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RESUMEN

Las complicaciones de la Diabetes mellitus reducen la calidad y esperanza de vida
de los individuos. Una de las mas frecuentes es la nefropatia diabética (ND), la cual
es la principal causa de muerte de los pacientes diabéticos. En este trabajo se
propuso identificar, mediante una busqueda sistematica en la literatura y bases de
datos gendmicos y protedmicos, las proteinas desreguladas a nivel renal en la ND.
Se hipotetiz6 que esta desregulacion podria estar mediada por la interaccion
circRNA-miRNA-mRNA de los genes que codifican estas proteinas, por lo que se
identificaron los RNA no codificantes que interactuan potencialmente con esas
moléculas. Se identificaron 59 proteinas desreguladas, participando la mayor parte
de ellas en la via AGE-RAGE. Once de esas proteinas (STAT3, PFN2, TJP1,
TGFB1, SERPINE1, MMP9. MMP1, JUN, JAK1, JAK2 y RAGE) estan involucradas
simultdneamente en los procesos de inflamacion, hipertrofia y fibrosis renal
presentes en la ND. Se construy6 una red potencial de interaccion circRNA-miRNA-
MRNA de los genes que codifican las 59 proteinas utilizando la informacion
encontrada en los servidores Circlnteractome, CircBase, CircAtlas, miRDB,
mirTarbase y TargetScan. Se determiné mediante RT-PCR cuantitativa que en las
células AD293 expuestas a altas concentraciones de glucosa (30 mM) y AGEs de
lisina (50 ug/ml) la expresion de AGER, Colageno IV'y Fibronectina 1 se incrementd
a las 48h de exposicion sugiriendo la activacion de la via AGE-RAGE vy sus efectos
sobre las proteinas de la matriz extracelular. La cantidad de los transcritos de JAK2
y STAT3 también se incrementd en las condiciones experimentales ensayadas,
mientras que la del miRNA-375, el cual interactua con JAK2, se reprimid. Se predijo
la interaccion de los circRNAs 0025868 y 0039350 con el miRNA-375 y se verificd
su sobreexpresion en nuestro modelo celular. El incremento de la expresion de
estos circRNAs sugiri6 que ellos podrian estar secuestrando al miRNA-375,
bloqueando asi su capacidad para modular la expresion de JAKZ2. Los resultados
de este trabajo contribuiran a la comprension del rol de la interaccion circRNA-
miRNA en la regulacién de las proteinas involucradas en la ND y podrian ampliar
la oportunidad de desarrollar mejores enfoques terapéuticos y estrategias
diagndsticas de esta patologia.



ABSTRACT

The complications of Diabetes mellitus reduce both quality and life expectancy. One
of the most frequent complications is diabetic nephropathy (DN), which represents
a major cause of morbidity and mortality among diabetic patients. This study aimed
to identify proteins dysregulated at the renal level in DN through a systematic search
of the literature and the analysis of genomic and proteomic databases. We
hypothesized that this dysregulation could be mediated by the circRNA-miRNA-
MRNA interaction of the genes that encode these proteins; therefore, non-coding
RNAs that potentially interact with these molecules were identified. Fifty-nine
dysregulated proteins were identified, most of which participate in the AGE-RAGE
pathway. Eleven of these proteins (STAT3, PFN2, TJP1, TGFB1, SERPINE1,
MMP9, MMP1, JUN, JAK1, JAK2, and RAGE) are simultaneously involved in the
processes of inflammation, hypertrophy, and renal fibrosis key processes in DN. A
potential circRNA-miRNA-mRNA interaction network of the genes encoding the 59
proteins was constructed using information found on the Circlnteractome, CircBase,
CircAtlas, miRDB, mirTarbase, and TargetScan servers. Quantitative RT-PCR
revealed that in AD293 cells exposed to high concentrations of glucose (30 mM) and
lysine AGEs (50 pg/ml), the expression of AGER, Collagen IV, and Fibronectin 1
increased after 48 hours of exposure, suggesting activation of the AGE-RAGE
pathway and its effects on extracellular matrix proteins. The levels of JAK2 and
STAT3 transcripts also increased under the experimental conditions, while the
expression of MiRNA-375, which interacts with JAK2, was repressed. The interaction
of circRNAs 0025868 and 0039350 with miRNA-375 was predicted, and their
overexpression was confirmed in our cell model. The increased expression of these
circRNAs suggested that they may be sequestering miRNA-375, thus blocking its
ability to modulate JAK2 expression. Overall, these findings contribute to a better
understanding of the role of circRNA-miRNA mediated regulation of key proteins
involved in DN and could expand the opportunity to develop better therapeutic
approaches and diagnostic strategies for this pathology.



1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica, metabdlica y compleja, que
se manifiesta debido a una sintesis inadecuada de insulina por parte del pancreas
0 a una utilizacion ineficaz de esa hormona por parte del organismo. La produccién
y accion insuficientes de la insulina, la hormona encargada de regular el
metabolismo de la glucosa, conducen a la hiperglucemia. Dicha hiperglucemia
provoca dafos a largo plazo en los capilares sanguineos y las terminaciones
nerviosas, afectando la funcionalidad de diversos érganos y sistemas (ElSayed, et
al., 2023).

La presentacion clinica de la DM abarca un conjunto de sintomas distintos, que
incluyen poliuria, polidipsia, polifagia, cambios bruscos de peso, agotamiento, falta
de concentracion, vémitos, dolor de estobmago, hormigueo o entumecimiento en
manos y pies, visidn borrosa, infecciones frecuentes y retraso en la cicatrizacion de
heridas (Gutiérrez, 2016). Por lo mismo, controlar la DM es un desafio multifacético
que se extiende mas alla del control de la glucosa para abarcar la atencidon médica
continua y las estrategias de reduccion de riesgos. La educaciéon y el apoyo
continuos para el autocontrol de la diabetes desempefian un papel fundamental para
evitar complicaciones agudas y mitigar el riesgo de las complicaciones a largo plazo
(Davies, et al., 2022).

La Asociacion Estadounidense de Diabetes (ADA) describe los "Estandares de
atencion para la diabetes". Estos estandares delinean los componentes de la
atencion, los objetivos generales del tratamiento y las herramientas para evaluar la
calidad de la atencion. Dentro de ellos también se presentan las clasificaciones de
la enfermedad, que consisten en 4 grupos: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), Diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), Diabetes mellitus gestacional, y tipos especificos de diabetes
monogeénica (Fig. 1) (ElSayed, et al., 2023).
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DM1 Enfermedad autoinmune que afecta a las células B-
pancreaticas, lo que afecta la produccion de insulina
Se genera resistencia a la insulina. Al principio las células
B- pancreaticas producen insulina adicional para
DM2 compensar la falta de la misma, pero con el paso del
o 4 tiempo, la cantidad de insulina producida es insuficiente
2. 5% ' para mantener la glucemia en niveles normales
. <
(¢ ’ En ocasiones, las hormonas de la placenta, que apoyan el
S otiae s Diabetes crecimiento del embrién, pueden bloquear la insulina de la
Gestacional madre, generando resistencia a la insulina, requiriendo que
exista una mayor produccion de insulina
. Se adquiere de forma hereditaria y es la mutacién de un
Diabetes ! .
. solo gen que afecta la funcion o desarrollo de las células B-
monogénica o
pancreéticas

Figura 1: Tipos y causas de la Diabetes. La figura ilustra a partir de un pancreas normal
los diferentes tipos de diabetes y los mecanismos fisiopatolégicos de cada uno de ellos.
(Tomado y modificado de EISayed, et al., 2023).

1.2 Epidemiologia de la Diabetes mellitus

En el 2021 se estimd una prevalencia mundial de 537 millones de poblacién adulta
de entre 20-79 afios con diabetes, cifra que se espera que aumente a 643 millones
para el 2030, llegando hasta 783 millones para el 2045 (Davies, et al., 2022; Forouhi,
et al., 2022).

Por su parte, en México, en 2022, la prevalencia de diabetes diagnosticada y no
diagnosticada fue de 12.6% y 5.8%, respectivamente, para una prevalencia total del
18.3% (aproximadamente 14.6 millones de personas) (Basto-Abreu et al., 2022),
evidenciando que en el periodo de tiempo que comprende entre el afio 2006 a 2022,
la prevalencia de la DM ha aumentado paulatinamente de 14.4% a 18.3%
(Villalpando, et al., 2010).

De los diferentes tipos de DM, en México se destaca la DM2, que ocupa el segundo

lugar entre las causas de muerte a nivel nacional en el afio 2022 (INEGI, 2023).
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1.3 Diabetes mellitus tipo 2

El desarrollo de DM2 a menudo se debe a la presencia de resistencia periférica a la
insulina, deficiencia relativa de insulina o secrecion insuficiente de insulina por parte
de las células beta pancreaticas, o todas combinadas (Lotfy, et al., 2017; Davies, et
al., 2022). La resistencia a la insulina aumenta los niveles de acidos grasos libres y
citocinas proinflamatorias en el plasma, reduce el transporte de glucosa a las células
musculares, aumenta la produccion hepatica de glucosa y promueve la degradacion
de los acidos grasos. Los sintomas reconocidos de la DM2 incluyen nicturia, poliuria,
polidipsia, polifagia, pérdida de peso, fatiga, dificultad para concentrarse, vomitos,

dolor de estomago y vision borrosa (Carrera Boada, et al., 2013).

La prevalencia de DM2 ha aumentado en los ultimos afios, convirtiéndola en una de
las enfermedades cronicas mas comunes y constituyendo entre el 90-95% de todos
los casos de DM (American Diabetes Association, 2020). Pese a que existen
factores genéticos que pueden predisponer a ciertas poblaciones a ser mas
susceptibles a esta enfermedad, se cree que la principal razén de este aumento de
prevalencia esté asociado con el cambio de los habitos de vida modernos, como
dietas ricas en calorias, estilos de vida sedentarios, cambios en la esperanza de
vida, obesidad y acceso limitado a la atencién médica, por lo mismo, el tratamiento
en etapa temprana incluye cambios en el estilo de vida como ejercicio, cambios en
la dieta y control del peso. Sin embargo, a pesar de estas medidas, la resistencia a
la insulina puede persistir y requerir medidas especiales y uso de farmacos
antidiabéticos. A diferencia de la DM1, la DM2 generalmente se desarrolla mas tarde
en la vida y se trata principalmente con medicamentos orales. (Farmaki et al., 2020).
Sin embargo, también se requiere de un enfoque de tratamiento integral que
abarque intervenciones tanto conductuales como farmacoldgicas (como
seguimiento atento de los niveles de glucosa en sangre, el peso, y los factores de
riesgo cardiovascular), para prevenir, aminorar o aplazar el impacto de sus
comorbilidades y complicaciones (Gudisa, 2022). La importancia de enfocarse en la
prevencion de las complicaciones de la DM2 se debe a que gran parte de la

mortalidad derivada de esta enfermedad es consecuencia de sus complicaciones,
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ya que la gravedad de ellas tiene consecuencias en diversos sistemas del

organismo reduciendo significativamente la calidad de vida de los afectados.

1.4 Complicaciones de la DM2

Gran parte de la carga mundial de la morbilidad y mortalidad de la DM2 es
consecuencia del desarrollo de sus complicaciones, y se estima que el 8.4% de las
muertes son atribuibles a las mismas. La hiperglucemia caracteristica de la DM2
ejerce efectos perjudiciales sobre diversos tejidos, deteriorando particularmente la
estructura y funcion vascular. Las complicaciones vasculares inducidas por la
diabetes se clasifican en complicaciones macrovasculares y microvasculares
(Aikaeli, et al., 2022; Fowler, 2008).

1.4.1 Complicaciones macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares abarcan enfermedades arteriales coronarias
y periféricas, lo que puede provocar cardiopatia isquémica, enfermedad
cerebrovascular y enfermedad vascular periférica, lo que frecuentemente produce

una morbilidad y mortalidad significativas (Chawla, et al., 2016).

Los dafios en las células endoteliales son un factor fundamental en la etiopatogenia
de las complicaciones macrovasculares, y son el resultado de los niveles elevados
de glucosa y lipidos en sangre, la formacién de productos de glicacion avanzada
(AGEs) como el metilglioxal, y la liberacion de moléculas que participan en la
inflamacion (Stitt, et al., 2002) (Fig. 2). La DM2 se asocia con una produccion
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que contribuye a la
vasoconstriccion, la peroxidacion lipidica acelerada y reacciones inflamatorias que
promueven la aterosclerosis. La aterosclerosis, la cual esta caracterizada por un
aumento del depdsito de lipidos, especialmente lipoproteinas de baja densidad
(LDL), en los vasos sanguineos de gran calibre, ocurre con mayor frecuencia en
personas con DM2 (Lotfy, et al., 2017).

Las acciones protectoras antioxidantes y antiinflamatorias de las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) estan comprometidas en la DM2 debido a la liberacion excesiva
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de ROS, lo que provoca la oxidacion de fosfolipidos y esteroles. Ademas, la DM
aumenta la permeabilidad endotelial, lo que exacerba aun mas las complicaciones
vasculares. Las complicaciones macrovasculares involucran la calcificacién y la
formacion de placas en el endotelio vascular, intensificando el riesgo de problemas

vasculares graves (Lotfy, et al., 2017; Yaribeyqi, et al., 2022).

La enfermedad arterial coronaria diabética también es una complicacion
macrovascular prevalente, junto con el accidente cerebrovascular y la enfermedad
arterial periférica. La miocardiopatia inducida por DM2, asociada con dislipidemia y
aumento de la presiéon arterial, conduce a fibrosis cardiaca. El estrés oxidativo,
impulsado por la sobreproduccion de radicales libres, altera las células del
miocardio, provocando una desregulacion de la homeostasis del calcio, disfuncion
contractil, remodelacién del miocardio y posterior muerte de los cardiomiocitos
(Chawla, et al., 2016; Aikaeli, et al., 2022) (Fig. 2).
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Figura 2. Complicaciones de la DM2. Los AGEs, la hiperglucemia y la dislipidemia
generan un estado proinflamatorio y de estrés oxidativo que resulta en la formacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto sobre el endotelio vascular promueve la
formacion de la placa de ateroma, lo que desemboca en enfermedad arterial coronaria,
enfermedad arterial periférica, accidente cardiovascular, accidente cerebrovascular y
miocardiopatia diabética. Todo esto incrementa la morbilidad y mortalidad de los pacientes
com DM2. Tomada y modificada de Yaribeygi et al., 2022

1.4.2 Complicaciones microvasculares

Por su parte, las complicaciones microvasculares incluyen discapacidad visual
(retinopatia), enfermedad renal (nefropatia), dafio a los nervios (neuropatia) y pie
diabético, que pueden provocar ceguera irreversible, enfermedad renal crénica y
amputacién no traumatica de miembros inferiores, respectivamente (Silva, 2017;
Gudisa, 2022).
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Estas complicaciones dependen principalmente del deterioro de la permeabilidad
vascular, lo que afecta a diversos tejidos y 6rganos, incluidos los rifiones, la retina
y los nervios. La hiperglucemia cronica y no tratada exacerba la permeabilidad
vascular, alterando la estructura del glucocalix endotelial, provocando retencién de
agua y proteinas, culminando en un edema generalizado. Al mismo tiempo, la
elevacion de la proteina quinasa C (PKC) en la hiperglucemia induce un aumento
de la permeabilidad vascular a través del incremento del liquido extracelular y la

apoptosis de las células angiogénicas (Lotfy, et al., 2017) (Fig. 3).

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el cual es crucial para la
neogénesis tisular y vascular, desempefia un doble papel en las complicaciones
microvasculares de la diabetes (Fig. 3). Si bien es vital para estos procesos, el VEGF
tiene un papel destructivo iniciador, que influye directamente en la permeabilidad
glomerular. La supresién del VEGF, aunque ralentiza la progresion de la retinopatia
diabética proliferativa, constituye una paradoja. La inhibicion de VEGF puede
provocar un aumento de la hipertension y la proteinuria glomerular en la diabetes,
lo que dificulta la cicatrizacion de las heridas vasculares (Chawla, et al., 2016;
Aikaeli, et al., 2022).

Una de las complicaciones microvasculares mas importantes de la DM2 es la
nefropatia diabética (ND), ya que aproximadamente un tercio de los pacientes
diabéticos no controlados pueden progresar a didlisis renal debido a la
susceptibilidad genética, liberacion de citocinas, la accion de las especies reactivas
de oxigeno o la generacion de AGEs y su consiguiente interaccion con su receptor
(RAGE) (Lotfy, et al.,2017).
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Hiperglucemia

Figura 3. Complicaciones microvasculares en la DM. La hiperglucemia cronica deteriora
la permeabilidad vascular y altera la estructura del glucocalix, afectando 6rganos clave
como los rifiones, la retina y los nervios, conduciendo a retinopatia, nefropatia y neuropatia.
La elevaciéon de la PKC y el desequilibrio en el VEGF agravan la disfuncion vascular,
generando edema, apoptosis celular y complicaciones en la cicatrizacion, lo que es
agravado por el estrés oxidativo, la generacion de citocinas pro-inflamatorias y la formacion
de AGEs. Tomada y modificada de Yaribeygi, et al., 2022

1.5 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética (ND) es una de las complicaciones microvasculares mas
frecuentes de la DM, que se produce debido a la presencia de alteraciones
morfolégicas en la barrera de células endoteliales glomerulares y la membrana
basal glomerular, con la consecuente acumulacion de matriz extracelular (MEC).
Estas alteraciones elevan la filtracion de proteinas en la orina, lo cual es un indicador
temprano de dano renal en los pacientes diabéticos. La progresién del estrés
oxidativo en la diabetes induce la expresion de angiotensinégeno, lo que contribuye

al deterioro de la funcién renal.
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La ND se define clinicamente por albuminuria persistente y una disminucion
progresiva de la funcion renal. Desde el punto de vista epidemioldgico, la ND afecta
hasta al 45% de los pacientes con DM1 y DM2, lo que la convierte en la principal
causa de enfermedad renal terminal en el mundo occidental (Umanath, et al., 2018).
Asimismo, es una de las principales causas de enfermedad renal terminal a nivel
mundial, asociada con una alta tasa de morbilidad y mortalidad, convirtiéndola en
una de las complicaciones microvasculares de mayor importancia para las personas
con DM2 (Selby, et al., 2020).

1.5.1 Fisiopatologia de la Nefropatia Diabética

La fisiopatologia de la ND esta determinada por la interaccion entre diferentes
factores, entre los cuales se encuentran, la predisposicion genética y los factores
ambientales (Umanath, et al., 2018) (Fig. 4).

Los niveles elevados de glucosa en sangre provocan la glicaciéon de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos que culmina en la generacién de AGEs, siendo los rifiones
el principal sitio de liberacion y metabolismo de los mismos (Busch, et al., 2010)
(Fig. 4). Los AGEs al interactuar con su receptor (RAGE), desencadenan una
cascada de eventos como la activacion de factores de transcripcion, liberaciéon de
factores de crecimiento, asi como diversas alteraciones hemodinamicas (Sinha, et
al., 2023). Estos cambios inducen la produccion y acumulacién de proteinas de la
MEC, de especies reactivas de oxigeno y mediadores inflamatorios, lo que resulta
en hiperfiltracion glomerular, hipertensién arterial, hipertrofia renal y alteracién de la
estructura glomerular (Fig. 4). A nivel histolégico, los rinones sufren diversas
modificaciones, que incluyen depédsito de MEC, engrosamiento de la membrana
basal glomerular, cambios proliferativos y atrofia tubular (Umanath, 2018). La
presencia de algunos factores causales claves como los cambios metabdlicos,
hemodinamicos, y la presencia de factores hipertréficos, proinflamatorios y
profibréticos inician y mantienen la progresion de la ND, lo que contribuye a las

lesiones en diferentes compartimentos renales. En dicho proceso intervienen una
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gran cantidad de moléculas, receptores, enzimas y factores de transcripcion que,

en ultima instancia, conducen a la enfermedad renal terminal (Agarwal, 2021).
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Figura 4. Fisiopatologia de la nefropatia diabética. La interaccién entre factores
genéticos y ambientales, junto con la hiperglucemia, provoca la formacién de AGEs
que a su vez interactuan con RAGE, provocando eventos moleculares y celulares
como la activacion de factores de transcripcion, liberaciéon de factores de
crecimiento, estrés oxidativo, inflamacion y alteraciones hemodinamicas. Dichos
procesos conducen a cambios estructurales y funcionales en el riidén incluyendo
hiperfiltracién glomerular, hipertension, fibrosis intersticial y glomeruloesclerosis,
que culminan en la enfermedad renal terminal. Tomada y modificada de Patil, et al.,
2022

Un indicador temprano de nefropatia diabética es el aumento de la excrecion
urinaria de albumina, lo que marca un punto crucial para la deteccién e intervencién

oportunas en la progresion de esta complicacion microvascular.
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Es por lo mismo que, en la busqueda de mejores resultados y una comprension mas
profunda de la ND, las investigaciones mas recientes tienen como objetivo identificar
factores genéticos especificos, vias causales y objetivos terapéuticos. Esto ha
permitido la identificacion de diferentes blancos terapéuticos y desarrollo de
estrategias nuevas de tratamiento como la inhibicion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, inhibidores del cotransportador 2 de sodio y glucosa, y el
desarrollo de agonistas del péptido Glucacon-Like Peptide 1 (GLP1) y del
polipéptido insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP) (Davies, et al., 2022).
Sin embargo, todavia las estrategias de tratamiento son limitadas, y tampoco
existen biomarcadores eficientes de la enfermedad que permitan hacer un
diagnostico temprano, por lo que es preciso identificar nuevas alternativas que
permitan facilitar el diagnéstico y el tratamiento oportuno de la enfermedad, por lo
que se han desarrollado investigaciones para identificar marcadores potenciales de
diagnostico (Li C. et al., 2021).

2. ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 Via AGE-RAGE

Dentro de las vias de sefalizacion mas importantes en la ND destaca la via AGE-
RAGE, la cual se activa por la interaccion de los AGEs con su receptor (RAGE).
Dicha via juega un papel importante en el desarrollo y progresion de la enfermedad
(Piperi, et al., 2015; Regazzi, 2018). Los AGEs se forman en altas concentraciones
en personas con hiperglucemia crénica debido a la diabetes, siendo los rifiones la
principal via por la que se eliminan y metabolizan estas moléculas (Busch, et al.,
2010). La formacién y acumulacion de AGEs en el endotelio vascular se consideran
el principal mecanismo por el cual se desarrollan las complicaciones de la diabetes
(Pal, et al., 2023).
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2.1.1 Productos finales de glicacion avanzada.

Los AGEs desempefian un papel fundamental en la disfuncion celular,
particularmente en respuesta a la hiperglucemia, alterando la estructura terciaria de
las proteinas e interrumpiendo su funcion. Ademas, actuan como ligandos de
receptores presentes en diferentes células, modulando numerosas vias

intracelulares (Gutowska, ef al., 2023).

Los AGEs se forman de diversas fuentes y se incrementan en diferentes afecciones.
Factores como el envejecimiento, la inflamacién, la insuficiencia renal y el aumento
del estrés intracelular y extracelular contribuyen a su produccion. Los habitos
dietéticos también desempefian un papel crucial, ya que los alimentos procesados
con alto contenido de grasas y los alimentos ricos en proteinas tratados
térmicamente son fuentes importantes de AGEs debido a su contenido de acidos
grasos saturados y azucares. Las opciones de estilo de vida, como fumar cigarrillos
y el consumo cronico de alcohol, exacerban aun mas la formacién de AGEs.
Ademas, la via de los polioles y la peroxidacion lipidica contribuyen a la generacion
de AGEs enddgenos, destacando la naturaleza multifacética de su formacion
(Asadipooya, et al., 2019).

2.1.2 Generacion de AGEs

Los AGEs, se forman mediante condensacion no enzimatica, un proceso catalizado
por azucares reductores que reaccionan con grupos amino libres de &cidos

nucleicos, proteinas o lipidos (Twarda-Clapa, et al., 2022).

La génesis de los AGEs se amplifica en condiciones como la DM2, donde la
hiperglucemia aumenta su produccion mediante glicacion no enzimatica de algunas
macromoléculas. Los altos niveles de estrés oxidativo exacerban aun mas este
proceso, lo que lleva a la modificacidon y dafo de estas macromoléculas y, en ultima

instancia, contribuye a la formacién de AGEs (Dhodi, et al., 2014).

Los AGEs se pueden clasificar en términos generales como endégenos, formados
dentro del organismo, o exdgenos, derivados de fuentes externas como la dieta o el
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humo del cigarrillo y que contribuyen significativamente a su acumulacion endogena
(Twarda-Clapa, et al., 2022; Gutowska, et al., 2023).

Los AGEs endogenos se generan mediante procesos metabolicos como la reaccion
de Maillard, la via de los polioles y la peroxidacion lipidica, y su acumulacion se
asocia con diversas enfermedades cronicas. El primer producto endégeno de
glicacién temprana observado, la hemoglobina glucosilada (HbA1c), se detectd en
1968 en un individuo con diabetes y actualmente es considerado un marcador del
control de la glucosa a largo plazo. A partir del hallazgo de la HbA1c se ha puesto
interés en la comprensiéon de los efectos de la presencia de estas moléculas en

diferentes enfermedades (van Dongen, et al., 2022; Twarda-Clapa, et al., 2022).

La reaccion de Maillard, por ejemplo, es un proceso no enzimatico de glicacion que
se acelera en condiciones hiperglucémicas, como en la DM, y genera numerosos
precursores carbonilicos intermedios de los AGEs, los cuales son altamente
reactivos (Khalid, et al., 2022).

En la etapa inicial de la reaccién de Maillard, el grupo carbonilo de un azucar
reductor, como la glucosa (aldosa), reacciona reversiblemente con un grupo amino
libre de las proteinas como las cadenas laterales de lisina o arginina, lo que da como
resultado la formacion de bases de Schiff inestables (Fig. 5). Estas bases de Schiff
sufren un reordenamiento espontaneo, conocido como reordenamiento de Amadori,
para formar productos mas estables (van Dongen, et al., 2022). Cuando ese mismo
proceso ocurre teniendo como sustrato de la reaccién de Maillard a una cetosa, por
ejemplo, fructosa, la cual se puede formar por la activacion de la via de los polioles
cuando hay exceso de glucosa, el producto que se forma a consecuencia del
reordenamiento de la base de Schiff, es conocido como producto de Heyns (Fig. 5).
A estos compuestos se le conocen como productos de glicacion temprana (Twarda-
Clapa, et al., 2022; Gutowska, et al., 2023). Los productos de glicacion temprana
pueden reorganizarse a través de la via de Hodge, que es una serie de reacciones
que incluyen deshidratacion, fragmentacion, oxidacion y ciclacién. Ademas, estos
productos de glicacién temprana también pueden descomponerse a través de la via

de Namiki (degradacion de aminoacidos o lipidos y escision de compuestos
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dicarbonilicos de aldiminas) en dicarbonilos reactivos. Entre ellos destacan el
metilglioxal (MGO), glioxal (GO), y las 1 y 3-desoxiglucosona (DG) (van Dongen, et
al., 2022; Zhang C, et al., 2022). Estos dicarbonilos, también conocidos como a-
oxoaldehidos pueden reaccionar con grupos amino de proteinas para formar
aductos y entrecruzamientos estables e irreversibles, formando finalmente los ya
mencionados AGEs (Fig. 5) (Khalid, et al., 2022; Zhang C, et al., 2022).

Sin embargo, los carbonilos reactivos también pueden originarse a partir de otras
diversas vias in vivo, por ejemplo, el metilglioxal y el gliceraldehido pueden
generarse en el curso de la glucdlisis y fructolisis (Twarda-Clapa, et al., 2022). Entre
los productos de Amadori y AGEs mas abundantes y mas frecuentemente
estudiados en los alimentos se encuentran la fructolisina (FL), que se forma a partir
de glucosa vy lisina, y la Ne -carboximetil lisina (CML) que se forma mediante
reordenamiento de FL o mediante una reaccion entre los residuos de lisina y el GO
o la 3-desoxiglucosona (van Dongen, et al., 2022; Zhang C, et al., 2022). Del mismo
modo, debido a su estabilidad acida, la CML y la pentosidina son los AGEs que se
miden con mas frecuencia, ademas de haber recibido una mayor atencion en la
investigacion debido a su papel en el desarrollo de enfermedades crénicas como la
diabetes, las enfermedades cardiovasculares y neurolégicas y el cancer (Gutowska,
et al., 2023; Zhang C, et al., 2022).

Otros AGEs reconocidos incluyen compuestos como pirralina, hidroximetilfurfural
(HMF), S-carboximetil-cisteina (CMC), Ne-carboxietil-lisina (CEL) y N&-(5-hidro-5-
metil-4-imidazolon-2-il)-ornitina (MG-H1) (van Dongen, et al., 2022; Zhang, et al.,
2022).

Por otra parte, los AGEs enddégenos se pueden denominar con respecto a su
precursor con prefijos que indican su origen, por ejemplo, derivados de glioxal (GO-
AGE), derivados de metilglioxal (MGO-AGE), o derivados de gliceraldehido (Glycer-
AGE), derivados de glicolaldehido (Glycol -AGE). Asimismo, también se pueden
clasificar segun su peso molecular en bajo peso molecular (LMW) y AGEs de alto
peso molecular (HMW). Los LMW-AGEs son proteinas cuya masa no supera los 12

kDa, como la CML; mientras que las proteinas restantes se agrupan como HMW-
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AGEs. Se cree que estas ultimas son proteinas de unién, mientras que los LMW-
AGEs son proteinas libres o moléculas unidas a péptidos que pueden ser el

resultado de una degradacion incompleta de proteinas (Twarda-Clapa, et al., 2022).
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Figura 5. Esquema de la formacion de productos de glicacion avanzada (AGEs). En la
reaccion de Maillard, un azucar reductor reacciona de manera no enzimatica con grupos
amino libres de proteinas como las cadenas laterales de lisina o arginina para formar bases
de Schiff inestables, que se reorganizan en productos de Amadori mas estables. En la via
de los polioles, la autooxidacién de monosacaridos produce carbonilos intermedios como
los productos de Heyns. Dichos productos de glicacion temprana pueden transformarse
mediante la via de Hodge por medio de procesos como deshidratacion, fragmentacion,
oxidacion y ciclacion; o mediante la via de Namiki en dicarbonilos reactivos como
metilglioxal (MGO), glioxal (GO) y 1,3-desoxiglucosona (DG). Finalmente, estos procesos
forman los AGEs. Tomada y modificada de Twarda-Clapa, et al., 2022
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Debido a su tamafio, los HMW-AGEs requieren de péptidos para ser transportados
a través del epitelio intestinal, mientras que los LMW-AGEs pueden ser absorbidos
mediante difusién simple, lo que, aunado a factores como el entorno intestinal y la
dieta, les permite distribuirse facilmente por todo el organismo, acumulandose
fundamentalmente en el higado, rifiones, pulmones, bazo y corazén. (Twarda-
Clapa, et al., 2022; Poulsen, et al., 2016).

Los AGEs participan en el desencadenamiento del dafo renal en la DM a través de
sus interacciones con su receptor. RAGE, es un receptor de superficie celular, que
se expresa en diferentes tipos de células, incluidas las células renales. Cuando los
AGEs se unen a RAGE, activan vias de senalizacion intracelular que conducen a la
inflamacion, la acumulacion de MEC, el estrés oxidativo y la producciéon de
citoquinas proinflamatorias y factores de crecimiento (Fig. 6). Estas respuestas son
las que contribuyen al desarrollo de inflamacion, fibrosis, dafio tisular e hipertrofia
renal (Piperi, et al., 2015; Regazzi, et al., 2018).
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Figura 6. Esquema de la via de sefnalizacion AGE-RAGE La formacion de productos
avanzados de glicacion (AGEs) aumenta en pacientes con hiperglucemia cronica,
contribuyendo al dano renal. Los AGEs se unen al receptor RAGE, presente en varias
células, incluidas las renales, lo que activa una cascada de sefializacion intracelular que
incluye diversas vias como MAPK, NAPDH Oxidasa, PI3K, JNK, ERK1/2 y JAK/STAT. Esta
activacion promueve la inflamacion, el estrés oxidativo, la fibrosis y la hipertrofia renal,
elementos claves en el desarrollo de las complicaciones diabéticas (Piperi, et al., 2015).

La activacion de RAGE por ligandos como AGEs desencadena una cascada de
eventos de sefalizacion intracelular que involucra diversas vias y una variedad de
efectores posteriores, incluyendo la proteina quinasa activada por mitdgenos
(MAPK), p38, SAPK/JNK, quinasa regulada por sefal extracelular mediada por Ras
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(ERK1/2) y la via JAK/STAT, que a su vez conducen a algunos factores de
transcripcion a activar a NF-kB, STAT3, HIF-1a y AP-1 (Khalid, et al., 2022; Kay,
2016) (Fig. 6).

2.1.3 Receptores de productos finales de glicacion avanzada

En la fisiopatologia de la DM los AGEs ejercen sus efectos bioldgicos a través de 2
mecanismos principales: 1) no mediados por receptores, como consecuencia de
atrapar y entrecruzar proteinas; 2) mecanismos mediados por receptores,
uniéndose a sus receptores de las superficies celulares, principalmente a RAGE
(Asadipooya, et al., 2019; Khalid, et al., 2022).

RAGE, es miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, que inicialmente fue
identificado por su capacidad para que se le unan los AGEs. Sin embargo, se ha
descubierto que RAGE también reconoce otros ligandos enddgenos y exdgenos,
como las proteinas S100, el péptido B-amiloide y las proteinas de choque térmico,
esto debido a que RAGE reconoce estructuras tridimensionales en lugar de
secuencias de aminoacidos especificas. Este receptor multiligando se considera un
receptor de reconocimiento de patrones debido a su capacidad para identificar la
estructura de los sitios de reconocimiento de ligandos, siendo esta misma capacidad
la razén por la que sea considerado como el principal receptor de AGEs
(Asadipooya, et al., 2019; Khalid, et al., 2022). Aunado a lo anterior, la expresién de
RAGE se ha detectado en una variedad de células, incluidas células inflamatorias
(monocitos, macréfagos y linfocitos), células endoteliales, células del musculo liso,
células neuronales, osteoblastos y osteoclastos, células mesangiales renales, y
podocitos; lo que sugiere su importante papel en diversas enfermedades, incluida
la diabetes y sus complicaciones. Asimismo, también se ha visto su expresion en
muchas células formadoras de tejido adiposo, tales como los adipocitos, sus

precursores, células estromales y algunos macréfagos.
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La primera descripciéon de RAGE fue ofrecida por Neeper et al en 1992, y desde
entonces se ha estudiado por su participacion en diversos procesos patologicos
(Ramasamy, et al., 2005; Neeper, et al., 1992). EI gen AGER (que codifica para
RAGE) se encuentra en el cromosoma 6 cerca del complejo mayor de
histocompatibilidad [l (MHC clase lll), lo que indica su participacion en las
respuestas inmunes, y posee 11 exones que codifican para los diferentes dominios
de la proteina RAGE (Fig. 7). EI mRNA transcrito resultante de AGER se traduce en
una proteina de 404 aminoacidos con una masa de entre 45 a 55 kDa (Fig. 7). Esta
proteina transmembranal consta de tres dominios extracelulares tipo Ig (dominio V,
y C2), un dominio transmembranal (TM) y un dominio citoplasmatico (Asadipooya,
et al., 2019; Khalid, et al., 2022). EI dominio V-C1 es critico para la interaccién con
ligandos, incluidos los AGEs. Ademas de su forma de longitud completa (fl-RAGE),
se han descrito isoformas solubles de RAGE (sRAGE) derivadas de empalme
alternativo y protedlisis (Twarda-Clapa, et al., 2022) (Fig. 7). Las vias de
senalizacion secundarias a las interacciones con RAGE contribuyen a la generacién
de especies reactivas de oxigeno, la produccion de factores de crecimiento y
citoquinas inflamatorias, asi como al estrés oxidativo y la inflamacioén asociada con
diversas enfermedades cronicas, como enfermedades cardiovasculares, trastornos
neuroldégicos, cancer y complicaciones diabéticas. Como ya se menciono
anteriormente, la hiperglucemia caracteristica de la DM aumenta los niveles de
AGEs en la sangre, y estos al interactuar con RAGE desencadenan dichos eventos
de senalizacion. La sobreexpresion de RAGE también estimula la sintesis de NF-
KB, lo que conduce directamente a la resistencia a la insulina al inhibir la
transcripcion de GLUT4, la proteina transportadora de glucosa codificada por el gen
Slc2a4 en el musculo esquelético, convirtiéndose en un ciclo vicioso patoldgico,
empeorando asi todavia mas las complicaciones del paciente con DM (Khalid M, et
al., 2022).
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Figura 7. Estructura del gen AGER y organizacion de dominios de la proteina RAGE.
En la imagen se observa la organizacion de los exones del gen AGER, en la cual los exones
se representan segun el dominio que codifican (amarillo: secuencia lider; morado: dominio
V, exones 2-4; guinda: dominio C1, exones 5y 6; azules: dominio C2, exones 7-9; negro:
dominio transmembranal, exdn 10; y café: dominio citoplasmico (D.Cit). Siguiendo el mismo
cédigo de colores se representa en la parte inferior la estructura de la proteina RAGE
completa anclada a la membrana plasmatica. Tomada y modificada de Kalea, et al., 2011.

2.1.4 Eje AGE/RAGE en nefropatia

Se ha observado que la interaccion AGE/RAGE produce multiples efectos
biolégicos, incluidos complicaciones microvasculares y macrovasculares de la
diabetes, como la neuropatia, nefropatia, retinopatia, miocardiopatia vy
aterosclerosis. A nivel renal, la union AGE/RAGE conduce a una cascada de
eventos que incluyen una mayor formacion de especies reactivas de oxigeno

citosolicas, estimulacion de moléculas intracelulares como PKC y NF-kB y
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activacion, asi como expresion, de una serie de factores de crecimiento y citocinas
como el factor de crecimiento transformante  (TGF-B) y el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), que estan implicados en la patogénesis de la ND. Como
resultado de la formacion de AGEs en la nefropatia diabética ocurre un incremento
anormal de la permeabilidad de la membrana basal glomerular a la albumina. La
unién de AGE/RAGE en las células mesangiales glomerulares también estimula la
secrecion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que media la
produccion de colageno tipo IV, laminina y proteoglucano de sulfato de heparina en

las células mesangiales (Kay, 2016; Asadipooya, et al., 2019).

La interaccion AGE/RAGE puede afectar la funcién celular, la motilidad y el
metabolismo, afectando directamente a las células y tejidos a través de danos
inflamatorios y oxidantes. En humanos con diabetes, los AGEs de CML son los

ligandos mas frecuentes de RAGE (Asadipooya, et al., 2019).

2.2 Proteinas Desreguladas en la Nefropatia Diabética

Se ha observado que uno de los elementos para el desarrollo y la progresion de la
ND es la desregulacion en la expresion de diferentes proteinas. Esto contribuye a
que la inflamacion, fibrosis e hipertrofia caracteristicas de la ND se vean
favorecidas, incrementando la progresion de la enfermedad. Entre dichas proteinas
se encuentran incluidas varias citocinas, enzimas y factores de crecimiento cuya
desregulacion provoca cambios importantes en estructuras importantes como los
glomérulos renales, la membrana basal glomerular (MBG), las células mesangiales,
y la matriz mesangial contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad renal cronica
en la diabetes (Thomas, et al., 2015).

Por ejemplo, existen estudios que han sugerido que los niveles de apolipoproteina
A-l, A-ll 'y C-l podrian estar asociados con la enfermedad renal crénica progresiva.
Sin embargo, aun no esta claro qué papel juegan esas moléculas exactamente en

la patogénesis de la ND (Thomas, et al., 2015).
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Asimismo, existen estudios que han demostrado que los podocitos y las células
mesangiales y tubulares liberan moléculas como TGF-31, la angiotensina Il (Ang Il),
la cual regula la presién capilar, la enzima convertidora de angiotensina (ECA), el
receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1) y el receptor tipo 2 (AT2), VEGF, y algunas
citocinas proinflamatorias, como la interleucina-6 (IL-6), la interleucina-18 (IL-18) y
la proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), las cuales generan cambios
funcionales y estructurales en los glomérulos. Esas moléculas también pueden
inducir cambios patogénicos ya sea elevando el estrés oxidativo a través de la
activacion de la NADPH oxidasa o activando la sefalizacion de remodelacién
celular, lo que altera la MEC y contribuye al dafio renal progresivo (Campion, et al.,
2017; Pérez-Morales, et al., 2019).

Los AGEs también inducen respuestas celulares especificas, incluida la liberacion
de TGF-B1, factor de crecimiento del tejido conectivo (CTGF) y VEGF, relacionados
con la progresion de la ND, y de hecho, se ha considerado a TGF-31 como marcador
bioquimico para estimar la progresién de la enfermedad, ademas, en situaciones de
estrés, tanto las células inmunitarias como las células renales producen citocinas
inflamatorias que agravan el dafo, incluidas TGF-1, IL-18 e IL-6 (Campion, et al.,
2017).

También se ha reportado que diversas citocinas, como la IL-1, IL-6, IL-18 y el factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa), pueden estar implicadas en la patogénesis de la
ND. Por ejemplo, el incremento en los niveles de IL-1 esta vinculado a una mayor
permeabilidad de las células endoteliales vasculares (Pérez-Morales, et al., 2019).
De igual forma, los niveles en suero de IL-6 se correlacionan con la albuminuria y
facilitan la infiltracién de neutrdfilos en el tubulo-intersticio renal, influyendo en la
dinamica de la MEC y promoviendo la hipertrofia renal (Campion, et al., 2017). La
expresion de IL-18 en células epiteliales glomerulares y tubulares renales favorece
la apoptosis celular y se relaciona con la macroalbuminuria, o que sugiere que
participa en el desarrollo de complicaciones renales microvasculares. Por su parte,
TNF-a altera la hemodinamica glomerular y promueve el estrés oxidativo (Campion,
et al., 2017; Pérez-Morales, et al., 2019).
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Por otro lado, las quimiocinas, como MCP-1/CCL2 y CX3CL1, son cruciales para el
reclutamiento e infiltracion de células inflamatorias en el rifion. Estas moléculas,
cuya expresion aumenta en respuesta a estimulos metabdlicos y hemodinamicos,
contribuyen al dafo tisular en la ND. La Ang Il regula positivamente la expresién de
MCP-1/CCL2, y su bloqueo mediante inhibidores del sistema renina-angiotensina
puede reducir sus niveles en la orina (Campion, et al., 2017; Pérez-Morales, et al.,
2019; Oda, et al., 2023).

De igual modo, se ha descrito que la expresidn tubulo-intersticial de varias isoformas
de JAK y STAT aumenta con la progresion de la enfermedad y se correlaciona
inversamente con la del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (eGFR),
asi como con la sobreexpresion de la via JAK/STAT en las células glomerulares de

pacientes con enfermedad renal crénica temprana (Pérez-Morales, et al., 2019).

Con respecto a proteinas cuya expresion se encuentra reprimida en la ND, una de
las que ha sido estudiada es la proteina Sirt1, que se expresa normalmente en el
rindn normal, y su expresion disminuye en ND. La pérdida de Sirt1 en los podocitos
no solo agrava la lesién renal diabética, sino que también conduce a un
agravamiento de la glomeruloesclerosis y la albuminuria inducidas por el
envejecimiento. Este fendbmeno se asocia con una activacion reducida de los
factores de transcripcion a través de la desacetilacion mediada por Sirt1 (Guo, et
al., 2020).

