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Resumen

Los microRNAs (miRNASs) son transcritos cortos (22-25 nt) no codificantes que regulan la
expresion génica mediante la unién a secuencias de mRNA complementarias. Un miRNA
actla sobre varios genes o varios miRNAs pueden regular el mismo gen, lo cual genera
efectos cooperativos en la respuesta celular. Los “hipoxamiRs” son un grupo de miRNAs
cuya expresion esta relacionada con la condicion de hipoxia. A la fecha, se han reportado
aproximadamente 30 hipoxamiRs encargados de regular procesos relacionados con el
metabolismo energético, diferenciacién, proliferacion, crecimiento y muerte celular.
Aunque se ha estudiado el papel de los hipoxamiRs en patologias como el cancer y las

isquemias, su papel durante la aclimatacion a la hipoxia hipobarica aun es incierto.

En este trabajo se evaluaron algunas variables hematoldgicas y el patron de expresion de
5 hipoxamiRs circulantes en plasma de individuos expuestos a hipoxia hipobarica (2600
msnm) durante un periodo de 4 meses. Para cada miRNA se establecieron las condiciones
Optimas para la amplificacion mediante la técnica de reaccién en cadena de polimerasa en
tiempo real (RT-qPCR). También se realiz6 el andlisis bioinformatico de cada miRNA para
establecer su posible relacién con los cambios presentes durante la aclimatacién mediante

redes de regulacion.

Con relacion a las variables hematoldgicas se encontraron diferencias interindividuales y
entre género, que son consistentes con los cambios presentes durante el proceso de
aclimatacion. Por otra parte, los miRNAs presentaron variaciones interindividuales, sin
embargo, la tendencia de algunos miRNAs es similar entre los individuos a lo largo del
seguimiento. El analisis bioinformatico revelé que los 5 hipoxamiRs evaluados se
encuentran estrechamente relacionados y tienen como blanco genes involucrados en
procesos como la ubiquitinacion de proteinas, la regulacién metabdlica, la inflamacion y

procesos derivados del incremento en las especies reactivas de oxigeno. Asi mismo, se
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establecio que el componente central de regulacion de estos hipoxamiRs es la via de

respuesta a estrés (MAPKS).

Los resultados indican que los niveles plasmaticos de estos hipoxamiRs tienen relacion
con las adaptaciones fisiolégicas que se presentan durante la aclimatacién a la altitud, al
tener como blanco genes que codifican para proteinas relacionadas con el control de la
hipertension pulmonar, la angiogénesis, la regulacion de la funcion de HIF y de los liquidos

corporales.

Palabras clave: Aclimatacién, Hipoxia Hipobarica, miRNAs, Reacciéon en Cadena de

Polimerasa en Tiempo Real.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are short (22-25 nt) non-coding transcripts that regulate gene
expression by binding to complementary mRNA sequences. A miRNA acts on several
genes or several miRNAs can regulate the same gene, which generates cooperative effects
in the cellular response. The "hipoxamiRs" are a group of miRNAs whose expression is
related to the hypoxia condition. To date, approximately 30 hypoxamiRs have been
reported to regulate processes related to energy metabolism, differentiation, proliferation,
growth and cell death. Although the role of hypoxamids in pathologies such as cancer and
ischemia has been studied, their role during acclimation to hypobaric hypoxia is still

uncertain.

In this work some hematological variables and the expression pattern of 5 circulating
hypoxamyRs in plasma of individuals exposed to hypobaric hypoxia (2600 masl) during a
period of 4 months were evaluated. For each miRNA optimal conditions for amplification
were established by the real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR) technique. The
bioinformatic analysis of each miRNA was also performed to establish its possible

relationship with the changes present during acclimation through regulation networks.

Regarding the hematological variables, interindividual and gender differences were found,
which are consistent with the changes present during the acclimation process. On the other
hand, the miRNAs presented interindividual variations, however, the tendency of some
miRNAs is similar among individuals throughout the follow-up. The bioinformatic analysis
revealed that the 5 evaluated hypoxamiRs are closely related and target genes involved in
processes such as protein ubiquitination, metabolic regulation, inflammation and processes
derived from the increase in reactive oxygen species. Likewise, it was established that the
central regulatory component of these hypoxamids is the stress response pathway
(MAPKS).
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The results indicate that the plasma levels of these hypoxamiRs could be related to the
physiological adaptations that occur during altitude acclimation, by targeting genes that
code for proteins related to the control of pulmonary hypertension, angiogenesis, the
regulation of the function of HIF and body fluids.

Keywords: Acclimatization, Hypobaric Hypoxia, miRNAs, Real-Time Polymerase
Chain Reaction.
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Introduccioén

En el afio de 1955, gracias a la inversion en infraestructura deportiva impulsada por las
politicas publicas mexicanas, en las que se incluyé el deporte como “mecanismo para la
movilizacién politica, el desarrollo social y para reestablecer la credibilidad de México en
la comunidad internacional™, se realizaron en la ciudad de México los Juegos
Panamericanos. Aunque estos fueron un éxito, se present6 una polémica relacionada con
altura de la ciudad (2240 m.s.n.m.) y los resultados de algunos deportistas. Por lo anterior,
se desarroll6 el proyecto Mexico2, en el cual se realizaron una serie de medidas fisioldgicas
para obtener informacion relevante sobre el efecto de la altitud en los atletas. Los
resultados presentados, indicaron que no existe ningun efecto negativo sobre el
rendimiento fisico de los deportistas, siempre y cuando, estos logren aclimatarse con la
anticipacion necesaria. De hecho, el presidente del Colegio de medicina del Deporte de los
Estados Unidos sostuvo: “que las condiciones climaticas adversas llegan a producir en un
buen deportista un mejor desempefio”™. Gracias a estas investigaciones, México fue
seleccionada como la sede de los Juegos Olimpicos de 1968. Durante el desarrollo de
estos juegos olimpicos, se rompieron setenta y seis plusmarcas olimpicas y treinta
mundiales, favoreciendo a los atletas que participaron en deportes de velocidad y
causando un efecto negativo en los atletas que compitieron en pruebas de resistencia
(Seaton, 1969). Estos resultados desencadenaron una serie de investigaciones en torno a
las adaptaciones fisioldgicas, las respuestas sistémicas y las aplicaciones de la hipoxia

hipobarica en los seres humanos.

A la fecha, los estudios genéticos realizados en tibetanos, etiopes y andinos -residentes a

4000 m.s.n.m por més de 15.000 afios- han permitido describir patrones de adaptacion

1 Tomado de:
https://es.wikipedia.org/wiki/Juegos_OI%C3%ADmpicos_de_M%C3%A9xico_1968#Antecedentes
2 Tomado de:

http://www.colmich.edu.mx/relaciones25/files/revistas/076/ArielRodriguezKuri.pdf
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caracteristicos de cada poblacién. De manera anéloga, se ha demostrado que los
individuos residentes a nivel del mar que migran por encima del umbral altitudinal (1800
m.s.n.m) (Trompetero et al., 2015) presentan cambios en funcién de la altitud y el tiempo
de exposicion. Estos cambios estan relacionados con la concentracion de hemoglobina
(Hb), el patron respiratorio, la saturacion arterial de oxigeno (Sa02) y la concentracion de
eritropoyetina (EPO). De acuerdo a lo anterior, se define adaptacion a las variaciones
genéticas producidas por el sometimiento continuo a la altitud y aclimatacion a las

respuestas que tienen lugar durante el estimulo agudo y crénico a la altitud.

Actualmente, los Factores Inducibles por hipoxia (HIFs) se han establecido como los
principales reguladores moleculares de la respuesta hipéxica (Webb, Coleman, & Pugh,
2009). Sin embargo, investigaciones in vitro realizadas en diferentes tejidos, demostraron
la existencia de algunos microRNAs (MiRNAS) encargados de regular la respuesta ante la
hipoxia, los cuales, recibieron el nombre de “hipoxamiRs” (Kulshreshtha et al., 2007). Los
hipoxamiRs tienen patrones de expresién especificos en cada tejido e inhiben la traduccion
de proteinas que se encuentran en la via de los HIFs, actuando como moduladores de la
respuesta. El descubrimiento de los miRNAs ha elucidado un mecanismo de regulacion
génica muy flexible, rapido y de alta eficiencia para explicar las respuestas adaptativas de
los organismos (Voskarides, 2017).

Aunque poco se ha estudiado el papel de los miRNAs durante el proceso de aclimatacion
a la altitud, existen a la fecha, dos reportes que han evaluado los perfiles de expresion de
mMiRNAs presentes en plasma sanguineo de individuos sometidos a hipoxia hipobérica (Liu
et al., 2016; Yan et al., 2016). En estos estudios se encontré un aumento en los niveles de
expresion de algunos miRNAs en personas que se desplazaban desde tierras de baja
altitud a lugares por encima del umbral altitudinal, los cuales, son equiparables con los
niveles de expresién de los residentes de la altitud. Ademas, se encontraron diferencias en
los patrones de expresion de los miRNAs entre residentes nativos a nivel del mary en la
altitud.

Teniendo en cuenta la importancia que podrian tener los hipoxamiRs durante el proceso
de aclimatacion, y ademas, que las respuestas a la hipoxia varian en funcién del tiempo y
el grado de exposicidn, en este trabajo se midieron algunas variables hematoldgicas y los
niveles de expresion de 5 hipoxamiRs (miR-21, miR-22, miR-130, miR-181, miR-210) en
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individuos colombianos expuestos al estimulo hipdxico altitudinal durante un periodo de
cuatro meses. Adicionalmente, se realiz6 el andlisis bioinformatico de estos miRNAs con
el fin de establecer su posible relacién con los cambios fisiol6gicos presentes durante la

aclimatacion.

El presente trabajo consta de seis partes, la primera de ellas es el marco teérico en el cual
se destacan los conocimientos necesarios para el desarrollo de este trabajo, seguido de la
justificacién, que recalca la importancia y los alcances del escrito; en la tercera parte se
mencionan los objetivos que guiaron la investigacion. Las partes cuatro, cinco y seis,
corresponden a la metodologia, los resultados y discusion y por altimo las conclusiones

logradas a partir de los procedimientos experimentales y bioinformaticos realizados.
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1.Marco teodrico

En este primer capitulo, se describen las bases conceptuales necesarias para la
comprension y desarrollo de la presente investigacion. En primer lugar, se hace referencia
a las adaptaciones fisioldgicas a la altitud, luego se explican los mecanismos moleculares
relacionados con la respuesta a hipoxia, entre ellos los miRNAs. Finalmente se da un breve
recuento sobre la técnica de RT-gPCR usada en este estudio para la cuantificacion de los
MiRNAS.

1.1 La hipoxia hipobérica

La hipoxia hipobarica se define como la disminucion en el aporte tisular de oxigeno por la
caida en la presién atmosférica debido a variaciones geogréficas. El aire atmosférico tiene
un 21% de oxigeno y una presién a nivel del mar de 760 mmHg, sin embargo, con el
aumento en la altitud la presion disminuye, llegando a valores de 560 mmHg en ciudades
como Bogot4 -2600 m.s.n.m.- y a 400 mmHg a los 5000 m.s.n.m. Al aplicar las propiedades
de los gases durante el ciclo respiratorio se encuentra una relacién entre la presion

atmosférica y las presiones en el interior del sistema respiratorio (ver Ecuacion 1.1).
PAtm (760mmHg) = PAO, + PAH,0 + PACO, (1.1)

Es decir, al finalizar una inspiracion, la sumatoria de las presiones alveolares de oxigeno
(PAO,), agua (PAH,0 )y diéxido de carbono (PAC0,) seran iguales a la presién atmosférica
(PAtm). Teniendo en cuenta que la PACO, tiene valores muy similares a la presion arterial
de dioxido de carbono (PaC0,) y que el contenido de oxigeno atmosférico (Fi0, = 0,21) y
la PAH,0 (47 mmHg) permanecen relativamente constantes es posible determinar la PAO,

de acuerdo a las variaciones en la PAtm (ver Ecuacion 1.2).
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PAO, = (Pparométrica- 47 mmHQ) X FiO, — PaCO, (1.2)

A nivel del mar, la PAO, es de aproximadamente 159,6 mmHg, mientras que en la ciudad
de Bogot4 es de 117,6 mmHg. Lo anterior, corresponde a una disminucion del 28% de la
presién de oxigeno a nivel del alveolo y por consiguiente la reduccion en la tasa de difusion
del gas al torrente sanguineo. Esta caida en la presion arterial de oxigeno (Pa0,) es
rapidamente sensada por los receptores carotideos, activando una serie de respuestas
fisiolégicas relacionadas con el intercambio, transporte, entrega y utilizacion de oxigeno en

los tejidos.

En relacion con el intercambio, a nivel pulmonar la tasa de difusién de oxigeno del alveolo
al capilar sanguineo depende de la PAO,, la ventilacion y el coeficiente de difusion del gas
en el medio. Si la membrana intersticial se conserva intacta (Weber, 2007), es posible
mitigar la disminucion de la Pa0, por un aumento en la ventilacién, determinada por la
morfologia del pulmén, la perfusion pulmonar y la frecuencia respiratoria. Por esta razon,
durante la hipoxia altitudinal se presenta un aumento de la ventilacién minuto, sin embargo,
esto provoca la disminucién en los niveles de €O, (hipocapnia) y alcalosis sanguinea. Lo
anterior, reduce la actividad de los quimiorreceptores sensibles a [H+] y a CO,, evitando

gue la magnitud de la respuesta ventilatoria se prolongue en el tiempo (Weber, 2007).

Por otro lado, la cantidad de oxigeno sanguineo disponible para entregar se puede
cuantificar mediante el contenido arterial de oxigeno (CaO2), el cual depende de la
concentracion de hemoglobina (Hb), la saturacién de oxigeno (SatO), la capacidad
ventilatoria y la de difusién del gas (ver Ecuacion 1.3).

Ca0, = (1,36xHbxSat0,%) + (0,003xPa0,) 2.3)

Durante la condicion de hipoxia se incrementa la concentracion de Hb y su cinética de
disociacién con el oxigeno, permitiendo mayor afinidad en la recoleccion a nivel pulmonar
y menor afinidad a nivel tisular, esto se traduce en el aumento del transporte y la entrega
de oxigeno (Sarkar, Banerjee, & Selvamurthy, 2003). Sin embargo, el exceso en la
concentracion de Hb puede llevar a un aumento en la viscosidad de la sangre y provocar

efectos negativos a nivel cardiovascular. Por lo tanto, algunos residentes de las alturas
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presentan un hematocrito y una concentracion de Hb similar a la encontrada en individuos
a nivel del mar, lo que sugiere, otras posibles adaptaciones que permiten mantener el
suministro de oxigeno en los tejidos, por ejemplo, el aumento del gasto cardiaco y el
volumen plasmético (Sarkar et al., 2003).

Para la entrega del oxigeno a los tejidos es necesario su disociacion con la hemoglobina,
proceso dependiente de la temperatura, el pH y la concentracion de 2,3-difosfoglicerato
presente en los eritrocitos. Se ha demostrado, que en mamiferos expuestos al estimulo
hipéxico hay un aumento de la concentracion de 2,3-difosfoglicerato en los eritrocitos. Este
efector alostérico reduce la afinidad de la Hb por el oxigeno y estabiliza su conformacién
deoxigenada. Otro de los mecanismos relacionados con la distribucién de oxigeno en los
tejidos, es el aumento de los capilares por procesos angiogénicos que aumentan la
superficie de entrega de sangre a los tejidos y con ello la disponibilidad de oxigeno en las
células (Weber, 2007).

Teniendo en cuenta que la hipoxia provoca la disminucién de la densidad mitocondrial y la
capacidad metabdlica, lo que conlleva a una preferencia por la via anaerobia, el consumo
de oxigeno se reduce entre un 12 a 14%. Este switch en el metabolismo es rapidamente
compensado luego de la aclimatacion y se ha demostrado que los nativos de las alturas
presentan un volumen mitocondrial mas bajo, pero estas presentan un aumento en la

eficiencia para la produccién energética (Storz, Scott, & Cheviron, 2010).

Debido a que existen diferentes formas de compensar la caida de oxigeno en la célula,
vale la pena definir las diferencias entre adaptacion y aclimatacién. La primera de ellas
hace referencia a los cambios que se presentan a nivel genético como resultado del
estimulo constante de poblaciones a la hipoxia hipobarica. Por otra parte, las respuestas
agudas y crénicas presentes en individuos que se desplazan por encima del umbral

altitudinal reciben el nombre de aclimatacion.
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1.2 Larespuesta ante el estrés: la via de las proteinas
guinasas activadas por mitégenos (MAPKs) y su
relaciéon con la hipoxia

Las MAPKSs son enzimas altamente conservadas, que actllan en cascadas de sefializacion
intracelular y responden a estimulos externos para controlar procesos relacionados con el
crecimiento, proliferacion, diferenciacion, supervivencia y apoptosis celular. Estas sefiales
son propagadas a través de fosforilaciones que, en ultimas, permiten la activacion de
proteinas reguladoras presentes en el citoplasma, mitocondria, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmaético y en el nlcleo. La activacion de proteinas nucleares permite la activacion
de factores de transcripcion que regulan la expresion génica (Morrison, 2012), de alli la
importancia de estas vias.

Hasta el momento, dentro de la cascada de sefializacion de las MAPKs se han identificado
cuatro vias nombradas de acuerdo con sus componentes: La quinasa reguladora de
sefales extracelulares 1y 2 (ERK 1/2), la quinasa N-terminal c-Jun (JNK), la proteina
guinasa activada por estrés (p38/SAPKs) y ERK5. Cada cascada es iniciada por sefiales
extracelulares especificas que permiten la expresion génica para ejecutar la respuesta
biolégica adecuada (Figura 1-1), sin embargo, a pesar de ser diferentes estas vias tienen

componentes compartidos y por lo tanto puntos de integracion en la sefial.

Entre las funciones regulatorias que tienen las MAPKs se encuentran la activacion de
genes de respuesta inmediata, la supresion transcripcional, el remodelamiento de la
cromatina, la regulacién de la importacion de proteinas al ndcleo, la activacion o
desactivacion de receptores nucleares y la determinacion de la localizacion celular de

algunos factores de transcripcion (Plotnikov, Zehorai, Procaccia, & Seger, 2011).
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Figura 1-1: Vias de activacién de las proteinas quinasas activadas por mitégenos

(MAPKS). Las cuatro vias de sefializacién de las MAPK (ERK1/2, IJNK, p38 y SAPK) son
iniciadas por sefiales extracelulares especificas y permiten la activacion de proteinas que
promueven diferentes respuestas biolégicas.
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Nombre de la fuente: (Morrison, 2012)

Actualmente se conoce la estrecha relacion entre las MAPKs y la respuesta ante el estrés
hipoxico. Por ejemplo, se ha comprobado que la activacion de la via de sefializacion ERK
1/2 durante la condicion de hipoxia permite la fosforilacion de la subunidad alfa del factor
inducible por hipoxia (HIF-1a) y su posterior translocacion al nucleo para promover la
transcripcion génica (Mylonis et al., 2006). De igual forma, las MAPKs fosforilan al
coactivador transcripcional p300 promoviendo la formacién del complejo HIF-p300/CBP,
necesario para la activacion transcripcional de HIF, estableciendo un punto de regulacion
en la respuesta hipoéxica (Sang, Stiehl, Bohensky, Leshchinsky, & Srinivas, 2015). Por otra
parte, la activacion del eje PI3K/akt promueve la transcripcién del gen hifla aumentando
su expresion y la disponibilidad de HIF-1a a nivel celular (Karapetsas, Giannakakis,
Pavlaki, Panayiotidis, & Sandaltzopoulos, 2011). Estos hallazgos dan cuenta de
mecanismos involucrados en la regulacion de la respuesta hipdxica cascada arriba de los
efectuados por los HIFs.
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1.3 Los factores inducibles por hipoxia (HIFs)

Los principales responsables de la respuesta celular ante el estimulo hipoxico son los HIFs,
heterodimeros compuestos por dos subunidades, una subunidad alfa con tres isoformas
(HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a) que se caracterizan por su corta vida media y una subunidad beta
(HIF-b), que se expresa constitutivamente y se localiza a nivel nuclear. Estas dos
subunidades pertenecen a la familia de factores de transcripcién con dominios hélice-loop-
hélice. Especificamente, la actividad de los HIFs es mediada por la estabilidad de HIF-a y
esta depende de la concentracién de oxigeno; una vez se detecta la caida de la presién
arterial de oxigeno ocurre la traslocacion de HIF-a al nicleo de las células. Alli, se forma
el complejo heterodimérico con HIF-b, el cual se une a elementos de respuesta a hipoxia
(HRE) -(A/G)CGTG- en los promotores de genes especificos que desencadenan una
respuesta pleiotropica (Nallamshetty, Chan, & Loscalzo, 2013; G. L. Semenza, 2012).

En condiciones de normoxia, HIF-a es rapidamente degradado por las prolil hidroxilasas
(PHD1, PHD2, PHD3), enzimas que tienen una funcion como sensores de oxigeno y que
requieren hierro como cofactor. Las PHDs hidroxilan dos residuos de prolina altamente
conservados en HIF-a, lo que permite su posterior reconocimiento por el complejo de la
proteina VHL (von Hippel-Lindau) que lo poliubiquitina para su degradacion proteosomal
(Figura 1-2) (Y. Huang, Lin, & Taniguchi, 2018). Mientras que en normoxia el tiempo de
vida media de HIF es de aproximadamente 5 minutos, en condiciones de hipoxia puede
aumentar hasta los 30 minutos (Schdnenberger & Kovacs, 2015; Wheaton & Chandel,
2019). Adicionalmente, la funcién de HIF-1a esta regulada por el factor inhibidor de HIF-
1(FIH-1), que tiene como funcién hidroxilar un residuo de asparagina (Asn803 en HIF-1a
de humano) en una reaccioén catalizada por una PHD que utiliza oxigeno y a-cetoglutarato
(a-KG). La hidroxilacion en este residuo bloguea la interaccibn de HIF-1la con

coactivadores como p300 y CBP (proteina de unién a CREB) (G. L. Semenza, 2011)
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Figura1l.2: Regulacién dependiente de oxigeno de la proteina HIF-a. Durante la
condicion de normoxia, HIF-a es rapidamente hidroxilado en una reaccion dependiente de
oxigeno y hierro. En hipoxia esto no ocurre, lo que permite la estabilizaciéon de HIF-a, su
translocacién al nacleo y su dimerizacion con HIF-b para promover la transcripcién génica.
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Nombre de la fuente: (Y. Huang et al., 2018)

Una vez en el nlcleo, el heterodimero de HIF se une a los HREs presentes en regiones
promotoras de un conjunto de mas de 100 genes (G. Semenza, 2007). Entre los genes
gue tienen HREs se encuentran aquellos que estan involucrados en procesos a nivel
sistémico como angiogénesis (vegf, factor de crecimiento vascular endotelial),
eritropoyesis (epo, eritropoyetina), muerte celular, inflamacién, vasoreactividad,
metabolismo de glucosa (glutl, transportador de glucosa 1), entre otros (Nallamshetty et
al., 2013).

1.4 Los microRNAS

Los microRNAs (miRNAS) son transcritos cortos (22-25 nt) no codificantes que regulan la
expresion génica mediante la union a secuencias de mMRNA complementarias,

degradandolas o evitando la traduccion a nivel ribosomal (Bartel, 2013). Un miRNA actua
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sobre varios genes o varios miRNAs pueden regular el mismo gen, lo cual genera efectos
cooperativos en la respuesta celular. Asi mismo, la actividad de los miRNAs permite a la
célula responder ante estimulos de diferente origen e intensidad y su alteracién ha sido
asociada con desarrollo de patologias como la diabetes, la hipertensién, enfermedades
cardiacas y el cancer (Gee, Ivan, Calin, & lvan, 2014).

1.4.1 Biogénesis de los miRNAs

Los miRNAs generalmente estan codificados en regiones intrénicas del genoma y son
transcritos como pri-miRNA -primary transcript- por una polimerasa tipo I, por lo tanto,
tienen en sus extremos la estructura tipo cap (57) y la cola poli A (3"). Dentro del nucleo,
este transcrito se pliega formando una estructura secundaria, la cual es reconocida por la
endonucleasa de RNA Il DROSHA vy la proteina de unién al DNA de cadena doble DGCR8
(Figura 1-3).

La proteina DGCRS8 se une al loop del pri-miRNA y guia a DROSHA a clivar desde el
nucleétido 11 de la base del pri-miRNA, creando una molécula hairpin de RNA de entre 80
a 100 pb llamado pre-miRNA. Esta estructura es transportada del nacleo al citoplasma por
medio de la exportina 5, una vez alli, una segunda endonucleasa RNAasa Ill -DICER- cliva
el pre-miRNA produciendo una molécula de doble cadena de 22 a 25 nucle6tidos. Una de
estas cadenas se une al complejo de silenciamiento de RNA (RISC) -conformado por la
proteina DICER, un miembro de la familia Argonauta (AGO) y la proteina de union al RNA-
, mientras que, la otra cadena es generalmente degradada (Figura 1-3). El miRNA maduro
es llevado por RISC al extremo 3° UTR de mRNAs especificos que presentan
complementariedad con el miRNA, lo cual resulta en la inhibicién de la traduccién o en la
degradacioén del transcrito (Wahid, Shehzad, Khan, & Kim, 2010).
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Figura 1-3: Via de sintesis de los miRNAS. Los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa
II, lo que resulta en la formacion del pri-miRNA. Este transcrito es procesado por DROSHA y
DGCRS para formar el pre-miRNA, el cual es exportado al citoplasma por la exportina 5. En
el citoplasma, la proteina DICER cataliza un nuevo procesamiento para producir el miRNA
de doble cadena (MIRNA:miRNA). Una de estas cadenas es degradada y la otra se une al
complejo de silenciamiento RISC para formar el miRNA maduro.
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Nombre de la fuente: (Wahid et al., 2010)

1.4.2 Mecanismo de reconocimiento de los blancos de los
mMiRNAS

Los miRNAs regulan la expresion de aproximadamente un tercio del genoma humano y

establecen redes complejas, debido a que un miRNA puede regular la expresion de varios
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genes y asi mismo, un gen puede ser regulado por mas de un miRNA (Orang,
Safaralizadeh, Kazemzadeh-Bavili, & Chen, 2014). A diferencia de los miRNAs de las
plantas, los cuales se unen con sus blancos por apareamientos perfectos de Watson y
Crick, en los animales esto no ocurre de igual manera, lo que ha llevado a realizar

predicciones computacionales sesgadas.

Los estudios computacionales fueron los primeros en dar a luz los mecanismos de
regulacibn de los miRNA en animales, al indicar que, existen regiones altamente
conservadas en los miRNAs que hacen un apareamiento con las secuencias del mMRNA
blanco. Estas regiones son denominadas ‘region semilla” y se encuentran entre los
nucledtidos 2 a 7 del extremo 5 del miRNA (Bartel, 2013). Al realizar analisis
bioinformaticos con la secuencia “semilla” y alinear las secuencias 3'UTR de genes
ortélogos, se encuentra que, todos los miRNA de una misma familia comparten sitios de
unién en las secuencias de estos transcritos (Bartel, 2004). Aunque una alta especificidad
requiere de un apareamiento perfecto de Watson y Crick con las regiones UTR del mRNA,
el apareamiento no siempre ocurre de esta manera y nuevos refinamientos en las

predicciones bioinforméticas son necesarios (Yonghua Wang, Li, Ma, Yang, & Ai, 2010).

Computacional y experimentalmente se ha demostrado que el sitio de unién del miRNA al
MRNA se da en el extremo 3" UTR, no obstante, también se han encontrado secuencias
de union en el 5"UTR de los transcritos e inclusive en las regiones codificantes. Aunque la
regulacion de este tipo es poco comuan, algunos genes tienen mas de un sitio de unién en
el marco abierto de lectura, haciéndolos mas susceptibles a la regulacién por parte de los
miRNAs. De igual manera, la regulacion no solo depende del sitio de unién, sino también
de su contexto, en particular la unién en la terminacion del UTR y regiones ricasen Ay U
aparecen como determinantes en la eficiencia de la regulacién. Otro factor determinante
en el reconocimiento de los miRNA es la longitud del extremo 3"UTR, el cual puede ser
acortado por diferentes procesos de poliadenilacién y, de esta manera, disminuir los
posibles sitios de unién del miRNA. Lo anterior se demuestra en estructuras de genes
constitutivos, por ejemplo, los genes que codifican proteinas ribosomales (Orang et al.,
2014).

En relacion con los niveles de expresion, la tendencia es que, tanto el mMRNA como el

miRNA que tienen sitios de union se expresen en el mismo tejido, lo que produce una
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disminucion parcial en la concentracion del mMRNA. También se ha visto que tejidos con
altos niveles de miRNA y su blanco se ubican cercanos unos a otros. Esta caracteristica
enfatiza el rol de los miRNAs en el desarrollo y mantenimiento de la identidad del tejido.
Por el contrario, aquellos mMRNASs que contienen secuencias no conservadas con su miRNA

se expresan en tejidos donde el miRNA no se expresa (Bartel, 2013).

