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Resumen

La alta ingesta de fructosa a través de las bebidas azucaradas induce cambios
metabdlicos y endocrinos en el tejido adiposo (TA). Se ha sugerido que los microRNAs
(miRNAS) contenidos en vesiculas extracelulares (VES) son algunas de las sefiales
endocrinas secretadas por los adipocitos, las cuales pueden regular diversos procesos
celulares, incluyendo la adipogénesis y el metabolismo. Sin embargo, el efecto de la
exposicidn a fructosa sobre la secrecidon de algunos miRNAs por tejidos y células esta
poco estudiada. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la exposicion a
cronica de fructosa sobre la secrecion de algunos miRNAs seleccionados en VES en
plasma y TA epididimal de ratas Wistar y en sobrenadante y adipocitos de la linea
celular 3T3-L1. Para este estudio se utilizaron 20 ratas Wistar macho, con un peso de
100-120 g, expuestas a 20% (p/v) de fructosa en el agua de beber por ocho semanas.
El perfil bioquimico y los niveles de adipocinas fueron evaluados. El nimero y tamafio
de VEs se determinaron mediante el mediante el método de analisis de seguimiento
de nanoparticulas. Los niveles del miR-21-5p, miR-140-5p, miR-143-5p, miR-146b-5p,
miR-148a-5p, miR-223-3p, miR-342-3p y miR-450a-5 se determinaron en VEs del
plasma y TA mediante RT-gPCR. Las células 3T3-L1 fueron cultivadas en presencia
de 550 uM de fructosa y/o medio estandar del dia dos al seis de diferenciacion. El
namero y tamafio de VEs se determinaron mediante el mediante el método de analisis
de seguimiento de nanoparticulas. Los marcadores de VEs (CD63, ANXA2 y CD81)
se evaluaron mediante Western blot. Los niveles del miR-21-5p, miR-140-5p, miR-143-

5p, mMiR-146b-5p, miR-148a-5p, mMIiR-223-3p, mMIiR-342-3p y miR-450a-5 se
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determinaron en VEs de sobrenadantes y células mediante RT-gPCR. En los
experimentos realizados en ratas, la ingesta de fructosa durante ocho semanas indujo
un aumento en los niveles de glucosa, HOMA-IR, insulina, triglicéridos y una
disminucién del colesterol HDL, junto con un incremento de los niveles de
adiponectina, leptina e IL-1B3. Ademas, en el plasma, se observd que la ingesta de
fructosa promovio el aumento en los niveles del miR-143-5p en VEs, mientras que los
niveles del miR-223-3p y del miR-342-3p disminuyeron. También, en el TA de estos
animales se observd un aumento el area de los adipocitos junto con el incrementd la
expresion del miR-143-5p y disminuyo el miR-223-3p y miR-342-3p. Por otro lado, en
las células 3T3-L1 expuestas a fructosa se indujo el aumento en los niveles del
miR143-5p en VEs del sobrenadante, mientras que el miR-223-3p disminuyo.
Asimismo, la exposicion a fructosa promovié el aumento en la expresion del miR-140-
5p, miR-143-5p, miR-146b-5p, miR-148a-5p, miR-223-3p y miR-342-3p en las células
3T3-L1. Cuando se hizo la inhibicion del miR-143-5p (oligonucledtidos antisentido) en
células 3T3-L1 expuestas a fructosa se redujo la acumulacion de lipidos, sin disminuir
la expresion de Pparg, Cebpa y Glut4, mientras que la expresion de Lpl aumentd. En
conclusién, este trabajo demuestra que la fructosa regula los niveles de miRNAs en
VEs tanto in vivo como in vitro. En particular, la exposicién a la fructosa modificé los
mMiRNAs adipogénicos miR-143-5p, miR-223-3p y el miR-342-3p en ratas y en células
3T3-L1. Por lo que, la fructosa puede generar sefales proadipogénicas mediadas por
mMiRNAs en VEs provenientes de los adipocitos, de esta manera, podrian participar en

el desarrollo de la obesidad.
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Abstract

High fructose intake through sugar-sweetened beverages induces metabolic
and endocrine changes in adipose tissue (AT). It has been suggested that microRNAs
(miRNAS) contained in extracellular vesicles (EVs) are some of the endocrine signals
secreted by adipocytes, which can regulate diverse cellular processes, including
adipocyte differentiation and metabolism. However, the effect of fructose exposure on
the secretion of some miRNAs by tissues and cells has been poorly studied. This study
aimed to evaluate the effect of chronic fructose exposure on the secretion of some
selected miRNAs in VEs in plasma and epididymal TA of Wistar rats and supernatant
and adipocytes of the 3T3-L1 cell line. Twenty male Wistar rats, weighing 100-120 g,
exposed to 20% (w/v) fructose in drinking water for eight weeks were used for this
study. The biochemical profile and the levels of adipokines were evaluated. The
number and size of VEs were determined using the nanoparticle tracking analysis
method. The levels of miR-21-5p, miR-140-5p, miR-143-5p, miR-146b-5p, miR-148a-
5p, miR-223-3p, MiR-342-3p, and miR-450a-5 were determined in plasma VEs and TA
by RT-gPCR. 3T3-L1 cells were cultured in 550 uM fructose and/or standard medium
from days two to six of differentiation. The nhumber and size of VEs were determined
using the nanoparticle tracking analysis method. VEs markers (CD63, ANXA2, and
CD81) were evaluated by Western blot. The levels of miR-21-5p, miR-140-5p, miR-
143-5p, miR-146b-5p, miR-148a-5p, miR-223-3p, miR-342-3p, and miR-450a-5 were
determined in VEs of supernatants and cells by RT-gPCR. In experiments carried out

on rats, fructose intake for eight weeks In experiments carried out on rats, fructose
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intake for eight weeks induced an increase in glucose levels, HOMA-IR, insulin,
triglycerides, and a decrease in HDL cholesterol, together with an increase in the levels
of adiponectin, leptin, and IL-1f3. Furthermore, fructose ingestion increased miR-143-
5p levels in VEs, while miR-223-3p and miR-342-3p levels decreased. Likewise, in TA
of rats with fructose ingestion, the area of adipocytes increased along with the
increased expression of miR-143-5p and decreased miR-223-3p and miR-342-3p. On
the other hand, in 3T3-L1 cells, fructose exposure induced an increase in miR143-5p
levels in supernatant VEs, while miR-223-3p decreased. Likewise, exposure to fructose
promoted an increase in the expression of miR-140-5p, miR-143-5p, miR-146b-5p,
miR-148a-5p, mMiR-223-3p and miR-342-3p in the 3T3-L1 cells. Furthermore,
antagonism of miR-143-5p (antisense oligonucleotides) in 3T3-L1 cells exposed to
fructose reduced lipid accumulation, without decreasing the expression of Pparg,
Cebpa and Glut4, while the expression of Lpl increased. In conclusion, this work
demonstrates that fructose regulates the levels of miRNAs in VEs both in vivo and in
vitro. In particular, fructose exposure modified the adipogenic miRNAs miR-143-5p,
miR-223-3p, and miR-342-3p in rats and 3T3-L1 cells. Therefore, fructose can generate
proadipogenic signals mediated by miRNAs in EVs from adipocytes; thus, they could

participate in the development of obesity.
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1. Introduccién

1.1. Fructosa

La fructosa es uno de los tres principales monosacaridos consumidos por los
humanos, y su metabolismo aporta la misma energia que la glucosa, 4 Kcal/g [1].
Quimicamente, la fructosa es un isémero de la glucosa con formula molecular CeH120s,
el cual difiere de la glucosa por la presencia de un grupo ceto unido al carbono 2 de la
molécula, en tanto la glucosa presenta un grupo aldehido en el carbono 1. La fructosa
se encuentra en forma natural en frutas, verduras y en la miel [1]. Sin embargo, en la
actualidad, el jarabe de maiz de alta fructosa (JMAF) (45% de glucosa y 55% de
fructosa) es la principal fuente de fructosa en la dieta y es considerado uno de los
principales edulcorantes que componen la azlUcar afadida. EI JMAF es el mas
utilizados en casi todos los alimentos industrializados como refrescos, pasteles, pan
de caja, galletas, chocolates, jugos industrializados, barritas, cereales, miel (de maple,
agave o de abeja industrializada) y algunos yogures, entre otros [2,3]. Lo anterior, es
debido a que su produccion es un 20% mas barata comparado con la sacarosa, y es

1.8 veces mas dulce a pesar de tener el mismo contenido calérico [2,3].

