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I. RESUMEN

La inadecuada regulacion de los niveles plasmaticos de glucosa y la consecuente
elevacion de insulina pueden llevar a un estado de hiperinsulinemia crénica, resistencia a la
insulina y diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). En estas condiciones se genera hiperglucemia
cronica, que promueve la formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGESs),
activando la via AGE-RAGE vy contribuyendo a complicaciones vasculares asociadas a
DMT2. El microRNA Let-7c podria estar implicado en la regulacion de la via AGE-RAGE
porque regula genes como IGFR-1 e IL-6, moléculas proinflamatorias que contribuyen al dafio
endotelial, lo que lo convierte en un posible biomarcador y blanco terapéutico. En este estudio,
analizamos el efecto de la activacion de la via AGE-RAGE vy del estado de hiperinsulinemia
sobre los niveles de mMRNA de IL-6 e IGFR-1 y la posible regulacion de Let-7c en este
contexto. Para cumplir nuestro objetivo, cuantificamos la expresion de Let-7¢ y los mMRNA de
IGFR-1 e IL-6 mediante RT-qPCR, en células endoteliales HMEC-1 expuestas a AGE-BSA y
en condiciones de hiperinsulinemia, y evaluamos los niveles de la proteina IL-6 mediante
ELISA. Encontramos que al activar la via AGE-RAGE se reducen los niveles del miRNA Let-
7c¢ y aumentan los niveles de MRNA de IGFR-1, esto mediado por la activacién del factor NF-
kB, mientras que los niveles del mRNA de IL-6 disminuyen. En contraste, la hiperinsulinemia
eleva la expresion de Let-7c, la actividad de NF-xB disminuye, y aumentan tanto los niveles
de mRNA de IGFR-1 como de IL-6 (MRNA y proteina). Para determinar si Let-7c regula a IL-
6 e IGFR-1 en células endoteliales, se sobre-expresd Let-7c en HMEC-1, observandose un
efecto negativo sobre el MRNA de IGFR-1 y positivo sobre IL-6. Estos hallazgos subrayan la
importancia de analizar estos mecanismos moleculares para comprender los dafios vasculares

observados en complicaciones diabéticas.



Palabras clave: Hiperinsulinemia, AGE-RAGE, células endoteliales, Let-7c.



ABSTRACT

Deficient regulation of plasma glucose and consequent rise in insulin levels can lead to a state
of chronic hyperinsulinemia, insulin resistance, and type 2 diabetes mellitus (T2DM). These
conditions are characterized by chronic hyperglycemia, which promotes the formation of
advanced glycation end products (AGEs), activating the AGE-RAGE pathway and
contributing to vascular complications associated with T2DM. The microRNA Let-7c may
regulate the AGE-RAGE pathway because it modulates genes of pro-inflammatory molecules
such as IGFR-1 AND IL-6 that contribute to endothelial damage, making it a potential
biomarker and therapeutic target. In this study, we analyzed the effect of activating the AGE-
RAGE pathway and the state of hyperinsulinemia on the mRNA levels of IGFR-1 and IL-
6 and the possible regulation of Let-7c in this context. We quantified the expression of Let-7¢
and the mRNAs of IGFR-1 and IL-6 using RT-gPCR in HMEC-1 endothelial cell line exposed
to AGE-RAGEs and hyperinsulinemia, and we evaluated the levels of IL-6 protein using
ELISA. We found that activation of the AGE-RAGE pathway reduced Let-7c levels while
increasing MRNA levels of IGFR-1, mediated by the activation of the NF-kB factor, whereas
the mRNA levels of IL-6 decreased. In contrast, hyperinsulinemia increased Let-7c
expression, decreased NF-kB activity, and elevated mRNA IGFR-1 and IL-6 (mRNA and
protein) levels. To determine whether Let-7c¢ regulates IGFR-1 and IL-6 in endothelial cells,
Let-7c was overexpressed in HMEC-1, showing a negative regulation of IGFR-1 mRNA and a
positive regulation of IL-6 mRNA. These findings highlight the importance of further studying
these molecular mechanisms to understand the vascular damage observed in diabetic

complications.

Keywords: Hyperinsulinemia, AGE-RAGE, endothelial cells, Let-7c.
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II. INTRODUCCION

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad crénica caracterizada por la
alteracion en la regulacién de los niveles plasméticos de glucosa e insulina. Esta desregulacion
puede llevar a un estado de hiperinsulinemia crénica y resistencia a la insulina, condiciones
que no solo deterioran el metabolismo glucémico, sino que también promueven
complicaciones vasculares graves. Uno de los mecanismos subyacentes en estas
complicaciones es la hiperglucemia cronica, que favorece la formacion de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs). Estos AGEs activan la via AGE-RAGE de sefializacion
proinflamatoria que tiene una participacién clave en el desarrollo de dafio endotelial y

complicaciones vasculares, principalmente las microvasculares, asociadas a la DMT2.

En los Gltimos afios, se ha sugerido que los microRNAs, pequefias moléculas reguladoras
no codificantes, podrian estar implicados en la modulacion de diversas vias de sefializacion
relacionadas con la inflamacién y el dafio vascular. Entre ellos, el microRNA Let-7¢c ha
surgido como un posible regulador de la via AGE-RAGE, ya que se ha demostrado que
modula genes relacionados con la inflamacion y el metabolismo, como el receptor del factor
de crecimiento tipo insulina (IGFR-1) y la interleucina-6 (IL-6). Esto posiciona a Let-7c como
un potencial biomarcador y objetivo terapéutico en la prevencion de complicaciones

diabéticas.

El presente estudio se enfoca en analizar el papel de Let-7c en la regulacion de la via
AGE-RAGE en células endoteliales, asi como su interaccion con la hiperinsulinemia, una
condicion comudn en pacientes con DMT2 y en aquellos que van a desarrollarla, ademés de

analizar la posible regulacion de Let-7c¢ sobre IGFR-1 e IL-6.



I11. ANTECEDENTES

3.1 INSULINA

3.1.1 Funcion

La insulina es una hormona peptidica enddcrina producida en el pancreas, con estructura
tridimensional correspondiente a la de una proteina globular compacta, que tiene como
principal funcion regular la homeostasis de la glucosa, ademas de ejercer efectos sobre
maultiples funciones celulares como el metabolismo de proteinas y lipidos, esto gracias a la
unién a su receptor en la membrana plasmatica de las células diana desencadenando una serie
de cascadas de sefializacion (1-3). Puntualmente, la insulina es un agente anabdlico que
favorece la absorcion, almacenamiento y sintesis de nutrientes, a la vez que inhibe su
descomposicion y liberacion en la circulacion (4). La funcién de la insulina de promover el
transporte de glucosa a través de las membranas celulares se describié por primera vez en
1949 (5) y afios mas tarde se establecid que esto era posible gracias a la union a su receptor de

superficie celular (6).

3.1.2 Fisiologia de la insulina

La insulina se origina a partir de la proinsulina, una proteina inactiva sintetizada por las
celulas beta de los islotes de Langerhans (7). La escision del péptido C en la proinsulina
desencadena su activacién bioldgica, permitiendo que la insulina se una al receptor

correspondiente (7).

La insulina, una vez activada y almacenada en granulos, se libera por exocitosis en
respuesta a la sefializacion inducida por la entrada de glucosa, la cual genera ATP, cerrando

los canales de potasio dependientes de ATP, despolarizando la membrana y abriendo los



canales de calcio dependientes de voltaje, aumentando el Ca?" intracelular y desencadenando
la liberacion de insulina al torrente sanguineo (7). La insulina se libera en la vena porta y llega
a los hepatocitos, donde una glucoproteina transmembranal Ilamada molécula de adhesion
celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 1 (CEACAML1) elimina el 80% de la
insulina secretada, mientras que la insulina restante se dirige a los tejidos sensibles, donde

ejerce su accidn al unirse a sus receptores (8).

3.1.3 Receptores de insulina

El receptor de insulina (IR) y el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo
1 (IGFR-1) son glicoproteinas tetrameéricas formadas por dos subunidades o N-terminal
extracelulares y dos subunidades B C-terminal transmembrana que se unen por enlaces
disulfuro (4, 9). La subunidad o es el dominio extracelular que interactiia con la insulina, por
su parte, la subunidad B presenta dominio transmembrana y el dominio intracelular de

actividad tirosina cinasa intracelular (10).

Existen dos isoformas del IR gracias al corte por procesamiento alternativo que sufre el
transcrito del gen del receptor de insulina: IR-A e IR-B, estas se expresan de manera diferente
en cada érgano y tejido y tienen una afinidad similar por la insulina (11, 12). Ambas isoformas
estan asociadas con la homeostasis energética en adipocitos, hepatocitos, miocitos y endotelio
vascular, sin embargo se ha encontrado diferencia en la expresion y funcionalidad en
diferentes tejidos y patologias, por ejemplo IR-B es mas abundante y se relaciona a funciones
metabdlicas, mientras que IR-A favorece el crecimiento celular en cancer y se expresa en

menor abundancia (3, 13).



3.1.4 Vias de sefializacion de la insulina

La unién de la insulina a su receptor provoca su autofosforilacion en residuos de tirosina
induciendo su actividad tirosina cinasa, fosforilando la tirosina de los sustratos del receptor de
insulina (IRS) y de las proteinas transformantes que contienen el dominio de homologia 2 de
Src (SHC); esto desencadena la activacion de dos principales vias de sefializacion
intracelulares (Figura 1) con funciones distintas pero interconectadas: la via PI3BK/AKT (via
metabolica) y la via MAPK/ERK (via de crecimiento y proliferacion

celular) (4, 14).

3.1.4.1 PI3K/AKT

Las proteinas IRS fosforiladas activan la PI3K (Fosfatidilinositol 3-cinasa), que convierte
PIP3 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) en PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato) el cual activa
la cinasa PDK1 (cinasa dependiente de fosfoinositido 1) que a su vez fosforila y activa AKT
(proteina cinasa B) (14). La activacién de esta via resulta en los procesos anabdlicos por parte
de la insulina, donde AKT promueve la traslocacion de los transportadores de glucosa,
principalmente GLUT4 hacia la membrana celular facilitando la captacién de glucosa (4).
AKT también activa la glucégeno sintasa, induciendo la sintesis de glucégeno y ademas inhibe
la transcripcién de genes asociados a la produccion de glucosa en el higado (14).
Adicionalmente, la activacién de AKT regula la sintesis de lipidos y proteinas a través de la

activacion de mTOR (15).

3.1.4.2 MAPK/ERK
La fosforilacion del receptor de insulina también activa la proteina adaptadora Grb2, que a
su vez recluta al factor de intercambio SOS, lo que conduce a la activacion de Ras, una

GTPasa responsable de iniciar la cascada de sefializacion MAPK, que incluye a RAF, MEK y
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ERK (cinasa regulada por sefiales extracelulares) (14). ERK, una vez activa, fosforila a varios
factores de transcripcion como AP-1, promoviendo la expresion de genes implicados en el

crecimiento y la proliferacion celular (16).

La sefializacion de insulina incluye mecanismos de retroalimentacion negativa como la
activacion sostenida de AKT que puede activar proteinas como mTOR y S6K, las cuales

inhiben IRS, restringiendo la sefializacion de la insulina (17).

3.2 HIPERINSULINEMIA

3.2.1 Definicion

Se define a la hiperinsulinemia al estado en el que los niveles de insulina estan elevados
en plasma con relacion a los niveles necesarios para mantener la homeostasis de la glucosa y
se puede mostrar elevada en los niveles circulantes de manera basal, en ayunas y/o al inducir
la produccion posprandial lo que puede provocar una hipersecrecion de esta hormona y/o la
disminucion de su aclaramiento (2). Los valores basales para definir a la hiperinsulinemia no
estan bien descritos, pero algunos autores han propuesto como rango normal de insulina en
ayuno de 3 y 30 pUI/mL (18-180 pmol/L) (18), mientras que otras autores consideran el
rango normal de insulina de 0,5-30 pUI/mL (19). Lo cierto es que valores mas alla de 6

pnUI/mL se consideran ya como elevados y deben monitorearse de cerca.

Las dietas ricas en carbohidratos al igual que la sobrealimentacion inducen un aumento en
la secrecion de insulina y una hiperinsulinemia primaria constante (respuesta a cada comida o
colacion); en condiciones de sensibilidad a la insulina hay un incremento de la glucolisis en el
tejido muscular y la produccion de lactato, que al ser liberado a circulacion actia como

sustrato para aumentar la gluconeogeénesis en el higado (20).



Se ha sugerido que la hiperinsulinemia es el defecto primario que precede a la resistencia a
la inulina (RI) y que coexiste con la hiperglucemia, ambas condiciones responsables del
desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (20, 21). La relacion entre la hiperinsulinemia
y la Rl ha sido motivo de debate, ya que existen dos opiniones al respecto: en primer lugar,
esta que el pancreas produce més insulina como mecanismo compensatorio por el aumento de
glucosa en circulacién provocado por una sefializacion deficiente de la insulina, por otro lado,
se sugiere que la hiperinsulinemia puede iniciar y promover la Rl (2, 22, 23). Ademas, en los
ultimos afios se ha propuesto que un defecto de las células B en el pancreas puede causar
hiperreactividad a los estimulos nutricionales que puede resultar en concentraciones elevadas
de insulina de manera cronica, desencadenar la resistencia a la insulina y coexistir con

hiperglucemia (24, 25).

La hiperinsulinemia crénica provoca la disminucién del ndmero de receptores de la
insulina en la membrana de las células, reduciendo la sensibilidad a la insulina en los tejidos
(20). En sujetos con obesidad pero sin diabetes e hipertension, se ha descrito que la
hipersecrecion de insulina e hiperinsulinemia son mas comunes que la RI, por ello pueden
preceder y contribuir al desarrollo de ésta, sugiriendo que la hiperinsulinemia es el defecto

primario en lugar de una compensacion por la Rl (26).