En sintesis, el desarrollo, homeostasis y la respuesta a factores externos depende de la
expresion coordinada de genes a través de redes regulatorias, en este sentido, la inclusién
de los miRNA incrementa la precisién en la red. Lo anterior, es debido a que la respuesta
dependiente de genes y factores de transcripcién puede producir una alta tasa de variacién
fenotipica. A pesar de esto, es ampliamente aceptado que los miRNA solo regulan de
manera parcial los transcritos de mRNA, con el fin de ampliar la robustez de la red y
disminuir las variaciones del fenotipo frente a las perturbaciones. De esta manera los
mMiRNA son candidatos a la canalizacion de las especies -disminucién en la variabilidad de
un rasgo- permitiendo la evolucién del rasgo, ya que la heredabilidad es esencial para su
evolucion por seleccion natural. Debido a la funcion de canalizacion, los miRNAs
contribuyen a la herencia de caracteristicas esenciales en los fenotipos y contribuyen en
la evolucion de los linajes (Berezikov, 2011)

1.4.3 Fuentes gendmicas de nuevos miRNAs

El primer miRNA fue encontrado en el afio 1994 en Drosophila, sin embargo, pasaron casi
siete afios antes de comprender que los miRNA juegan un papel importante en la
regulacion de la expresion génica. Estos hallazgos abrieron un nuevo campo de
investigacion con el fin de comprender la biogénesis, los mecanismos de accién y el papel

de los miRNAs en los organismos (Berezikov, 2011).

Se ha demostrado que durante la evolucion del filo de los bilateria se han conservado unos
34 miRNAs entre deuterostomos y protostomos, indicando una fuente de innovacion
génica. Ademas, se ha confirmado que casi un tercio de los miRNAs son adquiridos
durante cada una de las derivaciones filogenéticas y su tasa de perdida es muy baja,
ejemplo de ello, es que al comparar los genomas de varios deuterostomos como los
humanos, las lampreas y los gusanos solo se han perdido 12 genes de miRNAs. La

evidencia filogenética indica una correlacion entre el nimero de miRNAs expresados y la
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complejidad del organismo (Berezikov, 2011), ya que se ha encontrado que en animales

vertebrados y plancentarios existe un aumento del numero de miRNAs.

Para que un nuevo miRNA aparezca en algun locus

genético, el aspecto mas importante es la formacion en el transcrito de una estructura
secundaria en forma de hairpin que pueda ser reconocido por las proteinas DROSHA vy
DICER para su posterior procesamiento. Debido a que termodinamicamente los RNAs
tienen una alta probabilidad de organizarse en estructuras secundarias, la formacion de
nuevos miRNAs como mecanismo de regulaciéon es una alternativa mas simple que la
formacion de una nueva proteina, proceso que llevaria mucho mas tiempo a nivel evolutivo
(Spengler, 2013).

La evidencia sugiere que los miRNAs pueden formarse por duplicacién génica, en cuyo
caso, se presentan variantes de un miRNA con una alta similaridad en la regién semilla,
estos son agrupados en familias permitiendo procesos de subfuncionalizacion o
neofuncionalizacion. Otros miRNA se encuentran localizados en intrones de genes que
codifican para proteinas, estos puntos son de facil adaptacion para la formacion de
estructuras tipo hairpin. Por otra parte, la formacion de genes mir menos conservados y

especificos al linaje tienden a surgir a través de transposones y retrotrasposones.

Ademas de las fuentes gendmicas para la formacion de nuevos miRNAs, también existen
diferentes mecanismos de diversificacion de sus secuencias. Entre ellos, se encuentran
las mutaciones en las secuencias semilla, en los sitios de corte para el procesamiento de
los pri-miRNAs y pre-miRNAs, el cambio del brazo que produce el miRNA maduro y la
edicion de bases nitrogenadas. Estas variaciones pueden tener una alta significancia
biolégica al modificar los blancos y el procesamiento de los miRNASs, convirtiéndose en un

mecanismo de regulacion aguda y rapida ante los estimulos externos (Berezikov, 2011).

1.4.4 Los miRNAs circulantes

El descubrimiento de miRNAs en diferentes fluidos biolégicos -orina, saliva, sangre y
plasma- ha permitido el desarrollo de metodologias para su cuantificacién y su posterior
uso como biomarcadores. Por ejemplo, los cambios en los niveles de expresion de 4
miRNAs plasmaticos (miR-223, miR-128a, miR-128b y let-7b) permiten diferenciar de

manera muy precisa entre la leucemia mieloide aguda y la leucemia linfoblastica aguda (Li
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et al., 2014). Aunque se han identificado diferentes miRNAs asociados a estados
patolégicos, aun se desconocen los mecanismos implicados en la liberacion y la funcion

biologica de los mismos (Turchinovich, Weiz, Langheinz, & Burwinkel, 2011).

Respecto a los mecanismos de liberacibn de los miRNAs se han hecho diferentes
hipétesis. En un principio, se propuso que la liberaciéon de los miRNAs se producia por la
ruptura de la continuidad de la membrana en células apoptéticas, lo que permite su
encapsulacion en cuerpos apoptéticos y su posterior salida al espacio extracelular. Sin
embargo, algunos hallazgos han demostrado que unos miRNAs se encuentran en mayor
concentracion a nivel extracelular que intracelular indicando que deben existir otros
mecanismos involucrados en la liberacién y que ademas este proceso es selectivo. De
hecho, estudios in vitro han demostrado el incremento de la concentracion de miRNAs
especificos en el medio liquido al sobre expresar algunos factores de transcripcion, lo cual,
pone de manifiesto mecanismos coordinados para la liberacion de miRNAs que pueden
ser modulados por estimulos externos (Turchinovich, Tonevitsky, & Burwinkel, 2016). De
acuerdo con lo anterior, se han logrado evidenciar patrones dindmicos y especificos en la
abundancia de miRNAs circulantes que reflejan eventos patoldgicos y procesos
fisiologicos, por ejemplo, durante el periodo de diferenciacion perinatal, la diferenciacion
mioblastica o en el ejercicio (Turchinovich, Weiz, & Burwinkel, 2012).

Las observaciones mas consistentes indican que la liberaciéon de los miRNAs se produce
a través de cuerpos multivesiculares o exosomas que median la transferencia de mRNAs
y miRNAs entre células, regulando asi, la actividad en células receptoras. Un ejemplo de
lo anterior es el masculo, que necesita una comunicacién constante con el higado y el
cerebro, con lo cual se ha propuesto que los mio-miRs (MiRNAs relacionados con la
funcién muscular) pueden actuar como mioquinas que transfieren informacion a estos
o6rganos. Esta transferencia de vesiculas o0 exosomas se ha comprobado
experimentalmente in vitro y promueve efectos funcionales en células aceptoras, ademas,
debido a que la liberacion de vesiculas es un proceso controlado, permite proteger a los
miRNAs de la degradacion y tener como destino tejidos definidos, ya que el contenido
proteico de la membrana vesicular se une a receptores especificos. Por otra parte, las
investigaciones relacionadas con la selectividad del proceso de encapsulacion, han
encontrado motivos de union especificos entre algunos miRNAs circulantes y las proteinas

AGO. También, existen modificaciones postraduccionales que pueden influir en este
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proceso ya que se reportado que los miRNAs que se encuentran a nivel intracelular estan
poliadenilados mientras que, en las vesiculas se encuentran poliuracilados (Makarova et
al., 2016).

En contraposicion a lo anterior, también se encuentran en la literatura, estudios que niegan
la funcion de comunicacién celular de los miRNAs. Estos se basan principalmente en el
hecho de que en los estudios en los que se ha demostrado el transporte vesicular, la
cantidad de vesiculas utilizadas a nivel in vitro es comparable al nimero total de vesiculas
en plasma, ademas, se ha demostrado que algunos miRNAs circulantes estan en muy
pequefias cantidades, inclusive una copia por exosoma. Lo anterior, no permite saber si el
namero de miRNAs transportados in vivo es suficiente para mediar los cambios en la
transcripcién entre tejidos (Turchinovich et al., 2016). Vale la pena destacar que, a pesar
de que se ha reportado ampliamente en la literatura el transporte de miRNAs circulantes
dentro de exosomas o0 vesiculas, mas del 95% de los miRNAs circulantes plasmaticos no
se encuentran encapsulados. Por el contrario, se encuentran asociados a proteinas, que
en conjunto con las caracteristicas propias del miRNA, permiten su estabilidad soportando
altas concentraciones de RNAsas, variaciones del pH, ciclos de calentamiento-

enfriamiento y almacenamiento por largos periodos de tiempo.

A la fecha, el campo de estudio de los miRNAs circulantes continia ampliandose, por lo
tanto, aln se desconoce con exactitud los mecanismos involucrados y las funciones que
pueden cumplir los miRNAs que salen al espacio extracelular. Sin embargo, existe mas
evidencia que indica su funcién endocrina y paracrina con células adyacentes o inclusive
con otros 6rganos (Makarova et al., 2016; Turchinovich et al., 2016), tal como ocurre en
las plantas. De hecho, el descubrimiento de que algunos miRNAs de plantas pueden ser
encontrados en el suero y plasma de mamiferos, y que ademas logran regular la expresion
génica en estos, ha abierto el debate de los miRNAs en la interaccion entre organismos
(W.Wang et al., 2018; Zhang et al., 2016). Asi mismo, teniendo en cuenta que los miRNAs
tienen patrones de expresion especifica en cada tejido, pueden convertirse en potenciales

biomarcadores y blancos terapéuticos para el tratamiento de diferentes condiciones.

1.4.5 El papel de los miRNAs en la adaptacion humana

Una de las mayores dificultades de la biologia, ha sido la explicacién de la ganancia de un

sin numero de rasgos caracteristicos de cada especie, este conjunto de rasgos es
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denominado el fenotipo, el cual, se encuentra altamente influenciado por la secuencia
genética de cada organismo, sin embargo, esto no logra explicar su variabilidad, lo que se
denomina plasticidad fenotipica. Esta variabilidad en la expresion génica se ve alterada
por condiciones medio ambientales como la temperatura, el estrés y los ritmos circadianos;
si los fenotipos fueran constantes, el proceso de adaptacion a diferentes situaciones seria
muy complicado (Voskarides, 2017). La plasticidad, como se definié anteriormente, no
requiere de la mutacién genética debido a que la seleccién natural puede actuar sobre los
fenotipos y gradualmente estabilizarlos, hasta lograr un estado ideal. Cuando se logran
mantener constitutivamente estos niveles de plasticidad se llega a una asimilaciéon
genética, en la cual, el estimulo externo no es necesario para expresar el fenotipo, sin
embargo, esta variacion se da bajo condiciones extremas o prolongadas con el fin de evitar

la eliminacion de la especie.

Muchos estudios han asociado a los miRNA con diferentes enfermedades humanas, ya
gue mutaciones, alteraciones en la regulacién y disfuncién de la biogénesis de los miRNA
0 sus blancos producen alteraciones significativas en la fisiologia. Sin embargo,
alteraciones moderadas en los patrones de expresion de los miRNA, pueden determinar
la plasticidad fenotipica de los organismos al controlar los niveles normales de expresion
génica. De hecho, la complejidad de las redes de regulacion de los miRNAs y su flexibilidad
permiten una alta tasa de regulacién ante diferentes estimulos, por ejemplo, en respuesta
a la hipoxia altitudinal, frio, anoxia, temperatura, alteracion de factores bi6ticos, estrés UV
y salino, etc. Estas respuestas no son solo globales sino también locales, brindando
plasticidad en el sistema nervioso en relaciéon a la formacion de sinapsis, experiencia

sensorial y formacién de memoria en el hipocampo (Voskarides, 2017).

1.5 miRNAs en la hipoxia: Los hipoxamiRs

El estimulo hipoxico regula la expresion de algunos miRNA que se han denominado
“hipoxamiRs”. Aunque la expresion de estos miRNA puede variar dependiendo del
contexto celular y fisiolégico, existen una serie de hipoxamirs que se expresan de manera
regular ante la disminucién del oxigeno, inclusive en diferentes situaciones (Nallamshetty
et al.,, 2013). Algunos de estos miRNA, tienen como objetivo el mMRNA de proteinas

relacionadas con la programacion metabdlica, reparacion de DNA, apoptosis,
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angiogénesis y otras adaptaciones presentes durante la hipoxia (Guimbellot et al., 2009;
Kulshreshtha et al., 2007).

Los hipoxamiRs no solo regulan algunas proteinas encargadas de la respuesta a la hipoxia,
sino que, pueden considerarse reguladores de elementos claves en las diferentes
cascadas de sefializacion dependientes de la via HIF (Nallamshetty et al., 2013). Algunos
son reguladores directos de la expresién de hifla, por ejemplo el miR-210 o el miR-424,
gue son inducidos por la hipoxia a través del gen hifla y estabiliza a HIF-1 evitando ser
degradado (Fasanaro et al., 2008). Otros, por el contrario, como el miR-20b y miR-199a,
disminuyen durante la hipoxia, incrementando la expresion del gen hifla y por lo tanto la
traduccion de HIF. Algunos otros tienen funcion de retroalimentacion negativa, por ejemplo
miR-155 se aumenta por la condicion de hipoxia y se une al transcrito del gen hifla,
evitando asi, la respuesta hipéxica prolongada en células intestinales (Kulshreshtha et al.,

2007). Los hipoxamiRs reportados en la literatura se pueden encontrar en la Tabla 1-1.

El estimulo hipoxico puede ser rapido, transitorio y localizado como ocurre en diferentes
tipos de isquemia cerebral o puede ser sistémico por condiciones extremas como la
variacion de la presion alveolar de oxigeno, que se presenta en los escaladores de
montafia como un proceso de aclimatacion. También puede darse un proceso permanente
de hipoxia como es la adaptacion de las especies a diferentes niveles altitudinales.
Independientemente del tipo de estimulo —agudo o crénico-, los miRNAs pueden ser
responsables de la respuesta biolégica a la hipoxia por la respuesta coordinada de

diferentes genes.

Se han hecho varios estudios in vitro (lvan, Krichevsky, & Gabriely, 2009; Xu et al.,
2011)(Xu et al., 2011) para identificar los posibles “hipoxamiRs” que se expresan ante
diferentes situaciones y en diferentes tipos de células, sin embargo, a la fecha solo se
encontraron tres estudios que realizaron analisis transcriptomico de miRNA in vivo (Liu et
al., 2016; Yan et al., 2015, 2016). Estos estudios realizados con tibetanos que habitan a
3560 msnm y con chinos Han que habitan a 8,9 msnm evaluaron el papel de los miRNAs
como posibles elementos regulatorios del proceso de adaptacion a la altura. Al realizar
perfiles de miRNAs circulantes evidenciaron diferencias entre estas poblaciones

encontrando que, entre los residentes Han —nivel del mar- y los tibetanos, se aumento la



38 microRNAS en el proceso de aclimatacion aguda y crénica a la altitud

expresion de 105 miRNA y 67 disminuyeron su expresién, sin embargo, no todos estos
mMiRNAs son considerados como hipoxamiRs.

Tabla 1-1: Lista de hipoxamiRs de mamiferos en respuesta a hipoxia. Lista de
hipoxamiRs revisados en la literatura que aumentan o disminuyen sus niveles de expresion

ante la condicion de hipoxia.

Upregulated by Hypsxia ] Dowmregulated by Hy poxia

Let-Th,el 23] Lel-Ta,co 0 [23]
miR-7 [ 105] mibL- 15k [105]
miR-Z1 [Z] k- L [33]
mil-Z53a.k [2] mik- 1% [33]
miE-24 [2] maFL-20a, b [33]
miiE-Tha b [13] maF-29k [105]
miR-27a [105] mibL-30e [ 105])
mi B-30b [33] i B2 [ 1G]
mil-93 [2] miR- 101 [105]
mil-98 [105] maR- 1 22a [105]
mai -3 2] mmaR- 1354 |1 1]
i - Db [2]) miB- 141 [105]
miR-125k [2] miR- 186 [2]

i - B30 [ 10E] miR- 197 [105]
mui - LdGa b [B] - 198 [111]
miH-145a b [105) mnadF-20HMn [E12])
miR-151 [33] miR-224 [33])
mi -8 laboe [2. 33] miFL-3 20 [105]
mif-IHE [33] miR-374 [33]
i =050 [105] miaR=d422h [ 145]
miB-192 [2] mma R -d-%ab 1 13]
maiH-19E [105] mF- 565 [105]

miR-19%s-5p [1O7]
i -2 [ 108]
i =205 [ 105%]
miH-Z10 [2, 33 ET]
mil-213 [2]
miR-335 [ 10%]
mif-373 [105]
maiF-424 [11, 10]
miiE-429 [ 105]
miR-451 [95]

i R-44 0 [ 1EeF)
i B -495% [105]
mui-563 [105]
miE-57T [ 105]

i R-&25 [ 105)

miR-G3T [105)

Nombre de la fuente: (Nallamshetty et al., 2013)
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1.6 Técnicas experimentales empleadas para el estudio
de expresion de los miRNAs

Existen diferentes maneras de evaluar la expresion de los miRNAs, entre ellas se
encuentra la secuenciacion directa (RNA-seq), los microarreglos o la gqRT-PCR, siendo
esta Ultima una de las mas utilizadas por la alta especificidad y sensibilidad que ofrece una
reaccion en cadena de polimerasa (PCR). La PCR es un proceso enzimatico que permite
gue regiones especificas de DNA puedan ser amplificadas exponencialmente generando
grandes cantidades del fragmento seleccionado y de esta manera facilitar la medicion de
la expresion génica. En la PCR tradicional (a punto final), la deteccién o cuantificacion de
la secuencia amplificada es realizada luego del dltimo ciclo de amplificacion y requiere de
un analisis posterior, por ejemplo, un gel de electroforesis. Por otro lado, en la PCR en
tiempo real (QPCR) el producto amplificado es medido en cada ciclo, lo que permite

determinar con gran precision la cantidad inicial de plantilla (BioRad, 2006).

Generalmente la PCR consta de tres etapas, la primera de ellas se realiza a una
temperatura de 95° C lo que permite la desnaturalizacién de la doble cadena de DNA y su
separacion en cadenas simples. Es necesario que esta fase sea lo suficientemente larga
para separar la molécula de DNA sin llegar a dafarla, ya que la degradacion o la
desnaturalizacién incompleta durante esta fase, puede resultar en una disminucién en la
sensibilidad de la reaccién. Este paso se repite en cada ciclo en tiempos mas cortos que
la desnaturalizacioén inicial, para luego disminuir la temperatura a la cual los primers se
unen con el DNA (Annealing). La segunda etapa se denomina de anillaje o annealing, en
esta, la pareja de primers se une a la secuencia complementaria de DNA de cadena simple
rodeando el fragmento a amplificar, en general, la temperatura de anillamiento es
aproximadamente 5° C por debajo de la temperatura de melting de los primers. El paso
final de extension se realiza a una temperatura aproximada de 72°C, lo que permite que la
enzima polimerasa extienda las secuencias de los primers desde el extremo 3" para
obtener el fragmento de interés, denominado amplicon. Debido a que las temperaturas y
los tiempos de incubacién son dependientes del instrumento, los reactivos y la longitud de
la secuencia a amplificar, es necesario establecer las condiciones Optimas para cada

experimento (Nolan, Huggett, & Sanchez, 2013).

A diferencia de la PCR convencional, la gPCR utiliza un sistema de deteccion de

fluorescencia que permite cuantificar el aumento del numero de copias del gen de interés
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durante cada ciclo, es decir, cada vez que transcurren las 3 etapas. Entre los compuestos
fluorescentes, el SYBR green es el colorante de unién al DNA més usado para los analisis
de gPCR, este se une de manera no especifica a las cadenas dobles de DNA aumentando
hasta 1000 veces su fluorescencia. Las ventajas de usar un compuesto fluorescente son
la sencillez y simplicidad en los ensayos, un costo mas bajo y la posibilidad de comprobar
la especificidad de la reaccién a través de la curva de melting. Ademas del SYBR green,
se han disefiado otros métodos para cuantificar la fluorescencia durante los ciclos de la
gPCR, estos se basan en los principios de la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) y el quenching, con lo que se asegura que la fluorescencia es
especifica al amplicon, por ejemplo, se han desarrollado las sondas TagMan, las pruebas
de hibridizacion y las pruebas de eclipse, entre otras. Actualmente, es posible el uso de
una molécula fluorescente para diferentes amplificados, lo que permite cuantificar la

expresion de diferentes genes en una sola reaccion de gPCR (BioRad, 2006).

1.6.1 Principios de la qPCR

Al realizar una gPCR el resultado final se presenta en el grafico de amplificacion, en el
cual, el nimero de ciclos se presenta en el eje X y la fluorescencia de la reaccion en el eje
Y, esta ultima es proporcional a la cantidad de producto amplificado en el tubo. Al observar
la curva de amplificacion se hace evidente un primer momento, en el que se presenta un
aumento exponencial de la cantidad de producto de PCR que se duplica en cada ciclo,
seguido de una fase lineal de amplificacién y por ultimo una meseta o “plateu”, en la que
los componentes de la reaccién son consumidos y alguno de ellos termina siendo limitado,

evitando el incremento continuo de la fluorescencia (Figura 1-4).

Una vez que el producto de la gPCR se acumula, emite una sefal detectable por encima
de la linea de base y empieza la fase exponencial, este punto se denomina el ciclo umbral
0 Cqg (quantification cycle). El valor de Cq depende de la cantidad inicial de plantilla
presente en la reaccion, por lo tanto, a mayores cantidades iniciales de DNA pocos ciclos
seran necesarios para llegar al Cq y por ende su valor sera mas bajo. Por el contrario, a
medida que disminuye la cantidad de plantilla el valor de Cq aumentara proporcionalmente,
esta relacion es la que permite determinar la cantidad inicial de DNA presente en la

reaccion.
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Figura 1-4:

Gréfico de amplificacion durante una reaccion de qPCR. Durante la fase
inicial (baseline) la fluorescencia es insuficiente para lograr discriminar el ruido presente en
la reaccion. Luego, en la fase exponencial se supera el umbral de fluorescencia y los
reactivos estan en suficiente cantidad para lograr una eficiencia del 100%. En la fase lineal
los reactivos empiezan a agotarse y se presenta un decaimiento en la actividad enzimatica y
por ultimo, la fase estacionaria (plateu) indica que alguno de los reactivos se ha limitado y
por lo tanto el producto obtenido es constante.
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Nombre de la fuente: (Nolan et al., 2014)

Debido a que la cuantificacién esta basada en la relacion entre la cantidad inicial de plantilla

y el valor de Cq, es necesario garantizar unas condiciones 6ptimas de la gPCR con el fin

de obtener resultados reproducibles y precisos en las muestras a analizar. Para ello, el

primer paso es realizar una curva estandar con diluciones seriadas de la plantilla, esta

curva se grafica con el logaritmo de la cantidad inicial o el factor de dilucién en funcién del

valor de Cq de

de correlacion

cada una de las diluciones. La ecuacion de la regresion lineal, el coeficiente

de Pearson (r) o el coeficiente de determinacion (R?) son utilizados para

evaluar si las condiciones de la gPCR son adecuadas (BioRad, 2006). Por ejemplo, el valor

r 6 R2 demuestra que tan bien se acoplan los datos experimentales a la regresion lineal,

es decir qué tan lineal es la curva, del mismo modo, la linealidad muestra la variabilidad
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entre ensayos y sus replicados y si la eficiencia de la qPCR es la misma para diferentes
cantidades iniciales de plantilla. Se recomienda que el valor de R2 esté por encima de 0,98.
Una vez se obtiene la gréfica es posible calcular la eficiencia usando el valor de la
pendiente de la ecuacion lineal (ver Ecuacion 1.4). Generalmente, la eficiencia suele
presentarse en valores porcentuales, es decir el porcentaje de plantilla amplificado en cada

ciclo (ver Ecuacion 1.5).

1
E = 10(‘ m) (1.4)
%Eficiencia = (E —1) * 100 (1.5)

Una eficiencia del 100% indica que con cada ciclo el total de la plantilla es duplicada, sin
embargo, se ha establecido que valores de eficiencia entre 90 y 110% son aceptables. Los
valores bajos de eficiencia pueden asociarse a un mal disefio de los primers o0 a
condiciones subdptimas de la PCR, por otro lado, eficiencias mayores al 100% indican
errores en el pipeteo — ya sea durante la realizacién de las diluciones o en el montaje de
la PCR- 0 coamplificacion de productos no especificos (Nolan et al., 2013), por ejempilo, la
formacion de dimeros de primers. Otro de los usos de la curva estandar, es la
determinacion de la cantidad de plantilla adecuada para la reaccion, ya que, generalmente
las muestras con grandes cantidades de plantilla tienen una mayor cantidad de inhibidores,
lo que puede madificar los valores del Cg. Por lo tanto, la cantidad mas baja y mas alta de
plantilla que puede ser ajustada a la curva estandar se define como el rango de

sensibilidad.

Por otro lado, la determinacién de la especificidad en los ensayos de PCR se realiza a
través de la curva de melting. Luego de completar los ciclos de amplificacién, se
incrementa en forma de gradiente la temperatura y se realiza la medicién de fluorescencia
punto a punto. A medida que la temperatura aumenta, las cadenas dobles de DNA se
separan y la fluorescencia disminuye, luego, al obtener la primera derivada de la
fluorescencia en funcién de la temperatura se obtiene un pico de cada producto (Figura 1-
5 A). El pico de melting puede confirmar la especificidad de los primers y distinguir el
producto deseado de otros, como la formacion de dimeros de primer o las inespecificidades

(Figura 1-5 B). Debido a su tamafio, los dimeros de primer generalmente tienen un pico
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menor al del producto y las inespecificidades se asocian con picos a temperaturas mayores

o0 menores a las del amplificado (Figura 1-5 B).

Figura 1-5: Curva de melting de una reaccion de qPCR. Resultados de la curva de melting
para: (A) amplificado que muestra la aparicion de un solo pico, reflejando la especificidad de
la reaccion; (B) formacion de inespecificidades durante la reaccién, el pico presente a 81°C

corresponde a la dimerizacion de los primers.
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Nombre de la fuente: Tomado de
https://www.idtdna.com/pages/education/decoded/article/interpreting-melt-curves-an-
indicator-not-a-diagnosis

En relacion con el uso de controles, es importante incluir en cada ensayo un control positivo
y uno negativo, los cuales pueden variar de acuerdo al tipo de experimento. El control
positivo ayuda a la identificacién de falsos negativos que pueden ocurrir debido a la calidad
de la plantilla o los inhibidores de PCR, entre otros. Teniendo en cuenta lo anterior, las
reacciones en las que no hay amplificacién del control positivo indican problemas con los
reactivos o el tipo de ensayo. Por otro lado, el control negativo se realiza al dejar de incluir
algun elemento esencial en la reaccion, en caso de presentarse amplificacion, puede ser
indicador de contaminacion o formacion de productos no especificos, como en el caso del
control sin plantilla (No Template Control, NTC). Finalmente, el uso de controles sin
transcripcion reversa (NRT), indica contaminacion de la muestra de RNA con DNA (Life

Technologies Corporation, 2012).
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1.7 Consideraciones para la cuantificacion de miRNAs
por RT-gPCR

1.7.1 Diseiio de primers

Debido a que el tamafio de los miRNAs (20-25 nucleétidos) coincide con el tamafio
estandar de un primer, se han disefiado métodos basados en la elongacion de la cadena
de nucleétidos para permitir la construccién de secuencias complementarias o primers
necesarias para el proceso de amplificacién. El proceso puede realizarse en reacciones de
un solo paso o en reacciones de dos pasos; la primera de ellas utiliza una Unica reaccién
para producir cDNA y su posterior amplificacion y cuantificacion mediante una sonda
especifica a la secuencia, este método disminuye la manipulacion de los RNAs altamente
inestables y faciles de contaminar. La reaccién en dos pasos requiere un primer momento
en el que se aumenta la longitud de la cadena en su extremo 3"a través de una orquilla o
un Tag-poli(A), luego se utiliza un primer universal que puede llevar a cabo la sintesis de
cDNA en los miRNAs que se encuentran en la muestra. Una vez que se tiene el cDNA, se
disefia un primer “sentido” y otro “antisentido” que permiten la amplificacion del miRNA de
manera especifica. Para ello, Busk (2014) desarrollo un algoritmo llamado miRprimer que
brinda una lista de primers para la amplificacion de un miRNA de acuerdo a un puntaje
establecido por el programa (Busk, 2014).

La construccién de los primers se basa en el disefio del mejor extremo 3" y empezar a
construir el primer a lo largo del extremo 5 hasta alcanzar una temperatura de
alineamiento de 59°C. Si el constructo es muy corto puede afadirse un par de nucle6tidos
en la secuencia para aumentar la temperatura de anillamiento. Ademas de la temperatura,
miRprimer tiene en cuenta la estructura de los primers para asi evitar la formacion de

dimeros, las inespecificidades o la formacion de estructuras secundarias.

