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RESUMEN

Introduccién: las Enfermedades Cronicas No Transmisibles (ECNT) son la principal
causa de muerte en el mundo y en la mayoria de los paises de las Américas donde se
estima que causan 1,9 millones de muertes al afo. La poblacién infantil colombiana esta
empezando a presentar un aumento en la prevalencia en factores de riesgo de ECNT
como sobrepeso y sedentarismo. Los microRNAs (miRNAs) podrian ser biomarcadores
mas sensibles y de facil acceso que puedan ayudar a diagnosticar el riesgo de padecer
ECNT como diabetes o enfermedad cardiovascular en estadios tempranos como la
infancia y estudiar a su vez los mecanismos bioquimicos involucrados en estas etapas
del desarrollo.

Objetivo: determinar el perfil de expresion de microRNAS circulantes asociados con
diabetes y enfermedad cardiovascular en nifios de 6 a 10 afios.

Metodologia: se seleccionaron 32 nifios con bajo y alto riesgo cardiovascular y de
diabetes utilizando escalas de riesgo modificadas de Framingham. Se midieron los
miRNAs circulantes en plasma usando los arreglos pathway-focused miScript miRNA
PCR array (Quiagen®) disefiados para enfermedades cardiovasculares y diabetes. Se
realizé un analisis informatico para analizar las interacciones miRNA-gen con la
herramienta DIANA-miRPath v3.0 para determinar las vias metabdlicas asociadas con el
perfil de miRNAs con diferencias significativas en su expresion.

Resultados: en el arreglo de enfermedad cardiovascular se encontré que en el grupo
de riesgo respecto al grupo control: los microRNAs hsa-miR-181a-5p (FC=2,55) y hsa-
miR-7-5p (FC=10,31) presentaron alzas en su expresion y los miRNAs hsa-miR-210-3p
(FC=-2,32) y hsa-miR-378a-3p (FC=-3.39) presentaron una expresion regulada a la baja.
En cuanto al arreglo de riesgo de diabetes, solo el hsa-miR-365b-3p present6 un aumento
significativo de expresion (FC=5,24). Se encontraron asociaciones significativas (P<0.05)
con genes relacionados con las vias de sintesis de acidos grasos, y metabolismo de
biotina, ademas de las vias de sefializacion de estrégenos, PI3K-Akt, Prolactina, VEGF y
adrenérgicas en cardiomiocitos.

Conclusién: encontramos 5 miRNAs (miR-7-5p, miR-1812-5p, miR-365b-3p, 3782-3p
y 210-3p) diferenciados en poblacién infantil con riesgo cardiovascular y de diabetes, que
podrian servir como biomarcadores no invasivos en un futuro y dar un indicio de los
origenes de las patologias estudiadas y los mecanismos bioquimicos asociados.

Palabras clave: microRNA, Riesgo Cardiovascular, Diabetes, Infantes.
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ABSTRACT

Introduction: Chronic non-communicable diseases (NCD) are the main cause of death
in the world and in most of the countries of Latin America, where it is estimated that they
cause 1.9 million deaths per year. The Colombian child population is beginning to present
an increase in the prevalence of risk factors for NCD such as overweight and sedentary
lifestyle. MicroRNAs (miRNAs) could be more sensitive and easily accessible biomarkers
that could help diagnose the risk of suffering from NCD such as diabetes or cardiovascular
disease in childhood, and to understand the biochemical mechanisms involved in these
stages of development.

Outcome: to determine the expression profile of circulating microRNAs associated with
diabetes and cardiovascular disease in children aged 6 to 10 years.

Methods: 32 children with low and high cardiovascular and diabetes risk were selected
using modified Framingham risk scales. Plasma circulating miRNAs were measured using
the pathway-focused miScript miRNA PCR array (Quiagen®) designed for cardiovascular
disease and diabetes. Computer analysis was performed to analyze miRNA-gene
interactions with the DIANA-miRPath v3.0 tool to determine the metabolic pathways
associated with the profile of miRNAs with significant differences in their expression.

Results: in the cardiovascular disease array, the risk group compared to the control group
presented: hsa-miR-181a-5p (FC=2.55) and hsa-miR-7-5p (FC=10, 31) increases in their
expression and hsa-miR-210-3p (FC=-2.32) and hsa-miR-378a-3p (FC=-3.39) showed a
down-regulated expression. Regarding the diabetes risk arrangement, only hsa-miR-
365b-3p showed a significant increase in expression (FC=5.24). Significant associations
(P<0.05) were found with genes related to fatty acid synthesis pathways and biotin
metabolism, in addition to estrogen, PI3K-Akt, Prolactin, VEGF and adrenergic signaling
pathways.

Conclusion: we found 5 miRNAs (miR-7-5p, miR-181a-5p, miR-365b-3p, 378a-3p and
210-3p) differentiated in children with cardiovascular and diabetes risk, which could serve
as non-invasive biomarkers in a future and give an indication of the origins of the
pathologies studied and their associated biochemical mechanisms.

Keywords: microRNA, Cardiovascular Risk, Diabetes, Infants.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo y
en la mayoria de los paises de Latinoamérica, se estima que causan 1,9 millones de
muertes al afio y que tres de cada cuatro personas adultas padecen una enfermedad
cronica no transmisible (1). También la OMS refiere que en 2019 la diabetes fue la causa
directa de 1,5 millones de defunciones (2)

Las enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNT) tienen un origen multifactorial, e
incluyen factores de riesgo no modificables como la edad y el sexo, y factores de riesgo
modificables como sedentarismo, tabaquismo, obesidad, hipertension arterial,
hipercolesterolemia, hiperglucemia e hipertrigliceridemia (3). Estos factores de riesgo
pueden presentarse desde edades tempranas, de tal forma que a nivel mundial se estima
que cerca de 340 millones de nifios y adolescentes entre 5 y 19 afos sufrian de

sobrepeso u obesidad en 2016 (4).

En Colombia, para el 2015 segun la Encuesta Nacional de Situacion Nutricional la
media nacional de escolares con exceso de peso fue de 24,4% y en la region pacifica el
porcentaje fue mas alto con un 26,7% de poblacion escolar encuestada con exceso de
peso (5). También se encontraron niveles altos de sedentarismo, con solo un 31,1% de
nifos de 6 a 12 anos realizando juego activo adecuado para su edad y un 67,6% de esta
poblacién con un tiempo excesivo frente a pantallas (5).

La poblacién infantil en Colombia se convierte entonces en un foco de interés para la
deteccion temprana de factores de riesgo asociados al desarrollo de ECNT, sin embargo,
actualmente, la identificacion del riesgo de padecer una enfermedad metabdlica se
realiza a través de variables antropométricas como indice de masa corporal (IMC),
porcentaje de grasa corporal y otras bioquimicas como niveles plasmaticos de glucosa,
lipidos o citosinas proinflamatorias (6). Lastimosamente, estos marcadores
probablemente no se vean alterados en estadios iniciales del desarrollo de la ECNT

debido a que su variacion significaria un acumulado de exposicion considerable (7).

Una potencial alternativa son moléculas como los microRNAs (miRNAs), los cuales

son RNAs cortos que participan en diversos procesos fisioldgicos y patolégicos, como la
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muerte celular, la respuesta al estrés, el metabolismo, la diferenciacion y la proliferacion
celular (8). Siendo biomarcadores que pueden ser identificados facilmente a partir de
fuentes de facil acceso como la sangre, y que pueden relacionarse con la etiologia de la

enfermedad de manera muy sensible (9).

En este sentido los miRNAs son biomoléculas prometedoras para el estudio de los
origenes de la enfermedad cardiovascular y la diabetes, sin embargo, hasta el momento,
su estudio ha sido realizado principalmente en poblacion adulta, por lo cual, la evaluacion
en nifos representa una oportunidad interesante para identificar biomarcadores de
alteraciones metabdlicas en etapas tempranas de la vida. Por todo lo anterior, esta
investigacion busca identificar los miRNAs asociados a riesgo cardiovascular y diabetes

gue se expresan en plasma de escolares de 6 a 10 afos.
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1.0 FORMULACION DEL PROBLEMA

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), en el 2012, fueron la principal
causa de muerte en el mundo entero, causando el 68% (38 millones) de las muertes (10).
Las enfermedades cardiovasculares constituyen la mayoria de las muertes por ECNT
(17,9 millones cada afo), seguidas del cancer (9,0 millones), las enfermedades
respiratorias (3,9 millones) y la diabetes (1,6 millones) (10).

Los datos del Centro para el Control de Enfermedades de EE UU muestran que casi
se ha cuadruplicado la diabetes diagnosticada, de 5,5 millones de personas en 1980 a
21,1 millones en 2010. A nivel mundial, se prevé un aumento en la prevalencia de
diabetes de 382 millones (8.3%) en 2013 a 592 millones (10.1%) en 2035 (11). En
Colombia de acuerdo con datos de la Encuesta Nacional de Salud Publica de 2007, se
estima la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 aproximadamente en 7,4% en hombres
y 8,7% en mujeres mayores de 30 afos (12).

Los factores de riesgo relacionados con las ECNT pueden comenzar desde la infancia,
y dicho inicio temprano aumenta la probabilidad padecer ECNT en la adultez (13-15). A
nivel mundial se estima que cerca de 340 millones de nifios y adolescentes entre 5y 19
afnos estaban en sobrepeso u obesidad en 2016 (4). En Colombia, para el 2015 segun la
Encuesta Nacional de Situacion Nutricional (ENSIN) la media nacional de escolares (6 a
12 afios) con exceso de peso fue de 24,4% y en la region pacifica de 26,7% (5). También
se encontraron niveles altos de sedentarismo, con solo un 31,1% de nifilos de 6 a 12 afios
realizando juego activo adecuado para su edad (considerado como 60 minutos 0 mas de
actividad fisica de intensidad moderada o vigorosa) y un 67,6% de esta poblacion
permanecia tiempo excesivo frente a pantallas (2 horas o mas) (5).

