., 2014). Se ha
demostrado que la obesidad induce un incremento en la proporcion de linfocitos

CD8+ en TAV y TAS, lo cual contribuye al reclutamiento de macrofagos (Duffaut et
al., 2009; Nishimura et al., 2009).

Subcutaneo Visceral
“ Macréfagos M1 ' “ Macréfagos M1 f
& Linfocitos Th2 €D Linfocitos Th2 4
@ Linfoctes Th 4 @ LnfocitosTh 4
O Células Treg i O Células Treg t
& Linfocitos Th17 ' & Linfocitos Th17 '
NP @ Linfocitos CD3+ 4 Ob NP @ Linfocitos CD8+ 4 Ob
. Macrofagos M1 ' " Macrofagos M1 '
® Linfocitos Th17 4 @ Linfocitos Th17 4
Namero de células Treg no Namero de células Treg se
se asociaa Rl asocia positivamente con RI
Numero de Th2 se asocia Nimero de Th2 se asocia
Ob negativamente con RI. Ob +RI Ob negativamente con RI. Ob+RI

Figura 2. Diferencias en células inmunes el TAS y TAV y su asociacién con Rl
Cambios en el nimero y tipo de células inmunes en tejido adiposo visceral y subcutaneo asociados

a obesidad y resistencia a la insulina. (NP, normopeso; Ob, Obesidad; Ob + RI, obesidad y
resistencia a la insulina).
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2.4 Diferencias endocrinas entre el TAS 'y TAV
El TAB es reconocido como un 6rgano enddcrino, produce y secreta citocinas y

hormonas, denominadas adipocitocinas. Entre las adipocitocinas, que han sido
identificadas se encuentran la leptina, adiponectina, resistina, lipocalina-2, la
proteina transportadora de retinol 4 (RBP4), vaspina, visfatina, omentina, apelina,
el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina (IL-6), la proteina quimiotactica
de monocitos (MPC-1), por mencionar algunas. El patrén de expresion de algunas
de estas adipocitocinas, es variable y no siempre su expresion se limita al TAB
(Vazquez-Vela et al., 2008; Harwood, 2012;).

La obesidad se caracteriza por una alteracion de la funcion endocrina del TAB,
incrementa la expresion de MCP-1, leptina, resistina, RBP4, visfatina, apelina, TNF-
a, IL-6 y disminuye la expresién de adiponectina (T. McLaughlin et al., 2008; Zou y
Shao, 2008). La funcién que ejercen algunas de estas adipocitocinas dentro del
organismo, sigue siendo tema de investigacion. La disminucion de la RBP4, se
asocia a un incremento de la expresion del transportador de glucosa 4 (GLUT4)
(Vazquez-Vela et al., 2008). Se ha demostrado que en individuos con obesidad hay
un aumento en los niveles séricos de resistina y sus concentraciones se asocian
directamente con RI (Azuma et al., 2003; L. Liu et al., 2016). La visfatina se expresa
predominantemente en el TAV, tiene funciones que mimetizan la accion de la
insulina, su rol en la Rl asociada obesidad, aun no esta claro (Zou y Shao, 2008).
La apelina, incrementa la contractibilidad cardiaca y disminuye la presion
sanguinea, se cree que su produccion es regulada positivamente por la insulina
(Vazquez-Vela et al., 2008). La IL-6 es una citocina implicada en el desarrollo de la
RI, interrumpe la cascada de sefalizacion de la insulina al disminuir la expresién del
sustrato receptor de insulina 1 (IRS1) e inhibir su fosforilacidén en tirosinas (Rotter et
al., 2013). La MCP-1 es una quimiocina, sintetizada por el TAB, que promueve la
infiltracion de monocitos a este tejido en donde son activados para convertirse en
macrofagos los cuales liberan citocinas proinflamatorias que inducen RI (Reilly y
Saltiel, 2017).
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La hiperleptinemia es una manifestacion caracteristica de la obesidad, causada por
una ‘resistencia a la leptina” (Sainz et al., 2015). Mayores concentraciones de
leptina se asocian a mayor riesgo de sindrome metabdlico, hipertension arterial,
alteracion en el perfil de lipidos y niveles de glucosa (Galletti et al., 2012; Leon-
Cabrera et al., 2013). La adiponectina, posee funciones antiinflamatorias y anti-
aterogénicas, ademas, aumenta la sensibilidad a la insulina (Freitas Lima et al.,
2015). En sujetos con obesidad se ha reportado una reduccién de los niveles
plasméticos de adiponectina debido a una reduccién de la expresion génica a nivel
del TAS. La hipoadiponectemia se asocia con mayor riesgo de RIl, DM2 y
enfermedades cardiovasculares (Koenig et al., 2006; Guenther et al., 2014;
Lindberg et al., 2016).

3. Resistencia a la insulina
La RI se caracteriza por una disfuncion de la accion de esta hormona, provocando

un incremento en sus concentraciones con la finalidad de mantener los niveles de
glucosa normal. La RI favorece el desarrollo de DM2 (Saini, 2010). No existen datos
de la prevalencia nacional de RI; sin embargo, algunos estudios que se han llevado
a cabo en distintas zonas del pais reportan una prevalencia del 9-12% en hombres
y aproximadamente del 16% en mujeres (Murguia-Romero et al., 2015; Guerrero-
Romero et al., 2016).

3.1 Mecanismo molecular de la resistencia a la insulina
Las citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, derivadas de los macréfagos M1
infiltrados en el TAB y de los adipocitos, promueven su lipdlisis, incrementando los
niveles de AGL en el torren sanguineo (Lafontan, 2014). El incremento de los AGL
y diacilglicerol, favorecen la fosforilacion de residuos de serina/treonina del IRS
mediante un mecanismo dependiente de la activacion de isoformas nuevas de PKC

como PKCd y PKCBH, esto reduce la habilidad del IRS de unirse al receptor de
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insulina, dafiando la cascada de sefializaciéon de la insulina (Saini, 2010). Los AGL
tienen la capacidad de unirse a receptores tipo TOLL4, activando a los macréfagos,
los cuales liberan citosinas proinflamatorias (Lafontan, 2014). Citosinas como TNF-
a, IL-6 e IL1B, encienden vias de sefializacién dentro del adipocito, que incluyen la
activacion de JNK1 (por sus siglas en ingles stress-responsive c-Jun NH2-terminal
kinase), IKK (cinasa inhibidora de IKB), ERK (cinasa regulada por sefiales
extracelulares) y la MAPK p38 (proteina cinasa activada por mitdgenos), que

finalmente fosforilan al IRS, en residuos de serina y treonina (Castoldi et al., 2016).

4. MicroARN

4.1 Definicion miARN
La epigenética se define como cambios heredables en la expresion génica, sin que

existan cambios en la secuencia del ADN. Los cambios epigenéticos se caracterizan
por ser reversibles, son afectados por factores ambientales y son especificos de
tejido. Entre los mecanismos epigenéticos se encuentra la metilacion del ADN, la
modificacion de las proteinas histonas y los microARN (miARN) (Milagro et al.,
2012). Los miARN son moléculas de ARN no codificante de cadena sencilla de una
longitud de 21-24 nucleétidos, de expresion enddgena y son parte de los
mecanismos de regulaciéon de la expresidon génica que actian a nivel post-
transcripcional (Kim, 2005). Para que un ARN pequefio sea considerado un miARN,

debe cumplir con los siguientes criterios (Ambros et al., 2003).

Criterios de expresion
A. Deteccion de un transcrito de ARN de 22 nucleétidos, puede realizarse
mediante un método de hibridacion (Nothern blott).
B. Identificacion de la secuencia de 22 nucleétidos en una biblioteca hecha de
ARN fraccionado.
Criterios de biogénesis
A. Prediccién de una secuencia precursora que contenga la secuencia de 22

nucledtidos y que tenga la capacidad de formar estructuras de tipo horquilla.
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B. Conservacion filogenética de la secuencia de 22 nucle6tidos y su secuencia
precursora que forma estructura tipo horquilla.