La secuencia que utiliza miRprimer para el disefio de los primers consiste en disefiar todos
los constructos con la temperatura de anillaje correcta, luego se les asigna un puntaje de
acuerdo a la secuencia en el extremo 3, la longitud del primer y la estructura secundaria.
Ademas de los valores del score para cada uno de los primers, este algoritmo también
indica un puntaje para cada una de las parejas construidas (Ecuacion 1.6). Los parametros
que tiene en cuenta el algoritmo son: la diferenciacion de las adeninas del tag poli(A) con

las que son intrinsecas de la secuencia en el extremo 3’, la longitud de la cadena y la
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concentracion de sales (Se utiliza como base una concentracion de 115 nM NacCl), con el
fin de establecer una temperatura de anillaje de 59° C. En caso de tener una temperatura
menor, el algoritmo usa la secuencia GACGC para alargar los primers, aumentando la
temperatura de anillaje debido a su alto contenido de G y C (Busk, 2014).

Pair scor = Fprimer score x Rprimer score x Fprimergnnear X ROTIMErgpneq1 X Primergipmer (1.6)

1.7.2 Normalizadores internos y externos

El propésito de la normalizacion es reducir las variaciones técnicas que se pueden
presentar debido a la recoleccién y manejo de la muestra, la extraccion de RNA y la
cantidad inicial de muestra. El efecto de la variacién técnica puede ser reducido a través
de la normalizacion con uno o mas genes de referencia enddégenos y de esta manera

permitir la cuantificacién correcta de los niveles de miRNAs.

La seleccién de los genes de normalizacién de los miRNAs depende del tipo de estudio,
por ejemplo, si el estudio es un screening que contiene una gran cantidad de miRNAs, el
mejor método de normalizacion puede ser la media global de todos los miRNAs
expresados. Por otro lado, en estudios que evallan la expresion de algunos miRNAs, la
selecciéon de uno o varios miRNAs enddgenos con niveles de expresion estables, es la
mejor opcién. Estos normalizadores pueden ser seleccionados a través de un screening
en donde se muestre su estabilidad ante ciertas condiciones o pueden ser seleccionados
de la literatura. Entre las caracteristicas que debe tener un buen control endégeno se
encuentran: una expresion invariante entre las diferentes muestras y un tamafio similar al
de los miRNAs a evaluar. Teniendo en cuenta que es necesario validar la informacién
experimental, existen algoritmos como GeNorm (Vandesompele et al., 2002) o NormFinder
(Andersen, Jensen, & @rntoft, 2004) que utilizan la media geométrica de los resultados de
expresion de cada miRNA para calcular su indice de variabilidad, de esta manera confirmar

la estabilidad y permitir la seleccién de un buen gen normalizador.

Por otra parte, el uso de genes exdgenos -es decir, que no estan presentes en el genoma
del organismo estudiado- es otra alternativa utilizada para la normalizacion y control de la
variabilidad técnica presente en los datos. Agregar un miRNA sintético durante el proceso

de extraccion permite controlar la calidad y el rendimiento del proceso de purificacion,
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comprobar la sintesis de cDNA en la retrotranscripcion y la presencia de inhibidores
(Exigon, 2012).

1.8 Andlisis de los datos de la RT-gPCR

A la fecha, existen dos métodos que permiten realizar el andlisis de los datos que resultan
del proceso de amplificacion, estos son la cuantificacibn absoluta y relativa. La
cuantificacion absoluta se basa en la comparacién de los valores del Cq con una curva
estandar, esto da como resultado la cantidad de copias con relacion a la cantidad de
muestra. En lo que se refiere a la cuantificacion relativa el resultado del andlisis es una
relacion, es decir, la cantidad relativa o el cambio entre la expresion del gen estudiado y

un gen o muestra de referencia.

Por una parte, la cuantificacion absoluta suele usarse cuando es posible saber con
precision la cantidad de material inicial (nimero de células, ug de DNA o cDNA para la
gPCR) y permite determinar el nimero de copias inicial del gen a investigar. Para este
método, es necesario realizar una serie de diluciones de la plantilla y luego amplificarlo con
el fin de construir una curva estandar en la que se grafica la concentracién en funcion del
Cq, para ello, es necesario tener conocimiento del niUmero inicial de copias. Una vez hecha
la curva, la ecuacién de la regresion lineal puede ser usada para determinar la cantidad
inicial de una muestra desconocida (ver Ecuacion 1.7 y 1.8). Vale la pena recordar que
debido a la posibilidad de pérdida de la linealidad por fuera de los puntos presentes en la
gréfica, esta curva solo puede ser usada para interpolar y no extrapolar la informacién

experimental.
(n=5)
N, = 10\""m/),donde n = Ct a.7)

b
Numero de copias = 10(Ct_5) (1.8)

Por otro lado, la cuantificacion relativa mide la expresion de un gen en relaciébn a un
normalizador y permite conocer su cantidad relativa o la variacion respecto a una muestra
control. Existen dos algoritmos para realizar la cuantificacion relativa, el primero de ellos,
conocido como el método del 24¢t permite cuantificar la expresion de un gen respecto a

otro usado como normalizador. En el 2001, Livak desarrollé6 otro método denominado
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2784Ct con el que se comparan los resultados de las muestras experimentales con una
muestra control y un gen normalizador de referencia, lo que determina el aumento o la
disminucion respecto al control (Fold Change) (Livak & Schmittgen, 2001). Para usar este
método es necesario que las eficiencias de cada amplificado sean idénticas (100%) o muy
cercanas (5% de diferencia) (Livak & Schmittgen, 2001). Con el fin de corregir las
variaciones en la eficiencia entre el amplificado y el normalizador, Pfaffl disefio una
alternativa para determinar la relacion de expresion entre la muestra y el control (ver
Ecuacion 1.9), esta expresion es similar a la propuesta por Livak ( 2724¢%), sin embargo,

corrige el valor de la eficiencia cuando esta no es del 100% (Pfaffl, 2001).

(Etarget)ACt,target(normalizador—control)

(1.9)

Relaczon = (Ereferencm)ACt,referencia(normalizador—control)






2.Justificacion

La hipoxia es un tema de interés general debido a que tiene lugar en multiples situaciones
como el desarrollo embrionario, el ejercicio, procesos patoldgicos como el cancer,
isquemias, hipertension y en enfermedades relacionadas con la altitud en alpinistas.
Aunque el efecto de estas situaciones es diferente, en cada caso, existen mecanismos
moleculares que regulan la respuesta ante la condicion de hipoxia y que dependen del
tiempo y el grado de exposicion.

A la fecha, hay estudios que evaltuan a nivel molecular los cambios presentados por células
y tejidos ante la condicién de hipoxia, o que ha permitido profundizar en el conocimiento
de los diferentes niveles de regulacién génica implicados en la disminucién de oxigeno. De
igual forma, con el fin de extrapolar estos resultados in vivo, hay estudios en modelos
animales que evallan los cambios moleculares provocados por la condicién de hipoxia,
mientras que los estudios en humanos son limitados y presentan entre ellos amplias

variaciones metodoldgicas.

Entre las diferencias metodoldgicas que se encuentran en los estudios, se ha reportado el
uso de camaras hiperbaricas, mezcla de gases e hipoxia hipobarica. Esta Ultima, presenta
desafios metodologicos relacionados con la obtencion de la muestra y el seguimiento, ya
gue requiere de una estancia permanente a lo largo del tiempo de seguimiento de los
participantes y la toma de muestras en lugares geograficos de altitud. A la fecha, no hay
estudios longitudinales que den cuenta del proceso de aclimatacion a lo largo del tiempo,
por lo tanto, el objetivo de este trabajo exploratorio fue realizar el seguimiento continuo a
un grupo de individuos sometidos a hipoxia hipobarica por un periodo de 4 meses, con el
fin de evaluar cambios en los perfiles de expresion de algunos miRNAs y su posible
relacion a través de redes de regulacion en los procesos fisiolégicos durante la

aclimatacion a altitud moderada.
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Los resultados de este trabajo tienen impacto en la investigacion relacionada con los
factores moleculares y fisioldgicos implicados en la condicién de hipoxia hipobérica ya que
la comprension de los mecanismos moleculares relacionados con el proceso de
aclimatacion es determinante para el disefio de nuevas herramientas clinicas vy
terapéuticas que contrarresten los efectos negativos de la hipoxia en diferentes procesos
celulares. Asi mismo, la comprension de estos mecanismos puede brindar nuevos usos de
la hipoxia controlada como herramienta terapéutica, como es el caso del pre-
condicionamiento isquémico, los procesos de cicatrizacion de tejidos y la optimizacion del

rendimiento fisico.

De igual forma, el estudio de la hipoxia hipobarica es importante debido a que esta
condicion puede inducir mayor susceptibilidad a patologias que se exacerban ante una
baja presién de oxigeno, tales como el retardo de crecimiento fetal y la mayor incidencia
de pre-eclampsia. A su vez, puede agravar condiciones pre-existentes como cardiopatias
congeénitas, cuadros anémicos y enfermedades pulmonares en personas residentes de
nivel del mar y recién llegados a la altitud. Por tal razén, este estudio con enfoque
exploratorio se realizé con el fin de evaluar los cambios en los perfiles de expresion de los
miRNAs estudiados y la prediccion de sus genes blanco y vias de sefializacién, lo cual
constituye una aproximacion a la identificacion de posibles biomarcadores relacionados

con el proceso de aclimatacion.
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3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la hipoxia ambiental aguda y crénica en los niveles de
expresion de algunos hipoxamiRs en un grupo de individuos colombianos y hacer

un acercamiento a su red de regulacion.

3.2 Objetivos Especificos

Definir la poblacion de miRNAs que han sido asociados con adaptaciones a la
altitud de acuerdo con la literatura disponible y sus implicaciones a nivel de la
expresion génica.

Establecer las condiciones experimentales 6ptimas para el aislamiento de miRNAs
circulantes en plasma sanguineo.

Cuantificar la expresion de los miRNAs definidos previamente en muestras de
plasma provenientes de la poblacién objeto de estudio.

Establecer mediante métodos bioinformaticos la relacion de los mMiRNAs
seleccionados con la regulacion de la expresion genes asociados con aclimatacion
0 adaptacion a la altitud.

Establecer las posibles correlaciones entre los hallazgos moleculares a nivel de
expresion de miRNAs circulantes con la aclimatacion a la hipoxia ambiental.
Comparar los resultados obtenidos con la literatura disponible para otros grupos

poblacionales.
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4.Metodologia

El desarrollo de esta investigacion se dividié en dos partes, una experimental en la que se
analizé el patron de expresion de 5 miRNAs a lo largo de un periodo de seguimiento de 4
meses Yy una parte bioinformatica en la cual se buscé relacionar la accién de los 5 miRNAS
con la expresién de genes asociados a hipoxia y su posible funcién. A continuacion, se

describen con detalle los procedimientos realizados en cada una de las partes.

4.1 Procedimientos experimentales

4.1.1 Seleccion de los participantes

= Convocatoria

Para la seleccion de los participantes del estudio se solicitdé la base de datos de los
estudiantes del programa PEAMA-Orinoquia los cuales se encontraban a una altura menor
a los 1000 msnm. Estos estudiantes empezaron a cursar sus estudios en la Sede Bogota
durante el semestre 2017-1l. La invitacion para participar en el estudio se envi6 a través
del correo electronico institucional, en el cual se informaba a los estudiantes el objetivo,
una breve introduccién, los requisitos para la participacion en el proyecto y un enlace con

la encuesta de participacion.

» Encuesta de participacion

Los participantes interesados en el estudio realizaron una encuesta de participacion como
forma de “screening” para conocer las caracteristicas sociodemograficas, el lugar de
residencia, los habitos de vida y la condicion de salud. Esta encuesta permitio realizar un
filtro para que los participantes cumplieran con los criterios de inclusion y exclusion, luego,
por medio de llamada telefénica se inform6 al participante su aptitud o no para la

participacion en el estudio. La encuesta de participacion puede verse en el Anexo A.
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4.1.2 Criterios de inclusion

= Haber nacido y residido durante minimo 2 afios a una altitud < 1400 m.s.n.m.

= Tener una edad mayor a los 16 afos.

= Haber firmado el consentimiento informado si es mayor de edad o el asentimiento
informado en conjunto con el consentimiento de sus padres si es menor de edad.

» Tener la disposicion para realizar el seguimiento durante 4 meses.

4.1.3 Criterios de exclusion

= Estar en estado de embarazo o lactancia.

» Haber viajado a zonas geograficas por encima de los 1800 m.s.n.m en los ultimos 6
meses 0 permanecer mas de un dia a esa altitud.

= Usar algun medicamento bajo prescripcién médica.

= Tener alguna enfermedad hematologica, respiratoria o renal diagnosticada por un
médico.

= Ser fumador.

= Realizar ejercicio fisico de manera recurrente

= Ser vegetariano o tener otro tipo de dieta especial.

4.1.4 Consentimiento informado

Los participantes que cumplian con los requisitos establecidos y que eran mayores de 18
afios firmaron un consentimiento informado (Anexo B) de acuerdo con la Resolucion 8430
de 1993 del Ministerio de Salud, la cual define las normas técnicas y cientificas para la
investigacion en salud; en este consentimiento se describieron los procedimientos, riesgos,
beneficios y el tratamiento de las muestras. Teniendo en cuenta que tanto nifilos como
adolescentes son sujetos activos en ejercicio de sus derechos, cuya autonomia y
razonamiento moral se encuentra en un proceso continuo de desarrollo, y que, segun la
convencion de las Naciones Unidas los menores de edad tienen derecho de libertad, de
conciencia y pensamiento se hace necesario que el participante directo de la investigacion
decida de manera libre y voluntaria la participacion en el estudio, por tal razén los
participantes menores de 18 afios firmaron un asentimiento informado (Anexo C) y sus

padres un consentimiento informado para la participacion en el estudio (Pinto, 2013).
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4.1.5 Aspectos éticos

Este estudio fue aprobado por el comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional mediante acta No. 09-2017(Anexo D), ademas se desarrollé segun
la legislacion Colombiana de Buenas Practicas Clinicas (Resolucién numero 2378 de 2008
del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos -INVIMA)) y la
Declaracion de Helsinki, en los cuales se regula la confidencialidad de la identidad de los
sujetos, los consentimientos informados, los métodos, el aval ético y el bienestar de los
individuos. De acuerdo a lo establecido en la Resolucion No. 843 de 1993 del Ministerio
de Salud este trabajo es de riesgo minimo para los participantes.

4.1.6 Seleccion de los miRNAs

Para la seleccién de los miRNAs que fueron amplificados, se realizé una busqueda de
articulos con los términos MeSH hypoxia, microRNA, adaptation y acclimatization, desde
el afio 2010 hasta el afio 2017. El resultado de la busqueda arrojé un total de 225 articulos,
de los cuales se seleccionaron 10 que utilizaron analisis transcriptémicos in vivo e in vitro,
las revisiones y las investigaciones realizadas en seres humanos. Teniendo en cuenta que
se encontraron 3 estudios que se realizaron en seres humanos en condicién de hipoxia
hipobarica, se identificaron los miRNAs que incrementaron sus niveles de expresion en
estos estudios y se compararon con los reportados en los analisis transcriptdmicos y las
revisiones encontradas. De este resultado se seleccionaron los miRNAs presentes en
plasma sanguineo y que aumentaban sus niveles de expresion en los 3 tipos de estudio
(Tabla 4-1). Para cada uno de ellos se identificé su funcion principal reportada en la
bibliografia y por ultimo se seleccionaron aquellos que presentaron relaciéon con procesos
fisiolégicos asociados con la aclimatacién a la hipoxia hipobarica (Tabla 4-2). Como
resultado se seleccionaron 5 miRNAs a los que se les midi6 su nivel de expresion a lo largo

de 4 meses. Los miRNAs seleccionados y su secuencia puede verse en la Tabla 4-2.
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Tabla 4-1:

MicroRNAs
miR-210-3p

miR-21

miR-23 a/b

miR-103-1

miR-103-2

miR-22-3p
miR-125b-1
miR-181c
miR-107
miR-23a

miR-23b

miR-24-1-
3p
miR-26a

miR-27a
miR-30b
miR-130a-
3p
miR-424

miR-181a-1
miR-181a-2
miR-181b-1
miR-181b-2

MicroRNAs encontrados en la literatura relacionados con el estimulo
hipéxico.
Referencias

(Kulshreshtha et al., 2007),(Yan et al., 2015),(Yan et al., 2016),(Liu et al., 2016),(Simonson,
T.S., Yang, Y., Huff, C. D., Yun, H., Qin, G., Witherspoon, D. J., ... Ge,
2009),(Nallamshetty et al., 2013),(Cottrill, Chan, & Loscalzo, n.d.),(Hale, White; kevin, &
Chan, 2012)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Yan et al., 2015),(Nallamshetty et al., 2013),(Cottrill et al.,
n.d.),(Hale et al., 2012)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(Das et al., 2014) ,(X. Huang & Zuo,
2014)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(X. Huang & Zuo, 2014),(Gee et al.,
2014)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(X. Huang & Zuo, 2014),(Gee et al.,
2014)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013), (Hale et al., 2012)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013), (Cottrill et al., n.d.)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Cottrill et al., n.d.),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012)
(Kulshreshtha et al., 2007),(X. Huang & Zuo, 2014),(Gee et al., 2014)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Simonson, T. S., Yang, Y., Huff, C. D., Yun, H., Qin, G.,
Witherspoon, D. J., ... Ge, 2009),(Nallamshetty et al., 2013)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Simonson, T. S., Yang, Y., Huff, C. D., Yun, H., Qin, G.,
Witherspoon, D. J., ... Ge, 2009),(Nallamshetty et al., 2013)

(Kulshreshtha et al., 2007),(Yan et al., 2015),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Simonson, T. S., Yang, Y., Huff, C. D., Yun, H., Qin, G.,
Witherspoon, D. J., ... Ge, 2009),(Nallamshetty et al., 2013)

(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012)

(Kulshreshtha et al., 2007),(Yan et al., 2015),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012)

(Yan et al., 2015),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012),(Madanecki et al., 2013)
(Nallamshetty et al., 2013),(Cottrill et al., n.d.),(X. Huang & Zuo, 2014),(Madanecki et al.,
2013)

(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012)

(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012)

(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012),(Gee et al., 2014)
(Kulshreshtha et al., 2007),(Nallamshetty et al., 2013),(Hale et al., 2012),(Gee et al., 2014)
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Tabla 4-2: mMiRNAs seleccionados para los andlisis del estudio. *La informacién se
obtuvo de la base de datos miRBase (http://www.mirbase.org/) (Kozomara & Griffiths-Jones,
2014). El ID hace referencia al término usado para cada miRNA en este trabajo.
miRNA Numero de Secuencia ID
acceso*
hsa-miR-21-5p MIMATO0000076 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA miR-21
hsa-miR-22-3p MIMATO000077 AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU miR-22
hsa-miR-130a- MIMAT0000425 CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU miR-130
3p
hsa-miR-181a- MIMAT0000256 AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU | mirR.181
5p
hsa-miR-210- MIMAT0000267 CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA | miR-210

3p



http://www.mirbase.org/
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Figura4-1: Proceso de seleccion de los miRNAs candidatos a evaluar durante el
proceso de aclimatacién a la altitud.

Términos: Hypoxia, microRNA,
adaptation, acclimatization
Afio: 2010-2017

Articulos en bases de datos
con los términos de busqueda.
(N = 225)

——

Andlisis transcriptdbmicos in vitro o in Analisis transcriptdbmicos in vivo.
vivo, reviews seleccionados. (N=23)
(N=7)

Comparacion de miRNAs
en los estudios

\ 4

Revision de la relacion
entre miRNAs y
aclimatacion

Seleccion de los miRNAs a
evaluar

4.1.7 Obtencion de la muestra sanguinea

= Extraccién de muestra sanguinea

La extraccion de sangre se llevé a cabo de acuerdo al protocolo desarrollado por la
Secretaria Distrital de Salud en su Manual para la toma de muestras para analisis biolégico
(Salud, 2008). Luego del lavado de manos y con el uso de guantes estériles se realizé la
limpieza con alcohol antiséptico y gasas en el pliegue bicipital realizando movimientos
circulares desde el interior hacia el exterior. Mediante bloqueo por compresion a nivel
bicipital se pidi6 al paciente que abriera y cerrara la mano en repetidas ocasiones; una vez
identificada la vena para la puncién se introdujo la aguja en un angulo de 45° hasta donde
se evidenci6 llenado de la aguja, en el vacutainer se colocaron tubos con EDTA al vacio

con un volumen de 3 mL. Luego se retiré la compresién y se realizé la recoleccién de la
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muestra. Con el tubo lleno se retird la aguja y se hizo presion con un algodén para evitar
el sangrado.

Los tubos se agitaron manualmente invirtiéndolos 10 veces para mezclar la sangre con el
anticoagulante, luego de 10 minutos a temperatura ambiente se realiz6 la centrifugacion.
Las muestras fueron transferidas a tubos eppendorf de 1,5 mL y se realizaron 2 alicuotas.
Cada muestra se centrifug6 durante 20 minutos a 1500g a 20°C (Alexis & Moncada, 2014)
y se separé el plasma de los glébulos rojos. Por altimo, el plasma recolectado se centrifugo
a 2500 g por 15 minutos a 20°C para obtener plasma pobre en plaquetas y evitar productos
de degradacién plaquetaria (Sapan & Lundblad, 2006). El sobrenadante se retird y se
agregd 1 uL de inhibidor de proteasas por cada 400 uL de la muestra. Se realizaron tres

alicuotas de aproximadamente 400 uL en tubos eppendorf de 0,6 mL y la muestra se
almaceno a -80°C hasta su analisis.

Esquema de seguimiento

Para realizar el control y el seguimiento durante el proceso de aclimatacion aguday crénica
se tomaron 9 muestras a cada individuo desde el momento de llegada a la ciudad de
Bogota y durante los 4 meses siguientes. El esquema para la toma de muestras puede

observarse en la Figura 4-2. La primera muestra se tomd el primer dia después de la
llegada de cada participante a la ciudad de Bogota.

Figura 4-2: [Esquema de seguimiento para la toma de muestras sanguineas. La

primera muestra corresponde al primer dia después de la llegada de los participantes a

Bogota.
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4.1.8 Determinacién de variables hematologicas

De las muestras de sangre se obtuvo una alicuota de 0,6 mL para la medicién de

hematocrito y la concentracion de Hb.

Hematocrito

El hematocrito (Hct) es la medida porcentual de la cantidad de glébulos rojos en la sangre
cuyos valores de referencia para adultos se encuentran entre 38% a 47%. Para la
determinacion de hematocrito, la muestra de sangre se llevo a un capilar, se sellé en uno
de sus extremos con plastilina y se centrifugd durante 5 minutos. Con el lector de
hematocrito se realizé la determinacion del porcentaje de glébulos rojos en cada una de
las muestras por duplicado.

Hemoglobina

La hemoglobina (Hb) es la proteina encargada del transporte del oxigeno en la sangre y
sus concentraciones dan cuenta de procesos adaptativos y patolégicos que pueden sufrir
los individuos. Los valores de referencia en la concentracion de Hb para personas de 18
afios en adelante son diferenciales entre hombres y mujeres encontrandose valores de
15,5 mg/dL (13,5-17,5) y 13,8 mg/dL (12-15,6) respectivamente. La determinacion de la
concentracion de Hb se realizé por duplicado para cada una de las muestras en el equipo

OSM-3 por método espectrofotométrico.

4.1.9 Extraccion de miRNAs de plasma sanguineo

Para el proceso de extraccion de los miRNAs se utiliz6 el kit miRNeasy Serum/Plasma
(Qiagen), el cual utiliza una extraccién organica mediante la lisis y separacion de las
muestras con el reactivo QIAzol, posteriormente la fase acusa se pasa por una columna
gue purifica los RNAs de tamafios comprendidos entre los 18 a 200 nucleétidos. Este kit
ha sido ampliamente usado para la extraccion de miRNAs en diferentes estudios
mostrando un alto rendimiento (Brunet-Vega et al., 2015) y calidad en la extraccion. La
purificacién se realizé siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y el diagrama

de flujo puede verse en la Figura 4-3.
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Figura 4-3: Protocolo para la extraccion de miRNAs de plasma sanguineo. La
extraccion se realizé siguiendo las especificaciones del kit miRNeasy Serum/Plasma
(Qiagen).

&
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4.1.10 Condiciones para larealizacion de la RT-gPCR

Una vez finalizada la extraccién de los miRNAs se realizé la retrotranscripcion con el kit
Mir-X™ miRNA First Strand Synthesis (Takara Bio). Las cantidades de los reactivos para

la retrotranscripcién se encuentran en la Tabla 4-3.
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Tabla 4-3:

Preparacion de la mezcla para la retrotranscripcion.

REACTIVO VOLUMEN (uL)
mRQ Buffer 2x 5,0
RNA muestra (0,25 — 8 ug) 3,7
Enzima mRQ 1,3
Total 10,0

La mezcla se dejo incubar en el termociclador (Veritti — Applied Biosystems) por 60 minutos

a 37°C, luego se terminé el ciclo a una temperatura de 85°C por 5 minutos con el fin de

inactivar la enzima. Se agregaron 90 uL de agua libre de RNAsas y se realizaron 3

alicuotas de 33 uL que fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

A su vez, la qPCR se realizé con el kit Mir-X miRNA qRT-PCR SYBR® (Takara Bio), la

mezcla de los reactivos para la gPCR se encuentra resumida en la Tabla 4-4.

Tabla 4-4:

Preparacion de la mezcla para la qPCR.

REACTIVO VOLUMEN (uL)
H,0 9,0
SYBR Advantage Premix (2X) 12,5
ROX Dye (50X) 0,5
mMiRNA- Specific Primer (10 uM) 0,5
mRQ 3 Primer 0,5
cDNA 2,0
Volumen Total 25,0

El termociclador fue programado con un ciclo inicial de desnaturalizacion de 10 segundos

a 95°C y 40 ciclos de amplificacion (95°C por 5 segundos y 60°C por 20 segundos). La

curva de melting se realiz6 con aumentos progresivos de 0,5 °C desde los 65 hasta los

95°C. Para cada miRNA se utilizaron controles sin plantilla (NTC) y controles sin

retrotranscripcion (NRT) para evaluar la presencia de contaminacion por DNA en las

muestras.
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4.1.11 Disefio de primers

Durante la retrotranscripcion, el kit agrega a cada miRNA una cola poli (A) a través de una
poli (A) polimerasa, luego en el paso de la sintesis de cDNA se utiliza un adaptador poli
(T) con una extensién en el extremo 57, el cual va a permitir reducir la temperatura de fusion
y mejorar la eficiencia de la gPCR. En todos los casos se usé el primer mRQ 3" Primer
(incluido en el kit) como primer reverso para realizar la amplificacion de cada uno de los
mMiRNAS. El primer sentido se disefi6 manualmente con la secuencia complementaria de

cada miRNA, segun las recomendaciones del fabricante (Figura 4-5).

Tabla 4-5:  Secuencias de los miRNAs a amplificar y su correspondiente primer
sentido.

MiRNA Secuencia (5-3") Primer sentido (5°-3")

miR-21 | UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA TAGCTTATCAGACTGATGTTGA
miR-22 | AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU | AAGCTGCCAGTTGAAGAACTGT
miR-130 | CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU CAGTGCAATGTTAAAAGGGCAT
miR-181 | AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU | AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT
miR-210 | CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA | CTGTGCGTGTGACAGCGGCTGA

4.1.12 Curva estandar

Para controlar la calidad de la extraccién se agregd durante el paso de lisis 5,6x108
copias/uL del miRNA normalizador exdgeno cel-miR-39 (Figura 4-3). Luego se realizaron
cuatro diluciones seriadas partiendo de una concentracion inicial de 5x10° copias/uL para
la realizacion de la curva de calibracion. Las concentraciones y las cantidades usadas

durante la RT-gPCR se encuentran en la Tabla 4-6.

Tabla 4-6: Diluciones para la curva de calibracion del cel-miR-39.

Tubo cDNA H,0 Concentracion Uso en la PCR
(uL) (copias/uL) (copias/ul)
1 20 uL 20 5x10° 1x10°
2 | 5uLdel 45 5x10* 1x10°
3 5uLde? 45 5x103 1x10*
4 5uLde3 45 5x102 1x103
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De igual manera para cada miRNA se realizaron diluciones seriadas con un factor de
dilucién de 1:2 partiendo del cDNA luego de la retrotranscripcion, con los resultados de la
amplificacion se graficé el logaritmo del factor de dilucion contra el valor del Cq en cada
una de las diluciones. Con estas graficas fue posible demostrar la linealidad y el rango
dindmico para optimizar la RT-gPCR (ver Ecuacion 1.4y 1.5).

