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RESUMEN

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), es una enfermedad multifactorial, causada por una desregulacién de
la homeostasis de la glucosa, que se asocia a factores genéticos, sociales y medioambientales. En la
acualidad se considera una epidemia creciente, donde 527 millones de personas alrededor del mundo
tienen DM y en los préximos 25 afios la prevalencia mundial aumentara alrededor de un 46%. Por ende,
es de vital importancia contar con nuevos biomarcadores que permitan un diagndstico oportuno o para
pronosticar el riesgo de desarrollo de la enfermedad. En este sentido, se realiz6 una revision sistematica
de los principales microARN que puedieran ser utilizados como biomarcadores pronosticos de DM2.
Las basquedas bibliograficas se realizaron utilizando las bases de datos PubMed y Cochrane con el
término “miCroARN and T2DM” y siguiendo los lineamientos de PRISMA 2020, se seleccionaron un
total de 25 articulos, cuyos resultados y/o bibliografia permitian cumplir el objetivo propuesto, siendo
catalogados como biomarcadores pronosticos los siguientes microARNs: miR-21, miR-122, miR-135a,
miR-30a-5p, miR-375, miR-126.
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MicroRNAs as prognostic biomarkers of Type 2 Dieabetes Mellitus. A
systematic review

ABSTRACT

Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is a multifactorial disease caused by a deregulation of glucose
homeostasis, which is associated with genetic, social and environmental factors. It is currently
considered a growing epidemic, with 527 million people around the world suffering from DM and in
the next 25 years the global prevalence will increase by around 46%. Therefore, the development of new
biomarkers that can predict the prognosis or the risk of developing the disease is of vital importance. In
relation to this, a systematic review of the main miRNAs that could be used as prognostic biomarkers
of DM2 was carried out. The bibliographic searches were carried out using the PubMed and Cochrane
databases with the term “miRNA and T2DM” and following the PRISMA 2020 guidelines, a total of 25
articles were selected, whose results and/or bibliography allowed to meet the proposed objective, being
classified as prognostic biomarkers the following miRNAs: miR-21, miR-122, miR-135a, miR-30a-5p,
miR-375, miR-126.
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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), es una enfermedad multifactorial, causada por una desregulacion de
la homeostasis de la glucosa, que se asocia a factores genéticos, sociales y medioambientales (1).
Actualmente es una epidemia creciente, y 527 millones de personas alrededor del mundo tienen DM y
en los proximos 25 afos la prevalencia mundial aumentara alrededor de un 46% (2). Por ende es de vital
importancia, el desarrollo de nuevos biomarcadores que puedan predecir el prondstico o el riesgo de
desarrollo de la enfermedad, en donde la epigenética juega un rol clave.

La epigenética se define como un fenotipo estable y heredable que resulta de cambios en la expresion
génica, pero que no altera la secuencia de nucle6tidos del ADN. Generalmente estos rasgos epigenéticos
son modificaciones reversibles y se pueden heredar mitética y meioticamente, a pesar de esto, también
pueden producirse cambios en el fenotipo de manera aleatoria debido a cambios ambientales que
modifican los factores y enzimas responsables de la transcripcién de los genes. Los mecanismos
epigenéticos involucrados en la regulacion de la expresién génica son: la metilacion del ADN,
modificaciones postraduccionales de histonas y microARN (3,4).

MicroARN

Los microARN son pequefias moléculas de ARN no codificante que contienen alrededor de 22 a 25
nucleotidos. Estan ampliamente presentes en plantas, animales, virus y funcionan a través de la
regulacion postranscripcional del silenciamiento del ARN y la expresion genética, desempefiando un
papel en el desarrollo, metabolismo, proliferacion celular, crecimiento, diferenciacion y muerte. Los
microARN son funcionalmente complejos y su disfuncién a menudo esta estrechamente asociada con
cambios en el comportamiento celular, especialmente en enfermedades.