C. Deteccion de la acumulaciéon de la secuencia precursora en ausencia de la
funcion de DICER.

Para que un ARN pequefiio sea considerado como un miARN deben cumplirse los
criterios tanto de expresiéon como de biogénesis. Idealmente un miARN debe cumplir
el criterio de expresion Ay los criterios de biogénesis B y C. En ausencia del criterio
C, el criterio de expresion Ay el criterio B de biogénesis es suficiente para realizar
la identificacion de un miARN (Ambros et al., 2003).

4.2 Expresion de miARN
Los miARN representan el 1% del genoma humano, aproximadamente el 30% de

los genes son regulados por miARN (Bartel, 2004; Lewis et al., 2005). Un solo
MIARN tiene capacidad de regular hasta mil genes y un solo gen puede ser regulado
por varios miARN (Bartel 2004, Bartel 2009). De acuerdo a la base miRBase,
actualmente se tienen identificados 38,589 miARN, de los cuales alrededor 2,685
corresponden a secuencias maduras de miARN de humanos (MiRBase v 21).

Los genes de los miARN pueden localizarse en regiones intrénicas e intergénicas,
la mayoria se localizan en regiones intergénicas. En los seres humanos la mayoria
de los miIARN se trascriben como unidades de transcripcion independientes,
algunos miARN se encuentran formando “clusters” en el genoma y se transcriben
como una sola unidad y son regulados por el mismo promotor; por lo tanto, se
transcriben como una unidad policistrionica. Los miARN localizados en regiones

intronicas se liberan durante el proceso de spliccing (Bartel 2004; Kim 2005).

4.3 Biogénesis de los miARN
Biogénesis en animales: Los miARN se transcriben como transcritos primarios (pri-

miARN) por la ARN polimerasa Il. Los transcritos primarios tienen una longitud de
varias kilobases y tienen la capacidad de formar estructuras tipo horquilla. Al igual
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qgue los ARN mensajeros (ARNm), los miARN sufren de un procesamiento que
consiste en la adicion de la caperuza de 7-metilguanosina en el extremo 5' vy la
adicion de la una cola de poli-A en el extremo 3'. Dentro del nucleo, el pri-miARN es
procesado por complejo de proteinas denominado “microprocesador”. El
microprocesador se encuentra formado por una ARN nucleasa tipo Ill (Drosha) y
dos proteinas DGCRS8 que tienen la funcion de estabilizar a Drosha y ayudan con el
reconocimiento de pri-miARN. EI microprocesador libera una estructura de
alrededor de 70 nucledtidos conocida como miARN precursor (pre-miARN) (Inui et
al., 2010; Kim, 2005). EIl pre-miARN es exportado al citosol por la exportina-5 y
sufre un segundo procesamiento por una ARN nucleasa de tipo Il (Dicer), esto da
lugar a un mIARN maduro de doble cadena con una longitud de aproximadamente
de 22 pares de bases. La proteina Dicer se encuentra altamente conservada entre
especies, se han reportado 2 diferentes isotipos de Dicer, Dicer-1 que se requiere
para el corte del pre-miARN y Dicer-2 necesaria para la formacion de ARN
interferente (siARN). Una de las cadenas de la secuencia madura del miARN, se
carga a la proteina Argonauta formando el complejo silenciador inducido por ARN
(RISC, por sus siglas en inglés “RNA-induced silencing complex”) (Bartel 2004; Kim
2005). En humanos se han identificado 4 miembros de la subfamilia de la proteina
Ago, siendo Ago 2 la Unica con actividad silenciadora (Ipsaro y Joshua-Tor, 2015).
El miARN reconoce por complementariedad de bases la region 3'UTR del ARNm. A
diferencia de las plantas en donde la complementariedad de bases entre el miARN
y el ARNm es perfecta, en los animales el miARN tiene una region especifica
denominada “semilla” que comprende de los nucleétidos 2-7 y 2-8 en el extremo 5'
gue se une a la region 3'UTR del ARNm (Kim, 2005; Huntzinger y Izaurralde, 2011).
A través de RISC, el miARN inhibe la traduccion de ARNmM o promueve su
degradacion (Figura 3) ( Kim, 2005; Huntzinger y Izaurralde, 2011).

Biogénesis en plantas: A diferencia de los animales, en plantas no se han
encontrado homologos de DROSHA. El procesamiento de pri-miARN a pre-miARN
y de pre-miARN al miARN maduro es llevado a cabo por Dicer-1, dentro del nucleo.

Otra diferencia, es la 2'-O-metilacion en el extremo 3' del duplex de miARN, esto le
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confiere estabilidad y proteccidn contra las nucleasas para que pueda ser exportado
de ndcleo al citosol (Bartel 2004; Kim 2005).
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Figura 3. Biogénesis de los miARN

Tomado de (Estrella Ibarra et al. 2021)

5. MicroARN: Relacién con obesidad y resistencia a la insulina.
Diferentes estudios han demostrado miARN diferencialmente expresados en TAB

con obesidad en comparacién con sujetos normopeso (Tabla 1). Se han identificado

blancos regulados por miARN implicados en el desarrollo de RI.
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Tabla 1. Expresion alterada de miARN en TAB de sujetos con obesidad

Autor Tipo de Grupos de estudio miARN sobre- miARN reprimidos
TAB expresados
Martinelli et al. 2010 TAS Control miR-519d, miR-498, miR-659, miR-371-3p
(IMC < 30, n=9) miR-150
Obesidad
(IMC >40, n= 10)
Ortega et al. 2010 TAS Control Obesidad sin DM2 vs control
Oggﬂsci:d; d3gi'n“5§’/|)2 MiR-185, MiR-139-5p,  miR-221, miR-125b,
(IMC >40, n= 13). miR-484, miR-130b miR-99a miR-1229
Obesidad con DM2
(IMC >40, n=7).
Obesidad sin DM2 vs obesidad con DM2
miR-484, miR-130b, miR-221, miR-125b,
miR-K12-7 miR-199a-5p, miR-
1229
Heneghan et al. TAV Control - miR-17-5p, miR-132
2011 (IMC < 25, n=10)
Obesidad
(IMC >40, n= 19).
Arner et al. 2012 TAS Control - miR-26a, miR-92a,
(IMC < 30, n=20) miR-30c, miR-126,
Obesidad miR-143, miR-145,
(IMC > 30, n= 30). miR-193a-5p, miR-
652, miR-let7a, miR-
let 7d
Meerson et al. 2013 TAS Control miR-221, miR-146a, miR-139, miR-193a,
(IMC < 30, n=9) miR-494, miR-146b miR-193b-5p, miR-
Obesidad 500
(IMC>37, n= 10).
L. Liu et al. 2016 TAV Control miR-1934
(IMC < 30, n=6)
Obesidad
(IMC >30, n= 6).
Deiuliis et al. 2016 TAV Control miR-223
(IMC < 25, n=21)
Obesidad

(IMC >25, n= 14).

IMC, indice de masa corporal (kg/m2); DM2; diabetes tipo 2; SAT: tejido adiposo subcutaneo; VAT:
tejido adiposo visceral; TAB: tejido adiposo blanco.
Tomado de (Estrella Ibarra et al. 2021)
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5.1 miR-193
La familia del miR-193 esta formada por 1 miembro. Se ha reportado que la

expresion del miR-193b estd reprimida en el TAS en individuos con obesidad
(Meerson et al., 2013; Kulyté et al., 2014). Los principales genes blancos del miR-
193b implicados en la obesidad y el desarrollo de RI son la adiponectina, IL-6 y
MCP-1 (Arner et al., 2012; Belarbi et al., 2015). La sobreexpresion de miR-193b
reduce la secrecién de IL-6 en adipocitos subcutdneos humanos (Arner et al., 2012).
La sobreexpresion del miR-193b también ha demostrado aumentar la secrecion de
adiponectina en adipocitos subcutadneos humanos, se ha demostrado que miR-193b
reprime la expresion del NF-YA, un co-represor del gen de adiponectina (Park et al.,
2004; Belarbi et al., 2015). El miR-193b regula negativamente la expresion de
factores de trascripcion que participan en la activacion de MCPL1. En los adipocitos
subcutaneos humanos se ha demostrado que el miR-193b disminuye la secrecion
de MCPL1 (Belarbi et al., 2015).