Existen numerosos estudios clinicos, experimentales y epidemiologicos que
demuestran que la fructosa es un factor importante que contribuye al desarrollo de
enfermedades metabdlicas cronicas, como la obesidad, la resistencia a la insulina (RI),
la hipertrigliceridemia, diabetes tipo 2 (DT2) y algunos tipos de cancer [1,4-7]. Sin
embargo, todos los mecanismos de como la fructosa participa en el desarrollo de la

obesidad aun no estan del todo claro.
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1.2. Bebidas azucaradas

Los azucares afiadidos son aquellos edulcorantes, incluyendo el JIMAF, que son
agregados durante el procesamiento de los alimentos. Entre los alimentos procesados,
las bebidas azucaradas son una fuente importante de azucar afiadida en la dieta. En
las dltimas dos décadas se incremento drasticamente el consumo de azucar afiadida
a través de las bebidas azucaradas entre nifios y adultos [10]. En el 2015, en México,
Alemania y Japoén, el consumo de bebidas azucaradas anual per capita estaba por
encima de los 100 litros (167, 150 y 144 litros, respectivamente). Lo anterior implica un
consumo medio diario de cerca de 0.3 a 0.4 L por habitante [11]. Por otro lado, en EE.
UU., se encontr6 que el consumo de bebidas azucaradas representd el 7.3% (143 kcal)
y el 6.5% (145 kcal) de la ingesta energética diaria total per capita en nifios de 1 a 19
anos y adultos = 20 anos, respectivamente [12]. En cambio, en México, siendo lider
mundial en el consumo de bebidas azucaradas [13,14], se encontré que la ingesta de
bebidas azucaradas represent6 el 17.5% (325 Kcal) y el 19.0% (382 Kcal) de la ingesta
energética total per capita en nifios de 1 a 19 afios y en adultos mayores a 20 afos,
respectivamente [15], lo que representa el 70% de la ingesta de azlcares afiadidos en

la dieta [16].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) advierte que el consumo elevado
de azucar afadida contribuye al desarrollo de la obesidad, por lo que recomienda
limitar la ingesta de azucar afadida al 10% de la ingesta energética total [17], ademas,
de implementar impuestos para incrementar el costo de las bebidas azucaradas [18].

En enero del 2014, el gobierno mexicano implementé un impuesto del 10% a las
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bebidas industrializadas para disminuir el consumo de azlcar afiadida, como una
estrategia para frenar la epidemia de la obesidad y DMT2. Lo anterior promovié que
en dos afios disminuyera en 6.1% el consumo de bebidas azucaradas en México [19].
Ademas, en octubre del 2019, el gobierno mexicano aprobd nuevas etiquetas de
advertencia para alimentos envasados y bebidas no alcohdlicas con el fin de disminuir
el consumo de alimentos no esenciales altamente caloricos. Esta implementacion
estimo que podria disminuir 10.5% de la ingesta de bebidas azucaradas [20]. A pesar
de las estrategias implementadas, el consumo de fructosa en forma de bebidas

azucaradas en México sigue siendo elevado y, por consiguiente, un problema de salud.

1.3. Absorcion y metabolismo de la fructosa

La fructosa en su forma libre es absorbida directamente en la luz intestinal
mediante el transportador de glucosa 5 (GLUT5/SLC2A5) en el lado del lumen y el
GLUT2/SLC2A2 en el lado basolateral de los enterocitos [8]. En la circulacién porta la
fructosa es transportada al higado a través del GLUT2/SLC2AZ2 [8]; se ha demostrado
que el GLUT8/SLC2A8 también media el transporte de fructosa a los hepatocitos [9].
Por otro lado, la absorcion extrahepética de la fructosa también tiene lugar, ya que el
GLUTS5/SLC2A5 también se expresa ampliamente en el tejido adiposo, rifién, tejido
muscular esquelético, testiculos y cerebro [8]. Sin embargo, a diferencia de la glucosa,
solo una pequeiia fraccion de la fructosa ingerida alcanza la circulacion sistémica. Un
estudio demostré que en adultos sanos que ingirieron 30.4 g de fructosa, el 14.5% de

fructosa alcanzaron la circulacion sistémica. Otro estudio encontré que la ingesta de
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una bebida endulzada con JMAF (que contiene 39.2 g de fructosa y 28.8 g de glucosa)
aumento la concentracion de 5.4 uM a 363.4 UM en circulacion periférica. En ratas, la
administracion de 2 g/Kg de una solucion rica en fructosa promovio que se alcanzaran
concentraciones de 20 UM en circulacion arterial y 146 puM en circulacion de todo el
cuerpo (circulacion periférica). Por lo tanto, la evidencia sugiere que la ingesta de

fructosa puede alcanzar diversos érganos metabdlicamente activos.

Por otro lado, en humanos se demostré que cerca del 70% de la fructosa
ingerida es directamente metabolizada por el higado [10]. En el higado, la
cetohexocinasa (CHC), también conocida como fructocinasa, cataliza la primera
reaccion de fosforilacion para producir fructosa-1-fosfato (fructosa-1-P), iniciando el
catabolismo de la fructosa [11]. Esta via pasa por alto el principal punto de regulacién
glucolitica (fosfofructocinasa) [12]. La lisis de la fructosa-1-P catalizada por la aldolasa
B genera dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido. Ambas triosas se
convierten en glucosa siguiendo la gluconeogénesis [11]. También, el DHAP vy el

gliceraldehido se pueden convertir en lactato, el cual es liberado a la circulacion [11].

El gliceraldehido también se puede convertir en acetil-CoA (producido
consecutivamente por gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa, fosfoglicerato
quinasa, fosfoglicerato mutasa, enolasa, piruvato quinasa y piruvato deshidrogenasa)
para producir acidos grasos o triacilgliceroles [13]. También, el gliceraldehido puede
metabolizarse a glicerol-3-fosfato (glicerol-3-P) mediante la actividad del gliceraldehido
cinasa [13]. El glicerol-3-P es convertido a metilglioxal (MG) mediante la actividad de

la MG sintasa, el cual es un potente productor de productos finales de glicacion
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avanzada (AGEs), donde la glicacion es un término que describe la modificacion
postraduccional permanente de los grupos amino de las proteina por la accion de
azucares reductos [14], dicho compuesto es secretado a la circulacion [13]. Ademas,
el glicerol-3-P también puede formar acidos grasos y triacilgliceroles a través de la
lipogénesis de novo [13]. Por otro lado, la rapida fosforilacién de la fructosa por medio
de la CHC, conduce a un alto nivel de estrés metabdlico a través de la deplecion de
ATP, aumentando la degradacion del AMP para aumentar el acido urico en el higado,
lo que finalmente resulta en una elevacion de acido urico en sangre [13]. Asi, la
evidencia sugiere que la ingesta de altas cantidades de fructosa es absorbida y

metabolizada por el higado para acumularse en forma de lipidos.

1.4. Alteraciones metabdlicas por el alto consumo de fructosa

Estudios observacionales y ensayos clinicos muestran que el consumo de
fructosa a través de bebidas azucaradas, ademas de la que proviene de los alimentos
procesados, tiene un impacto significativo en la prevalencia del sobrepeso y obesidad,
tanto en niflos como en adultos. En particular, aproximadamente el consumo de 240
mL/dia de bebidas azucaradas se asocia con un mayor riesgo de peso no saludable
[4]. Ademas, el consumo de bebidas azucaradas contribuye al desarrollo de
enfermedades no transmisibles, como DMT2, enfermedades cardiovasculares (ECV),
y enfermedad de higado graso no alcohdlico [5,6]. En un estudio transversal con 3671
adolescentes (edad media de 13.2 £ 1.7 afios) se encontré que el consumo de bebidas

ricas en fructosa aumenta la probabilidad de padecer sobrepeso (RM:1.27; 95%
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Cl:1.01-1.59) y obesidad (RM: 1.61; 95% IC:1.01-2.57), particularmente en los
individuos con alto consumo de bebidas energéticas. Ademas, la probabilidad de
padecer obesidad abdominal fue dos veces mas alta entre los adolescentes que
bebian = 1 taza/dia de bebidas deportivas (que contienen 8 g de fructosa 4 de glucosa
y 3 g de sacarosa), en comparacion con aquellos que bebieron < 1 taza/dia [7]. En un
estudio prospectivo con una cohorte de 115,315 maestras mexicanas se encontré que
el consumo de refresco = 1 porcidn por semana (que contiene 17 g de fructosa, 16 g
de glucosa y 4 g de sacarosa) se asocié con un aumento de peso de 0.3 Kg (95% IC:
0.2-0.5), entre el 2006 y el 2008. Ademas, un incremento de 1 porcion por dia de
refresco se asocié con un aumento de peso de 1.0 Kg (95% IC: 0.7-1.2; P < 0.001)
[15]. En otro estudio realizado en una cohorte de maestras de California, se encontro
gue existe un mayor riesgo de ECV en mujeres que consumieron =1 racién por dia de
bebidas de frutas (CR: 1.42; 95% IC: 1.00-2.01; P= 0.021) y para refrescos (que
contiene 36 g de fructosa y 24 g de glucosa) (CR: 1.23; 95% IC: 1.05-1.44; P=0.0002)
en comparacion con las consumidoras raras/nunca [16]. En un prospectivo de adultos
mexicanos (20 a 85 afos), que incluy6 1,268 trabajadores de la salud, se mostr6 que
en un afo, el aumento en la ingesta de refrescos de una porcion por dia (que contiene
17 g de fructosa, 16 g de glucosa y 4 g de sacarosa) se asocié con un aumento de
peso de 0.10 Kg (95% IC: 0.00-0.19) por afio [17]. Ademas, en adultos el 12% del total
de las muertes relacionadas con la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y los
canceres relacionados con la obesidad en México en el 2010 se atribuyeron a la
ingesta de bebidas azucaradas [18]. Por lo tanto, la evidencia sugiere que el consumo

de 1 = bebida azucarada que contiene aproximadamente 20 g de fructosa al dia, junto
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con una mala alimentacion y una pobre actividad fisica, aumentan el riesgo de padecer

sobrepeso y obesidad.