La biogénesis de los microARN ocurre en el nicleo, luego en el citoplasma, se ensamblan junto con
algunas proteinas en un complejo ribonucleoproteico llamado RISC. El componente microARN del
complejo RISC se une a la secuencia complementaria del ARNm diana, dependiendo del grado de
complementariedad, y conduce a la degradacion del ARNm y/o inhibicion de la sintesis de proteinas (5).
La mayoria de las secuencias de microARN maduros se encuentran dentro de intrones o exones de ARN

no codificantes, asi como intrones de pre-mRNA. La mayoria de los genes de microARN son transcritos

por la ARN polimerasa II (Pol II) como grandes microARN primarios (pri-microARNSs) que contienen




una o varias estructuras de tallo-bucle compuestas de aproximadamente 70 nucle6tidos cada una. En el
nucleo, los pri-microARNSs son escindidos en estructuras de tallo-bucle llamadas microARN precursores
(pre-microARNS) por Drosh. Posteriormente los pre-microARNs salen del nucleo hacia al citoplasma
por Exportin 5 (XPOS5), y son escindidos por DICER, en ARN bicatenarios pequefios (dsSRNA). Luego,
el duplex de microARN se carga en una proteina argonauta, que promueve el ensamblaje de un complejo
de ribonucleoproteina denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). Los
microARN maduros son guiados a los 3" final de su ARNm diana a través del apareamiento de bases, y
conduce a la desestabilizacion del ARNm y la represion traduccional. En humanos, el apareamiento de
bases de microARN con su diana suele ser imperfecto. Las regulaciones de la expresion de microARN
intronicos estan bajo la misma regulacion transcripcional de sus genes hospedadores. Ademas, las vias
reguladoras postranscripcionales podrian influir en la estabilidad o el procesamiento de horquillas
individuales. Se ha estimado que los microARN regulan la expresion de aproximadamente un tercio de
los genes codificantes de proteinas (5).

La epigenética se define como cambios hereditarios en la expresion génica (fenotipo) sin alteracion en
las secuencias de ADN (genotipo). Ademas de la metilacion del ADN y las modificaciones de las
histonas, los microARN también se consideran un componente epigenético importante. Los genes de
los microARN se consideran objetivos de modificaciones epigenéticas como la metilacion del ADN y
como reguladores de los modificadores epigenéticos como las DNMT vy las histonas deacetilasas. La
expresion de los microARN se controla principalmente a nivel transcripcional que esta regulado por
modificaciones epigenéticas de una manera especifica en cada tejido. Los Mirtrons deberian mostrar
patrones de expresion consistentes con los genes del huésped, sin embargo, estudios recientes
informaron algunos mirtrons con diferentes patrones de expresion con sus genes del huésped que podrian
explicarse por la transcripcion independiente. Sabiendo que las islas CpG dentro de los intrones pueden
actuar como promotores, es razonable plantear la hipotesis de que las islas CpG que contienen mirtrones
podrian estar sujetas a regulacion epigenética (6).

A continuacion, se describen los principales microARNs que mayor nimero de estudios tienen, para ser

catalogados como biomarcadores pronosticos antes del desarrollo de la enfermedad:




Tabla 1: Principales microARNSs y su rol en la homeostasis de la glucosa, catalogados como
biomarcadores pronosticos de DM2

microARN

Funcion

Referencia

miR-21

La hiperglucemia en la intolerancia a la glucosa, pueden regular la
expresion del microARN-21 (miR-21) y afectar las vias de
sefializacion de la insulina, lo que conduce a una disfuncién de las
células endoteliales. Una concentracion alta (>16,7 mmol/L) de
glucosa aumenta la expresién de miR-21, lo que lleva a la activacion
e inhibicion de las vias PTEN/AKT/eNOS y MAPK/ET-1, vy a la
sobreexpresidon de NO y a la desregulacion de la secrecion de ET-1,
respectivamente. Una concentracion alta (>25 ng/mL) de insulina
disminuy6 la expresion de miR-21 y condujo a la activacion de
MAPK/ET-1 y a la inhibicion de la via PTEN/AKT/eNOS,
aumentando asi la expresion de ET-1 y disminuyendo la secrecion
de NO. La expresion de miR-21 dependia de la concentracion
relativa de insulina y glucosa. En condiciones simuladas de la etapa
intolerancia a la glucosa (8,3 mmol/L de glucosa + 50 ng/mL de
insulina), el efecto inhibidor de la alta concentracién de insulina
sobre la expresion de miR-21 en las células atenu6 la activacion por
la alta concentracion de glucosa, lo que resultd en la regulacion
negativa de miR-21, la regulacion positiva de ET-1 y la regulacion
negativa de la secrecion de NO.