5.2 miR- 378
La familia de miR-378 consta de 5 miembros, se ha reportado que este miARN esta

sobre-expresado en TAS de individuos con obesidad. El gen de la adiponectina es
un blanco directo del miR-378, (Ishida et al., 2014; Ortega et al., 2010).

5.3 miR-126
La familia de miR-126 consta de 1 miembro, la expresion de este miARN esta

reprimida en TAS en individuos con obesidad. La MCP1 es un blanco directo del
miR-126b, (Kulyté et al., 2014; Santovito et al., 2014, Belarbi et al., 2015).

5.4 miR-1934
La expresion del miR-1934 esta reprimida en TAV de individuos con obesidad. El

miR-1934 inhibe la expresion de la IL-6, la IL1B8 y la MCP-1 (Liu et al., 2016).
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5.5 Familia de miR-130
La familia del miR-130 esta formada por 4 miembros. La expresion de miR-130a y

miR-130b esta reprimida en TAS en individuos con obesidad (Lee et al., 2011;
Ortega et al., 2010). El factor de transcripcién PPARYy es un blanco directo del miR-
130a y miR-130b (Lee et al., 2011). PPARYy es conocido como el regulador maestro
de la adipogénesis. La activacion del PPARy reprime la transcripcion de genes
proinflamatorios como TNFa, IL-6 e IL1-B, ademas regula positivamente la
expresion de la adiponectina (Sharma y Staels, 2007). En individuos con obesidad
incrementa la expresion del PPARy en TAS ( Redonnet et al., 2002; Lee et al., 2011)
Sin embargo, en personas con obesidad con complicaciones metabdlicas disminuye
la expresion de este factor de transcripcion (Dubois et al. 2006; Kursawe et al. 2010).
Cambios en la expresién de PPARYy pueden actuar como un mecanismo adaptativo
del inicio de obesidad y su expresion puede verse afectada por otras alteraciones
metabolicas (Redonnet et al., 2002; Dubois et al., 2006).

5.6 Familia de Let-7
La familia de Let-7 estd formada por 10 miembros producto de 13 secuencias

precursoras. La expresion de miembros de la familia de Let-7 esta reprimida en TAS
en sujetos obesos (Arner et al., 2012). La familia de Let-7 regula diversos genes
implicados en las respuestas inflamatorias como IL-6 e IL-13 (Brennan et al., 2017).
En células de carétida humana y células espumosas de raton, el tratamiento con
Let-7d disminuye la expresién de IL-1B e IL-6 inducida por TNFa (Brennan et al.
2017). De igual forma, la transfeccién con Let-7c en células mesenquimales resultd

en una disminucion de la expresion de IL-6 (Sung et al., 2013).

5.7 Familia de miR-515
MiR 519, pertenece a la familia de miR-515, la cual consta de 51 miembros. El miR-

519 estéa sobre-expresado en TAS en individuos con obesidad morbida (Martinelli et

al., 2010). El factor de transcripcion PPARa es un blanco directo del miR-519d (Sung

et al., 2013). El PPARa regula la expresion de diferentes genes involucrados en la
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B-oxidacibn como la carnitina palmitoil-transferasa y la acil-CoA oxidasa, su

activacion promueve oxidacién de AGL lo que reduce la RI (Ferré, 2004).

5.8 Familia de miR-221
La familia de miR-221 consiste en dos miembros el miR-221 y el miR-222. Se ha

reportado que tanto el miR-221 como el miR-222 estan sobreexpresados en TAS
de sujetos con obesidad (Ortega et al., 2010; E. Arner et al., 2012). El receptor de
adiponectina 1 (ADIPORI) es un blanco directo del miR-221 (Meerson et al., 2013;
Lustig et al., 2014). ADIPORI se expresa abundantemente en el musculo
esquelético y la adiponectina ejerce sus efectos mediante la unidn a este receptor.
En el musculo la adiponectina disminuye la RI al promover la oxidacion de AGL
(Yoon et al., 2006; Ghoshal & Bhattacharyya, 2015). La sirtuina 1 (SIRT1) es otro
blanco directo del miR-221 (Peng et al. 2017). La SIRT1 pertenece a la familia de
deacetilasas de histonas dependientes de NAD+, esta proteina aumenta la
sensibilidad a la insulina en el TA, incrementa la expresion de adiponectina y
ademas inhibe la expresién de genes proinflamatorios como la IL-6, el TNFa, la
MCP1, la JNK y la IL1-B (Qiao y Shao, 2006; Yoshizaki et al., 2009; Cao et al.,
2016).

El miR-222 est4 implicado en la sensibilidad a la insulina al asociarse a la represion
de la expresion del GLUT4, este transportador permite la entrada de glucosa al
interior a la célula y se localiza en musculo y en adipocitos. La transfeccion del miR-
222 en adipocitos 3T3-L1 disminuye la expresiéon de GLUT4, mientras que el
silenciamiento de este miARN disminuye la toma de glucosa estimulada por insulina
en un 40% (Shi et al., 2014). La expresién de GLUT4 puede ser un indicador de la
capacidad del adipocito de responder a la accion de la insulina. Individuos obesos
con DM2 presentan una reduccion de la expresiéon de GLUT4 en tejido adiposo
subcutaneo (Kouidhi et al., 2013).
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5.9 miR-223
La familia de miR-223 estd conformada por un Unico miembro, este miARN esti

sobre-expresado en TAS de individuos con obesidad. El GLUT4 es un blanco directo
de miR-223, (Chuang et al., 2015; Deiuliis et al., 2016).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar las diferencias en la expresion de miARN asociadas a la acumulacién de

grasa corporal y resistencia a la insulina.

Objetivos especificos
1. Analizar las diferencias de miR-222, miR-193b, miR-378 y miR-Let-7d en

tejido adiposo visceral entre sujetos normopeso, sujetos con sobrepeso y
obesidad con y sin resistencia a la insulina.

2. Predecir a través de analisis bioinformatico blancos de los mIARN
involucrados en la homeostasis del tejido adiposo.

3. Determinar la asociacion de la expresion de miARN analizados con
adipocitocinas.

4. Analizar la expresion de blancos de miARN involucrados en la via de

sefalizacion de la resistencia a la insulina.

HIPOTESIS

Existen diferencias en la expresion de miR-222, miR-193b, miR-378 y miR-Let-7d
en tejido adiposo visceral entre sujetos normopeso, sujetos con sobrepeso y

obesidad con y sin resistencia a la insulina.
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MATERIALES Y METODOS

Sujetos y lugar de estudio
Se invitdé a participar a mujeres y hombres de 18 a 55 afios de edad, los cuales

fueron intervenidos por cirugia electiva (funduplicatura de Nissen y colecistectomia
abierta o laparoscopia) en el Hospital General del Estado de Querétaro. Todos los
participantes recibieron informacién tanto oral como escrita de los procedimientos
del estudio y se les dio a firmar una carta de consentimiento informado. Este estudio
se hizo de acuerdo a los lineamientos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial donde se sefialan a detalle principios éticos para las investigaciones
meédicas en seres humanos. El protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de
la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ)
y el Comité Estatal de Investigacion del Estado de Querétaro.

Criterios de inclusioén

Se incluyeron adultos de 18 a 55 afios de edad que fueron intervenidos por cirugia
electiva, que aceptaran participar en el estudio y firmaran la carta de consentimiento

informado.

Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos individuos que tomaron suplementos de vitaminas y/o
minerales en los Ultimos 3 meses, que tuvieran una discapacidad fisica o mental
gue no permita la evaluacién antropométrica, que padecieran de alguna enfermedad
de tipo crénico diagnosticada como diabetes mellitus, hipertension arterial, cancer,
enfermedades hepéticas o renales. Individuos con obesidad morbida (IMC >
40kg/m?). También se excluyeron personas que realizan actividad fisica intensa,
personas gue tuvieran una pérdida de peso mayor al 10% en los ultimos 3 meses,
personas que estuvieran bajo tratamiento para bajar de peso, mujeres
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menopausicas, embarazadas, en periodo de lactancia o bajo un tratamiento

hormonal.