2. Obesidad

El desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético promueve el exceso de
acumulacion de lipidos en el TA, que conlleva al desarrollo de sobrepeso y obesidad,
asi como la lipotoxicidad producida en el higado y otros 6rganos, también como la
autofagia en el musculo esquelético.[19]. La OMS define a la obesidad como la
acumulacion anormal o excesiva del TA que puede ser perjudicial para la salud [20].
Desde 1975, la obesidad se ha triplicado y en determinadas poblaciones este aumento
es mas pronunciado. Por ejemplo, de 1975 a 2016, la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en nifios y adolescente de 5 a 19 afios aumentd cuatro veces del 4% al 18%
a nivel mundial, y en adultos, la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 39% y
13%, respectivamente en el 2016. En EE. UU., segun los datos de la NHANES del
2016, el 39.8% de los adultos y el 18.5% de los nifios son obesos. En México, la
prevalencia de la obesidad ha aumentado sustancialmente desde la década de 1980
[21] y, actualmente, el 36.1% de la poblacién adulta padece obesidad (indice de masa
corporal (IMC) 230 kg/m?). Ademas, la obesidad central (=94 cm hombres y 280 cm en
mujeres) se presento en el 81.6% de los adultos y la obesidad morbida incremento en
un 96.5% entre el 2000 y el 2018 (1.8% a 3.6%) [22]. Asi, la evidencia sugiere que el
aumento de la prevalencia de la obesidad incrementa el riesgo de padecer R,

inflamacion de bajo grado, DMT2 [23], enfermedades cardiovasculares (ECV) [24],
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enfermedades neurodegenerativas [25] y algunos tipos de cancer [26], las cuales estan

vinculadas con la desregulacion del TA.

2.1. Tejido adiposo

ElI TA juega un papel importante en el control de la homeostasis energética. Este
tejido estd compuesto principalmente por adipocitos (Figura 1), los cuales actian para
almacenar energia, censan las demandas energéticas y tienen la capacidad de

secretar factores paracrinos y endocrinos para regular el metabolismo [27].

Adipocitos
\ é )
- an /- Preadipocitos
- ®
L 2
- ® Células madre
® a mesenquimales
Macréfagos ——— ( ./ .
7 = < 4
. -
()
- & .’
] | .
()
Células

endoteliales

Fraccion estromal vascular

\ Adipocitos

Macréfagos, células Preadipocitos y células (> 80% del volumen
endoteliales, linfocitos. madre mesenquimales. del tejido adiposo)

Figura 1. Composicién celular del TA. El TA estd compuesto por diversos tipos
celulares, los cuales se dividen en la fraccion estromal vascular (FSV) y en adipocitos. La FSV
estd compuesta por macrofagos, células endoteliales, linfocitos y células madre
mesenqguimales. En cambio, los adipocitos son el tipo celular predominante en el TA, el cual

compone mas del > 80% del volumen del TA.
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En el organismo, el TA existe principalmente como TA marron (TAM) y TA
blanco (TAB), los cuales pueden ser diferenciados por su morfologia y su funcion. El
TAB se encuentra en las regiones cervical-supraclavicular, perirrenal y paravertebral,
el cual representa cerca del 1 al 2% del TA [27,28]. Ademas, el TAM esta compuesto
principalmente por adipocitos marrones, que se caracterizan por contener gotas
multiloculares de lipidos y una alta densidad mitocondrial con alta capacidad de
oxidacion de lipidos [28]. Lo anterior, permite que el TAM consuma energia al producir
calor (termogénesis) mediante el desacoplamiento de la actividad de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial por la actividad de la proteina desacoplante 1
(UCP1) [28]. En cambio, el TAB esta especializado en el almacenamiento de energia,
el cual comprende mas del 95% del TA. Los adipocitos del TAB se caracterizan por
contener una gran gota de lipido unilocular, bajo nimero de mitocondrias y un pequefio
espacio citoplasmatico [27]. En la mayoria de las especies, el TAB esta distribuido y
organizado anatdmicamente en distintos depdositos, los cuales pueden dividirse en TA
subcutaneo (TAS) y el TA visceral (TAV). EI TAS se encuentra en los depdsitos
craneal, facial, abdominal, femoral y la zona del gliteo. Ademas, el TAS puede
almacenar cerca del 80% de la grasa corporal total del cuerpo. El TAV se encuentra
rodeando el corazon (epicardico/pericardico) y los 6Organos intraabdominales

(mesentérico, omental, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal) [28].

Por otro lado, otros estudios han encontrado que la regulacién metabdlica es
diferente entre el TAS y el TAV. La acumulacién de triglicéridos en el TAV (obesidad

central) se asocia con la Rl y a un mayor riesgo de enfermedades metabdlicas,
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mientras que la acumulaciéon de triglicéridos en el TAS (obesidad periférica) puede
incluso proteger del sindrome metabdlico. Lo anterior fue demostrado en experimentos
con roedores al trasplantar TAS en la region del TAV, lo que resulto en la mejora del
metabolismo de la glucosa. Lo anterior indica que el efecto estd mediado por las
diferencias autonomas de las células, no simplemente por la posicion anatémica [29].
Ademas, se ha encontrado que los preadipocitos del TAS tienen mayores tasas de
proliferacion y acumulacion de lipidos [30], mientras que los adipocitos TAV tienes

mayores tasas de lipolisis y mayor susceptibilidad a la apoptosis [31].

2.2. Tejido adiposo como érgano endocrino

El TAB es un érgano dinamico con la capacidad de responder de manera
diferencial a las sefiales fisioldégicas o al estrés metabdlico liberando factores
endocrinos que regulan diversos procesos, como el gasto energético, el control del
apetito, la homeostasis de la glucosa, la sensibilidad a la insulina, la inflamacion y la
reparacion tisular [32]. Hasta la fecha se han identificado mas de 600 moléculas
bioactivas secretadas por los adipocitos, incluyendo citocinas, reactantes de fase
aguda, mediadores inflamatorios, hormonas y otros mensajeros quimicos, también
denominadas adipocinas [33]. Estas moléculas afectan las funciones de los adipocitos
de manera autocrina y paracrina y permiten que el TA se comunique con el cerebro,
higado, musculos, pancreas y otros 6rganos de manera endocrina [34]. Ademas, se
ha demostrado que la ingesta de fructosa induce la desregulacion en la secrecion de

adipocinas [35,36]. En sujetos obesos los cambios en la concentracion de las
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adipocinas puede ser indicadores de la disfuncion del TA [37]. Cambios en la
secrecion de adipocinas, incluyendo la leptina, adiponectina, citocinas
proinflamatorias, entre otras, contribuyen en el desarrollo de la RI, esteatosis hepatica,

DMT2 y ECV [37].