4.1.13 Andlisis de los datos obtenidos mediante RT-gPCR

Para la cuantificacién relativa, se utiliz6 un control externo (cel-miR-39) y dos controles
internos (hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-320a) seleccionados por su baja variabilidad en
plasma en condiciones relacionadas con la hipoxia. Con el fin de validar su uso como
normalizadores se utiliz6 el software libre geNorm (Vandesompele et al., 2002), para
evaluar la estabilidad de estos miRNAs a lo largo del seguimiento. Una vez seleccionadoS
los genes de referencia se procedié con el andlisis de cada uno de los miRNAs
amplificados usando el método de Pfaffl para el calculo de la expresion relativa respecto a
la primera muestra (ver Ecuacion 1.9) y la cuantificacion relativa respecto a los genes

normalizadores para cada miRNA (22¢9)

El analisis estadistico para determinar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre las muestras se llevé a cabo mediante un ANOVA de un factor con un
test pos hoc de Holm, que permite determinar las variaciones significativas respecto a la

muestra control. Los valores de p < 0,05 fueron considerados significativos.

4.2 Analisis bioinformatico

En primer lugar, se realizé la prediccion de los blancos para los miRNAs seleccionados

con la herramienta integrativa miRDIP (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) (Tokar et al.,

2018), la cual agrupa la informacién de 30 predictores que utilizan diferentes métodos y
asigna un score integrativo a cada gen blanco para clasificarlos de acuerdo al nivel de

confianza.

Dentro de los predictores utilizados para desarrollar miRDIP se incluyen algunos que
utilizan los siguientes métodos de prediccion: la conservacion evolutiva de la secuencia,
andlisis de la secuencia blanco (que incluye los andlisis de las propiedades del sitio de

union, complementariedad de la secuencia, contenido de G y C, etc.), calculos de la
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energia de uniéon entre miRNA y mRNA, informacion experimental por inmunoprecipitacion
y métodos de aprendizaje de maquina e integrativos. El desarrollo de miRDIP permitio
poner en evidencia la poca coincidencia que existe entre los diferentes predictores,
indicando que, los resultados de cada predictor dependen del método utilizado y, por lo
tanto, el uso de métodos integrativos disminuye los falsos positivos que pueden
presentarse en este tipo de analisis. Esto lo hace al compilar las medidas de probabilidad
de interaccion entre mRNA y miRNA de cada uno de los predictores en un score integrativo
gue permite una comparacion cuantitativa entre las interacciones. Vale la pena destacar,
gue miRDIP utiliza informacion experimental con el fin de validar la herramienta y de esta

manera asignar los niveles de confianza relacionados con el score integrativo.

La herramienta miRDIP permite realizar analisis de tipo unidireccional y bidereccional. El
primero, es usado para identificar los genes blanco de un conjunto de miRNAs o los
miRNAs que regulan la funcién de un gen en particular. En este tipo de blusqueda, la
interfaz requiere como entrada el nombre del miRNA o de los genes a los cuales se quiere
realizar el andlisis y el nivel de confianza para las interacciones de acuerdo a su score. Los
resultados son organizados por el score integrativo y pueden ser descargados en archivo
de texto. En la busqueda bidireccional, miRDIP requiere que se especifiquen los miRNAs
y los genes a analizar. Como resultado se tienen las predicciones que relacionan los
MiRNASs y los genes especificados en cada uno de los 30 predictores que utiliza miRDIP.
La prediccion puede ser restringida a las interacciones confirmadas por un cierto nimero
de predictores (de 1 a 30) y por el nivel de confianza. En este trabajo se utilizo la
herramienta miRDIP con su opcién de busqueda unidireccional y se establecio el nivel de

confianza mas alto para la prediccion.

Con la informacién que se obtuvo luego de la prediccion se identificaron los genes blancos
gue son compartidos por los 5 miRNAs. Para estos genes que compartian regulacion por
los 5 miRNASs se indag6 su funcién durante la condicion de hipoxia. Los resultados fueron
presentados en un diagrama de Venn que muestra las relaciones entre el nimero de

blancos y el correspondiente miRNA.

Los genes blanco de cada miRNA fueron cruzados con los genes reportados en la base
de datos de factores de transcripcion -DBD: Transcription Factor prediction database-

(http://www.transcriptionfactor.org/index.cgi?About) (Kummerfeld & Teichmann, 2006) con
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el fin de conocer cuantos de los genes blanco codifican para factores de transcripcion (FT).
Este método se basa en la prediccién de genes que codifican para FTs por homologia a
través de un Modelo Oculto de Markov (MMV). Segun lo reportado, esta base de datos
aumenta la sensibilidad de la prediccion al usar comparacion de secuencias multiples y
solo reconoce FT que utilizan secuencias especificas de unién al DNA, en contraposicion,
a la clasificacion funcional que incluye otras proteinas en la categoria de FTs, por ejemplo,
los coactivadores o las enzimas modificadoras de cromatina. Las librerias utilizadas para
el desarrollo de este predictor son SUPERFAMILY y Pfam, aunque las dos dan informacién
sobre los dominios en las proteinas difieren en el método de construccion y la definicién
de estos. Por un lado, SUPERFAMILY utiliza dominios de estructuras tridimensionales
conocidas basados en la clasificacién estructural de proteinas, mientras que, Pfam
contiene informacién curada manualmente de alineamientos mdltiples de secuencias para
clasificar a cada proteina en una misma familia. Al incluir estas dos bases de datos en la
prediccion se mejoran los resultados, de hecho este método de prediccién tiene una
exactitud del 95 al 99% (Kummerfeld & Teichmann, 2006).

De igual forma, se utilizo el portal MEME Suite (http://meme-suite.org/index.html) (Bailey

et al., 2009) con el fin de identificar en los genes blanco de cada miRNA elementos de
respuesta a hipoxia (NCGTG; N= A o G), que indiquen una regulacion directa por HIF. Este
portal contiene diferentes herramientas para la busqueda y analisis de motivos, entre ellas
se encuentra FIMO (Find Individual Motif Ocurrences) que es una herramienta utilizada
para buscar ocurrencias de motivos en secuencias especificas. FIMO da una puntuacion
para cada match de los motivos dentro de posiciones especificas de la secuencia, los
cuales son tratados de manera independiente. Como resultado de la busqueda se obtiene
el valor p, que es obtenido a través de procedimientos de programaciéon dinamica y un

valor g, especifico a cada match respecto al conjunto completo de datos.

Para este trabajo se utilizé la herramienta FIMO con el fin de buscar de elementos de
respuesta a hipoxia en la region promotora de los genes blanco de los miRNAs. Para ello,
se descargaron en archivo fasta las secuencias promotoras de cada gen con una longitud
de 500 pares de bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Con el fin de
hacer mas astringente la busqueda se establecié como umbral para la deteccion de los

motivos un valor p<0,001.
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Asi mismo, se realiz6 el analisis de enriquecimiento para la lista de genes blanco de cada
miRNA con el fin de identificar los términos del Gene Ontology (GO)
(http://www.geneontology.org/) (Ashburner et al.,, 2000) asociados a la categoria de

procesos biolégicos. El consorcio del Gene Ontology consiste en un gran nimero de bases
de datos que trabajan en conjunto con el fin de estandarizar anotaciones para el GO. El
GO es un vocabulario controlado y estructurado subdividido en tres categorias: Funcién
molecular, proceso biolégico y localizacién celular; cada uno de estos términos describe
un aspecto particular de un gen o de su producto (proteina) (Ashburner et al., 2000). La
funcidon molecular hace referencia a la actividad bioquimica del producto del gen, este solo
describe lo que puede hacer y no especifica dénde o cuando ocurre; por otro lado, el
proceso biolégico es el objetivo para el cual estd disefiado el producto, por ejemplo,
“crecimiento celular” y “transduccion de sefiales”. Por dltimo, el componente celular
menciona la ubicacién en donde se encuentra activo el producto génico (Plessis, Nives, &
Dessimoz, 2011).

Adicionalmente se identificaron las vias de sefalizacion del KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) (https://www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa & Goto, 2000). Este es un

recurso de referencia que puede ser utilizado para la interpretacién biol6gica de los
genomas. Entre los multiples recursos que tiene, se encuentran los mapas de vias de
sefializacién que son diagramas graficos que representan el conocimiento relacionado en
las interacciones moleculares presentes a nivel celular, resumiendo la informacion
experimental desarrollada hasta la fecha (Kanehisa, Goto, Sato, Furumichi, & Tanabe,
2012).

Finalmente, se realizé el analisis de redes con el servidor STRING (https://string-db.org/)

(Szklarczyk et al., 2015), un recurso en linea dedicado a establecer las asociaciones
funcionales entre proteinas. En este recurso se integra informacién de interaccion proteina-
proteina con datos experimentales y de predicciones bioinforméticas, permitiendo una
cobertura muy amplia de los andlisis a realizar. Las interacciones posibles pueden derivar
de las siguientes fuentes: Interacciones comprobadas experimentalmente, bases de datos
curadas manualmente de informacién de vias de sefalizacidén, mineria de datos,

interacciones de novo o analisis de coexpresion y homologia.
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Para este trabajo se realiz6 la red de los genes blanco de cada uno de los miRNAS, los
parametros se restringieron a interacciones comprobadas experimentalmente y en bases
de datos utilizando la confianza mas alta (0,9). Los resultados de la interaccién proteina -
proteina fueron descargados para luego organizar y disefiar la red con el programa
Cytoscape (https://cytoscape.org/). Primero, se cre6 un nuevo nodo de interaccion entre el

mMiRNA correspondiente y todos los nodos dentro de la red, luego se realiz6 el analisis
estadistico de la red y cada uno de sus nodos. De acuerdo con los datos de conectividad,
centralidad y agrupamiento se identificaron los principales hubs y se establecieron
relaciones con los datos obtenidos de genes codifican para FT y los que contienen HREs.
De igual forma se eliminaron manualmente algunos nodos que presentaban poca
relevancia en la red. Por Ultimo, se realizé la interseccién de las 5 redes y se identificaron
los hubs y el agrupamiento de diferentes puntos de la red con el fin de analizar sus
funciones a través de los términos del GO y presentar un acercamiento a los mecanismos

regulatorios durante la hipoxia de estos 5 miRNAs.
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5.Resultados y discusidn

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos a partir de la metodologia propuesta
para el desarrollo de este trabajo y su respectivo andlisis. Los resultados, comprenden la
descripcion de la poblacién, la evaluacion de las variables hematolégicas, los datos
obtenidos a través de RT-gPCR y el analisis bioinformatico. En cada una de las secciones
se realiza la discusion correspondiente y la integracion de la informacién obtenida, cabe
destacar que el analisis de la expresion de cada miRNA se integra junto con los hallazgos
bioinformaticos en una seccidn separada hacia el final del capitulo.

5.1 Caracteristicas de la poblacion

Luego del proceso de seleccion de la poblacién, un total de 7 estudiantes universitarios (5
hombres y 2 mujeres) oriundos del departamento de Arauca y que residian en lugares por
debajo de los 400 metros sobre el nivel del mar cumplieron con las condiciones para
participar en el estudio. Las caracteristicas antropométricas y el lugar de residencia de
cada uno de los individuos se encuentran consignadas en la Tabla 5-1. Aunque el individuo
4 presentaba un IMC que indicaba obesidad grado I, se mantuvo dentro del estudio para
observar diferencias en las variables hematolégicas en relacion con los demas; por otra
parte, el individuo 5 fue excluido durante el transcurso del estudio debido a que no
completé el esquema de seguimiento. Es necesario destacar, que los individuos
manifestaron presentar habitos de alimentacion saludable, no realizar actividad fisica de

alta intensidad y sus padres son procedentes de altitudes cercanas a nivel del mar.
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Tabla 5-1:  Caracteristicas antropométricas y demogréficas de los participantes
del estudio.
Lugar de
) Edad Estatura Peso IMC .
o Género . origeny
Individuo (afios) (cm) (kg) (kg/m;) _

altitud (msnm)
1 M 19 172,0 68,8 23,3 Saravena-223
2 F 18 153,0 52,7 22,5 Arauca-125
3 F 17 156,5 59,6 24,5 Yopal-390
4 M 18 172,0 117,0 39,6 Arauca-125
5* M X X X X X
6 M 22 166,0 66,8 24,2 Saravena-223
7 M 22 163,0 57,7 21,7 Arauquita-165

5.2 Cambios en las variables hematologicas con la
exposicion a la altitud.

La evaluacién de variables hematolégicas ha sido la primera aproximacion para la
compresion de los mecanismos fisiol6gicos que tienen lugar en la altitud durante la
aclimatacion, por lo cual fue uno de los componentes de este trabajo. Entre las variables
mas estudiadas se encuentran la masa de hemoglobina, el hct y la concentraciéon de Hb.
En este trabajo se realizo la evaluacion de estas dos ultimas, especificamente, el hct
representa el porcentaje del volumen de sangre que corresponde a los glébulos rojos y
depende de su nimero y tamafio, mientras que, la concentracion de Hb es una medida de

cantidad por unidad de volumen (g/dL).

Los valores de referencia a nivel clinico para el Hct de individuos a nivel del mar se
encuentran en un intervalo de 38-47% para hombres y mujeres, y el promedio de la
concentracion de Hb para mujeres mayores de 21 afios se ha reportado como 13.8 g/dl
(12.0-15.6) y para hombres 15.5 g/dl (13.5-17.5) (Figura 5-1).
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Figura5-1: Resultados de las variables hematoldgicas para cada individuo. Se
presentan los valores del hematocrito (A) y la concentracién de hemoglobina (B) a lo largo
del seguimiento en mujeres (n=2) y hombres (n=4). Las lineas verticales sobre cada barra
representan los valores maximos y minimos. La linea punteada negra representa los valores
clinicos reportados para hombres y mujeres.
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Con relacion a los valores iniciales y finales de estas variables durante el tiempo de
seguimiento se observaron incrementos respecto al valor inicial excepto para el individuo
1 en la concentracion de Hb y el 6 en el Hct (Figura 5-1). En general, los resultados
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respecto a las dos variables analizadas son heterogéneos entre los individuos y por lo tanto

es evidente que a lo largo del seguimiento no hay ninguna tendencia de normalizacion, y

aunque asi fuera, seria discutible establecer un punto de ajuste constante después de los

tres meses de seguimiento que represente una forma de aclimatacién exitosa debido al

tamafio de la muestra. Por otro lado, como se puede observar en la figura 5-2, hay

diferencias claras entre el promedio de la concentracion de Hb entre mujeres (P2, P3:
13,14 g/dL) y hombres (P1, P4, P6, P7: 16,17 g/dL), que se pueden atribuir principalmente

al género, debido a que, es evidente que el valor promedio es mas alto para los hombres

respecto a las mujeres (Figura 5-2).
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Con los resultados de las dos variables analizadas es posible determinar la hemoglobina
corpuscular media, debido a que esta es una medida que establece la relacion entre la
concentracion de Hb y el Het, ((Hb/%HCt)*100) y permite determinar la cantidad de Hb por
glébulo rojo, con lo cual es posible plantear hipotesis respecto a los cambios que tienen
lugar durante la aclimatacion (Figura 5-3). Como se puede observar en la figura 5-3, en los
primeros dias de seguimiento en los hombres se presenta un mayor incremento de la
concentracion de Hb por glébulo rojo respecto a las mujeres y posteriormente se observan
cambios menores, excepto para el caso de las mujeres, que presentan un pico atipico en
la muestra que corresponde al dia 56 del seguimiento, lo cual puede ser debido a que se
encontraban en la fase litea de su ciclo menstrual y por esto se presenta un efecto de

hemoconcentracion (Figura 5-3).

Figura5-3: Valores promedio de hemoglobina corpuscular media en mujeres y

hombres. Las barras verticales sobre cada punto representan los valores méaximos y

minimos para mujeres y hombres en cada muestra.
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Por otra parte, en este trabajo se propuso un esquema de seguimiento de los individuos
durante 3 meses con el objetivo de evaluar las respuestas agudas y cronicas que tienen
lugar durante el proceso de aclimatacién, sin embargo, a la fecha no hay un consenso que
permita determinar el tiempo requerido para este proceso. De acuerdo con los resultados
de estudios que han realizado la evaluacion de variables hematoldgicas, se ha evidenciado

gue durante el proceso de aclimatacion hay cambios determinantes a nivel fisiol6gico que
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estan relacionados con la produccion de EPO y son dependientes de la altitud. Sin
embargo, estos no se mantienen después de 24 horas en la mayoria de los individuos, lo
cual constituye evidencia de que con el tiempo se reduce la magnitud del estimulo
eritropoyético (Porcelli et al., 2017) (Ge et al., 2002).

Como es ampliamente conocido, la concentracion de Hb es un componente clave para el
transporte de oxigeno, sin embargo, su utilidad como marcador de adaptacion a la altitud
todavia no es claro debido a que se han documentado diferencias en esta variable entre
individuos de diferentes poblaciones a la misma altitud, lo que pone en evidencia que los
cambios ademas de estar relacionados con el tiempo de exposicién, también dependen
del origen étnico. En consecuencia, aungue el ajuste hematoldgico mas relevante durante
la exposiciébn a hipoxia hipobérica es el incremento de la capacidad sanguinea para
transportar oxigeno, los factores determinantes para este ajuste son la disminucion del
volumen plasmaético inicial (exposicion aguda) y el posterior incremento en la sintesis de

Hb y eritrocitos (exposicion crénica).

Bajo la condicion de hipoxia, la respuesta eritropoyética se alcanza cuando la presion
parcial de oxigeno disminuye aproximadamente a 65-70 Torr, lo que corresponde a una
altitud entre 2100 y 3000 msnm, por lo cual, parece que a altitudes mayores a 2100 msnm
ocurre la liberacién de EPO, sin embargo, no ha sido posible determinar un umbral bajo el
cual se favorece su produccion y liberacion sostenida (Ge et al., 2002). Asi mismo, se ha
determinado que hay grandes diferencias en la respuesta eritropoyética de acuerdo al
género, lo cual estéa relacionado con la carga de testosterona y estrégenos en hombres y
mujeres. Especificamente, el aumento de testosterona en individuos expuestos a hipoxia
hipobarica se ha relacionado con una respuesta favorable durante la aclimatacién debido
a que esta hormona regula la eritropoyesis y la ventilacién en diversas especies de
mamiferos, incluyendo humanos, asi como también esta relacionada con la disponibilidad
de hierro en el organismo, junto con la hepcidina. Por otra parte, se ha postulado que las
hormonas sexuales femeninas pueden modular la ventilacion hipoxica al afectar la
secrecion dopaminérgica del cuerpo carotideo. De hecho, en un estudio de 2006 se reporté
gue los esteroides ovaricos estimulan la ventilacién al disminuir el impulso inhibidor
dopaminérgico periférico, y los resultados demuestran que la regulacion dependiente de la
ventilacion hipoxica implica la interaccion entre la EPO y los esteroides sexuales

(Gassmann & Soliz, 2009). En su conjunto, lo anterior constituye evidencia de que las
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hormonas cumplen una funcién importante en el proceso de aclimatacion a pesar de que
los mecanismos subyacentes siguen siendo poco conocidos (Gonzales, 2011).

Aunqgue la mayoria de los estudios ha sugerido que el patrén caracteristico de nativos a
nivel del mar en altitud consiste en un aumento de la concentracién de Hb y el porcentaje
de hct para mejorar la capacidad aerdbica, esto puede tener un efecto negativo debido a
gue el aumento excesivo de la concentracion de Hb genera eritrocitosis y dificulta la
oxigenacién de los tejidos al aumentar la viscosidad sanguinea y la resistencia vascular
(13,18). Como un ejemplo de esto, el aumento en nativos de grandes altitudes se ha
asociado con policitemia y en las mujeres se ha determinado que hay una menor incidencia
de enfermedad crénica de montafia (CMS) en edad premenopausica que aumenta luego
de la menopausia. Lo anterior constituye evidencia de los efectos negativos producto de la
condicién de hipoxia hipobdarica tienen lugar cuando hay alteraciones en los mecanismos
de respuesta a esta condicion (Cheviron & Brumfield, 2012), y por lo cual se ha establecido
gue el tiempo y el grado de exposicidén son los factores fundamentales en la respuesta a

hipoxia hipobérica.

Respecto al tiempo de exposicion en altitud, en diferentes estudios se ha reportado que
este factor es determinante en cuanto a los cambios que se pueden presentar en la
concentracion de Hb y el porcentaje de hct en habitantes de tierras bajas. Se debe tener
en cuenta, que la respuesta eritropoyetica tanto en hombres como en mujeres depende
del volumen inicial de glébulos rojos, ya que, una concentracion inicial baja de Hb genera
un aumento mas dramatico a mayores altitudes que aquellos con una concentracion de Hb
inicial mas alta (Rasmussen, Siebenmann, Diaz, & Lundby, 2013). Asi mismo, los
individuos mas jovenes, independientemente del género, también presentan un aumento
mas dramatico a mayores altitudes que los individuos mayores de 60 afios. Paralelo a esto,
se ha determinado que el tiempo de exposicion a altitudes por encima de los 4000 msnm
debe ser superior a 2 semanas para que tenga lugar un efecto estadisticamente
significativo en la concentracion de Hb, asi como a altitudes mas bajas (1300-2950 msnm)

se requieren tiempos de exposicidn mas prolongados (Porcelli et al., 2017).

Por otra parte, en cuanto al andlisis de variables hematoldgicas es importante destacar
gue el patron de adaptacion de nativos de grandes altitudes difiere de los habitantes de
tierras bajas, lo cual esta directamente relacionado con los mecanismos de respuesta

regulados por los HIFs como principales mediadores de la respuesta molecular y fisiologica
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a hipoxia (Cheviron & Brumfield, 2012). Dado los efectos pleiotropicos de la cascada de
sefializacion de los HIFs, no es claro si la concentracion de Hb es el objetivo fenotipico
directo de la seleccién natural o si representa un efecto de selecciéon sobre otro rasgo
fisioldgico que esta regulado por la sefializacion de los HIFs (Cheviron & Brumfield, 2012).

Estudios previos en poblacién colombiana universitaria a diferentes altitudes han
determinado que con el incremento de la altitud hay un incremento de la concentracion de
Hb y el porcentaje de Hct y este a su vez es mayor en los hombres respecto a las mujeres,
lo cual estad de acuerdo con los resultados de este estudio (Trompetero et al., 2015). En
este mismo sentido, las diferencias entre género en el porcentaje de hct, la masa y la
concentracion de Hb se atribuyen principalmente a factores como el contenido de masa
muscular, grasa corporal y los niveles de testosterona. Ademas, se ha establecido que la
determinacion de estas variables en las mujeres en edad reproductiva depende de la fase
del ciclo menstrual y la carga hormonal principalmente (Benavides, 2013). Lo anterior
teniendo en cuenta que las diferencias en la respuesta eritropoyetica son dependientes del
género y como se ha reportado las mujeres presentan un menor incremento en las
respuestas asociadas a eritropoyesis que los hombres, lo cual, se ha sugerido puede ser
debido a que presentan mayores valores en la saturacion arterial de oxigeno como una
ventaja ventilatoria por las hormonas sexuales femeninas que modulan la respuesta
eritropoyetica (Benavides, 2013) (Pe, 2016).

En diferentes estudios también se ha reportado que el incremento rapido y masivo de la
concentracion de Hb y el porcentaje de Hct en altitud se debe a un efecto de
hemoconcentracion provocado por un desplazamiento de fluidos hacia el intersticio. En
consecuencia, durante la fase aguda de aclimatacion el incremento observado en estas
variables puede ser causado por una reduccion del volumen de plasma y no por un
incremento de la tasa de produccion de eritrocitos, ya que, el volumen de plasma puede
disminuir debido a un efecto de deshidratacion a causa del patron de respiracion, la
inspiracion de aire frio y seco, asi como por otros factores como la ingesta reducida de
liquidos y la diuresis (San et al., 2013). Lo anterior incrementa el contenido de oxigeno en
la sangre arterial a valores superiores a los observados después del arribo a la altitud. Sin
embargo, aunque el volumen plasmatico disminuye en la altitud, este aumenta
nuevamente al regresar a menor altitud, y esta capacidad de oscilaciéon se ha evidenciado

aun después de 20 afios de exposicién a cambios continuos de altitud (Benavides, 2013).
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Por lo anterior, la oscilacion entre ciclos de hipoxia-normoxia, es evidente tanto en el
volumen total de sangre como en la concentracion de Hb, el porcentaje de Hct y la
concentracion de EPO plasmatica (Schmidt, 2002).

De acuerdo con lo anterior, la respuesta diurética hipéxica se ha relacionado también con
cambios en la concentracién de hormonas relacionadas con la diuresis, la natriuresis y la
funcion renal. Por ejemplo, existen reportes que indican la disminucion en la fase aguda
de aclimatacion de los niveles de aldosterona, la hormona antidiurética (ADH), y un
aumento en los ANPs, lo que podria explicar el comportamiento del volumen plasmatico.
En este mismo sentido, un estudio demostré que, aunque hombres y mujeres aumentan la
produccién de orina a los 3 dias de exposicion a 3500 msnm, solo en los hombres
disminuyen los niveles de ADH y renina, mientras que, en las mujeres este fendbmeno se
present6 a mayor altitud y tiempo de exposicioén. Por otra parte, los ANPs aumentaron en
hombres a los tres dias y en las mujeres no hubo cambios, lo cual se relaciona con la

pérdida del volumen plasmatico en las mujeres.

Por ultimo, el comportamiento observado para las variables evaluadas en los individuos
incluidos en el estudio corresponde con lo que se ha reportado en la literatura porque,
aunque estos parametros son evaluados comunmente como indicadores del proceso de
aclimatacion, se ha establecido que estos son variables de acuerdo con factores como la
dieta, el género y la edad. En consecuencia, estas variables no son suficientes para dar
cuenta del proceso de aclimatacion en humanos, asi como también sugiere la existencia
de mecanismos de respuesta diferencial inter e intraindividuos que dependen
principalmente del género. Por lo anterior, es evidente la necesidad de realizar la
determinacion de otras variables hematolégicas como la masa de Hb que no depende del
volumen, la saturacién arterial de oxigeno y la concentracion de EPO que puede ser
indicadores mas objetivos de los cambios relacionados con el transporte de oxigeno en
comparacion con las otras variables ya descritas. En el caso de la determinacion de la
masa de Hb, el método para su determinacién es mas sensible y ha sido util para
establecer diferencias entre residentes de varias altitudes, asi como para comprobar el
efecto del entrenamiento fisico. De hecho, la evidencia sugiere el aumento en la masa de
Hb en altitudes moderadas como efecto de la aclimatacion, aunque también es importante
destacar que esta puede incrementar por efecto del entrenamiento regular de resistencia,

el uso de EPO humana recombinante y transfusiones sanguineas (Schmidt, 2002) .
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5.3 Cambios en el patron de expresion de los miRNAs
con la altitud

Como se ha mencionado, durante la aclimatacion a la hipoxia hipobarica las mujeres
presentan respuestas diferenciales y mas variables que los hombres, por lo tanto, se
decidié excluirlas de este andlisis. De igual forma, el individuo 5 fue excluido del estudio
por no completar el esquema de seguimiento y el 4 presentaba un IMC que indicaba
obesidad grado I, lo que incluia otra variable que podria alterar los patrones de expresion
de los miRNAs. Por lo anterior y de acuerdo con los resultados de las variables
hematolégicas presentados anteriormente, se decidié realizar los andlisis de las
variaciones en los patrones de expresiéon de los miRNAs con los individuos 1, 6 y 7 (P1,
P6y P7).

5.3.1 Cuantificacion y rendimiento en la extraccion de los
MiRNAs circulantes

A la fecha, se ha demostrado que los miRNAs circulantes pueden ser utilizados como
biomarcadores para la deteccion de enfermedades cardiovasculares, cancer, dafio en los
tejidos y otras condiciones que alteran el funcionamiento del organismo, de hecho, la
capacidad de los miRNAs de regular una gran cantidad de genes relacionados con
procesos especificos permite una gran precision para identificar ciertas condiciones (Li et
al., 2014). Sin embargo, para utilizar el potencial de estos biomarcadores en la deteccion,
pronostico, tratamiento y toma de decisiones clinicas es necesario estandarizar las
condiciones para su cuantificacion, debido a que es comun encontrar resultados
contradictorios cuando se comparan diferentes estudios (Poel, Buffart, Oosterling-jansen,
Verheul, & Voortman, 2018).