Otra proteina cuyo nivel de expresion se ve comprometido en la ND, reduciéndose
significativamente, es la proteina Klotho, lo cual también se relaciona con una mayor
excrecion urinaria de calcio. También se ha demostrado que la induccion de la
expresion de Klotho en ND puede atenuar la fibrosis, la hipertrofia, la albuminuria,
la expansion mesangial glomerular, y reprimir la activacion de NF-«B, por lo que
podria actuar como un modulador antiinflamatorio que regula negativamente la

produccién de proteinas inflamatorias vinculadas a NF-« (Guo, et al., 2020).

También se ha reportado que los niveles séricos de Beclin-1, un regulador de la

autofagia, estan reducidos en pacientes con ND y que se correlacionan con el grado
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de albuminuria, lo que indica inhibicion de la autofagia en pacientes con lesiones

renales diabéticas (Guo, et al., 2020).

Por otra parte, se ha reportado que las modificaciones postraduccionales de
histonas, tales como la acetilacidén, glicosilacion, fosforilacién, lactilacion y
metilacion, entre otras, estan involucradas en el desarrollo de la enfermedad renal
y que su mecanismo puede estar relacionado con la regulacién de las respuestas
inflamatorias, el estrés oxidativo, la funcién mitocondrial, la autofagia y la apoptosis

de las células renales. (Liu Z, et al., 2023).

Un ejemplo de ello es la glicosilacion del factor de transcripcion SP1 que regula la
expresion de la enzima ENTPDS5, que a su vez media otro tipo de glicosilacién de
proteinas en el reticulo endoplasmico, que a su vez promueve la proliferacion y
apoptosis de las células epiteliales tubulares y esta involucrada en la progresion de
la ND (Liu Z, et al., 2023).

Otro ejemplo de ello en la ND podria ser la fosforilacion de histonas, como la
fosforilacion de H3 en serina 10, que promueve la inflamacién, o la fosforilacion de
MAP4 que es inducida por la sefalizacion de p38/MAPK y que causa apoptosis de
los podocitos y proteinuria, o incluso la fosforilacién de FADD que esta relacionada

a inflamacién y fibrosis. (Liu Z, et al., 2023).

2.3 Micro RNAs (miRNAs)

En 1987, Fergunsson y cols., en el laboratorio de Hortitz, descubrieron que una
mutacion supresora en el gen lin-14 era capaz de revertir el fenotipo de la mutacién
nula-lin-4, y para 1989, Victor Ambros trabajoé con Gary Ruvkun, en el laboratorio de
Horvitz, para clonar el gen lin-14. Sin embargo, a partir de sus investigaciones
conjuntas, hallaron que /in-4 no s6lo no codificaba una proteina, sino que su tamafo
era de apenas 22 nt y que sus transcritos eran complementarios a una secuencia

repetida en la region 3" no traducida (UTR) de la molécula lin-14, identificandolo
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como un pequefio RNA regulador (Almeida, et al., 2011; Bartel, 2004; Pelletier, et
al., 2023).

De este modo, los RNAs lin-4 y let-7 fueron denominados RNA temporales
pequefios (RNAst), y se predijo que otros RNAs reguladores de este tipo podrian
estar presentes. Este hallazgo reveld un nuevo mecanismo de regulacion génica sin
la necesidad de codificar proteinas. Muchos de los RNAs no codificantes (ncRNAs)
identificados se expresaban en distintas etapas de desarrollo, en distintos tipos de
células y se conservaban evolutivamente. A partir de estos descubrimientos se
comenzd a utilizar el término microRNA (miRNA) para referirse a todos los RNAs
pequefios con caracteristicas similares (Almeida, et al., 2011; Lagos-Quintana, et
al., 2001). Los miRNAs se definieron como pequefas moléculas de RNA no
codificantes, conservadas evolutivamente que pueden interactuar con uno o mas
MmRNAs, modulando,en dependencia del contexto, multiples vias moleculares
(Annese, et al., 2020).

Desde entonces, se han identificado mas de 2000 miRNAs en humanos y se cree
que regulan aproximadamente un tercio de los genes del genoma (Hammond,
2015). Estos miRNAs juegan roles criticos en una variedad de procesos biolégicos,
desde el control del desarrollo hasta la proliferacion celular y la diferenciacién del
linaje hematopoyético. Ademas, se ha demostrado que la disfuncion de los miRNAs
esta asociada con diversas enfermedades humanas, incluyendo cancer, trastornos

del neurodesarrollo, diabetes, etc. (Bartel, 2004; Hammond, 2015).

En el caso de la ND, los miRNAs también funcionan como reguladores
postranscripcionales y podrian influir en los procesos caracteristicos de la
enfermedad al modificar la expresion de proteinas clave en la patogénesis y
progresion de la misma. Se ha encontrado que los niveles de ciertos miRNAs estan
desregulados en suero y orina de pacientes con diabetes. Estudios hechos en
modelos in vitro e in vivo de ND han demostrado que varios miRNAs, como miR-
192, miR-200b/c, miR-216a y miR-217, pueden estar relacionados en la regulacion
de la via de sefalizacion TGF-B/Smad, que esta involucrada en la fibrosis renal y la

remodelacion glomerular. También se ha observado que la sefalizacién por TGF-
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B1 regula positivamente la expresion de estos miRNAs en células mesangiales y
glomérulos. Ademas, se ha demostrado que miR-192 regula la produccion de MEC,
promoviendo la expresién de genes fibréticos como Col1a2 y Col4at, asi como la
expresion de otros miRNAs, que posteriormente amplifican la via de sefalizacion

TGF-B y la respuesta fibrotica (Campion, et al., 2017).

2.3.1 Biogénesis de los microRNAs

Las zonas del genoma que se transcriben como miRNAs pueden ser regiones no
codificantes cuyo unico producto transcripcional es el miRNA, o bien, encontrarse
dentro de un intréon o una regién UTR de un gen codificante de proteina. La
caracteristica definitoria de todas las regiones que se transcriben como miRNAs es
la estructura del RNA precursor de tallo-bucle, siendo una hebra del tallo (o a veces

ambas) la fuente del miRNA maduro (Hammond, 2015).

Las dos RNA polimerasas candidatas para la transcripcidn de pri-miRNA son Pol Il
y Pol lll. Pol Il transcribe los mMRNA y algunos RNA no codificantes, incluidos los
RNA nucleolares pequefios (RNAsno) y cuatro de los RNA nucleares pequefios
(RNAsn) del espliceosoma, mientras que la Pol Il transcribe algunos de los RNA no
codificantes mas cortos, incluidos los tRNA, el RNA ribosomal 5S, y el RNAsn U6
(Bartel, 2004).

En la via canodnica de la biogénesis de los miRNAs, estos son transcritos por la RNA
Pol Il generando el pri-miRNA (Fig. 8). Los pri-miRNAs pueden ser bastante largos,
mas de 1 kb y a menudo tienen series internas de residuos de uridina (Annese, et
al., 2020; Bartel, 2004; Hammond, 2015).

Posteriormente, un complejo formado por la proteina de uniéon a RNA de la Region
critica 8 del sindrome de DiGeorge (DGCRS8) y la endonucleasa Drosha RNase llI,
reconoce motivos especificos dentro del pri-miARN y escinde ambas hebras del tallo
del pri-miRNA, liberando un intermediario de aproximadamente 60 a 70 nt, conocido

como precursor del miRNA o pre-miRNA (Fig. 8). Dicha escisién inicial mediada por
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Drosha determina el registro correcto de escision dentro del precursor de miRNA y
asi define ambos extremos maduros del miRNA posteriormente (Annese, et al.,
2020; Bartel, 2004; Hammond, 2015).

Después del paso anterior, el pre-miRNA se transporta activamente desde el nucleo
al citoplasma de manera dependiente de Ran-GTPasa mediante Exportina 5
(XPO5) (Annese, et al., 2020; Bartel, 2004).

Ya en el citoplasma, la endonucleasa Dicer, la cual esta asociada con la proteina
de union a RNA TRBP, reconoce la porcidn bicatenaria del pre-miRNA. Una vez que
la reconoce, escinde los pares de bases terminales y el bucle del pre-miRNA,
dejando un RNA duplex de aproximadamente 21 nucleétidos de longitud y
posteriormente una hebra de este duplex sera cargada en el complejo silenciador
inducido por RNA (RISC) (Fig. 8; Annese, et al., 2020; Bartel, 2004; Hammond, et
al., 2015).

La denominacion de las hebras esta dada en funcion de su direccionalidad, si es la
hebra del extremo 5' se denomina hebra “5p” (miRNA-5p) o hebra “3p” (miRNA-3p)
si se origina en el extremo 3'. La hebra que quedara incorporada al RISC es la hebra
activa y se denomina hebra guia, hebra conductora o miR* (Annese, et al., 2020;
Hammond, 2015).

Algunos miRNAs tienen sitios de escision heterogéneos, lo que da lugar a multiples
"isomiR" del miRNA maduro, conduciendo a distintas actividades biologicas
(Hammond, 2015).

El complejo RISC esta formado por varias proteinas, incluyendo a SND1, AEG-1,
FMR1, VIG, R2D2 y Armitage-RNA helicasa y una proteina Argonauta, siendo el
componente catalitico principal Argonauta 2 (Ago2); este ultimo sera el encargado
de dejar y/o eliminar una hebra del duplex (Annese, et al., 2020). Los nucledtidos 2
al 8 del extremo 5' del miRNA forman la “regién semilla”, que es crucial para el
reconocimiento de la region 3' no traducida (3' UTR) del mRNA blanco (Gebert, et

al., 2018). La regién semilla del miRNA también puede involucrar a los nucleétidos
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Figura 8. Biogénesis de los miRNAs. Los genes que se transcriben a miRNAs
pueden ser no codificantes o estar dentro de intrones o regiones no traducidas
(UTR) de genes codificantes. Estos genes producen un RNA precursor de tallo-
bucle, que da origen al miRNA maduro. La transcripcion de los miRNAs ocurre
generalmente por la polimerasa Il (Pol Il), generando un pri-miRNA largo.
Posteriormente, el complejo Drosha-DGCRS8 escinde el pri-miRNA, generando un
pre-miRNA de 60-70 nucledtidos. Este es transportado al citoplasma por la exportina
5 y es procesado por la endonucleasa Dicer, que lo transforma en un duplex de
aproximadamente 21 nucleétidos. Una de las hebras resultantes, la guia, se
incorpora al complejo RISC (miRISC), donde interactua principalmente con la
proteina Argonauta 2 (Ago2), que realiza la degradaciéon del mRNA objetivo o la
represion de su traduccion. Tomada y modificada de Bartel, 2004.

2-7 y 26 (Pabodn-Martinez, 2011; Gebert, et al., 2018). La complementariedad que
los miRNAs tienen con la regién semilla, es el criterio principal para la prediccion de

sitios objetivos en procesos experimentales (Gebert, et al., 2018).
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El complejo RISC unido al miRNA (miRISC) inhibe multiples pasos de la sintesis de
proteinas y afecta la estabilidad del mRNA diana por complementariedad de
nucleotidos. Esto lo hace evitando la traduccion del mRNA diana mediante la
represion traduccional o mediante la degradacion de proteinas (Annese, et al., 2020;
Pelletier, et al., 2023).

La inhibicion de la traduccion se debe a la interferencia con la funcion de los factores
de iniciacion eucariotas 4A-1 (elF4A-1) y elF4A-ll. Se han sugerido multiples
mecanismos de inhibicidn de la traduccion, pero la mayoria de los datos indican que
el complejo miRISC induce la disociacion de elF4A-I y elF4A-Il de los mMRNAs
dianas, inhibiendo asi el escaneo de ribosomas y el ensamblaje del complejo de
iniciacion de traduccion elF4F (Hammond, 2015; Pabon-Martinez, 2011; Gebert, et
al., 2018).

Por otro lado, la descomposicion del mRNA implica el reclutamiento de GW182 por
parte de AGO. GW182 interactua con la proteina de unién a poliadenilato (PABPC),
promoviendo asi la deadenilacion del mRNA mediante el reclutamiento de los
complejos PAN2-PAN3 y CCR4-NOT (Hammond, 2015; Pabén-Martinez, 2011).

2.4 CircRNAs

En 1976, Sanger y cols. identificaron moléculas de RNA circular monocatenario en
viroides, clasificandolas como una “rareza molecular’. Unos afios mas tarde, Hsu et
al. descubrieron estructuras de RNA circular similares en ciertos virus,aunque
inicialmente no prosiguieron con la investigacion sobre estas estructuras debido a
que se centraron principalmente en el RNA lineal. En consecuencia, los primeros
conocimientos sobre los circRNAs a partir de fuentes enddégenas no se obtuvieron
hasta 1991 cuando los cientificos observaron "exones desordenados" de genes
especificos, sugiriendo que dichas estructuras surgieron de eventos de empalme no
estandar. En 1993, los investigadores habian aclarado que dichas transcripciones

eran de hecho RNAs circulares, que mostraban estabilidad, principalmente en el
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citoplasma, incluso después del cultivo de las células durante un tiempo prolongado
(Patop, et al., 2019).

Con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion y métodos de deteccion de
RNA, en la década de 2010 se descubrioé que las estructuras de circRNAs estaban
altamente conservadas y presentes en diferentes especies y que podian
desempenfar papeles funcionales mas alla de ser solamente subproductos. Los
descubrimientos incluyeron casos notables en los que los circRNAs se unen a
microRNAs (por ejemplo, CDR1as), lo que sugiere una posible funcién reguladora
de la expresion génica (Patop, et al., 2019; Zhang, et al., 2024; Yu, et al., 2021).
Con las investigaciones desarrolladas con el paso del tiempo se ha visto que los
circRNAs tienen funciones especificas en diversos procesos celulares (Patop, et al.,
2019; Zhang, et al., 2024).

2.4.1 Biogénesis de los circRNAs

Los circRNAs son RNAs circulares generados mediante un proceso de backsplicing
(o empalme inverso). A diferencia del empalme lineal canénico, que une un sitio de
empalme 5' donante con un sitio 3' aceptor de exones contiguos para producir un
RNAm lineal, el backsplicing une covalentemente un sitio de empalme 5' cadena
arriba a un sitio 3' cadena abajo del mMRNA, mediante un enlace fosfodiéster 3'-5',
formando una estructura cerrada estable. (Benitez, et al., 2024; Patop, et al., 2019;
Kristensen, et al., 2019).

En el splicing lineal, la maquinaria de empalme une exones contiguos mediante la
escisidon de intrones individuales, generando un mRNA lineal con su cap 5'y cola
de poli-A. En cambio, en el backsplicing se inicia con el apareamiento de las
secuencias complementarias invertidas (RCMs por sus siglas en inglés “Reverse
Complementary Matched sequence”) y eso hace que se doble la molécula de RNA

para acercar fisicamente el sitio donador 5' del intrébn cadena abajo con el sitio
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aceptor 3' del intrén cadena arriba, lo que permite que la adenosina del punto de
ramificacion (BPA) ataque de manera inversa el sitio 5' distante, catalizando la
reaccion de backsplicing y eso resulta en la formacién de un circRNA sin cola de
poli-A (Ni L, et al., 2024).

Este mecanismo de ciclizacion puede ser impulsado por diferentes fuerzas
moleculares como el apareamiento de intrones flanqueantes con elementos
complementarios inversos, como las repeticiones ALU; este apareamiento forma
una estructura de horquilla mediante hibridacién que acerca espacialmente los sitios
de empalme y permite la formacion de circRNAs que retienen intrones (EICiRNAs)
o solo exones (EcircRNAs). También podrian intervenir proteinas de union a RNA
(RBPs) como QKI o MBL, las cuales reconocen secuencias especificas en los
intrones y actuan como andamios moleculares para aproximar los exones distantes,
facilitando el backsplicing. O bien, se puede realizar la formacion de bucles
intronicos, donde secuencias ricas en guanina-uracilo (GU) cerca de un exoén y
citosina (C) cerca de otro favorecen la formacién de un bucle que acerca los sitios
de empalme donante y aceptor, facilitando la circularizacion (Fig. 9) (Benitez, et al.,
2024; Li C. et al., 2021; Li J. et al., 2023; Li X, Yang L, et al., 2018).

Una vez transcritos, estos circRNAs adoptan diversas localizaciones dentro de la
célula: algunos permanecen en el nucleo regulando la transcripcion, otros migran al
citoplasma para modular miRNAs o incluso se exportan al espacio extracelular a
través de exosomas, donde participan en la comunicacion intercelular (Benitez, et
al., 2024; Li C. et al., 2021).

Es importante mencionar que estos circRNAs al no contar con colas de poli A son
resistentes a la degradacién por exonucleasas (Patop, et al., 2019; Kristensen, et

al., 2019) y por tanto son mas estables que los RNA mensajeros.

Segun su composicion, los circRNAs se clasifican en: circRNAs exoénicos
(EcircRNAs), localizados principalmente en el citoplasma; circRNAs intrénicos
(CiRNAs), que permanecen en el nucleo; y circRNAs exdén-intron (EICIRNAS),

también nucleares. Su localizacion depende del gen parental (intragénico o
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intergénico) y de su estructura, lo que determina su participacion en procesos como
la regulacion transcripcional, la interaccion con miRNAs o la comunicacion
intercelular mediante exosomas (Benitez, et al., 2024; Li C. et al., 2021; Li J. et al.,
2023; Li X, Yang L, etal., 2018)
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Figura 9. Proceso de Splicing Canénico y Backsplicing. A: Se muestra el
transcrito primario de RNA, los exones (E1, E2 y E3) y los intrones (linea negra).
Los sitios de empalme y el punto de ramificacién (BPA) se indican en rosa. La flecha
verde ilustra el splicing candnico, donde el grupo 2'-OH del BPA ataca el fosfodiéster
del 5'ss de su propio intrén, resultando en la uniéon de exones consecutivos y un
MRNA lineal maduro con su cola de poli-A. B: El transcrito primario contiene RCMs
con flechas lilas en los intrones flanqueantes. Estos RCMs se aparean (linea
punteada) y eso dobla la molécula, lo que acerca el sitio de empalme 5'ss del intrén
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cadena abajo al BPA del intron cadena arriba, resultando en la union directa de los
extremos del exoén central (representado en dos tonos de rosa para destacar su
circularizacion), lo cual resulta en un circRNA maduro que carece de cap 5y cola
de poli A. Imagen tomada y modificada de Ni, et al., 2024

2.4.2 Funciones de los circRNAs

Los circRNAs son moléculas multifuncionales con roles criticos en la regulacion
geénica y procesos patologicos. Algunos de ellos tienen capacidad para exportarse
desde el nucleo hacia compartimentos celulares especificos, lo que les permite
participar en la modulacion de la sintesis proteica y la regulacion génica (Patop, et
al., 2019; Zhang, et al., 2024).

Estas moléculas ejercen su funcion a través de diversos mecanismos, uno de ellos
es que actuan como esponjas de miRNAs. Varios estudios han demostrado que los
circRNAs pueden competir con los mRNAs por la unién a los miRNAs ubicados en
el citoplasma, regulando asi la expresion de los mRNAs. Una vez que los circRNAs
se unen a los miRNAs se reduce su disponibilidad y se sugiere que esto protege a
los mMRNAs diana de la degradacion. Esto aumenta la traduccion de los mRNAs, ya
que los ribosomas pueden unirse mas activamente a estos (Kristensen, et al., 2019;
Zhang, et al., 2024). Dicha funcion de esponja se ha estudiado en trastornos
neuropsiquiatricos, cancer, enfermedades cardiovasculares y diabetes (Kristensen,
et al., 2019; Zhang, et al., 2024).

Otras funciones que tienen los circRNAs es que pueden interactuar con proteinas
de union a RNA (RBPs), formando complejos que regulan procesos como el
empalme alternativo, la estabilizacién del RNA y la regulacion transcripcional como

en el caso de

circAmotl1, que facilita la fosforilacion de AKT1 en cardiomiocitos (Kristensen, et al.,
2019; Zhang, et al., 2024).
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También, algunos circRNAs pueden iniciar la traduccién de proteinas de forma
independiente, traduciendo péptidos funcionales mediante sitios de entrada
ribosémica interna (IRES), particularmente bajo condiciones de estrés o durante
procesos de desarrollo y diferenciacion celular. Esta traduccion no canonica
contribuye a la diversidad proteica y a respuestas celulares adaptativas (Kristensen,
etal., 2019; Zhou W. et al., 2020).

Ademas, los circRNAs funcionan como plataformas moleculares que reclutan
factores epigenéticos, como el circRNA FECR1 que dirige la enzima TET1 (ten-
eleven translocation 1) a regiones promotoras especificas, induciendo

desmetilacion del DNA y activacién transcripcional (Kristensen, et al., 2019).

Por otra parte, ciertos circRNAs modulan respuestas antivirales mediante
interacciones con proteinas como NF90/NF110 (factor nuclear 90 y su isoforma
110). Estas proteinas, codificadas por el gen ILF3, tienen un papel dual: en el
nucleo, promueven la produccién de circRNAs, y en el citoplasma, tras una infeccién
viral, se liberan de los circRNAs para unirse al RNA viral e inhibir su replicacion
(Kristensen, et al.,, 2019). Los circRNAs se han visto implicados en diversas
enfermedades, como diversos trastornos neurolégicos, cancer, patologias
cardiovasculares, diabetes y sus complicaciones (Ashwall-Fluss, et al., 2014; Patop,
et al., 2019; Zhang, et al., 2024).