Teniendo en cuenta el incremento de morbilidad y mortalidad asociadas a ECNT, las
politicas publicas gubernamentales, orientadas por los entes internacionales, se han
encaminado a la prevencion y deteccion oportuna de alteraciones metabdlicas (16). La
OMS ha determinado la necesidad de los paises de establecer politicas publicas como
parte de los planes nacionales de desarrollo, encaminadas a la prevencion primaria y el
control de las enfermedades no transmisibles (17).
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El gobierno colombiano a partir del plan decenal en Salud publica 2012-2021(18), se
plantean un conjunto de respuestas integrales en el sector salud y de coordinacion
intersectorial, orientadas a promover el acceso y abordaje efectivo de las ECNT
incluyendo los factores de riesgo, para disminuir la carga de enfermedad evitable de los
individuos, familias y comunidades. En la resolucion 3280 de 2018, se describen los
propdsitos de la Ruta Integral de Atencidn para la promocion y mantenimiento de la salud,
donde se enmarca la importancia del sector educativo y su participacion en las politicas
de prevencion de la enfermedad, mediante la aplicacién de pruebas o instrumentos que
permitan la identificacion del riesgo de eventos de interés en salud publica en la infancia
(19).

Uno de los factores que complejiza el estudio preventivo de las ECNT es su actual
diagnostico mediante marcadores fenotipicos como el indice de masa corporal (IMC), el
porcentaje de grasa corporal y los niveles plasmaticos de glucosa, lipidos y citosinas
proinflamatorias (6), sin embargo, éstas técnicas no ofrecen ninguna pista sobre la
etiologia o progresion de la enfermedad, ni la probabilidad de desarrollar complicaciones
asociadas (20). Ademas, casi la mitad de los casos permanecen sin diagnosticar, o su
diagnostico ocurre de manera tardia, aumentando el riesgo de dafio organico (7). Por lo
tanto, el manejo del paciente podria mejorarse sustancialmente mediante la adquisicion
de nuevos biomarcadores capaces de identificar las primeras etapas de la enfermedad
(20), logrando enfocar de una manera preventiva las intervenciones para reducir el
impacto de las ECNT (21).

Los miRNAs circulantes comprenden una de las clases mas abundantes de moléculas
reguladoras de genes en organismos multicelulares y probablemente influyen en la
produccion de muchos genes codificadores de proteinas (7). Se ha demostrado que los
miRNAs participan en diversos procesos fisioldgicos y patolégicos, como la muerte
celular, la respuesta al estrés, el metabolismo, la diferenciacion celular y la proliferacion.
Ademas, son moléculas estables en el liquido extracelular por lo cual son recomendados

como biomarcadores para diversas enfermedades (8).

Hasta el momento, los estudios en miRNAs y su asociacion a alteraciones metabdlicas

se han realizado principalmente en adultos, su estudio en nifos representa una
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oportunidad interesante para identificar biomarcadores de alteraciones metabdlicas en
etapas tempranas de la vida (22). Siendo los nifios una poblacion vulnerable tanto a
factores de riesgo como a factores protectivos, se convierten en una poblacién ideal para
intervencion y abordaje frente a la prevencion de ECNT. Por lo cual esta investigacion
busca establecer el perfil de microRNAs asociados con riesgo de enfermedad

cardiovascular y diabetes que se encuentran en plasma en nifios de 6 a 10 anos.
Surgiendo de esto la pregunta problema de esta investigacion:

¢ Cuales microRNAs circulantes asociados a riesgo cardiovascular o riesgo de diabetes
se expresan en plasma de nifios escolares de 6-10 afios con factores de riesgo

cardiovascular?
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2.0 MARCO CONCEPTUAL

2.1 Enfermedades crénicas no transmisibles

Las enfermedades cronicas, se definen como aquellas que presentan un proceso de
evolucion prolongado, ademas de que rara vez alcanzan una cura completa, debido a
esto generan una carga economica elevada dado que requieren regimenes de
tratamiento costosos y atencion individualizada extensa por parte de servicios médicos
especializados. Las ECNT generan dependencia social debido a pérdidas de
productividad, discapacidad prolongada y aumentos en el gasto en salud y asistencia
social, ocasionando un impacto perjudicial en el ingreso nacional, el desarrollo

socioeconomico y el crecimiento econdémico (23, 24).

Los problemas principales en las ECNT (cardiopatia, episodios cerebrovasculares,
cancer, diabetes y enfermedades respiratorias cronicas) son causados por factores de
riesgo como la hipertension, glucosa sanguinea elevada, hiperlipidemia, y sobrepeso u
obesidad, siendo esto resultado de habitos alimenticios no saludables, sedentarismo,
consumo de tabaco y alcohol (23).

2.2 Factores de riesgo

Existen factores de riesgo, considerados en algunos casos precursores, o estadios
iniciales de las ECNT. En este grupo se encuentran la hipertension arterial sistémica,
hipercolesterolemia, tabaquismo, hiperglucemia y obesidad (25). Algunos estudios
prospectivos con analisis multivariado han demostrado que la obesidad aumenta el riesgo
de padecer enfermedad cardiovascular, enfermedad coronaria y accidente vascular
encefalico. Por otro lado, la obesidad también predispone a factores de riesgo como
resistencia a la insulina, hipertension arterial y dislipidemia (26).
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Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina se define como una condicion clinica en la que la insulina
realiza su funcion biolégica de manera deficiente debido a defectos en la captacion de
glucosa, particularmente en la sintesis de glucoégeno y, en menor medida, a la oxidacion
deficiente de la glucosa (27). Adicional a esto, causa un deterioro en el catabolismo de
acidos grasos en los musculos esqueléticos, inhibiendo la actividad de la lipoproteina
lipasa de los adipocitos, generando liberacion de acidos grasos libres (AGL) y citoquinas
inflamatorias como la IL-6, el TNFa y la leptina (27).

La resistencia a la insulina genera disfuncion de las células endoteliales disminuyendo
la produccion de 6xido nitrico y aumentando la liberacién de factores que conducen a la
agregacion plaquetaria desencadenando aterosclerosis (28). En relacion con los factores
externos, un aumento de acidos grasos libres producido por la obesidad podria
desencadenar resistencia a la insulina a través de la acumulacion de lipidos, activando
una Protein Kinasa C (PKC) atipica que inhibe la sefializacion de la insulina y la captacion
de glucosa estimulada por ésta (28).

Hipertensién arterial

La hipertension suele definirse por la presencia de una elevacion crénica de la presion
arterial sistémica por encima de un determinado valor umbral. Sin embargo, cada vez
mas evidencia indica que el riesgo cardiovascular (CV) asociado con la elevacion de la
presion arterial (PA) por encima de aproximadamente 115/75 mmHg aumenta de forma
lineal (29). Actualmente la hipertensién se considera un sindrome CV progresivo cuya
progresion esta fuertemente asociada con anomalias cardiacas, vasculares y
estructurales que generan dafios en el corazon, los rifiones, el cerebro, la red vascular y

otros 6rganos, conduciendo a morbilidad y muerte prematuras (29).

Sibien se han resaltado otros factores de riesgo para padecer enfermedad cardiovascular
(ECV), incluidas las anomalias de los lipidos, el tabaquismo, y la inactividad fisica,
revisiones de estudios prospectivos encontraron que la tension arterial elevada tiene el

mayor efecto sobre la salud de la poblacion y la prevencion de su aumento reduciria
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sustancialmente las consecuencias vasculares que normalmente se atribuyen al

envejecimiento (30).

Dislipidemia

La dislipidemia es una patologia de origen multifactorial que es comunmente asociada
con sobrepeso y obesidad, consiste en un aumento de los triglicéridos (TG) y AGL, una
disminucién de niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL-C) y un nivel de lipoproteina

de baja densidad (LDL-C) normal o ligeramente mayor (31).

El tratamiento inicial debe estar dirigido a la disminucién de peso corporal mediante el
aumento del ejercicio y la mejora de los habitos alimentarios, mediante una reduccién de
la ingesta caldrica total y una menor ingesta de acidos grasos saturados. El tratamiento
farmacoldgico puede iniciarse si los cambios en el estilo de vida son insuficientes (31).

Los datos clinicos y cientificos de las ultimas décadas respaldan una asociacion entre
la dislipidemia pediatrica y otros factores de riesgo de ECV y las lesiones tempranas de
aterosclerosis en la adolescencia y la edad adulta (32). En infantes la dislipidemia
representa un desafio particular, debido a los efectos del tratamiento farmacolégico sobre
el desarrollo sexual y otras afecciones médicas. Sin embargo, si se inicia el tratamiento

en una edad temprana se pueden disminuir el riesgo de ECV en edad adulta (32).

2.3 Evaluacion del riesgo de padecer enfermedad cardiovascular

El riesgo cardiovascular es definido como la probabilidad de padecer un evento
cardiovascular en un determinado periodo de 5 o 10 afos (33). Esto incluye enfermedad
cerebrovascular y arterial periférica. Generalmente se estratifica y cuantifica por el
meédico familiar, en prevencion primaria, con el objetivo de establecer el tipo de

intervencion y el seguimiento para cada paciente (33).