Tamano de la muestra

Muestreo no probabilistico por conveniencia. El tamafio de la n, fue determinado
basandose en estudios previos que han comparado cambios en la expresion de
mMIARN utilizando biopsias de tejido adiposo (Heneghan et al., 2011; Crujeiras et al.,
2017).

Disefio experimental
De un total de 103 participantes que fueron invitados a participar en el estudio, 29

participantes fueron seleccionados para el analisis de miARN (Figura 4). Los
participantes fueron divididos en tres grupos de estudio; sujetos normopeso sin
resistencia a insulina (NR, n= 10), sujetos con sobrepeso y obesidad sin resistencia
a la insulina (SOB/OB sin RI, n= 10) y sujetos con sobrepeso y obesidad con
resistencia a la insulina (SOB/OB con RI, n= 9). A todos los participantes se les
aplicé una historia clinica, un cuestionario de actividad fisica y nivel socioeconémico.
Se tomaron medidas antropométricas que incluyeron el peso, la talla, circunferencia
de cintura y circunferencia de cadera. La determinacién de composicion corporal se
hizo mediante bioimpedancia eléctrica. Se tom6 una muestra de sangre en ayunas
para la determinar los niveles de glucosa, insulina, colesterol HDL, colesterol LDL,
colesterol total, leptina, adiponectina, TNF-a, IL-6 y CRP. Finalmente, se recolectd
una muestra de tejido adiposo de epiplén para los analisis de miARN y el andlisis
de genes blanco.
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Total de pacientes captados
(N=103) Excluidos (N=15)
- Mo cuentan con toma de sangre (3)

Cirugias reprogramadas - Bajo peso {'1) o
Pacientes que cumplian con »| - S& adelanto la cirugia (4]
criterios de inclusion pero se = Herm_a Ingmr:nal _(1]
reprogramé la cirugia y no - Obesidad morbida (2)
=& obtuvo muestra de tejido - Diabetes mellitus (2)
adiposo. - Mo cuenta con composicion corporal (1)
(N=30)

Pacientes con muestra de sangre y

biopsia de tejido visceral y
subcutaneo (N= 53)

Pacientes con muestra de sangre y
biopsia de tejido visceral, pero sin
biopsia de tejido subcutaneo

(N=9)
TOTAL (N=49) Andlisis de miARN
Mormmopeso sin Rl {10) Normal (n=10)
Sobrepeso y obesidad sin RI {30) SOB/OB sin RI (n=10)
Sobrepeso y obesidad con RI (9) SOBfOB con RI {n=19)
Figura 4. Reclutamiento de los participantes
Cuestionarios

Se aplic6 una historia clinica que incluia los antecedentes personales patolégicos y
antecedentes heredofamiliares, consumo de medicamentos, suplementos de
vitaminas y minerales, consumo de alcohol y tabaco. El nivel socioeconémico se
evaluo utilizando el cuestionario de nivel socioecondmico (NSE) de la AMAI, el cual
consta de 6 categorias (AMAI, 2018). La actividad fisica se evalué utilizando la
version corta del Cuestionario Internacional de Actividad Fisica (IPAQ, International
physical activity questionnaire). La cual clasifica el nivel de actividad fisica en baja,

moderada y alta (Lee et al., 2011).

Evaluacion antropomeétricay composicion corporal
La toma de peso se hizo en ayunas utilizando una béascula digital (SECA, Mod 813)

con una precision de 0.1g. Para la toma de talla, los sujetos se midieron descalzos
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y en posicion recta, utilizando un estadimetro (SECA, Mod 2131) con una precision
de 0.1cm. La circunferencia de cintura y la circunferencia de cadera se tomaron con
una cinta de fibra de vidrio flexible (SECA Mod 200) con una precisién de 0.1cm. De
acuerdo a los criterios de la OMS, los participantes se clasificaron de acuerdo al
IMC en normopeso (IMC18.5-24.9 kg/m?), sobrepeso (25.0-29.9 kg/m?) y obesidad
(30.0-39.9 kg/m?) (World Health Organization 2020).

Determinaciones bioquimicas
Se tomd una muestra de sangre en ayunas a cada sujeto mediante puncion venosa

en el brazo. Se separ6 el suero de las muestras de sangre por centrifugacion a
1800-2000 rpm por 15 minutos y se almacen6 en alicuotas a —=70°C para su posterior
andlisis. La determinacion de glucosa, colesterol total, colesterol LDL, colesterol
HDL vy triglicéridos se hizo mediante espectrofotometria automatizada (VITROS®

350 Chemistry System, Ortho Clinical Diagnostic).

Adipocitocinas y resistencia a la insulina
La determinacién de adiponectina, leptina, CRP e TNF-a se hizo mediante un

ensayo de ELISA utilizando kits comerciales de Life Technologies Corporation
(Invitrogen, USA), para IL-6 se utilizo el kit comercial Quantikine (R&D Systems,
UK). La determinacién de insulina se hizo utilizando el kit Human Insulin ELISA
Animal Serum Free (MERCK, GER). Se utilizd un fotbmetro de microplacas
(Thermo Labsystems Multiskan Ascent 354 Microplate Photometer). La resistencia
a la insulina se calcul6 mediante el indice HOMA (Homedstasis Model Assessment)
utilizando la calculadora HOMA2 (v2.2.3) de ©Diabetes Trials Unit, University de
Oxford. Para definir la Rl se tomo un punto de corte = 2.50 (Acaso et al., 2003).

Extraccion de ARN total
Durante la cirugia, se recolect6 una muestra de tejido adiposo de aproximadamente

3g del epiplon. La toma de la biopsia la hizo el cirujano encargado del procedimiento

quirargico. Una vez obtenida la biopsia se lavé con solucion salina estéril, se cortd
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en trozos pequefos, se guardd en sobres de papel aluminio y se congel6 con
nitrégeno liquido hasta su transporte al Laboratorio de Endocrinologia y Nutricion
donde la muestra se almacend a -80°C para su posterior analisis. Para la extraccion
de ARN, se peso alrededor de 100 mg de tejido adiposo, las muestras fueron
molidas con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. La extraccion se hizo con
Trizol (TRIzol ™ Reagent, Invitrogen, USA) de acuerdo las indicaciones del
fabricante. La cuantificacion se hizo mediante espectrofotometria utilizando un
NanoDrop (Thermo Scientific™ ONE, Wilmington). Finalmente se verificé la

integridad por electroforesis con geles de agarosa al 2% (Anexo 1-6).

Transcripcion reversay gPCR
Para el andlisis de la expresion de miARN se utilizé la metodologia de Chen et al

(Chen et al. 2005) . Esta metodologia permite el analisis de secuencias maduras de
mMIARN y consta de dos pasos (i) formacién de un stem-loop cDNA por RT (ii) un
gPCR convencional. En el primer paso, se utiliza un primer con una longitud de
aproximadamente 50 nucleétidos que es complementario aproximadamente a 8
nucleétidos del miARN en el extremo 3'y a 7 nucle6tidos del miARN en el extremo
5' esto permite la formacion de una estructura tipo horquilla, cada primer es
especifico de miARN. En el segundo paso, el cDNA que es especifico de cada
MIARN se amplifica por un PCR convencional (Figura 6). El disefio de los primers
se hizo de acuerdo con la metodologia reportada por Czimmerer et al (Czimmerer
et al. 2013). Las secuencias maduras para miARN se tomaron de la base de datos
de miRBase; hsa-mir-193b (MIMAT0004767), hsa-miR-378 (MIMAT0014999), hsa-
let-7d-5p (MIMATO0000065) y hsa-mir-222 (MIMAT0004569).