Dentro de las consideraciones a tener en cuenta se deben incluir todos los procedimientos
preanaliticos (coleccion, procesamiento y almacenamiento), como el tiempo de
procesamiento de la muestra, ya que los miRNAs pueden ser liberados por las células
sanguineas al plasma (Kirschner et al., 2011); el método de purificacion utilizado, en lo que
se recomienda el uso de algun transportador (RNA de levadura) que permita aumentar el
rendimiento en la extraccion; y también especificar los procedimientos y kits comerciales
utilizados. Siempre se debe establecer la fuente de extraccion de los miRNAs circulantes,

ya que se ha demostrado que durante el proceso de coagulacion las células sanguineas
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se encuentran bajo estrés y por lo tanto pueden liberar algunos miRNAs y mRNAs
alterando el contenido de miRNA circulantes, por tal razon, se propone el uso del plasma
como fuente para la cuantificacion de miRNAs circulantes (K. Wang et al., 2012). Por
ultimo, se debe considerar el almacenamiento de las muestras, sin embargo, debido a sus
caracteristicas, se ha demostrado que una vez purificados los miRNAs son muy estables.
Por otro lado, si la muestra que se va a almacenar es plasma, se hace necesario que este
sea pobre en plaguetas debido a que se ha evidenciado que las alteraciones en la cantidad
de miRNAs en el plasma por ciclos de calentamiento-enfriamiento se debe a la presencia
de plaguetas en las muestras (Muth, Powell, Zhao, & Witwer, 2018). En este estudio se
tomaron estas consideraciones con el fin de obtener resultados reproducibles, a excepcion
del uso del RNA transportador, sin embargo, el kit escogido para la extraccién ha sido
referenciado en diferentes estudios y los resultados estuvieron acorde a lo reportado (El-
Khoury, Pierson, Kaoma, Bernardin, & Berchem, 2016; Meerson & Ploug, 2016; Rice et al.,
2015).

Una vez realizado el proceso de extraccion de los miRNAs circulantes se realizé su
cuantificacion espectrofotométrica con NanoDrop, el promedio de concentracion de RNA
presente en las muestras fue de 40,57 +/- 13,07 ng/uL. Los resultados promedio para cada
individuo se encuentran consignados en la Tabla 5-2, mientras que las concentraciones de
cada muestra se encuentran en el Anexo G. Los valores encontrados son superiores a los
reportados en otro estudio en el cual la concentracion de miRNAs circulantes fue de 15,00
ng/uL +/- 3,70 (Media +/- DE) usando el mismo kit de extraccién (Moret et al., 2013).

Tabla5-2:  Valores promedio de la cuantificacion de RNA para cada individuo. Se

presenta el promedio de la concentracion de RNA (ng/uL), relaciones de absorbancia

260/280 y 260/230 con su correspondiente desviacion estandar (DE).

Individuo | Concentracion (ng/uL) | DE (ng/uL) | A260/280 | DE | A260/230 | DE

1 42,74 10,83 1,40 0,03 0,44 0,11
6 40,71 17,68 1,39 0,04 0,29 0,09
7 38,27 10,70 1,41 0,44 0,44 0,22

Total 40,57 13,07 1,40 0,03 0,39 0,16
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La cuantificacion mediante NanoDrop tiene un limite de deteccion de 2 ng/uL, por lo tanto,
se ha mencionado en algunos estudios y protocolos que es inadecuado realizar la medicién
de la concentracion de miRNAs circulantes por métodos espectrofotométricos debido a su
poca concentracion (Exigon, 2014; Moret et al., 2013). Sin embargo, como se puede
evidenciar (Tabla 5-2), los valores de concentracion presentados se encuentran por

encima del limite de deteccion.

En congruencia con lo anterior, un estudio que comparé diferentes métodos para la
cuantificacion de miRNAs encontré que los espectrofotbmetros suelen sobreestimar la
cantidad de miRNAs en las muestras, ya que pueden detectar otros acidos nucleicos,
proteinas o contaminantes derivados del proceso de extraccion (Garcia-Elias et al., 2017).
Por ejemplo, las relaciones de absorbancia a 260/280 y 260/230 son bajas (Tabla 5-2), lo
gue podria indicar contaminacion de las muestras por proteinas y fenoles respectivamente,
sin embargo, hay estudios que reportan valores similares (Relacion 260/280: 1,48 +/- 0,17)
(Moret et al., 2013). De manera interesante, otros trabajos que miden la concentracion de
miRNAs partiendo de diferentes cantidades de células, encontraron valores en las
relaciones de absorbancia mas bajos cuando se partia de una menor cantidad de células.
A medida que se aumentaba la cantidad del material inicial, el valor en las relaciones de
absorbancia se normaliz6 hasta alcanzar valores que indican una pureza éptima para
posteriores analisis (EI-Khoury et al., 2016). De igual manera, en los estudios en los que
se agregaron RNAs transportadores de levadura las relaciones de absorbancia se
encontraron por encima de 2,00 indicando un alto grado de pureza (Moret et al., 2013; Rice
et al., 2015).

Estos resultados sugieren que debido a la baja concentracion de miRNAs presentes en
plasma pueden presentarse confusiones en la cuantificacién y la determinaciéon de la
pureza de la muestra de RNA, no obstante, el uso del NanoDrop puede ser una
aproximacion para determinar la concentraciéon de miRNAs en una muestra. De hecho, al
observar los resultados de la cuantificacion del cDNA, la absorbancia a 260 nm aumenté y
las relaciones de absorbancia a 260/280 y 260/230 presentaron valores de 2,15 +/- 0,02 y
2,6 +/- 0,16 respectivamente (media +/- DE)(ver Anexo G). Esto indica que, los valores en
los radios de absorbancia no se deben a contaminacion de las muestras, por el contrario,

son producto de la baja concentracion de miRNAs.
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En relacion con el rendimiento de la extraccion, se utilizaron los valores de Cq y la curva
estandar del miRNA ex6geno (cel-miR-39) para calcular el nimero de copias inicial de este
mMiRNA en la PCR. Con este valor fue posible calcular el porcentaje de rendimiento del
proceso de purificacion para cada una de las muestras (Tabla 5-4), esto se realiz6 teniendo
en cuenta que en una extraccién con un rendimiento del 100% se esperarian un total de
37000.000 de copias como plantilla en la RT-gPCR. El rendimiento en la extraccion de los
MiRNAs en este trabajo, se encuentra dentro de los rangos reportados por otros estudios
gue utilizaron el mismo kit de extraccion (miRNeasy serum/plasma kit) (Brunet-Vega et al.,
2015; Meerson & Ploug, 2016). A la fecha, existen varios kits que utilizan diferentes
metodologias para la extraccion de miRNAs, algunos de ellos se basan en el uso de
solventes organicos como el tiocianato de guanidinio y el fenol (Trizol LS), otros utilizan
fenol y filtros en fibra de vidrio (MirVana miRNA Isolation Kit) y, por Ultimo, se encuentran
aqguellos que utilizan una extraccién organica y el paso por una columna de silica, como el
utilizado en este trabajo. Los estudios que comparan estos kits han demostrado que estos
Ultimos presentan un mayor rendimiento, cantidad y pureza en la extraccion de los miRNAs
(Brunet-Vega et al.,, 2015; Farina et al., 2014; Meerson & Ploug, 2016; Wilcox &
Hirshkowitz, 2015).

Tabla 5-3: Porcentaje de rendimiento en la extraccion de miRNAs plasméticos. El

rendimiento se calculé en relacion al miRNA exdgeno para cada una de las muestras de los

individuos.

Muestra P1 (%) P6 (%) P7 (%)
M1 3,84 3,10 3,76
M2 8,76 2,81 2,72
M3 4,63 1,18 3,53
M4 5,50 4,97 2,65
M5 2,84 3,70 1,53
M6 1,93 2,84 2,81
M7 1,55 291 2,06
M8 3,22 3,94 3,61
M9 291 4,15 2,53
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5.3.2 Determinacién de la eficienciay la especificidad de los
primers

En congruencia con lo anterior, dentro de las consideraciones analiticas (extraccion,
sintesis de cDNA y gPCR) se incluyen los procesos de amplificacion, normalizacién y
cuantificacion. Teniendo en cuenta que la mayoria de los kits utilizados para la
amplificaciéon de los miRNAs utiliza un primer antisentido universal y la secuencia
complementaria del miRNA como primer sentido, la especificidad de estos ensayos suele
ser muy alta. Esto se ha demostrado al cambiar la secuencia del primer sentido en un
nucleotido, lo que da como resultado, la no amplificacion del producto o la presencia de
otro pico en la curva de melting. Esta caracteristica ofrece una gran ventaja en el estudio
de los miRNAs, ya que algunas familias de estos RNAs no codificantes presentan

variaciones de tan solo un nucleétido en su secuencia (Shi & Chiang, 2005).

Una vez purificados los miRNAs, se realizé la curva de calibracion con el fin de comprobar
la eficiencia de la reaccion y la especificidad de cada uno de los primers. Se partio del
cDNA obtenido y se realizaron 3 diluciones seriadas de 1:2, del mismo modo, se agreg6 el
volumen del cDNA requerido en la reaccion y un dltimo punto que consideraba el doble del
volumen que se utilizaria en la reaccion de PCR; cada una de las curvas se realizd por
duplicado. Los valores del coeficiente de determinacion de la curvay las eficiencias pueden
verse en la tabla 5-4, mientras que, las gréficas de la curva estandar y las curvas de melting

se encuentran en la figura 5-4.

Los resultados de las curvas de calibracion mostraron una reaccién 6ptima en términos de
eficiencia y especificidad para todos los miRNAs, a excepcion del miR-210. En el caso de
los miR-21 y miR-22 se evidencid, que al aumentar al doble el volumen de cDNA respecto
al recomendado a usar en el kit se perdia la linealidad en la curva, por esta razén, los
puntos fueron eliminados de la gréfica. Teniendo en cuenta lo anterior, la cuantificacién de
las muestras se realiz6 con un volumen de partida de 2 uL de cDNA, garantizando asi la
linealidad dentro de la curva (Figura 5-4). Por otro lado, el célculo del porcentaje de
eficiencia para los miRNAs arroj6é valores que oscilaban entre el 93% y el 110%, estos
valores corresponden con los aceptados dentro de los protocolos de RT-gPCR (Tabla 5-4)
(BioRad, 2006).
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Tabla 5-4: Resultados de la curva de calibracion de cada uno de los miRNAs. Se
presentan los valores del coeficiente de determinacion (R?), Eficiencia (Ecuaciéon 1.4) y

porcentaje de eficiencia (Ecuacion 1.5) de cada uno de los miRNAs.

miRNA R2? | Eficiencia | % Eficiencia
miR-21 | 0,96 1,93 94,8
miR-22 | 0,99 1,96 96,1
miR-130 | 0,95 2,11 110,0
miR-181 | 0,99 1,93 93,4
miR-210 | 0,97 2,01 100,7
miR-106 | 0,98 2,03 103,0
miR-320 | 0,99 1,98 98,9
Cel-miR-39 | 0,99 1,95 95,4

En el caso del miR-210 se evidencid una curva con un coeficiente de determinacion alto
(R?=0,99), sin embargo, el porcentaje de eficiencia fue de 154,6%. Generalmente, los
valores de eficiencia por encima del 110% se asocian con la formacion de inespecificidades
en la reaccion. Al observar la curva de melting, es evidente la formacion de otros picos en
la grafica, lo que sugiere, la dimerizacion de los primers. Por tal razén, se modificaron las
condiciones de amplificacion al aumentar a 65°C (+5°C) la temperatura de anillaje de los
primers para este miRNA y se realizé nuevamente la curva de calibracion. Como resultado,
se obtuvo un porcentaje de eficiencia del 100,7% (Tabla 5-5) y la amplificacién de un solo
producto, como se refleja en la curva de melting (Figura 5-5). Las demas curvas de melting
mostraron solo un pico de amplificacion para cada miRNA indicando la especificidad de los

primers y la amplificacion de un solo producto de PCR (Figura 5-4).
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Figura5-4: Curvade calibracion y de melting para los miRNAs evaluados. Curva de
calibracion (izquierda); curva de melting (derecha). Para el cel-miR-39 se graficé el Cq en
funcién del log10 del nimero de copias. Las barras verticales indican el valor minimo y el
valor maximo de las mediciones.
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Figura5-4: Continuacion
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Figura5-5: Curvade calibracion y de melting para el miR-210. La amplificacion se realiza
a una temperatura de anillaje de (A) 60°C y (B) 70°C.
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Tabla 5-5: Resultados de la curva de calibracién para el miR-210.

°T Anillaje (°C) | R? | Eficiencia | % Eficiencia
60 0,99 2,54 154,6
65 0,97 2,01 100,7
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5.3.3 Validacién de los miRNAs de referencia

De acuerdo con la literatura, en los estudios que se desarrollan con biofluidos se
recomienda usar al menos dos miRNAs normalizadores enddgenos, circulantes y que no
cambien sus patrones de expresion ante la condicion a evaluar. Para ello, existen
diferentes algoritmos como geNorm (Vandesompele et al., 2002) o NormFinder (Andersen
et al., 2004), los cuales permiten determinar el indice de estabilidad de los miRNAs y de
esta manera seleccionar los normalizadores mas adecuados. Los estudios
transcriptomicos permiten usar otras medidas como la media global o la normalizacién
intercuartiles, al utilizar la informacién de los niveles de expresién de un gran numero de

genes.

Para la validacion de los miRNAs de referencia seleccionados (miR-320 y miR-106), se
utilizé el software GeNorm. Este paquete busca validar la estabilidad en la expresion de
algunos genes internos utilizados como control a través de una medida de estabilidad de
la expresion génica (M). La medida de estabilidad M se define como el promedio de
variacién de un gen particular con otros genes, de esta manera, los genes con un valor M

menor presentan una mayor estabilidad (Vandesompele et al., 2002).

Al utilizar este software con las muestras del estudio se encontr6 que los genes mas
estables fueron el miR-106 y el miR-320 con valores de Cq de 27,25 +/- 0,65 y 28,28 +/-
0,64 (media +/- DE) respectivamente. De manera interesante, el miR-22 tuvo el segundo
menor valor M con valores de Cq de 28,58 +/- 0,84, lo que indica su poca variabilidad a lo
largo del seguimiento. De acuerdo con lo anterior se concluye que los miRNAs miR-106 y

el miR-320 pueden utilizarse para la normalizacién de los datos de la RT-gPCR.
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Figura 5-6: Valores promedio de estabilidad para los miRNAS. Se utiliz6 el software

geNorm para calcular el valor promedio de estabilidad de expresion (M).
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Por ultimo, vale la pena mencionar que con el fin de homogenizar los resultados de las
pruebas de RT-gPCR se utiliz6 como base las guias MIQE (Minimal Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR experiments) (Bustin et al., 2009), las cuales
presentan una serie de parametros a reportar para asegurar la calidad de los experimentos
de RT-gPCR. Estas guias deben ser acogidas por todos aquellos que utilicen esta técnica
con el fin de disefiar y reportar sus experimentos, medir la calidad técnica de los

experimentos y permitir la replicacion de estos.

5.3.4 Normalizacion de los datos obtenidos mediante qPCR

Para evaluar los perfiles de cambio de algunos miRNAs durante la exposicion aguda y
cronica a hipoxia hipobarica se cuantificaron los niveles de expresion en plasma de 5
hipoxamiRs (MiR-21, miR-22, miR-130, miR-181, miR-210) en 3 hombres expuestos por 4
meses a la altitud. Para los 3 individuos, las cantidades relativas de cada uno de los

miRNAs fueron diferentes, de hecho, es posible evidenciar que unos se expresan mas que
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otros. Entre ellos, el miR-22 fue el que presento los mayores niveles de expresion, seguido
del miR-21 y el miR-181, mientras que, los miR-130 y miR-210 presentaron los valores
mas bajos de expresion (Figura 5-7).

Figura 5-7: Cantidad relativa promedio de los miRNAs amplificados. Se presenta la

cantidad promedio de las nueve muestras de cada individuo para cada miRNA y la desviacion
estandar de cada una (Barras verticales).
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Como se menciond anteriormente, el orden en los niveles de expresion de los miRNAs se
mantuvo entre individuos, sin embargo, se presentaron variaciones interindividuales a lo
largo del tiempo de seguimiento. Para mostrar estas variaciones se realizaron los gréaficos
de cantidad relativa (Figura 5-8) y el fold change (Figura 5-9), el cual se calculé con

respecto a la primera muestra, correspondiente al primer dia de estadia en altitud.

El miR-21 presentd un aumento en todos los individuos en la muestra nimero 2 (Dia 3)
(Figura 5-8), luego se presenté un periodo de variabilidad (Figura 5-9) y un posterior
aumento en la muestra 6 (Dia 26) en P1y la muestra 7 (Dia 56) en P6 y P7 (Figura 5-8).
El miR-22 fue el miRNA que presentd los niveles de expresion méas elevados en plasma
sanguineo, su cantidad relativa se encontré un orden de magnitud por encima de los miR-
210 y miR-130. Aunque existieron puntos con diferencias estadisticamente significativas
(Figura 5-8) no se present6 una tendencia clara durante el seguimiento de cada uno de los
individuos, pero al ver las graficas, la tendencia en P6 y P7 es a aumentar hacia el final.
Respecto a la primera muestra existieron variaciones individuales marcadas para cada

individuo (Figura 5-9).

IiI
P7

0,003
0,041
0,004
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En relacion al miR-181, este disminuyé en P1 y P6 en todas las muestras respecto al
control (Figura 5-9) . Para P7, la expresion en la mayoria de las muestras aumenté con
respecto al control del dia 1. Este individuo tuvo los mayores niveles de miR-181 en la
muestra 2 (Dia 3) y al realizar el analisis estadistico en relacién a la muestra 2, se
encontraron diferencias significativas en la muestra 4 y 9 (Figura 5-8).

Respecto a los miRNAs que presentaron valores mas bajos de expresion (miR-130 y miR-
210), se puede observar que para P1, el miR-130 present6 una disminucién constante a lo
largo del tiempo en todas las muestras respecto a la primera (Figura 5-9). En P6 no ocurre
lo mismo, en este individuo la muestra que presento los niveles mas altos de este miRNA
fue la nimero 4 (Dia 12) (Figura 5-8). Sin considerar esta muestra, se conserva la
disminucion en los niveles de expresién de este miRNA en comparacion con la muestra 1
(Figura 5-9), como ocurrié con P1. En P7 la tendencia general es disminucién también en
este miRNA (Figura 5-8).

Por dltimo, el miR-210 tuvo un comportamiento contrario al miR-130 ya que aumento
constantemente en el tiempo, presentando dos picos en los niveles de expresién, uno en
los primeros dias de exposicion a la altitud y otro hacia el final del periodo de seguimiento
(Figuras 5-8 y 5-9). Este aumento fue mas marcado en el individuo P6 (Figura 5-9).
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Figura5-8: Cantidad relativa de miRNAs en individuos expuestos a hipoxia

hipobérica. La significancia fue determinada por ANOVA de un factor (Test pos hoc de
Holm) para determinar las diferencias estadisticamente significativas con relacion a la
muestra 1. xp<0,05; ¥p< 0,01. En P7 para los miRNA-130 y miR-181 se realiz6 el analisis
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Figura5-9: Fold change de la cantidad relativa de miRNAs plasmaticos en cada
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individuo respecto a la muestra control. La grafica muestra el cambio relativo

desde M2 hasta M9. La muestra 1 fue considerada la muestra control para la determinacion

del fold change. El célculo del cambio relativo se realizé con la ecuacion 1.9.
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5.4 Analisis bioinformatico

5.4.1 Genes regulados por los hipoxamiRs

Como se menciond en la metodologia, se realizd la prediccion de los genes blancos de
regulacién para cada miRNA con el recurso miRDIP, el cual permite la seleccién de cuatro
niveles de confianza clasificados como muy alto (1%), alto (5%), medio (1/3 de las
predicciones) y bajo (total de las predicciones). Al usar el nivel de confianza mas alto, se
encontré que el miR-130 y el miR-181 tienen el mayor numero de genes blanco (1591 y
1547), mientras que, el miR-210 fue el que presentdé menor cantidad (203). Al cruzar la
informacion de los genes blanco de cada miRNA con la base de datos de FTs que se usé
en este trabajo, se encontré que el 15% de los genes blancos del miR-210 corresponden

a FTs, indicando su importancia como regulador de la expresion génica (Figura 5-10).

Figura 5-10: Diagrama de Venn con el numero de genes blanco para cada miRNA.
Se presenta el nimero de blancos totales y el porcentaje de ellos que se encuentra en la
base de datos de factores de transcripcion (dbTF).
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La identificacion de los blancos comunes de regulacion entre los 5 miRNAs dio como
resultado un total de 8 genes, de los cuales 7 tienen evidencia experimental de su relacion
con la respuesta a hipoxia. Entre ellos se encuentran los genes que codifican para el factor
nuclear de células T activadas (NFTATS), el Factor Kruepel (KLF6), la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK1), la proteina fork head box (FOXP1l) y TNRC6B
(Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein) (Tabla 5-6). Cabe resaltar que un total
de 50 blancos fueron compartidos entre 4 miRNAs y 248 entre 3 miRNAs, revelando la

posible integracion y modulacién de la respuesta a hipoxia.

Tabla 5-6: Genes compartidos por los 5 miRNAs y su funcién asociada a la
condicion de hipoxia. El nombre de los genes y las proteinas codificadas
corresponden a los encontrados en la base de datos UniProt (https://www.uniprot.org/).

GEN PROTEINA CODIFICADA FUNCION
BCL11A | B-cell lymphoma/leukemia | Se encarga del silenciamiento del gen y-globin. Permite el switch
11A fisiolégico de hemoglobina F (HbF) a hemoglobina A (HbA)
durante el desarrollo.

FOXP1 Forkhead box protein P1 Regula el desarrollo del tejido pulmonar, cerebral y cardiaco.
Aumenta la proliferacién de células musculares vasculares. Es un
represor transcripcional de la expresién de genes relacionados
con gluconeogénesis.

KLF6 Kruppel-like factor 6 Su expresion es dependiente de HIF-1a. Esta relacionado con
proliferacion y angiogénesis. Contribuye en la activacion
transcripcional de la sintasa de 6xido nitrico.

MAPK1 Mitogen-activated protein | Participa en la via de respuesta ante el estrés hipéxico. Aumenta

kinase 1 (ERK) la expresion del gen hifla. Fosforila a HIF-1a lo que permite su
traslocacion al ndcleo.

NFATS5 Nuclear factor of activated | Aumenta su expresion de manera independiente a HIF durante

T-cells 5 hipoxia. Se encuentra relacionado con roles osmoprotectivos.

NFIB Nuclear factor 1 B-type Esté relacionado con crecimiento celular, ademas, es necesario
para la maduracion pulmonar y el desarrollo cerebral. La
regulacion a la baja del producto de este gen promueve la
fosforilacion de PI3K.

TNRC6B | Trinucleotide repeat- | Esta proteina es requerida para la represién de la traduccion

containing gene 6B protein

mediada por miRNAs y se relaciona con las proteinas argonautas
(AGO)


https://www.uniprot.org/
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En relacién con las categorias del GO, vale la pena recordar que son caracteristicas de
cada gen, y su relacién puede ser muy amplia, indicando que una misma proteina puede
actuar en diferentes procesos, contener dominios que llevan a cabo funciones moleculares
especificas y presentar actividad en diferentes partes de la célula (Plessis et al., 2011). En
este trabajo se realiz6 el andlisis de enriquecimiento de la categoria proceso bioldgico,
buscando identificar un perfil funcional de un conjunto de genes y su posible relacién a

nivel celular.

Al realizar el andlisis de GO en la categoria de proceso biolégico para los genes blanco de
los miRNA, se encontré que muchos de los genes estan relacionados con la transcripciéon
y la traduccion de genes, y en general con, reacciones en las que se incluyen RNAs. Esto
se encuentra asociado a que muchos genes que codifican para FTs son regulados por
miRNAs, de hecho, se encontrd que el miR-210 solo obtuvo niveles de significancia para
estas categorias, indicando su capacidad como regulador maestro de la condicién de
hipoxia. De igual forma, la menor cantidad de genes blanco para el miR-210, en
comparacion con los genes blanco de otros miRNAs puede ser indicio de la existencia de
programas celulares especificos que medien la respuesta hipdxica, tal como se muestra

en la figura 5-11.

Asi mismo, el andlisis de los genes blancos de los otros miRNAs (miR-21, miR-22, miR-
130 y miR-181) en la categoria de proceso biologico, permiti6 encontrar términos
relacionados con las respuestas a hipoxia. Entre ellos se encuentran, el desarrollo de
vasos sanguineos, del sistema cardiovascular, pulmonar y nervioso, la regulacion de la
transduccién de sefiales y de compuestos nitrogenados, la via de sefializacion tirosin
guinasa y de la insulina y procesos catabdlicos dependientes de ubiquitinacion. Todos
estos procesos biolégicos guardan estrecha relacion con las adaptaciones presentes
durante la hipoxia y con los mecanismos para sensar y responder ante el estimulo.
Ademas, la figura 5-11 muestra la estrecha relacién de estos miRNA en la regulacion de
los procesos biolégicos mencionados anteriormente, debido a la regulacion de mdultiples

genes por varios de estos miRNAs.

En cuanto a las vias de sefalizacion del KEGG, no se encontraron resultados para los
genes blanco del miR-210, posiblemente debido a que muchos de los blancos de este

miRNA son FTs. Los genes blanco de los demas miRNAs mostraron una fuerte relacion
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con vias asociadas al cancer, debido a la relacion existente entre esta condicion y la
hipoxia, ademas, cabe destacar que estos miRNAs han sido utilizados en muchos estudios
como biomarcadores para alertar sobre este estado patoldgico. Por otra parte, algunas de
las vias enriquecidas en el andlisis estan relacionadas con la respuesta ante la hipoxia,
como son la via de las MAPK y AMPK que contribuyen a la estabilidad y la translocacion
de HIF al interior del nlcleo, las adaptaciones metabdlicas y el uso de la glucosa (NTOR
y PI3K/Akt), la angiogénesis (VEGF), el manejo del tono vascular, la disponibilidad corporal
de agua (contraccién del musculo liso vascular y reabsorcién de agua regulada por

vasopresina) y finalmente la via de sefalizacién de HIF (Figura 5-12).

Es importante mencionar, que, aunque solo algunos de los genes blanco de los miRNAs
se relacionan con las vias mencionadas anteriormente, existen grandes puntos de
convergencia que demuestran la importancia de estos miRNAs durante la hipoxia y la
accion cooperativa que estos pueden ejercer para causar en el organismo respuestas
globales, tejido especificas y variables que permiten a la célula determinar un camino
dependiendo el grado y el tiempo de exposicién a hipoxia.
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Figura 5-11: Términos del GO asociados con la categoria proceso biolégico. En color

azul se presentan los miRNAs que tienen como blanco genes relacionados con los diferentes

términos asociados a la categoria de proceso bioldgico. El color rojo indica ausencia de

relacion.
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Figura 5-12: Vias de sefializacion del KEGG compartidas entre los genes blanco de

los MiRNAS. En color azul se presentan los miRNAs que tienen como blanco genes

relacionados con las diferentes vias de sefializacion del KEGG. El color rojo indica ausencia

de relacion.
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5.4.2 Redes de regulacion durante la hipoxia

Con el fin de hacer un acercamiento al mecanismo de regulacion de cada miRNA, se
construyeron redes de interaccion con los productos codificados por los genes blanco de
cada miRNA y asi establecer las relaciones entre cada uno de ellos. Las redes se
construyeron con el servidor STRING y para el andlisis y disefio de estas se utilizé el
programa Cytoscape, el cual permite la visualizacion gréafica de las interacciones proteina-
proteina y su correspondiente analisis estadistico. Una vez abierta la red con las
interacciones proteina-proteina de los genes blanco de cada miRNA, se uso la funcién de
andlisis estadistico para calcular el valor de algunas caracteristicas de la red y con esta

informacion realizar su disefio.
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Para el disefio de la red, el primer parametro a tener en cuenta fue el nimero de
componentes conectados, el cual se restringié a 1. Es valor indica que todos los nodos
debian tener interaccion con la red central, de lo contrario eran eliminados. Debido al
tamafio y la complejidad de las redes (a excepcion del miR-210), el segundo pardmetro
buscé disminuir el nimero de nodos que se encontraban con la red central. Para ello, se
filtr6 la red de acuerdo al nimero de conexiones (degree) que tiene cada nodo dentro de
la red. Por defecto se establecié que el nUmero minimo de conexiones requeridas para

pertenecer a la red era de 6.

Una vez seleccionados los nodos mas relevantes, se disef6 la red de acuerdo al analisis
estadistico. Para todas las redes, el tamafio del nodo se relacion6é con el valor de
conectividad de la vecindad (neighborhood connectivity), siendo los nodos mas pequefios
aqguellos con un bajo valor para este parametro. Teniendo en cuenta que la conectividad
se relaciona con el numero de vecinos, la conectividad de la vecindad de un nodo n es
definida como el promedio de conectividad de todos los vecinos de n. Por otra parte, el
color del nodo se relacion6 con la informacion que se obtuvo de los predictores, de esta
manera, los nodos de color verde son FTs, los de color azul son proteinas con HREs en
sus promotores, los de color naranja son aquellos genes que codifican para FTs y tienen

HREs y los nodos color violeta corresponden a los hubs.