Existen dos clases de metodologias para evaluar el riesgo cardiovascular: Los
métodos cualitativos se basan en sumar los niveles de factores de riesgo y clasificar al
individuo en: riesgo leve, moderado, alto y muy alto (33). Los cuantitativos, por su parte,
estan basados en ecuaciones de prediccion de riesgo mediante la utilizacion de la
regresion logistica, en la que, conociendo los valores de diferentes factores de riesgo,

nos sugiere la probabilidad de presentar un evento cardiovascular en un tiempo
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determinado, y la forma de calcularlo es a través de programas informaticos especificos
(33).

La hipertension arterial (HTA) se ha identificado como el principal factor de riesgo
global para mortalidad, a su vez es el factor de riesgo modificable mas importante para
las enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares y renales, siendo un desafio
importante para la salud publica en todo el mundo debido a su alta prevalencia (34). Incluir

un parrafo con enfoque hacia poblacion infantil.

En la infancia se desencadenan los diferentes procesos de la enfermedad
cardiovascular y estan influenciados durante todo el curso de la vida por factores
geneéticos, sexo, etnia, asi como por otros factores de riesgo potencialmente modificables,
como la exposicion ambiental, que incluye alimentacion, actividad fisica, sobrepeso y
obesidad (33). La obesidad en la nifiez es el predictor mas consistente de enfermedad
cardiaca en adultos, se presentan cambios en el nivel de riesgo cardiovascular alrededor
del percentil 85 del peso corporal en nifios, por encima del cual se observan niveles
anormales de lipidos sanguineos (35).

2.3.1 Escalas de riesgo de Framingham

El estudio del corazon Framingham bajo la direccion del National Heart, Lung, and
Blood Institute (NHLBI), fue un estudio de tipo longitudinal que recogié datos de tres
generaciones de participantes desde 1948 a partir de una cohorte de 5209 participantes
en la ciudad de Framingham, Massachusetts, recogiendo datos de los principales
factores de riesgo de Enfermedad Cardiovascular (ECV), como presion arterial, niveles

de lipidos sanguineos, edad, sexo y factores psicosociales (36).

A partir de este seguimiento y el analisis estadistico de todos los datos recolectados
se establecieron escalas de riesgo para diversas enfermedades metabdlicas, a

continuacion, se describen algunas de ellas.

Escala de riesgo de enfermedad cardiovascular

La escala de riesgo cardiovascular a 10 afios de Framingham esta basada en el

estudio del 2008 de D’agostino RB y colaboradores (37), esta escala tiene como resultado
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el nivel de riesgo de padecer enfermedad cardiovascular aterosclerdtica (muerte
coronaria, infarto de miocardio, insuficiencia coronaria, angina, infarto isquémico, infarto
hemorragico, ataque isquémico transitorio, enfermedad arterial periférica, falla cardiaca)

en los siguientes 10 afos.

Los autores plantean que este instrumento tendria utilidad de prediccion para un
seguimiento maximo 12 afios, en una poblacién entre 30 a 74 afos, sin antecedentes de
enfermedad cardiovascular. En las tablas 2.1 y 2.2 se muestra los puntajes establecidos
para cada sexo y cada factor de riesgo. La sumatoria de estos puntajes individuales
generan un valor que estima el porcentaje de aumento de riesgo de padecer ECV, estos

valores estan descritos en las tablas 2.3y 2.4.

Tabla 2.1 Puntaje para riesgo cardiovascular en mujeres

Puntos Edad, HDL Colesterol HTA HTA Fumador Diabético
anos total No tratada Tratada
-3 <120
-2 60+
-1 50-59 <120
0 30-34 4549 <160 120-129 No No
1 35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 140-149 120-
129
3 200-239 130- Yes
139
4 40-44 240-279 150-159 Yes
5 45-49 280+ 160+ 140-
149
6 150—
159
7 50-54 160+
8 55-59
9 60—64
10 65—69
11 70-74
12 75+
Total

HTA, Hipertension Arterial Sistdlica.
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Tabla 2.2 Puntaje para riesgo cardiovascular en hombres

Puntos Edad, HDL Colesterol HTA HTA Fumador Diabético
anos total No tratada Tratada
-2 60+ <120
-1 50-59
0 30-34 45-49 <160 120-129 <120 No No
35-44 160-199 130-139
2 35-39 <35 200-239 140-159 120-
129
3 240-279 160+ 130- Yes
139
4 280+ 140- Yes
159
5 4044 160+
6 45-49
7
8 50-54
9
10 55-59
11 60-64
12 65-69
13
14 70-74
15 75+
Total

HTA, Hipertension Arterial Sistolica.
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Tabla 2.3 Riesgo cardiovascular total en mujeres

Puntos Riesgo, %
<=2 <1
-1 1.0

0 1.2
1 1.5
2 1.7
3 2.0
4 2.4
5 2.8
6 3.3
7 3.9
8 4.5
9 5.3
10 6.3
11 7.3
12 8.6
13 10.0
14 11.7
15 13.7
16 15.9
17 18.5
18 21.5
19 24.8
20 28.5
21+ >30
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Tabla 2.4 Riesgo cardiovascular total en mujeres

Puntos Riesgo, %

<-3 0 menos <1
-2 1.1
-1 1.4
0 1.6
1 1.9
2 2.3
3 2.8
4 3.3
5 3.9
6 4.7
7 5.6
8 6.7
9 7.9
10 9.4
11 11.2
12 13.2
13 15.6
14 18.4
15 21.6
16 25.3
17 294
18+ >30
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Escala de riesgo de diabetes

La escala de riesgo de aparicion de diabetes en los proximos 8 afios de Framingham
esta basada en el estudio publicado en el 2007 por Wilson PW y colaboradores, donde
los investigadores plantean un tiempo de seguimiento de 7 afios y una poblacion de
interés de 45 a 64 afios (37, 38).

La tabla 2.5 muestra el puntaje establecido para cada variable con miras a establecer
el riesgo de diabetes en poblacion adulta y la tabla 2.6 muestra un porcentaje aproximado

de riesgo teniendo en cuenta la sumatoria de la tabla 2.5.

Tabla 2.5 Puntaje para riesgo de diabetes en poblacion adulta

Variable Puntos

Nivel de glucosa en ayunas 100-126 mg/dL 10
IMC 25.0-29.9

IMC >30.0

HDL-C <40 mg/dL en hombres o <50 mg/dL en mujeres
Antecedente familiar de diabetes mellitus

Triglicéridos >150 mg/dL

N W W o0 o N

Tension Arterial >130/85 mmHG o en tratamiento

IMC, indice de Masa Corporal
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Tabla 2.6 Porcentaje de riesgo de diabetes en poblacion adulta

Total de puntos Riesgo en 8 afos, %

<10 <3
11 4
12 4
13 5
14 6
15 7
16 9
17 11
18 13
19 15
20 18
21 21
22 25
23 29
24 33

=25 > 35
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2.4 Evaluacion del riesgo cardiovascular en infantes

En una revisién sistematica publicada en el afo 2021 en la revista journals of
pediatrics (39), recogieron los datos de 210 estudios prospectivos que relacionaron
factores de riesgo en infancia con enfermedades cardiovasculares en la adultez,
encontrando evidencia bastante consistente para exposiciones como la adiposidad
infantil, la hipertension y la hiperlipidemia, sin embargo, los autores refieren que aun
existen brechas significativas en la comprension de como la salud y los

comportamientos infantiles se traducen en el riesgo de ECV en la edad adulta.

Actualmente, no hay un concenso sobre los puntos de corte a tener en cuenta para
establecer una variable como potencial riesgo cardiovascular, adicional a esto, no hay
una escala que evalue un riesgo de padecer una ECV de forma global a diferencia
con las escalas de Framingham en poblacion adulta, sin embargo, dos de los criterios
mas utilizados para evaluar criterios de riesgo en poblacién infantil se describren en
la tabla 2.7

Tabla 2.7 Variables de riesgo cardiovascular infantil

Variable IDF 10-16 afos Cook et al.
Obesidad central CC=P90 CC=2P90
Hipertension PAS = 130 mmHg o PAD = 85 mmHg PA = P90
o tratamiento con medicacion
Hipertrigliceridemia TG =150 mg/dL TG =110 mm/Hg
HDL bajo HDL < 40 mg/dL HDL < 40 mg/dL
Glucosa elevada Glucosa = 100 mg/dL o diagnodstico de Glucosa = 100
DM2 mg/dL

IDF; Federacion Internacional de Diabetes; CC, Circunferencia de cintura; PAS, Presion arterial sistdlica; PAD, Presion

arterial diastolica; TG, triglicéridos.
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2.5 Biomarcadores de riesgo

Son parametros biologicos que dan informacioén acerca del estado de un individuo o
una poblacion (normal o patoldgico), y son utilizados para comprender diferentes
enfermedades en aspectos como: tratamiento, prevencion, diagndstico y progresion de
la enfermedad (40).

El término “biomarcador’ se utiliza para evaluar la interaccion entre un sistema
bioldgico y un agente de tipo quimico, fisico o bioldgico, siendo una respuesta funcional
o fisiolégica, que ocurre a nivel celular o molecular, y que se encuentra asociada con la

probabilidad de desarrollar cierta enfermedad (40).

En la actualidad, la prediccion para el desarrollo de una enfermedad metabdlica, se
basa principalmente en la medicion de los parametros séricos accesibles, como la
glucosa, los triglicéridos, el colesterol, las lipoproteinas y los niveles de glucosa / insulina

después de las pruebas de tolerancia, y la hemoglobina glucosilada HbA1c (41).