Entre las adipocinas se encuentra la leptina, la cual es expresada y secretada
exclusivamente por el TA. La leptina es una hormona peptidica no glucosilada de 16
kDa que se sintetiza principalmente en los adipocitos, la cual regula el control del peso
a través de la isoforma larga del receptor de leptina b (LEPRb) en el hipotalamo para
suprimir la alimentacion y aumentar el gasto energético [38]. La leptina tiene un papel
importante en diversos procesos celulares, incluida la funcion reproductiva, la fertilidad,
la pubertad, la actividad, el gasto energético, la aterogénesis, el crecimiento fetal y el
apetito [39]. En estudios se ha reportado que los niveles de leptina circulante son
proporcionales a la masa de grasa corporal [40]. Concentraciones elevadas en
circulacion se considera un marcador de la obesidad [41]. Ademas, se ha demostrado
gue el consumo elevado de fructosa promueve el aumento en los niveles de leptina en
circulacioén, asi como la resistencia a la leptina [42—44]. La deficiencia de leptina y/o la
resistencia a la leptina induce una RI grave [45]. La leptina estimula la oxidacion de
acidos grasos y reduce la acumulacion de grasa corporal al activar la proteina cinasa
activada por adenosin monofosfato (AMP) (AMPK) en los tejidos no adiposos,

promoviendo la mejora de la sensibilidad a la insulina [46].
Por otro lado, la adiponectina es otra adipocina secretada por el TA. La
adiponectina es una de las adipocinas mas abundantes y es altamente expresada en
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el TA, la cual tiene efectos antiobesidad, antiaterogénicos y antidiabéticos [47]. La
adiponectina es una proteina de 30 kDa que se secreta en tres complejos
homomeéricos diferentes: trimeros (bajo peso molecular), hexameros (peso molecular
medio) y multimeros (alto peso molecular). La forma de alto peso molecular contribuye
a los efectos metabdlicos benéficos de la adiponectina relacionados con la tolerancia
a la glucosa, la sensibilidad a la insulina y la pérdida de peso. A nivel celular, la
adiponectina inhibe la muerte celular y la inflamacién mediante la unién a sus
receptores (AdipoR) 1 y AdipoR2 [48,49]. AdipoR1 se expresa en diversos tejidos
como el musculo esquelético, corazon, bazo, rifidn e higado, mientras que el adipoR2
se expresa principalmente en el higado [50]. AdipoR1 esta asociado con la activacion
de AMPK y la supresion de la expresion génica gluconeogénica y lipogénica [51].
AdipoR2 activa al receptor activado por el proliferador de peroxisomas a (PPARa), que
promueve la absorcién de glucosa, oxidacion de acidos grasos y sensibilidad a la
insulina [51]. En las células B pancreaticas, la adiponectina aumenta la secrecion de
insulina a través de la activacion de AMPK vy la proliferacion de estas células [52]. En
el higado, la adiponectina mejora la esteatosis, la fibrosis y la inflamacion [44].
Ademas, la adiponectina actla en el sistema nervioso central estimulando el apetito,
reduce el gasto energético y afecta la neurodegeneracion. Por otro lado, se ha
encontrado que la fructosa induce la disminucion de los niveles de adiponectina en
circulacion [35,36]. Ademas, los niveles de adiponectina circulantes correlacionan
inversamente con la obesidad, DMT2 y con enfermedades relacionadas con la
obesidad [53,54]. Por otro lado, se ha encontrado que la sintesis y secrecion de

adipocinas es mas activa en el TAV que en el TAS [55].
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El exceso de TA se sabe que produce un estado inflamatorio crénico de bajo
grado. Por ejemplo, la expresion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-18,
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), regulado sobre la activacion, célula T
normal expresada y presumiblemente secretada (RANTES), proteina inflamatoria de
macrofagos 1 a (MIP-1a) e inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) es
mayor en el TAV, mientras que la expresion de leptina e IP-10 es mayor en TAS.
Ademas, en el TAV de sujetos con DMT2 el perfil de secrecién de citocinas
proinflamatorias es mucho mas marcado que en el TAS. En este sentido, la disfuncion
metabdlica presente en la obesidad puede explicarse por la sobreproduccion de

adipocinas proinflamatorias y la disminucion de adipocinas antiinflamatorias en el TAV.

3. Vesiculas extracelulares

Todas las células, incluyendo a los adipocitos, son capaces de secretar
moléculas al espacio extracelular. Una un mecanismo de hacerlo, es a través de
diversos tipos de vesiculas, denominadas VEs [56]. Las VEs son estructuras
membranosas subcelulares formadas por bicapas lipidicas y con componentes
citoplasmaticos, las cuales son formadas y liberadas al espacio extracelular por el
desprendimiento de la membrana celular [56]. Las VEs son importantes elementos de
la comunicacion intercelular por su capacidad de modular diversos procesos celulares
al transferir diversas moléculas, como proteinas, lipidos bioactivos y acidos nucleicos
(DNA, RNA no codificante como los microRNAS), asi como la eliminacion de desechos.

Estas VEs se han encontrado presentes en fluidos corporales como la sangre, saliva,
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orina y leche materna [57]. Las VESs se pueden clasificar en tres principales categorias:

cuerpos apoptoticos, microvesiculas y exosomas (Figura 2).

Microvesiculas

X S Cuerpos

~ apoptéticos

o
o
o0
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Figura 2. Tipos de VEs. Las VEs se clasifican segun su tamafio y biogénesis. Los cuerpos
apoptéticos son VEs de diametro de 50 a 5,000 nm, formadas por la separacion de la
membrana celular del citoesqueleto. Las MVs son VEs de diametro de 100 a 1,000 nm,
generadas por la gemacion y fisién de la membrana plasmatica. En cambio, los exosomas son

VEs de didmetro de 30 a 200 nm, generados por via endocitica.

3.1. Cuerpos apoptéticos
Los cuerpos apoptoéticos son liberados al espacio extracelular por las células
cuando estan muriendo. El tamafio de los cuerpos apoptéticos varia desde 50 nm

hasta 5000 nm de didametro, y el tamafio de la mayoria de los cuerpos apoptoticos
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tiende a ser mas grande comparadas con los exosomas y microvesiculas [58]. Estas
vesiculas son generadas por la separacion de la membrana plasmatica del
citoesqueleto como resultado del aumento de la presion hidrostatica después de que
la célula se contrae. Ademas, la composicion de los cuerpos apoptéticos esta formada
por organulos intactos, cromatina y pequefias cantidades de proteinas glucosiladas

[56].

3.2. Microvesiculas

Las microvesiculas (MVs) son un subtipo vesiculas de membrana con tamafos
de 100 nm hasta 1,000 nm de diametro y son generadas por la gemacion y fision de la
membrana plasmatica y por la posterior liberacion al espacio extracelular. En detalle,
la formacion de las MVs se regula por el factor de ribosilacion de ADP 6 (ARF6), el
cual inicia una cascada que activa la fosfolipasa D (PLD). A continuacion, la cinasa
regulada por sefial extracelular (ERK) se recluta en la membrana plasmatica, donde
fosforila y activa la quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK). Finalmente, la
fosforilacién y activacién de la cadena ligera de miosina por MLCK desencadenan la
liberacion de las MV. Ademas, estas MVs contienen ARF6, complejo mayor de
histocompatibilidad 1 (MHC-I), integrina B1, proteina de membrana asociada a
vesiculas 3 (VAMP3) y metaloproteinasa de matriz de tipo 1 de membrana (MT1MMP)

[59].
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3.3. Exosomas

Los exosomas, también conocidos como vesiculas intraluminales, son un
subtipo de VEs con un tamafio aproximado de 30 nm a 200 nm de diametro, los cuales
son generados por via endocitica. Su biogénesis inicia al ocurrir la invaginacion de los
receptores de transferrina en la superficie celular promoviendo la formacion de
endosomas en su etapa temprana. Posteriormente, el plegamiento de la membrana
celular conduce a la maduracion del endosoma temprano a formar el endosoma tardio,
asi como la encapsulacion de moléculas como RNA, DNA, proteinas citosdlicas y
lipidos bioactivos. En los endosomas tardios, también conocidos como cuerpos
multivesiculares (CMVs,) ocurre una invaginacion en la membrana limitante, lo que
conduce a la creacion de vesiculas intraluminales, precursoras de exosomas en la luz

de los CMVs.

Hasta la fecha, se han identificado tres mecanismos moleculares que estan
involucrados en el ensamblaje y la carga de las VEs, incluyendo el complejo de
clasificacion endosomal requerido para la maquinaria de transporte (ESCRT, por sus
siglas en inglés), tetraspaninas y ceramida esfingolipida [60]. La familia de proteinas
de ESCRT estdn compuestas aproximadamente de 30 proteinas, que forman 4
complejos (ESCRT 0, ESCRT I, ESCRT Il y ESCRT lll), los cuales controlan la
formacion de CMVs y exosomas [60]. En la via de ESCRT para la formacion de
exosomas, los complejos ESCRT son reclutados de manera escalonada del lado
citosolico de la membrana endosomal para la clasificacion de las proteinas

seleccionadas [60]. Primero, el fosfatidilinositol-3-fosfato (abundante en las
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membranas endosomales) recluta el complejo ESCRT 0 a los endosomas tempranos
a través de su subunidad sustrato de tirosina cinasa regulado por factor de crecimiento
de hepatocitos (HRS), la cual recluta a clatrina. Después, el complejo ESCRT 0 recluta
al complejo ESCRT | a las membranas endosomales por la interaccion directa de HRS
con la proteina del gen 101 de susceptibilidad tumoral (TSG101) (subunidad de
ESCRT 1) [60,61]. Posterior a ello, el complejo ESCRT | se une a las proteinas cargo
ubiquitinadas y activa el complejo ESCRT II. Asi, los complejos ESCRT | y ESCRT I
son responsables de la formacion de la invaginacion de la membrana endosomal [61].
Ademas, ESCRT Il inicia la oligomerizacion y formacion de complejo ESCRT Il
Finalmente, el complejo ESCRT Il forma una constriccion en el cuello de la
invaginacion [61]. La escision del cuello de la invaginacion es facilitada por el complejo
de clasificacion de proteinas vacuolar 4, lo que conduce a la formacién de la fision de

la membrana catalizada por ESCRT Il [60,61].