Con el fin de identificar proteinas relacionadas, se utilizo la excentricidad para separar los
nodos de la red y de esta manera seleccionar manualmente los clusters (Clu). Para cada
uno de los Clu se identificé la via de sefializacién en la que se encuentra relacionado
usando como parametro estadistico la tasa de falsos positivos (False Discovery Rate). Esta
es una medida estadistica que indica la proporcién esperada de errores tipo |, es decir la
aparicion de falsos positivos. Las vias de sefalizacién con una tasa de falsos positivos
(FDR)<0,05 y que tenian relacion con la hipoxia fueron seleccionadas. La informacion que
se obtuvo de cada via de sefializacion se tomd de las anotaciones realizadas y las

descripciones gque se encontraron en cada uno de los identificadores.

miR-21
La red para este miRNA evidenci6 un total de 149 nodos, los cuales fueron agrupados en

7 Clu diferentes (Figura 5-13). Se identificaron un total de 13 hubs, de los cuales, tres son



99

FTs y contienen HREs en la region promotora de su gen. Las caracteristicas de

conectividad de estos hubs se encuentran en la tabla 5-7 (Figura 5-13).

Tabla 5-7: Hubs identificados para la red del miR-21.

Nodo Closeness | Neighborhood TF HRE
connectivity

CBFB 0.323 10.18 X X
ERBB4 0.304 26.75 X X
HGF 0.296 18.85 X
ITGB3 0.325 10.42

PRKCE 0.293 18.66 X
SP1 0.329 10.45 X

TFDP1 0.300 12.12 X

TGFBR1 0.289 10.63

TGFBR2 0.319 12.18 X
VCL 0.290 10.52

WWP1 0.315 22.78 X X

PPP1CC 0.285 8.05

MAPK1 0.334 6.20

El componente principal de regulacién de esta red se relaciona con la sefializacion del eje
TGFR-SMAD-BMP, debido a que un total de 4 Clu tienen efecto sobre esta via. Este eje
comprende varias vias de sefializacidbn que se enmarcan en un componente central de
respuesta, en el que el factor de crecimiento transformante beta (TGFB) se une a su
receptor (TGFR), lo que permite su internalizacion y la posterior activacion de la familia de
proteinas SMAD. Estas proteinas actlian en conjunto con un gran nimero de activadores
y represores transcripcionales para regular positiva o negativamente la transcripcién de
genes cascada abajo, por lo tanto, el efecto de esta sefial depende del tipo de célula y la
relacion con otras vias de sefalizacion. La activacion de esta via regula procesos de
migracion, diferenciacion, proliferacion y apoptosis celular, ademas, se relaciona con
algunas enfermedades. El Clu4 fue el que presenté la mayor cantidad de proteinas dentro
de este eje, relacionadas con la sefializacién por los BNPs (bone morphogenetic proteins),
una familia de factores de crecimiento que pertenecen a los TGFs y que se expresan ante

diferentes condiciones activando la via de sefalizacion SMAD por una fosforilacién de
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receptores serina-treonina quinasa. Los BMPs tienen diferentes actividades biolégicas en
los tejidos, incluidos el hueso, cartilago, vasos sanguineos, corazon, rifiones, neuronas,
higado y pulmén, ademas su sefializacion esta ligada a diferentes patologias, incluidas las
vasculares, esqueléticas y el cancer. Tanto el Clul como el Clu4 compartieron funciones
en esta via de sefalizacion. Otra de las vias de sefializacion del Clu4 es la via hippo, la
cual controla el crecimiento de los tejidos y la via de ALK, que estd involucrada con la
remodelacién cardiovascular y su activacién permite la angiogénesis, mientras que la
deficiencia de ALK se traduce en una disminuciéon de TGF2b evitando la sefal paracrina
relacionada con el crecimiento. La via de Wnt y antiBMPs evitan el desarrollo y crecimiento

vascular (Tabla 5-8).

En el Clul se encuentran proteinas relacionadas principalmente con la degradacion
proteosomal por ubiquitinacién y tiene una gran relacién con el Clu4, debido a que los
niveles intracelulares de SMADs son regulados por ubiquitinacién y degradacion
proteosomal. Los SMADs pueden ser ubiquitinados a nivel nuclear y degradados por este
sistema, asi mismo, hay moléculas inhibidoras de SMAD (I-SMAD) que llevan al receptor
TGFR a degradacion, estableciendo sistemas de retroalimentacion negativos para
bloquear la sefial. Este cluster también puede relacionarse con la estabilidad de los HIFs

al tener como blanco proteinas relacionadas con la degradacion proteosomal.

El Clu3 se relacion6 con vias de sefializacién de activacion del eje RAS/RAF/MAPK, el
cual ha sido fuertemente asociado con cancer debido a las mutaciones de sus
componentes. La via de sefializacion del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) es un estimulador potente del crecimiento de los tejidos conectivos en células
como fibroblastos, endotelio capilar y neuronas. Esto se realiza a través de la activacion
de las vias de MAPKSs, en especial la via de ERK. De igual forma, este cluster tiene
proteinas relacionados con proliferacion celular mediada por VEGFR2 que activa la via de

ERK-MAPK promoviendo angiogénesis (Tabla 5-8).

En el Clu5 se encuentra la sefalizacién por neurotrofinas y la del factor de crecimiento
epidérmico, cuyas funciones estan relacionadas con la supervivencia, diferenciacion y
proliferacion. También se encontraron proteinas en la via de las MAPK, especialmente la

via de RAS/PI3K. Este eje esta centrado en proteger a la célula de la apoptosis gracias a
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los factores de crecimiento y también en el control del metabolismo celular, supervivencia

y la expresion génica.

El Clu2 agrup6 proteinas con funciones asociadas a la progresion del ciclo celular, el
desenrollamiento de la cromatina y la organizacion del citoesqueleto durante la division
celular. El Clu6 se relacioné principalmente con la induccion de la transcripcion génica, y
el metabolismo de lipidos por medio de PPARY, cuyo gen es uno de los que presenta
variantes genotipicas asociadas al estimulo altitudinal. En este Clu también se encontraron
términos asociados a la regulacion de la biogénesis mitocondrial y a la via de HIF.
Finalmente, el Clu7 se relaciona con mecanismos implicados en el splicing y el transporte
de mRNA al citoplasma (Tabla 5-8).
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Tabla 5-8: Vias de sefializacion de cada uno de los clusters presentes en la red

del miR-21.
Clu Via de sefializacion FDR Proteinas
1  Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome 1.56E-28 22
degradation
Ubiquitin mediated proteolysis 9.23E-14 9
Downregulation of SMAD2/3:SMAD4 transcriptional 2.74E-09 4
activity
Oxygen-dependent proline hydroxylation of Hypoxia- 1.51E-07 4
inducible Factor Alpha
Signaling by BMP 1.73E-07 3
2 Resolution of Sister Chromatid Cohesion 1.21E-12 9
Cell Cycle 8.40E-12 13
3 Oncogenic MAPK signaling 4.08E-13 8
Signaling by PDGF 2.78E-06 7
MAPK1/MAPK3 signaling 5.98E-05 5
NCAM signaling for neurite out-growth 9.39E-06 6
Prolonged ERK activation events 5.98E-05 5
VEGFR2 mediated cell proliferation 5.98E-05 5
VEGFA-VEGFR2 Pathway 1.08E-04 5
4  TGF-beta signaling pathway 1.09E-12 10
Hippo signaling pathway 1.82E-10 10
ALK1 signaling events 1.61E-09
Signaling by BMP 1.75E-07 5
5  Signalling by NGF 8.61E-12 16
Signaling by EGFR 4.55E-10 13
Ras signaling pathway 6.50E-10 11
PI-3K cascade:FGFR2 1.53E-09 6
6  RNA polymerase Il transcribes snRNA genes 2.66E-09 7
RORA activates gene expression 5.04E-04 3
Transcriptional activation of mitochondrial biogenesis 1.12E+03 3
HIF-1-alpha transcription factor network 2.05E+03 3
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Figura 5-13: Red de regulacion para el miR-21. Se presentan los productos de los genes blanco del miR-21. En color verde se presentan los FTs,

en azul aquellas proteinas cuyo gen presenta HREs, en naranja aquellas proteinas que son FTs y sus genes contienes HREs, en violeta se presentan los hubs y
en amarillo las proteinas codificadas por genes blanco de los 5 miRNAs. El tamafio del nodo se relaciona con la conectividad de vecinos (neighborhood connectivity).

CLU1

NG :

deeata \) 4 \!; ) / A
£ A 7N 1 FBX011
o s =

SNRPOZR] . x 7, 2// -

oy

CLuU7

CLuU2

CLUG6

N\

fors:

(|
|
ICE2,

Conectividad de vecinos

o — O




miR-22

Esta red presentd una gran heterogeneidad lo que indica la participacion de este miRNA
en diferentes procesos metabdlicos y en consecuencia el nimero de genes que tiene como
blanco. Esta red tiene 168 nodos agrupados en 6 clusters que se relacionan principalmente
con la via MAPKs/Ras y la respuesta inflamatoria. Se encontraron un total de 29 hubs de
los cuales 7 son FTs y también contienen HREs en el promotor de su gen (Tabla 5-9)
(Figura 5-14).

Tabla 5-9: Hubs identificados en la red del miR-22

Nodo Closeness Neighborhood FT HRE
connectivity
ITGB3BP 0.315 18.93 X
ETS2 0.313 31.00
CSNK1A1 0.321 22.00
HMGB1 0.345 21.38 X X
SP1 0.350 19.36 X
TP63 0.322 22.50 X
SMURF1 0.338 20.80 X
RUNX1 0.331 18.58 X
WNT5A 0.328 22.36 X
TNRC6B 0.334 20.66
PRKCE 0.316 20.58 X
TNRC6C 0.334 20.66
UBE2N 0.321 19.73 X X
AGO1 0.336 19.75 X
TNRC6A 0.334 20.66 X
RARG 0.331 25.88
FOXO03 0.319 22.83 X X
RELA 0.366 19.57 X X
STAG2 0.331 20.77
PPARA 0.330 21.00 X X
ESR1 0.361 23.08 X
PRKAR2A 0.329 20.81 X
PPP2R1B 0.354 18.56
ARRB1 0.327 18.97 X X
RAN 0.313 19.72 X X
AP2M1 0.313 24.50
AP2B1 0.313 23.23 X
ACTR2 0.317 19.93
CDKN1A 0.343 21.69 X




105

En este caso, el Clul involucra proteinas que promueven el desarrollo y progresion del
ciclo celular, regulando las modificaciones del citoesqueleto. El Clu2 tiene una estrecha
relacion con el sistema de ubiquitinacion de proteinas y la respuesta inmune adaptativa. El
Clu3 estéa relacionado con procesos de internalizacion y trafico de moléculas bioldgicas,
involucrando diferentes sitios celulares como el reticulo endoplasmético, complejo de Golgi
y membrana plasmatica. También se encuentra la sefializacién de EPH-Eprin que permite
a las células migrar a su destino dependiendo de una sefial de la membrana. El Clu4 se
relacioné con la sefializacién de proteinas G, las cuales corresponden a la familia mas
grande de receptores transmembranales y que dentro de sus funciones se encuentra la
regulaciéon del sistema inmune, la inflamacion a través de la via de las MAPK (ERK, JNK 'y
p38) y la apertura de canales de calcio. Uno de los aspectos mas importantes de este
cluster es la regulaciéon de la contracciébn del musculo liso vascular que permite la
vasoconstriccion para regular el flujo sanguineo y la presién por medio de la apertura de
canales de calcio. Dentro de las vias de sefializacion de las proteinas presentes en la red
de este miRNA se encuentran la regulacién de las RHO quinasas y la regulacion de la
vasopresina, que permite la reabsorcion de agua a nivel renal a través de acuaporinas
(Tabla 5-10).

El cluster 5 se relacioné con la degranulacion de leucocitos en respuesta a la infeccion y
la liberacion de moléculas de sefializacion celular. El Clu6 involucra la reorganizacion de
la cromatina para promover un fenotipo secretor senescente asociado al estrés oxidativo,
actuando como un mecanismo protector del cancer. También se encontr6 relacion con p53
un FT que bajo condiciones de estrés regula la transcripcion de genes asociados al
metabolismo, sobrevivencia, senescencia y la apoptosis. Una de las formas de regulacion
metabdlica por p53 ocurre al inhibir la produccién de ROS, esto lo logra al disminuir la tasa
de glucolisis limitando la cantidad de receptores GLUT. De igual forma regula
negativamente a PI3K/AKT y mTOR disminuyendo la tasa de sintesis de proteinas y por
lo tanto el crecimiento celular. Esta via promueve adem&s un incremento en la tasa de
respiracion mitocondrial al disminuir las ROS. Estas proteinas se han relacionado con el
efecto Warburg, que hace referencia al switch metabdlico producido por las células
cancerigenas que se encuentran en hipoxia permanente. Es de gran importancia es
mencionar el hecho de que todos los clusters se relacionaron con la diferenciacion y

proliferacion del sistema nervioso (Tabla 5-10).
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De acuerdo con los resultados, este miRNA se relaciona con los procesos de inflamacion
gue se presentan posterior al estimulo hipdxico y también con la regulacién del tono
vasomotor en diferentes tejidos, el cual es importante para compensar la hipertension
presente durante la altitud. Esta funcién, también la ejerce al controlar la reabsorcion de
liquidos a nivel renal, lo que determina la viscosidad sanguinea y por lo tanto la resistencia
vascular periférica, que igualmente puede producir hipertension a nivel pulmonar o

sistémico.

Tabla 5-10: Vias de sefializacion de cada uno de los clusters presentes en la red

del miR-22.
Clu Via de sefializacion FDR Proteinas
1 Resolution of Sister Chromatid Cohesion 3.06E-13 12
Cell Cycle, Mitotic 3.91E-11 16
2 Antigen processing: Ubiquitination & 4.88E-26 21
Proteasome degradation
Class | MHC mediated antigen processing &  1.19E-24 21
presentation
Adaptive Immune System 1.46E-17 21
Ubiquitin mediated proteolysis 1.94E-11 11
3 Clathrin-mediated endocytosis 7.57E-35 22
Membrane Trafficking 1.53E-24 24
Vesicle-mediated transport 5.94E-24 24
Cargo recognition for clathrin-mediated 1.30E-18 14
endocytosis
4 Signaling by GPCR 4.22E-23 29
Calcium signaling pathway 2.43E-10 12
Vascular smooth muscle contraction 1.43E-07 9
Vasopressin regulates renal water 1.43E-07 7
homeostasis via Aquaporins
Aquaporin-mediated transport 4.87E-07 7
5 Neutrophil degranulation 5.28E-06 8
6 Cellular Senescence 7.96E-12 16
Cellular responses to stress 3.91E-09 18
Transcriptional Regulation by TP53 2.51E-08 16
Oxidative Stress Induced Senescence 9.97E-08 11

TP53 Regulates Metabolic Genes 1.67E-06 9
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Figura 5-14: Red de regulacion para el miR-22. Se presentan los productos de los genes blanco del miR-22. En color verde se presentan los FTs,

en azul aquellas proteinas cuyo gen presenta HRESs, en naranja aquellas proteinas que son FTs y sus genes contienes HRES, en violeta se presentan los hubs y
en amarillo las proteinas codificadas por genes blanco de los 5 miRNAs. El tamafio del nodo se relaciona con la conectividad de vecinos (neighborhood connectivity).
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miR-130

Esta red cont6 con un total de 342 nodos agrupados en 8 clusters que se relacionaron
principalmente con adaptaciones metabdlicas a través de la via de mTOR. Adicionalmente,
se encontraron un total de 36 hubs, de los cuales 4 son FTs y sus genes contienen HREs
en su promotor (Tabla 5-11) (Figura 5-15).

El Cluly 4 se relacionaron con la formacion, la internalizacion y el trafico de vesiculas para
la comunicacion celular. El Clu2 agrupa proteinas relacionadas con la sefalizacién de
diferentes factores de crecimiento, entre ellos el factor de crecimiento del nervio (NGF), el
factor de crecimiento de la insulina (IGFR), el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), el factor de crecimiento epidermal (EGF) y el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF). Los receptores de estos factores de crecimiento suelen expresarse de
manera diferencial en las células, por ejemplo, los receptores del NGF se encuentran a
nivel nervioso, los de PDGF en células del tejido conectivo y endotelial promoviendo el
crecimiento y la movilidad del tejido conectivo y el receptor de VEFG en células
endoteliales. Estas vias de sefializacion permiten la activacion de la sefial intracelular por
la via RAS-MAF-MAPK (ERK) y la via de PI3K-PKB, lo que permite el crecimiento,
diferenciacion, desarrollo y supervivencia de la célula. En este cluster también se
encontraron proteinas involucradas en la via de sefializacion para la diferenciacion y

plasticidad neuronal (Tabla 5-12).
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Tabla 5-11:

Hubs identificados en lared del miR-130
Nodo Closeness | Neighborhood connectivity FT HRE
CENPO 0.292 18.36
CCT6A 0.300 20.57 X
CLCNG6 0.312 21.36
KDM7A 0.312 21.36
COG5 0.300 18.08 X
ELAVL2 0.291 17.66 X X
EDN1 0.315 18.00
NCKAP1 0.311 19.20
KMT2C 0.306 21.16
S1PR1 0.324 20.00 X
S1PR2 0.317 21.07 X
ERBB3 0.307 18.85 X
E2F2 0.296 20.06 X
CSK 0.334 20.06 X
FXR1 0.312 19.58 X
E2F3 0.304 21.16 X
SIRT1 0.310 20.71 X X
MARK3 0.319 21.66
NDEL1 0.294 17.41 X
YY1l 0.318 20.38 X
ACVR2B 0.291 20.00 X
ACVR2A 0.291 20.00
PHC3 0.293 19.31 X
RBM17 0.291 17.66 X
U2SURP 0.291 17.66 X
SMADS5 0.293 21.61 X
MAX 0.301 17.61 X
SRSF11 0.299 17.84
PUF60 0.291 17.66 X
QKI 0.314 2041
BCL2L11 0.326 21.35 X
EFNB2 0.308 18.76
IGF1R 0.302 21.33
NCOA3 0.318 19.34 X X
CREB1 0.329 17.43 X
PPARG 0.304 18.88 X X
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Los demas clusters se relacionaron principalmente con la regulacién negativa de la via de

sefializaciéon de mTOR, promoviendo el cambio metabdlico ampliamente descrito durante
la condicion de hipoxia. Esta proteina regula el crecimiento celular y la divisién en
respuesta a los niveles de energia y los nutrientes disponibles al balancear los procesos
anabolicos (sintesis de proteinas y almacenamiento de nutrientes) con los catabdlicos
(autofagia y utilizacion de las reservas energéticas). Dentro del Clu3 se agruparon
proteinas relacionadas con p53, un supresor tumoral que regula negativamente proteinas
en la via de PI3K y mTOR disminuyendo la tasa de sintesis proteica y por lo tanto el
crecimiento celular. En relacion con lo anterior, en el Clu4 hay proteinas que estan
involucradas en el procesamiento de mRNA vy del splicing, indicando que pueden regular
la inhibicién de la sintesis proteica. El Clu 5 presentd proteinas relacionadas con el trafico
de vesiculas, entre ellas la via de sefializacion de Wnt, una familia de morfogenes que
activan vias de sefializacién en procesos de comunicacién célula-célula, mientras que el
Clu6 se relacioné con procesos de degradacion dependientes de Ubiquitina. El siguiente
cluster (Clu7), se relacion6 con las vias de sefalizacion de los TGF, BMPs y ALK,
determinando el tamafio y el crecimiento de los érganos y tejidos. Finalmente, el Clu8 tuvo
relacion con la regulacion del metabolismo de lipidos a través de PPAR, esta proteina se
considera como la mayor reguladora de la oxidacion de acidos grasos en el higado, lo que
permite controlar procesos como la oxidacion, transporte y produccién de acidos grasos.
Esto lo realiza en conjunto con la proteina RORA, cuyo gen se ha reportado que guarda
estrecha relacién con la adaptacion de etiopes luego de periodos prolongados de
residencia en la altitud (Tabla 5-12).
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Tabla 5-12: Vias de sefializacion de cada uno de los clusters presentes en la red

del miR-130.
Clu Via de sefializacion FDR PROTEINAS
1 Clathrin-mediated endocytosis 1.59E-12 6
Membrane Trafficking 1.41E-08 6
Vesicle-mediated transport 2.17E-08 6
2 Vesicle-mediated transport 2.17E-08 6
Signalling by NGF 3.05E-16 22
IGF1R signaling cascade 4.56E-14 17
EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance 1.06E-13 11
Signaling by PDGF 1.34E-13 18
Signaling by EGFR 1.09E-12 17
VEGFA-VEGFR2 Pathway 3.27E-12 16
3 Macroautophagy 8.17E-18 11
Energy dependent regulation of mTOR by 2.92E-15 8
LKB1-AMPK
MTOR signalling 7.06E-14 8
TP53 Regulates Metabolic Genes 2.16E-09 7
4 MRNA Splicing - Major Pathway 5.45E-15 13
Processing of Capped Intron-Containing 1.98E-14 13
Pre-mRNA
Membrane Trafficking 1.40E-09 14
Vesicle-mediated transport 3.57E-09 14
5 Clathrin-mediated endocytosis 1.42E-28 25
Membrane Trafficking 2.13E-28 35
Whnt signaling pathway 9.49E-10 10
6 Antigen processing: Ubiquitination & 5.19E-46 36
Proteasome degradation
Ubiquitin mediated proteolysis 2.12E-17 16
7 TGF-beta signaling pathway 8.00E-18 11
ALK1 signaling events 7.51E-12 6
8 PPARA activates gene expression 6.06E-13 11
Regulation of lipid metabolism by 7.91E-13 11
Peroxisome proliferator-activated receptor
alpha (PPARalpha)

RORA activates gene expression 5.08E-08 5
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Figura 5-15: Red de regulacion para el miR-130. Se presentan los productos de los genes blanco del miR-130. En color verde se presentan los FTs,

en azul aquellas proteinas cuyo gen presenta HRESs, en naranja aquellas proteinas que son FTs y sus genes contienes HREs, en violeta se presentan los hubs y
en amarillo las proteinas codificadas por genes blanco de los 5 miRNAs. El tamafio del nodo se relaciona con la conectividad de vecinos (neighborhood connectivity).
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Esta red tiene un total de 190 nodos agrupados en 8 clusters. Se identificaron un total de
19 hubs, entre estos hubs no se encontré ninguna proteina que fuera FTs y que a su vez
tuviera HREs en la region promotora de su gen (Tabla 5-13) (Figura 5-16).

Tabla 5-13: Hubs identificados en la red del miR-181

Nodo Closeness Neighborhood FT HRE
connectivity

CCNB1 0.311 18.13 X
SIN3B 0.286 20.05 X

PHC3 0.286 19.7 X
PCGF2 0.271 21.38 X

CBX4 0.286 18.61 X X
KMT2A 0.284 19.08 X

YY1 0.309 19.31 X

ATP11A 0.278 17.66 X
AGO4 0.314 18.18

AKAP9 0.314 18.34 X
PPP2R5E 0.308 18.73

KMT2C 0.279 18.18

CNR1 0.266 17.72 X
PTGER3 0.266 17.72 X

TUBB 0.291 1925 X
SLC2A3 0.278 17.66

S1PR1 0.305 20.04 X
CXCL2 0.281 18.41 X
CENPO 0.290 18.3

Para esta red, en el Clul se encuentran proteinas relacionadas con la activacion de la via
de sefializacion de Ras, desencadenando cascadas que promueven la proliferacion y la
supervivencia celular. Este Clu también se relacioné con la sefializacién de VEGF ya que
este factor de crecimiento activa la via de Ras, para promover angiogénesis. El Clu2
agrupa proteinas cuya funcion se centra en el remodelamiento de la matriz extracelular,
entre ellas se encuentran proteinas necesarias para la produccion de colageno,
glicoproteinas y proteoglicanos. El Clu3 se relaciona con proteinas receptoras G, una gran
familia de receptores que transmiten sefales extracelulares de hormonas vy
neurotransmisores. Otras proteinas presentes en este Clu regulan la sefializacion del

glucagon para promover la ruptura de glucogeno y también la regulacion de la homeostasis
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del agua a través de la vasopresina y las aquaporinas. Las proteinas presentes en el Clu4
se relacionaron con la endocitosis y el trafico de membranas, como se puede ver en la red
(Figura 5-16) el Clu4 se relaciona unicamente con el Clu3 y tienen relacion al ser estos
mediadores de la respuesta intracelular por moléculas externas. En el Clu5 se encuentra
la via de resistencia a la insulina, una de las vias de sefializacion mas representativa de la
red. Esta via reduce la translocacién del receptor GLUT4 y como resultado se produce un
incremento en la captacion de glucosa y la produccién de glucégeno en el masculo, de
igual forma promueve el incremento de la gluconeogénesis y la disminucion de la sintesis
de glucégeno en el higado. En este cluster se encontraron proteinas relacionadas con la
induccién de senecensia asociada al estrés oxidativo. El siguiente cluster (Clu6) se asoci6
con la trascripcién génica y la via de splicing del mRNA. En el Clu7 se encontraron
proteinas relacionadas con la regulacién del ciclo celular a través de la familia de los FTs
FoxO y la activaciéon de la via RHO-GTPasa que regulan la organizaciéon del citoesqueleto.
Por ultimo, el Clu8 agrupo proteinas relacionadas con la via de degradacion ubiquitina-

proteosoma (Tabla 5-14).
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Tabla 5-14: Vias de sefializacion de cada uno de los clusters presentes en la red

del miR-181.

CLU Via de sefializacion FDR Proteinas
1 Neutrophil degranulation 3.51E-15 13
Innate Immune System 2.65E-14 16
Ras signaling pathway 1.36E-05 5
VEGFR2 mediated cell proliferation 2.67E-05 5
3 Signaling by GPCR 3.14E-12 15
Vasopressin regulates renal water homeostasis via 1.64E-04 4

Aquaporins

Aquaporin-mediated transport 3.57E-04 4
4 Clathrin-mediated endocytosis 1.91E-19 11
5 Insulin resistance 1.68E-09 10
Oxidative Stress Induced Senescence 3.02E-07 9
6 MRNA Splicing - Major Pathway 9.87E-20 12
MRNA Splicing 1.65E-19 12
7 Cell Cycle 6.92E-16 19
FoxO family signaling 8.93E-09 7
RHO GTPase Effectors 4.31E-07 10

8 Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome 1.33E-50 35

degradation
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Figura 5-16: Red de regulacion para el miR-181. Se presentan los productos de los genes blanco del miR-181. En color verde se presentan los FTs,

en azul aquellas proteinas cuyo gen presenta HRESs, en naranja aquellas proteinas que son FTs y sus genes contienes HREs, en violeta se presentan los hubs y
en amarillo las proteinas codificadas por genes blanco de los 5 miRNAs. El tamafio del nodo se relaciona con la conectividad de vecinos (neighborhood connectivity).
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La red de interaccién para las proteinas codificadas por los blancos de este miRNA
evidenci6 un total de 28 nodos interrelacionados en dos clusters. Los hubs identificados
corresponden a los puntos de mayor conectividad de cada una de las agrupaciones y
ambos poseen HRE en la regidon promotora de su gen (Tabla 5-15) (Figura 5-17).

Tabla 5-15: Hubs identificados para la red del miR-210

Nodo | Degree | Neighborhood connectivity | TF | HRE
KRAS 10 2.50 X
SIN3A 6 4.33 X| X

En este caso, el Clul esta relacionado con la activacion de la via de p38, la regulacién del
metabolismo de lipidos por PPARP (el mayor regulador de oxidacion de acidos grasos en
el higado) y la via de sefializaciéon de NOTHC. Esta es una via de sefializacién conservada
para la comunicaciéon célula a célula involucrada en la regulacién de la diferenciacion,
proliferacion y especificacion celular. Esta via permite renovar células que se encuentran
en la sangre, piel, intestino y sistema nervioso, y ademas, la regulacion de la angiotensina
gue se relaciona con el remodelamiento cardiaco al estimular la sintesis de proteinas de
la matriz extracelular. La produccién de fibronectina mediada por angiotensina es regulada
transcripcionalmente por la apolipoproteina Il. La via de la apelina esta relacionada con

procesos de angiogénesis y la angiogénesis patoldgica (Tabla 5-16)

El clu2, se relacion6 con procesos de neurogénesis, ademas alli se encuentran proteinas
relacionadas con la activacién cascada abajo de los receptores del factor de crecimiento
endotelial (EGFR) encargados de la migracion y especializacion del epitelio y la activacion
del pro-oncogen RAS. Esta Ultima esta encargada de la diferenciacion y proliferacion, el
control de los receptores de insulina, y la sefializacién relacionada con la via de VEGF. El
gen ehphrin también es blanco de este miRNA y se relaciona con diferenciacion nerviosa
y angiogénesis. Como se evidencia, los genes blanco de este miRNA regulan funciones
presentes en las redes de los demas miRNAs, entre ellas, las relacionadas con el
transporte, la entrega y el uso del oxigeno, por lo tanto, es conocido como el regulador
maestro de la hipoxia. El tamafio de la red puede asociarse a su capacidad regulatoria ya
gue controla un gran nimero de FTs que pueden influir en procesos de sefializacion

cascada abajo. También tiene como punto central de control las MAPKSs, estableciendo un
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loop de retroalimentacion positivo con la cantidad de HIF presente en la célula (Tabla 5-
16).