2.5 Lainterseccion: circRNA, miRNA y proteinas desreguladas
enla ND

Como ya fue explicado, durante la hiperglicemia en el curso de la DM se incrementa
la formacién y acumulacion de AGEs que al unirse a RAGE activan vias
proinflamatorias y profibréticas, asi como también ocurre un desequilibrio entre la
sintesis y degradacion de la matriz extracelular (MEC), lo que lleva a la fibrosis
glomerular y el estrés oxidativo observado en la ND (Benitez, et al., 2024).
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Se ha reportado que los RNAs no codificantes como circRNAs y miRNAs pueden
modular la expresion de proteinas en diferentes enfermedades, incluida la ND,
constituyendo ejes importantes de regulacion (Kawaguchi, et al., 2023; Sakshi, et
al., 2021). En particular, en la ND la interaccion entre circRNAs, miRNAs y mRNAs
de genes que codifican proteinas, que participan en el proceso fisiopatoldgico de la
enfermedad, modula procesos criticos como la hipertrofia celular, la inflamacion, la
fibrosis y el estrés oxidativo. Estos ejes de regulacion no son independientes, sino

que forman redes entrelazadas que amplifican el dafio renal (Sakshi, et al., 2021).

Diferentes estudios han identificado 35 circRNAs desregulados en la ND, la mayoria
sobreexpresados, como el circRNA_ACTR2 y circRNA_0037128, que actiuan como
esponjas de miRNAs (Tabla 1). Por ejemplo, el circRNA_ACTR2 secuestra el miR-
205-5p, aumentando la expresién de HMGAZ2, un regulador de la via AGE-RAGE,
lo que promueve el estrés oxidativo y la fibrosis. Por otro lado, el circRNA_0037128
regula el miR-17-3p, elevando los niveles de AKT3, una quinasa asociada a fibrosis,
y citoquinas inflamatorias como TNF-a e IL-6. En contraste, el circRNA_AKT3 esta
subexpresado en la ND, y su sobreexpresion inhibe la apoptosis y la acumulacién
de MEC a través de la via miR-296-3p/E-cadherina. Otros circRNAs, como
circRNA_LRP6 y circRNA_0000491, modulan vias como las de TGF-f1 y p38
MAPK, vinculadas a inflamacion y a la transicién epitelio-mesenquimal (Benitez, et
al., 2024; Zhou, et al., 2020).

Aunque menos explorados, algunos circRNAs interactuan directamente con
proteinas en la ND. Por ejemplo, el circRNA_HIPKS3 se une a FUS, promoviendo la
apoptosis de podocitos mediante la activacion de EDA2R. En otros contextos
diabéticos, como en la diabetes tipo 1 y tipo 2, el circRNA_Amotl1 y el circRNA_ci-
Ins2 regulan la supervivencia celular y la secreciéon de insulina a través de

interacciones con AKT1 y TDP-43, respectivamente (Benitez, et al., 2024).

Asi mismo, se ha propuesto el potencial de los ejes circRNA-miIRNA-mRNA, como
circRNA/miR-205/HMGA2, como dianas terapéuticas para modular procesos clave

en la ND, como la fibrosis, la inflamacion y el estrés oxidativo.
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Tabla 1. Ejemplos de ejes de regulacion circRNAs/miRNAs que modulan proteinas

desreguladas en ND

circRNA miRNA Proteina Efecto en ND Referencia

desregulada

circRNA_0037128 | miR-17-3p AKT3 Fibrosis, Wang, et al., 2021

inflamacion.

1 TNF-q, IL-6

circRNA_HIPK3 miR-326 FUS/EDA2R | Apoptosis de | Liu F, et al., 2022

podocitos

circRNA_0003928 | miR-506-3p HDAC4 Activacion Liu Q, et al., 2022
mTOR,
Hipertrofia

circRNA_ACTR2 | miR-205-5p HMGA2 1TGF-31 y | Yun, et al., 2021
colageno,

fibrosis

circRNA_AKT3 miR-296-3p | E-cadherina | Protege contra | Tang, et al., 2020
ROS
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3. Justificacion

La diabetes es una enfermedad considerada como una de las emergencias
sanitarias mundiales de mas rapido crecimiento del siglo XXI. Esto es alarmante, ya
que sus complicaciones reducen la calidad y esperanza de vida de los individuos.
Dentro de dichas complicaciones destaca la nefropatia diabética, ya que no solo es
una de las mas frecuentes, sino que es considerada una de las principales causas

de muerte de los pacientes diabéticos

Comprender el rol de la interaccion circRNA-miRNA en la regulacién de las
proteinas que intervienen en la nefropatia diabética podria ampliar la oportunidad
de desarrollar mejores enfoques terapéuticos e identificar biomarcadores para el

diagndstico de esta patologia.

4. Hipotesis

La interaccion circRNA-miRNA-mRNA modula la expresidn de proteinas

involucradas en el proceso fisiopatolégico de la nefropatia diabética.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Establecer una red de interacciones potenciales circRNA-miRNA-mRNA de genes
que codifican proteinas implicadas en el proceso fisiopatolégico de la nefropatia

diabética.
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5.2 Objetivos Especificos

e Analizar in silico la expresion diferencial de proteinas en el rindn de pacientes

con nefropatia diabética.

e Predecir las interacciones que se establecen entre circRNAs y miRNAs que
tengan como blanco mRNAs de genes que codifican proteinas desreguladas

en nefropatia diabética.

e Analizar la expresion de algunos de los circRNAs, miRNAs y mRNAs que
interactuan potencialmente entre ellos, en la linea celular AD293 sometida a

altas concentraciones de glucosa y AGEs de lisina.

e Determinar la abundancia de algunas de las proteinas desreguladas en
nefropatia diabética en la linea celular AD293 sometida a altas

concentraciones de glucosa y AGEs de lisina.
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Ana

isis experimental

Anali

6. Estrategia Experimental

Objetivo 1

Analizar in silico la expresién
diferencial de proteinas en el

Identificar in  silico

revision
en la

Realizar
sistematica

proteinas desreguladas
en ND

™ literatura y bases de

circRNAs y miRNAs que
tengan como hlanco mRNAs
de genes que codifican
proteinas desreguladas en
nefropatia diabética.

QObjetivo 3
Analizar la expresion en la
linea celular AD-293
sometida a altas

concentraciones de glucosa y
AGEs de lisina de algunos de

los circRNA, miRNAs vy
mRNAs que interactian
potencialmente entre ellos en
ND

rinon de pacientes con ND datos

Objetivo 2
Predecir las interacciones Realizar busqueda de miRNAs que tienen como blancos
que se establecen entre las proteinas identificadas previamente, vy de circRNAs

que interacttian con ellos en hases de datos especificas

Criterios de seleccion:
Interacciones que sean
termodinamicamente

estables y  tejido

especifico

1.- Control D-Glucosa

Cultivos celulares AD-293:

2.- D-Glucosa (30mM)
3.- D-Glucosa (30mM)+CML (50 pg/ml)/48h

(5.5 mM)

/

T~

Extraccion de RNA

Extraccion de Proteinas

» Fibronectina
» Colageno IV
+ mRNAs
proteinas
desreguladas
« miRNAs
candidatos
circRNAs
candidatos

de
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/. Metodologia

Analisis in silico de la expresion diferencial de proteinas en el rindbn de pacientes
con ND

Se realiz6é una busqueda sistematica de la bibliografia publicada sobre las proteinas
desreguladas en ND. Las busquedas se realizaron en las bases de datos Pubmed

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), SpringerLink  (https:/link.springer.com) vy

ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com) y el criterio de busqueda fueron las

palabras claves: “Diabetic nephropathy and Gene expresion”, “Diabetic
Nephropathy and Deregulated proteins”, y “Diabetes Nephropathy and Rage
Pathway”.

Se elimind la bibliografia redundante y se seleccionaron aquellos articulos que
brindaran informacion sobre las proteinas desreguladas utilizando los siguientes

criterios:
Criterios de inclusion:

Informacién sobre genes/proteinas diferencialmente expresadas en la ND
Proteinas desreguladas en tejido renal humano

Estudios realizados en individuos 218 afios

Estudios realizados en pacientes que cursen con ND como consecuencia de
DM (DM1 o DM2)

Criterios de exclusion:

e Estudios duplicados o redundantes identificados a través de las diferentes
bases de datos consultadas
Investigacion realizada en modelos animales o in vitro
Articulos publicados en idiomas diferentes al inglés o al espafiol.

Asimismo, se buscaron datos de expresién génica que estuvieran relacionados con
la ND en la base de datos Gene Expression Omnibus

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) usando como palabras clave “Diabetic
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Nephropathy and human and gene expression”; y en la base de datos NextProt,

usando como palabras clave: “Proteins associated with diabetic nephropathy”.

Al grupo de proteinas identificadas se les realizé un analisis ontoldgico en el servidor
Panther (https://pantherdb.org/) para determinar qué funciones moleculares estaban
enriquecidas en ese grupo, asi como los componentes celulares donde se
encontraban y los procesos bioldgicos en que participaban. Se analizé también, en
cuales de los procesos que ocurren en la ND podrian participar las proteinas

identificadas.

Prediccion de los miRNAs que tienen como blanco mRNAs de genes que codifican

proteinas desreguladas en nefropatia diabética

Una vez identificadas algunas de las proteinas desreguladas en nefropatia diabética
se buscaron en las bases de datos miRTarBase
(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/php/search.php),
miRDB (http://www.mirdb.org) y TargetScan (https://www.targetscan.org/vert_80/)
los miRNAs que tenian como blanco los mMRNA de los genes que codifican a dichas
proteinas identificadas. Se verificé la energia libre minima de las interacciones y la
energia libre de uniéon en los servidores RNAup ((http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAup.cgi) y RNAhybrid (https://bibiserv.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission) Se seleccionaron para la
construccion de la red de interaccion aquellos miRNAs que tuvieran como blancos
predichos los mMRNA de interés en al menos dos bases de datos, que presentaran
sitios de interaccion canoénicos (8mer, 7mer-m8 y 7mer-A1), que la energia libre
minima de las interacciones y la energia libre de union fuera menor a -10 kcal/mol,
y a -4 kcal/mol, respectivamente, que se expresaran en tejido renal y que tuvieran
un ‘context score percentil” mayor a 93, 90 y 60, en las bases de datos TargetScan,

miRTarBase y miRDB, respectivamente.
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Por ultimo, se verific6 mediante el analisis de la base de datos Tarbase v8
(https://carolina.imis.athena-
innovation.gr/diana_tools/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex) Si las

interacciones identificadas habian sido validadas experimentalmente.

Prediccion de los circRNAs capaces de interactuar con los miRNAs que tengan
como blanco mRNAs de genes que codifican proteinas desreguladas en nefropatia

diabética

A continuacién, se buscaron en las bases de datos CircBase
(http://lwww.circbase.org), CircBank (http://www.circbank.cn), CircPedia_v2
(https://www.picb.ac.cn/rnomics/circpedia) y CircAtlas
(https://ngdc.cncb.ac.cn/circatlas/) los circRNAs que tuvieran como blanco los
miRNAs que a su vez tenian como blanco las proteinas desreguladas que fueron

seleccionadas para continuar el estudio.

La expresion en células renales, en condiciones fisiolégicas y en ND, de las
proteinas blanco y de los pares circRNA/miRNA identificados se analizé utilizando
los servidores The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), Human
mMiRNATissue Atlas (https://ccb-web.cs.uni-saarland.de/tissueatlas2/) y

circAtlas(https://ngdc.cncb.ac.cn/circatlas/search_s.php).

Las redes de interaccion entre los miRNAs-mRNAs y circRNA-miRNA-mRNA se
construyeron utilizando el software Cytoscape (https://cytoscape.org/), al cual se le
proporcionaron, como datos de entrada, los pares de circRNA-miRNA y miRNA-
mRNA que interacttan de acuerdo con los resultados de las predicciones

realizadas.
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Analisis de la expresion, en la linea celular AD293 sometida a altas concentraciones
de glucosa y AGEs de lisina, de algunos de los circRNAs, miRNAs y mRNAs que

interactuan potencialmente entre ellos en la nefropatia diabética

Para determinar la expresidon de algunas de las moléculas predichas, se cultivaron
células de la linea AD293, las cuales son células embrionarias de rindbn humano
derivadas de la linea HEK293.

Mantenimiento celular

Las células AD293 se sembraron en cajas de cultivo celular T-25 con 5 mL de medio
Eagle modificado por Dulbecco (D-MEM), bajo en glucosa (5.5 mM), con L-
glutamina 4 mM, piruvato de sodio 1 mM, bicarbonato de sodio 44 mM,
suplementado con 10% [v/v] de suero fetal bovino inactivado por calor (SFB) y se

mantuvieron a 37°C en una atmoésfera humeda y 5% de COo..

Cuando las células confluyeron, se sembraron en cajas de cultivo celular mas
grandes (T-75) para su posterior propagacion. Posteriormente, las células AD293
se pasaron a placas de 6 pocillos a una densidad de 10° células por pozo y se
cultivaron en las mismas condiciones antes descritas. Al alcanzar aproximadamente
el 80-90% de confluencia, el medio de cultivo se aspird cuidadosamente y luego, las
células se lavaron con PBS IX para asegurar la eliminacion completa del medio.
Posteriormente, se afiadio a las células medio fresco libre de suero y se incubo por

16h a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de COa.

Tratamientos con glucosa y AGEs de lisina (CML)

Las células se sometieron a tres tratamientos diferentes, en medio D-MEM
suplementado con 1% de suero fetal, durante 2, 24 y 48h de incubacién a 37°C en
atmoésfera de CO2 al 5%:
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1.- Control D-Glucosa (5.5 mM)
2.- D-Glucosa (30mM)
3.- D-Glucosa (30 mM) + CML (CarboxiMetil-Lisina, 50ug/mL)

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Extraccion de RNA total

Para extraer el RNA total de dichas células se utilizo el tratamiento con Trizol de
acuerdo con lo descrito (Pahlevan, 2014). Especificamente, a cada pozo se le
afiadio 1 mL de Trizol, se homogenizd el lisado celular mediante pipeteo vy
finalmente se colectd en viales de 1.5 mL. Posteriormente, el lisado celular se incubd
por 5 minutos para permitir la disociacion completa del complejo de nucleoproteinas.
A continuacion, se afadié 0.2 mL de cloroformo por cada mL de Trizol y se incubd
por 2-3 minutos. Una vez terminado este periodo de tiempo las muestras fueron
centrifugadas durante 15 minutos a 12, 000 g a 4°C. Se extrajo la fase acuosa y se
anadié 500 uL de isopropanol y se incubd durante 10 minutos. EI RNA precipitado
se colecté por centrifugacion durante 10 minutos a 12,000 g a 4°C y se lavd con
etanol al 75%. Después de eliminado el etanol al 75% la muestra de RNA se dejé

secar al aire por 10-15 minutos y se resuspendi6 en 20 uL de agua libre de RNAsas.

El RNA resultante se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm. Del mismo modo
se verificd su pureza midiendo las relaciones de absorbancia a 230 y 280 nM para
descartar una posible contaminacion por compuestos organicos y proteinas,
respectivamente. Asi mismo se verifico su integridad mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5X.

Extraccion de Proteinas

Para la extraccion de proteinas se empled un protocolo que utiliza tampdn de

ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA; Tritdn X-100 1%, Desoxicolato de sodio
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1%, SDS 0.1%, NaCl 150 nM, Tris-HCL pH 7.4 10 mM; PMSF 1 mM). Para ello, las
células cultivadas en las diferentes condiciones ensayadas se lisaron con buffer de
lisis que contenia SDS 2% (v/v) e inhibidores de proteasas y fosfatasas.
Previamente, se retir6 el medio de cultivo y se lavaron los pocillos tres veces con
PBS 1x frio. Posteriormente, se afadio el buffer de lisis (Tris-HCI 62.5 mM (pH 6.8),
SDS 2%, glicerol 10%) suplementado con inhibidores de proteasas (coctel
Complete 1X, Roche), inhibidores de fosfatasas (céctel PhosSTOP 1X, Roche), y
los inhibidores especificos NaF (25 mM) y ortovanadato de sodio (1 mM). El proceso

de lisado se realizé manteniendo todo el tiempo la placa sobre hielo.

A continuacion, las células se rasparon con una espatula y el lisado se recolecto en
tubos eppendorf. Posteriormente, para asegurar la lisis completa, las muestras se
sonicaron 3 veces a una amplitud de 40% por 10 segundos. Todo el tiempo las

muestras se mantuvieron en hielo para evitar calentamiento de las mismas.

Por ultimo, el lisado de proteinas se cuantificé utilizando el método de Bradford (Bio-
Rad Protein Assay) para lo cual se realiz6é una curva estandar con concentraciones
conocidas de albumina de suero bovino (BSA), con el fin de garantizar una
determinacion precisa de la concentracion de proteinas para los analisis

posteriores.

Tratamiento con DNasa

Posterior a la extraccion del RNA, el RNA total se traté con DNasa (Promega) para
eliminar cualquier contaminacion por DNA gendmico, siguiendo las indicaciones del
fabricante. Entonces, se prepard una mezcla que contenia 8uL de RNA, 1uL de
Buffer RQ1 10x, 1 L de DNasa RQ1 (1 U/uL) y agua libre de nucleasas hasta
completar un volumen final de 10 pL. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 30
minutos. Para inactivar la enzima, se anadié 1uL de solucién RQ1 Stop Solution y
se incub6 a 65 °C durante 10 minutos mas. Posteriormente el RNA tratado se

almacend a -80 °C hasta su uso
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Sintesis de cDNA para medir la expresion de mRNAs y circRNAs

La transcripcion reversa se llevo a cabo utilizando el kit SuperScript IV (Thermo
Fisher Scientific, USA). Para cada reaccion, se utilizaron 500 ng de RNA tratado con
DNasa. En un tubo, se mezclé el RNA con 2 pyL de random primers (50 uM), 4 yL
de dNTPs (10 mM) y agua libre de nucleasas hasta un volumen final de 24 L, se
incub6 a 65 °C durante 5 minutos y se colocd en hielo para desnaturalizar las
estructuras secundarias del RNAm. Luego se dividio la mezcla en dos alicuotas de
12 yL cada una: una para la reaccién de transcripcion reversa (RT+) y otra para el
control negativo sin transcriptasa reversa (RT-). A cada alicuota de 12 pL se le

afiadieron:
4 uL de Buffer 5x para sintesis de cDNA.
1 yL de DTT (0.1 M).
1 pL de inhibidor de RNAsa (40 U/uL).

Posteriormente, se afiadio a la muestra RT+ 1 uL de la enzima SuperScript IV (200
U/uL), y a la muestra RT- se afiadieron 2 pyL de agua libre de nucleasas para
equilibrar los volumenes. El programa de incubacion fue: 25 °C durante 10 minutos,
50 °C durante 50 minutos y se inactivé la enzima a 85 °C durante 5 minutos. El

cDNA sintetizado se almacend a -20 °C.

Sintesis de cDNA para medir la expresion de miRNAs

Para evaluar la expresidon de miRNAs, se sintetizd6 cDNA a partir del RNA total
utilizando el kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,

USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Diseno de los oligonucledtidos

Para los genes AGER, Fibronectina 1 y GAPDH (control endégeno), se utilizaron
los pares de oligonucledtidos previamente disefiados y validados en el laboratorio
(Pérez, 2022). Para el resto de los genes diana y los circRNAs seleccionados en el
analisis in silico, se disefiaron los oligonucleétidos para su amplificacion mediante
gRT-PCR (Tabla 2). Para la amplificacion del miRNA, se utilizaron las sondas
especificas recomendadas por el fabricante en el kit TagMan (Assay ID 001973,

Thermo Fisher Scientific), y como control endogeno se utilizé el RNAsn UG.

Diseno de oligonucledétidos divergentes

Para el disefio de los primers de los circRNAs seleccionados se uso la base de

datos Circlnteractome (https://circinteractome.nia.nih.gov/) para identificar las

secuencias maduras de los circRNAs candidatos. La construccién de la plantilla del
amplicon de PCR se realizé uniendo el extremo 3' de los ultimos 100 nucledétidos de

la secuencia del circRNA con el extremo 5' de los primeros 100 nucledtidos.

El disefio de estos primers se realiz6 mediante la utilizacion del servidorPrimer-

BLAST de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), asegurando que

los primers de PCR flanquean la region de union de los extremos 3’y 5°del transcrito
maduro del circRNA (Tabla 2).

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos disefiados para qRT-PCR

Gen/circRNA SECUENCIAS A3 F SECUENCIAS5 A3’ R

JAKZ2 CCGATCTGTGTAGCCGGTTT | GTAAGGCAGGCCATTCCCAT
STAT3 ATTCTGGCTTCCTTCCTGCC GCTGAGGCAAGGTGGTTTTG
GAPDH ACAGTCAGCCGCATCTTC CCAATACGACCAAATCCGTTG
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https://circinteractome.nia.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

FN1 CTGGCCAGTCCTACAACCAG | CATGAAGCACTCAATTGGGCA
AGER GCCACTGGTGCTGAAGTGTA | GGAGACAGGACCTTCCAAGC
COLAGENO IV TTCTGGCTCACAACGGTGAA |[CTGATTTTCTGGCGTTGGGC
hsa_circ_0014186 GGCAGTCGATGATGTGAAGA | ACGTGGTTCCATGACCATTT
hsa_circ_0001392 AGCTGTTCCCAAAATTATGGC | TCACACGGTCTTTCTTGGTAG
T C
hsa_circ_0004576 GCAGAAATTCGAGTACGAGAT | ACATAAGGATCTGAAAGCCCG
GC T
hsa_circ_0032969 AAGGTTCCAACGATCTGCCA | TAGGTCCGTGCTGGGATGAA
hsa_circ_0078465 CTCTCGTGCAGGTGAGTGAT | AGACCCAACCAGGACAAACC
hsa_circ_0002568 GAGGGCAGTCACAATTCAACG | CTTGAATGCTTGCCATACTGG
A
hsa_circ_0039350 GATGCTGATGAAGCCAACAGA | TGTGGCTCTGATCCTCACTGG
hsa_circ_0036032 ACTCTTGGTCATGGCAACGG | TCCCGATATCGTATGTCTTGTT
CA
hsa_circ_0085076 TATTGGAAGTGCCCCCTTGG [ AAGTACAGCACCTGTTACCGT

RT-PCR cuantitativa

Para realizar la RT-PCR cuantitativa de los circRNAs y genes seleccionados, se

utilizé 100 ng del cDNA del blanco correspondiente y se amplific6 con 5 pyL de
SYBR-Green PCR MasterMix (ThermoFicher Scientific), 1 uL de oligonucledtidos a

una concentracion de 1 uM y agua grado PCR cbp 10 uL. La reaccion de PCR se

realizé en un Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Se incubd la mezcla de reaccién a

95°C por 10 minutos, luego se aplicaron 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos,

55°C durante 30 segundos y 72°C por 30 segundos.