Por otro lado, se ha encontrado que los mecanismos independientes de ESCRT
también participan en la formacion de exosomas, debido a que la inhibicion de los
complejos de ESCRT no reducen la formacién de los CMVs [62]. Otros mecanismos
descritos son el mecanismo dependiente de tetraspaninas como CD9, CD63 y CD81,
la formacion y liberacion de exosomas dependientes de lipidos y Anexina A2
(ANXA2A). En el caso del mecanismo dependiente de tetraspaninas, se encontrd que
la tetraspanina CD63 es necesaria para la formacién de exosomas y la posterior
liberacion de VEs [63]. Ademas, la clasificacion de la carga de los exosomas se ha
relacionado con dominios ricos en CD81, mientras que el decaimiento del CD9 resulta
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en una disminucion en la liberacion de exosomas [64]. También se ha demostrado que
los lipidos también contribuyen a la clasificacion de la carga en exosomas. El
colesterol, se encuentra dentro del lumen de los CMVs y se ha implicado en la
clasificacion del contenido exosémico [65]. También se ha demostrado que la via de
biogénesis del exosoma es dependiente de ceramidas. La ceramida se sintetiza
mediante la accion catalitica de esfingomielinasa neutra putativa (hSMases) a partir de
esfingomielina. Las ceramidas pueden permitir la generacion de subdominios de
membrana que imponen una curvatura negativa en las membranas. Alternativamente,
la ceramida podria ser metabolizada a esfingosina 1-fosfato para activar al receptor de
esfingosina 1 fosfato acoplado a proteina Gi que parece ser esencial para la
clasificacion de la carga de los exosomas [66]. Finalmente, ANXA2 es una proteina de
unioén a fosfolipidos dependiente de Ca2* asociada con la membrana plasmatica y el
sistema endosdémico [67]. Ademas, se ha demostrado que la reduccién de ANXA2 en
los endosomas promovio la inhibicion de la formacién de los CMV [68], indicando que

juega un papel importante en la biogénesis de CMV.

3.4. Vesiculas extracelulares secretadas por adipocitos

En la actualidad, la evidencia indica que los adipocitos tienen la capacidad de
regular procesos celulares mediante la transferencia de diversos factores mediante
exosomas. Por ejemplo, los adipocitos tienen la capacidad de secretar lipidos a través
de exosomas [69]. Los exosomas provenientes de los adipocitos pueden viajar al

higado, mejorando la tolerancia a la glucosa y reducen la expresion de FGF21 hepatico
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[70]. Ademas, la activacion de AMPK en adipocitos reduce la secrecion de VESs por la
inhibicion de TSG101 [71], y se ha observado que la alta ingesta de fructosa (47.43
g/100 g dieta de fructosa) durante ocho semanas disminuye la fosforilacion de
AMPKa1 en el TA de ratones [72]. Asi, los adipocitos en respuesta a la exposicion a

fructosa podrian ser un factor que aumente la secrecion de VESs.

Por otro lado, se ha demostrado que los miRNAs en VEs secretados por los
adipocitos pueden regular diversas funciones celulares [70]. Por ejemplo, la
transferencia del miR-450a-5p mediante exosomas del TA induce la diferenciacién de
las células madre del mismo a adipocitos maduros [73]. Los adipocitos mediante la
secrecion del miR-34a en exosomas inhiben la polarizacion de macréfagos M2 para
promover el estado inflamatorio inducido por la obesidad [74]. Se ha observado que el
miR-21 contenido en exosomas derivados del TA promueven la angiogénesis al
incrementar la expresion del factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), proteina cinasa
B (PKB), ERK y el factor-1 derivado de células estromales (SDF-1) [75], indicando que

el miR-21 puede promover la vascularizacion favoreciendo la regeneracién del tejido.

Por otra parte, la alta ingesta de sacarosa 30% (p/v) en el agua de beber durante
6 meses modifico la abundancia de miRNAs relacionados con la respuesta inflamatoria
contenidos en VEs del plasma de ratas [76]. Por lo que, la evidencia indica que el TA
juega un papel importante en la regulacion de diversos procesos biolégicos mediante
la transferencia de miRNAs en VEs y que la exposicion a fructosa puede modificar su

abundancia.
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4. MicroRNAs

Los miRNAs son moléculas de RNA no codificantes de aproximadamente 22
nucledtidos de longitud, los cuales regulan la expresion génica a nivel
postranscripcional, al reconocer la region 3’ no codificante (3° UTR) del RNAm blanco
para inducir la inhibicion de la traduccion o la degradacion del mismo [77]. Se estima
gue los miRNAs representan del 1 al 5% de genoma humano. El repositorio de miRNA
“‘miRBase” actualmente enumera 1917 precursores de miRNAs (pre-miRNA) y 2654
MiRNA maduros en Homo sapiens [78], y pueden regular alrededor del 30-80% de los
genes codificados en el genoma humano. Los miRNAs estan involucrados en todos
los procesos celulares, incluyendo la adipogénesis y su desregulacion esta asociada

con numerosas enfermedades.

4.1. Biogénesis de microRNAs

La biogénesis de los miRNAs es un proceso que contempla diversos pasos. Los
MIiRNAs se transcriben principalmente por la RNA polimerasa Il como miRNA primarios
(pri-miRNA), que son procesados a precursores de miRNAs (pre-miRNA) y finalmente
en duplex de miRNA maduro [79] (Figura 3). La horquilla del pri-miRNA es escindida
en el nucleo por el complejo microprocesador, el cual esta compuesto por la enzima
Rnasa lll Drosha y la proteina de la region critica del sindrome de DiGeorge 8
(DGCRS8). Drosha reconoce la union del RNA bicatenario o del RNA monocatenario en

la base de la horquilla, mientras que dos proteinas DGCRS8 se unen al tallo y aseguran
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una escision correcta [79]. Los pre-miRNA son horquillas de aproximadamente 70
nucleotidos de longitud. Ademas, el extremo del pre-miRNA es escalonado, el cual
presenta dos nucleotidos desapareados en el extremo 3’, un fosfato 5’ y un hidroxilo
3’, que son tipicos productos de la Rnasa lll. La proteina Exportina 5 reconoce el
extremo escalonado y transporta el pre-miRNA al citoplasma [80]. En el citoplasma,
la enzima Rnasa Il Dicer se une al pre-miRNA reconociendo al fosfato 5’, el extremo
escalonado 3’ y la estructura de bucle. En vertebrados, la escision por Dicer es
modulada por la proteina de unién al RNA TAR (TARBP) y por el activador de la
proteina de la proteina cinasa inducida por interferon (PACT). Una hebra del miRNA
madura (hebra guia) se carga en la proteina argonauta (AGO), mientras que la otra
hebra (hebra pasajera) se descarta. Ademas, se da preferencia la hebra del miRNA
maduro que posee el extremo 5 menos estable. También se informé que AGO2

prefiere una Adenina o Uracilo como nucleétido 5’ terminal [80].
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Figura 3. Biogénesis de miRNAs. La RNA polimerasa Il (principalmente) transcribe un miRNA
primario (pri-miRNA) en el nicleo. Luego, el pri-miRNA es procesado en el precursor de
miRNAs (pre-miRNAS) por el complejo microprocesador, que esté estructurado por la enzima
Rnasa Ill Drosha y la proteina DGCRS8. Los pre-miRNA son horquillas de ~70 nt, que son
reconocidos y transportados al citoplasma por Exportin 5. En el citoplasma, el pre-miRNA es

escindido por la enzima Dicer de Rnasa lll, que produce un duplex de miRNA maduro.
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Finalmente, la hebra guia del miRNA maduro se carga dentro de la proteina AGO vy la hebra

pasajera es descartada o degradada. Tomado de Gebert LFR y col. [79].

Los miRNAs desempefian funciones importantes en numerosos procesos
fisiolégicos, como la proliferacion celular, apoptosis, y la diferenciacion de tejidos, y su

desregulacion se ha visto involucrada en procesos patoldgicos [81].