Para la sintesis de cDNA de los miARN se utilizé el kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher, USA). Las reacciones de 20 ul de RT contenian 200
ng de ARN total, 1 pl de stem-loop primer al 1 uM, 1 pl de dNTP al 10 mM, 1 pl de
RevertAid M-MuLV RT, 4 pl de tampdn de reaccion 5X y 1 ul de inhibidor de riboLock

RNasa. El ARN total, el stem-loop primer y los dNTPs se calentaron a 65°C durante
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5 minutos, posteriormente se enfriaron en hielo durante 5 minutos. Luego se
afadieron los reactivos restantes, y la reaccion completa se incub6 a 16°C durante
30 minutos, seguido de 60 ciclos de 20°C/30 s, 42°C/30 y 50°C/1 s. El RevertAid M-
MuLV RT se inactivo calentando las reacciones a 85°C durante 10 minutos y luego
enfriandolo y manteniéndolo a 4°C. Para el gPCR en tiempo real se utilizé el kit
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X) (ThermoFisher) con un sistema CFX96
Real-Time System (BIORAD). El volumen final de la reaccion de qPCR fue de 12 pl,
se agregaron 200ng de cADN especifico de cada miARN, 6.0 pl Maxima SYBR
Green gPCR Master Mix (2X), 0.2 pM de primer foward y 0.2 pM de reverso, el
volumen de la reaccion se completé con agua libre de nucleasas. El protocolo de
PCR consistié en un periodo de incubacion de 95°C por 3 minutos, seguido de 35-
45 ciclos de 95°C/10s, 51°C/10s y 60°C/10 s. Se utiliz6 RNU6 para normalizar la
expresion de genes de miARN. La expresion génica se calculé utilizando el método
AACH.

Paso 1
Formacion de cDNA utilizando un primer de 50 nucledtidos que permite la estructura tipo horquilla

 EEEEEEE
[N
Paso 2

Se utiliza el cDNA sintetizado para la gPCR utilizando SYBEER GREEN

@

Ly
A
[ . e Yy
Pri ’!‘ A 4.»
rimer :.‘__ Fyt vy Primer
@~
YA o, |

Figura 5. Descripcién esquematica de la RT-PCR de miARN

Se utiliza un primer con una longitud de aproximadamente 50 nucleétidos, complementario al
extremo 3' del miIARN y a 7-8 nucleétidos del extremo 5' esto permite la formacion de una estructura
tipo horquilla. En el segundo paso, el cDNA se amplifica por un gPCR.
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Para el analisis de la expresion de p53, PTEN, ADIPOQ y LEP. La sintesis de cDNA

se hizo con el kit RadiantTM cDNA Synthesis Kit, 1-Step, siguiendo las indicaciones

del fabricante. Para la gPCR se utilizé el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis

Kit (Thermo Fisher, USA). El volumen final de la reaccion de gPCR fue de 12 ul, se
agregaron 200ng de ARN total, 6.0 pl Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X),

0.2 uM de primer foward y 0.2 uM de reverso, el volumen de la reaccion se completd

con agua libre de nucleasas. El protocolo consistié en un periodo de incubacién de
95°C por 3 minutos, seguido de 40-45 ciclos de 95°C/15s, Tm/30s y 72°C/30s. Se

uso B - actina para normalizar la expresion de genes. Las secuencias de los primers

se encuentran en la Tabla 2. La expresion génica se calcul6 utilizando el método

AACH.

Tabla 2. Secuencias e informacion de los primers

Gen Secuencia de primers Longitud Temperatura
(pb) de alineacién
(Tm°C)
RNUG6 F 5-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' 96 60
R 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'
PTEN F 5-AAGCTGGAAAGGGACGAACT-3 145 60
R 5-CGCCTCTGACTGGGAATAGT-3'
TP53 F 5-TCCTCAGCATCTTATCCGAG-3' 85 62
R 5-CACCACCACACTATGTCGA-3'
ADIPOQ F 5-GGCCGTGATGGCAGAGAT-3' 110 60
R 5-CCTTCAGCCCCGGGTACT-3'
LEPTIN F 5-CCAACGACCTGGAGAACCTCCGGGATC-3' 176 57
R 5-GTCCTGCAGAGACCCCTGCAGCCTGCT-3'
B-ACTIN F 5-AAGGAGAAGCTGTGCTACGTC-3' 256 60

R 5-CTGTGTTGGCGTACAGGTCT-3

37



Prediccion de genes blanco de miARN
Para la seleccion de genes blanco de los miARN se utilizaron bases de datos que

contiene genes experimentalmente validados de mIARN, miRTarBase 4.0
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/index.php),
miRWalk 2.0 (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) y DIANA-TarBase v8

(https://carolina.imis.athena-

innovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex). Los genes blaco

se seleccionaron si estaban validados en al menos dos de las bases de datos.

Andlisis estadisticos
La normalidad de la distribucién de todas las variables se evalué mediante la prueba

omnibus de D’Agostino-Pearson en toda la cohorte y en cada uno de los grupos de
estudio. Las variables con distribucion normal se analizaron mediante una ANOVA
de una via con una prueba de comparaciones multiples de Bonferroni o con una t-
Student, dependiendo si se comparaban tres o dos grupos de estudio, los datos se
expresaron como media £ DE. Por otro lado, las variables con distribucion no
gaussiana se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis con una prueba post-hoc
de Dunn, los datos se expresaron como mediana y rango intercuartilico (25-75). Se
utilizaron correlaciones bivariadas de Pearson y correlaciones parciales para
analizar la asociacion entre los miARN con las variables de adipocitocinas y la
expresion de p53, PTEN, ADIPOQ y LEP. El porcentaje de grasa corporal, la edad
y el sexo se utilizaron como covariables para las correlaciones parciales. Todos los
datos se analizaron utilizando SPSS version 23 (IBM® SPSS®) y GraphPad Prism
8 (GraphPad Software). La significancia estadistica se establecié con un valor de P
<0.05.
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RESULTADOS

Caracteristicas metabolicas entre los grupos de estudio.

Las diferencias entre las variables antropométricas y de composicion corporal se
muestran en la Tabla 3. Como era de esperarse el IMC (P <0.001), la circunferencia
de cintura (P= 0.018) y la circunferencia de cadera (P= 0.018) fue mayor en grupo
de sujetos con SOB/OB con y sin Rl comparado con sujetos NP. El porcentaje de
grasa corporal fue significativamente mayor que el grupo SOB/OB con RI (P=0.011)
pero similar al grupo de SOB/OB sin RI. Las diferencias entre las determinaciones
bioquimicas y adipocitocinas se encuentran en la Tabla 3. No se encontraron
diferencias en el perfil de lipidos entre los grupos de estudio. Como era de esperarse
los niveles de insulina (P= 0.006) y HOMA-IR (P < 0.001) fueron significativamente
mayores en el grupo SOB/OB con RI en comparacion con el grupo NP y SOB/OB
sin RI. Finalmente, en relacion a los niveles de adipocitocinas, el grupo NP
presentaron menores niveles de CRP (P= 0.002) comparado con el grupo SOB/OB
con y sin RI. De igual manera, el grupo NP presentd menores niveles de leptina (P=
0.004) y mayores niveles de adiponectina (P= 0.025) que el grupo SOB/OB con RI,
pero similares al grupo SOB/OB sin RI. Las concentraciones de IL-6 fueron mayores
el grupo SOB/OB sin Rl comparado con el grupo NP y SOB/OB con RI (P=0.036).
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Tabla 3. Caracteristicas metabdlicas entre grupos estudios (n= 29)
Variable NP SOB/OB sin RI SOB/OB con RI Total P!
(n=10) (n=10) (n=9) (n=29)
Edad 31.2+8.6 31.8+8.6 33.1+11.3 32.0+9.2 0.908
(afios)
Sexo 9/10 8/2 6/3 23/6
(Mujer/Hombre)
IMC 224 +2.22 31.2+4.6° 33.1+3.1° 28.8+5.0 <0.001
(kg/im?)
Cintura 77.7 (74.5-82.7)2 100.1 (87.8-107.3)° 101.8 (92.0-106.7)° 93.6(79.6-103.6) 0.018
(cm)*
Cadera 90.5 (89.4-94.3)2 113.0(101.6-114.9)>  109.9(103.6-113.9)° 106.2(93.7-114.1) 0.018
(cm)*
ICC 0.8+£0.0 0.8+0.0 0.9+0.0 0.8+£0.0 0.087
Porcentaje de 30.9+3.32 36.4 + 8.0% 40.6 + 6.4c 36.0£7.2 0.011
grasa (%)
Glucosa 83.7(77.0-86.5) 86.5(79.7-103.2) 92.0(84.0-101.1) 86.0(80.5-98.5) 0.162
(mg/dL)*
Insulina 13.0+2.72 13.5+2.42 26.7 £ 5.6° 17.4+7.3 0.006
(uU/mL)
HOMAZ2-IR 1.6+0.32 1.7+0.32 3.3+0.7° 22+09 <0.001
Colesterol 159.0(125.5-176.0)  192.5(125.7-213.2) 162.0(133.0-202.0)  162.0(130.5-197.5) 0.481
(mmol/L)*
Triglicéridos 126.0(89.7-156.7) 112.5(72.2-167.0) 174.0(127.5-193.5)  134.0(87.5-179.5)  0.154
(mmol/L)*
HDL 43.5(34.5-50.7) 37.5(34.0-41.7) 39.0(32.0-46.5) 39.0(32.0-46.5) 0.680
(mmol/L)*
LDL 86.6 + 22.0 103.1+41.1 93.1+35.3 94.3 +33.2 0.501
(mmol/L)
CRP 0.4(0.1-0.9)2 2.2(1.1-8.6)° 2.0(1.6-5.5)° 1.5(0.6-3.7) 0.002
(mg/L)*
Leptina 161.5 £ 90.92 315.3 +163.12 520.2 + 332.30¢ 325.8+254.1 0.004
(pg/mL)
TNF-a 11.5+6.7 10.3+5.1 9.7+55 106 £ 5.7 0.202
(pg/mL)
IL-6 1.6+0.62 4.1 + 3.1bc 2.9+0.8% 28+20 0.036
(pg/mL)
Adiponectina 22+1.12 1.4+0.62 1.1+ 0.4 1.6+0.9 0.025
(ng/mL)