En los ultimos afios se han desarrollado investigaciones encaminadas en encontrar
biomarcadores alternativos a los tradicionales, algunos relacionados con los procesos
inflamatorios encontrados en éstas patologias, entre los mas conocidos se encuentran la
PCR, el TNF-a y la IL-6 los cuales se han asociado positivamente con la adiposidad, la

resistencia a la insulina y otros factores de riesgo de ECV (41).

Diferentes organizaciones de salud sugieren el uso de las mediciones antropométricas,
como el IMC vy la circunferencia de la cintura (CC), para identificar el riesgo metabdlico
relacionado con la obesidad en poblacion infantil (42). Estas mediciones no invasivas se
pueden obtener en casi todos los sujetos de manera simple y precisa; por lo cual se
podrian generar tamanos de muestra mas altos, sin aumentar los costos, brindando
informacion significativa relacionada con el riesgo metabdlico en la poblacion pediatrica
(42).

Por otro lado, la actividad fisica en los jovenes mejora la condicion fisica relacionada
con la salud (CFRS), afectando su riesgo metabdlico (42). Diferentes estudios encuentran
niveles bajos de aptitud cardiorrespiratoria y musculo-esquelética en adolescentes con

sobrepeso y obesidad en comparacion con sus compafieros de peso normal, reportado
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asociaciones con el riesgo de enfermedad cardio-metabdlica, salud mental, cognicion y
salud Osea. La evidencia muestra que una baja condicion fisica relacionada con la salud
(CFRS) en la infancia y adolescencia esta significativamente relacionada con la
mortalidad prematura en la edad adulta (43).

2.6 Condicion Fisica Relacionada con la Salud

La condicion Fisica Relacionada con la Salud (CFRS) es la habilidad que tiene una
persona para realizar actividades de la vida diaria con vigor, asi como aquellos atributos
y capacidades que se asocian con un menor riesgo de enfermedades crénicas y muerte
prematura, entre los cuales se encuentran: la capacidad aerdbica, la capacidad musculo-
esquelética, la capacidad motora y la composiciéon corporal (44). Tanto la capacidad
musculo-esquelética como la cardiorrespiratoria son importantes marcadores de
salud en nifos y adolescentes, por ello, es importante su valoraciéon desde la edad

preescolar y también en la edad escolar (45).

En escolares la evaluacién de la CFRS se realiza mediante una bateria o un
conjunto de pruebas de campo que evaluan los diferentes componentes de CFRS.
Esta metodologia tiene la ventaja de evaluar a varios sujetos simultaneamente, por lo
que consume poco tiempo, es segura, de facil aplicacion y ademas de ser de bajo
costo (46).

Una de las metodologias mas utilizada para establecer la condicion fisica relacionada
con la salud es la bateria ALPHA-Fitness la cual fue desarrollada por Ruiz y
colaboradores (44) después de una extensa revision de la literatura cientifica y de
estudios metodoldgicos sobre validez, fiabilidad, viabilidad y seguridad de las pruebas de
condicion fisica. La figura 2.1, muestra la bateria ALPHA-Fitness basada en la evidencia
y las pruebas incluidas en esta.
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Bateria ALPHA-Fitness version extendida

1 2 3 4
- Cardio-
Morfologico Muscular Motor respiratorio
- Peso y estatura - Fuerza de prension -Test de velocidad y -Test de iday vuelta
corporal (IMC) manual agilidad 4 x 10 m de20m

- Perimetro de cintura - Salto de longitud
- Pliegues cutaneos

(triceps y

subescapular)

Figura 2.1 Bateria Alpha-Fitness version extendida (47).

El componente inicial de la bateria tiene un enfoque antropométrico, evaluando
variables como el indice de masa corporal, el perimetro de cintura y los pliegues
cutaneos, que nos permiten estimar la presencia de alteraciones como sobrepeso,
obesidad y porcentaje de grasa elevado, los cuales han sido relacionados en multiples

estudios con alteraciones cardio-metabdlicas en la adultez (13-15, 35, 39).

Otras de las pruebas incluidas en la bateria ALPHA-Fitness son: el test de ida y vuelta
de 20 metros validado para evaluar la capacidad aerodbica, la cual se asocié con un mejor
perfil cardiovascular en la adultez (44). La fuerza de prensiéon manual, el salto a pies y el
test de velocidad y agilidad son test validos para evaluar la capacidad musculo-
esquelética que se relacion6 con menor acumulacion de masa grasa, un mejor perfil

cardio-metabdlico en la adultez, ademas de un menor riesgo de muerte prematura (44).

2.7 RNAS no codificantes

A partir del genoma humano se realizan decenas de miles de transcripciones de
moléculas de RNA tanto largas como pequefias que no codifican proteinas, la funcion de
estas moléculas ha sido estudiada y se ha sugerido que estas regiones del genoma
podrian jugar un papel importante en la fisiologia de humanos y mamiferos. Las funciones
bioldgicas de los RNA pequeiios no codificantes comenzaron a emerger a un ritmo rapido

después de que se descubrid el papel de estos RNA en el silenciamiento de genes.
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Los RNA pequeiios no codificantes (hcRNA) contienen entre 20 y 30 nucledétidos y son
componentes centrales del proceso de interferencia del mRNA (RNAi). Los RNA
pequefios no codificantes se pueden agrupar en tres categorias principales segun su
longitud y sintesis: pequefios RNA de interferencia (siRNA), microRNA (miRNA) y RNA
que interactuan con Piwi (piRNA). Al servir como guias para el reconocimiento de RNA
diana, estas moléculas juegan un papel clave en la modulacion de la expresién génica
(48).

2.8 MicroRNAs

Los miRNAs fueron descubiertos en 1993 por Lee y colaboradores en el nematodo
Caenorhabditis elegans. En estos organismos, se encontr6 que la regulacion a la baja de
la proteina LIN-14 es esencial para el desarrollo larvario. Ademas, se descubrié que la
regulacion a la baja de LIN-14 depende de la transcripcion de un segundo gen llamado
lin-4. Curiosamente, el lin-4 transcrito no se tradujo en una proteina biolégicamente
activa, en cambio, dio lugar a 2 RNA pequeios de aproximadamente 21 y 61 nucledtidos
de longitud (49).

Tiempo después encontraron que el RNA mas pequero tenia complementariedad anti-
sentido con multiples sitios del mRNA de lin-14. La union entre estas regiones
complementarias disminuyo la expresion de la proteina LIN-14 sin causar ningun cambio
significativo en sus niveles de mRNA. Se penso por primera vez que este nuevo modo
de regular la expresion génica era un fenomeno exclusivo de C. elegans, sin embargo,
posteriormente se descubrieron homdlogos de let-7 en muchos otros organismos, entre
ellos humanos, en los cuales se secuenciarian muchos otros miRNAs en afios posteriores
(50).

Los miRNA (miRNA) son una clase de RNA pequeiios (~ 19-24 nucledétidos), endoégenos,
que se han conservados evolutivamente y que funcionan como reguladores
postranscripcionales de la expresion génica (8). Funcionan principalmente uniéndose a
secuencias diana complementarias en el RNA mensajero (mMRNA) e interfiriendo con la
maquinaria de traduccion, previniendo o alterando asi la producciéon de la proteina. Los
estudios de seguimiento también revelaron que, ademas de reprimir la traduccion, la

unién del miRNA a su mRNA diana también desencaden¢ el reclutamiento y la asociacion
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de factores de descomposicion del mRNA, lo que condujo a la desestabilizacién,
degradacion y disminucidn del mRNA resultante en los niveles de expresion (51). Los
miRNAs son altamente especificos para la regulacion génica, y las alteraciones en la
expresion de estas moléculas inplican la desregulacion de procesos biologicos
importantes, que a menudo son la causa de la enfermedad. Ademas de esto, los miRNAs
estan presentes en suero o plasma en una forma notablemente estable, soportando
incluso ciclos repetitivos de congelacion / descongelacion, y se encuentran protegidos
contra RNAsas (43). Estos perfiles de expresion de miRNAs que se han demostrado en
multiples investigaciones, los han propuesto como biomarcadores novedosos, simples,
econdmicos y altamente sensibles para la deteccidn temprana, clasificacidén, prondstico

y prediccion de muchas enfermedades metabdlicas (52, 53).

Sintesis de miRNAs y regulaciéon de expresioén de genes

Los genomas complejos codifican cientos de miRNAs; por ejemplo, el genoma humano
tiene mas de 1000 zonas de miRNAs los cuales son transcritos por la RNA polimerasa Il
(Pol II), o en ocasiones por RNA polimerasa lll, para producir los transcritos de miRNAs

primarios (pri-miRNAs) (54).