Recientemente se ha descubierto que varios miRNAs pueden regular la biologia
del tejido adiposo, incluyendo la adipogénesis y su metabolismo, por lo tanto, su
desequilibrio puede desempefiar un papel en el desarrollo de la obesidad y las
complicaciones metabdlicas relacionadas [82]. Por ejemplo, la alta ingesta de fructosa
60% (p/p) durante cuatro semanas alteré la expresidon de diversos mMIRNAs
relacionados con el metabolismo de carbohidratos y lipidos (regulados positivamente
mMiR-223-3p, mMIiR-33-5p, mIiR-128-3p, miR-125b-5p, miR-145a-3p y regulados
negativamente miR-101a-3p, miR-30a-5p, miR-378a-3p, miR-19b-3p y miR-582-3p)
en el higado de ratones [83], asi como la ingesta alta de fructosa durante 20 semanas
incrementd la expresion de diversos miRNAs relacionados con el metabolismo de
lipidos (miR-335, miR-221, miR-27a, miR-33a, miR-17, miR-18a, miR-21, miR-143,
miR-34a y miR-125b) en el TA de ratones obesos [84]. Por lo tanto, la evidencia indica
gue la ingesta de fructosa puede alterar la biologia del TA mediante la desregulacién
de la expresion de los miRNAs, potenciando la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo

y la sobreacumulacion de lipidos.
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4.2. MicroRNAs relacionados con el metabolismo y la adipogénesis.

Diversos estudios se han descrito que varios miRNAs como el miR-143-5p, miR-223-
3p, MiR-140-5p, miR-148a-5p, MiR146b-5p, MiR-342-3p, miR-21-5p y miR-450a-5p
participan en la activacion del proceso adipogénico, asi como la regulacion del

metabolismo, los cuales se muestran en la Tabla anexa |.

4.3. miR-21-5p

El gen del miR-21 en humanos se encuentra dentro del locus de la proteina de
membrana de vacuola 1 (VMP1) en el cromosoma 17 [85], y juega un papel importante
en la regulacion del metabolismo. Por ejemplo, la sobreexpresion del miR-21-5p
disminuye la expresion de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y la glucosa 6-
fosfato (G6Pasa) resultando en la inhibicion de la produccién de glucosa en
hepatocitos primarios de raton [86]. Ademas, se encontr6 que el miR-21-5p disminuye
la acumulacion de triglicéridos, colesterol libre y el colesterol total en células de
hepatoma G2 (HepG2) tratadas con acido palmitico y &cido oleico [87], y en células de
hepatoma 1-6 (Hepa 1-6) tratadas con &cido estearico [88]. En células de cancer de
ovario, el miR-21-5p induce la expresion de enzimas de la glucolisis incluyendo a la
HK2, isoenzima M2 del musculo piruvato quinasa (PKM2) y lactato deshidrogenasa A
(LDHA) mediante el incremento de la fosforilacion de la proteina serina/treonina cinasa
(Akt) [89]. Por otro lado, la inhibicién del miR-21-5p mejora la Rl y la alteracién del
metabolismo de lipidos al reducir los niveles de glucosa, triglicéridos, colesterol total,
LDL y aumenta los niveles de HDL en ratas con DMT2 [90].
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Por otro lado, estudios han demostrado que el miR-21-5p juega un papel
importante en la biologia del TA. Por ejemplo, en el TA de ratones obesos inducidos
por dieta alta en grasa incrementd la expresion del miR-21-5p y correlacion6
positivamente con el aumento en el nimero de adipocitos [91]. Ademas, se demostro
que la inhibicion del miR-21-5p reduce el peso corporal, asi como el tamafio de los
adipocitos y triglicéridos séricos en ratones genéticamente obesos [92]. A nivel celular,
el miR-21-5p inhibe la proliferacion de las células madre mesenquimales derivadas del
tejido adiposo humano mediante la regulacién del transductor de sefial y activador de
transcripcion 3 (STAT3) [91]. Ademas, este mMIRNA induce la diferenciacion
adipogénica a través de la modulacion de la sefalizacion de TGF- en hASC [93] y en
células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea de porcinos [94]. También,
el miR-21-5p regula la diferenciacion del adipocito mediante la modulacion de la via de
sefalizacion de ERK- Proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) a través de la
regulacion de la expresion de sprouty2 (SPRY2) en células madre mesenquimales

humanas [95], lo cual favorece la acumulacion del TA.

En pacientes con sindrome metabdlico se encontraron niveles elevados del miR-21-
5p en el plasma total [96]. En pacientes obesos y en pacientes diabéticos se
encontraron niveles bajos del miR-21-5p, el cual correlacioné con el indice de masa
corporal, circunferencia de la cintura, insulina y niveles de HOMA-IR [97]. Ademas,
pacientes con enfermedad de higado graso no alcohdlico presentaron niveles elevados
del miR-21-5p en el plasma total y correlacioné con la severidad de la esteatosis
hepatica [98]. Por otro lado, en modelos animales se ha encontrado que el consumo
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de fructosa promovié un aumento en los niveles plasmaticos del miR-21-5p, tanto en
ratones delgados y obesos [84], como en la ingesta cronica de sacarosa en ratas [76].
Por lo que, la evidencia indica que el miR-21-5p pudiera ser un miRNA protector para

el desarrollo de alteraciones metabdlicas inducidas por la alta ingesta de fructosa.

4.4. miR-140-5p

El miR-140-5p es un miRNA involucrado en la respuesta inflamatoria y en la
diferenciacion del adipocito. Por ejemplo, la disminucién de la expresién del miR-140-
5p incrementd los niveles de proteina de TLR4, respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88) y el factor nuclear (NF)-kB en células A549 de pulmén humano
[99], vy su sobreexpresion redujo los niveles de inflamacion mediante la supresion de
la via de la sefializacion TLR4/MyD88/NF-kB [99]. Ademas, otro estudio report6 que el
miR-140-5p se sobreexpresa en vasos sanguineos de ratones con aterosclerosis
[100]. En el mismo estudio se encontrd que en células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVEC), el miR-140-5p promueve un aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) a través de la regulacion de la expresion del factor nuclear relacionado
con el factor eritroide 2 (NRF2), sirtuina 2 (SIRT2) [100]. También se encontré que el
miR-140-5p participa en la inhibicion del estrés oxidante inducido por lipoproteinas de
baja densidad (LDL) oxidadas (ox-LDL) y la apoptosis celular mediante la regulacion
del TLR4 en la aterosclerosis inducida por ox-LDL mediada por macrofagos [101]. Por
otro lado, en células humanas HepG2 y en células de higado humano 7702 (HL-7702)

se encontro que la sobreexpresion del miR-140-5p regula negativamente al receptor
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de LDL (LDLR), lo que condujo a la disminucion de la captacion de LDL [102]. En
ratones apolipoproteina E™~ (apoE™"), el miR-140-5p inhibe la expresién de ABCA1
mediante la regulacién de factor regulador X7 (RFX7) para impedir el transporte

inverso de colesterol y agravar la aterosclerosis [103].

Ademas de su participacion en procesos inflamatorios, el mir-140-5p juega un
papel en la diferenciacion del adipocito. Por ejemplo, se demostro que la expresion del
miR-140-5p es inducida por el factor de transcripcion C/EBPa, un factor de
transcripcion importante en la diferenciacion terminal del adipocito [104]. En células de
la subcepa L1 continua de la cepa 3T3 de ratdn suizo albino (3T3-L1), el miR-140-5p
induce la adipogénesis mediante la regulacién de la sefializacion del TGF-B [104].
Ademas, MEG3, un RNA largo no codificante, inhibe la adipogénesis mediante la

regulacion del miR-140-5p en células madre derivadas del TA de humanos [105].

Por otro lado, los niveles plasméaticos del miR-140-5p disminuyeron en ratones
obesos inducido por dieta alta en grasa [106] y en un modelo genético de obesidad en
ratas [107], mientras que en pacientes con obesidad mérbida presentaron niveles
elevados del miR-140-5p en el plasma [108]. En el mismo estudio se encontré que la
pérdida de peso inducida por la cirugia condujo a una disminucion marcada de miR-
140-5p [108]. Adolescentes con sobrepeso y obesidad mdrbida presentaron niveles
elevados del miR-140-5p en el plasma [109]. Ademas, los niveles del miR-140-5p
correlacionaron con leptina y adiponectina, y también correlacion6 con el indice de
masa corporal, insulina, HOMA-IR, triglicéridos, HDL y LDL [109]. Asimismo, en

pacientes con DMT2 se encontro niveles elevados del miR-140-5p en el plasma [110]
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y en pacientes obesos con diabetes gestacional [111]. Por lo tanto, la evidencia indica
gue el miR-140-5p participa activamente en el desarrollo de alteraciones metabdlicas.
Debido a que las alteraciones metabdlicas inducidas por el consumo excesivo de
fructosa, como la obesidad y RI, y dado que este miRNA esta relacionado con la
inflamacion, diferenciacion del adipocito y con el metabolismo lipidos, podria jugar un

papel importante en el desarrollo de estas patologias.