Los datos se expresan como medias + DE para variables paramétricas y mediana con rango
intercuartilico (25-75) para variables no paramétricas. Las variables que siguieron una distribucién
Gaussiana se analizaron con un ANOVA de una via (dos colas) con un post-hoc de Bonferroni con
correccion para multiples comparaciones. *Las variables no paramétricas se analizaron con una
prueba Kruskal-Wallis (dos colas) con un post-hoc de Dunn. Nivel de significancia P <0.05. ICC,
indice cintura-cadera; NP, normopeso; SOB/OB, sobrepeso y obesidad; RI, resistencia a la insulina.
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Expresién de miARN en TAV entre los grupos de estudio
No se encontraron diferencias en la expresion de miR-193b (P= 0.287), miR-Let-7d

(P= 0.873), miR-378 (P= 0.076) y miR-222 (P= 0.053) en TAV en el grupo NP,
SOB/OB con y sin Rl (Figura 6, A-G). Cuando la expresion fue analizada
considerando Unicamente el diagnéstico de RI, se encontré una tendencia en la
reduccion de miR-378 (P= 0.054), también se encontré6 una disminucion de la
expresion de miR-222 (P= 0.019) (Figura 6, H) en los sujetos con RIl. No se
encontraron diferencias en la expresion de miR-193b y miR-Let-7d entre el grupo

cony sin RI.
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Andlisis de la expresion de genes blanco de los miARN (PTEN y p53)
De acuerdo a las bases de datos de genes blancos validados de miARN,

miRTarBase 4.0 y miRWalk 2.0, PTEN y p53 son blancos de miR-222. Se encontr6
una reduccion de la expresion de PTEN en VAT del grupo de sujetos con SOB/OB
con RI comparado con el grupo SOB/OB sin RI (P=0.002) y NP (P<0.001) (Figura
7, A). También, se encontrdé una disminucion de la expresion de p53 en VAT de
grupo de SOB/OB con RI comparado con el grupo SOB/OB sin Rl (P=0.009) y NP
(P=0.002) (Figura 7, B). Se encontr6 una correlacion negativa entre el HOMA-IR
con los niveles de expresion de PTEN y p53 (r= -0.567, P= 0.001; r= -0.415, P=
0.035; respectivamente). La asociacion entre PTEN y el HOMA-IR sigui6é siendo
significativa después de ajustar por sexo, edad y porcentaje de grasa corporal total
(r= -0.456, P= 0.022); sin embargo, la asociacién entre p53 y el HOMA-IR no
siguieron siendo significativas después del ajuste por covariables (r= -0.074, P=
0.744).

Se analizé la asociacion entre la expresion de miR-222 con la expresion de PTEN y
p53. MiR-222 se asocio6 positivamente con los niveles de PTEN (r=0.584, P <0.001)
y p53 (r= 0.504, P=0.008 (Figura 7, C-D). La asociacién entre miR-222 con PTEN
y p53 siguid siendo significativa después del ajuste por sexo, edad y porcentaje de
grasa corporal total (r= 0.735, P <0.001; r= 0.546, P= 0.009; respectivamente).
Finalmente, se encontrd una asociacion positiva entre la expresion de PTEN y p53
(Figura 7, E), la asociacion siguié siendo significativa después de ajuste de
covariables (r= 0.601, P= 0.003).
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Figura 7. Expresion de mARN de PTEN y p53 en VAT y su relacion con los niveles de expresion de
miR-222. Comparacion de la expresion de mARN de PTEN (A) y p53 (B) en VAT de participantes
con normopeso (NP), sobrepeso y obesidad (SOB/OB) con y sin resistencia a la insulina (RI). Los
datos se expresan como media = DE. Para la comparacion entre grupos de estudio se realizé un
ANOVA de una via (de dos colas) con una correccion de Bonferroni para comparaciones multiples.
Correlaciones de Pearson entre mARN de PTEN (C) y p53 (D) con los niveles de expresion de miR-
222. Correlacién de Pearson entre el mMARN PTEN y mARN de p53 (E). Nivel de significancia, ** P

<0.01; *** P <0,001.
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Asociacioén entre la expresion de PTEN y p53 con leptina
Se analizo la asociacion entre los niveles de mARN y niveles séricos de leptina con

los niveles de expresion de PTEN y p53. Se encontré una asociacion negativa entre
los niveles de mMARN de PTEN y las concentraciones séricas de leptina (Figura 8,
A), la asociacion permanecio significativa después del ajuste de covariables (r= -
0.681, P= <0.001). No se encontré asociacion entre la expression de PTEN vy los
niveles de mARN de leptina (Figura 8, C). Por otro lado, se encontrd una asociacion
negativa entre la expresion de mARN de p53 y las concentraciones séricas de
leptina (Figura 8, B); sin embargo, la asociacién dejo de ser significativa después
del ajuste por covariables (r= -0.332, P= 0.131). Finalmente, se encontré6 una
asociacion positiva entre los niveles de mARN de p53 vy leptina (Figura 8, D), la
asociacion permanecio significativa después del ajuste de covariables (r= 0.427, P=
0.048).
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Figura 8. Correlaciones entre mARN y concentraciones séricas de leptina con los niveles de mARN
de PTEN y p53. Correlaciones de Pearson entre leptina sérica y la expresion de mARN de PTEN (A)
y p53 (B). Correlaciones de Pearson entre los niveles de mARN de leptina con los niveles de
expresion de mARN de PTEN (C) y p53 (D). Nivel de significancia, ** P <0.01; *** P <0,001.
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Expresion de adipocitocinas y su asociacion con la expresion de mi ARN
No se encontraron diferencias en la expresion de ADIPOQ y LEP entre los grupos

de estudio (P= 0.330, P= 0.804; respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9. Expresion de mARN de ADIPOQ y LEP en VAT. Comparacion de la expresion de mARN
de ADIPOQ (A) y LEP (B) en VAT de participantes con normopeso (NW), sobrepeso y obesidad
(SOB/OB) con y sin resistencia a la insulina (RI). Los datos se expresan como media + DE. Para la
comparacién entre grupos de estudio se realizé un ANOVA de una via (de dos colas) con una
correccion de Bonferroni para comparaciones multiples.