Para analizar la expresion del miRNA seleccionado en el analisis in silico se utilizd

el ensayo TagMan MicroRNA (Applied Biosystem) siguiendo las instrucciones del

fabricante. Los ensayos se realizaron por triplicado. Como control se incluyé en cada
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ensayo de cada gen, circRNA o miRNA blanco y condicidn experimental diferente

una reaccion RT-.

Electroforesis de proteinas SDS-PAGE

Se fraccionaron 25 ug del extracto totales de proteinas mediante SDS-PAGE en un
sistema discontinuo donde el gel separador (pH 8.8) tenia una concentracién del 8-
12 %, en dependencia de tamafo de las proteinas a analizar y el gel concentrador
del 5% (pH 6.7), utilizando buffer Tris-Glicina pH 8.3 y aplicando 110 V durante 2h.
Los patrones en el gel se visualizaron mediante tincion con Azul de Coomasie.
Como marcador de peso molecular se utilizé el marcador Dual Color (Bio-Rad). Para
la realizacion de los experimentos de Western blot los geles se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa aplicando 350 mA durante 90min en buffer de
transferencia, la cual posteriormente se bloqued con leche descremada al 5 % en
PBS 1X. A continuacion, la membrana se incubd con los anticuerpos primarios
contra tubulina (1:5000), RAGE (1:1000, sc-365154), y contra la proteina
seleccionada en los analisis in silico, durante toda la noche a 4°C, seguido por la
incubacion por 2h con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (m-lgG BP-
HRP: sc-525409). Para revelar la sefial se utilizé el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y la

deteccion de la misma se realizé en el equipo ChemiDoc XRS+ Gel Imaging System.

Analisis estadistico

Para la estimacién de la cantidad inicial de mRNA de los ensayos de RT-PCR, el
ajuste de la curva de regresion de la regién lineal del logaritmo de los datos de
fluorescencia vs el numero de ciclos de amplificacion se realizé6 mediante el método
de los minimos cuadrados seleccionando la recta de menor error residual y mejor
ajuste al modelo, y la cantidad inicial de cDNA se calculé como 10Qinercerte Se
normalizaron los datos contra la cantidad inicial de moléculas de GAPDH o U6 en

cada caso correspondiente y se calculd la expresién relativa de cada gen estudiado
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en cada condicién experimental con respecto a la condicion control. Los datos se
mostraron como media y error estandar. Se verificd la normalidad de los datos
mediante la prueba de Shapiro Wilk y la homogeneidad de varianza mediante la
prueba de Brown-Forsythe. La comparacion de los grupos de datos se realizod
mediante las pruebas de ANOVA de una via o Kruskal Wallis, segun correspondiera.
Para realizar las comparaciones multiples se utilizdé la correccion de Benjamini,
Krieger y Yekutieli para controlar el “false Discovery rate”. Para comparar si existia
diferencia entre la expresion de cada gen estudiado en cada condicion de
tratamiento analizada se comparé la media de la expresion contra 1 mediante una
prueba de T de Student para una sola muestra. Todos los analisis se realizaron a
un nivel de significacion de 0.05. Para la realizacion de estos analisis se utilizo el

software GraphPad Prism 8.0.
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8. Resultados

8.1 Identificacion de proteinas desreguladas en ND

Se realiz6 una busqueda sistematica de la bibliografia publicada sobre las proteinas
desreguladas en la ND. Las bases de datos que se usaron fueron Pubmed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/), SpringerLink (https://link.springer.com)y
ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com) con las palabras claves: “Diabetic
nephropathy and Gene expresion”, “Diabetic Nephropathy and Deregulated
proteins”, y “Diabetes Nephropathy and Rage Pathway”. Asimismo, se buscaron
datos de expresion génica que estuvieran relacionados con la ND en la base de
datos Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/) usando como
palabras claves “Diabetic Nephropathy and Human Gene Expression”; y en la base
de datos NextProt, usando como palabras clave: “Proteins associated with diabetic

nephropathy” (Fig. 10).

La busqueda identifico un total de 5784 registros, de los cuales el 86.5%
correspondia a revistas cientificas. Se elimind la bibliografia duplicada, la que
contenia informacién redundante, la no accesible o en idiomas diferentes al inglés
o el espanol y se seleccionaron aquellos articulos que brindaran informacién sobre
las proteinas desreguladas en ND siguiendo las recomendaciones de las guias
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
(Urrutia & Bonfill, 2010) (Fig. 10). Después de dicho analisis se recuperaron 39
registros que cumplian con los criterios de elegibilidad (inclusidon) de interés
definidos en este trabajo. Como resultado, se identificaron 59 proteinas

desreguladas a nivel renal en la ND.

El analisis de ontologia génica (Go) y de enriquecimiento de las vias bioldgicas de
los genes que codifican a las 59 proteinas, realizado en PANTHER, revel6 que las
proteinas identificadas se agrupaban mayoritariamente en la "via de senalizacion

AGE-RAGE en las complicaciones diabéticas” (Fig. 11), lo que valid6é el modelo
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celular que se propone en este trabajo (linea celular de células renales tratadas con
altas concentraciones de glucosa y AGEs de lisina) para realizar las

comprobaciones experimentales de las predicciones obtenidas in silico.

Criterios de elegibilidad
Informacion sobre genes/proteinas diferencialmente expresadas en la ND
Proteinas desreguladas en tejido renal humano
Estudios en individuos 2 18 afios con nefropatia como consecuencia de
DM1 o DM2

Identificacion de estudios por bases de datos Bisqueda de datos de expresién génica y de datos proteémicos
Busqueda en bases de datos Regislr0§ duplicados, o Regi identificados de:
- Springerlink: 1902 ne acces.ples, oen egistros identifica _05 i )
- pubmed: 1384 idiomas diferentes al Gene Expression Omnibus: 772

: ingl fiol . :
- ScienceDirect: 1721 inglés o espafio NeXtProt: 5
n=3007 n= 2521
Informes
Registros buscados  para Registros duplicados: 765

recuperar: 777

examinados: 2486

Estudios en modelos
Informes  buscados animales y proteinas Informes
para recuperar: 1534 desreguladas en sangre evaluados para -[ Infermacién redundante: 9 ]

- d u orina: 1426 elegibilidad: 12

A

'S ™
Informes  evaluados Informacién
para elegibilidad: 108 redundante: 72
"

3 registros

36 registros

[Es!udius incluidos: 39 }1

Figura 10. Diagrama del proceso de seleccion de proteinas desreguladas en
nefropatia diabética.

Se encontrd que los procesos bioldgicos en los que participan mas frecuentemente
las 59 proteinas fueron la unién a filamentos de queratina, la autofagia selectiva y
de mitocondrias, y la formacién de MEC conteniendo colageno (Fig. 12). Los
componentes celulares donde estan enriquecidas las 59 proteinas fueron regiones
de unidn a proteasas, de regulacion positiva de los procesos biosintéticos de
macromoléculas y de organizacion de la MEC. Por ultimo, se predijo que las
funciones moleculares de las proteinas seleccionadas estan relacionadas con la
union a estructura secundaria del DNA, regulacion de la migracion celular y unién a

proteinas cinasas, entre otras (Fig. 12).
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Por otra parte, al analizar en cuales de los procesos que ocurren en la ND

(inflamacion, fibrosis e hipertrofia; Zhang, et al.,, 2025) podrian participar las

proteinas identificadas se encontré que 12 de ellas participaban solamente en el

proceso inflamatorio que caracteriza a la ND, mientras que 7 en fibrosis y 3 en el

proceso hipertrofico (Fig. 13). Doce de las proteinas identificadas participan

simultaneamente en hipertrofia/fibrosis, 9 de ellas en inflamacién/fibrosis y solo 5

proteinas en hipertrofia/inflamacion. Por ultimo, 11 (Tabla 3) de las 59 proteinas

seleccionadas participan simultdneamente en los 3 procesos que caracterizan a la

ND (Fig. 13) por lo que se eligieron como candidatas para continuar el estudio.

i .

—_—
———

WP5087: Malignant pleural mesothelioma
G0:0030335: positive regulation of cell migration

E !iﬁ!!gz; EEEE s1§na!m§ Ea!ﬁwai in !I&E!IC comE!ma!:ons I

G0:0010035: response to inorganic substance

WP5205: Clock-controlled autophagy in bone metabolism
WP5097: CCL18 signaling pathway

G0:0071345: cellular response to cytokine stimulus
G0:2001233: regulation of apoptotic signaling pathway
hsa04371: Apelin signaling pathway

WP5115: Network map of SARS-CoV-2 signaling pathway
G0:0009611: response to wounding

WP4172: PI3K-Akt signaling pathway

GO0:1901652: response to peptide

R-HSA-109582: Hemostasis

G0:0071363: cellular response to growth factor stimulus
WP3859: TGF-beta signaling in thyroid cells for epithelial-mesenchymal transition
hsa05418: Fluid shear stress and atherosclerosis
G0:0043408: regulation of MAPK cascade

G0:0001934: positive regulation of protein phosphorylation

GO0:0042063: gliogenesis
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Figura 11. Enriquecimiento funcional de los genes que codifican las 59
proteinas identificadas como desreguladas en nefropatia diabética. En el
recuadro rojo se destaca la via de sefalizacion AGE-RAGE en complicaciones

diabéticas (p < 0.05).
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Figura 12. Funciones moleculares, vias y procesos biolégicos enriquecidos
en el grupo de proteinas identificadas.

Figura 13. Agrupacion de proteinas desreguladas en la nefropatia diabética,
identificadas en la revision sistematica, por los procesos patolégicos que
ocurren en esta enfermedad. En el diagrama de Venn se sefalan la cantidad de
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las proteinas desreguladas identificadas que se encuentran asociadas a los
diferentes procesos caracteristicos de la ND.

Tabla 3. Proteinas desreguladas en ND, identificadas en este trabajo, que
participan simultaneamente en los procesos de inflamacién, fibrosis e
hipertrofia observados en esta patologia y su funcion.

1

Gen Proteina Clasificacion Funcién

STAT3 Signal transducer | Factor de | Transductor de sefiales y
and activator of | transcripcion activador de la transcripcion
transcription 3 de interleucinas y factores de

crecimiento-

PFN2 Profilin-2 Proteina Se une a actina y afecta la

estructural estructura del citoesqueleto.

TJP1 Tight junction | Adhesion celular | Se une a las proteinas
protein ZO-1 transmembranales que

componen las  uniones
estrechas.

TGFB1 Transforming Citocina Regula el crecimiento y la
growth factor diferenciacion de diferentes
beta-1 proprotein tipos celulares y participa en

procesos como el desarrollo

y la funcién inmune.
SERPINE | Plasminogen Coagulacién Inhibidor de proteasas de
1 activator inhibitor | sanguinea serina.
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MMP9 Matrix Hidrolasa Protedlisis local de la MEC y
metalloproteinase en la migracion leucocitaria.
-9
MMP2 72 kDa type IV | Metaloproteasa | Remodelacion vascular,
collagenase angiogeénesis, reparacion
tisular, invasién tumoral,
inflamacién,  ruptura de
placas ateroesclerdticas y
degradacion de MEC.
Jun Transcription Factor de | Factor de transcripcion que
factor Jun transcripcion forma un heterodimero con
Fos y reconoce y se une a
AP-1.
JAK1 Tyrosine-protein | Transferasa Involucrada en la via de
kinase JAK1 sefalizacion IFN-
alfa/beta/gamma.
JAK2 Tyrosine-protein | Transferasa Involucrada en procesos de
kinase JAK2 crecimiento celular,
desarrollo, diferenciacion o
modificacion de histonas.
AGER Advanced Transporte y | Receptor de  superficie
glycosylation end | sefializacion celular que sensa sefales de
product-specific | celular estrés enddgeno y posee

receptor

diferentes  ligandos, €],
AGEs, proteinas S100 vy
HGMB1, beta amiloide,

acidos nucleicos, etc.
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De los resultados anteriores se infiri6 que estas 11 proteinas que participaban
simultaneamente en los principales procesos de la ND eran blancos potenciales de
la enfermedad. A continuacién, se realizd6 un mapa de calor comparando la
desregulacion de su expresion con la expresion en el rindon sano (Fig 14). La
mayoria de las proteinas desreguladas que participan en los tres procesos
(inflamacién/fibrosis/hipertrofia) se sobreexpresan en la ND a excepcion de TJP1,
que se encuentra reprimida (Fig 14). Las metaloproteasas MMP2 y MMP9 exhiben
un patron de regulacion inconsistente entre diferentes estudios (Krochmal, et al.,
2017; Nakatani, et al., 2012), lo que refleja su compleja funcion en las alteraciones
de la MEC durante la progresion de la enfermedad. Entre las proteinas
desreguladas también se identific6 a la proteina Janus cinasa 2 (JAK2) y al
transductor de sefales y activador de la transcripcién 3 (STAT3) (Fig. 14). Se ha
demostrado la sobreexpresion de los genes JAK-STAT en el glomérulo renal y otras
células del rindn en la fase temprana y durante la progresion de la ND, por lo que
JAK2 ha sido evaluada como blanco terapéutico por diferentes autores (Brosius, et
al., 2016). En consecuencia, nos propusimos también estudiar si JAK2 y STAT3
podrian ser regulados a través de interacciones con circRNAs-miRNAs y de esta

manera identificar nuevas moléculas con potencial terapéutico.

-
Counnzscas Rifidn sano Nefropatia diabética

Expresion relativaa GAPDH x10?2
Datos obtenidos de Human Protein Atlas

Figura 14. Expresion de las proteinas seleccionadas en este trabajo, que

participan en los tres procesos claves de la nefropatia diabética en tejido renal
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sano y con la patologia. El mapa de calor compara los niveles de expresion de
cada proteina en tejido renal sano (izquierda, basado en datos de The Human
Protein Atlas) contra su estado de regulaciéon en la ND (derecha). La expresion

relativa se normaliz6 con respecto a GAPDH (x102).

8.2 Construccion de la red de interaccion circRNA-miRNA-
MRNA de genes que codifican a JAK2 y STAT3

Una vez establecido que se iba a estudiar la modulacion de la expresion de JAK2 y
STATS3, se construy6 una red de interaccién entre los miRNAs que se expresan en
tejido renal y que tienen como blancos potenciales los MRNAs de JAK2 y STATS3,

asi como los circRNAs que pudieran secuestrar esos miRNAs.

Para ello, primero se identificaron los miRNAs que se unen a los mMRNAs de JAKZ2
y STAT3 mediante el analisis de 3 bases de datos especificas: TargetScan Human,
miRDB y miRTarbase. Con el fin de garantizar la fiabilidad de la construccion de
una red de interaccion miRNA-mRNA y un mayor grado de confianza en los
resultados, se seleccionaron inicialmente todos los miRNAs que interactuaban con
el mMRNA de JAK2 y STAT3 que habian sido reportados en al menos dos de las tres

bases de datos analizadas (Fig. 15).
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* JAK2 * STAT3

Target Scan Target Scan
Human Human
46 39
18 3 20 13
1 1
miRDB miTARbase miRDB miTARbase
3 26

BE iz 113 107

Regiones semillas 7 y 8 mers

Figura 15. Identificacién y validacion de miRNAs reguladores de JAK2 y
STAT3. Los diagramas de Venn representan la interseccion de miRNAs predichos
para JAK2 y STAT3 a partir de las bases de datos TargetScan Human, miRDB y
miRTarBAse. El analisis revel6 un miRNA consenso (en las tres bases de datos)
para JAK2 y 11 miRNAs consensos para STAT3. Se seleccionaron solamente los
miRNAs que cumplieron con los criterios de estabilidad termodinamica (Energia
libre de union <-10 kcal/mol) y presencia de regiones semilla 7mer u 8mer en su
interaccién con el mMRNA blanco.

Se verific6 mediante los servidores RNAUp y RNAHybrid que el grupo de
interacciones seleccionadas tuviera una energia libre de unién igual o menor a -10
kcal/mol y que ademas los miRNAs tuvieran regiones semilla de tipo 7mer u 8mer
(Fig. 15).

Las interacciones predichas es necesario comprobarlas experimentalmente, pero si
tenemos en cuenta lo infrecuente que es encontrar polimorfismos de un solo
nucledtido en las regiones semilla de los miRNAs (Saunders, et al., 2007) la mayoria
de las interacciones predichas deben ser funcionales y ocurrir in vitro. No obstante,
Si es necesario tener en cuenta las posibles variaciones que se pueden encontrar

en los elementos de respuesta a miRNAs (MREs), localizados en la region 3'UTR
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de los mRNAs, que si ocurren con mayor frecuencia, y aportan diversidad a la

regulacion de la expresidn génica in vivo mediante miRNAs (Saunders, et al., 2007).

Tabla 4. Interacciones potenciales entre circRNAs-miRNAs y el mRNA de JAK2 o ST/

identificadas en este trabajo

circRNAs

hsa_circ_0000075
hsa_circ_0018911
hsa_circ_0080151
hsa_circ_0057831
hsa_circ_0053933
hsa_circ_0005354
hsa_circ_0021371
hsa_circ_0025939
hsa_circ_0032673
hsa_circ_0047323
hsa_circ_0047869
hsa_circ_0075522
hsa_circ_0085321

hsa_circ_0083891
hsa_circ_0068843
hsa_circ_0062607
hsa_circ_0050803
hsa_circ_0047870
hsa_circ_0032676
hsa_circ_0004104
hsa_circ_0003600
hsa_circ_0003433
hsa_circ_0001559
hsa_circ_0000886
hsa_circ_0000557
hsa_circ_0100480

hsa_circ_0000906
hsa_circ_0001651
hsa_circ_0005566
hsa_circ_0006375
hsa_circ_0006633
hsa_circ_0023182
hsa_circ_0017361
hsa_circ_0008475
hsa_circ_0005252
hsa_circ_0004575
hsa_circ_0108756
hsa_circ_0113719
hsa_circ_0091024

mRNA miRNA
JAK2 hsa-miR-6848-3j
JAK2 hsa-miR-6843-3j

hsa_circ_0021371
hsa_circ_0023879
hsa_circ_0025939
hsa_circ_0045202
hsa_circ_0047323
hsa_circ_0047869
hsa_circ_0065908
hsa_circ_0075522
hsa_circ_0077983
hsa_circ_0083826
hsa_circ_0094768
hsa_circ_0109925
hsa_circ_0120090
hsa_circ_0120922
hsa_circ_0122966
hsa_circ_0123501
hsa_circ_0123502
hsa_circ_0125215
hsa_circ_0135813
hsa_circ_0134065
hsa_circ_0130795
hsa_circ_0130792
hsa_circ_0120925
hsa_circ_0108473
hsa_circ_0108132
hsa_circ_0053375
hsa_circ_0050803
hsa_circ_0047870
hsa_circ_0046429
hsa_circ_0043346
hsa_circ_0041190

hsa_circ_0005354
hsa_circ_0000530
hsa_circ_0000906
hsa_circ_0001651
hsa_circ_0003144
hsa_circ_0003343
hsa_circ_0004166
hsa_circ_0005399
hsa_circ_0005566
hsa_circ_0006375
hsa_circ_0006633
hsa_circ_0006856
hsa_circ_0007337
hsa_circ_0008145
hsa_circ_0008823
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0015800
hsa_circ_0083891
hsa_circ_0077978
hsa_circ_0077976
hsa_circ_0074639
hsa_circ_0073241
hsa_circ_0068843
hsa_circ_0066737
hsa_circ_0065912
hsa_circ_0062607
hsa_circ_0060898
hsa_circ_0056612
hsa_circ_0004104
hsa_circ_0003600
hsa_circ_0003433

hsa_circ_0012792
hsa_circ_0079149
hsa_circ_0000075
hsa_circ_0018911
hsa_circ_0058698
hsa_circ_0087641
hsa_circ_0080151
hsa_circ_0078059
hsa_circ_0056893
hsa_circ_0008706
hsa_circ_0008702
hsa_circ_0094964
hsa_circ_0106606
hsa_circ_0107113
hsa_circ_0109396
hsa_circ_0106826
hsa_circ_0098713
hsa_circ_0097896
hsa_circ_0095226
hsa_circ_0094769
hsa_circ_0094493
hsa_circ_0115539
hsa_circ_0114081
hsa_circ_0109788
hsa_circ_0042979
hsa_circ_0042421
hsa_circ_0042231
hsa_circ_0108756
hsa_circ_0124474
hsa_circ_0095047
hsa_circ_0000997
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hsa_circ_0040008
hsa_circ_0037744
hsa_circ_0005786

hsa_circ_0003079
hsa_circ_0002629

hsa_circ_0001559
hsa_circ_0005252

JAK2

hsa-miR-642b-5j

hsa_circ_0006894
hsa_circ_0009089
hsa_circ_0068103
hsa_circ_0003044

hsa_circ_0081182
hsa_circ_0068517
hsa_circ_0057831
hsa_circ_0006863

hsa_circ_0003776
hsa_circ_0054263
hsa_circ_0002878

JAK2

hsa-miR-100-3p

hsa_circ_0019144
hsa_circ_0020133
hsa_circ_0025498
hsa_circ_0025696
hsa_circ_0025939
hsa_circ_0030535
hsa_circ_0032118
hsa_circ_0034883
hsa_circ_0077506
hsa_circ_0032624
hsa_circ_0110396
hsa_circ_0006323
hsa_circ_0113535

hsa_circ_0118712
hsa_circ_0126751
hsa_circ_0136332
hsa_circ_0035443
hsa_circ_0005115
hsa_circ_0132923
hsa_circ_0000019
hsa_circ_0000190
hsa_circ_0002608
hsa_circ_0004100
hsa_circ_0005321
hsa_circ_0005469
hsa_circ_0006375

hsa_circ_0006552
hsa_circ_0006982
hsa_circ_0008841
hsa_circ_0010051
hsa_circ_0010059
hsa_circ_0015797
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0041418
hsa_circ_0099950
hsa_circ_0024402
hsa_circ_0029703
hsa_circ_0095486