El primer paso en la maduracion de los miRNAs es el rompimiento nuclear del pri-
mMiRNA, el cual se corta por los dos dominios de Drosha mediado por el sistema
microprocesador, teniendo como resultado el miRNA precursor (pre-miRNA), con una
longitud de 60 a 100 nts y con un saliente caracteristico de dos nucleotidos en el extremo
terminal 3'. Una vez que el pre-miRNA ha sido exportado al citoplasma la enzima Dicer
de la RNasa lll junto con sus cofactores corta el pre-miRNA en un duplex mediante la
eliminacién de la horquilla pre-miRNA (figura 2.2) (55). Posteriormente, la cadena guia
de miRNA madura se carga en el RISC, y el complejo miRNA / RISC esta listo para
hibridar con el mMRNA objetivo (56).
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Figura 2.2 Sintesis y maduracion de los microRNAs. El transcrito primario (pri-miRNA) es un RNA de mayor
longitud. El proceso de su maduracion esta a cargo principalmente de Drosha y Dicer, dos endoribonucleasas de la
familia de la RNasa lll. En el ntcleo ocurre la reduccion del pri-miRNA hasta precursor de miRNA (pre-miRNA) de unos
70 a 80 nucleotidos de longitud, esta reduccién se produce por la accién de Drosha y DGCRS8. A continuacion el pre-
miRNA se exporta al citoplasma mediante la formaciéon de un complejo con las proteinas exportina-5 y con la GTPasa
Ran. En el citoplasma, Ran hidroliza el GTP y libera la exportina-5 y el pre-miRNA. El pre-miRNA es modificado por
DICER para producir un miRNA casi maduro, posteriormente una RNA helicasa completa el proceso de maduracion y
el miRNA maduro es incorporado a un complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) el cual se une al mRNA
diana. Si la complementariedad entre el miRNA y el mRNA es casi perfecta, el mRNA es cortado y degradado. Si la
complementariedad es solo parcial el complejo bloquea la traduccién del mRNA diana. DGCRS8, Regioén Critica 8 del
sindrome de DiGeorge; GDP, Guanosin Difosfato; GTP, Guanosin Trifosfato; RISC, Complejo de Silenciamiento
inducido por RNA. Nelson, D. L., & Cox, M. M. (2017). Figura tomada de: Lehninger principles of biochemistry (7th ed.).

W.H. Freeman.
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Los miRNA se reclutan para el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC),
y suprima la expresion de genes codificantes de proteinas en el nivel pos-transcripcional
dirigiendo la represion de la traduccion, la desestabilizacion del mRNA o una combinacion
de los dos (53, 57).

Con el objetivo de regular la expresion génica los miRNAs se unen a la cadena de
MmRNA mediante una complementacion imperfecta, bloqueando la expresion del gen
diana mediante el silenciamiento de la traduccién, o mediante complementacion perfecta

generando la degradacion del gen (Figura 2.3) (56, 58).

Precursor miRNA Mature miRNA
Nucleus | — % —_— ;) —_— E ;)
Cytoplasm RISC complex /

Low W

Complementary interaction between

\(-—\ miRNA and target mMRNA

T N A—

MRNA
Translational repression Degradation (RNA interference)

Ribosome

Target
MRNA

Figura 2.3 Produccion de los microRNAs y regulaciéon de la expresion de genes. El miRNA maduro se
incorpora al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), el cual reconoce al mRNA diana utilizando el miRNA
como guia e inhibiendo la traduccion del mMRNA o generando su degradacién. La degradacion ocurre cuando el miRISC
tiene una alta complementariedad con el mRNA, mientras que la inhibicién de la traduccién del mRNA ocurre cuando
la interaccion miRISC / mRNA tiene una complementariedad relativamente baja. RISC, Complejo de Silenciamiento
Inducido por RNA. Yanokura, M., Banno, K., Kobayashi, Y., Kisu, I., Ueki, A., Ono, A., Aoki, D. (2010). MicroRNA and
endometrial cancer: Roles of small RNAs in human tumors and clinical applications (Review). Oncology Letters, 1, 935-
940. https://doi.org/10.3892/01.2010.173

En estudios en animales, se ha encontrado que es mas comun que los miRNAs afecten
las transcripciones a través de un emparejamiento de bases imperfecto a multiples sitios
en regiones 3’ no traducidas (UTR). Los hibridos de miRNA-mRNA imperfectos con
protuberancias centrales (nucledtidos 9-12) permiten la inhibicion de la traduccion(59).

34



Se piensa que la multiplicidad del sitio objetivo aumenta el grado de represion realizado
por los miRNASs, con lo cual podrian tener cientos de transcripciones objetivo cada uno,
debido a los pocos requisitos de apareamiento de bases que tienen (59).

Los miRNAs en los ultimos afios se han asociado con diversas funciones metabdlicas
y endocrinas como la muerte celular, la respuesta al estrés, el metabolismo energético, o
la diferenciacién y proliferacién celular (50, 60, 61). Ademas, sus niveles de expresion
alterados se relacionaron con patologias como obesidad (62), diabetes (63), hipertension
(64) o enfermedad cardiovascular (20, 65).

2.9 miRNAs asociados con metabolismo energético y enfermedades créonicas
Los niveles plasmaticos de los miRNAs miR-122 y miR-33 aumentan en pacientes con
hiperlipidemia, y se han asociado con ECV (66, 67). Investigaciones recientes in vitro
sugieren que su expresion a su vez afecta directamente la diferenciacion de los adipocitos
(66).Del mismo modo se demostré que miR-33 tiene una funcion en el metabolismo de
los acidos biliares, la respuesta inflamatoria, la sefalizacion de la insulina y la

homeostasis de la glucosa (67, 68).

Los miRNAs miR-193b y miR-126 también se han asociado a obesidad, debido a que
reprimen la expresion de la citocina inflamatoria CCL2 en adipocitos blancos humanos,
cuyos niveles estan aumentados en la obesidad (9). En una revision sistematica realizada
en el marco de la presente investigacion se encontraron en poblacidon adulta diferentes
miRNAs asociados con sindrome metabdlico y las diferentes alteraciones incluidas en su
diagnodstico (Material suplementario 1). En la tabla 2.8 se muestran los principales

hallazgos.
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Tabla 2.8 miRNAs asociados con sindrome metabdlico en adultos

MicroRNA  Componentes del Smet (p< Autores que lo reportaron
0,05)
miR-505-5p HPT, TG, OB Raitoharju 2014, McManus 2017
miR-148a-3p IR Raitoharju 2014, McManus 2017
miR-19b-3p IR, HPT Raitoharju 2014, Shah 2017
miR-320b IR, OB, HDL McManus 2017, Shah 2017
miR-342-3p IR, TG, OB Raitoharju 2014, McManus 2017, Shah 2017
miR-197-3p IR, HPT, TG, OB McManus 2017, Shah 2017
miR-122-5p IR, HPT, TG, OB, HDL Shah 2017, Guo 2019, Hess 2020,
Trzybulska 2017

miR-103 IR, HPT, TG, HDL Karolina 2012, Chen 2016
miR-130a IR, HPT Karolina 2012, Marques-Rocha 2016
miR-155-5p IR, TG McManus 2017, Trzybulska 2017
miR-375 IR, OB, HDL McManus 2017, Ramzan 2020

IR, Resistencia a la insulina; HPT, Hipertension; TG, Trigliceridos; OB, Obesidad; HDL, lipoproteina de alta densidad.

MicroRNAs y alteraciones metabdlicas en nifios:

Diversos miRNAs se han empezado a asociar con alteraciones metabdlicas que inician
en edades tempranas. En una revision sistematica publicada en el 2019 por Oses M. y
colaboradores se encontro que la expresion de los miR-222, miR-142-3, miR-140-5p, y
miR-143 estaba alterada en nifios y adolescentes entre 3 y 19 afos con obesidad (62).
En otro investigacion, Cui X. y colaboradores hallaron una expresion elevada de los
miRNAs: miR-486, miR-146b y miR-15b tanto en nifios obesos como en pacientes adultos
con diabetes mellitus tipo Il, lo cual sugiere que el aumento de este perfil de miRNAs en
la infancia podria indicar un riesgo futuro de diabetes en la adultez (69). En un estudio
realizado por Ibrahim A. y colaboradores en 120 nifios y adolescentes con diabetes
mellitus tipo | (DM1) se encontraron alteraciones en los perfiles de expresion del miR-34a
exosémico, que, ademas, presentaba una asociacion con marcadores de disfuncion

endotelial y dislipidemia (70).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Identificar los miRNAs asociados a riesgo cardiovascular y a diabetes que se expresan

en plasma de escolares de 6 a 10 afios de la ciudad de Cali.

3.2 Objetivos especificos

¢ Medir los niveles de expresidon de los miRNAs que han sido previamente asociados
con enfermedad cardiovascular y diabetes en plasma de escolares de 6 a 10 afios de
la ciudad de Cali.

o Establecer el perfil de expresion diferencial de miRNAs asociados a riesgo
cardiovascular y diabetes entre nifios con bajo y alto riesgo cardiovascular.

e Establecer los posibles RNAs mensajeros diana y rutas metabdlicas reguladas por los
miRNAs que tengan expresidn diferencial entre nifios con bajo y alto riesgo

cardiovascular.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Diseio

Se realizara un estudio descriptivo de corte transversal

4.2 Poblacion

La seleccidon de sujetos para este estudio se realizé a partir de la poblacion de nifios
entre 6 y 10 afos pertenecientes a instituciones educativas publicas de la Ciudad de Cali
que participaron del estudio “Riesgo cardiovascular, condicion fisica relacionada con la
salud y su relacion con la expresion de microRNAs en poblacion escolar: aproximacion a
una herramienta diagnostica para la prevencion temprana desde al aula” realizado por
Mosquera M. y cols” el cual cuenta con el aval del Comité Institucional de Revisidon de
Etica Humana (CIREH) de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle incluyendo el
uso secundario de muestras y datos para otros estudios (Acta de aprobacién 008-018).