3.2.2 Resistencia a la insulina

Existe un método simple que ha sido validado y utilizado para diagnosticar la RI, el
HOMA-IR, (Homeostasis Model Assessment of Insulin Resistance) que fue desarrollado por
primera vez en 1985 por Matthews y cols., (27). Este método se basa en la dindmica de
interaccion entre la glucosa y la insulina, evaluando la funcion de las células g (HOMA 2) y la

RI a partir de concentraciones basales de glucosa e insulina o péptido C (28).
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La RI se define como una respuesta disminuida de los tejidos a la insulina, esto provoca
que la insulina no pueda realizar su actividad biologica resultando en el exceso de glucosa en
circulacién (hiperglucemia) (29). Ante esta condicion los tejidos alteran sus vias metabolicas
en respuesta a la insuficiente produccion de energia, contribuyendo a problemas como la
incapacidad de inhibir la gluconeogénesis en el higado y la deficiencia en la supresion de la
lipolisis en el tejido adiposo, resultando en obesidad, inflamacion, dislipidemia, mayor
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), aterosclerosis, disfuncién endotelial e

hipertensién (7, 30, 31).

En condiciones de RI se incrementa la secrecion de adipocinas como la leptina, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) ¢ interleucina-6 (IL-6) (32). En la obesidad, la acumulacién
de grasa no solo en tejido adiposo, sino también en el tejido muscular y hepatico, contribuyen

al desarrollo de RI en estos 6rganos (33).

3.2.4 Enfermedades relacionadas a la hiperinsulinemia

Los niveles de insulina circulante o péptido C y los resultados del indice HOMA-IR se
han utilizado para evaluar el riesgo de desarrollar algunos canceres relacionados con la con la
hiperinsulinemia como el cancer colorrectal, de mama, higado, de pancreas, entre otros (34).
Por otro lado, en personas con DMT2 se ha propuesto a la hiperinsulinemia como un factor
que contribuye a la fisiopatologia del deterioro cognitivo leve, al igual que a la progresion y

mecanismos moleculares de la enfermedad de Alzheimer (35, 36).

En concreto, la hiperinsulinemia se ha sefialado como un indicador temprano de difusion

metabolica, ya que actla agravando la resistencia a la insulina y afectando el almacenamiento
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de la grasa y la funcién de las células B, lo que aumenta significativamente el riesgo de

desarrollar DMT2 (26).

La hiperinsulinemia se ha relacionado fuertemente a la inflamacién crdnica de bajo grado
en tejido adiposo y en suero, aumentando los niveles de citocinas proinflamatorias como IL-6,
TNF-a y la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1) (37, 38). Ademas se ha
encontrado que la hiperinsulinemia promueve la inflamacion de manera directa en células del
sistema inmune como los macréfagos y linfocitos T reguladores (39, 40). Se ha propuesto que
condiciones como la DMT2 y la hipertension pueden aumentar el riesgo de enfermedad de
Alzheimer, en parte debido a la inflamacion inducida por el estado de hiperinsulinemia

periférica (41).
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Figura 1. Principales vias de sefializacion de la insulina.

La union de la insulina al receptor desencadena su autofosforilacion y la fosforilacion de tirosinas
en las proteinas del sustrato del receptor (IRS) y otras moléculas de sefializacion como Shc. Los IRS
fosforilados actan como puntos de unién para otras proteinas de sefializacién, como PI3K y Grb2. La
interaccion de PI3K con las fosfotirosinas de IRS-1 activan esta enzima, iniciando una serie de eventos
que resultan en la fosforilaciéon y activacion de AKT, esta activacion es crucial para el transporte de
glucosa y sintesis de proteinas, glucogeno y lipidos. La activacion de Grb2, dependiente o no de IRS-1
(pero mediada por Shc), lleva a la activacion de las vias de MAPK/ERK, que regulan la proliferacion y
el crecimiento celular. Imagen tomada de Saltiel 2021 (4).
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3.3 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad multifactorial y un trastorno
metabdlico caracterizado por los niveles elevados de glucosa en sangre, denominada
hiperglucemia, provocada por disfunciones sistémicas en la homeostasis metabdlica, lo que
genera dafio a diversos tejidos y 6rganos a lo largo de su progresion (42). La hiperglucemia es
provocada por la RI, por lo que hace que los niveles de glucosa en la sangre sigan aumentando
e induciendo una mayor produccion de insulina, eventualmente este proceso desencadenara un

mal funcionamiento del pancreas y una menor produccion de dicha hormona (43).

Segun la Federacién Internacional de la Diabetes (IDF), se reporté que en el afio 2021,
aproximadamente 537 millones de personas entre 20 a 79 afios vivian con diabetes, de los
cuales la DMT?2 representa el 90% de los casos (44). Se pronostica que la cifra incremente a
784 millones en el afio 2045 (44). En 2022, la prevalencia de diabetes diagnosticada y no

diagnosticada fue de 18.3% o aproximadamente 14.6 millones de personas (45).

3.3.1 Complicaciones de la DMT2

Existen varias complicaciones crénicas asociadas a DMT2 como la depresion, demencia y
disfuncion sexual (46). En el entorno metabolico, la resistencia a la insulina, la liberacion de
acidos grasos libres en exceso y la hiperglucemia crénica en la sangre, contribuyen al
desarrollo de angiopatias (dafio a los vasos sanguineos causando enfermedades
microvasculares y enfermedades macrovasculares (46, 47). La pared de los vasos sanguineos
se ve afectada por procesos como el estrés oxidativo, la hiperreactividad plaquetaria y la
inflamacion, causando esta disfuncion endotelial que desencadena mecanismos inflamatorios
asociados con las complicaciones vasculares (47). Las complicaciones microvasculares son

muy frecuentes en personas diabéticas, causando la enfermedad renal diabetica, de origen es
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multifactorial, ademéas estd estimulada por tres mecanismos en conjunto: la lesion por
hiperfiltracion de la barrera de filtracion glomerular, la expansion del mesangio glomerular y
el estrés oxidativo (48, 49). La neuropatia diabética es otra de las complicaciones
microvasculares, su forma més comun es la polineuropatia diabética simétrica y afecta
aproximadamente al 50% de los pacientes con DMT2 después de los 10 afios de la
enfermedad, ésta afecta a los nervios con un patron dependiente de longitud dafiando los méas
extensos primero, como los de las extremidades inferiores, y se puede observar deterioro en
los nervios sensoriales principalmente (49, 50). Otra complicacion es la retinopatia diabética,
la afeccion ocular més frecuente en estos pacientes que se caracteriza por una modificacion
gradual continua en la microvasculatura de la retina resultando en areas de perfusion retiniana
provocando altos niveles de factor de crecimiento endotelial vascular-A, lo que conlleva al
desarrollo anormal de nuevos vasos sanguineos y que puede provocar una hemorragia vitrea

(49, 51).

Factores como la resistencia a la insulina, la hiperglucemia y la acumulacion de lipidos, se
han asociado con un aumento del riesgo relativo de eventos cardiovasculares (52), asi que
dentro de las complicaciones macrovasculares, se encuentra la enfermedad cardiovascular
acelerada, que provoca infarto al miocardio y enfermedad cerebrovascular que puede resultar
en accidentes cerebrovasculares (46). Las principales enfermedades cardiovasculares (ECV)
relacionadas a DMT2 son: la cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca (IC), enfermedad
arterial coronaria (EAC), enfermedad arterial periférica y accidente cerebrovascular, probando
el 50% de las muertes de las personas con DMT2 (52). El efecto cardiovascular a largo plazo
puede inducir una disfuncién endotelial y un estado proinflamatorio, lo que aporta ain mas a

la progresién de ateroesclerosis en pacientes con ECV (53).
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3.4 ENDOTELIO VASCULAR

Es la monocapa de células que rodean el area interna de la luz de los vasos sanguineos,
ejerce una funcion de barrera entre la pared del vaso y la sangre, por tanto, tiene contacto
directamente con los elementos y compuestos de la sangre (54). Regula la adhesion celular, la
angiogenesis, las respuestas inflamatorias, la hemostasia, el crecimiento y metabolismo de
tejidos, asi como la activacion de plaquetas y el mantenimiento de la fluidez de la sangre, y
protege el estado de los vasos sanguineos (47). El endotelio expresa receptores como IR,
IGFR-1 y receptores hibridos insulina/IGF-1, estos ultimos activados también por la insulina
pero en concentraciones mas altas (55). Ademas, las células endoteliales son capaces de
producir factores proinflamatorios como interleucinas, quimiocinas, interferones, MCP-1,

entre (56).

3.4.1 Dafio endotelial

En tejido endotelial, el estado de hiperinsulinemia promueve la inflamacion por medio de
diferentes mecanismos, como el aumento de la expresion y liberacidn de la angiopoyetina 2
(ANG-2), que sensibiliza al endotelio al efecto inductor de inflamacion (57). Incluso se ha
reportado que la insulina puede inhibir la biodisponibilidad del éxido nitrico (NO) mediante la
via p38 MAPK-cFOS y elevar la inflamacion en sujetos resistentes a la insulina con estado de
hiperinsulinemia (56). Por otro lado, la Rl en las células endoteliales puede contribuir a la

inflamacion del tejido vascular mediante diversas citocinas proinflamatorias (53).

La hipertension y la hiperglucemia activan el sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) que junto con la hiperinsulinemia ayudan a promover la vasoconstriccion y la
inflamacion (53). La hiperglucemia contribuye al dafio vascular por alterar el equilibrio entre

la biodisponibilidad de NO y la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), ademas

15



de especies reactivas de nitrdgeno (RNS), provocando la disfuncién endotelial por diversos
mecanismos impulsados por dicho desequilibrio, entre ellos el alto flujo de poliol y
hexosamina, activacion de proteina cinasa C (PKC) y el aumento en la produccion de
productos finales de glicacion avanzada intracelular (AGEs), elevada expresion de receptores

para AGEs (RAGE) y sus ligandos, (47).

3.5 PRODUCTOS FINALES DE GLICACION AVANZADA

Los AGEs son moléculas organicas heterogéneas que se originan a partir de reacciones no
enzimaticas entre glucosa u otros carbohidratos con proteinas o lipidos (58). Estas moléculas
se forman lentamente en organismos sanos y durante el envejecimiento. En condiciones como
la diabetes, su produccion se acelera notablemente (58). Ademas de sus mdultiples propiedades,
los AGEs se reconocen como importantes marcadores organicos de la glicacion en el

organismo (58, 59).

Los AGEs pueden formarse de manera enddgena como productos de reacciones
metabdlicas celulares, o de manera exdgena a través de la dieta (60). Factores ambientales
como el humo de cigarro, las dietas altas en carbohidratos refinados e hipercal6ricas, los
alimentos cocinados a temperaturas elevadas y el sedentarismo, favorecen la produccion de
AGEs que pueden dafar proteinas y lipidos celulares (58). Se han identificado mas de 20

diferentes AGEs en tejidos humanos y en alimentos (58).

La acumulacion de AGEs en el organismo produce una carga metabolica como
hiperglucemia e hiperlipidemia, y mediante de la induccién del estrés oxidativo puede activar
diversos factores de transcripcion, lo que desencadena la produccién de mediadores

inflamatorios y proinflamatorios, como citocinas y otras proteinas (58). Esta acumulacion ha
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sido ampliamente estudiada y se ha vinculado con diversas enfermedades, incluida la diabetes
y sus complicaciones, como la enfermedad renal y cardiovascular (60-62). EI primer producto
endogeno de glicosilacion temprana descrito fue la hemoglobina glicosilada (HbAlc),

identificada en 1968 en sujetos con diabetes mellitus tipo 2 (63).

3.5.1 Formacion de AGEs

Los AGEs se generan principalmente a través de la condensacion no enzimatica entre
grupos carbonilos de azlcares reductores y grupos amina libres presentes en proteinas, lipidos
0 acidos nucleicos, continuando con una serie de reordenamientos afiadidos que dan lugar a

productos finales irreversibles y estables (64).

Existen varias vias, derivadas de distintos precursores, que conducen a la produccion de
AGEs, las cuales se representan esquematicamente en la Figura 2 (65). Una de las rutas mas
conocidas es la via Maillard, que consta de varias etapas (65). La primera de estas etapas
implica la reaccion entre el grupo carbonilo del azucar reductor y el grupo amino de la
proteina, formando una base de Schiff (reversible) (66, 67). Posteriormente, esta base
experimenta un reordenamiento que da lugar a los productos de Amadori, los cuales son
precursores importantes de AGESs y pueden reorganizarse mediante la via de Hodge, la cual no
solo produce AGEs, sino que también genera multiples compuestos beneficiosos (66, 67). Es
importante mencionar que esta via se lleva a cabo tanto en organismos vivos asi como durante
el procesamiento de alimentos (68). Ademas. la base de Schiff o los precursores del producto
de Amadori unidos covalentemente pueden desintegrarse a traves de la via de Namiki en
dicarbonilos reactivos, también conocidos como o-poxaldehidos, que pueden unirse a
aminoacidos y dar origen a AGEs (67). Entre los compuestos de Amadori y los AGES mas

abundantes y estudiados en los alimentos, destacan la fructoselisina (FL), generada por la
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union de glucosa y lisina, y Ne-(carboximetil)lisina (CML), que se forma ya sea por el
reordenamiento a partir de FL o a partir de la reaccion entre la lisina con los dicarbonilos

glioxal o 3-desoxiglucosona, respectivamente (67).

La formacion endogena de los AGEs y sus precursores implica las mismas reacciones no
enzimaticas mencionadas anteriormente; sin embargo, a diferencia de la via exdgena, estos
procesos ocurren de manera mas lenta debido a las bajas temperaturas fisiologicas, ademas, en

la produccion enddgena de AGEs también intervienen la via del poliol y la glucdlisis (67).
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Figura 2. Vias de formacion de AGEs.

Las tres principales vias de produccién de AGEs son: la via Millard, la ruta del poliol y la
peroxidacion de lipidos. También se indican los AGEs mas abundantes y sus estructuras. Tomada de

Kuzan, 2021 (65).
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3.5.2 Receptor de productos finales de glicacion avanzada

El receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE) es una molécula que
pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas de multiples ligandos, su locus se localiza en
el cromosoma 6, cerca del complejo principal de histocompatibilidad clase 111 'y se descubrio
por su gran capacidad de unirse a AGEs (58, 60, 69). El gen de RAGE (AGER) tiene 11

exones y 10 intrones cortos (70), la estructura de este receptor se describe en la Figura 3 (71).