JAK2

hsa-miR-2054

hsa_circ_0006532
hsa_circ_0008618
hsa_circ_0013442
hsa_circ_0013761
hsa_circ_0027364
hsa_circ_0027373
hsa_circ_0036462
hsa_circ_0039262
hsa_circ_0056112

hsa_circ_0031517
hsa_circ_0005171
hsa_circ_0002092
hsa_circ_0030067
hsa_circ_0002680
hsa_circ_0004393
hsa_circ_0015797
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0057518

hsa_circ_0071174
hsa_circ_0071186
hsa_circ_0090808
hsa_circ_0092908
hsa_circ_0057179
hsa_circ_0071363
hsa_circ_0088551
hsa_circ_0071082
hsa_circ_0056113

JAK2

hsa-miR-211-5p

hsa_circ_0117423
hsa_circ_0131120
hsa_circ_0071087
hsa_circ_0055851
hsa_circ_0040405
hsa_circ_0032969
hsa_circ_0023930
hsa_circ_0023922
hsa_circ_0023919
hsa_circ_0023895
hsa_circ_0021204

hsa_circ_0003600
hsa_circ_0003026
hsa_circ_0002669
hsa_circ_0002513
hsa_circ_0000665
hsa_circ_0023921
hsa_circ_0121187
hsa_circ_0119721
hsa_circ_0100067
hsa_circ_0094324
hsa_circ_0092656

hsa_circ_0008115
hsa_circ_0007630
hsa_circ_0006969
hsa_circ_0004442
hsa_circ_0004102
hsa_circ_0019072
hsa_circ_0010850
hsa_circ_0010150
hsa_circ_0094307
hsa_circ_0020524

JAK2

hsa-miR-380-3p

hsa_circ_0031319
hsa_circ_0114043
hsa_circ_0031517
hsa_circ_0007728
hsa_circ_0008666
hsa_circ_0034867
hsa_circ_0064515
hsa_circ_0035366

hsa_circ_0053439
hsa_circ_0053440
hsa_circ_0056526
hsa_circ_0058686
hsa_circ_0059935
hsa_circ_0063614
hsa_circ_0032940
hsa_circ_0035365

hsa_circ_0002501
hsa_circ_0000096
hsa_circ_0018343
hsa_circ_0040784
hsa_circ_0044952
hsa_circ_0047301

JAK2

hsa-miR-5580-5j

hsa_circ_0093061
hsa_circ_0133551
hsa_circ_0127263
hsa_circ_0127261
hsa_circ_0122715
hsa_circ_0122389
hsa_circ_0122358
hsa circ 0121561

hsa_circ_0018003
hsa_circ_0029384
hsa_circ_0035392
hsa_circ_0037773
hsa_circ_0042432
hsa_circ_0042434
hsa_circ_0132437
hsa circ 0138267

hsa_circ_0090178
hsa_circ_0090308
hsa_circ_0090614
hsa_circ_0092558
hsa_circ_0092902
hsa_circ_0083107
hsa_circ_0092656
hsa circ 0092655
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hsa_circ_0112588
hsa_circ_0105836
hsa_circ_0005609
hsa_circ_0035442
hsa_circ_0035032
hsa_circ_0030604
hsa_circ_0028130
hsa_circ_0017701
hsa_circ_0016470
hsa_circ_0012754

hsa_circ_0121236
hsa_circ_0076080
hsa_circ_0082141
hsa_circ_0082150
hsa_circ_0082151
hsa_circ_0083501
hsa_circ_0085258
hsa_circ_0085264
hsa_circ_0088804
hsa_circ_0088865

hsa_circ_0004470
hsa_circ_0132439
hsa_circ_0138001
hsa_circ_0118612
hsa_circ_0116329
hsa_circ_0116328
hsa_circ_0070753
hsa_circ_0112926

JAK2

hsa-miR-548aw

hsa_circ_0011542
hsa_circ_0011543
hsa_circ_0094167
hsa_circ_0096733
hsa_circ_0091586
hsa_circ_0091587
hsa_circ_0091630
hsa_circ_0093731
hsa_circ_0094147
hsa_circ_0094148
hsa_circ_0094150
hsa_circ_0097870
hsa_circ_0101390
hsa_circ_0107811
hsa_circ_0111575

hsa_circ_0008618
hsa_circ_0007282
hsa_circ_0007581
hsa_circ_0018881
hsa_circ_0029398
hsa_circ_0040652
hsa_circ_0041412
hsa_circ_0046849
hsa_circ_0052695
hsa_circ_0052940
hsa_circ_0075797
hsa_circ_0079894
hsa_circ_0081884
hsa_circ_0091585
hsa_circ_0122027

hsa_circ_0114507
hsa_circ_0116578
hsa_circ_0116579
hsa_circ_0117067
hsa_circ_0134829
hsa_circ_0135900
hsa_circ_0133750
hsa_circ_0125501
hsa_circ_0125502
hsa_circ_0126969
hsa_circ_0129069
hsa_circ_0130853
hsa_circ_0132965

JAK2

hsa-miR-135a-5j

hsa_circ_0005804
hsa_circ_0005505
hsa_circ_0003304
hsa_circ_0002048
hsa_circ_0001966
hsa_circ_0001403
hsa_circ_0012836
hsa_circ_0013163
hsa_circ_0117083
hsa_circ_0007303
hsa_circ_0007817
hsa_circ_0017158
hsa_circ_0017635
hsa_circ_0018178
hsa_circ_0008706
hsa_circ_0068247
hsa_circ_0047398

hsa_circ_0006952
hsa_circ_0034661
hsa_circ_0005469
hsa_circ_0053393
hsa_circ_0061726
hsa_circ_0075650
hsa_circ_0075657
hsa_circ_0056178
hsa_circ_0006877
hsa_circ_0006888
hsa_circ_0007191
hsa_circ_0090223
hsa_circ_0091203
hsa_circ_0072490
hsa_circ_0072430
hsa_circ_0072003
hsa_circ_0024096

hsa_circ_0020460
hsa_circ_0029839
hsa_circ_0035431
hsa_circ_0058182
hsa_circ_0060065
hsa_circ_0061279
hsa_circ_0077789
hsa_circ_0079943
hsa_circ_0083063
hsa_circ_0007083
hsa_circ_0048019
hsa_circ_0000190
hsa_circ_0000847
hsa_circ_0004982
hsa_circ_0004994
hsa_circ_0018180

JAK2

hsa-miR-135b-5j

hsa_circ_0029839
hsa_circ_0035431
hsa_circ_0058182
hsa_circ_0060065
hsa_circ_0061279
hsa_circ_0091203
hsa_circ_0072490
hsa_circ_0072430
hsa_circ_0072003
hsa_circ_0068247
hsa_circ_0047398
hsa_circ_0024096
hsa_circ_0018180
hsa_circ_0008706
hsa_circ_0007083
hsa_circ_0005804
hsa circ_ 0003304

hsa_circ_0004982
hsa_circ_0004994
hsa_circ_0006877
hsa_circ_0006888
hsa_circ_0007191
hsa_circ_0007303
hsa_circ_0077789
hsa_circ_0079943
hsa_circ_0083063
hsa_circ_0090223
hsa_circ_0001403
hsa_circ_0012836
hsa_circ_0013163
hsa_circ_0117083
hsa_circ_0002048
hsa_circ_0001966
hsa circ_ 0005505

hsa_circ_0006952
hsa_circ_0034661
hsa_circ_0005469
hsa_circ_0053393
hsa_circ_0007817
hsa_circ_0017158
hsa_circ_0017635
hsa_circ_0018178
hsa_circ_0020460
hsa_circ_0061726
hsa_circ_0075650
hsa_circ_0075657
hsa_circ_0056178
hsa_circ_0048019
hsa_circ_0000190
hsa_circ_0000847

72




JAK2

hsa-miR-4468

hsa_circ_0015026
hsa_circ_0015027
hsa_circ_0015989
hsa_circ_0024981
hsa_circ_0024994
hsa_circ_0031655
hsa_circ_0084552

hsa_circ_0054139
hsa_circ_0038613
hsa_circ_0013663
hsa_circ_0115262
hsa_circ_0113001
hsa_circ_0103652
hsa_circ_0092911

hsa_circ_0006302
hsa_circ_0007767
hsa_circ_0007853
hsa_circ_0065336
hsa_circ_0060491
hsa_circ_0057884
hsa_circ_0002153

JAK2

hsa-miR-1468-3|

hsa_circ_0126765
hsa_circ_0128904
hsa_circ_0130502
hsa_circ_0130503
hsa_circ_0130511
hsa_circ_0137363
hsa_circ_0138379
hsa_circ_0130510
hsa_circ_0077746
hsa_circ_0077776
hsa_circ_0078139
hsa_circ_0079894

hsa_circ_0091586
hsa_circ_0113338
hsa_circ_0114367
hsa_circ_0115096
hsa_circ_0116080
hsa_circ_0118753
hsa_circ_0122027
hsa_circ_0122914
hsa_circ_0125818
hsa_circ_0125820
hsa_circ_0073547
hsa_circ_0081884

hsa_circ_0140158
hsa_circ_0032438
hsa_circ_0021801
hsa_circ_0029874
hsa_circ_0091587
hsa_circ_0099201
hsa_circ_0100800
hsa_circ_0105947
hsa_circ_0127403
hsa_circ_0091585

JAK2

hsa-miR-197-3p

hsa_circ_0088246
hsa_circ_0002702
hsa_circ_0015433
hsa_circ_0015434
hsa_circ_0036462
hsa_circ_0048687
hsa_circ_0054894

hsa_circ_0120835
hsa_circ_0124247
hsa_circ_0109146
hsa_circ_0106689
hsa_circ_0105718
hsa_circ_0076080
hsa_circ_0039326

hsa_circ_0090259
hsa_circ_0097680
hsa_circ_0105616
hsa_circ_0006028
hsa_circ_0004888
hsa_circ_0008170
hsa_circ_0116088

JAK2

hsa-miR-6826-3j

hsa_circ_0132965
hsa_circ_0133316
hsa_circ_0133317
hsa_circ_0137576
hsa_circ_0139262
hsa_circ_0136350
hsa_circ_0135386
hsa_circ_0108973
hsa_circ_0104926
hsa_circ_0091281
hsa_circ_0062435
hsa_circ_0024281
hsa_circ_0008967
hsa_circ_0007808
hsa_circ_0136351

hsa_circ_0074136
hsa_circ_0078128
hsa_circ_0079836
hsa_circ_0081890
hsa_circ_0087888
hsa_circ_0093061
hsa_circ_0093992
hsa_circ_0095882
hsa_circ_0125685
hsa_circ_0129797
hsa_circ_0129798
hsa_circ_0130922
hsa_circ_0130917
hsa_circ_0116251
hsa_circ_0108977

hsa_circ_0105998
hsa_circ_0106606
hsa_circ_0111566
hsa_circ_0111888
hsa_circ_0115837
hsa_circ_0118543
hsa_circ_0120540
hsa_circ_0123300
hsa_circ_0130923
hsa_circ_0098670
hsa_circ_0098671
hsa_circ_0105988
hsa_circ_0124095

JAK2

hsa-miR-5582-3

hsa_circ_0010049
hsa_circ_0007442
hsa_circ_0005505
hsa_circ_0002043
hsa_circ_0020285
hsa_circ_0112998
hsa_circ_0111817
hsa_circ_0112441
hsa_circ_0113003
hsa_circ_0114399
hsa_circ_0117042
hsa_circ_0126289
hsa_circ_0127497
hsa_circ_0127498
hsa_circ_0127560
hsa_circ_0128319
hsa_circ_0128320

hsa_circ_0006086
hsa_circ_0011542
hsa_circ_0031678
hsa_circ_0061878
hsa_circ_0072725
hsa_circ_0089939
hsa_circ_0095695
hsa_circ_0103604
hsa_circ_ 0103762
hsa_circ_0125513
hsa_circ_0130153
hsa_circ_0132623
hsa_circ_0135500
hsa_circ_0077292
hsa_circ_0077079
hsa_circ_0119572
hsa circ 0119578

hsa_circ_0066230
hsa_circ_0053064
hsa_circ_0053046
hsa_circ_0044898
hsa_circ_0042421
hsa_circ_0030372
hsa_circ_0025493
hsa_circ_0021781
hsa_circ_0020524
hsa_circ_0019774
hsa_circ_0010808
hsa_circ_0010052
hsa_circ_0065174
hsa_circ_0065172
hsa_circ_0074472
hsa_circ_0112476
hsa_circ 0084464
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hsa_circ_0128321
hsa_circ_0128904
hsa_circ_0131185
hsa_circ_0134826
hsa_circ_0120368

hsa_circ_0119579
hsa_circ_0122575
hsa_circ_0122576
hsa_circ_0123431
hsa_circ_0132606

hsa_circ_0072305
hsa_circ_0039279
hsa_circ_0125478
hsa_circ_0132605
hsa_circ_0120922

JAK2

hsa-let-7a-3p

hsa_circ_0135849
hsa_circ_0003234
hsa_circ_0032108
hsa_circ_0006148

hsa_circ_0025896
hsa_circ_0030793
hsa_circ_0036984
hsa_circ_0004776

hsa_circ_0003410
hsa_circ_0024279
hsa_circ_0094976
hsa_circ_0013232

JAK2

hsa-miR-568

hsa_circ_0074816
hsa_circ_0046429
hsa_circ_0027033
hsa_circ_0007798
hsa_circ_0006160
hsa_circ_0005420
hsa_circ_0000817

hsa_circ_0002665
hsa_circ_0076948
hsa_circ_0000111
hsa_circ_0000153
hsa_circ_0003739
hsa_circ_0069443
hsa_circ_0077983

hsa_circ_0084464
hsa_circ_0081891
hsa_circ_0077976
hsa_circ_0006856
hsa_circ_0027464
hsa_circ_0057518
hsa_circ_0084171

JAK2

hsa-miR-101-3p

hsa_circ_0003776
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0056734
hsa_circ_0088246
hsa_circ_0065265

hsa_circ_0000290
hsa_circ_0001398
hsa_circ_0006619
hsa_circ_0001479
hsa_circ_0047885

hsa_circ_0001554
hsa_circ_0002096
hsa_circ_0061721
hsa_circ_0085045
hsa_circ_0039927

JAK2

hsa-miR-375

hsa_circ_0032969
hsa_circ_0058530
hsa_circ_0078059
hsa_circ_0078465

hsa_circ_0001392
hsa_circ_0002073
hsa_circ_0004576
hsa_circ_0005229

hsa_circ_0006371
hsa_circ_0032731
hsa_circ_0014186

STAT3

hsa-miR-20a-5p

hsa_circ_0007625
hsa_circ_0007775
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0007996
hsa_circ_0008068
hsa_circ_0008087
hsa_circ_0008112

hsa_circ_0001345
hsa_circ_0002210
hsa_circ_0002926
hsa_circ_0003504
hsa_circ_0003984
hsa_circ_0005387
hsa_circ_0006741

hsa_circ_0008534
hsa_circ_0009910
hsa_circ_0011201
hsa_circ_0007112
hsa_circ_0007509

STAT3

hsa-miR-106b-5

hsa_circ_0006741
hsa_circ_0007032
hsa_circ_0007112
hsa_circ_0007509
hsa_circ_0007625
hsa_circ_0007775
hsa_circ_0065898
hsa_circ_0073027
hsa_circ_0073659
hsa_circ_0077430
hsa_circ_0078363
hsa_circ_0085045
hsa_circ_0086742
hsa_circ_0086743
hsa_circ_0089952

hsa_circ_0008112
hsa_circ_0009910
hsa_circ_0013171
hsa_circ_0015797
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0015800
hsa_circ_0018456
hsa_circ_0024865
hsa_circ_0028130
hsa_circ_0029913
hsa_circ_0030067
hsa_circ_0031433
hsa_circ_0036984
hsa_circ_0044941
hsa_circ_0046132

hsa_circ_0002210
hsa_circ_0002926
hsa_circ_0003984
hsa_circ_0005085
hsa_circ_0005387
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0007996
hsa_circ_0008068
hsa_circ_0008087
hsa_circ_0047959
hsa_circ_0061878
hsa_circ_0056704

STAT3

hsa-miR-298

hsa_circ_0004482
hsa_circ_0004692
hsa_circ_0005252
hsa_circ_0005986
hsa_circ_0006302
hsa_circ_0007945
hsa_circ_0031011
hsa circ 0031655

hsa_circ_0070637
hsa_circ_0072305
hsa_circ_0074719
hsa_circ_0078626
hsa_circ_0082612
hsa_circ_0083470
hsa_circ_0083891
hsa circ 0087749

hsa_circ_0000448
hsa_circ_000669
hsa_circ_0000906
hsa_circ_0001436
hsa_circ_0002554
hsa_circ_0002702
hsa_circ_0003273
hsa circ 0058530
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hsa_circ_0032252
hsa_circ_0036365
hsa_circ_0036441
hsa_circ_0047959
hsa_circ_0054296
hsa_circ_0054309
hsa_circ_0057799
hsa_circ_0013082
hsa_circ_0020670

hsa_circ_0089277
hsa_circ_0089973
hsa_circ_0014088
hsa_circ_0017310
hsa_circ_0017647
hsa_circ_0019057
hsa_circ_0008417
hsa_circ_0010096
hsa_circ_0021867

hsa_circ_0061179
hsa_circ_0064840
hsa_circ_0065336
hsa_circ_0068809
hsa_circ_0068837
hsa_circ_0068916
hsa_circ_0010527
hsa_circ_0010530

STAT3

hsa-miR-519d-3j

hsa_circ_0006281
hsa_circ_0006696
hsa_circ_0006894
hsa_circ_0007625
hsa_circ_0009089
hsa_circ_0015797
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0015800

hsa_circ_0044941
hsa_circ_0057282
hsa_circ_0057283
hsa_circ_0073027
hsa_circ_0074004
hsa_circ_0075748
hsa_circ_0078619
hsa_circ_0090223

hsa_circ_0001345
hsa_circ_0001400
hsa_circ_0003504
hsa_circ_0018456
hsa_circ_0028130
hsa_circ_0030067

STAT3

hsa-miR-371b-3j

hsa_circ_0028031
hsa_circ_0057870
hsa_circ_0059304
hsa_circ_0059661

hsa_circ_0003820
hsa_circ_0005442
hsa_circ_0005595
hsa_circ_0068774

hsa_circ_0007112
hsa_circ_0015749
hsa_circ_0001330
hsa_circ_0002702

STAT3

hsa-miR-20b-5p

hsa_circ_0003504
hsa_circ_0003984
hsa_circ_0005387
hsa_circ_0006696
hsa_circ_0009910
hsa_circ_000674
hsa_circ_0007112

hsa_circ_0007775
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0007996
hsa_circ_0008068
hsa_circ_0008087
hsa_circ_0008112
hsa_circ_00085341

hsa_circ_0001345
hsa_circ_0001377
hsa_circ_0002210
hsa_circ_0002926
hsa_circ_0007509
hsa_circ_0007625

STAT3

hsa-miR-17-5p

hsa_circ_0008068
hsa_circ_0008087
hsa_circ_0008112
hsa_circ_0009910
hsa_circ_0061878
hsa_circ_0065898
hsa_circ_0073027
hsa_circ_0073659
hsa_circ_0075748
hsa_circ_0077430
hsa_circ_0078363
hsa_circ_0078619
hsa_circ_0086742
hsa_circ_0086746
hsa_circ_0089952
hsa_circ_0056704

hsa_circ_0015797
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0015800
hsa_circ_0018456
hsa_circ_0023879
hsa_circ_0024865
hsa_circ_0028130
hsa_circ_0029913
hsa_circ_0030067
hsa_circ_0043183
hsa_circ_0044941
hsa_circ_0047959
hsa_circ_0056178
hsa_circ_0006741
hsa_circ_0006696
hsa_circ_0011201

hsa_circ_0007032
hsa_circ_0007112
hsa_circ_0007149
hsa_circ_0007509
hsa_circ_0007525
hsa_circ_0007775
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0007996
hsa_circ_0001345
hsa_circ_0001377
hsa_circ_0002210
hsa_circ_0003504
hsa_circ_0003984
hsa_circ_0005085
hsa_circ_0005387

STAT3

hsa-miR-106a-5|

hsa_circ_0011201
hsa_circ_0015797
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0015800
hsa_circ_0018456
hsa_circ_0030067
hsa_circ_0043183
hsa_circ_0044941
hsa_circ_0047959
hsa_circ_0073659
hsa_circ_0075748
hsa_circ_0077430
hsa circ 0086742

hsa_circ_0005387
hsa_circ_0006696
hsa_circ_0006741
hsa_circ_0007032
hsa_circ_0007112
hsa_circ_0007509
hsa_circ_0007625
hsa_circ_0007775
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0023879
hsa_circ_0024865
hsa_circ_0028130
hsa circ 0029913

hsa_circ_0007996
hsa_circ_0008068
hsa_circ_0008087
hsa_circ_0008112
hsa_circ_0009910
hsa_circ_0001345
hsa_circ_0001377
hsa_circ_0002210
hsa_circ_0003504
hsa_circ_0003984
hsa_circ_0005085
hsa_circ_0078363
hsa circ 0078619
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hsa_circ_0086743
hsa_circ_0089952
hsa_circ_0073027

hsa_circ_0056178
hsa_circ_0056704
hsa_circ_0065898

hsa_circ_0061878

STAT3

hsa-miR-125a-5j

hsa_circ_0007017
hsa_circ_0007466
hsa_circ_0008041
hsa_circ_0012792
hsa_circ_0013232
hsa_circ_0032969
hsa_circ_0036240
hsa_circ_0063410
hsa_circ_0084878

hsa_circ_0000039
hsa_circ_0001006
hsa_circ_0001769
hsa_circ_0002917
hsa_circ_0004456
hsa_circ_0005229
hsa_circ_0005243
hsa_circ_0005442
hsa_circ_0006493

hsa_circ_0008573
hsa_circ_0008706
hsa_circ_0009134
hsa_circ_0067091
hsa_circ_0011543
hsa_circ_0006873
hsa_circ_0011542
hsa_circ_0091089
hsa_circ_0020670

STAT3

hsa-miR-93-5p

hsa_circ_0029913
hsa_circ_0030067
hsa_circ_0031433
hsa_circ_0044941
hsa_circ_0046132
hsa_circ_0047959
hsa_circ_0053393
hsa_circ_0056178
hsa_circ_0056704
hsa_circ_0061878
hsa_circ_0073027
hsa_circ_0073659
hsa_circ_0074719
hsa_circ_0077430

hsa_circ_0003984
hsa_circ_0005085
hsa_circ_0005387
hsa_circ_0006696
hsa_circ_0006741
hsa_circ_0007509
hsa_circ_0007625
hsa_circ_0007775
hsa_circ_0007776
hsa_circ_0007996
hsa_circ_0008068
hsa_circ_0008087
hsa_circ_0008534
hsa_circ_0009910

hsa_circ_0018456
hsa_circ_0024865
hsa_circ_0028130
hsa_circ_0001345
hsa_circ_0001400
hsa_circ_0002210
hsa_circ_0002926
hsa_circ_0090223
hsa_circ_0015800
hsa_circ_0015798
hsa_circ_0013171
hsa_circ_0015797
hsa_circ_0078619
hsa_circ_0078363

STAT3

hsa-miR-21-5p

hsa_circ_0069399
hsa_circ_0077416
hsa_circ_0083756
hsa_circ_0089277
hsa_circ_0035443
hsa_circ_0042098

hsa_circ_0018600
hsa_circ_0020998
hsa_circ_0028130
hsa_circ_0030131
hsa_circ_0043121
hsa_circ_0007411

hsa_circ_0061657
hsa_circ_0062685
hsa_circ_0004267
hsa_circ_0005966

Posteriormente, se explord cuales circRNAs reportados previamente pudieran

actuar como "esponjas" moleculares de los miRNAs predichos (Tabla 4). Para ello,

se consultaron las bases de datos circBase, CIRCpedia v2 y Circinteractome. Como

resultado se identificaron 20 y 11 miRNAs que interactuaban potencialmente con el

MmRNA de JAK2 y de STATS3, respectivamente, y que también interactuaban con
circRNAs (Tabla 4).