45. miR-143-5p

El miR-143 es un miRNA altamente conservado en vertebrados y se encuentra
en el cromosoma (chr5 g33.1) y esta agrupado junto con el miR-145. El grupo de
MiRNA-143/145 esta ubicado en el gen huésped MIR143 no codificante de proteinas
(MIR143HG). En diversos estudios se ha demostrado que el miR-143 juega un papel
importante en la modulacion de diversos procesos celulares, incluyendo el
metabolismo. Por ejemplo, El miR-143 regula negativamente a la hexocinasa 2 (HK2),
la primera enzima limitante de la glucdlisis, resultando en la reduccion del metabolismo
de la glucosa [112]. En otro estudio se encontrd que, la sobreexpresion del miR-143
altera la activacion de PKB y la homeostasis de la glucosa mediante la regulacion
negativa de la proteina relacionada con la proteina de unién a oxisterol 8 (ORP8), en
hepatocitos, afectando la capacidad de la insulina para inducir la activacion de Akt,
siendo un objetivo potencial para el tratamiento de la diabetes asociada a la obesidad
[113]. Asimismo, se demostré que los ratones con deficiencia del gen MIR143HG estan

protegidos contra el desarrollo de RI asociada a la obesidad [113]. Ademas, esta
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deficiencia protege contra la progresion de la aterosclerosis y mejora el perfil lipidico

en ratones knock-out para el receptor LDL (LdIr”") [114].

Por otro lado, en estudios con mujeres normales se encontré que los niveles del
miR-143-5p en el plasma total incrementaron después de la ingesta de una dieta alta
en grasa [115], asi como en sujetos con sindrome metabdlico [116]. Sin embargo, en
nifios obesos se encontrd una disminucién en los niveles del miR-143-5p en el plasma
total [117]. Los niveles del miR-143-5p en el plasma total disminuyeron en un modelo
de restriccion caldrica en monos Rhesus [118]. Ademas, en modelos murinos se
encontré que los niveles del miR-143-5p en el plasma total no fueron modificados por

la ingesta de una dieta alta sacarosa y alta en grasa [119].

El miR-143-5p juega un papel importante en la fisiologia del adipocito. En
preadipocitos, el miR-143-5p acelera la diferenciacién a adipocitos a través de la
regulacion negativa de ERK5 [120]. Ademas, se observé que la sobreexpresion de
este miRNA promueve mayor acumulacion de triglicéridos en adipocitos porcinos [121]
y acelera la acumulacion de lipidos en una etapa temprana de la adipogénesis [122].
En células precursoras de adipocitos (APCs, por sus siglas en inglés), la
sobreexpresion del miR-143-5p durante la expansién clonal (2 dias después de la
induccion de la diferenciacion) inhibe la proliferacién celular y la adipogénesis,
mientras que durante la etapa de detencién del crecimiento y en la etapa de
diferenciacion terminal (los dias siguientes), la sobreexpresion del miR-143 promueve
la adipogénesis [123]. En otro estudio se encontr6 que el miR-143-5p induce la

adipogénesis en células 3T3-L1 al regular negativamente el factor de preadipocitos 1
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(Pref-1, por sus siglas en inglés), un inhibidor de la adipogénesis [124]. De acuerdo
con lo anterior, se encontr6 que el miR-143-5p correlaciona con los niveles de
expresion del PPARYy en el TA de ratones obesos inducido por dieta alta en grasa [125].
En otro estudio con adipocitos murinos, el tratamiento con TNF-a induce la disminucion
de los niveles de miR-143 [126]. Por lo anterior, la evidencia indica que el miR-143-5p
participa en la regulacién del metabolismo de lipidos y en el proceso de diferenciacion
de adipocitos. Entonces, el miR-143-5p en VEs y en TA podria desempefiar un papel
importante en el desarrollo de la obesidad mediante la induccién de mecanismos como
la adipogénesis y lipogénesis. Sin embargo, no se conoce el efecto de la exposicion a

altas concentraciones de fructosa sobre la expresion del miR-143-5p en VEs y TA.

4.6. miR-146b-5p

El gen MIR146B que codifica para el miR-146b esté localizado en el cromosoma
10 en humanos. El miR-146b-5p actia como regulador negativo del proceso
inflamatorio debido a su capacidad de regular negativamente a cinasa 1 asociada al
receptor de interleucina 1 (IRAK1), factor asociado al receptor TNF 6 (TRAF6) y la
sefializacion NF-kB, promoviendo la inhibicion de la sefializacion de citocinas
proinflamatorias [127]. Ademas, el tratamiento con IL-6 y TNF-a induce la expresion
del miR-146b-5p en adipocitos [128], y es secretado por los adipocitos por la

estimulacion de un medio condicionado de macrofagos estimulados con LPS [129].
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Ademas de patrticipar en la respuesta inflamatoria, el miR-146b-5p juega un
papel importante en el metabolismo. Por ejemplo, el miR-146b-5p disminuye la
captacion de glucosa por la disminucion de la expresion de GLUT4 mediante
regulacion negativa de IRS1 en adipocitos porcinos primarios [130]. También,
promueve la disminucién en la acumulacién de lipidos mediante la regulacion negativa
de IRAK1 y TRAF6 en células HepG2 tratadas con acido oleico [131]. Por otro lado,
en ratones con dieta alta en grasa se encontré que el tratamiento con miR-146b-5p
indujo una reduccion en el peso corporal, asi como la disminucion en la acumulacion
de lipidos en el higado y en el TA [131]. En cambio, en el TA de ratones con dieta alta
en grasa, aumentd la expresion del miR-146b-5p y el tratamiento con zerumbone, un
sesquiterpeno ciclico, promovié la regulacion negativa de este miRNA, lo que resulté
en el incremento de la expresion de SIRT1. La consecuente deacetilacion de caja de
horquilla O1 (FOXO1) y PGC1l-a promovié la inhibicion de la adipogénesis y la
reduccion en la ganancia de peso [132]. Ademas, la exposicion a frio (6 °C) promovio
la disminucién de la masa del TA junto con la disminucion de la expresion del miR-
146b-5p [133]. Lo anterior, pudiera ser debido a que el miR-146b-5p promueve la
adipogénesis mediante la regulacion negativa de SIRT1, lo que resulta en el
incremento de la acetilacion de FOXO1 en células 3T3-L1 [134]. Ademas, la expresion
del miR-146b-5p se encuentra elevada en el TA de ratones obesos inducidos por dieta
alta en grasa [135]. Asimismo, en el TAV y TAS de sujetos obesos, se encontro que el
miR-146b-5p se encuentra regulado positivamente [136], mientras que en sujetos con
DMT2 solo se encontr6 aumentado en el TAV [137]. Ademas del aumento en la

expresion del miR-146b-5p en el TAS de sujetos resistentes a la insulina, la expresion
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de este miRNA correlaciona positivamente con el porcentaje de masa grasa, IMC y

negativamente con el indice de la sensibilidad a la insulina [138].

Por otro lado, en estudios se ha demostrado que el miR-146b-5p se encuentra
en circulacion. En pacientes con enfermedad de higado graso no alcohdlico se
encontré que los niveles del miR-146b-5p en suero fueron bajos [139]. En cambio, en
nifos obesos, los niveles del este MIRNA en suero fueron elevados y correlacionaron
positivamente con el IMC y con el indice de masa grasa abdominal [140]. También, el
miR-146b-5p esté elevado en suero de sujetos con DMT2 y se encontrd que participa
en la supresion de la secrecion de insulina por alta concentracion de glucosa [140].
Asi, el miR-146b-5p participa en la regulacion de la respuesta inflamatoria y en el
metabolismo. Debido a lo anterior, la fructosa podria regular este miRNA como un
mecanismo que induce alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos en
higado y en el TA. Sin embargo, no se ha evaluado el efecto de la exposicién a fructosa

sobre la expresion del miR-146b-5p en VEs y en el TA.

4.7. miR-148a-5p

El miR-148a esta codificado dentro de una regién intergénica del cromosoma 7
en humanos y es altamente conservado entre las especies de vertebrados [141].
Estudios demostraron que el factor de transcripcién proteina de union a elementos
reguladores de esterol 1c (SREBP1c), PPARy y proteina de unién a elementos de

respuesta a AMPc (CREB) inducen la expresion del miR-148a [141,142]. El miR-148a-
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5p se ha implicado en diversos procesos celulares, incluyendo el metabolismo y la
diferenciacion del adipocito [143,144]. Por ejemplo, en células madre mesenquimales
derivadas de tejido adiposo humano (hASC) la sobreexpresion del miR-148a-5p
promovioé la adipogénesis al regular negativamente al sitio de integracion tipo sin alas
1 (Wntl), uninhibidor de la adipogénesis [142]. También, se encontrd que el miR-148a-
5p promueve la adipogénesis a través de la regulacion negativa de Wntl0b, un
inhibidor de la adipogénesis, en células 3T3-L1 [145]. Sin embargo, en hASC tratadas
con IL-6, TNFa, leptina y resistina promovieron la disminucion del miR-148a y su
promotor, indicando que el miR-148a puede estar involucrado en las complicaciones
de la obesidad a través de su propio mecanismo transcripcional subyacente [146].
Ademas, los niveles de expresion de miR-148a-5p aumentaron en el TA de sujetos

obesos y en ratones alimentados con una dieta alta en grasa [142].