RAGE es un receptor transmembrana expresado por multiples tipos celulares incluidas las
células endoteliales, cardiomiocitos, células epiteliales, y de multiples ligandos -28 conocidos-
que inducen la activacion de diversas vias proinflamatorias y pro-oxidativas, las cuales han
sido estudiado ampliamente en contexto de DMT2 y otros trastornos metabdlicos (69).
Algunos de sus ligandos se caracterizan como patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs) o patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPS), por esto RAGE se
considera un tipo de receptor de reconocimiento de patrones, y especificamente, algunos
autores los describen como un receptor tipo Toll (TLR) (69, 72). Los productos resultantes de
la activacion de RAGE incluyen diversas moléculas proinflamatorias, oxidativas, de adhesion,
apoptoticas, angiogénicas y profibroticas (69). Ademas de reconocer y unir a los AGEs,
RAGE puede interactuar con otros ligandos, como el péptido B-amiloide y los colagenos |y
IV (71). La unién de los AGEs al receptor celular RAGE aumenta la expresion de este

receptor, lo que genera retroalimentacion positiva (73).

La isoforma soluble de RAGE (SRAGE) se libera de la membrana celular mediante la
accion de las metaloproteinasas de matriz y circula en sangre, donde puede capturar AGEs
circulantes, lo que indica su papel protector en procesos fisiopatoldgicos (72). La isoforma

SRAGE carece de funcién de transmision de sefiales debido a la ausencia de sus fracciones
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transmembranales e intracelulares, sin embargo, puede unirse de manera competitiva a
ligandos de RAGE gracias a su region extracelular en forma de V que contiene los sitios de

union (71).

Como receptor transmembranal, la estructura de RAGE se compone de fracciones
extracelulares, hidrofobicas, transmembranales e intracelulares, y se presenta tanto en forma
de moléculas transmembranales como de moleculas solubles (71). Las fracciones
intracelulares y de membrana de RAGE tienen la capacidad de unirse a maltiples moléculas de

sefializacion dentro de la célula, regulando asi la transduccion de sefiales (71).

Entre las funciones de SRAGE, se incluye el control de los efectos adversos provocados
por la unidn de AGEs a sus receptores; esta relacion AGES/SRAGE se ha identificado como un
biomarcador independiente para diversas enfermedades como la renal y la diabetes, indicando

la multifuncion de esta via en diferentes patologias (74).
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Figura 3. Estructura de RAGE.
Se muestra el dominio extracelular que se divide en tres dominios, V, C1 y C2. Este receptor

transmembrana atraviesa la bicapa lipidica, e incluye una cola citoplasmatica intracelular. Se le
denomina RAGE soluble a la region que se encuentra en la superficie sin el dominio transmembrana y
la cola citoplasmética. Tomada de Yue y cols. 2022 (71).
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3.5.3 Via de sefializacion AGE- RAGE

La uniéon de AGEs a su receptor activa diversas cascadas de sefializacion dentro de la
célula, por ejemplo, la via de las MAPK, via JAK/STAT y PI3K/AKT, las cuales llevan a la
activacion de factores de transcripcion, como el factor nuclear NF-xB, la proteina de union al
elemento de respuesta CAMP (CREB)-1, el factor de respuesta de crecimiento temprano
(EGR)-1 y AP-1 (Figura 4) (75). La sefalizacién mediada por RAGE varia segun el tipo y
concentracion del ligando, la cantidad de RAGE en la superficie celular, el tipo de células y
sus vias de sefializacién (76). Asi, en cada tejido se pueden activar distintas cascadas mediante

la via AGE-RAGE (76).

3.5.4 Patologias relacionadas a la via AGE-RAGE

Los AGEs desempefian un papel patolégico importante en diversas enfermedades
crénicas, como la DMT2, la insuficiencia renal y aterosclerosis, principalmente por promover
las complicaciones microvasculares y macrovasculares mediante su interaccion con RAGE
(72). Esta interaccion en diversos tejidos, como el endotelio, aumenta la resistencia del
colageno a la protedlisis enzimatica, lo que resulta en un aumento relativo del colageno en las

paredes arteriales y se traduce en aumento de la rigidez arterial (72).

Esta via también estd relacionada con el aumento de estrés oxidativo, lo que provoca
reacciones inflamatorias y fibréticas en diversos tejidos, contribuyendo a mdultiples trastornos
asociados al DMT2, el envejecimiento y las ECV (77). Ademas, se ha descrito una asociacién
entre niveles bajos de SRAGE en sangre y un mayor riesgo de enfermedad de las arterias
coronarias y progresion de aterosclerosis en personas con y sin diabetes (72). Por otro lado, los
niveles altos de SRAGE en hombres sin diabetes se han asociado con una menor incidencia de

enfermedad de las arterias coronarias (78).
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3.5.5 Via AGE-RAGE e inflamacion

Ademas de ser expresado en diferentes tipos de células del sistema inmune, incluidos los
neutrofilos, macrofagos, células dendriticas y linfocitos, se ha observado un aumento en los
niveles de RAGE en lesiones inflamatorias de diversas patologias y su capacidad para
interactuar con multiples ligandos proinflamatorios ha llevado a considerar a RAGE como un

elemento importante en las respuestas inflamatorias (79).

La acumulacion de AGEs en circulacion sanguinea, como ocurre en la diabetes, provoca
una activacion continua de las vias de sefializacion proinflamatorias mediadas por RAGE, que
estan relacionadas con la NAD(P)H oxidasa, p2lras, MAPK, ERK1/2 y p38 y GTPasas
Cdc42/Rac (76). La activacion celular se caracteriza por la traslocacion de NF-xB al nucleo
donde regula la transcripcion de genes blanco, incluyendo las moléculas de adhesion de
leucocitos ICAM-1 y VCAM-1, asi como diversas citocinas proinflamatorias como TNF-a e
IL-6 (76). Ademas, la union de AGEs a RAGE en las células endoteliales humanas
desencadena la via de sefializacion Rho, provocando cambios en el citoesqueleto, resultando
en una alta permeabilidad vascular, que facilita la transmigraciéon de los leucocitos hacia los

tejidos inflamados y contribuye a la disfuncion del endotelio (76).

La mayoria de los procesos fisioldgicos involucrados en la patogenia la DMT2 y sus
complicaciones, estan regulados por moléculas encargadas de inhibir o inducir la expresion de
genes relacionados en el eje AGE-RAGE Yy el proceso inflamatorio; algunos de estos genes

contienen la informacion que codifica para microRNAs (80-82).
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Figura 4. Vias de sefializacion AGE-RAGE.

La union de AGEs a RAGE promueve diversas cascadas de sefializacion, como JAK/STAT,
NADPH oxidasa, MAPK, (ERK)-1/2 y JNK. Esta sefializacion lleva a la activacion de factores de
transcripcion como NF-kB o ISRE, seguido de una mayor sintesis de citocinas y factores de
crecimiento. Algunos receptores basureros participan en la endocitosis, lo que provoca la captacion
dentro de la célula de AGEs y su posterior degradacion gracias a la fusién con los lisosomas. Estos
AGEs pueden trasportarse hacia el sistema renal, en cambio los receptores pueden reutilizarse en otras
etapas de endocitosis. Esquema tomado de Ott y cols. 2014 (79).
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3.6 MicroRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son una clase de RNA monocatenario no codificante, de
tamafio que varia entre 17 y 24 nucle6tidos y altamente conservados evolutivamente (83, 84).
Su funcion principal se relaciona con la regulacion postranscripcional de la expresion génica a
través de diversos mecanismos (83). Actualmente se encuentran registradas 1980 entradas de
miRNAs distintos para el genoma humano en la base de datos miRbase (www.mirbase.org). El
primer miRNA en humano descrito fue el Let-7 en el afio 2003 (inicialmente fue identificado

en nematodos) (85).

Los miRNAs se clasifican en intragénicos e intergénicos (86). Los miRNAs intragénicos
son codificados en la parte intronica o exénica de los genes codificadores de proteinas, por su
parte los miIRNAs intergénicos estan codificados por genes especificos de miRNA y se
localizan en areas genomicas situadas entre los loci codificadores (86). Existen miRNAS en
suero denominados mMiRNAs circulantes, que son notablemente estables y resisten la
degradacion por la RNAasa enddgena, la mayoria proviene de las células sanguineas, aunque
también se encuentran en diversos tejidos como el pulmén, higado, rifién y corazon (87). Su
estabilidad ha favorecido su uso como biomarcadores para el diagnostico y prondstico de
multiples patologias, entre ellas la ECV, y las variaciones en los niveles séricos de diversos

miRNAs pueden promover su uso como posibles dianas terapéuticas (87).

3.6.1 Biogénesis de los miRNAs
Existen dos vias para la biogenesis de los miRNAs: la via canonica y la no canonica (se

representan en la Figura 5) (88).
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La biosintesis de miRNAs, en la via canonica, comienza con la transcripcion por la RNA
polimerasa Il (Pol 1) en el nicleo, generando un primer producto conocido como pri-miRNA,
que presenta una estructura de horquilla (89). Los genes de miRNA pueden ser transcritos
como conjuntos de intrones dentro de pre-mRNA que codifican proteinas, otros se transcriben
como unidades de genes independientes o pueden codificarse en RNA largos no codificantes
(IncRNA) (90). El pri-miRNA se procesa en el ndcleo en fragmentos més pequefios por la
ribonucleasa DROSHA, la proteina de union al RNA (RBP), la proteina de la region
critica 8 de DiGeorge (DGCR8) y proteinas asociadas, dando lugar a la formacion del
precursor de miRNA (pre-miRNA) de aproximadamente 70 nucleétidos, que mediante la
Exportina-5 se transfieren del nucleo al citoplasma, donde es cortado por la endonucleasa
DICER convirtiéndose en un miRNA de doble cadena simple (diplex de miRNA), estos se
acoplan con un complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y la proteina Argonaute
(AGO), en esta etapa se selecciona la hebra para convertirse en un miRNA maduro
(86, 89, 90). Este miRNA maduro puede regular la expresion de los mMRNA diana mediante
dos mecanismos: degradando el mRNA vy/o reprimiendo la traduccién del mismo,

dependiendo del grado de complementariedad entre ellos (Figura 6) (90).

Los miRNASs que se producen por la via no canonica, son similares en estructura y funcién
a los miRNAs canonicos, pero tienen un proceso de maduracion diferente (88). Los mirtrons
son un ejemplo de miRNAs no candnicos y son precursores alternativos que se codifican por
intrones localizados en regiones codificantes de algunos genes, cuyos pre-miRNAs son
producidos por un mecanismo de empalme de intrones, sin utilizar el procesamiento por

DROSHA (88).
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Figura 5. Biogénesis de microARN candnicos y no candnicos.

El rectdngulo de la izquierda (azul) muestra de manera general la fase de iniciacion de la
biogénesis candnica de los miRNAs. El rectangulo derecho (rosa) representa la etapa de inicio de los
miRNASs no canénicos (mirtrons), cuyo proceso sucede independiente a DROSHA y necesita enzimas
desramificadoras y empalmesomas en el nicleo. El rectangulo de abajo (verde) muestra la funcién

efectora que experimentan ambos miRNAs. Figura tomada de Divisato y cols. 2021 (88).
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El diagrama muestra las dos formas en las que un miRNA puede mediar la expresion génica, al
unirse al mMRNA puede inducir degradacion de este o inhibir su traduccion. Esquema tomado de
Georgakilas y cols., 2018 (86).
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3.6.2 Funciones de los miRNAs

Al igual que la metilacion del DNA vy la acetilacion de histonas, los miRNAs también
representan un tipo de modificacion epigenética que se ha relacionado y estudiado en
maltiples patologias como el cancer y las cardiopatias (86). De manera similar a los factores
de transcripcion, un solo miRNA puede regular la expresion de varios genes esto mediante la
complementariedad de secuencias, lo que resulta en cambios en el patron de traduccion del
mRNA (91, 92). Ademés, se ha establecido que los miRNAs actian como reguladores
complementarios del RNA en el dogma central de la biologia molecular, estableciéndose
como una representantes de toda las especies de RNA que afectan negativamente la

produccion de proteinas al regular la vida del mMRNA (91, 93).

El mecanismo de accion de los miRNAs puede generar tanto la inhibicion como la
expresion génica (92). Estos se unen principalmente a la region no traducida 3’UTR del
mMRNA, aunque también pueden interactuar con la region 5’UTR e incluso a las regiones
promotoras del mRNA, lo que condiciona accién biol6gica de estas uniones, y si bien, la
mayoria de estas pequefias moléculas inhiben la expresion génica de su mRNA diana actuando
como un obstaculo de su traduccion, también la union de un miRNA a la regién promotora de
un gen puede originar la expresion de éste ultimo (92). Un ejemplo es el miR-324-3p, que ha
demostrado inducir la expresion del gen RelA a través de la activacion de su promotor en

células PC12, las cuales son origen neuronal (94).

Los miRNAs controlan una amplia variedad de procesos celulares, como la diferenciacion,
proliferacion, migracion y apoptosis (95, 96). Estas moléculas participan en la diferenciacion
celular por diversas vias: pueden prevenir la diferenciacion prematura blogueando los factores

de diferenciacion, inducir la proliferacion celular actuando sobre los inhibidores del ciclo

30



celular, facilitar la diferenciacion y ademas pueden colaborar para restringir y modificar el
destino de las células derivadas del mismo conjunto de progenitores de manera regulada y

transitoria (95).

Por otro lado, se ha identificado la actividad antiproliferativa de los miRNAs, funcionando
como supresores de tumores (96). Sin embargo, en presencia de carcinogénesis, estas
moléculas pueden inactivarse o alterar sus niveles, ademas, tienen la capacidad de modificar
los niveles de diversos reguladores del ciclo celular afectando la proliferacion, diferenciacion
y apoptosis, controlando asi el perfil de expresion de proteinas derivadas de oncogenes dianas

y genes supresores de tumores (96).

3.7 FAMILIA DE LOS miRNAS LET-7

Let-7 fue el segundo miRNA descubierto, reconocido por primera vez en nematodos en el
afio 2000 por Reinhart y cols., tres afios mas tarde se identific6 mediante anélisis
bioinforméatico como el primer miRNA caracterizado en humanos (85, 97). Los miembros de
la familia Let-7 son codificados por 12 loci y se nombran por una letra que se agrega después
del Let-7 y un numero al final que significa que existen varios loci en la secuencia, los
miembros descritos en humanos son: Let-7a, b, ¢, d, e, f, g, i y miR-98 y miR-202 (98).
Algunos de los miembros de esta familia estan localizados de forma individual en regiones
cromosOmicas, mientras que otros se ubican en grupos, por ejemplo, Let-7g se encuentra en el
cromosoma 3y Let-7i reside en el cromosoma 12 (98). La biogénesis se lleva a cabo por la via

canonica y se describe en la Figura 7 (98).