(")

miR-122

MiR-122 regula el metabolismo de glucégeno-glucosa en
hepatocitos o células de carcinoma hepatocelular (HCC) al inhibir la
fosforilacion de AMPK

(8)

miR-135a

miR-135a actGa sobre el IRS2 y, en consecuencia, anula la
sefializacion de insulina y la captacion de glucosa en las células del
musculo esquelético , que es un factor critico para el inicio del

fenotipo diabético

(9)

miR-30a-5p

Las proteinas de la familia miR-30 funcionan en los eventos de
sefializacioén regulatoria que estan involucrados en la respuesta
celular de las células epiteliales pancreaticas durante la transicion
epitelial-mesenquimal. El 3'-UTR de Beta2/NeuroD contenia un
sitio de union de miR-30a-5p y que miR-30a-5p regulaba
negativamente la expresion de Beta2/NeuroD a través del
apareamiento directo de bases con el 3-UTR. Ademas, la

disminucién de GSIS durante la glucotoxicidad se evitd

(10)




parcialmente mediante la supresién de miR-30a-5p. En consonancia
con este hallazgo, las disminuciones inducidas previamente por
miR-30a en GSIS y contenido de insulina se restauraron
completamente mediante la sobreexpresion de Beta2/NeuroD,
indicando que miR-30a-5p esta especificamente involucrado en la
secrecion de insulina'y que Beta2/NeuroD desempefia un papel clave
en la regulacion de la disfuncion de las células beta pancreéticas
durante la glucotoxicidad.

miR-375

El miR-375, un microARN especifico de islotes muy abundante
ubicado en la region intergénica del cromosoma 2 en los humanos,
fue uno de los primeros microARN que se identifico como regulador
de la funcion de las células B y la liberacion de insulina. Funciona
reduciendo los niveles de insulina estimulados por la glucosa en el
cuerpo. El gen de la miotrofina, una proteina involucrada en la
secrecion de

insulina, es uno de los objetivos del miR-375. La miotrofina controla
la liberacion de catecolaminas e induce la exocitosis de los granulos
de insulina. La PDKI, expresada en el islote pancredtico de
Langerhans, es otro objetivo importante del miR-375. La PDK1 es
crucial para la activacion de la via PI3-Akt. La sobreexpresion de
miR-375 conduce a una reduccion de los niveles de PDK1, lo que
resulta en una menor activacion de la cascada PI3K-Akt. La
inactivacion de la via PI3K Akt conduce a una reduccion de la masa
de células B y, por lo tanto, a una menor produccion de insulina. La
disminucion de miR-375 causa un fenotipo diabético al reducir la

masa de células B y los niveles de insulina.

(11)

miR-126

Se encuentra ubicado en el cromosoma 9, estd codificado por el
intron 7 del gen EGFL7. miR-126 regula una serie de factores
angiogénicos y actta dirigiéndose al VEGF. También participa en la
migracion de leucocitos al sitio de la herida, la proliferacion de
celulas endoteliales, la migracion y la neovascularizacion. El
aumento del consumo de oxigeno durante la hiperglucemia produce
una regulacion positiva del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF).

(11)




METODOLOGIA

Las busquedas bibliograficas se realizaron utilizando las bases de datos de PubMed y Cochrane con el

término “microARN and T2DM”. El criterio de inclusion fue: estudios primarios de microARN en

pacientes adultos. Se siguieron los lineamientos de PRISMA 2020 y para los fines especificos de

seleccionar los biomarcadores mas relevantes como pronosticos de DM2, se seleccionaron un total de

25 articulos cuyos resultados y/o bibliografia permitian cumplir los objetivos propuestos. La busqueda

se realizo en bases de datos en inglés.