Los nifos incluidos en este estudio cumplieron con los siguientes criterios:

e Edadentre 6y 10 afios.

e Sin ningun tipo de diagndstico de patologias que afecten las capacidades motrices
propias para su edad.

e Nifios que no presenten algun tipo de discapacidad que les impida realizar las
pruebas fisicas.

e Que se encuentren matriculados en las instituciones educativas oficiales de la
ciudad de Cali.

e Que sus representantes legales acepten la participacion y firmen el consentimiento

informado y el nifio el asentimiento.
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4.3 Muestra

En esta investigacion se realizaron muestras de sangre las cuales fueron tomadas
después de 12 horas de ayunas, a cada participante se le extrajeron 5 mL de sangre,
usando tubos vacutainer con anticoagulante EDTA-K2. y las muestras fueron
almacenadas a 4° C; la separacion del plasma se realizé dentro de los siguientes 30
minutos por medio de centrifugacion a 4000 rpm/10 min a 4° C, las muestras de plasma

fueron alicuotadas y almacenadas a -80°C hasta su posterior procesamiento.

La muestra de plasma se separé en 4 alicuotas en una de las cuales se midi6
Colesterol total (CT), Triglicéridos (TG), Colesterol HDL (C-HDL) y Glucosa en mg/dl,
usando el autoanalizador A15 de Biosystems®, Reagents & Instruments (Barcelona-
Espaia) con métodos enzimaticos-colorimétricos y reactivos de Biosystems®. Para el
calculo de Colesterol VLDL y Colesterol LDL, se utilizaron las ecuaciones de Friedewald:
C-VLDL =TG/5y C-LDL =CT - C- HDL — VLDL.

Para la seleccion de la muestra se establecid una clasificacion de riesgo cardiovascular
y diabetes basada en el puntaje de riesgo de Framingham tanto para riesgo de sufrir
enfermedad cardiovascular (37), como para riesgo de padecer diabetes (38), esto con el
fin de establecer perfiles de miRNAs asociados a las patologias nombradas
anteriormente. Los criterios de puntaje para cada tipo de riesgo se muestran en las tablas
41y4.2.

Esta escala de riesgo fue aplicada a los 310 sujetos correspondientes a la poblacion
evaluada por Mosquera M. y cols. Se realiz6 una sumatoria de ambos puntajes y se
seleccionaron los 30 sujetos con mayor riesgo (> Percentil 75) y los 30 con menor nivel
de riesgo (< Percentil 25) de los cuales se seleccionaron de manera aleatoria simple 16

muestras para cada nivel de riesgo.
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Tabla 4.1 puntuacion de riesgo de padecer diabetes en poblacion infantil

VARIABLE PUNTOS
HOMA-IR 10
Perimetro de Cintura 3

% Grasa 2

IMC 2

HDL-C 5
Trigliceridos 3
Tension Arterial 2
Capacidad aerdébica 1
Capacidad muscular 1

Se otorgd el puntaje a los participantes que estuvieran por encima del P90 para cada variable segin sexo y edad.
HOMA-IR; modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina, IMC; indice de Masa Corporal, HDL-C;

colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad.
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Tabla 4.2 puntuacién de riesgo cardiovascular en poblacion infantil

VARIABLE PUNTOS
Colesterol < 160 0
Colesterol 160-199 4
Colesterol 200-239 7
Colesterol 240-279 9
Colesterol 2 280 11
HDL-c = 60 -1
HDL-c 50-59 0
HDL-c 40-49 1
HDL-c<40 2
Tension sistolica < 120 0
Tension sistolica 120-129 0
Tension sistolica 130-139 1
Tension sistdlica 140-159 1
Tension sistolica 2 160 2

HDL-C; colesterol ligado a lipoproteinas de alta densidad.
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4.4 Cuantificaciéon de microRNAs

La extraccidn de RNA se realizé a partir de una alicuota de plasma de 400 ul, usando
el kit miRNeasy Serum/Plasma (Quiagen®) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante, brevemente, se afadié QIAzol a las muestras de plasma para realizar la fase
de lisis celular, ademas, se adiciond el control Spike-In cel-miR-39. Posteriormente se
realiz6 una separacion por fases con la adicion de cloroformo y extrayendo la fase acuosa
resultante a un tubo eppedendorf de 1.5mL al cual se le agregd etanol al 100% para
precipitar los acidos nucleicos. Inmediatamente se transfiere a una columna de extraccion
donde se realizan varios pasos de centrifugacion y lavado con diferentes buffers incluidos
en el kit comercial. Se evalud la concentracién y la calidad del RNA por medio del
espectrofotometro NanoDrop 2000.

La medicién de miRNAS se realizé por medio de PCR en tiempo real usando el
termociclador LightCycler® 480 Instrument Il (Roche). Esta determinacion se ejecutd por
medio de dos pasos, inicialmente el RNA fue convertido a cDNA usando el kit miScript I
RT (Quiagen®), para esto se realizé un MasterMix utilizando los reactivos: 5X miScript
Buffer HiSpec, 10X miScript Nucleic Mix, Agua libre de RNasas y miScript Reverse
Transcriptase Mix y se adicioné con la mezcla en tubos eppendorf de 0.5 mL. La PCR se
realiz6 en el termociclador Benchmark TC9639, al obtener el cDNA se normalizé la
concentracion de las muestras en 10 ng/pL.

La determinacion de los perfiles de expresién de miRNA se realizaron usando los
arreglos pathway-focused miScript miRNA PCR array (Quiagen®) disefiados para
evaluar 168 microRNAs de enfermedades cardiovasculares y diabetes. Para esto se
realiz6 un mix afadiendo: 2x QuantiTect® SYBR Green PCR Master Mix, 10x miScript
Universal Primer, Agua libre de RNasa y la muestra de cDNA. Posteriormente se sirvieron
los arreglos adicionando 10 pL en cada poso. La distribucién de los diferentes miRNAs
en los arreglos se muestran en las figuras 4.1y 4.2.
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1 [ 2] 3[a[s[e[7]8]9]w|[uf[2][13[1a]15]16[17[18][19][20[21[22]23]2

| A |hsa-let-7e- | hsa-let-7f- | hsa-let-7i- [ hsa-miR-1{ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
B 5p 5p 5p 3p 103a-3p 107 125a-5p | 125b-5p 126-5p 127-3p 129-2-3p | 129-5p
| € | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
D | 130a-3p | 130b-3p | 133a-3p 133b 135b-5p | 143-3p | 146a-5p | 148a-3p | 150-5p 152-3p 15b-5p 183-5p
| E | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
F 184 185-5p | 190a-5p | 193a-3p | 194-5p 195-5p | 196b-5p | 199a-5p | 19a-3p | 200a-3p | 204-5p 206
| G | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- [ hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
H | 212-3p 214-3p 21-5p 23a-3p 23b-3p 24-3p 26a-5p 26b-5p 27a-3p 27b-3p 296-5p 29a-3p
| I | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
J 29b-3p 29c-3p | 301a-3p | 30a-5p 30c-5p | 3121-3p 320b 324-3p 324-5p 330-5p 335-5p 34a-5p
| K | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
L | 34c-5p 361-5p | 365b-3p [ 370-3p 375 376a-3p | 377-3p 380-5p 381-3p 382-5p 424-5p 433-3p
| M | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- [hsa-miR-7{ hsa-miR- | hsa-miR-
N 4458 4500 450a-5p 451a 4699-3p 4729 490-3p 506-3p 542-3p 5p 96-5p 99b-5p
%ce"“;ip“g' ce"”;LR’39' SNORD61 | SNORDE8 | SNORD72 | SNORD95 |SNORD9BA | RNUE-6P | miRTC | miRTC PPC PPC

Figura 4.1 Arreglo de miRNAs asociados a diabetes: evaltia 84 microRNAs asociados a la enfermedad. miRTC,

Controles transcripcion reversa; PC, Controles positivos de PCR.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 [ 15 [ 16 | 17 | 18 [ 19 [ 20 | 21 | 22 | 23 | 24
miR-103a-

% let-7a-5p | let-7b-5p let-7¢ let-7d-5p | let-7e-5p | let-7f-5p miR-1 | miR-100-5p 3 miR-107 [miR-10b-5p [ miR-122-5p
%miR-124-3p miR-51pZSa— miR’Slpz‘r’b' miR-126-3p miR'sfoa’ miR-133a | miR-133b |miR-140-5p | MiR-142-3p | MiR-143-3p | miR-144-3p | miR-145-5p
% miR;)%a' MiR-149-5p | miR-150-5p | miR-155-5p | miR-15b-5p | miR-16-5p | miR-17-5p miR;)sla' miR'Sflb' miR-182-5p | miR-183-5p | miR-185-5p
%miR-le—Sp mMiR-195-5p miR’;)gga' MiR-206 | miR-208a | miR-208b | miR-21-5p | miR-210 |miR-214-3p | miR-22-3p |miR-221-3p | miR-222-3p
+miR—223»3p miR-224-5p | miR-23a-3p [miR-23b-3p | miR-24-3p | miR-25-3p [miR-26a-5p | miR-26b-5p | miR-27a-3p [MiR-27b-3p | miR-29a-3p [ miR-29b-3p
%miR—29C—3p miR'Sioza' miR;’)OZb' mMiR-30a-5p | miR-30c-5p | miR-30d-5p | miR-30e-5p | miR-31-5p | miR-320a | miR-328 |miR-342-3p miR'aissa'
% miR'33P783' miR-423-3p | miR-424-5p | miR-451a |miR-486-5p| miR-494 miR'S‘:)gga' MiR-7-5p |miR-92a-3p | miR-93-5p | miR-98-5p |miR-99a-5p
%cel'";i;'”' Ce"";LR'39' SNORD61 | SNORD68 | SNORD72 | SNORD95 | SNORD96A | RNUE-2 | miRTC miRTC PPC PPC

Figura 4.2 Arreglo de miRNAs asociados a enfermedad Cardiovascular: evaliia 84 microRNAs asociados a la

enfermedad. miRTC, Controles transcripcion reversa; PC, Controles positivos de PCR.