No se encontrd asociacion entre miR-193b y los niveles de expresion de mARN de
LEP y ADIPOQ (Tabla 4). Por otro lado, no se encontrd asociacion entre los niveles
de miR-193b y las concentraciones séricas de leptina (r= -0.281, P= 0.141); sin
embargo, cuando se ajustd por covariables, se encontré una asociacion negativa
entre los niveles de miR-193b con las concentraciones séricas de leptina (Tabla 4).
También se encontr6 una asociacion negativa entre miR-378 con las
concentraciones de insulina (r=-0.400, P= 0.039) y los valores de HOMA-IR2 (r= -
0.393, P= 0.043), las asociaciones continuaron siendo significativas después del
ajuste por covariables (Tabla 4). No se encontré asociacion entre los niveles de
MARN de LEP y ADIPOQ con la expresion de miR-378 (Tabla 4). Por otro lado, no
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se encontrd asociacion entre miR-378 con las concentraciones séricas de leptina;
sin embargo, cuando se ajusto por covariables, miR-378 se asocié negativamente
con las concentraciones séricas de leptina (Tabla 4). miR-222 se asocio
negativamente con la insulina sérica (r=-0.385, P=0.039) y el HOMA-IR2 (r="-0.386,
P= 0.038), las asociaciones permanecieron significativas después del ajuste por
covariables (Tabla 4). No se encontrd asociacion entre miR-222 con los niveles de
MARN de LEP y ADIPOQ y niveles séricos de leptina y adiponectina,
independientemente del ajuste por covariables (Tabla 4). Se encontré una
correlacion negativa entre la expresion de miR-Let-7d y los niveles séricos de
adiponectina (r=-0.426, P=0.024), la correlacién sigui6 siendo significativa después
del ajuste por covariables (Tabla 4). No se encontré asociacion entre los nivele de
MARN de ADIPOQ vy la expresiéon de miR-Let-7d. Finalmente, no se encontré
asociacion entre la expresion de los miARN analizados con las concentraciones
séricas de CRP, IL-6 y TNF-a.

Tabla 4. Asociacién entre la expresion de miARN y adipocitocinas (n= 29)

Variable miR-193b/RNU6 miR-Let- miR-378/RNU6 miR-222/RNU6
(Logl10) 7d/RNUG6 (Log10) (Log10) (Log10)
HOMA-IR -0.338 -0.187 -0.433* -0.416*
LEP/B-actina (Log 10) -0.083 -0.076 -0.129 0.148
Leptina (pg/mL) -0.544* -0.245 -0.575* -0.366
Adiponectina (ng/mL) -0.011 -0.404* 0.001 -0.068
ADIPOQ/B-actina (Log 10) 0.017 0.036 0.119 -0.261
CRP (mg/L) 0.135 0.201 0.338 0.061
TNF-a (pg/mL) -0.164 -0.327 -0.053 0.139
IL-6 (pg/mL) -0.066 -0.084 -0.051 0.096

Los datos se expresan como coeficientes de correlaciones parciales de Pearson (dos colas)
ajustados por sexo, edad y porcentaje de grasa corporal. Nivel de significancia, *P < 0.05
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DISCUSION

Estudios que han utlizado metodologias de analisis masivos como los
microarreglos, han demostrado una expresion diferencial de miARN en TA humano
asociados a la ganancia de peso corporal; sin embargo, no se han encontrado
MIARN diferencialmente expresados de forma consistente entre sujetos con
obesidad y el grupo control (Arner et al., 2012; Heneghan et al., 2011; Meerson et
al., 2013). Estos resultados pueden atribuirse a diferentes a los criterios de eleccion
de los sujetos de estudio; por ejemplo, el punto de corte de IMC para la seleccién
del grupo control y que no siempre se hace consideracion de condiciones
metabolicas como la presencia de Rl o DM2. Es importante resaltar, que la mayoria
de los analisis de expresion de miARN se han realizado en TAS, lo cual es una
consideracion muy importante que ya que el TAV y el TAS tiene diferentes
caracteristicas metabdlicas y se ha reportado que tienen un patrén de expresion de
miARN especifico (Heneghan et al., 2011). Existe informacion limitada sobre la
expresion de miARN en TAV.

De acuerdo a los resultados, no se encontraron diferencias en la expresion de miR-
193b entre los grupos de estudio. Esto difiere a lo reportado por Arner et al. (2012)
gue encontraron una reduccion de la expresion de este miARN en TAS de sujetos
con obesidad en comparacion de sujetos con un IMC <30 kg/m? (Arner et al., 2012).
Las adipocitocinas analizadas no son blancos directos de miR-193b de acuerdo a
las bases de datos; sin embargo, estudios sugieren que el miR-193b podria estar
involucrado en la regulacién de la expresion de adiponectina. Se ha reportado que
la sobreexpresion de miR-193b en adipocitos humano subcutaneos resulta en un
aumento de la secrecion de adiponectina, sin cambios en su mensajero, eso podria
deberse a que el miR-193b regula un co-represor de la adiponectina (Belarbi et al.,
2015). En este estudio, no se encontrd asociacion entre la expresion de mR-193b 'y

los niveles se adiponectina; adicionalmente, no se encontraron diferencias en la
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expresion de mARN de adiponectina en VAT entre los grupos de estudio. Se ha
reportado, que la adiponectina se expresa en un 33% mas en el TAS que en el VAT
de sujetos normopeso (Lihn et al., 2004). Considerando que el analisis de la
expresion de miR-193b y ADIPOQ se hizo en VAT y no SAT, esto podria explicar
las diferencias con otros etudios. Finalmente, los niveles de leptina se asociaron
negativamente con la expresion de miR-193b, pero Unicamente después del ajuste
por sexo, edad y porcentaje de grasa. La leptina no es reconocido como un blanco
directo de miR-193b, por lo tanto se requieren mas estudios para explorar la

asociacion entre la expresion de miR-193b con leptina.

En el presente estudio no se encontraron diferencias en la expresion de miR-Let-7d
entre los grupos de estudio. Los resultados concuerdan a lo reportado por Jones et
al. que no encontraron diferencias en la expresion de este miARN en TAV y TAS
entre ratones control y ratones con obesidad (Jones et al., 2017). Por otro lado,
Arner et al. (2012) encontraron una disminucion de la expresion de miR-Let-7d en
TAS de sujetos con un IMC > 30kg/m?vs aquellos con un IMC < 30kg/m? (Arner et
al., 2012). De acuerdo a los resultados, los niveles de adiponectina se asociaron
negativamente con miR-Let-7d; sin embargo, no se encontré asociacion con la
expresion de mARN de ADIPOQ. Estos resultados podrian explicarse por
mecanismo indirecto por el cual podria estar actuando miR-Let-7d en la regulacién
de la sintesis de adiponectina. De acuerdo a las bases miRTarBase 4.0 y miRWalk
2.0 el receptor de adiponectina 2 (ADIPOR2) es un blanco directo de miR-Let-7d. El
ADIPOR2 media los efectos de la adiponectina en el higado (Yamauchi et al. 2007),
también se ha reportado que se expresa en TAV y TAS humano (Bliiher et al. 2007).
De acuerdo a Bauche et al. (2006) la adiponectina podria auto-regular su propia
sintesis actuando mediante una retroalimentacion negativa, en ratones con un
knock-out del gen de adiponectina, se observa un aumento en el mARN de
ADIPORZ2 en tejido adiposo gonadal e inguinal (Bauche et al. 2006). La asociacion
entre miR-Let-7d y ADIPOR2 no fue evaluada en el presente estudio, por lo tanto,

se requiere de mas investigacion para evaluar la asociacion entre la expresion de
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miR-LE-7d y ADIPOQ y el posible papel de ADIPOR2. Citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-6 y CRP no son reconocidas como blancos directos de miR-Let-7d
en las bases de datos; sin embargo, la familia de miR-Let-7d podrian modular las
respuestas inflamatorias. Brennan et al. (2017) demostraron que la transfeccion de
miR-Let-7d en tejido de placa carotidea humana resulta en la reduccion de la
expresion de TNF-aq, IL-IB, interferén y y la molécula de adhesion celular vascular |
(Brennan et al., 2017). En este estudio no se encontré asociacion entre la expresion

de miR-Let-7d y los niveles de citocinas proinflamatorias como CRP, TNF-a e IL-6.