Figura 1: Diagrama de flujo PRISMA para la identificacion y seleccion de estudios primarios

relacionados con la problematica de investigacion
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RESULTADOS Y DISCUSION

Posterior al procesamiento y analisis de los estudios primarios de los principales microARNS,
catalogados como biomarcadores prondéstico de diabetes mellitus tipo 2, se obtuvieron los siguientes
resultados:

Tabla 2: Estudios primarios de microARNs como biomarcadores prondstico de DM2
microARN  Expresion PIE" Poblacion Edad  Muestra Tecnologia Referencia

(afios)
miR-21 Aumentado 82 Irdn 45-70 Plasma RT-PCR 12
miR-21 Aumentado 115 Italia NIEf Plasma- RT-PCR 13
EDTA
miR-122  Aumentado 90 Iran 25-65 Plasma- RT-PCR 14
EDTA
miR-122  Aumentado 910 Italia 52-74 Plasma RT-gPCR 15
miR-122  Aumentado 188 China 57-71 Plasma ARN-Array 16
RT-qPCR
miR-135a  Aumentado 120 Iran 25-60 Plasma- RT-gPCR 17
EDTA
miR-135a  Aumentado 120 Iran 22-60 Plasma- RT-qgPCR 18
EDTA
miR-30a-  Aumentado 1270 Sudafrica  30-61 Sangre RT-gPCR 19
5p total
miR-30a-  Aumentado 462 Espafia 52-60 Plasma- Arrays 20
5p EDTA RT-PCR
miR-375  Disminuido 462 Espaiia 52-60  Plasma- Arrays 20
EDTA RT-PCR

miR-375  Aumentado 200 China 36-60 Plasma RT-gPCR 21




Espectrometria

Mass Array
miR-375  Aumentado 56 China 43-52 Suero RT-gPCR 22
miR-375  Aumentado 46 Nepal 35-58 Plasma RT-gPCR 23
miR-375  Aumentado 200 China 41-68 Plasma RT-gPCR 24
Espectrometria
Mass Array
miR-126  Disminuido 822 Italia 40-79 Plasma Arrays 25
RT-qPCR
miR-126  Disminuido 46 Perti 30-65 Plasma RT-gPCR 26
miR-126  Disminuido 455 China 39-57 Plasma RT-gPCR 27
miR-126  Disminuido 65 Espafia 38-68 Plasma RT-gPCR 28
miR-126  Disminuido 90 China 42-75 Plasma- RT-gPCR 29
EDTA
miR-126  Disminuido 40 China 41-79 Plasma- RT-gPCR 30
EDTA
miR-126  Disminuido 102 Bahréin 50-68 Plasma RT-gPCR 31
miR-126  Disminuido 1066 Sudafrica  31-62 Sangre RT-gPCR 32
completa
miR-126  Disminuido 152 Suecia 50-62 Plasma RT-gPCR 33
Iran
miR-126  Disminuido 462 Espafia 52-60 Plasma- Arrays 20
EDTA RT-PCR
miR-126  Disminuido 160 Italia 56-61 Plasma RT-qPCR 34

NIE: No indicado en el estudio; "PIE‘ Numero de personas incluidas en el estudio.

> miR-21: Para la presente investigacion, se analiza dos estudios primarios en los cuales se

demuestra la utilidad de miR-21 como biomarcador prondstico de DM2, con un total de 197




participantes de ambas investigaciones y con resultados similares, es decir previo al desarrollo de la
enfermedad, ya presentan valores aumentados de este microARN.

> miR-122: En la presente revision sistematica, se analizaron tres estudios primarios, con un total
de 1188 participantes, de igual manera los 3 estudios concluyen que este microARN se encuentra
elevado en pacientes con resistencia a la insulina o antecedentes familiares de DM2.

> miR-135a: Se incluyeron 2 estudios primarios, con un total de 240 participantes y con
resultados consistentes, manifestando el comportamiento elevado de este microARN en los pacientes,
antes del desarrollo de DM2.