Los resultados de los miRNAs fueron comparados entre los dos grupos (menor riesgo
vs mayor riesgo), utilizando la herramienta de analisis de datos de Qiagen GeneGlobe
Data Analysis (https://geneglobe.giagen.com/co/analyze) recomendada por el fabricante

para los resultados obtenidos con arreglos, normalizando con los valores de Ct promedio
globales. El software utiliza la ecuacion 2*-ACt para calcular los valores de Fold Change
(FC) (cantidad de cambio en expresidn del grupo de riesgo con respecto al grupo control).
Los miRNAs con un valor de FC de + 2 y un valor p de < 0,1, fueron seleccionados para

los analisis posteriores.
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4.5 Analisis informatico

Para analizar las interacciones que se podrian producir a partir de aquellos miRNAs
que se encontraron significativamente desregulados en infantes con mayor riesgo
cardiovascular y de diabetes, realizamos un analisis bioinformatico utilizando la
herramienta DIANA-miRPath v3.0 (DIANA tools). Esta version utiliza algoritmos de
prediccidon de objetivos, mediante el uso de interacciones previstas derivadas de DIANA-
microT-CDS y TargetScan 6.2, asi como mas de 600.000 interacciones respaldadas
experimentalmente derivadas de DIANA-TarBase v7.0; permitiendo revisar la funcion del
miRNA con soporte experimental en una escala similar a las predicciones in silico (71).

En esta investigacion el analisis se realizo filtrando inicialmente para TarBase v7.0 o

TargetScan como segunda opcion, se establecieron las asociaciones se utilizando:

Unidén de genes: Este es un método de analisis a priori que calcula la unién de genes
objetivo por los mMiRNAs seleccionados y realiza un analisis estadistico de
enriquecimiento, el cual identifica vias significativamente enriquecidas con los genes

encontrados.

Unién de vias: En este modo, el servidor identifica todas las vias significativamente
asociadas con los miRNAs seleccionados. El servidor realiza inicialmente el analisis de
enriquecimiento y calcula los niveles de significancia (valores p) entre cada miRNA y cada
via. Posteriormente, para cada via se extrae un valor p fusionado utilizando el método de
metaanalisis de Fisher. Los valores p combinados significan que al menos un miRNA del
grupo seleccionado inicialmente se dirige a una via en particular. Este es un método de

analisis a posteriori.

4.6 Analisis estadistico

Se evaluo la normalidad en la distribucion de las variables mediante la prueba de
kolmogorov-Smirnov. Se realizaron pruebas t-student para realizar un comparativo inicial
de las variables antropométricas y bioquimicas en los grupos de alto riesgo y el control o
bajo riesgo. El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando IBM SPSS Statistics Premium

(version 25.0).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la poblacion evaluada

Se incluyeron 32 participantes para el analisis, con una edad promedio de 8.34 + 1.3. Las
variables de IMC, TA, perimetro de cintura, grasa corporal, insulina, indice HOMA,
colesterol total, LDL, HDL, triglicéridos y VO2max presentaron diferencias significativas
entre el grupo control y el grupo de riesgo como era de esperarse, la fuerza prensil a
pesar de ser una de las caracteristicas de separacion de los grupos no presento
diferencias significativas (tabla 5.1). En la tabla 5.2 la distribucion de los sujetos de
acuerdo con las clasificaciones de riesgo y cada uno de sus criterios.

Tabla 5.1 Principales caracteristicas de la poblacion estudio

VARIABLE CONTROL RIESGO T-student (p)
N 16 16
Sexo femenino, n (%) 5(31.25) 11 (68.75) n/a
Edad (afios) 8.09+1.2 8.58+1.5 0.327
IMC (kg/m2) 16.09+0.9 21.98+3.2 0.001**
TA Sistolica (mmHG) 95.27 £ 9.1 109.54 + 15.4 0.007**
TA Diastélica (mmHG) 60.60 + 8.1 77.23+20.3 0.001**
Perimetro de cintura (cm) 5591+25 68.65+7.2 0.001**
Grasa Corporal (%) 18.34 £ 3.5 31.98 £ 6.1 0.001**
Glucosa en ayunas (mg/dl) 93.27£6.2 96.92+7.6 0.216
Insulina en ayunas (uU/mL) 514 +1.8 15.05 £ 11 0.001**
indice HOMA 1.18+0.4 3.61+26 0.001**
Colesterol total (mg/dL) 159.8 + 32.1 186 £ 24.2 0.008**
Colesterol HDL (mg/dL) 53.96 £ 9.2 40.63 £ 10.2 0.001**
Colesterol LDL (mg/dL) 89.54 +23.2 120.98 + 23.8 0.001**
Triglicéridos (mg/dL) 79.8 +34.8 120.31 £ 49.8 0.001**
Fuerza prensil derecha (kg) 10.60 £ 3 1214+ 2.8 0.114
Fuerza prensil izquierda (kg) 10.69+2.5 12.01+£3 0.150
VO2 maximo (ml/kg/min) 35.99+29 33.63+£2.9 0.039*

Los datos son presentados como promedio * desviacién estandar o n. IMC, indice de Masa Corporal;

TA, Tensién Arterial; HOMA, modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina; HDL,

lipoporteinas de alta densidad; LDL, lipopoteinas de baja densidad; VO2, consumo de oxigeno, n/a;

no aplica; *; < 0,05; **, < 0.01.
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Tabla 5.2 distribucion de los diferentes sujetos de acuerdo con las clasificaciones de riesgo

Grupo Riesgo Grupo Control

Sexo Sexo Sexo Sexo
Femenino, n Masculino, n Femenino, n Masculino, n

Clasificacion Riesgo de
Diabetes

HOMA-IR (>P90) 6 2 0 0
Perimetro de Cintura (>P90) 5 4 0 0
% Grasa (>P90) 4 3 0 0
IMC (>P90) 4 3 0 0
HDL-C (<P10) 6 2 0 0
Trigliceridos (>P90) 6 2 1 0
PAS (>P90) 1 1 0 0
Capacidad aerobica (<P10) 3 1 0 0
Capacidad muscular(<P10) 1 0 1 2
Clasificacion Riesgo

Cardiovascular

Colesterol < 160 0 0 2 7
Colesterol 160-199 9 3 2 3
Colesterol 200-239 2 2 1 0
Colesterol 240-279 0 0 0 0
Colesterol = 280 0 0 0 0
HDL-c = 60 0 1 3 0
HDL-c 50-59 1 0 2 7
HDL-c 40-49 3 2 0 3
HDL-c<40 7 2 0 1
PAS <120 10 4 5 11
PAS 120-129 1 1 0 0

Los datos son presentados como frecuencia (n). IMC, indice de Masa Corporal; PAS, Presién Arterial Sistdlica;
HOMA, modelo homeostatico para evaluar la resistencia a la insulina; HDL, lipoproteinas de alta densidad; LDL,

lipoproteinas de baja densidad

5.2 MicroRNAs y Riesgo Cardiovascular
De los ochenta y cuatro miRNAs evaluados en el arreglo de enfermedad cardiovascular,
cuatro presentaron diferencias significativas en su expresion en el grupo de riesgo
respecto al grupo control (Figura 5.1). Los hsa-miR-181a-5p (FC = 2,55) y hsa-miR-7-5p
(FC = 10,31) presentaron alzas en su expresion y los miRNAs hsa-miR-210-3p (FC = -
2,32) y hsa-miR-378a-3p (FC = -3.39) presentaron una expresion disminuida comparada
con los controles. Los miRNAs restantes no tuvieron diferencias significativas en su

expresion (Tabla S1, material suplementario 2).
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Figura 5.1 Perfil de expresion del arreglo de miRNAs asociados con enfermedad cardiovascular. A) Mapa

de calor B) Volcano plot
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5.3 MicroRNAs y Diabetes
De los ochenta y cuatro miRNAs evaluados en el arreglo de riesgo de diabetes, solo el
hsa-miR-365b-3p presenté un aumento significativo de expresion (FC = 5,24) en el grupo
de riesgo respecto al grupo control (Figura 5.2). Los miRNAs restantes no tuvieron

diferencias significativas en su expresion (Tabla S2, material suplementario 2)

A
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Magnitude of log2{Fold Change)
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365539

Figura 5.2 Perfil de expresion del arreglo de microRNAs asociados con diabetes. A) Mapa de calor B). Volcano

plot
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5.4 Analisis informatico de interacciones miRNAs-genes

El analisis in silico de las vias blanco de los miRNAs hallados en este estudio, se realizo
de manera aditiva, determinando los blancos de cada miRNA por separado y la
modificacion de vias blanco cuando se incluian los 5 miRNAs. El miRNa hsa-miR-210-3p
no mostré resultados para TarBase 7.0 por tanto se analizé con TargetScan. En la tabla
5.3 se muestran las vias asociadas con los miRNAs del perfil de expresion mediante la
metodologia genes de unidn y se seleccionaron las vias blanco relacionadas con
metabolismo de los 5 miRNAs. En la tabla S3 (material suplementario 2) se muestra el
resultado de todos las vias blanco encontradas en el analisis.

La figura 5.3 resumen las vias que contienen genes objetivo de los miRNAs reportados
con cambios significativos en su expresion en los arreglos de enfermedad cardiovascular
y diabetes, utilizando la metodologia union de vias. Se encontraron asociaciones
significativas (P<0.05) con genes relacionados con las vias de sintesis de acidos grasos,
y metabolismo de biotina, ademas de las vias de sefializacion de estrogenos, PI3K-Akt,
Prolactina, VEGF y adrenérgicas en cardiomiocitos.