Tabla 5-16: Vias de sefializacion de los clusters presentes en lared del miR-210.

CLU VIA DE SENALIZACION FDR PROTEINAS
Signaling by NOTCH 3.01E-03 4
Regulation of lipid metabolism by Peroxisome proliferator-activated receptor 4.80E-03 4
alpha (PPARalpha)

PKMTs methylate histone lysines 4.10E-02 3
Chromatin organization 1.06E-01 4
1 Role of Erk5 in Neuronal Survival 1.29E-01 2
Oxidative Stress Induced Senescence 2.13E-01 3
Regulation of PGC-1a 2.32E-01 2
Apelin signaling pathway 2.73E-01 3
Myogenesis 3.41E-01 2
Angiotensin || mediated activation of INK Pathway via Pyk2 dependent 4.70E-01 2
signaling
p38 MAPK pathway 5.27E-01 2
p38 MAPK Signaling Pathway 6.51E-01 2
Axon guidance 5.55E-06 9
Interleukin-3, 5 and GM-CSF signaling 2.24E-05 7
Signaling by SCF-KIT 9.86E-05 7
SOS-mediated signalling 3.98E-04 6
SHC1 events in EGFR signaling 3.98E-04 6
GRB2 events in EGFR signaling 3.98E-04 6
Signaling by FGFR1 4.04E-04 4
5 Signalling to p38 via RIT and RIN 4.38E-04 6
Frs2-mediated activation 4.48E-04 6
MAPK1/MAPKS3 signaling 4.59E-04 6
Signaling by Leptin 4.80E-04 6
Signalling to RAS 5.14E-04 6
VEGFR2 mediated cell proliferation 5.38E-04 6
FCERI mediated MAPK activation 7.16E-04 6
Insulin receptor signalling cascade 1.24E-03 6
IGF1R signaling cascade 1.27E-03 6
Signaling by Type 1 Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (IGF1R) 1.29E-03 6
VEGFA-VEGFR2 Pathway 2.24E-03 6
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https://toppgene.cchmc.org/showQueryTerms.jsp?userdata_id=7a0663fd-385d-4fe2-937a-e060772a3511&feature=pt&row=32

Figura 5-17: Red de regulacion para el miR-210. Se presentan los productos de los genes blanco del miR-210. En color verde se presentan los FTs,

en azul aquellas proteinas cuyo gen presenta HREs, en naranja aquellas proteinas que son FTs y sus genes contienes HREs, en violeta se presentan los hubs y

en amarillo las proteinas codificadas por genes blanco de los 5 miRNAs. El tamafio del nodo se relaciona con la conectividad de vecinos (neighborhood connectivity).
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El andlisis de redes, en conjunto con el desarrollo de bases de datos permite analizar el
perfil funcional de uno o muchos genes con el fin de establecer relaciones a nivel
fisiologico. En este trabajo se analizaron las redes de regulacion de los 5 hipoxamiRs
seleccionados ubicando los FTs y los genes que presentan en su promotor HREs (Tabla
5-14). Esto permiti6 identificar proteinas clave en los procesos de respuesta a hipoxia y
establecer que, para cada red, aproximadamente un tercio de los nodos contiene al menos

uno de estos elementos.

Como resultado se encontré una importante regulacion de componentes en comun entre
las redes, por ejemplo, la via de sefalizacion de ubiquitinacion, el desarrollo del sistema
nervioso, la respuesta inflamatoria, angiogénesis, endocitosis, la regulacion de los fluidos
corporales y la sefializacion de la via de las MAPKs. Esta Ultima se convierte en el efector
central de la respuesta a hipoxia, ya que todos los miRNAs evaluados presentaron control
transcripcional sobre componentes de esta via, tal como se muestra en la tabla 5-6. Como
se ha mencionado, esta via en conjunto con la inhibicién del sistema de degradacion
proteosomal por ubiquitina permite la estabilidad y la translocacién de HIF-a al nicleo para
gue actue como efector transcripcional. De igual forma se encontr6é que los genes blanco
de estos miRNAs estan involucrados en mecanismos que han sido reportados durante la
condicién de hipoxia como son la inflamacién, la regulacion metabdlica, cambios en la
dindmica mitocondrial y variaciones a nivel cardiovascular. También se encontraron genes
relacionados con las adaptaciones necesarias para la supervivencia en poblaciones

nativas a la altitud, como el caso de RORA y PPARY.

Unas de las vias de sefializacion que se encuentran reguladas por los 5 miRNAs
estudiados son las relacionadas con el tréfico de vesiculas y la comunicacion extracelular.
Estas vias de sefializacion median la internalizacion de los receptores cuando se unen a
sus ligandos con el fin de promover cascadas de sefializacion, también se encontraron
vias de sefializacion relacionadas con la endocitosis. Estos hallazgos pueden dar cuenta
de la funcién paracrina y endocrina de los miRNAs para la comunicacién celular,
estableciendo mecanismos de respuesta global del organismo ante la condicién de estrés.
Lo anterior tiene relacién con que la mayoria de los programas celulares de cada miRNA

tenga como eje central la via de las MAPK la cual responde ante estimulos externos.

Un aspecto importante que se presenta como resultado del analisis, se centra en el hecho

de que las redes de regulacion de cada miRNA tienen funciones convergentes con las
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otras redes. Sin embargo, se pudo evidenciar que cada miRNA tiene una funcién
relacionada con una via de activacion principal y que las proteinas reguladas por el miRNA
se encuentran a lo largo de la cascada de sefializacion, es decir desde la activacién del
receptor, las proteinas que median la sefial intracelular y los FTs presentes en el ndcleo.
Por ejemplo, el miR-21 tiene nodos relacionados con los receptores de TGF-beta, la
regulacién de proteinas SMAD Yy el sistema de ubiquitinacion, y todos estos componentes

hacen parte de una misma via de sefalizacion.

Los resultados de las redes dan indicios que los miRNAs provocan respuestas adecuadas
de acuerdo a la intensidad del estimulo, esto lo realizan a través de mecanismos de
retroalimentacion y posalimentacion con FTs y otros miRNAs, que permiten la sincronia en
la respuesta que se presenta durante la hipoxia. Estas formas de regulacion son conocidas
como regulacion dual y pueden presentarse de diferentes maneras para controlar de
manera muy precisa los programas celulares. Como se sabe, los miRNAs tienen un efecto
moderado en la expresién génica, sin embargo, la regulacién dual puede formar redes

complejas y producir efectos aditivos a niveles celulares y fisiol6gicos.

Posiblemente durante la condicién de hipoxia, se incrementa la produccion de algunos
mMiRNASs, lo que permite una respuesta especifica dependiendo el tiempo y el grado de
exposicion. Cuando esta condicibn aumenta o se prolonga en el tiempo, estos mismos
miRNAs pueden continuar aumentando sus niveles de expresioén, hasta el punto en el que,
su sobreexpresion puede inducir la produccion de otros miRNAs. Los genes que regulan
este segundo grupo de miRNAs pueden ejercen funciones inhibitorias que modifiquen la
respuesta para crear nuevos programas celulares para mantener la integridad celular. Este
incremento en el numero de reguladores que pueden influir en los programas celulares
hace necesario observar la relacion dinamica entre FT, miRNAs y mRNAs con el fin de
mitigar el ruido biol6gico y mantener la homeostasis en estados estables, brindando
robustez a la red y convirtiendo sefiales especificas en respuestas a largo plazo. La
alteracion de alguno de estos reguladores puede causar cambios en la red y alterar el
switch que regula programas especificos promoviendo asi el desarrollo de cancer. Esto
indica la necesidad de realizar estudios de la funcién de los miRNAs desde las ciencias
omicas, del manejo de una gran cantidad de datos y la integracién desde la biologia de

sistemas en la comprension de los procesos fisioldgicos que pueden regular los miRNAs.
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Tabla 5-17: Numero de nodos relacionados con la funcion de los miRNAs. se

presentan para cada red el nUmero de genes con elementos de respuesta a hipoxia (HRES)
y factores de transcripcion (TF).

MiRNA No. Nodos HRE TF TF+HRE

miR-21 149 48 46 18

miR-22 168 60 61 21

miR-130 342 126 98 36

miR-181 190 66 62 25

miR-210 29 4 4 4

La aproximacion bioinformatica presentada en este trabajo permitio la identificacion de las
vias de sefializacion en las que se encuentra involucrado cada miRNA. El reconocimiento
de genes potencialmente regulados por HIF y las vias de sefalizacion en las que participan
las proteinas codificadas por ellos permite la integracion de varios miRNAs que pueden
regular un proceso celular. Ademas, la identificacion de los hubs establece posibles genes
gue participan en procesos clave y cuya expresion se puede evaluar a nivel experimental.
De esta forma, es posible establecer relaciones mas precisas de los mecanismos
moleculares de regulacién de los miRNAs. Adicionalmente el andlisis de redes puede
complementarse con perfiles de expresion de los genes blanco en diferentes tejidos y, de

esta manera establecer las diferencias en la respuesta.

5.5 Integracion de los resultados experimentales y
bioinformaticos: Los miRNAs circulantes.

Con los resultados obtenidos, es posible realizar una aproximacion a las variaciones de los
miRNAs circulantes analizados en funcién de la aclimatacion a la altitud. En primer lugar,
aunqgue este trabajo no fue de tipo poblacional, si vale la pena destacar que el orden de
magnitud en la expresion relativa para los miRNAs analizados fue consistente entre los
tres individuos, como se puede observar en la figura 5-7. Adicionalmente, al establecer los
valores de fold change (FC) para cada miRNA e individuo con respecto a la muestra 1
(Figura 5-9) y contar con el valor p para establecer diferencias significativas en la expresion

de cada miRNA (Figura 5-8) fue posible obtener un grafico de volcano plot (Figura 5-18).
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El volcano plot es un tipo de gréfico de dispersion que permite identificar cambios en un
conjunto de datos. En este se grafica el logaritmo del fold change en funcién del logaritmo
de la significancia estadistica. La informacion resultante se presenta en cuatro cuadrantes
dentro del grafico y es una manera simple de representar grandes conjuntos de datos. El
cuadrante superior izquierdo indica aquellos puntos en los que el fold change presenté
valores negativos respecto al control y ademas existen diferencias estadisticamente
significativas entre los datos; por otro lado, el cuadrante inferior izquierdo presenta los
datos cuyo fold change es negativo pero la diferencia no es estadisticamente significativa.
En contraposicion, los cuadrantes del extremo derecho indican que el fold change fue
positivo, por lo tanto, se presentdé un aumento en estos puntos. La construccién de los
cuadrantes depende del investigador, sin embargo, el valor minimo de significancia
aceptado a nivel experimental corresponde a un valor de p<0,05. Para el grafico de este
volcano plot se aceptd este nivel de significancia y se establecié un fold change mayor a
1,5.

En la figura 5-18 se puede evidenciar que los puntos correspondientes a cada miRNA se
encuentran distribuidos de manera similar entre los individuos. A partir de esta grafica se
puede observar que el miR-210 y el miR-181 son los que mas cambian de manera
significativa, entonces, potencialmente estos serian los que se seleccionarian para un
estudio poblacional. EI miR-210 es conocido por ser el regulador maestro de la hipoxia
debido a sus diferentes funciones ante esta condicién, en las que se incluye la
neurogénesis, el metabolismo mitocondrial, angiogénesis, proliferacion, apoptosis y la
regulacion negativa de la respiracion mitocondrial (Chan & Loscalzo, 2010). Ademas, se
ha demostrado que la expresién de este miRNA esta directamente relacionada con la de
HIF-1a de manera positiva debido a la presencia de elementos de respuesta a hipoxia en
el promotor del gen del miR-210 (Gee et al.,, 2014) , de manera interesante, se logré
evidenciar que la expresién de este miRNA se regul6 de manera positiva a lo largo del
tiempo de seguimiento. Esto puede indicar que luego de cuatro meses de exposicion a
hipoxia moderada los mecanismos subsecuentes para la adaptacion contindan activos al
promover la actividad y la estabilidad de HIF-1a. De hecho, se ha demostrado que en
células sometidas a hipoxia se encuentra un pico en la expresion del miR-210 a las 48
horas y sus niveles se mantienen a lo largo del tiempo hasta que el estimulo es suspendido
(Fasanaro et al., 2008). Al parecer, estos resultados coinciden con lo planteado por Porcelli

(2017) quien reportd niveles aumentados de hemoglobina, disminucién de la presion
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parcial de diéxido de carbono sanguineo y de la saturacién arterial de oxigeno, indicando
la falta de aclimatacion de los seres humanos después de 300 dias en la altitud (Porcelli et
al., 2017).

En el presente trabajo se encontrd que los niveles de expresion en plasma de este miRNA
fueron relativamente bajos en comparacion con otros miRNAs (Figura 5-8), sin embargo,
se ha demostrado que pequefias variaciones en los niveles de extracelulares de este
mMiRNA son suficientes para desencadenar las respuestas regulatorias durante la hipoxia
en células receptoras (Hale et al., n.d.). Del mismo modo, el andlisis de redes evidenci6 su
capacidad de regular programas especificos al tener un nimero muy bajo de genes blanco
en comparacion a los otros miRNAs, por lo anterior, es posible intuir que bajas
concentraciones del miR-210 puedan desencadenar la respuesta ante la condicion de
hipoxia. Asi mismo, es necesario que los niveles de expresion de este miRNA se relacionen
con los de otros, para evidenciar efectos cooperativos en la respuesta. Teniendo en cuenta
gue la expresion de este miRNA depende del grado y el tiempo de exposicion, se esperaria
gue a mayor altitud los niveles de este miRNA aumenten.

Por otra parte, el miR-181 esté relacionado con el cambio metabdlico, la regulacion de la
angiogeénesis y el glucagon, los cuales son procesos fundamentales en la respuesta de
aclimatacion a la altitud. En este trabajo, el miR-181 present6 una tendencia a la baja en
sus niveles de expresion, como es evidente al comparar la Gltima muestra en relacion a la
primera (Figura 5-9). Los estudios relacionados con este miRNA han descrito su papel
como regulador metabdlico al tener como blanco a la proteina PTEN (Kaech et al., 2013),
gue como era de esperarse fue uno de los blancos predichos para este miRNA. La
inhibicion de PTEN permite la activacién de la via PI3K/Akt, la cual estd encargada de
regular el crecimiento celular y el metabolismo de la glucosa, de hecho, estudios en ratones
deficientes de miR-181 han evidenciado una disminucion en proteinas claves de procesos
relacionados con la via de las pentosas fosfato y la via glucolitica disminuyendo la
captacion y uso de glucosa. A diferencia de otros miRNAs, en los cuales la pérdida de
funcién no se relaciona con cambios especificos en el fenotipo, el knock out de este miRNA
produjo ratones mas pequefios y con menos cantidad de grasa corporal (Chu, Wu, Miao,
Mei, & Wu, 2015). Teniendo en cuenta que la familia del miR-181 es una de las méas
expresadas en muchos tejidos, este miRNA se convierte en un candidato ideal para la

regulacion metabdlica tejido especifica (Williams, Henao-Mejia, Harman, & Flavell, 2013).
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En relacién con el proceso de aclimatacion, es bien conocido el cambio metabdlico
presente durante la hipoxia hipobarica, en la que se presenta en principio una disminucion
en la cantidad de proteinas relacionadas con el ciclo de Krebs y un aumento en las
proteinas relacionadas con la glucélisis (Cerretelli, Marzorati, & Marconi, n.d.; Chicco et al.,
2018; Levett et al., 2015). Estos estudios han evaluado el proteoma muscular luego de 7
dias de hipoxia hipobarica a mas de 5000 msnm, sin embargo, no se encuentran reportes
de los posibles cambios que se presenten en periodos mas cortos de tiempo. En este
trabajo la expresion del miR-181 disminuyé en P1 y P6 luego de la primera muestra,
mientras que en P7 los niveles se mantuvieron elevados luego de una semana. Estos
resultados sugieren que a nivel metabdlico existe una respuesta rapida que promueve la
glucolisis y que es rapidamente modulada luego de los primeros dias de estadia en altitud
moderada. Al parecer este miRNA también se encuentra relacionado con el efecto
Warburg, en el cual las células cancerigenas cambian a un metabolismo anaerébico
cuando se encuentran en el foco tumoral, sitio que tiene bajas concentraciones de oxigeno
(Wei, Cui, Mei, Liu, & Zhang, 2014).
Figura 5-18: Volcano plot para la expresién de los miRNAS. En la figura se grafica el
Logyo(p — value) en funcion de Log,(Fold Change). Se estableci6 como punto de corte un

fold change de 1.5 (lineas rojas verticales) y un valor p<0,05 (linea roja horizontal). Se

presentan los datos de cada miRNA para los individuos.
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Al igual que el miR-181, el miR-130 disminuyd los niveles de expresion al comparar la
primera con la ultima muestra, sin embargo, las diferencias solo fueron significativas para
dos de los individuos. Por otra parte, el analisis de redes de este miRNA se asocio con la
funcién regulatoria de los lipidos por medio de la proteina PPAR y la via de sefializacion
de mTOR (Tabla 5-12). Estudios realizados en humanos, han demostrado que los
individuos con obesidad presentan niveles elevados de miR-130 en plasma por liberacién
directa de los adipocitos, y ademas este miRNA puede ingresar a los miocitos y disminuir
la funcién oxidativa por sus efectos sobre PPAR y PGC-lalfa (Lee et al., 2011) que en
conjunto son conocidos como los principales reguladores de la funcidon mitocondrial (Yu-
cheng Wang, Li, Wang, & Zhang, 2013). Cabe resaltar que este miRNA también regula
proteinas relacionadas con el trafico de vesiculas a nivel intracelular (Tabla 5-12). De
manera interesante, para el individuo P1, los niveles de miR-181 y miR-130 presentaron
comportamientos idénticos, disminuyendo su expresion después de la primera muestra
(Figuras 5-8 y 5-9). Al parecer, el cambio metabdlico estd influenciado por estos dos
miRNAs y como se mencioné anteriormente, existe una respuesta aguda que promueve la
glucolisis y disminuye el metabolismo de lipidos y el ciclo de Krebs, de esta manera, la
célula requiere menos oxigeno y al mismo tiempo evita la produccién de especies reactivas
de oxigeno. En el sujeto P7 los niveles de estos miRNAs fueron elevados después de la
primera muestra, sin embargo, al realizar el analisis estadistico y el fold change respecto
a la segunda muestra se encontré un patrén similar a P1, lo que puede indicar tiempos de

respuesta diferenciales entre individuos.

Asi mismo, en algunos otros procesos relacionados con la aclimatacién se encontraron
efectos cooperativos de los miRNAs estudiados. En relacién con la angiogénesis se ha
encontrado que la expresion del miR-210 se encuentra estrechamente relacionada con la
del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) gracias a la inhibicién por parte de
este miRNA de la proteina “EPHRIN A3” lo que permite la proliferacion de células
endoteliales y la formacion de nuevos vasos (Pizzicanella, 2018; Madanecki, 2012).
También se ha estudiado el posible rol de este miRNA para dirigir la angiogénesis al
demostrarse la produccion de exosomas en células mesenquimales que contienen el miR-
210 y que promovieron la angiogénesis en células cardiacas que habian sufrido
previamente isquemia (Bavelloni, 2008). Se ha reportado que el tiempo de expresion
necesario de VEGF para promover la creacion de nuevos vasos es de cuatro semanas, lo

gue coincide con unos de los picos de expresion del miR-210 en este estudio, que para P1
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fue en la semana 3, P6 en la semana 8 y para P7 en la semana 4; luego de este punto los
niveles de este miRNA permanecieron elevados.

Otro de los miRNAs relacionados con la angiogénesis es el miR-130, que tiene como uno
de sus blancos el gen “homebox” gax. Este gen se ha relacionado como un gran regulador
del fenotipo de células endoteliales en respuesta a factores proangiogénicos y
antiangiogénicos, ademas, es expresado en altos niveles en células quiescentes vy
rapidamente regulado a la baja cuando las células son expuestas a mitdégenos o factores
proangiogénicos. De igual forma, estos factores aumentan la expresion del miR-130 lo que
indica la posible regulacion de la funcion de este miRNA con la angiogénesis, aunque los
resultados del presente estudio arrojaron una disminucién de este miRNA luego de la
primera muestra, existen picos en los niveles de expresién que varian entre la semana 3y
la semana 8, en consecuencia con lo previamente descrito para el miR-210, sin embargo
estos resultados no presentaron diferencia significativa respecto a la primera muestra por
la variabilidad presente en los datos. Lo anterior se puede evidenciar en la figura 5-18, en
el que se evidencia que este miRNA esta ligeramente regulado a la baja y el fold change
coincide con los reportados para el miR-181.

Por ultimo, la hipertension pulmonar ha sido un proceso patoldgico asociado a la hipoxia y
se ha descrito que su aumento excesivo puede llevar a enfermedades como el edema
pulmonar. Durante la hipoxia se presenta el incremento del hematocrito, lo cual, en
conjunto con la vasoconstriccion aumentan la presion de las arterias pulmonares
desencadenando esta patologia (Fasanaro et al., 2008). De los miRNAs evaluados, el miR-
21 y el miR-130 se han relacionado con diferentes estimulos que pueden controlar la
aparicion de la hipertension pulmonar al controlar genes cascada debajo de las vias
involucradas en este proceso (Sitbon, 2012). Por ejemplo, se encontr6 a través del analisis
de redes que el miR-21 reprime la activacion de la via de sefalizacién Rho quinasa, esta
via induce la vasoconstriccion al activar la endotelina 1 y reprimir el éxido nitrico sintasa
(NOS), esta fue una de las vias de sefializacion que aparecieron en el enriquecimiento de
los genes blanco de este miRNA. Otra proteina ligada intrinsecamente al proceso de
hipertension pulmonar es BMPR2 al promover fenotipos patolégicos, esta proteina es
regulada negativamente por el miR-21 (Parik, 2012). Por otra parte, el miR-130 se
incrementa durante la hipertension pulmonar inhibiendo la vasoconstriccion, fibrosis y la

proliferacion, debido a su accion sobre la via de PPARY. La regulacion del tono vasomotor
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es una de las principales formas en las cuales este miRNA regula la aparicion de
hipertension pulmonar (Bertero, T, 2015)

Teniendo en cuenta que la hipertensiéon pulmonar se produce de forma aguda ante el
estimulo hipéxico en las primeras horas de exposicion, esto se relaciona positivamente con
el hecho de que el miR-130 aumentd sus niveles de expresion en la primera muestra y el
miR-21 hasta la muestra dos es decir el tercer dia. De manera interesante, estos hallazgos
se relacionan con las variables hematolégicas en las cuales el efecto de
hemoconcentracion asociado al aumento del hematocrito que se presentd en las primeras
muestras puede aumentar la resistencia al flujo de sangre. Al parecer la regulacion para el
control de la hipertensién pulmonar aguda asociada a la hipoxia se da por estos miRNAs
y en un principio se encuentra asociada a los cambios en la hemoconcentracion. Cabe
anotar que el individuo P7 presenté los mayores niveles de miR-21 enla muestraly 2y
como se menciond anteriormente los niveles de expresion del miR-130 permanecieron
elevados hasta la segunda muestra, lo cual puede ser indicador de una mayor
susceptibilidad a la hipertensién pulmonar en concordancia con lo mencionado

anteriormente en este individuo asociado al cambio metabdlico.

Es importante notar, que en todos los procesos relacionados con la aclimatacion el miR-
210 estaba involucrado y que esta estrechamente relacionado con la expresion de HIF-1a.
Este mecanismo entre HIF y el miR-210 es denominado como un proceso de
posalimentacién coherente, es decir, que la acciéon de un FT promueve la expresion de un
miRNA y este regula la expresion de genes cascada debajo de este FT. De igual forma,
los miRNAs evaluados mantienen los niveles de HIF, lo cual brinda precisién y estabilidad
a los sistemas de regulacion, logrando controlar el ruido causado corriente abajo por la
fluctuacion en los reguladores superiores (Zhao, Liu, Yao, 2016). Por lo tanto, los miRNAs
podrian ser el mecanismo mediante el cual se puede controlar de manera selectiva las

respuestas a hipoxia dependientes del tiempo y el grado de exposicion.

Finalmente, al comparar los resultados de este trabajo con dos estudios en los que se
evaluan los perfiles de expresion ante la hipoxia hipobarica en poblaciones de chinos Han,
se encuentran algunos resultados congruentes. Cabe sefalar, que en estos estudios se
midieron los niveles de expresion de miRNAs circulantes en sujetos nativos de grandes

altitudes (Tibet), en poblaciones chinas residentes a nivel del mar (Han) y en residentes a
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nivel del mar que migraron a la altitud hace méas de un afio, a diferencia de este trabajo en
el cual se realizé el seguimiento continuo en el tiempo de individuos andinos expuestos a
altitud moderada. En uno de los estudios (Yan et al., 2015), en el cual se evaluaron un total
de 754 miRNAs circulantes, se encontré que los niveles de expresion de los 5 hypoxamiRs
aumento en la poblacion residente en la altitud. De los 5 miRNAs, el miR-22 fue el que
presento los valores méas altos de cambio en comparacién con los residentes a nivel del
mar (Fold change Tibet Han/ Nanjing Han= 7871.5), de manera analoga, en este trabajo el
miR-22 fue el que presentd una mayor cantidad relativa (Figura 5-7) y la menor variacion
entre los 5 miRNAs (Figura 5-18) , lo que sugiere que la respuesta inflamatoria asociada a
la hipoxia se mantiene a lo largo del tiempo y puede ser independiente a las variaciones

en el grupo étnico.

Por otra parte, en el estudio de Yan (2015) el miR-210 present6 los valores de Cq mas
bajos entre los 5 miRNAs indicando una mayor cantidad a nivel circulante, a diferencia de
este trabajo, en el cual presenté uno de los valores promedio de Cq méas bajos. Sin
embargo, en otro estudio realizado por el mismo autor y en el cual se cuantifico iGnicamente
la expresion del miR-210 en individuos Han sometidos a la hipoxia, se encontraron valores
de Cq similares a los presentados en este trabajo (Yan et al.,, 2016). Posiblemente la
diferencia puede atribuirse a la altitud ya que en el primer estudio los individuos residian a
una altitud de 4500 y en el segundo a 3500 msnm. De acuerdo con lo mencionado
anteriormente, el miR-210 tiene HREs en su promotor, por lo tanto, el aumento en el grado

de hipoxia aumenta los niveles de este miRNA.

De manera interesante, la cantidad de miR-130 en chinos Han residentes a nivel del mar
no pudo ser determinada ya que los autores establecieron como parametro un Cq maximo
de 40, lo que indica una poca cantidad de este miRNA a nivel circulante. Durante la
condicién de hipoxia los niveles de este miRNA aumentaron, sin embargo, el Cq sigue
siendo uno de los més altos. Esto sugiere que, a pesar de que se encuentra en cantidades
muy por debajo en comparacion a otros miRNAs puede tener efectos relevantes por ser
tejido especifico, como se mencioné anteriormente en su relacion entre el tejido adiposo y
el tejido muscular. Por otra parte, el miR-181 y el miR-21 presentaron valores similares de
Cq a los encontrados en el presente estudio y aumentaron 2 veces en relacién con los
individuos a nivel del mar. Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, que la

expresion de los hipoxamiRs se relaciona con el grado del estimulo hipdxico, y ademas
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gue estos estudios se realizaron a diferentes altitudes, el encontrarse valores similares de
Cq entre estos dos miRNAs puede asociarse especificamente al grupo étnico. Lo anterior,
debido a que se ha demostrado que las poblaciones andinas residentes en la altitud
presentan patrones de adaptacion asociadas a variaciones fenotipicas que se relacionan
con la actividad cardiovascular, con el fin de compensar el incremento en la viscosidad
sanguinea por la policitemia, a diferencia de la poblacidon China que tiene atenuada esta
respuesta. Como se ha demostrado, el miR-21 tiene un papel fundamental en la
remodelacién cardiovascular y se ha asociado a diferentes patologias a nivel cardiaco
(Cheng & Zhang, 2010), por lo tanto, puede que existan diferencias en los patrones de
expresion de este miRNA entre poblaciones chinas y andinas expuestas a hipoxia
hipobarica. Lo anterior indica que, al parecer, los 5 miRNAs evaluados responden a la
hipoxia de manera dependiente al grupo étnico, y sus patrones de expresién no aumentan

gradualmente, presentando variaciones ante los cambios en la altitud.
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

1. Los estudios realizados en miRNAs relacionados con la hipoxia se centran en
procesos patolégicos como el cancer, las isquemias y el metabolismo, sin embargo,
con la informacion disponible fue posible seleccionar 5 miRNAs circulantes en
plasma que tuvieran asociaciones con la altitud. Ademds, los resultados
experimentales y bioinforméticos permitieron determinar que estos miRNAs tienen
implicaciones en el proceso de aclimatacion de individuos de poblaciones andinas
sometidos a hipoxia hipobéarica.