Los miRNAs Let-7 tienen actividad supresora de tumores, y potencial como

biomarcadores pronésticos y predictivos se han propuesto para diversas patologias como el

31



cancer (99, 100). La principal funcion de este miRNA es la regulacion de la division y
diferenciacion de células troncales (98). También se han descrito funciones regulatorias

inmunitarias de la familia Let-7, tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa (101).

3.7.1 Hsa-Let-7c
Let-7c en humanos (Hsa-let-7c; ID de gen en NCBI: 406885), es un miRNA ubicado en el
cromosoma 21gl11-21 dentro del gen LINC00478 y su tamafio es de 84 pares de bases

(www.mirbase.org). Let-7c tiene una expresion reducida y ejerce funcion como supresor de

tumores en algunos canceres a través de la regulacion de genes, por ejemplo, N-RAS, C-MYC,
MMP1, PBX2, PBX3, y la sobreexpresion de este miRNA puede aumentar la apoptosis y
disminuir la viabilidad celular, ademas inhibe la proliferacion, la invasion y migracién de
células en contexto de cancer (100, 102, 103). También se ha descrito su funcion antitumoral
en el adenocarcinoma de pulmoén al regular negativamente ANP32E postuldndolo como un

objetivo potencial terapéutico para este tipo de cancer (104).

Por otro lado, se ha sugerido el papel de Let-7c como regulador de la diferenciacion y
funcion neuronal (105) y se han demostrado las propiedades antiinflamatorias e
inmunomoduladoras de Let-7c en un modelo murino después de un traumatismo
craneoencefalico (106). También se ha propuesto el papel del miRNA Let-7c en la reparacion
tisular después de lesiones por LPS, actuando como factor protector de la respuesta

inflamatoria mediada por NF-xB en contexto de la endometritis (107).
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Figura 7. Biogénesis de la familia Let-7.

Dentro del nucleo, los genes para Let-7 se sintetizan por la RNA pol 11, generando pri-miRNA con
una tapa 5’ y una cola poliA. Después actian DROSHA y DGCRS, recortan este pri-Let-7 en el pre-
para asi ser transportado por el complejo XPO5 y
la Ran-GTPasa hacia el citoplasma por medio del complejo de poros nucleares (NPC). Fuera del
nucleo, el pre-Let-7 se procesa por DICER y su cofactor TRBP eliminando el bucle terminal de pre-
isponen en el complejo RISC. Una de las hebras se
gir como guia de Let-7, mientas que la otra cadena
componente catalitico Ago2. El apareamiento de
a RISC hacia la transcripcion complementaria,
la degradacion de mRNA y/o el bloqueo de la

miRNA formando un satélite 3" de dos nucleétidos,

Let-7, los duplex del miRNA Let-7 producidos se d
mantiene unida a RISC formando miRISC, para fun
nombrada cadena de pasajeros, se degrada por el
bases entre Let-7 y los mRNA objetivos guia

produciendo una inhibicién génica por medio de
traduccion (98).
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3.8 ANTECEDENTES DIRECTOS

Zhu y cols., en el 2012 informaron el papel del eje Lin28/Let-7 en la regulacion del
metabolismo de la glucosa mediada por RNA en modelo in vivo e in vitro. Al sobre-expresar
Lin28a/b en ratones hay una mayor tolerancia a la glucosa y resistencia a la diabetes actuando
en la inhibicién de la familia de Let-7; en cambio, sobre-expresar Let-7 fue suficiente para
inhibir el metabolismo normal de la glucosa, lo que también se observé en el cultivo celular de
mioblastos C2C12. Adicionalmente, analizaron la via sefializacion insulina-PI3K-mTOR
utilizando inhibidores para las moléculas clave, observando que Lin28a promueve la
activacion de la via PI3BK-mTOR y promueve la captacion de glucosa. Por su parte, la sobre-
expresion de Let-7 atento la sefializacion inducida por Lin28a tras la estimulacion con
insulina. Ademas, analizaron los genes diana de regulacion negativa por Let-7 implicados en
el metabolismo de la glucosa, como IGFR-1, corroboraron que la regién 3'"UTR de IGFR-1 es
el objetivo de Let-7 para supresion. Por el contrario, un aumento de LIN28B reguld
positivamente la proteina IGFR-1 en musculo esquelético in vivo. Los autores proponen que la
regulacion de varios elementos en la via insulina-PI3K-mTOR podria explicar como este
proceso controla la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de la glucosa, al describir los

bucles de retroalimentacion negativa (108).

Una investigacion realizada por Zhao y cols., en 2019 describi6 el papel importante de
Let-7c en el proceso inflamatorio en contexto de endometritis en cultivos celulares y en
modelo de raton. Dentro de sus principales hallazgos reportaron que la expresion de Let-7c
puede estar involucrada en la reparacion de tejido y mostraron que este miRNA puede
funcionar como un regulador negativo en la respuesta inflamatoria al disminuir la secrecion de

citocinas proinflamatorias. Por otro lado, se encontr6 que la sobreexpresion de Let-7c-5p
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mitiga la expresion de diversas citocinas como TNF-a, IL-1B ¢ IL-6 por medio de la supresion
indirecta de NF-kB, sugiriendo que este miRNA no actia directamente en esta molécula, sino
que puede tener como objetivo otro elemento que al ser inhibida por Let-7c bloquea la
activacion de NF-xB, por ejemplo, Ras. Los autores deducen que Let-7c puede ser un factor
protector en la respuesta inflamatoria y por lo consiguiente, proponen este miRNA como una

prometedora opcidn terapeutica en un futuro para las enfermedades inflamatorias (107).

Indyk y cols., en 2021, analizaron el proceso de glicacion en personas con estadio
avanzado de DMT 1 y 2 con el fin de comprobar si existe una relacion estrecha entre la
aparicion de diabetes, complicaciones diabéticas, aterosclerosis e hipertension y el aumento de
AGEs Yy sus receptores en la circulacion sanguinea en pacientes. En este estudio se confirma
que los AGEs y sus receptores estan involucrados en el desarrollo de la diabetes, ya que estas
moléculas correlacionan con biomarcadores comunes de esta enfermedad, como la creatinina,
hemoglobina glicosilada y la tasa de filtracién glomerular (GFR); también encontraron que los
AGEs contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares por su relacién entre los
parametros sanguineos de los pacientes, como colesterol HDL y acido Urico. Los autores
destacan el papel potencial de los AGEs y sus receptores en el mecanismo patogénico de la
diabetes, idea interesante que invita a explotar su posible uso como marcadores de diagnostico

debido a su larga vida en el organismo (109).

Pérez y cols., en 2022, dentro de su estudio enfocado en caracterizar la expresion de los
miRNA miR-155 y Let-7c circulantes en la poblacién con Sindrome Down y su posible
relacion con los factores de riesgo para desarrollar la Enfermedad de Alzheimer, realizaron un
analisis bioinformatico para identificar las vias bioldgicas relacionadas a miR-55 y Let-7c

utilizando el software miRDB. Dentro de sus resultados encontraron que Let-7c podria estar
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regulando 990 genes y diferentes vias de sefializacién. Como se muestra en la Figura 8, una de
las principales vias diana de Let-7c es la via de sefializacion AGE-RAGE importante en
complicaciones diabéticas (110) y algunos de los genes que son regulados por Let-7c estan
relacionados con las respuestas a la insulina y la inflamacién como IGF-1, IGFR-1, IL-6,

MAPKS, entre otros (110).
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Figura 8. Redes de grupos de ontologias enriquecidas para los objetivos regulados por miRNA

Let-7c.

Se observa dentro de las principales vias de sefializacion reguladas por Let-7c, la via de AGE-
RAGE en complicaciones diabéticas, la produccion de miRNAs involucrados en el silenciamiento de
genes, algunas vias de crecimiento y diferenciacién celular, entre otras. Figura tomada de Pérez, y

cols., 2022 (110).
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IV. PLANTEAMINETO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad cronica que afecta a millones de
personas en todo el mundo y se asocia con un aumento significativo de la morbilidad y
mortalidad debido a sus complicaciones vasculares, tanto cardiovasculares como
microvasculares. Estas complicaciones representan uno de los principales retos en el manejo
de la enfermedad, ya que persisten incluso en pacientes con un control adecuado de los niveles

de glucosa en sangre.

Entre los factores que contribuyen al dafio vascular en la DMT2 se encuentran la
activacion de la via AGE-RAGE vy la hiperinsulinemia, procesos que promueven el estrés
oxidativo, la disfuncion endotelial y la progresion del dafio vascular. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que median estos efectos alin no estdn completamente esclarecidos.
En particular, el papel de los microRNAs, como Let-7c, en la regulacion de estas vias
inflamatorias y disfuncionales ha recibido poca atencion en el &mbito de la investigacion
cientifica y a pesar de que se ha sugerido que Let-7c tiene un papel importante en la
progresion de las complicaciones vasculares en la DMT2. Sin embargo, su funcion especifica
en la regulacién de la via AGE-RAGE y su impacto en la inflamacion y disfuncion endotelial
no se han estudiado a profundidad. Esta falta de conocimiento limita el desarrollo de
estrategias terapéuticas innovadoras Yy la identificacion de biomarcadores para el diagnostico

temprano o el prondstico de estas complicaciones.

Este problema plantea la necesidad de investigar el papel de Let-7c en la DMT2 para
entender mejor sus mecanismos subyacentes y explorar su potencial como blanco terapeutico

en el manejo de las complicaciones vasculares asociadas a esta enfermedad.
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V. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2) es una de las principales causas de complicaciones
cardiovasculares y microvasculares a nivel mundial, afectando a millones de personas y
aumentando significativamente la morbilidad y mortalidad de la poblacion. A pesar de los
avances en el manejo de los niveles de glucosa en sangre, la progresion de las complicaciones
vasculares sigue siendo un problema critico. Entender los mecanismos moleculares que
subyacen a estas complicaciones es esencial para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que no sélo aborden la hiperglucemia, sino también los factores proinflamatorios

y disfuncionales que dafian el endotelio vascular.

En este trabajo investigamos un aspecto poco estudiado de la DMT2: el papel del
microRNA Let-7c en la regulacion de la via AGE-RAGE, la hiperinsulinemia y la inflamacion
endotelial. La activacion de la via AGE-RAGE, junto con la hiperinsulinemia, pueden
contribuir al dafio vascular en pacientes diabéticos, pero los mecanismos precisos que median
estos efectos y la participacion de los microRNAS en este proceso no estan completamente
aclarados. El estudio de Let-7c es particularmente relevante porque este miRNA podria actuar
como un modulador central en la inflamacién inducida por la hiperglucemia y la
hiperinsulinemia, siendo importante identificar el papel de Let-7c en estos procesos; Let-7¢
podria convertirse en un biomarcador Util para el diagnostico temprano o el pronostico de
complicaciones vasculares, asi como un blanco terapéutico para mitigar la inflamacién y

preservar la funcién endotelial en pacientes con DMT2.
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VI. HIPOTESIS

El miRNA Let-7c regula la produccion de IL-6 e IGFR-1 en células endoteliales al activarse la

via AGE-RAGE vy al activarse la sefializacion generada por la hiperinsulinemia.
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VIlI. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del miRNA Let-7c sobre la produccion de IL-6 e IGFR-1 en células

endoteliales al activar la via AGE-RAGE Yy al generar un estado de hiperinsulinemia.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Evaluar los niveles de expresion del miRNA Let-7c en células endoteliales al activarse la

via AGE-RAGE Yy al exponer a las células endoteliales a un estado de hiperinsulinemia.

2. Determinar la expresion de 1L-6 e IGFR-1 en células endoteliales al activarse la via AGE-

RAGE y en condiciones de hiperinsulinemia.

3. Evaluar el efecto de la sobreexpresion de Let-7c en la produccion de IL-6 e IGFR-1 en

células endoteliales.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTO

Se utilizaron células endoteliales microvasculares dérmicas humanas (HMEC-1) donadas
por la Dra. Leticia Cedillo Barrén del Depto. de Biomedicina Molecular del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV). Las células se cultivaron a
37 °C y una atmosfera de 5 % de CO2 en medio MCDB131 con elementos traza y
L-glutamina 1.461 g/L (no. cat. M8537, Sigma-Aldrich), suplementado con 10% de suero fetal
bovino (SFB, no. cat. 26140079, Gibco™.), 1 pg/ml de hidrocortisona (no. cat. H0888,
Sigma-Aldrich), 1.5 pg/ml de suplemento de crecimiento de células endoteliales (ECGS) (no.
cat. 354006, Corning), 60 pg/ml de ampicilina, 150 pg/ml de estreptomicina y 10 pg/ml de

gentamicina.

Las células se pasaron al alcanzar un 80% de confluencia mediante tratamiento con
tripsina al 0.5% (no. cat. T4549, Sigma-Aldrich) y se sembraron aproximadamente

3.5x10* células/cm? en placas de multipozos de 24 pocillos para los siguientes experimentos.

Para los diferentes tratamientos, se utiliz6 BSA (Bovine Serum Albumin) a 200 pg/mi
(no. cat. 23209, Thermo Fisher), Glucosa AGE-BSA-Il a 200 pg/ml (no. cat. ab288150,
Abcam) e insulina glargina a 100 uM (Solucién inyectable, Aurax). Ademas, se utilizaron
inhibidores de las moléculas MAPK, PI3K y NFkB: U0126 a 5 uM (no. cat. U120, Sigma-
Aldrich), PD98059 a 5 uM (no. cat. 513000, Sigma-Aldrich), Wortmanina a 10 nM
(no. cat. 19545-26-7, Calbiochem), Acido Cafeico a 8 pM (no. cat. Ab120862, Abcam) y

DMSO como vehiculo (Control, no. cat. D2650, Sigma-Aldrich).
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Previo a cada tratamiento, se reemplaz6o el medio de crecimiento por MCDB131 al
0.5% de SFB para sincronizar a las células. Las células se mantuvieron 30 minutos en el
medio de supresion con o sin inhibidores previo al tratamiento con BSA, AGE- BSA e

insulina.