El miRNA-7-5p es el que presenta mayor cantidad de asociaciones con vias metabdlicas
como se evidencia en la figura 5.3 y el miRNA-210-3p es el que presenta menor cantidad
de asociaciones. Dentro de los hallazgos de los blancos de los miRNAs de este estudio,
se hallaron varias vias asociadas a neoplasia y cancer que también podrian afectarse por
cambios en la expresion de estos miRNAs y son evidenciadas por el software, sin
embargo, se tomaron unicamente las vias relacionadas directamente con las
enfermedades estudiadas. En el documento suplementario 3 se encuentran las figuras
explicativas de cada una de las rutas que figuran en la tabla 5.3.
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Tabla 5.3 Vias metabdlicas relacionadas con el perfil de expresién de miRNAs

KEGG pathway

p-value #genes #miRNAs

miRNAs

Fatty

biosynthesis
Biotin metabolism

Estrogen signaling
pathway
PI3K-Akt signaling
pathway
Prolactin  signaling
pathway
VEGF signaling
pathway

Adrenergic signaling

in cardiomyocytes

2,60E-03

6,10E+04

0.0004

0,0065

0.0164

0.0409

0.0097

4

3

26

107

26

24

44

hsa-miR-7-5p, hsa-miR-181a-5p,
hsa-miR-378a-3p

hsa-miR-7-5p, hsa-miR-181a-5p

hsa-miR-7-5p, hsa-miR-181a-5p,
hsa-miR-378a-3p, hsa-miR-365b-3p
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Figura 5.3 Mapa de calor vias metabdlicas relacionadas con el perfil de expresion de miRNAs
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6. DISCUSION

Los miRNAs circulantes son un foco de interés creciente como potenciales
biomarcadores de diversas patologias. Esta investigacion es uno de los primeros
acercamientos a la evaluacion de miRNAs plasmaticos en infantes latinoamericanos con
un perfil de riesgo cardiovascular y de diabetes. Encontramos 5 miRNAs (miR-7-5p, miR-
181a-5p, miR-365b-3p, miR-378a-3p y miR-210-3p) con un FC >2 0 <- 2 y un p-valor <

0,1, al comparar el perfil de expresidn entre los nifilos con riesgo vs los controles sanos.

La expresion elevada de hsa-miR-7-5p ha sido relacionada previamente con liberacion
de insulina (72), enfermedad aterosclerotica (73) y enfermedad coronaria (74). Por su
parte, el aumento de hsa-miR-181a-5p se asocio con cardiomiopatia hipertrofica (75) y la
elevacion de la expresion de hsa-miR-365b-3p se encontrd relacionada con disfuncion
endotelial y obesidad infantil (76). Estos resultados son coherentes con hallazgos en
nuestra investigacion donde encontramos los niveles de los miRNAs nombrados
anteriormente expresados al alta en la poblacion infantil con riesgo cardiovascular y de
diabetes.

La evidencia sobre los cambios en la expresion de hsa-miR-378a-3p se ha mostrado
contradictoria, ratones expuestos a dietas altas en grasa se ha encontrado disminucion
de este miRNA (77) y también su bloqueo se asocidé con disminucidn en la supervivencia
celular de cardiomiocitos (78). Sin embargo, en otras investigaciones su expresion
elevada se relacion6 con la exposicion a dietas altas en grasa en ratones (79), diabetes
gestacional (80) o aumento en la adipogénesis (81). En nuestra investigacion se
encontraron niveles bajos en la expresion del hsa-miR-378a-3p en el grupo de nifios con
riesgo cardiovascular y de diabetes respecto a los controles.

El aumento hsa-miR-210-3p se asocio con diabetes mellitus de tipo 1 (82), enfermedad
coronaria (74), y aterosclerosis (83) en poblacion adulta. Nuestros resultados difieren,
encontrando una regulacion a la baja, sin embargo, no encontramos un estudio que

evaluara los niveles de expresion de este miRNA en poblacién infantil.

En la figura 6.1 se muestra un resumen de la posible explicacion del perfil de expresion

encontrado y de las vias asociadas en el analisis en mirPath v3. Desde nuestra
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perspectiva sugerimos que los cambios iniciales se presentan a partir de una
alimentacion con ingesta elevada de carbohidratos, produciendo una elevacion en la
sintesis de acidos grasos y posterior acumulacién de tejido adiposo lo cual se asocio en
nuestro estudio con la expresion de miR-7-5p, 181a-5p y 378a-3p.

El aumento de la adiposidad se asocio positivamente con cambios en los niveles de
estrogenos y sus vias de sefalizacion, 1o que encontramos asociado con la expresion
alterada de los miR-378a-3p, miR-7-5p, 181a-5p y 365b-3p. (84). Esta alteracion
generaria una potencial disminucion en la vasodilatacion, ademas de una reduccion en

la glucdlisis y la beta-oxidacion (85).

Otra alteracidon asociada con la ingesta elevada de carbohidratos es la disminucion en
niveles de biotina (86, 87), generando un aumento de los triglicéridos, el colesterol total
y el colesterol LDL circulante (88), lo cual concuerda con las diferencias en estas variables
para los dos grupos evaluados en nuestra investigacidon. Todas estas alteraciones
posiblemente se asocien con la expresion aumentada de los miRNAs miR-181a-5p y miR-
7-5p.

En nuestra investigacion se encontré que los niveles de expresion de los miR-378a-3p,
miR-7-5p, 181a-5p y 365b-3p se asociaron con cambios en las vias de sefalizacion
asociadas a PI3K/AKT posiblemente causados por alteraciones en la homeostasis
glucosa-insulina, generando disminucion en el transporte de glucosa, la sintesis de

glucogeno, y la produccion y secrecion de insulina (89).

Las alteraciones en el metabolismo de glucosa e insulina también se asociaron con
cambios en la funcion endocrina del sistema hipotalamo-pituitaria (90), afectando
directamente los niveles de prolactina y generando una mayor acumulacion de tejido
adiposo (91). Parece que esta alteracion endocrina también se podria explicar en parte
por los cambios en la expresion de miR-378a-3p, miR-7-5p, 181a-5p y 365b-3p

nombrados anteriormente.

Otras vias metabolicas que se mostraron relacionadas con el perfil de expresion fueron
las vias de sefnalizacion de VEGF vy las adrenérgicas en miocitos. La alteracién de la

primera se ha asociado con disminucion de la sintesis de 6xido nitrico e inadecuada
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regeneracion tisular del endotelio (92), mientras que la alteracion de la segunda se asocio
con aumento de la tension arterial y disminucién de la fuerza de contraccion en
cardiomiocitos (93). La via de sefalizacion de VEGF se asocié con cambios en la
expresion de miR-378a-3p, miR-7-5p, 181a-5p y 365b-3p, y por su parte la via de
sefalizacion adrenérgica en miocitos con la expresién alterada de miR-378a-3p, miR-7-
5p, 181a-5p, 365b-3p y miR-210-3p.

Nuestra hipdtesis es que las diferencias entre algunos miRNAs expresados a la alta y
otros a la baja asociados con las diferentes vias metabdlicas nombradas anteriormente,
podria explicarse como un intento de mantener la homeostasis de estas, teniendo en

cuenta que son estadios iniciales de alteraciones cardiometabdlicas.

De manera interesante, de los 168 miRNAs evaluados en nuestra investigacion y que
habian sido previamente reportados en varias investigaciones como expresados
diferencialmente en adultos con enfermedad cardiovascular o con diabetes, solamente 5
tuvieron diferencias significativas en nuestra poblacion infantil evaluada, lo cual sugiere
que hay diferencias grandes en los perfiles de expresion de miRNAs circulantes entre
estas dos poblaciones. Por tanto, es importante en futuras investigaciones realizar los
perfiles de expresion asociados siempre a la edad de los participantes y no solo a las
patologias o disfunciones estudiadas.

Una de las limitaciones de este estudio es que no se pudo realizar la validacién de los
mMiRNAs encontrados en los microarreglos, esta validacion que se debe realizar en un
futuro permitira determinar la expresion de los miRNAs hallados en este estudio en una
poblacién de nifios con factores de riesgo y asociar su expresion a la presencia o
ausencia de caracteristicas bioldgicas relacionados con ECV o diabetes. Otra limitacion,
radica en que en la presente investigacion se utilizd una seleccion de miRNAs
previamente asociados con enfermedad cardiovascular o con diabetes en poblacion
adulta. Un analisis de secuenciacion para los miRNAs circulantes podria potencialmente
identificar otros mMiRNAs asociados con el riesgo cardiovascular y de diabetes
especificamente en poblacion infantil. Sin embargo, los hallazgos descritos permiten
establecer un potencial perfil de miRNAs relacionados con riesgo cardiovascular en
poblacion infantil colombiana.
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En esta investigacion, se identificaron varios miRNAs elevados en poblacion infantil con
riesgo, que podrian servir como biomarcadores no invasivos en un futuro. Ademas, se
gener6 una hipdtesis de la posible explicacion biologica de este perfil de expresion
encontrado, lo cual podria dar un indicio de los origenes de las patologias estudiadas y
los mecanismos bioquimicos que las subyacen. En futuros estudios sera importante
validar los cambios en la expresion del perfil de miRNAs con los diferentes niveles en

cada variable asociada a riesgo cardiovascular o de diabetes.
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