2. La metodologia presentada en este trabajo establecié las condiciones para la
extraccion, tratamiento, purificacién y almacenamiento de miRNAs circulantes en
plasma pobre en plaguetas, asi mismo, se estandarizaron las condiciones
experimentales para la RT-gPCR de 5 hipoxamiRs y 2 miRNAs normalizadores
presentes en plasma sanguineo de individuos expuestos a hipoxia hipobarica. Por
otra parte, los métodos de Livak y Pfaffl empleados en la cuantificacion de los
miRNAs implican la normalizacion con controles que dan como resultado la
cantidad relativa respecto a otro miRNA o el fold change en relaciéon a una muestra
control. Estos dos métodos brindan informacion diferente y pueden ser usados para
la interpretacion de los datos o para la construccién de volcano plots que indiquen
cuales son los genes que presentaron mayor variabilidad.

3. El andlisis bioinformatico demostré que los miRNAs seleccionados tenian genes
blancos compartidos en procesos bioldgicos relacionados con la aclimatacion.
Entre ellos se encuentran la regulacién de la angiogénesis, la homeostasis del
agua, la regulacion del metabolismo de los lipidos y la glucosa, la degradacion

proteica y la comunicacién extracelular. Estos procesos tienen la via de
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sefializacion de las MAPKs como integrador central de la respuesta al estabilizar y
activar a HIF-a.

Los resultados experimentales presentados pudieron establecer que el miR-210
aumento sus niveles de expresion a lo largo del seguimiento, mientras que el miR-
181 disminuy0, estos fueron los miRNAs que presentaron las variaciones mas
significativas y se relacionaron con procesos como el metabolismo y la respuesta
global a hipoxia. EI miR-130 también disminuyd sus niveles de expresién y se
relacioné con el metabolismo de lipidos, mientras que los miR-21 y miR-22
presentaron un patron de expresion variable y se relacionaron con el
remodelamiento cardiovascular, la hipertension pulmonar y la inflamacion. Asi
mismo, se demostré que los MIRNAs presentaron efectos cooperativos en
procesos como la angiogénesis, la ubiquitinacién de proteinas y la regulacion del
trafico extracelular y las variaciones en los niveles de expresién corresponden
temporalmente con algunos cambios presentes durante la aclimatacién aguda y
cronica a la altitud.

Los hallazgos en los niveles de expresion de estos miRNAs fueron congruentes
con otros estudios realizados en poblaciones de chinos sometidos a la altitud, sin
embargo, se presentaron diferencias asociadas a la altitud y a la etnia, indicando
gue los cambios en estas variables pueden alterar los patrones de expresion de

estos miRNAs.
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6.2 Recomendaciones

Los resultados presentados en este trabajo sientan las bases para el desarrollo de estudios
poblacionales en los cuales se pueda medir la expresion de algunos miRNAs especificos
asociados a adaptacion a la altitud. Para ello, se recomienda la obtenciéon de una muestra
de los individuos previa al estimulo altitudinal, ya que en este trabajo no fue posible
obtenerla debido a consideraciones econdmicas y técnicas. Asi mismo, serd necesaria la
evaluacion de los perfiles de expresion de algunos mRNA o proteinas codificadas por
genes blanco de estos miRNAs que sean claves para establecer la regulacion de la
respuesta a hipoxia.



A. Anexo: Encuesta de participacion

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS
CUESTIONARIO DE TAMIZAJE
PROYECTO

“MicroRNAs y péptidos circulantes asociados al proceso de adaptacion a la altura”

IDENTIFICACION
Nombres y Apellidos:

Edad: Documento de Id:
Lugar y fecha de nacimiento: Teléfono:

Direccion: Correo:

Lugar de residencia: Tiempo de residencia:
Nombre de los padres: Padre: Madre:
Lugar de Nacimiento: Padre: Madre:

Nombres y apellidos del acudiente:
Teléfono: Correo:
ANTECEDENTES
¢Ha vivido en algun lugar diferente al de nacimiento? SI NO  ¢Cual?
¢,Cuanto tiempo?
¢,Durante el Ultimo afio ha viajado a lugares por encima de los 2000 msnm? Sl
NO
¢, Sus padres han residido en algun lugar diferente al de nacimiento? Sl NO

¢ Cual? ¢, Cuénto tiempo?

CONDICION DE SALUD

Fuma Sl NO Cantidad a la semana
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Bebe SI NO Cantidad por semana

Consume sustancias psicoaCtivas Sl NO ¢ Cuales?

¢El médico le ha indicado que sufre de algun tipo de enfermedad? S NO
¢ Cual?

ACtualmente ¢ Consume algun medicamento? Sl NO

;Cual?

¢ Tiene o ha tenido alguna enfermedad del sistema cardiovascular-hematoldgico o del

sistema respiratorio? Sl NO

;Cual?

Mujeres: ¢ Planifica con algiin método? Sl NO ¢Cual?

¢, Presenta ciclo menstrual irregular? Sl NO

¢ Participa de algun programa de ejercicio fisico regular? Sl NO
¢Cual? ¢, Tiempo por semana?

¢ Es usted vegetariano? Sl NO



B. Anexo: Consentimiento
iInformado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS
CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO
“MicroRNAs y péptidos circulantes asociados al proceso de adaptacion a la altura”

Claudia Consuelo Rubiano; Edgar Cristancho; Camila Gonzales; Andrés Garcia

INTRODUCCION

Por medio del presente documento queremos invitarlo a participar del proyeCto de
investigacion titulado “MicroARNs y péptidos circulantes asociados con adaptacién a
hipoxia ambiental en poblacién colombiana” en el cual se pretende estudiar los cambios
en la cantidad de algunos biomarcadores que se encuentran en la sangre con el proceso
de adaptacion a la altura, al evaluar individuos de tierras bajas (-1800 msnm) que llegan a
la ciudad de Bogota (2600 msnm) y de esta manera poder relacionar dichos marcadores
con las variaciones fisiolégicas del proceso adaptativo.

Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional segun resolucion , Ademas se desarrollard segun la
legislaciébn Colombiana de Buenas PraCticas Clinicas (Resolucion numero 002378 de
2008) y la Declaracion de Helsinki, en los cuales se regula la confidencialidad de la
identidad de los sujetos, los consentimientos informados, los métodos, aval ético y el
bienestar de los individuos. De acuerdo a lo establecido en la Resolucién No. 00843 de
1993 del Ministerio de Salud este proyeCto es de riesgo minimo para los participantes.
PROCEDIMIENTOS

Para el desarrollo de la investigacion es necesario que como participante del estudio se le

tomen 10 muestras de sangre a lo largo de 4 meses, distribuidas de la siguiente manera:
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0. Antes de la llegada a Bogotd; 1. Al primer dia de llegada a Bogot4; 2. a los 3 dias; 3. a
los 5 dias; 4. a las 2 semanas; 5. A las 3 semanas; 6. Al mes; 7 a los dos meses; 8. A los
tres meses; 9 a los cuatro meses.

Este procedimiento se llevar4 a cabo en las instalaciones de la Universidad Nacional de
Colombia, bajo la direccion de los profesores y . Las muestras seran

tomadas por el . Para las muestras se realizard citacién previa por medio
telefénico, una vez se encuentre en las instalaciones se daran 5 minutos de reposo y para
la toma de datos, posterior a esto se realiza la toma de la muestra por venopuncién a nivel
braquial de 10 mL de sangre distribuidos en dos tubos que seran utilizados para posteriores
analisis de microRNAs, péptidos, hematocrito y hemoglobina.

Junto con la muestra de sangre es posible que se realicen otros procedimientos los cuales
seran notificados oportunamente. Estos procedimientos seran de tipo no invasivo y puede
incluir la medicion de parametros ventilatorios y espirométricos como la ventilacion minuto,
la frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca, VO2 y VCO2.

RIESGOS

A pesar de ser considerado un procedimiento de bajo riesgo y que no causa problemas a
la mayoria de los individuos puede provocar problemas inherentes a cualquier
procedimiento médico y/o quirdrgico como sangrado, cambios en los signos vitales
(Tension arterial, respiracion, pulso) y desmayos.

BENEFICIOS

Se brindara a los individuos participantes del estudio un resultado con analisis por
profesionales de la salud de los parametros hematoldgicos basicos.
CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacion obtenida y los resultados seran tratados confidencialmente, esta
informacion serd almacenada en una base de datos y al finalizar el estudio se le entregara
un documento con los resultados individuales de algunos parametros medidos para su
conocimiento. A menos que usted lo permita, los resultados no estaran disponibles para
terceras personas como empleadores, organizaciones u otras instituciones o personas
naturales o juridicas.

TRATO DE LA MUESTRA

Las muestras de sangre obtenidas en el presente estudio se utilizaran para lo descrito
anteriormente, sin embargo, puede que queden remanentes de las muestras que podrian
ser utilizados para fines investigativos con otros propositos. Sin embargo, es necesario su

consentimiento y aprobacién para el uso de las muestras sobrantes, por tal razén
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solicitamos a usted que sefiale con una X la opcién que segun su voluntad considere la
mejor:

-Las muestras sobrantes pueden ser utilizadas con fines investigativos y solicito que se me
informe de los resultados obtenidos.

-Las muestras sobrantes pueden ser utilizadas con fines investigativos y no quiero que se
me informe de los resultados obtenidos-

-Quiero que las muestras sobrantes sean destruidas y no almacenadas una vez concluido
este estudio. __

DERECHOS Y RESPONSABILIDADES

Los participantes que firmen este documento tienen la responsabilidad de asistir a las
citaciones programadas, sin embargo, también tienen derecho a renunciar y anular este
documento en cualquier momento informando al grupo de investigacion la decisién de no
seguir participando en el estudio sin ningun tipo de repercusion legal.

PALABRA FINAL

La persona _  explico la naturaleza de este consentimiento informado, los
procedimientos a realizary yo identificado con Tl me he familiarizado
con el documento, he tenido la oportunidad de hacer preguntas que han sido respondidas,
entiendo y comprendo los contenidos del mismo, por tal razén estoy de acuerdo en

participar en el estudio.

FIRMA

Nombre:
Teléfono:
Cédula:

Fecha:






C. Anexo: Asentimiento informado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS
ASENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO
“MicroRNASs y péptidos circulantes asociados al proceso de adaptacion a la altura”

Claudia Consuelo Rubiano; Edgar Cristancho; Camila Gonzales; Andrés Garcia

Teniendo en cuenta que tanto nifios como adolescentes son sujetos aCtivos en ejercicio
de sus derechos y cuya autonomia y razonamiento moral se encuentra en un proceso
continuo de desarrollo; que ademas segun la convencion de las Naciones Unidas los
menores de edad tienen derecho de libertad, de conciencia y pensamiento es necesario
qgue el participante direCto de la investigacion decida de manera libre y voluntaria la
participacion en el estudio.

Por medio del presente documento queremos invitarlo a participar del proyeCto de
investigacion titulado “MicroARNs y péptidos circulantes asociados con adaptacion a
hipoxia ambiental en poblacion colombiana” en el cual se pretende estudiar los cambios
en la cantidad de algunos biomarcadores que se encuentran en la sangre con el proceso
de adaptacion a la altura, al evaluar individuos de tierras bajas (-1800 msnm) que llegan a
la ciudad de Bogota (2600 msnm) y de esta manera poder relacionar dichos marcadores
con las variaciones fisiol6gicas del proceso adaptativo.

Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional segun resolucién , Ademas se desarrollara segun la
legislacion Colombiana de Buenas PraCticas Clinicas (Resolucion niamero 002378 de
2008) y la Declaracion de Helsinki, en los cuales se regula la confidencialidad de la

identidad de los sujetos, los consentimientos informados, los métodos, aval ético y el
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bienestar de los individuos. De acuerdo a lo establecido en la Resolucién No. 00843 de
1993 del Ministerio de Salud este proyeCto es de riesgo minimo para los participantes.
PROCEDIMIENTOS

Para el desarrollo de la investigacion es necesario que a su hijo/a como participante del
estudio se le tomen 10 muestras de sangre a lo largo de 4 meses, distribuidas de la
siguiente manera: 0. Antes de la llegada a Bogoté; 1. Al primer dia de llegada a Bogot4; 2.
alos 3 dias; 3. a los 5 dias; 4. a las 2 semanas; 5. A las 3 semanas; 6. Al mes; 7 a los dos
meses; 8. A los tres meses; 9 a los cuatro meses.

Este procedimiento se llevara a cabo en las instalaciones de la Universidad Nacional de

Colombia, bajo la direccion de los profesores y . Las muestras seran

tomadas por el . Para las muestras se realizard citacién previa por medio
telefénico, una vez se encuentre en las instalaciones se daran 5 minutos de reposo y para
la toma de datos, posterior a esto se realiza la toma de la muestra por venopuncién a nivel
braquial de 10 mL de sangre distribuidos en dos tubos que seran utilizados para posteriores
analisis de microRNAs, péptidos, hematocrito y hemoglobina.

Junto con la muestra de sangre es posible que se realicen otros procedimientos los cuales
seran notificados oportunamente. Estos procedimientos seran de tipo no invasivo y puede
incluir la medicién de parametros ventilatorios y espirométricos como la ventilacion minuto,
la frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca, VO2 y VCO2.

RIESGOS

A pesar de ser considerado un procedimiento de bajo riesgo y que no causa problemas a
la mayoria de los individuos puede provocar problemas inherentes a cualquier
procedimiento médico y/o quirdrgico como sangrado, cambios en los signos vitales
(Tension arterial, respiracion, pulso) y desmayos.

BENEFICIOS

Se brindara a los individuos participantes del estudio un resultado con analisis por
profesionales de la salud de los parametros hematoldgicos basicos.
CONFIDENCIALIDAD

Toda la informacion obtenida y los resultados seran tratados confidencialmente, esta
informacion sera almacenada en una base de datos y al finalizar el estudio se le entregara
un documento con los resultados individuales de algunos pardmetros medidos para su

conocimiento. A menos que usted lo permita, los resultados no estaran disponibles para
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terceras personas como empleadores, organizaciones u otras instituciones o personas
naturales o juridicas.

TRATO DE LA MUESTRA

Las muestras de sangre obtenidas en el presente estudio se utilizardn para lo descrito
anteriormente, sin embargo, puede que queden remanentes de las muestras que podrian
ser utilizados para fines investigativos con otros propésitos. Sin embargo, es necesario su
consentimiento y aprobacién para el uso de las muestras sobrantes, por tal razén
solicitamos a usted que sefale con una X la opcién que segun su voluntad considere la
mejor:

-Las muestras sobrantes pueden ser utilizadas con fines investigativos y solicito que se me
informe de los resultados obtenidos.

-Las muestras sobrantes pueden ser utilizadas con fines investigativos y no quiero que se
me informe de los resultados obtenidos-

-Quiero que las muestras sobrantes sean destruidas y no almacenadas una vez concluido
este estudio.

DERECHOS Y RESPONSABILIDADES

Los participantes que firmen este documento tienen la responsabilidad de asistir a las
citaciones programadas, sin embargo, también tienen derecho a renunciar y anular este
documento en cualquier momento informando al grupo de investigacion la decisién de no
seguir participando en el estudio sin ningun tipo de repercusion legal.

PALABRA FINAL

La persona __ explic6 la naturaleza de este consentimiento informado, los
procedimientos arealizar y yo identificado con T me he familiarizado
con el documento, he tenido la oportunidad de hacer preguntas que han sido respondidas,
entiendo y comprendo los contenidos del mismo, por tal razén estoy de acuerdo en
participar en el estudio. Por tal razon yo conTl __ heleidoy he podido hacer
preguntas que fueron respondidas y he analizado, comprendido y reflexionado los riesgos
y los beneficios que para traen para mi este estudio, he decidido participar de manera

voluntaria en este estudio.

Nombre:
Fecha:
Edad:
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D. Anexo: Aval ético

COMITE DE ETICA FACULTAD DE CIENCIAS
Bogota, agosto 14 de 2017

Profesora Claudia Consuelo Rubiano Castellanos
Departamento de Biologia

Respetada Profesora:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunion
realizada el dia 14 de agosto de 2017 (ACta 09-2017), evalu6 aspeCtos éticos del proyeCto
presentado por usted. Como resultado de esta revision, el Comité considera que el
proyeCto cumple con los aspeCtos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se

transcriben las observaciones y el concepto final.

P1: ProyeCto / Investigadores — Grupos — Dependencias / Observaciones. ProyeCto:
MicroARNs (miRNASs) y péptidos circulantes asociados con adaptacion a hipoxia ambiental

en poblacién colombiana.

Responsables: Claudia Consuelo Rubiano Castellanos (Investigadora Principal) y Edgar
Cristancho Mejia (Grupo de Investigacion en Adaptaciones a la Hipoxia y al Ejercicio).

Tesistas de Maestria: Camila A. Gonzalez Quiroga y Andrés Mauricio Garcia Caro.

Observaciones: Se tendra como sujetos de estudio a estudiantes de la Universidad
Nacional de Colombia, Sede Bogotd, provenientes de regiones de altitud menor o igual a

1400 msnm y que se trasladan a Bogota para realizar sus estudios universitarios. La
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participacion de los voluntarios, hombres y mujeres mayores de edad se formalizara
mediante la aplicacién de protocolos de "Consentimiento Informado”.

Es necesario el muestreo de pequefios volimenes de sangre (punciébn venosa),
correspondiendo a un experimento de riesgo minimo (Resolucion 008430 de 1993,
MinSalud). Se deberan aplicar los protocolos de bioseguridad adecuados para este tipo de
experimentos. Se garantizard la proteccion de la identidad de los participantes, la
confidencialidad de la informacién, asi como el acceso exclusivo de los investigadores a
los datos del estudio. Los datos obtenidos seran usados solamente para los fines

cientificos del estudio.

Los aspeCtos de Propiedad InteleCtual se estableceran segun los lineamientos del
Acuerdo 008 del 8 de mayo de 2008 del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y el
Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia.
La manipulacién de reaCtivos quimicos y biologicos, asi como la disposicion de sus
desechos se hard acorde con los protocolos de bioseguridad contemplados en el sistema
institucional de gestion ambiental.

Concepto: Avalado.

LUIS FERNANDO OSPINA G.

Coordinador Comité de Etica
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E. Anexo: Valores de hemoglobina,
hematocrito y hemoglobina
corpuscular media de los
participantes del estudio a lo largo
del seguimiento

Tabla E-1:  Valores promedio de hemoglobina (Hb), hematocrito (HCt) y hemoglobina
corpuscular media (HCM) a lo largo del seguimiento.

INDIVI Mujeres Hombres
DUO P2 P3 P1 P4 P6 P7

MUES HC | HC HC | HC HC | HC HC | HC HC | HC HC | HC
TRA Hb | t M | Hb | t M | Hb | t M |Hb | t M [Hb | t M | Hb| t M
12, 13, 17, | 46, | 38, | 16, | 49, | 33, | 15, | 62, | 24, | 15, | 45, | 33,

ML 84 | - - | 45| - - |63 |25(12| 71|50 | 77|08 |00 |33 (2900|097
10, | 34, | 31, |12, | 43, | 28, | 16, | 48, | 35, | 15, | 54, | 28, | 17, | 47, | 36, | 16, | 47, | 34,

M2 91 |50 | 61|28 |50 |23|82|00|04 |64 | 75|57 |28]|40 |45 | 46| 45 | 69
12, 43,29, | 16, | 46, | 35, | 18, | 49, | 38, | 15, | 44, | 35, | 17, | 48, | 36, | 15, | 45, | 34,

M 49 | 00 |04 |15 | 15| 00 | 91 | 00 | 58 | 90 | 50 | 73 | 89 | 45 | 92 | 59 | 50 | 27
13,139, | 34,|13, |38, |35, |15, |45, |34, | 17,49, |35, |17, | 50, | 33, | 16, | 49, | 34,

M4 351151091 | 75|90 |54 |30|31L|58|20|73|02|50 |70 | 71|00 |11
11, | 40, | 28, | 15, | 43, | 34, | 16, | 49, | 33, | 16, | 48, | 34, | 18, | 49, | 37, | 15, | 46, | 33,

Mo 72 |60 |87 | 03|50 |56|61|00|9 |66 |50|36|50|20|60]|44]|00 |57
13, | 40, | 33, |14, | 43, |33, | 16, | 49, | 34, | 17, | 52, | 33, | 16, | 49, | 34, | 14, | 38, | 37,

Mo 66 | 50 | 72 | 37 | 00 | 42 | 97 | 50 | 28 | 38 | 00 | 42 | 97 | 00 | 63 | 27 | 00 | 55
12, |38, | 32, | 15, | 36, | 42, | 16, | 54, | 30, | 16, | 58, | 29, | 16, | 48, | 34, | 15, | 46, | 31,

M7 43 | 25|51 |29 | 00|47 71|00 |95|92 |00 |17 |87 |50 | 78|44 |00 | 51
13, | 41, | 33, | 15, | 44, | 34, | 15, | 47, | 33, | 17, | 52, | 34, | 16, | 48, | 34, | 15, | 47, | 33,

M8 76 | 20 | 40 | 24 | 00 | 63 | 75| 00 | 50 | 68 | 00 | 01 | 77 | 00 | 93 | 90 | 20 | 69




Tabla E-2:

Valores de la concentracion de hemoglobina a lo largo del seguimiento.

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

G (dividu

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

Hb

Hb 2

Prom

P2

12,74

12,94

12,84

10,70

11,11

10,91

12,74

12,23

12,49

13,05

13,66

13,35

11,52

11,92

11,72

13,66

13,66

13,66

12,84

12,03

12,43

13,76

13,76

13,76

P3

13,45

13,45
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Figura E-3:

Valores de hematocrito a lo largo del seguimiento.

individuo Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8
HCt HCt HCt HCt HCt HCt HCt HCt

HCt | 2 Prom |HCt | 2 Prom |HCt | 2 Prom |HCt | 2 Prom |HCt | 2 Prom |HCt | 2 Prom [HCt |2 Prom |HCt |2 Prom
P2

-- -- -- 35 | 34 | 345 | 43 | 43 43 139,3| 39 |39,15|40,2| 41 | 40,6 | 40 | 41 40,5 | 38 | 38,5 [38,25| 41,2 | 41,2 | 41,2
P3

-- -- -- 43 | 44 | 43,5 |46,4|45,9|46,15|38,7|38,8|38,75| 43 | 44 | 43,5 | 43 | 43 43 36 36 36 44 44 44
P1

46,3 46,2 46,25 | 48 | 48 48 49 | 49 49 |45,71449| 453 | 49 | 49 49 49 | 50 495 | 54 54 54 47 47 47
P4

49 | 50 | 495 |535| 56 |54,75| 44 | 45 | 445 [49,2|149,2| 492 | 48 | 49 | 485 | 52 | 52 52 58 58 58 52 52 52
P6

62 | 62 62 |47,7|47,1| 47,4 |48,5|48,4|148,45| 51 | 50 | 50,5 (49,2[49,2| 49,2 | 49 | 49 49 48 49 48,5 48 48 48
P7

45 | 45 45 |47,8|47,1|147,45| 45 | 46 | 455 | 49 | 49 49 46 | 46 46 38 | 38 38 46 46 46 477 | 46,7 | 47,2

*F: Femenino ; M: Masculino




F. Anexo: Variacion interindividual
en los valores de hemoglobina,
hematocrito y hemoglobina
corpuscular media

Figura F-1: Variacion interindividual en los valores de concentracién de hemoglobina
para cada uno de los individuos.
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Figura F-2:  Variacion interindividual en los valores de hematocrito para cada uno de
los individuos.
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Figura F-3:  Variacion interindividual en los valores de hemoglobina corpuscular media
para cada uno de los individuos.
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G. Anexo: Cuantificacion
espectofotometrica de los miRNAs a
través del NanoDrop

Figura G-1: Valores de concentracién, absorbancia a 260 nm y 280 nm y radios de
absorbancia (260/280 y 260/230) de las muestras de RNA purificado para
el individuo 1 (A), 6 (B) y 7 (C).

A
Mu)estra [ng/uL] A260 A280 260/280 260/230
P1M1 68,30 1,70 1,20 1,42 0,49
P1M2 40,00 1,00 0,71 1,40 0,33
PiM3 32,70 0,81 0,60 1,35 0,31
P1M4 40,10 1,00 0,71 1,40 0,31
P1M5 35,30 0,88 0,63 1,39 0,44
P1M6 45,30 1,13 0,78 1,45 0,44
P1M7 33,00 0,82 0,58 1,42 0,60
P1M8 43,80 1,09 0,80 1,36 0,59
P1M9 46,20 1,15 0,81 1,42 0,41
Promedio 42,74 1,06 0,76 1,40 0,44
Desviacion 10,83 0,27 0,19 0,03 0,11
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Figura G-1: Continuacion.
B)

Muestra [ng/uL] A260 A280 260/280 260/230
P6M1 44,30 1,10 0,79 1,39 0,24
P6M2 36,70 0,91 0,67 1,35 0,26
P6M3 75,70 1,89 1,41 1,34 0,47
P6M4 45,60 1,14 0,84 1,35 0,26
P6M5 41,90 1,05 0,74 1,42 0,30
P6M6 23,50 0,58 0,41 1,43 0,41
P6M7 15,80 0,39 0,28 1,38 0,20
P6M8 53,80 1,34 0,92 1,46 0,20
P6M9 29,10 0,72 0,50 1,43 0,31

Promedio 40,71 1,01 0,73 1,39 0,29
Desviacion 17,68 0,44 0,33 0,04 0,09
C)

Muestra [ng/uL] A260 A280 260/280 260/230
P7M1 40,80 1,02 0,71 1,44 0,09
P7M2 59,10 1,47 1,04 1,42 0,60
P7M3 38,70 0,96 0,71 1,36 0,31
P7M4 36,90 0,92 0,65 1,40 0,41
P7M5 28,70 0,71 0,51 1,40 0,52
P7M6 24,80 0,62 0,44 1,39 0,34
P7M7 39,00 0,97 0,67 1,44 0,72
P7M8 28,20 0,70 0,50 1,40 0,75
P7M9 48,20 1,20 0,89 1,45 0,23

Promedio 38,27 0,95 0,68 1,41 0,44
Desviacion 10,70 0,27 0,19 0,03 0,22
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H. Anexo: Cuantificacion

espeCtofotometrica de las muestras

de cDNA através del NanoDrop

Figura H-1: Valores de concentracion, absorbancia a 260 nm y 280 nm y radios de
absorbancia (260/280 y 260/230) de las muestras de cDNA para el individuo 1 (A), 6 (B) y

7 ().
A)

Muestra | [ng/ul] A260 A280 | 260/280 | 260/230
PIM1 151,50 3,00 1,40 2,16 2,57
PIM2 161,50 3,20 1,50 2,10 2,50
P1M3 179,10 3,50 1,60 2,10 2,70
P1M4 170,40 3,40 1,60 2,10 2,50
P1M5 156,00 3,12 1,48 2,11 2,55
P1M6 213,00 4,25 1,99 2,14 2,63
PIM7 168,50 3,37 1,58 2,12 2,72
P1M8 169,20 3,38 1,57 2,15 2,81
P1IM9 156,80 3,13 1,43 2,18 2,99

Promedio | 169,56 3,37 1,57 2,13 2,66
Desviacion | 18,43 0,37 0,17 0,03 0,16
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Figura H-1: Continuacion.
B)

Muestra [ng/uL] A260 A280 260/280 260/230
P6M1 264,40 5,28 2,40 2,20 2,67
P6M2 220,70 4,41 2,01 2,19 2,76
P6M3 134,20 2,68 1,25 2,14 2,71
P6M4 122,50 2,45 1,14 2,15 2,66
P6M5 142,00 2,84 1,32 2,14 2,73
P6M6 150,90 3,01 1,48 2,15 2,86
PEM7 152,90 3,05 1,47 2,16 2,80
P6M8 163,70 3,34 1,55 2,15 2,38
P6M9 153,50 3,07 1,42 2,15 2,72

Promedio 167,20 3,35 1,56 2,16 2,70
Desviacion 45,69 0,91 0,40 0,02 0,13
C)

Muestra [ng/uL] A260 A280 260/280 260/230
P7M1 171,1 3,5 1,61 2,17 2,11
P7M2 168,4 3,36 1,57 2,14 2,72
P7M3 186,8 3,73 1,72 2,17 2,69
P7M4 211,2 4,22 1,97 2,14 2,69
P7M5 191,4 3,82 1,77 2,16 2,67
P7M6 206,9 4,13 1,92 2,15 2,7
P7M7 256,3 5,12 2,36 2,17 2,71
P7M8 312,2 6,24 2,86 2,18 2,63
P7M9 286,1 5,72 2,62 2,18 2,56

Promedio 221,16 4,43 2,04 2,16 2,61

Desviacion 51,72 1,03 0,46 0,02 0,19
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