Se identificaron 708 circRNAs que potencialmente interactuaban con miRNAs que

tenian como blanco a JAK2, formando una red con 17 nodos distintos centrados
alrededor de los miRNAs miR-1468-3p, miR-5580-5p, miR-548-aw, miR-6826-3p,
miR-5582-3p, miR-568, miR-100-3p, miR-6848-3p, miR-6843-3p, miR-380-3p, miR-
7a-3p, miR-135a-3p (y miR-135b-5p), miR-101-3p, miR-4468, miR-197-3p, miR-
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211-5p y miR-345 (Fig. 16). De manera similar, nuestra investigacion revelé 318
circRNAs que interactuan potencialmente con 11 miRNAs que reconocian a STAT3
formando 5 nodos (Fig. 16). En particular, se descubrié que las redes de interaccion
circRNA-miRNA-mRNA de JAKZ2 y STAT3 estaban interconectadas mediante la
participacion de 29 circRNAs (Fig. 16). Por ejemplo, el hsa_circ_0007776 se
identific6 como un nodo que interactua con miRNAs que tienen como blancos a
JAK2 y STAT3, como hsa-miR-101-3p (JAK2) y hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-106a-
5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-20a-5p y hsa-miR-20b-5p (STAT3).
También se observd que el hsa_circ_ 0061878 interactua potencialmente con los
mMiRNAs hsa-miR-5582-3p (JAK2) y con hsa-miR-106b-5p, miR-106a-5p hsa-miR-
17-5p, hsa-miR-93-5p (STAT3). De manera similar, hsa_circ 0028130 mostro
interacciones con los miRNAs hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-17-5p,
hsa-miR-93-5p (STAT3) y con hsa-miR-5580-5p (JAK2). Por ultimo, hsa_circ-
0032969 interactud con hsa-miR-375 y hsa-miR-211-5p (JAK2), asi como con hsa-
miR-125a-5p (STAT3).

Adicionalmente, se construyd la red de interaccion entre los miRNAs que tenian
como blanco los mRNAs de los genes que codifican el resto de las 11 proteinas
desreguladas en ND y que participan simultdaneamente en los procesos de fibrosis,
inflamacion e hipertrofia renal. Se encontrd que esta red tiene 2492 nodos y 7003
aristas (Fig. 17). Estos resultados muestran las multiples interacciones que pueden
establecerse en la regulacion de la expresion de proteinas en el tejido renal en la
ND. Por otra parte, la identificacion in silico de esta red de interaccion constituye
una base de conocimientos para, en un futuro, estudiar como cada una de estas

proteinas pudiera ser regulada a través de miRNAs y circRNAs en la ND.
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Figura 16. Red de interaccion circRNA-miRNA-mRNA de los genes que
codifican a JAK2 y STAT3. Los mRNAs de JAK2 y STAT3 se presentan en azul
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marino y verde, respectivamente, mientras que los miRNAs se ilustran en naranja.
Los circRNAs que interconectan a JAK2 y STAT3 se representan en rosa y el resto
de ellos en color celeste.
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Figura 17. Red de interaccion miRNA-mRNA de los genes que codifican a
proteinas, identificadas en este trabajo, que participan simultaneamente en
los procesos de fibrosis, inflamacién e hipertrofia que ocurren en la ND. En
rosa y numerados se sefialan los mRNAs de los genes PFN2 (1), TJP1 (2), TGFB1
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(3), Serpine1 (4), MMP9 (5), MMP2 (6), Jun (7), JAK1 (8) y AGER (9); mientras que
en azul claro se representan los miRNAs que potencialmente interactuan con ellos.

8.3 Seleccion del miRNA candidato

Para seleccionar el mejor miRNA candidato para proseguir con el analisis
experimental, se buscé evidencia cientifica en la literatura acerca de miRNAs que

hayan sido validados como reguladores de JAK2 en otros contextos patoldgicos.

Como resultado, se selecciond el miRNA-375 para continuar el estudio porque su
interaccion con el mMRNA de JAKZ2 esta validada experimentalmente en diversos
tejidos celulares como tejido prostatico, pancreatico, gastrico y mamario, y
particularmente en cancer gastrico (Ding, et al., 2010). Esta evidencia respalda que
la interaccion miRNA-375-mRNA de JAKZ2 es conservada en diferentes 6rganos y
tejidos. Por otra parte, el miRNA-375 se expresa en tejido renal, incluida la linea

celular HEK293, la cual es el modelo biologico de interés (Fig.18).

15k
» 10k
o
=
w

{idney
Figura 18. Expresion del miRNA-375 en rindn humano. Dato obtenido de miRNA
Tissue Atlas.
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8.4 Seleccion de circRNAs candidatos

La busqueda de los circRNas que interactuan con el miRNA-375 en la base de datos
CIRCpedia v2 reveld que 37 circRNAs potencialmente se unen a él. De ellos
solamente 11 circRNAs se expresan en tejido renal y otros 7 que aunque no se

expresan en el rifidn si lo hacen sus genes parentales (Tabla 5, Fig. 19).

Tabla 5. RNA circulares que interactuan potencialmente con el miRNA-375y
que sus genes parentales o ellos se expresan en tejido renal

circRNAs que
potencialmente
interactian con miRNA-

circRNAs expresados
en tejido renal

circRNAs cuyo gen
parental es expresado
en tejido renal

375

hsa_circ_0006371
hsa_circ_0070962
hsa_circ_0032731
hsa_circ_0032969
hsa_circ_0058530
hsa_circ_0078059
hsa_circ_0078465
hsa_circ_ 0014186
hsa_circ_0005229
hsa_circ_0098465
hsa_circ_0098466
hsa_circ_0001392
hsa_circ_0002073
hsa_circ_0004576
hsa_circ_0025868
hsa_circ_0039350
hsa_circ_0036032
hsa_circ_0085076
hsa_circ_0056333
hsa_circ_0069980
hsa_circ_0106572
hsa_circ_ 0114399
hsa_circ_0002073
hsa_circ_0002389
hsa circ 0045229

hsa_circ_0006371
hsa_circ_0032731
hsa_circ_0032969
hsa_circ_0058530
hsa_circ_0078059
hsa_circ_0078465
hsa_circ_0014186
hsa_circ_0005229
hsa_circ_0001392
hsa_circ_0002073
hsa_circ_0004576

hsa_circ_0025868
hsa_circ_0039350
hsa_circ_0036032
hsa_circ_0085076
hsa_circ_0070962
hsa_circ_0056333
hsa_circ_0069980
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hsa_circ_0062535
hsa_circ_0062536
hsa_circ_0093487
hsa_circ_0095359
hsa_circ_0097614
hsa_circ_0108697
hsa_circ_ 0110818
hsa_circ_ 0115150
hsa_circ_0117260
hsa_circ_0125342
hsa_circ_0139059
hsa_circ_0139073

A partir del analisis de los parametros termodinamicos de union circRNA-miRNA
(energia libre de unién < -4 kCal/mol; energia libre minima <42 kCal/mol y regiones
semilla de 7 y 8mers) se seleccionaron cinco circRNAs candidatos expresados en
tejido renal que eran capaces de establecer interacciones estables para analizar su
expresion en las condiciones experimentales ensayadas (Fig. 19). Los circRNAs
seleccionados fueron: hsa_circ 0014186, hsa_circ 0001392, hsa_circ_0004576,
hsa_circ_0032969 y hsa_circ_0078465.También se seleccionaron, para realizar el
analisis experimental, cuatro circRNAs (0025868, 0039350, 0036032 y 0085076)
que se unian al miRNA-375, que aunque no se expresaban en tejido renal, si se

expresaban sus genes parentales.
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20 80 100
lue

1
2 hsa_circ_0005229
3
4 hsa_circ_0002073
5
6 hsa_circ_0006371
7 hsa_circ_0032731
8
9 hsa_circ_0058530
1ohsa_circ_0078059

1

Expresion Renal x 102
Datos obtenidos de CircAtlas

c
@
i}

=

Figura 19. Expresion renal de los circRNAs que interactuan con el miRNA-375.
El mapa de calor que ilustra la expresion renal se multiplico por 102. En color café
se marcan los circRNAs seleccionados para realizar el analisis experimental. Los

datos se obtuvieron de CircAtlas.

8.5 Analisis de la expresion de JAKZ2, STAT3, RAGE, y

proteinas de la matriz extracelular

Se cuantifico mediante RT-PCR la expresion de AGER, JAK2, STAT3, colageno 4
(COL4A1), y fibronectina 1 (FN1) en las células AD293 expuestas a diferentes
condiciones experimentales (glucosa 5.5 mM, glucosa 30 mM o glucosa 30 mM mas
AGEs de lisina, CML 50 yg/ml) durante 2, 24 y 48h.

La expresion de RAGE mostré una tendencia a incrementarse a medida que
transcurria el tiempo de tratamiento de 2 a 48h, siendo significativamente (p<0.05)
mayor a las 24-48h en presencia de glucosa y AGEs de lisina, lo cual significa que
se activo el eje AGE-RAGE desde las 2 horas de tratamiento y por tanto, estabamos

en condiciones de analizar la expresion del resto de los genes (Fig. 20).
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La expresion de FN1 y COL4A1 también mostré un incremento considerable en
presencia de glucosa 30 mM y CML durante 48 horas, con cambios de expresion
estadisticamente significativos en comparacion con la ocurrida en las células
cultivadas en las condiciones control (p < 0.05) (Fig. 20). Sin embargo, la expresién
de fibronectina disminuye en el transcurso del tiempo para incrementarse ligera pero
significativamente con respecto al control (p<0.05) a las 48h de tratamiento con
glucosa 30 mM mas CML (Fig. 20). Por otro lado, la expresion de colageno aunque
se incremento en presencia de glucosa 30 mM mas CML a las 2h de tratamiento,
su expresion comienza disminuir en el tiempo y no mostré cambios significativos en
respuesta al incremento de la concentracién de glucosa y la adicién de AGEs de
lisina (CML) durante 48 horas (p = 0.05) (Fig. 20).

Estos resultados pueden sugerir que hay una respuesta temprana al incremento de
las concentraciones de glucosa y la presencia de AGEs de lisina pero que tal vez
por un fendmeno de retroalimentacion negativa se inhibe la expresion de

fibronectina y colageno cuando el estimulo es mantenido en el tiempo.
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Expresion relativa al control

Welch's ANOVA test

2.5

24h 48h

JAK2
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0.5+

Expresidn relativa al control

Expresidn relativa al contro

1 "

- N whE O o N @
1

Expresion relativa al control

FIBRONECTINA

2h 24h 48h
Welch's ANOVA

Expresion relativa al control

Media +/- E.E.

M Glucosa 30 mM
B Glucosa 30 mM +CML

COLAGENO

2h 24h 48h
Welch's ANOVA

Control endégeno: GAPDH
Grupo contral: Glucosa 5.5mM

o
1

24h 48h

Welch's ANOVA
Welch's ANOVA

Figura 20. Analisis de la expresion relativa respecto a la condicion control (glucosa
5.5 mM) de RAGE, FIBRONECTINA 1, JAK2, STAT3 y COLAGENO IV en células
AD293 expuestas a glucosa 30 mM o glucosa 30 mM mas CML (AGEs de lisina)
durante 2, 24 6 48 horas. La linea roja discontinua marca el valor umbral; valores por
encima o debajo de este punto, se considera un cambio de expresion respecto a la
condicion control (p < 0.05). La barra azul tratamiento glucosa 30 mM vy la verde glucosa
30 mM y CML (50 ug/ml).

La expresion de JAKZ en los grupos tratados con glucosa 30 mM o glucosa 30 mM
mas CML no se modificd con respecto al control en las primeras 2 a 24 h (Fig. 20).
Sin embargo, a las 48 h se incremento significativamente (p < 0.05) la expresion
con respecto al control en las dos condiciones ensayadas (Fig. 20). En el caso de

STAT3 su expresion en el grupo tratado con glucosa 30 mM aumento
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significativamente en comparacioén con el grupo control a las 2h, lo que indica el
impacto inicial de los niveles altos de glucosa sobre este gen, destacando la
expresion minima en el grupo de glucosa 30 mM mas CML, aunque, este ultimo
resultado también podria deberse a variaciones experimentales (Fig. 20). A las 24
h y 48 h de exposicion glucosa elevada y CML, la expresion de STAT3 disminuye
con respecto a las 2h pero es significativamente diferente de la expresion en el
grupo control (p < 0.05) sugiriendo que los niveles de STAT3 se mantienen elevados
durante toda la exposicion a las condiciones ensayadas y la resistencia del efecto y

por tanto de sus consecuencias.

Estos resultados sugieren que JAK2 y STAT3 podrian ser posibles blancos
terapéuticos en el contexto de la ND, ya que ellos participan en vias de sefalizacion
relacionadas con procesos de proliferacion, diferenciacién celular, apoptosis y
respuesta inmune en el proceso fisiopatologico de la ND (Li X, Wang Y, et al., 2018).
Sin embargo, seria necesario investigar los mecanismos por los cuales se modula
su expresion cuando se incrementan los niveles de glucosa, por lo que se explord
la posibilidad de que esta modulacion pudiera ser realizada por RNAs no

codificantes.

8.6 Analisis de la expresion del miRNA-375 en células de la
linea celular AD293 sometidas a altas concentraciones de
glucosa y AGEs de lisina (CML)

Es conocido que los miRNAs pueden modular la expresién génica al inhibir la
traduccion del mRNA o promover su degradacién. En este trabajo se identificd
mediante mineria de datos que el miIRNA-375 era capaz de interactuar
potencialmente con el MRNA de JAKZ2 (acapite 8.3 Resultados). Adicionalmente se
verificd que este miRNA se expresa en el rifidn en condiciones fisiologicas (Fig. 18)
y que ademas ha sido reportado que interactua con el mRNA de JAKZ2 en otros

procesos patologicos (Chen, et al., 2017; Wei, et al., 2017).
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Teniendo en cuenta que en este trabajo se encontrd que la expresion de JAKZ2 esta
incrementada a las 48h de exposicion a glucosa 30 mM y AGEs de lisina y que estas
condiciones son las que mas se asemejan a la hiperglucemia persistente que se
observa en los pacientes diabéticos se decidié analizar solamente la expresion del
mMiRNA-375 a dicho tiempo de exposiciéon. Los resultados obtenidos mostraron que
la expresion del miRNA-375 se reprimid en las células expuestas a glucosa 30 mM
y en glucosa 30 mM mas AGEs de lisina, con una expresion relativa con respecto a
la condicion control (glucosa 5.5 mM) estadisticamente significativa menor (p < 0.05)

sobre todo cuando se afiadian los AGEs de lisina (Fig. 21) .

miR-375/48h
Media +/- E.E.
* %
0.6- I M Glucosa 30 mM
B Glucosa 30 mM+CML
0.4-

Control endégeno : U6
Grupo control: Glucosa 5.5 mM

Expresion relativa al control

0.0-

48h

Welch T no pareado

Figura 21. Analisis de la expresion relativa del miRNA-375 en células de la
linea celular AD293 expuestas a glucosa 30 mM o glucosa 30 mM mas CML
(AGEs de lisina) durante 48 horas. Los datos estan representados como

expresion relativa con respecto a la de las células en condiciones de control
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(glucosa 5.5 mM) normalizadas contra la expresion del control endégeno (U6).

Estos resultados podrian explicar el incremento que se observa en la expresion de
JAKZ2, ya que si disminuye la expresion del miRNA-375, debe haber un incremento
en la cantidad de moléculas de mRNA de JAK2, que se detectan en la RT-PCR
como se pudo constatar en los resultados mostrados en la Fig. 20, ya que esas

moléculas no son capturadas por el miRNA.

La produccién (aumento o disminucion), estabilidad y funcion de los miRNAs puede
modificarse debido a factores externos como el estrés o la exposicion a sustancias
nocivas, pero también a mecanismos celulares como la regulacion epigenética, por
ejemplo, mediante la desacetilacion de histonas, o los cambios en la biogénesis de
los miRNAs durante enfermedades, sin que se conozca exactamente el mecanismo
por el cual ocurre, o porque son capturados por otros RNA no codificantes como los

RNA circulares o los largos no codificantes.

En este trabajo se decidio explorar si la disminucion de la expresiéon del miRNA-375
que observamos en las condiciones experimentales ensayadas pudiera deberse a

que esas moléculas son capturadas por RNA circulares (circRNAs).

8.7 La expresion de los circRNAs candidatos

Para corroborar preliminarmente la hipotesis de este trabajo, se midio la expresion
de los circRNAs 0014186, 0001392, 0004576, 0032969, 0078465, 0025868,
0036032, 0039350, y 0085076 en las células tratadas en las condiciones
mencionadas durante 48h. De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo,
esos nueve circRNAs interactuan potencialmente con el miRNA-375 (Tabla 4) Cinco
de los circRNAs mencionados se expresan en rindn en condiciones fisioldgicas
(0014186, 0001392, 0004576, 0032969 y 0078465) y los otros cuatro (0025868,
0036032, 0039350, y 0085076) no esta reportada su expresion en riiidn, pero si la

de sus genes parentales.
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Se encontroé que los circRNAs 0025868 y 0039350 incrementaron significativamente
(p< 0.05) su expresion con respecto al control en las condiciones de tratamiento
ensayadas (Fig. 22). Estas moléculas pudieran ser las responsables de la represion
del miRNA-375, pero para demostrarlo seria necesario silenciarlos en las mismas
condiciones de tratamiento y medir qué sucede con la expresion del miRNA 375 y
de JAK2.

Otro hallazgo fue la disminucion (p< 0.05) en los niveles de expresion de los
circRNAs 001392, 0032969, 0014186 y 0036032 cuando se incrementaban las
concentraciones de glucosa en el medio y/o adicionalmente se afiadia AGEs de
lisina en comparacioén con el grupo control (Fig. 22). Por otra parte, la expresion de
los circRNAs 0004576, 0078465 y 008576 en las dos variantes de tratamiento
utilizadas no se modific6 con respecto a la condicion control (Fig. 22). Estos
resultados sugirieron que esos siete circRNAs no son responsables de la represion

del miRNA-375 encontrada en este trabajo.

Sin embargo, es importante destacar que la disminucion de la expresion de los
circRNAs 001392, 0032969, 0014186 y 0036032 en las condiciones de tratamiento
con glucosa a 30 mM utilizadas permite proponer nuevas moléculas a las cuales se
les modifica su expresién durante los eventos de hiperglicemia y que habria que
estudiar en cuales mecanismos estan involucradas y/o verificar si son simplemente

marcadores de ese estado.
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Figura 22. Analisis de la expresion relativa de diferentes RNAs circulares en células
de la linea celular AD293 expuestas a glucosa 30 mM o glucosa 30 mM mas CML
(AGEs de lisina) durante 48 horas. Los datos estan representados como expresion
relativa en relacion con la de las células en condiciones control (glucosa 5.5 mM)
normalizadas contra la expresién del control endogeno (GAPDH). En el eje de las
ordenadas se muestra el nombre de cada uno de los circRNAs estudiados. La linea
roja discontinua marca el valor umbral; valores por encima o debajo de este punto,
se considera un cambio de expresion respecto a la condicion control (p < 0.05).