8.2 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar que los tratamientos utilizados no tuvieran un efecto citotdxico en las células,
se realiz6 un ensayo de viabilidad por el método de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) (no. cat. M2128, Sigma-Aldrich). El porcentaje de células
viables se estimd después de 24 horas de tratamiento con BSA a (200 pg/ml), Glucosa
AGE-BSA-II a tres diferentes concentraciones (20, 100 y 200 pg/ml) e insulina a 100 pM.
Posteriormente, se afiadieron 20 pl de MTT a cada pocillo de placas de 96 pocillos y se incub6
durante 3 horas a 37 °C. Después, se elimind cuidadosamente el medio y los cristales de
formazan se disolvieron con 100 pl de 2-propanol/acido clorhidrico. La absorbancia se midio
a 570 nm utilizando el lector de placas Infinite M200 (TECAN) y los resultados se expresaron

como cambio porcentual con respecto al grupo de control (sin tratamiento).

8.3 TRANSFECCION DE CELULAS

Las células HMEC-1 se sembraron en placas de 24 pocillos, después de 24 horas
post-siembra se transfectaron las células usando el Hsa-let-7c-5p miScript miRNA Mimic (no.
cat. MSY0000064, Qiagen) de Homo sapiens con secuencia madura y el Syn-cel-miR-39
Mimic spike-in control de C. elegans como control, ambos a diferentes concentraciones
(25 nM, 50 nM y 100 nM) por el método de lipofeccion. La mezcla de transfeccion constaba
de la cantidad indicada de miRNA, 1 ul de Lipofectamine™ 3000 (no. cat. L3000001,
Invitrogen), 1 ul de reactivo p3000 y medio Opti-MEM™ | (n. cat. 31985062, Gibco™) segun
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las recomendaciones del fabricante. La mezcla de transfeccion de incubo durante 30 min y
posteriormente se agregé al cultivo celular, veinticuatro horas después se cosecharon las

células y se prosiguio a la extraccion de RNA total.

8.4 ENSAYO DEL GEN REPORTERO

Con el objetivo de censar la activacion de NF-xB se realiz6 un ensayo de gen reportero.
Las células HMEC-1 se sembraron en placas de 24 pocillos y se realizo la transfeccion con
100 ng/pl del plasmido pGL3Luc-5xNF-kappaB construido en nuestro laboratorio (111), 1 ul
de Lipofectamine™ 3000 (no. cat. L3000001, Invitrogen), 1 ul de reactivo p3000 y medio
Opti-MEM™ | (n. cat. 31985062, Gibco™) segln las recomendaciones del fabricante. La
mezcla de transfeccion se incubd durante 30 min y posteriormente se agrego al cultivo celular,
veinticuatro horas después las células fueron tratadas con los diferentes estimulos por 24 horas
mas. Posteriormente, las células fueron lisadas con el Reporter Lysis 5X Buffer
(no. cat. E3971, Promega) para la obtencién de proteina tras un ciclo de choque térmico.
Finalmente, la activacion de NF-xB se determiné utilizando el Sistema de Ensayo de
Luciferasa (no. cat. E1501, Promega). Los valores de actividad se normalizaron con respecto
al contenido de proteina total obtenida mediante la cuantificacion con Bradford (no. cat. 500-
0006, Bio-Rad). La luminiscencia se midié a un tiempo de integracion de 1000 ms y la

absorbancia para cuantificar proteina se midié a 595 nm en el equipo Tecan Infinite M200.

8.5 EXTRACCION DE RNA TOTAL

A partir de los diferentes tratamientos, se realizo la extraccion del RNA (incluyendo los
miRNAs totales) total de las células HMEC-1 utilizando Reactivo TRI® (no. cat. T9424,
Sigma-Aldrich). Se realizd la separacion de fases utilizando cloroformo para después

precipitar el RNA total con isopropanol frio, se utilizo etanol al 70% para realizar dos lavados
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y se resuspendio el RNA con H»O libre de RNAsas. La concentracion y pureza del RNA se

verifico mediante el Espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher).

8.6 CUANTIFICACION DE MicroRNAS POR RT-gPCR

8.6.1 Retro-transcripcion (RT), Sintesis de cDNA

Los miRNAs totales se convirtieron a cDNA utilizando el kit miRCURY LNA RT
(no. cat. 339340, Qiagen) que permite la poliadenilacion y la transcripcion inversa del
miRNA, ver Figura 9. La reaccion de RT se realizé en un volumen final de 10 pl, el cual
contiene 20 ng de RNA total, los componentes y condiciones de la reaccion de RT se

describen en la Tabla 1.

8.6.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR)

Una vez obtenido el cDNA, se cuantifico el miRNA Let-7c-5p y U6, mediante PCR
tiempo real utilizando el sistema mIRCURY LNA SYBR Green PCR (no. cat. 339345,
Qiagen). Este método permite detectar hasta 10 copias de miRNA utilizando los &cidos
nucleicos bloqueados (LNA™), los cuales son analogos de acidos nucleicos con alta afinidad.
La inclusion de LNA en oligonucledtidos aumenta su afinidad de union al DNA o RNA diana,
incrementando la temperatura de fusion (Tm) del duplex, mejorando también la especificidad
de los oligonucledtidos, permitiendo diferenciar errores de un solo nucleétido y distinguir los

miembros cercanos de la misma familia de miRNA (112).

Siguiendo el disefio molecular del fabricante, se utilizaron los cebadores especificos para
los mIRNAs a estudiar: Hsa-let-7c-5p (no. cat. YP00204767, Qiagen) y U6 SnRNA
(YP00203907, Qiagen). La reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 10 pl, los

componentes y condiciones de la reaccion de qPCR se describen en la Tabla 2. U6 se utilizo
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como control constitutivo, el cual es un tipo de RNA nuclear pequefio (ShRNA) altamente
conservado entre especies. Las reacciones de gPCR de los miRNAs se realizaron en el
termociclador tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystems). La curva de disociacion

(Melt Curve) se us6 para demostrar la especificidad de la reaccion.

8.7 CUANTIFICACION DE mRNA POR RT-gqPCR

Para la RT-qPCR de los genes de interés se utilizé el Kit KAPA SYBR® FAST One-Step
(no. cat. KK4651, Sigma-Aldrich. La reaccion de RT-gPCR se realizé en un volumen final de
10 pl, los componentes y condiciones de la reaccion de qPCR se describen en la Tabla 3. Se
utilizaron los cebadores especificos para los miRNAs a estudiar: gen de la IL-6, del gen IGFR-
1 (gen blanco de let-7c) y como gen constitutivo utilizo el gen ribosomal 18S, las secuencias
de los cebadores especificos se describen en la Tabla 4. La reaccion de RT-qPCR se realizd en
un termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa se estimo
utilizando el método 2 2ACT el cual emplea directamente los valores de ciclos umbral (CT)

generados por el sistema gPCR para realizar el calculo (113).
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@ One single cDNA reaction for all miRNA

Step 1: polyadenlyation

Mature miRNA
5' AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’

Step 2: reverse transcription

5' AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’
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cDNA primer 5’ universal tag

@ Realtime PCR amplification with hydrolysis probe detection
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miRNA-specific
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miRNA-specific @
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—
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Figura 9. Diagrama del sistema de PCR con sonda miRCURY LNA miRNA.

El sistema de PCR con sonda de miRNA LNA miRCURY para la sintesis de cDNA. Se utiliza un
cebador de PCR directo y una sonda de hidrdlisis que estan mejorados con LNA y son especificos de
miRNA (114).
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Tabla 1. Protocolo de la reaccién de RT

Componentes de la reaccion de RT

Componente Volumen
5x miIRCURY RT Tampon de reaccion 1wl
Agua libre de RNasas 4.5 ul
Mezcla de enzimas 10x miRCURY RT 1 ul
Molde RNA (5 ng/ul) 4 ul
VVolumen total de la reaccion 10 pl

Condiciones de sintesis de cDNA

Etapa Tiempo Temperatura
Transcripcién inversa 60 min 42°C
Inactivacion de la reaccion 5 min 95°C
Almacenamiento o0 4°C
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Tabla 2. Protocolo de la reaccion de gPCR

Componentes de la reaccion de qPCR

Componente Volumen
2Xx mMiIRCURY SYBR Green Master Mix 5ul
ROX Tinte de referencia 0.3 ul
PCR mezcla de iniciadores 0.25 ul
cDNA molde 2 ul
Agua libre de RNasas 2.45
Volumen total de la reaccion 10 pl

Condiciones de amplificacion
Etapa Tiempo Temperatura
Activacion inicial por calor de PCR 2 min 95°C
Ciclos

Desnaturalizacion 10 seg 95°C
Alineacion/Extension 60 seg 56°C
Ndmero de ciclos 40

Anélisis de la curva de disociacion - 60-95°C
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Tabla 3. Protocolo de la reaccion de RT-qPCR

Componentes de la reaccion de RT-qPCR

Componente Volumen 1x
gPCR Master Mix (2X) Sul
ROX High Reference Dye (50X) 0.2 ul
dUTP (10 mM) 0.2 ul
KAPA RT Mix (50X) 0.2 ul
20 uM oligonucleétido F (20 pM) 0.1l
20 uM oligonucledtido R (20 uM) 0.1l
Volumen de la Mezcla 6 ul
Molde RNA (5 ng/ul) 4 ul
Volumen total de reaccién 10 pl

Condiciones de amplificacion

Etapa Tiempo Temperatura
Transcripcién inversa 5 min 42°C
Activacion de enzima 5 min 95°C
Ciclo

Desnaturalizacion 3s 95°C
Alineacion/Extension 30s 60°C
Numero de ciclos 40
Curva de disociacion - 60-95°C
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Tabla 4. Secuencias de los cebadores utilizados en la reaccion de RT-gPCR

Nombre del gen

Secuencia de los cebadores 5°- 3

18S Forward:
18S Reverse:

CGAAGATATGCTCATGTGGT
GACCTGGCTGTATTTTCCAT

IGFR-1 Forward:
IGFR-1 Reverse:

GCGGCTGGAAACTCTTCTACAACT
TGGTCTTCTCACACATCGGCTTCT

IL-6 Forward:
IL-6 Reverse:

GGCACTGGCAGAAAACAACC
GCAAGTCTCCTCATTGAATCC
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8.8 ENSAYO POR INMUNOADSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Para determinar la concentracion de proteina IL-6 en el medio sobrenadante de las células
tratadas, se realizd un ensayo de ELISA. Se utilizé el kit DuoSet ELISA (no. cat. DY206,
R&D System) ajustando los volumenes para el uso de placa de multipozos de 384 pocillos
Nunc® MaxiSorp™ (no. cat. P6366, Sigma-Aldrich), siguiendo los protocolos proporcionados
por el fabricante. La absorbancia asociada con la presencia de I1L-6 se adquiri6 a una longitud
de onda a 450 nm con correccién a 540 nm utilizando un lector de microplacas Tecan Infinite
M200 (Tecan Group) y las concentraciones finales se calcularon sobre la ecuacion de la curva

estandar.

8.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via para determinar si habia diferencias
significativas entre las condiciones. Se considero significancia estadistica cuando el valor de P
sea <0.05. Se utilizé la prueba post-hoc de Student-Newman-Keuls (t-Student) para
determinar qué condiciones eran significativamente diferentes entre si. El analisis estadistico

se realiz6 en el Software GraphPad Prism versién 8.0.
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IX. RESULTADOS

9.1 VIABILIDAD DE CELULAS HMEC-1 ANTE DIFERENTES ESTIMULOS

Se determind el porcentaje de viabilidad de las células HMEC-1 tratadas durante 24 horas
para determinar posible dafo citotdxico. Los resultados de los dos ensayos de MTT realizados
por triplicado (N=6) muestran que no existe diferencia estadisticamente significativa en el
porcentaje de viabilidad entre las condiciones con tratamiento de Insulina y AGES con el
grupo no tratado (Figura 10), indicando que los tratamientos no provocan muerte celular en
HMEC-1 y éstas pueden responder a los estimulos. Tomando en cuenta estos resultados, se
decidié trabajar con la concentracion mas alta de AGE-BSA (200 pg/ml) para los siguientes

experimentos.
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Figura 10. Viabilidad de células HMEC-1 tratadas con los diferentes estimulos.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con BSA, AGE-BSA e insulina por 24 h. Posteriormente se
evaluo la viabilidad mediante un ensayo de MTT. Cada barra indica el promedio de los valores de dos
experimentos independientes por triplicado +/- SEM.
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9.2 EXPRESION DEL miRNA LET-7C EN HMEC-1 Y ACTIVIDAD DE NF-kB AL
ACTIVAR LA VIA AGE-RAGE Y EN ESTADO DE HIPERINSULINEMIA

Se cuantificaron los niveles de Let-7c en células HMEC-1 para analizar los efectos sobre
su expresion al activar la via AGE-RAGE con el tratamiento de AGE-BSA (200 pg/ml) y en
estado de hiperinsulinemia (insulina a 100 uM durante 24 horas). Las células no tratadas y
tratadas con BSA se utilizaron como controles para el tratamiento de insulina y AGE-BSA,

respectivamente.