En este estudio no se encontraron diferencias en la expresion de miR-378 entre los
grupos de estudio; sin embargo, la expresion de este miARN se asocié de manera
inversa con los valores de insulina y HOMAR-IR. Se requiere mas estudios sobre el
rol de miR-378 en el desarrollo de RI. Arner et al. (2012) encontraron una menor
expresion de miR-378 en TAS cuando hay un aumento del IMC (Arner et al., 2012).
Adicionalmente, se ha reportado que durante la diferenciacion de adipocitos
humanos subcutaneos aumenta la expresion de miR-378 (Ortega et al., 2010). La
capacidad de hipertrofia del TAS es una de las determinantes del desarrollo de R,
una limitada capacidad de la hipertrofia de los adipocitos subcutaneos promueve la
acumulacion acidos grasos (AG) en otros 6rganos favoreciendo el desarrollo de RI
(Rydén et al., 2014). Por otra parte, se ha reportado que en sujetos con DM2
aumenta la proporcién de adipocitos viscerales con limitada capacidad de almacén
de AG, lo que favorece su acumulacion en 6rganos y el desarrollo de Rl (Fang et
al., 2015). Aligual que en el TAS, miR-378 podria estar involucrado en la hiperplasia

del TAV, favoreciendo el desarrollo de RI.

En este estudio no se encontraron diferencias en la expresion de miR-222 entre los
grupos NP, SOB/OB con y sin RI; sin embargo, cuando los sujetos se clasificaron
de acuerdo al diagnostico de RI, la expresion de miR-222 fue menor en el grupo con
RI. Estos resultados difieren de lo reportado por otros estudios, en donde se ha

encontrado un aumento de la expresion de miR-222 en TAS de sujetos con
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obesidad y sujetos sin obesidad con DM2 (Arner et al., 2012; Li et al., 2020). Estas
diferencias pueden explicarse debido a que la expresion de miR-222 en el presente
estudio fue analizada en TAV, Heneghan et al. (2011) reportaron que la expresion
de miARN en TAS y TAV es especifica. Por otro lado, estudios han demostrado un
aumento de miR-222 en suero de sujetos con obesidad (Prats-Puig et al., 2013;
Thomou et al., 2017). EI TA es reconocido como una fuente de miARN de exosomas
en suero, los cuales pueden regular la expresidn génica en otros 6rganos; sin
embargo, la expresion de los mIARN en exosomas en el suero no siempre
correlaciona con su expresion en el 6rgano de origen (Thomou et al., 2017), por lo

tanto esto no se puede comparar con nuestros resultados.

De acuerdo a las bases bioinforméticas PTEN y p53 son reconocidos como genes
blanco de miR-222. En este estudio la expresion de PTEN y p53 fue menor en el
grupo de sujetos SOB/OB con RI comparado con los NP y los SOB/OB sin RI.
Existen pocos estudios que hayan evaluado cambios en la expresion de PTEN y
p53 en TA humano. Kadkhoda et al. (2020) no encontraron diferencias en la
expresion de PTEN en TAV y TAS entre sujetos con NP y sujetos con obesidad,
pero encontraron una aumento de la expresion de p53 en TAV pero no en TAS de

sujetos con obesidad vs el grupo control (Kadkhoda et al., 2020).

Por otra parte, en este estudio se encontré6 una asociacion positiva entre la
expresion de PTEN y p53 con miR-222. El mecanismo de accion mas comun de los
miARN es el reconocimiento de la region 3'UTR de un mARN por medio de la
complementaridad de bases, la interaccion mMIRNA-mRNA, resulta den la
degradacion del mARN o en la inhibicion de su traduccion (Kim, 2005). Lo esperado
€s encontrar una asociacion negativa entre el miARN y su gen blanco; sin embargo,
asociaciones positivas entre el miARN y su mARN blanco se han reportado en
estudios previos (Kokkinopoulou et al.,, 2019). Una asociacion positiva entre un
MIARN y su gen blanco podria ser explicado por mecanismos indirectos de
regulacion de la expresién génica por parte de los miARN. Es importante recordar
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gue un solo miARN puede regular hasta mil genes y un solo gen puede ser regulado
por diferentes miIARN (Shu et al., 2017).

Los resultados demuestran una fuerte asociacion positiva entre los niveles de
MARN de PTEN y p53, se ha reportado que p53 regula la expresion de PTEN, por
lo tanto el resultado es esperado (Stambolic et al., 2001). PTEN actla como un gen
supresor de tumores inhibiendo la via proliferativa de PISK-AKT-mTOR, la cual esta
involucrada en la sefializacion de la insulina (Venniyoor, 2020). El rol de PTEN en
el desarrollo de obesidad y RI no esta claro. Morley et al. (2015) reportaron que en
ratones con pérdida de la funcion de PTEN en TA (AiPKO) alimentados con una
dieta alta en grasa por seis semanas, tienen mayor sensibilidad a la insulina que el
grupo control a pesar de tener mayor ganancia de peso. Estos autores encontraron
que después de la exposicion créonica (5 meses) a la dieta alta en grasa, los ratones
AIPKO tenian menores niveles de glucosa e insulina comparado con el grupo control
con aumento en los depdsitos de grasa subcutanea sin cambios en el tamafio del
adipocitos, no se encontraron diferencias en el TAV (Morley et al., 2015). Por otra
parte, Huang et al. (2019) encontraron que la delecion de PTEN especifica en la
grasa inguinal de ratones resulta en un aumento en los depésitos de TAV con
aumento en el tamafio del adipocito, ademas aumentan los niveles séricos de
leptina, sin cambios en las concentraciones de glucosa y adiponectina (Huang et
al., 2019). Estos resultados concuerdan con nuestros hallazgos que demuestran
una asociacion inversa entre los niveles de mARN de PTEN y las concentraciones
séricas de leptina.

p53 es clave en el control de la regulacién de la adipogénesis, la sobreexpresion de
p53 disminuye la expresién de genes involucrados en la diferenciacion de los
preadipocitos (Lee et al., 2020). Al igual que PTEN, el rol de p53 en el desarrollo de
obesidad y RI sigue siendo un tema de discusion. Ortega et al. (2014) encontraron
un aumento en la expresion de p53 en TAV de sujetos con obesidad y en ratones
con obesidad, estos autores también reportaron que la expresion de p53

correlaciona negativamente con RI (Ortega et al., 2014). Por otra parte, Huang et
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al. (2014) encontraron una disminucion de p53 fosforilado en ratas obesas, de
acuerdo a los resultados de estos autores, p53 inhibe la fosforilacion de Akt, una
cinasa necesaria para sefializacion de la insulina y la translocacion del GLUT4
(Huang et al., 2014; Saini, 2010). De acuerdo a nuestros resultados la expresion de
p53 se asocid negativamente con la leptina sérica pero positivamente con su
mensajero. La abundancia de un mensajero no siempre se asocia con un aumento
en los niveles de proteina, ya que las células no estan un “estado estable”
permanente; es decir, no siempre mayor mensajero equivaldra a mayor cantidad de
proteina (Liu, et al., 2016).

CONCLUSION

Los miARN controlan la expresion de genes que estan involucrados en el desarrollo
de RI. Los estudios que han analizado cambios en la expresiéon de miARN en TA
asociados a la ganancia de peso corporal han utilizado TAS. Debido a que el TAS
y TAV tienen diferentes caracteristicas fisioldgicas, metabdlicas y un patron
especifico de expresion de miARN, se requieren mas estudios del andlisis de la
expresion diferencial de miARN en TAV asociados a obesidad. En este estudio se
demuestra que la expresion de miR-222 esta relacionada con la RI, la expresiéon de
este miARN esta disminuida en el TAV de personas con Rl y los niveles de miR-222
se asocian de manera negativa con el HOMA-IR. PTEN y p53 son genes blancos
de miR-222, su expresion esta positivamente asociada con la expresion de este
MIARN. La expresion de p53 y PTEN esta disminuida en el grupo de sujetos con
SOB/OB con Rl y se asocia negativamente con los niveles séricos de leptina. PTEN
y p53 son genes supresores de tumores que regulan la adipogénesis, se requiere

mas investigacion sobre el rol especifico de estos genes en el TAV y TAS.
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