8.8 Analisis de la abundancia de las proteinas JAK2 y RAGE

en las diferentes condiciones experimentales ensayadas

Posteriormente, se analiz6 la abundancia de JAK2 y RAGE mediante electroforesis,
en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 12%, de los extractos
celulares de AD293 obtenidos en las tres condiciones de tratamiento descritas. Los
resultados obtenidos sugieren un aumento en la abundancia tanto de JAK2 como

de RAGE en condiciones caracterizadas por altos niveles de glucosa y la presencia
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de CML, en marcado contraste con las condiciones de normoglucosa (Fig. 23). El
incremento en la abundancia de RAGE cuando se trataban las células con glucosa
30 mM y AGEs de lisina confirma la activacion de la via AGE-RAGE en las
condiciones de tratamiento empleadas en nuestro modelo celular y que por tanto es
plausible el uso de dicho modelo para reproducir las condiciones de hiperglucemia

persistente observadas en el individuo diabético.

En particular, en el analisis de Western Blot, JAK2 mostré una ligera disminucion en
la expresidn en condiciones de alto contenido de glucosa en comparacion con el
grupo control, mientras que se observé una regulacidon positiva importante en
presencia de CML (Fig. 23). Estas observaciones estan acordes con los hallazgos
de gRT-PCR, donde se identificd una tendencia similar en la expresion del mMRNA
de JAKZ (Fig. 20). A las 48 h, el grupo tratado con glucosa mostré s6lo un aumento
discreto en los niveles de mRNA de JAK2 en comparacién con el grupo control,
mientras que el grupo con AGEs de lisina mostré un aumento estadisticamente
significativo. Esta congruencia entre los patrones de expresion de proteinas y mRNA
sugirié que la regulacion de JAKZ2 en respuesta a glucosa y la CML puede ocurrir

principalmente a nivel transcripcional.

El hecho de que la abundancia de JAKZ2 disminuya en condiciones de niveles altos
de glucosa al igual que la cantidad de mRNA, en contraste con la regulacién positiva
sustancial en presencia de CML, indica una sinergia potencial entre la glucosa y los
AGEs de lisina, en donde su impacto combinado sobre JAK2 se vuelve mas
pronunciado con el tiempo. Ademas, implica que el desarrollo y la progresién de la
ND pueden implicar vias intrincadas y dependientes del tiempo asociadas con estos

cambios moleculares.
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Figura 23. Efecto de las altas concentraciones de glucosa y AGEs de lisina sobre
los niveles de JAK2 y RAGE en la linea celular AD293. Imagen representativa del
analisis por Western Blot de los niveles de JAK2 después de tratar las células
AD293 con glucosa 30 mM (Glucosa) o glucosa 30 mM y AGEs de lisina (Glucosa
+ CML) durante 48h. En la condicion Control se utilizé glucosa 5.5 mM. En el panel
superior se muestran los resultados relativos a JAK2, mientras que en el inferior a
RAGE. Se utilizé beta-tubulina como control de carga y los resultados se muestran

en el panel intermedio. A la derecha se indica el peso molecular estimado en kDa.
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9. Discusion

En el mecanismo fisiopatolégico de la nefropatia diabética se han involucrado
cambios en la expresion de multiples proteinas, los cuales ocurren debido a la
activacion o represion de vias moleculares por la hiperglucemia persistente y las
alteraciones hemodinamicas que se observan en esta enfermedad (Ratan, et al.,
2025). Entre las principales alteraciones que se observan durante la hiperglucemia
persistente, y por ende en la DM, se encuentran el proceso inflamatorio, la
acumulacién de la MEC, el estrés oxidativo y la activacion de la PKC (Giacco, et al.,
2010).

El proceso inflamatorio se origina por la desregulacion que ocurre en la expresion
de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, la cual es dirigida por la activacion de
factores de transcripcion como NF-kB y la via de sefializaciéon JAK/STAT, lo que
conduce a la infiltracidn de las células del sistema inmune en el tejido y su posterior
fibrosis (Garcia-Garcia, et al., 2014). A su vez, se incrementa la sintesis y disminuye
la degradacion de los componentes de la MEC como colageno y fibronectina, lo cual
contribuye a la fibrosis glomerular y tubulointersticial (Garcia-Garcia, et al., 2014).
Este incremento en la expresién de fibronectina y coladgeno fue también
corroborados en nuestro estudio, donde se constaté dicho incremento sobre todo a
las 2h de exposicion de las células AD293 a concentraciones elevadas de glucosa
(30 mM) y AGEs de lisina (Fig. 20). Sin embargo, ese efecto disminuyé con el paso
del tiempo, aunque la expresion de esas moléculas se mantuvo discretamente

mayor que en la condicion control hasta las 48 h.

Estos resultados coinciden con los de Kreisberg et al. (1994), quienes reportaron
que los niveles elevados de glucosa (30 mM) inducian una cascada de transcripcion
temprana en células mesangiales, que alcanza el mayor aumento en la expresion
de c-fos a los 15-30 minutos, seguido de un aumento sostenido de c-jun a partir de

las 2 horas. Ambas moléculas forman parte del complejo AP-1 que regula

93



positivamente la expresion de genes de la MEC como la fibronectina, cuyos niveles

se mantienen elevados hasta por 48 horas.

De forma semejante, Liu Y et al. (2014) encontraron que concentraciones elevadas
de glucosa (30mM) inducian la fosforilacion de caveolina-1 (cav-1), en células

mesangiales a la hora de la exposicion, alcanzando un pico a las 1.5 horas.

Cav-1 es una proteina que ayuda a mantener la homeostasis energética y media la
transduccion de sefales del metabolismo de glucosa vy lipidos, la homeostasis del
colesterol, la autofagia y la respuesta al estrés oxidativo. (Luo, et al., 2021; Pereira-
Prado, et al., 2017). En presencia de algunas patologias, estas funciones se ven
comprometidas por modificaciones aberrantes como su fosforilacion sostenida, y
dicha fosforilacion genera una disfuncion mitocondrial, un aumento de ROS y regula
positivamente la produccién de fibronectina y su consecuente expresion,
desencadenando una cascada rapida de sefalizacion profibrética (Liu et al., 2014;
Pereira-Prado, et al., 2017).

El incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno es otro de los
fendbmenos que se observan durante la hiperglicemia, lo cual conduce a la
desregulacion en la produccidén de enzimas antioxidantes, y por tanto al incremento
en el estrés oxidativo y dafo a las ceélulas renales. Aunque en este trabajo no
estudiamos de manera directa y por tanto, no cuantificamos el incremento en el
estrés oxidativo producto de la exposicion de las células renales a altas
concentraciones de glucosa y AGEs de lisina, si medimos la expresion del receptor
de AGEs (RAGE). Este receptor esta en la superficie del endotelio vascular y es el
encargado de unir los AGEs circulantes. Estos AGEs se forman por la glicaciéon
irreversible de proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Al unirse a su receptor, los
AGEs desencadenan vias de sefalizacion que pueden provocar la formacién de
especies reactivas de oxigeno, incrementar el estrés oxidativo y activar la
transcripcion de multiples genes que codifican moléculas proinflamatorias o que
participan en la acumulacion de MEC. A su vez, la formacion de especies reactivas

de oxigeno contribuye a la formacién de una mayor cantidad de AGEs, y por tanto,
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mayor interaccion AGE-RAGE, lo cual perpetua sus efectos negativos (Patil et al.,
2022).

Otro fendmeno importante, que no fue estudiado en este trabajo, es la activacién de
las diferentes isoformas de la proteina cinasa C (PKC-a, PKC-() lo cual contribuye
al incremento en la permeabilidad vascular, al engrosamiento de las membranas
basales y al aumento en la expresion de factores profibréticos como por ejemplo el
el TGFB y VEGF (Noh, et al., 2007).

En los procesos anteriormente mencionados se desregulan multiples proteinas, por
lo que su identificacion, deteccion temprana, asi como la investigacion acerca de
los factores que pudieran modular esa desregulacién son utiles para la identificacion
de nuevos blancos terapéuticos, asi como también de biomarcadores tempranos de

la enfermedad.

Por todo lo anterior, el primer objetivo de este trabajo fue identificar, mediante
analisis de mineria de datos, proteinas que se expresaran en tejido renal y que
estuvieran desreguladas en pacientes con ND. Si bien, todas las proteinas que
identificamos pudieran no ser el universo de proteinas desreguladas en la ND en la
actualidad constituyen un conjunto importante de ellas (Tabla 2). Es interesante que
la mayoria de las proteinas que identificamos participan de una manera u otra en la
via de sefalizacion AGE-RAGE (Fig. 11), lo cual confirma el papel de esta via en el
desencadenamiento de los procesos de fibrosis, hipertrofia e inflamacioén renal en
la ND, tal y como ha sido reportado por otros autores (Yamagishi, et al., 2010; Wu,
et al., 2021; Pathomthongtaweechai, et al. 2020).

Es conocido que los AGEs se metabolizan fundamentalmente a nivel renal
(Fotheringham, et al., 2022) lo cual puede explicar el rol de esta via en el desarrollo
de la ND. Ademas, los procesos bioldgicos en los cuales participa la mayoria de las
proteinas identificadas son la unién a filamentos de queratina, la autofagia de
mitocondrias, y la formacion de MEC conteniendo colageno (Fig. 12), lo cual
coincide con los principales procesos que se han reportado en la ND (Yamagishi, et

al., 2010; Wu, et al., 2021). Lo mismo sucede con los componentes celulares, donde
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estan enriquecidas las 59 proteinas identificadas, los cuales fueron regiones de
unidon a proteasas, de regulacion positiva de los procesos biosintéticos de
macromoléculas y de organizacion de la MEC, lo cual corrobora el involucramiento
de estas proteinas en procesos de importancia en la fisiopatologia de la ND
(Nakatani, 2012).

Teniendo en cuenta los principales procesos patologicos que ocurren en la ND
(inflamacién, fibrosis e hipertrofia) en este trabajo nos concentramos en identificar
cuales de ellas participan simultaneamente en los 3 procesos que caracterizan a la
ND (Fig. 13) por lo que se eligieron como candidatas para continuar el estudio. Esas
proteinas han sido reportadas de manera aislada por otros autores. Por ejemplo,
TGFB1 es reconocido por ser el principal efector profibrético en la ND, ademas de
su papel en la hipertrofia celular y en la activacién de vias proinflamatorias
(Pantsulaia, et al., 2006; Zhang, et al., 2021). Mientras tanto, la PFN2, es una
proteina reguladora del citoesqueleto que ha sido asociada con la hipertrofia de
células mesangiales y la disfuncion de barreras de filtracion (Lu, et. al., 2021). Por
otro lado, la TJP1 se ha vinculado con la inflamacion, la fibrosis glomerular y la
glomeruloesclerosis renal (Itoh, et al., 2014). Otras proteinas que también destacan
son la quinasa JAK2 y el factor de transcripcion STAT3, que forman parte central de
la via de sefializacion JAK/STAT, la cual se ha visto que tiene un papel importante

en la mediacion de los procesos de la ND (Liu Y, et al., 2023; Yang, et al., 2017).

La activacion de la via JAK/STAT es una de las principales causas del dafio renal
inducido por la hiperglucemia (Gurzov, et al., 2016) y suele ser derivada de los
procesos propios de la diabetes, tales como la presencia de AGEs y el estrés
oxidativo (Liu Y, et al., 2023). Dicha via conduce a la transcripcién de genes diana
que codifican moléculas clave en el proceso fisiopatolégico de la ND, incluyendo
diferentes citocinas proinflamatorias, factores de crecimiento profibréticos y
reguladores del ciclo celular que promueven la hipertrofia (Liu, et al., 2023; Yang, et
al., 2017).

Se ha observado que los glomérulos y las células tubulointersticiales de algunos

pacientes con ND presentan una expresion significativamente mayor de JAK7-3,
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STAT1y STATS3. De ellos destaca JAKZ2, que se ha visto que su activacion pudiese

inducir esclerosis glomerular y fibrosis tubulo intersticial (Berthier, et al., 2009).

La razon para enfocar este trabajo de investigacion en el estudio de la regulacion
de JAK2 es que en los ultimos afios se ha propuesto como un blanco terapéutico
valido en diferentes enfermedades. De hecho, inhibidores especificos de JAK2
como el ruxolitinib y el fedratinib han sido aprobados para el tratamiento de
neoplasias mieloproliferativas, demostrando un perfil de seguridad manejable en
humanos bajos ciertas condiciones especificas (Ceccardi et al., 2025; Chen, et al.,
2023; Panda, et al. 2024; Yoshikawa, et al., 2018).

En este trabajo observamos que la expresién de JAK2 no se modificé durante la
exposicion de las células de la linea AD293 a altas concentraciones de glucosa y
AGEs de lisina durante 2 a 24 hrs. Sin embargo, vemos un incremento significativo
a las 48 horas. Esto podria significar que JAK2 no es un sensor primario del estrés,
sino un efector en la fase de establecimiento y perpetuacion del dafio en la
nefropatia diabética (Chatterjee, et al., 2024; Zhang, et al., 2017). Es posible que su
sobreexpresion sea consecuencia de la acumulacion de AGEs en un plazo mas
prolongado. Grimm, et al. (2012), demostraron que los AGEs son capaces de inducir
la expresion de genes diana mediante la activacion de la via JAK/STAT, a través de
su receptor RAGE. Consistente con ese reporte, en este trabajo se observdé que
cuando las células de la linea AD293 se exponian a concentraciones elevadas de
glucosa y AGES de lisina (CML) se potenciaba la expresion de JAK2 a las 48 horas,
por lo que probablemente la acumulaciéon de AGEs por un tiempo prolongado sea

el factor responsable de inducir la activacion de JAK2 (Grimm, et al. 2012).

Por otra parte, también observamos que la expresidon de STAT3 estaba
desregulada, alcanzando un maximo a las 2 horas. Esto podria ser por su papel
como un gen de respuesta inmediata al estrés celular (Jo, et al., 2016). Se ha
observado que en podocitos expuestos a concentraciones elevadas de glucosa, la
IL-6 activa la via JAK2/STATS3, promoviendo la hipertrofia celular. Ademas, se ha

encontrado que en los estadios tempranos de la ND se encuentra activada la via

97



JAK/STAT mediante el analisis de tejido proveniente de biopsias de rifidn de
pacientes con ND. Es probable que la expresién maxima de STAT3 a las 2 horas
de exposicion a altas concentraciones de glucosa, que observamos en nuestro
estudio, podria estar promoviendo el inicio de los procesos de hipertrofia celular (Jo,
et al., 2016).

Ha sido reportado que el miRNA-375 tiene como blanco el mMRNA de JAKZ2 (Ding, et
al., 2010; Chen, et al., 2017), lo cual fue verificado in silico en este trabajo (Fig. 18).
Sin embargo, nuestros resultados sugieren que en presencia de AGEs de lisina y/o
altas concentraciones de glucosa la expresion del miRNA-375 disminuye en las
células AD293 (Fig. 21), lo cual podria explicar el incremento de la expresién de
JAKZ2 que encontramos, incluido un discreto incremento en su abundancia proteica
(Fig. 23). Por esa razon estudiamos cinco RNA circulares que se expresan en tejido
renal (circRNAs 0014186, 0001392, 0004576, 0032969, 0078465) y otros cuatro
que esta reportada la expresion de su gen parental pero no del circRNA (0025868,
0036032, 0039350, y 0085076) esperando encontrar que la expresion de alguno de
ellos estuviera incrementada. Como resultado, se encontré que los circRNAs
0025868 y 0039350 estan sobreexpresados con respecto a la condicion de control
(baja glucosa, 5.5 mM), por lo que podrian ser los responsables de la represion del
mMiRNA-375. Hasta el momento no ha sido reportada la sobreexpresion de estos
RNA circulares ni en ND ni en células renales expuestas in vitro a altas
concentraciones de glucosa, por lo que seria necesario realizar experimentos
adicionales silenciando estos circRNAs para comprobar que efectivamente forman
parte del eje circRNA 0025868/0039350- miRNA375-JAK2.

Otro resultado interesante fue la represion de la expresion de los circRNAs 0001392,
0032969, 0014186 y 0036032 cuando las células de la linea AD293 fueron
expuestas a altas concentraciones de glucosa y AGEs de lisina, lo cual tampoco ha
sido reportado en la literatura y debe ser estudiado posteriormente.

Los RNA circulares que encontramos desregulados en este trabajo han sido
reportados como que también se desregulan en otras patologias como la

tuberculosis activa (hsa_circ_ 0014186, Huang, et al., 2018), pero participan
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regulando procesos relacionados con el estrés oxidativo y la inflamacion
(Rodriguez-Rodriguez, 2023) los cuales también ocurren en la ND. Por otra parte,
el gen parental del circRNA 0001392, el cual codifica para la Huntingtina (HTT),
forma RNA circulares con diferente composicion de exones. Uno de ellos
(circHTT(2-6)) esta mas altamente expresado en la corteza frontal de los pacientes
con enfermedad de Huntington comparado con los controles sanos, y su expresion
correlaciona positivamente con la longitud de los repetidos CAG que se observa en
esa enfermedad (Gantley, et al., 2023). La sobreexpresion del circHTT(2-6) en la
linea de células embrionarias de rindn HEK293 esta reportado que reduce la
proliferacion celular y el tamafio nuclear sin afectar la progresion del ciclo celular y
el tamano celular o alterando la longitud de la region de repetidos CAG en el gen
HTT, asi como reduce la localizaciéon nuclear de la proteina HTT pero no su
abundancia (Gantley, et al., 2023). Estos eventos no han sido asociados a la
fisiopatologia de la ND, pero dada la represion del circRNA0001392 que
observamos en nuestro estudio fuera conveniente explorar la participacion de estas
moléculas en el proceso de la ND o su asociacidon como marcador de los cambios
celulares cuando se incrementan las concentraciones de glucosa. De igual forma,
seria importante estudiar el rol, en el contexto de células renales sometidas a
hiperglucemia, que pudieran tener los circRNAs 0032969 y 0036032, los cuales
tampoco han sido estudiados en la ND, ni ha sido reportada su desregulacion en

otras patologias.
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10. Conclusiones

1-Se identificaron 59 proteinas desreguladas en ND. La mayor parte de ellas
participan en la via AGE-RAGE, lo cual respalda el papel de los componentes de

esta via en la fisiopatologia de la ND

2-Las 59 proteinas desreguladas en ND, son reguladas potencialmente por la
interaccién de los mMRNAs de los genes que la codifican con miRNAs, los cuales son
capaces de interactuar con mas de una de estas proteinas a la vez. Esto genero
una base de conocimientos acerca de la regulacion de proteinas participantes en la

fisiopatologia de la ND mediante RNAs no codificantes.

3-Las proteinas JAK2 y STAT3 estan desreguladas en ND y su expresion se

incrementa en las células AD293 expuestas durante 48h a AGEs de lisina.

4-El miRNA-375 interactua potencialmente con JAK2 y su expresion se reprime en

las células AD293 expuestas durante 48h a AGEs de lisina.

5-La expresion de los circRNAs 0014186, 0001392, 0032969 y 0036032 se reprime
en las células AD293 expuestas durante 48h a AGEs de lisina, mientras que la de
los circRNAs 0004576, 0078465 y 0085076 se mantiene igual que en el control
enddgeno, lo cual sugiere que no son los responsables de la represion del miRNA-
375, pero que pudieran estar participando en la regulacion de otras proteinas
involucradas en la via AGE/RAGE.

6-La expresion de los circRNAs 0025868 y 0039350 se incrementa en las células
AD293 expuestas durante 48h a altas concentraciones de glucosa y AGEs de lisina,
lo cual sugiere que pudieran estar capturando al miRNA-375, e impidiendo que

dicho miRNA module la expresion de sus blancos proteicos.

7-La expresion de AGER, Colageno IV'y Fibronectina 1 tiende a incrementarse en

las células AD293 tratadas con AGEs de lisina a medida que aumenta el tiempo de
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exposicion de 2-48h sugiriendo la activacion de la via AGE-RAGE en nuestro

modelo celular y sus efectos sobre proteinas de la MEC.

8- Los resultados obtenidos sugieren un incremento en la abundancia de RAGE y
JAK2 en las células AD-293 expuestas durante 48h a AGEs de lisina que
correlaciona con los cambios en expresion de los genes que la codifica por lo que
se puede concluir que en nuestro modelo esas moléculas son reguladas a nivel

transcripcional.
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11. Perspectivas

e Como perspectivas para la continuacion de este trabajo se plantea la
validacion experimental de hsa-miR-375 como regulador negativo de JAK2.

e Asimismo, considerando que algunos RNAs circulares aumentan su
expresion, resulta relevante evaluar la interaccion de los circRNAs
hsa_circ_0025868 y hsa_circ_0039350 con hsa-miR-375. Esta validacion
podria realizarse mediante el silenciamiento de los circulos, con la finalidad
de determinar si su inhibicion induce cambios significativo en la expresion de
hsa-miR-375 y consecuentemente en la expresion de JAK2

e Adicionalmente, se sugiere realizar Western blot para otras proteinas
previamente identificadas, particularmente aquellas incluidas en el cluster
donde se destaca la via AGE-RAGE.

e De manera relevante, se recomienda revisar los hallazgos en un modelo
celular mas especifico para ND

e Finalmente, se propone analizar recomienda que otros miRNAs interactuan
con los circRNAs identificados, con el proposito de determinar si alguno de
ellos se encuentra relacionado con la via AGE-RAGE u otras vias de

sefalizacion implicadas en la progresion de la ND.
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