Como se muestra en la Figura 11, los niveles de expresion del miRNA Let-7c disminuyen
significativamente (P=0.0178) al activar la via AGE-RAGE en HMEC-1. Por otro lado, en
estado de hiperinsulinemia los niveles de Let-7c aumentan (P=0.0012) en estas células.
Adicionalmente, con la finalidad de conocer si NF-xB es el factor de transcripcion que regula
estos cambios en la expresion, se realizd un tratamiento con el inhibidor de NF-xB (&cido
cafeico). Los resultados muestran que los niveles de Let-7c se restablecen al inhibir NF-xB

(P=0.0017) en presencia de AGE-BSA.
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Figura 11. Niveles de expresion del miRNA Let-7c en HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con AGE-BSA (200 pg/ml), Insulina (100 puM), é&cido
cafeico (8.8 uM) y la combinacion de AGE-BSA y acido cafeico durante 24 h. Posteriormente a la
extraccion de RNA total, se cuantifico el miRNA Let-7c mediante RT-qPCR y se analizaron los datos
con el método 224°T normalizados contra el miRNA enddégeno U6. Se consideraron como control las
células no tratadas o tratadas con BSA (200 pg/ml) segun corresponda. Cada barra indica el promedio
de los valores de tres experimentos independientes por duplicado +/- SEM, t-Student (*P<0.05)
(**P<0.01).
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Figura 12. Actividad de NF-kB en HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron transfectadas con el plasmido reportero para medir la la actividad de
NF-kB denominado pGL3Luc-5xNF-kappaB; 24 h después fueron tratadas con AGE-BSA (200
pg/ml), Insulina (100 pM), &cido cafeico (8.8 uM) y la combinacién de AGE-BSA vy écido cafeico
durante 24 h. Posteriormente, se evalud la actividad de NF-xB mediante el ensayo de gen reportero.
Los datos obtenidos fueron normalizados por cantidad de proteina y se consideraron como control las
células no tratadas o tratadas con BSA (200 pg/ml) segun corresponda. Cada barra indica el promedio
de los valores de dos experimentos independientes por triplicado +/- SEM, t-Student (***P<0.0001).
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9.3 EXPRESION DE mRNA DE IGFR-1 E IL-6 (MRNA Y PROTEINA) EN HMEC-1
AL ACTIVAR LA VIA AGE-RAGE Y EN ESTADO DE HIPERINSULINEMIA

Para cuantificar los niveles del mMRNA de los genes IGFR-1 e IL-6 (ambos regulados por
el miRNA Let-7¢) se realizd un ensayo de RT-qPCR con cebadores especificos, como se
muestra en las Figuras 13 y 14; tras 24 horas de exposicion a los diferentes tratamientos, los
niveles de mMRNA de IGFR-1 aumentaron significativamente al activar la via AGE-RAGE en
HMEC-1 (P=0.016). Al inhibir NF-xB con acido cafeico en células estimuladas con AGE-
BSA, los niveles de mRNA de IGFR-1 se restablecieron (P=0.0041). En cuanto a la
hiperinsulinemia, también se observd un aumento significativo en los niveles de expresion de

IGFR-1 (P=0.001) en las células HMEC-1.

En relacion con la expresion de IL-6, los resultados revelaron que los niveles de mMRNA se
redujeron significativamente (P=0.0230) al activar la via AGE-RAGE, mientras que la
proteina IL-6 no mostré cambios y la inhibicion de NF-xB con Ac. Cafeico tampoco produjo
cambios significativos. Por otro lado, el estado de hiperinsulinemia indujo significativamente
a IL-6, tanto su nivel de mRNA (P=0.0002) como en la cantidad de la proteina IL-6

(P=0.0117).

58



* %

o 30—
oo |
= * %
= fadiad
s
*

o

c
O 2.0 —

7]

(O]

S

o

>

(D]

(D)
g ®)
D
> 1.0 —
=

AGE-BSA - . -
Insulina - - B - -
Acido cafeico " = - + +

Figura 13. Niveles del mMRNA de IGFR-1 en HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con AGE-BSA (200 pg/ml), Insulina (100 pM), &cido
cafeico (8.8 uM) y la combinacion de AGE-BSA y acido cafeico durante 24 h. Posteriormente a la
extraccion de RNA total, se cuantifico el mMRNA de IGFR-1 mediante RT-gPCR vy se analizaron los
datos con el método 2*4°T normalizados contra el gen endégeno 18S. Se consideraron como control las
células no tratadas o tratadas con BSA (200 pg/ml) segun corresponda. Cada barra indica el promedio
de los valores de tres experimentos independientes por duplicado +/- SEM, t-Student (*P<0.05)
(**P<0.01).
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Figura 14. Niveles del mRNA de IL-6 en HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con AGE-BSA (200 pg/ml), Insulina (100 puM), é&cido
cafeico (8.8 uM) y la combinacion de AGE-BSA y acido cafeico durante 24 h. Posteriormente a la
extraccion de RNA total, se cuantifico el mMRNA de IL-6 mediante RT-gPCR y se analizaron los datos
con el método 244°T normalizados contra el gen enddgeno 18S. Se consideraron como control las
células no tratadas o tratadas con BSA (200 pg/ml) segun corresponda. Cada barra indica el promedio
de los valores de tres experimentos independientes por duplicado +/- SEM, t-Student (*P<0.05)
(***P<0.001).
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Figura 15. Niveles de proteina IL-6 en HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con BSA (200 pg/ml), AGE-BSA (200 pg/ml), Insulina (100
pUM), acido cafeico (8.8 pM) y la combinacion de AGE-BSA y 4&cido cafeico durante 24 h.
Posteriormente se recolect6 el medio sobrenadante y se cuantificaron los niveles de la proteina IL-6
mediante ELISA. Cada barra indica el promedio de los valores de tres experimentos independientes por
duplicado +/- SEM, t-Student (¥*P<0.05).

61



9.4 SENALIZACION PARA LA INDUCCION DE IL-6 EN HMEC-1 POR
HIPERINSULINEMIA

Después de analizar los resultados anteriores, decidimos explorar la posible via de
sefializacion que esta activando la insulina para cambiar los niveles de mRNA de IL-6, ésto a
través a través de la exposicion de las células a diferentes compuestos inhibidores de
moléculas implicadas en las vias de sefializacion inducidas tras la activacion del receptor de la
insulina, como MAPK (U0129 y PD98059) y PI3K (Wortmanina) en HMEC-1. Los
resultados de la RT-qPCR para IL-6 se presentan en la Figura 16 e indicaron que al inhibir
MAPK con U0129 y PD98059 en el estado de hiperinsulinemia, los niveles de mRNA de IL-6
disminuyeron significativamente (P=0.0035 y P=0.0050, respectivamente). Al inhibir PI3K
utilizando Wortmanina en estado de hiperinsulinemia, los niveles de mMRNA de IL-6 también
disminuyeron significativamente (P=0.0034). Estos resultados indican que el estado de
hiperinsulinemia aumenta los niveles de IL-6 en células endoteliales mediante la activacion de

las ambas vias MAPK/ERK y PI3K/AKT.
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Figura 16. Niveles de mRNA de IL-6 en HMEC-1 en estado de hiperinsulinemia.

Las células HMEC-1 fueron tratadas con insulina (100 M) y con los inhibidores U0129 (5 uM) y
PD98059 (5 uM) para MAPK, y Wortmanina (10 uM) para inhibir PI3K, asi como su combinacion
con insulina por 24 h. Posteriormente a la extraccion de RNA total, se cuantifico el mRNA de IL-6
mediante RT-qPCR y se analizaron los datos con el método 24T normalizados contra el gen
endogeno 18S. Se consideraron como control las células no tratadas o tratadas con DMSO segln
corresponda. Cada barra indica el promedio de los valores de dos experimentos independientes por
triplicado +/- SEM, t-Student (**P<0.005) (***P<0.001).
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9.5 EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE LET-7C SOBRE LOS NIVELES DE
MRNA DE IGFR-1 E IL-6 EN HMEC-1

Para conocer el efecto de la sobreexpresion de Let-7c en nuestro modelo de estudio,
transfectamos las células con los miRNAs Mimic Hsa-let-7¢-5p y, como control, el Syn-cel-
miR-39 Mimic spike-in control (miRNA de C. elegans), ambos a diferentes concentraciones.

Después de 24 horas, analizamos los niveles de mMRNA de IGFR-1 e IL-6.

Como se muestra en la Figura 17, los niveles de mRNA de IGFR-1 disminuyeron
significativamente (P=0.0011) al sobre-expresar Let-7c a una concentracion de 20 nM en
células HMEC-1, mientras que no se encontraron cambios estadisticamente significativos

tratando a las células con concentraciones de 50 y 100 nM.

En la Figura 18, se observa que la sobre-expresion de Let-7c en HMEC-1 aumentd
significativamente los niveles de mRNA de IL-6 a concentraciones de 20 nM (P=0.0016),

50 nM (P=0.0016) y 100 nM (P=0.0279).
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Figura 17. Efecto de la sobreexpresion de Let-7c sobre los niveles de mMRNA de IGFR-1 en
HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron transfectadas con los miRNAs Mimic Hsa-let-7c-5p y, como control,
el Syn-cel-miR-39 Mimic spike-in control (miRNA de C. elegans), a diferentes concentraciones por 24
h. Posteriormente a la extraccion de RNA total, se cuantificd el mMRNA de IGFR-1 mediante RT-gPCR
y se analizaron los datos con el método 22T normalizados contra el gen endégeno 18S. Cada barra
indica el promedio de los valores de dos experimentos independientes por triplicado +/- SEM, t-
Student (**P<0.01). NT, no transfectadas.
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Figura 18. Efecto de la sobreexpresion de Let-7c sobre los niveles de mMRNA de IL-6 en HMEC-1.

Las células HMEC-1 fueron transfectadas con los miRNAs Mimic Hsa-let-7c-5p y, como control,
el Syn-cel-miR-39 Mimic spike-in control (miRNA de C. elegans), a diferentes concentraciones por 24
h. Posteriormente a la extraccién de RNA total, se cuantifico el mRNA de IL-6 mediante RT-qPCR y
se analizaron los datos con el método 222°T normalizados contra el gen endégeno 18S. Cada barra
indica el promedio de los valores de dos experimentos independientes por triplicado +/- SEM, t-
Student (*P<0.05) (**P<0.01). NT, no transfectadas.
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X. DISCUSION

La hiperinsulinemia se presenta como un aumento de la insulina en ayuno o postprandial,
y puede deberse a una mayor produccion de insulina, a una menor eliminacion de esta, o

ambas (18).

La DMT2 se caracteriza por una insuficiencia relativa de insulina, pero antes de su
diagnostico, la hiperinsulinemia constante y el desarrollo de resistencia a la insulina, pueden
indicar quien la desarrollara (22). Se propone que la hiperinsulinemia es el defecto primario
que precede a la resistencia a la inulina (RI) y que coexiste con la hiperglucemia, ambas
condiciones responsables del desarrollo de la DMT2, esto ha sido respaldado por un nimero
creciente de estudios (22). La resistencia a la insulina promueve la disfuncion endotelial, en
contexto de DMT2 y sus complicaciones (115) pero también impide que la secrecion de
insulina mantenga la homeostasis de la glucosa, causando hiperglucemia crénica (116). La
hiperglucemia no controlada eleva la concentracién de AGEs en la circulaciéon sanguinea, lo
que se considera la principal causa de complicaciones microvasculares caracteristicas de la
diabetes, ya que estos productos afectan principalmente la microvasculatura al acumularse en
los capilares, donde promueven inflamacion y estrés oxidativo, contribuyendo al
engrosamiento de las paredes capilares y la disfuncién endotelial. Sin embargo, los AGEs
también dafian la macrovasculatura al inducir rigidez arterial, inflamacién vascular y
acumulacién de lipidos en las paredes arteriales, efectos que favorecen el desarrollo de
enfermedades macrovasculares como la enfermedad coronaria y el accidente cerebrovascular
(60, 117). Las ceélulas endoteliales vasculares son las mas expuestas a los AGEs circulantes,

pueden unirse a su receptor y desencadenar diversas respuestas celulares que contribuyen al
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desarrollo y progresion de complicaciones vasculares relacionadas con la diabetes (60, 117-

119).

Los procesos involucrados en la patogénesis de la DMT2 y sus complicaciones vasculares,
pueden ser regulados por moléculas como los miRNAs, incluyendo a Let-7c, (87). La via
AGE-RAGE activa en las en complicaciones diabéticas, ha sido identificada como la principal

via regulada por Let-7c mediante andlisis in silico (110).

La expresion de Let-7c disminuye al activar la via AGE-RAGE en células endoteliales

Con la finalidad de analizar si existe una relacion entre la activacion de la via AGE-RAGE
y los niveles del miRNA Let-7c, se cuantificaron los niveles de expresion del miRNA Let-7¢
en la linea celular de microvasculatura dérmica (HMEC-1), y se encontr6 por primera vez que
los niveles de Let-7c disminuyen al activar la via AGE-RAGE (Figura 11). Esto puede estar
asociado a la regulacion negativa dada por la proteina de union al RNA Lin28 (Lin28a y
Lin28b), la cual puede controlar la traduccidn al unirse directamente a los mMRNA y regular la
biogénesis de los mMiRNAS precursores que contienen un motivo de reconocimiento de Lin28,
principalmente de la familia Let-7 (120-122). Acorde a nuestro hallazgo, lliopoulos y cols. en
2009 demostraron que la activacion transitoria de Src en una linea celular de epitelio mamario
humano, llevé a una activacién sostenida de NF-kB y a una posterior reduccion en los niveles
de varios miembros de la familia de miRNA Let-7. Ademas, los autores evidenciaron que esta
disminucion en los niveles de Let-7 se debid al incremento en la expresion de LIN28B,
provocado por la union de NF-xB a un motivo altamente conservado en el primer intron del

gen Lin28b (123).
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Para confirmar que la reduccion de los niveles de Let-7c estaba asociada con la activacion
de NF-kB tras la activacion de la via AGE-RAGE en células endoteliales, las células fueron
pretratadas con un inhibidor especifico de NF-xB (&cido cafeico). Este compuesto inhibe la
activacion de IKK (IkB kinase), la enzima responsable de fosforilar a IkB, lo que impide la
liberacion de NF-xB y su translocacion al nicleo (124, 125). Nuestros resultados mostraron
que, en presencia del inhibidor, la activacion de NF-kB a través de la via AGE-RAGE se
atentia (Figura 12) y los niveles del miRNA Let-7c se restablecen (Figura 11). Esto sugiere
que NF-kB regula negativamente a Let-7c en las células HMEC-1, posiblemente a través del
eje LIN28/Let-7, como fue descrito por Piskounova y colaboradores en 2011 (120). Asi
mismo, comprobamos que NF-«kB tiene una mayor actividad al estimular la via AGE-RAGE

en células endoteliales como se ha descrito en multiples investigaciones (126, 127).

La expresion de Let-7c aumenta en estado de hiperinsulinemia en células endoteliales

Las células endoteliales se ven afectadas por alteraciones metabdlicas como la
hiperglucemia y la hiperinsulinemia, asi como por la activacion inflamatoria de células y
plaquetas provocada por la diabetes (128). Cada vez mas estudios han encontrado que los
miRNAs estan involucrados en la fisiopatologia de la resistencia a la insulina y la diabetes, y
que contribuyen al desarrollo y progresion de las complicaciones vasculares diabéticas (129).
Nuestro estudio reporta por primera vez que los niveles del miRNA Let-7c aumentan en
células endoteliales HMEC-1 en condiciones de hiperinsulinemia (Figura 11) indicando un
posible papel para este miRNA en procesos metabdlicos relacionados a la sefializacion de la
insulina. Frost y Olson en 2011 describieron que la inhibicién de la familia Let-7c se asociaba

con una mayor sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos en ratones transgénicos, y
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resulta en una mejor captacion de glucosa; ademas sugirieron que la familia de Let-7 podria

regular multiples componentes del metabolismo de la glucosa (130).