> miR-30a-5p: Se analizo6 dos estudios primarios, con un total de 1732 participantes de
diferentes poblaciones, de 2 continentes concretamente: Africa y Europa, obteniéndose de forma
similar valores aumentados en los pacientes, antes de desarrollar la enfermedad.

> miR-375: Se incluyeron 5 estudios primarios, con un total de 964 participantes y de diferentes
poblaciones: de Europa (1 estudio) y Asia (4 estudios), y de las 5 investigaciones, 4 concluyen de manera
similar, que el microARN se encuentran aumentado en los pacientes antes de que desarrollen DM2, y
del estudio realizado en Europa (Espafia), se contrapone el resultado, presentando valores disminuidos.
Esta diferencia puede radicar a la variabilidad genética de cada poblacion, y al tratarse de un solo estudio,
que no presenta el mismo comportamiento, es necesario realizar mas investigaciones primarias para
realizar comparaciones. Este microARN es el segundo que mas estudios primarios se han realizado a
nivel mundial, para catalogarlo como biomarcador prondstico.

> miR-126: Once estudios primarios fueron seleccionados para el analisis de la informacion e
inclusion como biomarcador prondstico, con un total 3460 personas en conjunto, de 4 continentes:
Europa, Sudamérica, Asia y Africa, participaron en el estudio, siendo a la vez el microARN con més
estudios primarios realizados a nivel mundial, con mayor heterogeneidad de participantes catalogandose
como el principal microARN con mayor poder predictivo para identificar los pacientes con mayor riesgo
de desarrollar DM2. El resultado en los 11 estudios primarios fue el mismo: disminuido. También se

puede inferir el uso de manera universal como biomarcador prondstico de este microARN, ya que las

diferentes poblaciones, tiene el mismo comportamiento.




Limitaciones del estudio:

Los resultados obtenidos de la revision sistematica son alentadores entregandonos una poderosa
herramienta para el estudio de los pacientes con mayor riesgo de desarrollar DM2, sin embargo, es
preciso validar y comprender mejor la relevancia clinica de los microARNs como biomarcadores
prondsticos.

Los estudios analizados presentan algunas limitaciones que deben tenerse en cuenta al interpretar los
resultados:

1. Es preciso definir y validar rangos referenciales, para poder interpretar cuando un microARN esta
elevado o disminuido.

2. El tamano de la muestra, algunos estudios primarios incluyeron un nimero limitado de participantes,
lo que puede afectar la generalizacion de los resultados a poblaciones mas amplias. Un tamafio de
muestra pequefio puede aumentar el riesgo de sesgo de los hallazgos, por lo tanto, es necesario realizar
estudios con muestras mas grandes para confirmar los resultados obtenidos y proporcionar una base
solida para su aplicacion clinica.

3. Otra limitacion a tomar en cuenta, es la tecnologia utilizada para los diferentes tipos de estudios
primarios, si bien es cierto la mayoria de las investigaciones se analizé en el plasma tomado con EDTA,
también hay estudios que se analizaron en suero y sangre completa, y en cuanto a la técnica utilizada
para la mayoria de los andlisis fue RT-qPCR, seguida de Arrays, teniendo en cuenta que cada técnica
tiene sus ventajas, limitaciones y los resultados pueden variar segun el enfoque utilizado.

4. La heterogeneidad de las poblaciones estudiadas también puede ser considerada como una limitacion,
en el caso de las inconsistencias, ya que puede aparecer un microARN disminuido en una poblacion y
elevado en otra, como el caso de miR-375 de las poblaciones de Espaiia (Europa) vs China, Nepal (Asia).
CONCLUSIONES

Los microARNSs son reguladores clave en la fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2, modulan
multiples aspectos del metabolismo, la funcidon beta-pancreatica, la inflamacion y la resistencia a la
insulina. La investigacion sobre los microARNs no solo proporciona una mayor comprension de los

mecanismos subyacentes de la enfermedad, sino que también abre nuevas vias para el diagnostico y

tratamiento de la DM2, lo que podria representar una importante herramienta terapéutica en el futuro,




especialmente para predecir la aparicion de la enfermedad y tomar las medidas necesarias.
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