En un estudio reciente de 2024, Lino y cols., demostraron que la insulina regula la
expresion de enzimas implicadas en el procesamiento de los miRNAs en adipocitos
(regulacion tanto positiva como negativa de diferentes miRNAS), incluyendo varios miembros
de la familia de Let-7. Cuantificaron los niveles de Let-7c-5p en vesiculas pequefias
extracelulares de adipocitos 3T3-L1 tras la estimulacion con insulina. Estas vesiculas tienen
un diametro de 50 a 200 nm y contienen lipidos y proteinas, asi como RNAs pequefios no
codificantes (SMRNA) incluidos los miRNAs. Sus resultados muestran un aumento en los

niveles de Let-7c tras la estimulacion con insulina en comparacion al control (131).

Por su parte, Rodriguez en el 2020 cuantificd los niveles de Let-7c en plasma de sujetos
con DMT2 y en un grupo control. Los resultados mostraron que los niveles de este miRNA
aumentaban significativamente en los sujetos con DMT?2 respecto al grupo control, lo que
sugiere su posible papel en los procesos metabélicos asociados a esta enfermedad (132). Es
posible que este miRNA se encuentre elevado en sujetos con DMT2, dado que se libera
rapidamente en la circulacién y es estable en el plasma (132). De este modo proponemos que
la induccion de Let-7c por insulina podria contribuir a la disminucién de la sensibilidad a
dicha molécula en las células endoteliales y en consecuencia una captacién de glucosa
deficiente, este mecanismo puede verse impulsado debido a que el gen del receptor de insulina

esta registrado como posible blanco de regulacion de Let-7¢ en la base de datos miRDB.

Adicionalmente, encontramos una disminucion de la actividad de NF-xB en células

HMEC-1 en condiciones de hiperinsulinemia (Figura 12), un hallazgo que no ha sido
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reportado previamente en la literatura para este tipo celular. Sin embargo, un comportamiento
similar ha sido documentado en otras células, como lo describieron Dandona y cols., en 2001,
quienes analizaron la actividad de NF-kB en células mononucleares extraidas de sujetos
obesos no diabéticos a los cuales se les infundié insulina, lo que resulto en una reduccion de
NF-kB y un aumento de IkB en estas células (133). En un sistema completo, las células
responden a la activacion de NF-kB induciendo moléculas de adhesion que ayudan la unién y
transmigraciéon de leucocitos, incrementando su potencial trombogénico, asi como
interacciones célula-célula esenciales para la defensa inmunoldgica y funcion plaquetaria
(134). No obstante, es necesario estudiar mas a fondo el efecto de la inhibicién de NF-xB
tanto en sistemas completos como en sistemas aislados, ya que hasta el momento este

comportamiento no ha sido documentado en células endoteliales.

Los niveles de mRNA de IGFR-1 aumentan mediante la regulacion positiva de NF-kB al

activar la via AGE-RAGE en células endoteliales

La hiperglucemia cronica promueve la produccion de AGEs en el organismo, que circulan
y contribuyen significativamente al desarrollo de disfuncién endotelial en pacientes diabéticos
(135). Las células endoteliales tanto de microvasculatura como de la macrovasculatura
expresan IGF-1 y su receptor, IGFR-1, siendo crucial el papel del eje IGF-1/IGFR-1
participando en la angiogénesis y en patologias vasculares como la aterosclerosis y la
reestenosis (136). Por otro lado, IGF-1 e IGFR-1 desempefian roles clave en la regeneracion
endotelial vascular (137). Nuestros resultados muestran por primera vez que al estimular la via
AGE-RAGE en células endoteliales HMEC-1 aumentan los niveles de mRNA de IGFR-1 a
través de la activacion del factor NF-xB (Figura 13), lo que sugiere que esta condicién
contribuye al desarrollo de patologias vasculares, no solo a través del aumento del estrés
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oxidativo y la inflamacién (138) sino directamente induciendo cambios de expresion génica a

nivel transcripcional.

No hay estudios previos que demuestren una regulacion positiva de IGFR-1 por parte de
NF-kB; sin embargo, se ha descrito que la fosforilacion de este receptor puede depender de
NF-xB (139, 140). En 2013, Wang y cols., informaron que los AGEs promueven la
calcificacion de células del musculo liso adrtico humano in vitro mediante la activacion de
NF-kB y la regulacién negativa de la expresion de IGFR-1. En su estudio, analizaron la region
promotora putativa de IGFR-1 revelando un posible sitio de unién para NF-xB en las
posiciones -230 a -219 con respecto al inicio de la transcripcion (141). Aunque sus resultados
difieren a los nuestros, es importante sefialar que la actividad de NF-xB puede variar segun el
tipo celular y las condiciones experimentales. Recordemos que esta es en realidad una familia
de factores de transcripcion, conformados por heterodimeros, y la combinacién y regulacién
de los mismos, tiene efecto sobre las acciones positivas 0 negativas que resultan del

reconocimiento y anclaje a los sitios NF-xB en los promotores de diversos genes (142).

Como se menciond anteriormente, IGFR-1 es regulado negativamente por Let-7c, ya que
este miRNA tiene sitios de unidn potenciales en las regiones 3'UTR del mRNA de IGFR-1,
una regulacién que ha sido documentada en diversos tejidos (143-145). En nuestro estudio,
demostramos por primera vez que NF-kB, inducido a través de la via AGE-RAGE, regula
negativamente a Let-7c, lo que puede provocar un aumento en los niveles de mRNA de IGFR-

1, a través de la activacion de NF-xB.
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Los niveles de mRNA de IGFR-1 aumentan es estado de hiperinsulinemia en células

endoteliales

La hiperinsulinemia se considera el sello distintivo de la obesidad y la DMT2, pero
también promueve la disfuncion del endotelio vascular y el posterior desarrollo de
enfermedades vasculares (146). A niveles fisiologicos, la insulina regula la funcién vascular al
mantener el equilibrio entre el NO producido por el endotelio y la endotelina-1 (ET-1),
encargada de la vasoconstriccion (146). Sin embargo, en condiciones de hiperinsulinemia
cronica, la insulina puede inducir alta produccion de ET-1 y alterar la biodisponibilidad del

NO, afectando asi el equilibrio entre las vias vasodilatadora y vasoconstrictora (146).

Nuestros resultados muestran que un estado hiperinsulinémico aumenta los niveles del
MRNA de IGFR-1 en las células endoteliales (Figura 13). Este hallazgo ya ha sido descrito por
Delafortaine y cols., en 2004 quienes destacaron que el tratamiento con insulina en ratas
induce un aumento de la expresion del IGFR-1. Ademas, propusieron que la accién
vasodilatadora de la insulina podria ser mediada por su interaccion con IGFR-1, cuya

abundancia es aproximadamente diez veces mayor que la de los IR (136).

Por su parte, Muniyappa y Sowers en el 2012, sefialaron que en condiciones de insulina
suprafisiologica se generan los receptores hibridos (IGFR-1/IR), a los cuales la insulina
presenta menor afinidad. Esto sugiere que IGFR-1 puede modular la sefializacion a insulina al
alterar los niveles de estos receptores hibridos, actuando como modulador de los efectos de las
concentraciones elevadas de insulina en el tejido endotelial, asi como en células musculares

lisas, adipocitos y osteoblastos (147).
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Adicionalmente, encontramos que la actividad de NF-xB disminuye en las células
endoteliales expuestas a hiperinsulinemia (Figura 12). En el afio 2000, Schmidt y Stern
discutieron el posible papel de NF-xB en diabetes e hiperinsulinemia, evaluando su efecto
tanto positivo como negativo y considerando su uso potencial como objetivo terapéutico. Sin
embargo, no se presentd evidencia de que la insulina, por si sola, mejorara la activacion de
NF-xB; mas bien, sugirieron que ese efecto es el resultado de la sinergia entra la insulina, los
AGEs, la hiperglucemia y la angiotensina Il, caracteristicas comunes en la diabetes (148). Un
afio después, Aljada y cols., reportaron la posible inhibicion de NF-xB por parte de la insulina
en células endoteliales adrticas humanas (HAEC). En su estudio, estas células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de insulina durante 48 horas, demostrando que la insulina

reduce la actividad de NF-«B, lo que sugiere su posible efecto antiinflamatorio (149).

Si bien, los niveles elevados del MRNA de IGFR-1 no estan relacionados a la activacion
de NF-xB en estado de hiperinsulinemia en células endoteliales, diversas investigaciones han
indicado que la insulina es capaz de estimular tanto la sintesis como la activacion de la
proteina de especificidad 1 (Spl), asi como su localizacién subcelular y estabilidad (150, 151)
a través de las elementos clave en las vias de sefializacién, como la via de MAPK (152). En
este sentido, se ha demostrado que IGFR-1 esta regulado positivamente por Spl, debido a que
el promotor de IGFR-1 contiene multiples sitios de unién a secuencias consenso del ndcleo
Spl (GGGCGG) (153, 154). Sin embargo, es necesario llevar a cabo mas experimentos para

confirmar este mecanismo en nuestro modelo.

Nuestros resultados respaldan la regulacion de Let-7c¢ por NF-xB, ya que, en condiciones
de hiperinsulinemia, observamos una disminucion en la actividad de este factor, acompariada

de niveles elevados del miRNA en celulas endoteliales. Proponemos que el incremento de

74



MRNA de IGFR-1 es el resultado de un mecanismo compensatorio de la célula para mitigar
los efectos del exceso de insulina, mediado por otros factores de transcripcion distintos a NF-

kB como Spl.

La via AGE-RAGE disminuye los niveles de mRNA de IL-6 en células endoteliales

La activacion de la via AGE-RAGE en células endoteliales afecta la homeostasis
endotelial, induciendo la produccion de ROS, aumentando la actividad de MAPK,
promoviendo la produccién de ET-1 mediada por NF-xkB y AP-1, y activando p38 y ERK1/2
(155). Este conjunto de eventos incrementa el estrés oxidativo y disminuye la expresion de
eNQOS, lo que culmina en disfuncién endotelial (155). Recientemente, se ha establecido una
relacion entre la via AGE-RAGE y un efecto proinflamatorio en diversos tejidos y modelos de
estudio (156, 157). En endotelio, se ha registrado que la activacion de AGE-RAGE conduce
principalmente a la activacion de NF-«xB, un factor clave en la transcripcion de las importantes

citocinas proinflamatorias, como IL-1,IL-2,IL-6, IL-8, IFN-y y TNF-a (158).

Seleccionamos a IL-6 para evaluar si la via AGE-RAGE promueve el proceso
proinflamatorio en nuestro modelo. Los hallazgos son particularmente interesantes, ya que
demostramos por primera vez que la activacion de la via AGE-RAGE en células endoteliales
disminuye los niveles del mRNA de IL-6 (Figura 14), a pesar del aumento de la actividad de
NF-kB. Sin embargo, estudios previos han reportado un efecto opuesto en otros tejidos. Por
ejemplo, Rasheed y cols., en 2011, investigaron si la via AGE-RAGE inducia la expresion de
IL-6 e IL-8 en condrocitos humanos con artrosis y también evaluaron la activacion de NF-«B,
demostrando que los AGEs aumentaban la expresion de estas citocinas en condrocitos y

asociaron la activacion de NF-kB con la expresion de I1L-6 (159). De manera similar, Nonaka
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y cols., en 2018 estudiaron los efectos de los AGEs en la expresion de moléculas clave en la
infamacién, incluida la IL-6, en fibroblastos gingivales humanos (HGF), encontrando que los
AGEs incrementaban el mMRNA de IL-6, junto con un aumento en la actividad de ERK/MAPK
y NF-xB (160). Sin embargo, no descartamos la posibilidad de que la activacion de AGE-
RAGE fomente el proceso inflamatorio en nuestro modelo, dado que la IL-6 no es la Unica
citocina proinflamatoria que puede contribuir a esta condicion en células endoteliales. Se ha
descrito que la via AGE-RAGE en células endoteliales eleva la expresion de TNF-a a través

la activacion de NF-xB, promoviendo inflamacion y el dafio endotelial (161, 162).

Un aspecto que generd inquietud en nuestros resultados fue que, a pesar de que se ha
registrado que Let-7c puede regular negativamente a IL-6 a nivel postranscripcional (123, 163,
164), al activar la via AGE-RAGE observamos una disminucion tanto en los niveles de Let-7c
como en los de mRNA de IL-6. Esto podria deberse a la regulacion de diversas moléculas

simultaneamente. Mas adelante se discutird este comportamiento a detalle.

El estado de hiperinsulinemia aumenta los niveles del mMRNA vy la secrecion proteina de

IL-6 en células endoteliales

La hiperinsulinemia precede a la resistencia a la insulina, incluso antes de que aparezcan
las manifestaciones clinicas. Por esta razon, es fundamental estudiar esta condicion, ya que
puede estar promoviendo complicaciones vasculares desde etapas tempranas. La
hiperinsulinemia se asocia con inflamacion cronica de bajo grado, lo que lleva a un aumento
de los niveles circulantes de IL-6, TNF-a y MCP-1 en tejidos adiposos y en la circulacion
sanguinea (2, 37). Ademas, esta condicion se relaciona con disfuncion endotelial y altera la

funcién metabdlica (26, 148, 165). Las células endoteliales expresan IL-6 ante estimulos
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infecciosos y al estrés celular, y son capaces de reaccionar a la propia IL-6 ya que presentan

receptores para esta citocina (IL-6R) en su membrana (166, 167).

Nuestro estudio demuestra, por primera vez, que la hiperinsulinemia incrementa los
niveles de mMRNA (Figura 14) y proteina de la IL-6 (Figura 15) en células endoteliales
microvasculares. Anteriormente, esta relacion se ha investigado en diversos tejidos de ratén y
humano. Por ejemplo, Pedersen y cols., en 2015 estudiaron ratones sometidos a una infusion
de insulina para evaluar sus efectos sobre la expresion de citocinas proinflamatorias en tejido
adiposo, encontrando que dicha infusion, en condiciones de glucemia constante, aumenté de 2
a 3 veces los niveles de mMRNA de IL-6 (168). De manera similar, la infusion insulina en
humanos estimuldé la expresion del gen IL-6 en tejido adiposo y de la proteina IL-6 en
circulacion, segun lo reportado por Krogh y cols., proponen que la IL-6 circulante proviene

del tejido adiposo, aunque no descartan su liberacion desde de otros tejidos (169).

En apoyo a estos hallazgos, la insulina puede aumentar la produccién de IL-6 a nivel
endotelial y, al interactuar simultaneamente con IL-6R, generar un ciclo de retroalimentacion
que contribuye el estado proinflamatorio vascular. Se ha demostrado que la IL-6 puede actuar
por dos vias: la sefializacion clasica y la trans-sefializacion (170). Ambas se activan cuando la
IL-6 se una a su receptor en la membrana de células endoteliales y segln lo informado por
Zegeye y cols., en 2018, ambas vias resultan en la activan las rutas de sefializacién de STATS3,
AKT y ERK1/2. Ademas, la trans-sefializacion de IL-6 induce la expresion y liberacion de la
quimiocina proinflamatoria MCP-1 en células endoteliales mediante las vias JAK/STAT3 y
PIBK/AKT. Sin embargo, los investigadores demostraron ninguna de las dos vias de

sefializacion de IL-6 es capaz de activar a NF-xB en células endoteliales vasculares (170).
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Mostramos que la actividad de NF-kB disminuye en condiciones de hiperinsulinemia en
células endoteliales (Figura 12), lo que sugiere que la alta produccion de IL-6 observada no es
consecuencia de la activacion de NF-xB en estas células. Esta inhibicion de la actividad de
NF-kB por parte de la insulina ya ha sido reportado en modelos no humanos (171, 172),
aungue se ha descrito que las vias de sefializacion en las que se activan las cinasas PKC, AKT
y ERK1/2 pueden regular la fosforilacion de NF-kB provocando una inhibicion en su

actividad en diferentes contextos (173, 174).

La expresion de IL-6 estd regulada tanto a nivel transcripcional como en su degradacion
(175). Aunque NF-kB puede unirse a la region -75 ~ -63 del gen IL-6 para impulsar su
transcripcion, también existen sitios de union para otros factores, como AP-1 (-283 ~ -227) y
SP-1(-123 ~-119y -108 ~ -104) (175). Se ha comprobado que la insulina ejerce efectos en las
células endoteliales a través de cascadas de sefializacion que incluyen la activacion y
traslocacion nuclear de ERK1/2 y AKT/PKB, la traslocacién nuclear de c-Jun, c-Fos,
activando factores de transcripcion como AP-1y SP-1 (176, 177). Estos factores pueden ser
los responsables del aumento en los niveles de mMRNA de IL-6 observados en nuestros
resultados. Demostramos por primera vez que la sefializacion de la insulina eleva los niveles
de mRNA de IL-6 en células endoteliales, mediada por las dos vias principales: la via de
MAPK/ERK 'y PI3K/AKT (Figura 16). Por su parte, Sano y cols., en 2001 demostraron que la
activacion de MAPK/ERK es un paso necesario para la expresion del gen de IL-6 inducida por
angiotensina 1, y que esto ocurre de manera independiente de NF-xB en fibroblastos cardiacos
primarios (178). Por su parte, Tessaro y cols., en 2017 utilizaron Wortmanina como inhibidor
de PI3K en macréfagos estimulados con insulina, encontrando que la insulina regula

positivamente la secrecion de IL-6 a través de la activacion de PISK/AKT (179). Estas
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investigaciones respaldan nuestros hallazgos en células endoteliales; sin embargo, se requieren
mas estudios para identificar los factores que promueven la transcripcion de IL-6 en células
endoteliales en condiciones de hiperinsulinemia, con el objetivo de identificar posibles

interruptores que mitiguen el estado proinflamatorio.

La sobreexpresion de Let-7c disminuye los niveles de mRNA de IGFR-1 en celulas

endoteliales

Analizamos el efecto de la sobreexpresion de Hsa-let-7¢-5p sobre los niveles de mMRNA de
IGFR-1 en células endoteliales como un punto de control, dado a que existe evidencia de que
IGFR-1 es un objetivo regulado de Hsa-let-7c. Esto se debe a la presencia de un sitio de unién
complementario al miRNA en la posicion 2619-2627 de la region 3'UTR del mMRNA de IGFR-

1 (145, 180).

Encontramos por primera vez que en células endoteliales transfectadas con una
concentracion de 25 nM de Hsa-let-7c-5p los niveles de mMRNA de IGFR-1 disminuian casi un
50% respecto al control (Figura 17). Lo anterior coincide con lo reportado por Kalantzakos y
cols., en 2022, quienes evaluaron el impacto de Let-7c-5p y en IGFR-1 en una linea celular de
un tipo de carcinoma renal utilizando una concentracion final de 20 nM una tasa reducida de
proliferacion, migracion e invasién en comparacién de su control, condiciones en las que
IGFR-1 se encuentra involucrado, ademas se realizo un analisis de inmunodeteccion en fase
solida para evaluar el efecto de Let-7c-5p sobre la proteina IGFR-1 al transfectar las células
con el miRNA, encontrando que la proteina disminuia significativamente comparada con el

control (144).
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La sobreexpresion de Let-7c aumenta los niveles de mRNA de IL-6 en células

endoteliales

Segun la basqueda realizada en miRDB (https://mirdb.org/), una base de datos en linea
para la prediccion de dianas de miRNAs, hsa-let-7¢c puede unirse a el sitio 316 de la region
3"UTR del mRNA de IL-6. Investigamos el posible papel de Let-7c como regulador de IL-6 en
células endoteliales, evaluando el efecto de la sobreexpresion de este miRNA sobre los niveles
de mRNA de IL-6. Encontramos la transfeccion de células endoteliales con hsa-let-7c-5p en
las tres concentraciones evaluadas aumento los niveles de mRNA de IL-6 (Figura 18), lo que
contradice varios estudios previos. Por ejemplo, el trabajo realizado en 2013 por Sung y cols.,
quienes estudiaron el papel regulador de la familia de Let-7 sobre IL-6 en células madre
mesenguimales (MSC) derivadas de la médula ésea. Ellos demostraron que la sobreexpresion
de Let-7c, a través de la transfeccion de precursores de Let-7c, redujo la expresion de IL-6,
hallazgo que fue consistente al tratar las células con inhibidores de Let-7c (181). Sin embargo,
no descartamos que el miRNA actie de manera diferente segun las condiciones y el tipo
celular, ya que la sobreexpresion de Let-7c no ha sido estudiada previamente en células
endoteliales. Por otro lado, Kim y cols., en 2013, investigaron el posible mecanismo de
regulacion de Let-7c sobre IL-6 y SOCS1 de células detriticas de medula 6sea (BM-DC) de un
modelo murino mediante la transduccion de Let-7c. los resultados mostraron un aumento
significativo en el nivel de la proteina IL-6 y una disminucién de la expresion de SOCS1. Los
autores sugiere que estos datos indican que los niveles elevados de Let-7c podrian ser un
mecanismo clave en la supresion de SOCS1, lo que a su vez influye en la produccién de

citocinas proinflamatorias en CD (182).
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La proteina supresora sefializacion de citocinas 1 (SOCS1) actla como regulador negativo
de la respuesta inflamatoria y, en células endoteliales, puede ayudar a preservar la funcion
endotelial y atenuar la expresion de citocinas, incluyendo I1L-6 (183). A través de la base de
datos miRDB, confirmamos que SOCSL1 es un gen objetivo de regulacion por parte de Let-7c.
Nuestro trabajo es el primero en reportar que los niveles elevados de Let-7c inducen la
expresion de IL-6 en células endoteliales, y una explicacion légica es que sea mediante la
regulacion negativa de SOCS1. No obstante, es necesario probar experimentalmente que este

es el caso.
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Figura 19. Efecto de la via AGE-RAGE sobre los niveles de Let-7c, IGFR-1 e IL-6 mediado por

NF-kB en células HMEC-1.

Los AGEs elevados en el medio extracelular se unen al receptor RAGE en células endoteliales,
activando cascadas de sefializacion como las vias MAPK y PI3K/AKT, que culminan en la activacion
de factores de transcripcion, incluyendo NF-xB y AP-1. NF-xB induce la transcripcion de LIN28,
proteina que regula negativamente al miRNA Let-7c, disminuyendo sus niveles. Al mismo tiempo, NF-
kB promueve la transcripcion de IGFR-1 y podria actuar como inhibidor de la transcripcion de 1L-6.
En este contexto, no se descarta un efecto proinflamatorio, ya que no se evaluaron otras citocinas

proinflamatorias asociadas a AGE-RAGE, como TNF-a.
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Figura 20. Efecto de la hiperinsulinemia sobre los niveles de Let-7c, IGFR-1 e IL-6 en células
HMEC-1.

La insulina en altas concentraciones en el medio extracelular se une a sus receptores en las células
endoteliales, activando las vias de sefializacibn MAPK/ERK y PI3K/AKT, las cuales se propone que
pueden inhibir la actividad de NF-xB, y de manera indirecta, reducir la expresion de LIN28, una
proteina reguladora negativa de miRNA Let-7c, resultando en niveles elevados del este miRNA. A su
vez, MAPK/ERK y PI3K/AKT pueden activar factores de transcripcion como SP-1 y AP-1, que
inducen la transcripcién de IL-6 e IGFR-1. Estos hallazgos sugieren que la hiperinsulinemia ejerce un
efecto proinflamatorio en células endoteliales HMEC-1.
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XI.  CONCLUSIONES

Los niveles del miRNA Let-7c se reducen al activar la via AGE-RAGE, debido a la
activacion del factor de transcripcion NF-kB que regula negativamente al miRNA Let-7c.
Mientras que el estado de hiperinsulinemia aumenta los niveles de este miRNA y disminuye la

actividad de NF-xB en células HMEC-1.

La activacion de la via AGE-RAGE aumenta los niveles de mensajero de IGFR-1 en
células endoteliales mediante la activacion del factor NF-kB, en cambio los niveles del mRNA
de IL-6 disminuyen. En condiciones de hiperinsulinemia, los niveles de IGFR-1 aumentan en
células endoteliales. Los niveles de IL-6 (MRNA y proteina) también aumentan, a través de las
vias de sefializacion MAPK/ERK y PI3K/AKT contribuyendo el estado proinflamatorio en las

células endoteliales.

La sobreexpresion de Let-7c en células endoteliales regula negativamente los niveles del

MRNA de IGFR-1 y aumenta los niveles de mRNA de IL-6 en células endoteliales.
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SIGLAS Y ABREVIACIONES

AGE-BSA: Producto final de glicacion avanzada- Albdmina de suero bovino
AGER: Gen del receptor de productos finales de glicacion avanzada

AGEs: Productos finales de glicacion avanzada

AGO: Proteina Argonaute

AKT: La proteina cinasa B

ANG-2: Angiopoyetina 2

ANOVA: Anadlisis de la Varianza

AP-1: Proteina activadora 1

ATP: Adenosin Trifosfato

BSA: Alblimina de suero bovino

cAMP: Adenosin monofosfato ciclico

CDC42: El homologo de la proteina 42 de control de la division celular
cDNA: DNA complementario

CEACAML1: Molécula de adhesién celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 1
CML: Carboximetil-lisina

CREB: Proteina de union al elemento de respuesta CAMP

CT: Umbral de ciclos

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio
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DGCRS: Region critica 8 de DiGeorge

DMSO: Dimetilsulféxido

DMT2: Diabetes mellitus tipo 2

EAC: Enfermedad arterial coronaria

ECGS: Suplemento de crecimiento para células endoteliales
ECV: Enfermedades cardiovasculares

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
ERG: Respuesta de crecimiento temprano

ERK: Proteina cinasa regulada por sefiales extracelulares
ET-1: Endotelina 1

FL: Fructoselisina

GLUT: Glucotransportador

Grb2: Proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento
GTP: Guanosin trifosfato

HAEC: Celulas endoteliales adrticas humanas

HbAlc: Hemoglobina A glicosilada

HGF: Fibroblastos gingivales humanos

HMEC-1: Células endoteliales microvasculares dérmicas humanas-1

HOMA-IR: Evaluacion del modelo homeostéatico para la resistencia a la insulina
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IC: Insuficiencia cardiaca

ICAM-1: Molécula de Adhesién 1

IDF: Federacion internacional de la diabetes

IFN-y: Interferon gamma

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

IGFR-1: Receptor del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1

IKK: Cinasa IkB

IL-6: Interleucina 6

IncRNA: RNA largos no codificantes

IR: Receptor de insulina

IRS: Proteinas del sustrato del receptor de insulina
ISRE: Elemento de respuesta sensible al interferon.
JAK: Janus cinasa

JNK: Cinasa c-Jun N-terminal

MAPK: Proteinas cinasas activadas por mitdgenos
MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos-1
miRNA: MicroRNA

MRNA: RNA mensajero

MTT:Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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NADPH: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de 1os linfocitos B activados
NO: Oxido nitrico

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa

PI3K: Fosfatidilinositol 3-cinasa

PKC: Proteina cinasa C

PKDZ1.: Policistina-1

Pol 11: RNA polimerasa Il

Pre-miRNA: Precursor de miRNA

Pri-miRNA: Transcrito primario de miRNA

RACL1: Sustrato 1 de la toxina botulinica C3 relacionada con Ras
RAGE: Receptor de productos finales de glicacion avanzada
RBP: Proteina de unidn al RNA de doble cadena

RI: Resistencia a la insulina

RISC: Complejo de silenciamiento inducido por RNA

RNS: Especies reactivas de nitrogeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

RT: Retro-transcripcion
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RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa
S6K: Proteina ribosomal S6 cinasa beta-1

SEM: Error estandar de la media

snRNA: Pequefios RNA nucleares

SOCSL1.: Proteina supresora sefializacion de citocinas 1

SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona

SRAGE: Receptor de productos finales de glicacién avanzada soluble
SRC1: Coactivadores del receptor de esteroides 1

STAT: Transductor de sefal y activador de transcripcion

TLR: Receptores tipo Toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

UTR: Region no traducida

VCAM-1: Molécula de adhesion de células vasculares 1

XPO5: Exportina-5
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