Por otro lado, el miR-148a-5p es regulado por los lipidos de la dieta y es
altamente expresado en el higado [141]. Ademas, este miRNA disminuye la captacion
de colesterol en hepatocitos al regular negativamente LDLR. Asimismo, en ratones
Knock down para miR-148a se encontré un incremento en la expresion del LDLR, lo
gue resulté en una disminucion en los niveles plasmaticos de LDL y un aumento en los
niveles de HDL [141]. Otro estudio demostr6 que el miR-148a-5p regula negativamente
la expresion del coactivador 1 alfa de PPARy (PGC1a), Sirtuina 7 (SIRT7) y 3-hidroxi-
3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMGCR), proteina de unién a caja Y 1 (YBX1), los

cuales participan en metabolismo de los lipidos induciendo la sintesis de acidos grasos
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[147]. Asi, la delecion del miR-148a-5p promueve la esteatosis hepatica por el

incremento de la acumulacién de lipidos en el higado de ratones [147].

Por otro lado, en sujetos con sindrome metabdlico presentaron niveles elevados
del miR-148a-5p [96] y en sujetos con obesidad modrbida [148]. También se encontrd
gue niveles elevados del miR-148a-5p en el plasma de sujetos obesos se relacion6
con la disminucion de la expresion de DNA metiltransferasa 1 (DNMT1), regulador de
los niveles de adiponectina, lo cual se relacion6 con estados insensibles a la
adiponectina [149]. Por lo tanto, la evidencia indica que el miR-148a-5p juega un papel
importante en el desarrollo de alteraciones metabdlicas como la obesidad y Rl y se
sabe que la alta ingesta de fructosa es un potente inductor de estas enfermedad. Asi,
la fructosa podria inducir estas alteraciones al modular la expresion del miR-148a-5p,

tanto en VEs como en TA.

4.8. miR-223-3p

El gen que codifica miR-223 se encuentra en el cromosoma X, y se relaciono
originalmente con la hematopoyesis y la funciéon de los granulocitos [150]. Algunos
estudios han identificado que los factores de transcripcion, como el factor de
transcripcion a PU-box 1 (PU.1), C/EBP-a y C/EBP-B3, y el factor nuclear 1A (NFI-A)

regulan la expresion de miR-223 [151,152].

Por otro lado, en mujeres con RI se encontr6 que el miR-223-3p se
sobreexpresa en el TAB y correlaciona positivamente con el indice HOMA-IR. Ademas,

el mismo estudio demostré que la sobreexpresion del miR-223-3p redujo los niveles

M. en C. Adridan Hernandez Diaz Couder. Tesis Doctorado en Biologia Experimental.
34



de la proteina del GLUT4, resultando en la disminucion de la captacion de glucosa
estimulada por insulina en adipocitos humanos [153]. En sujetos con obesidad mérbida
se encontr6 que el miR-223-3p fue regulado positivamente en el TAV [154].
Recientemente se encontrdé que la expresion del miR-223-3p en el TAV y TAS fue
regulado negativamente, junto con el incremento de la expresion del GLUT4 y del
inflamasoma receptor similar al dominio de oligomerizacion de union a nucleétidos que
contiene dominio de pirina (NLRP3) después de la pérdida de peso por la cirugia
bypass en sujetos obesos [155]. En otro estudio se encontré que los niveles del miR-
223-3p en el plasma total y en exosomas [156] incrementan en sujetos con DMT2

[157].

En estudios in vitro se demostrd que la sobreexpresion del miR-223-3p altera el
metabolismo de la glucosa mediante la disminicidn de los niveles de proteina de
GLUT4 y de lipidos a través de la regulacion de genes relacionados con la lipogénesis
en la células 3T3-L1 [158]. Ademas, el miR-223-3p disminuye la expresén del receptor
tipo toll 4 (TLR-4) en cultivo primario de macrofagos del TA [154]. En otros estudios
recientes se encontré que el tratamiento con TNF-a en células 3T3-L1 inhibié la
secrecion de miR-223-3p, mientras que promovié su acumulacion intracelular [158].
Asi, la acumulacién del miR-223-3p en adipocitos apoya la nocion de que este miRNA

es retenido durante la desregulacion metabdlica del adipocito.

Por otro lado, se demostré que en respuesta a la ingesta de fructosa disminuye
la expresion del miR-223-3p en el higado de ratones [83], mientras que una dieta alta

en grasa incrementa la expression del miR-223-3p en hamsters [159]. Asi, la evidencia
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indica que el miR-223-3p puede ser regulado por dieta. Por todo lo anterior, la alta
ingesta de fructosa podria modular los niveles de expresion del miR-223-3p en VEs y
en TA, el cual podria participar en la induccion de alteraciones metabdlicas, como la
RI en higado y masculo. Sin embargo, no se conoce del todo el efecto de la exposicion
a altas concentraciones de fructosa sobre la expresion del miR-223-3p en VEs y en el

TA.

4.9. miR-342-3p

El miR-342 es un miRNA codificado en el tercer intrén del gen EVL, el cual es
suprimido en el cancer colorrectal humano, teniendo un papel importante en el
desarrollo de cancer [160]. Este miRNA se ha reportado que juega un papel importante
en el metabolismo de lipidos. Por ejemplo, en células T reguladores expuesta a
dexametasona, un potente antiinflamatorio, se encontré que el miR-342-3p regula al
acompafante insensible a la rapamicina de mTOR (RICTOR), componente clave del
complejo de mTOR2, lo que promueve la oxidacion de acidos grasos y fosforilacion
oxidativa en estas células [161]. En la linea celular THP-1, la sobreexpresion del miR-
342-3p inhibe la acumulacién de lipidos y la inflamacion desencadenada por la
estimulacién con ox-LDL [162]. Ademas, el miR-342-3p suprime la glucolisis aerébica
al regular la via de sefializacion fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13K)/PKB/GLUT1 mediada
por el receptor del factor de crecimiento tipo insulina (IGF-1R) en el cancer de higado

[163]. También, el miR-342-3p reduce la expresion de sintasa de acidos grasos (FASN)
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y HMGCR, genes involucrados en la lipogénesis, al inhibir la expresion de SREBP en

células no adipocitarias [164].

Por otro lado, el miR-342-3p juega un papel importante en la fisiologia del TA.
Un estudios reportd que este miRNA disminuye en el TA de ratones obesos inducidos
por dieta alta en grasa [165]. Ademas, en el TA de ratones expuestos a frio también
disminuye su expresion [133]. Se ha reportado que el miR-342-3p es mas expresado
en adipocitos que en la fraccion vascular estromal del TA [166], e induce la
diferenciacion del adipocito al inhibir a la proteina de unién al carbono terminal 2
(CtBP2), un regulador de C/EBPa, en hASC [167]. En un estudio se encontré que el
miR-342-3p incrementd su expresion seis veces en adipocitos tratados con el medio

condicionado de macréfagos estimulados con lipopolisacarido (LPS) [168].

Ademas, este miRNA se ha encontrado en circulacion. En nifios obesos se
reportd una disminucion de los niveles del miR-342-3p en plasma total [169], asi como
en sujetos con DT2 [170,171]. Dado que el miR-342-3p juega un importante papel en
el metabolismo de lipidos, asi como la adipogénesis, por lo que este miRNA podra
estar involucrado en el mecanismo molecular de la alteraciébn del metabolismo de
lipidos inducido por la alta ingesta de fructosa. Sin embargo, no existe evidencia de la
modulacién de este miRNA por la exposicion a fructosa, el cual es considerado un

potente inductor lipogénico, adipogénico y un potente anticancerigeno [172].
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4.10. miR-450a-5p

El miR-450a es un miRNA intragénico que se encuentra ubicado en la region
cromosomica Xg26.3 [173]. En los ultimos afos, a través de la secuenciacion de
siguiente generacion y microarreglos de miRNAs se encontro que el miR-450a-5p tiene
una expresion anormal en diversos tipos de canceres y afecta la tumorigénesis de los
tumores malignos [174]. Ademas, existen estudios en donde se ha demostrado que
este miRNA también participa en la regulacion del metabolismo y en la diferenciacion
adipogénica. La expresion del miR-450a-5p incrementa la captacion de glucosa en
células de cancer de ovario, resultando en la glucdlisis eficientemente para la
produccion de energia [175]. Ademas, el miR-450a-5p revierte la Rl inducida por la
exposicion de MG mediante la regulaciéon de CREB en células HUVEC [176]. También
se ha observado que el miR-450a-5p modula la acumulacién de lipidos a través de la
regulacion de la adipogénesis mediante la inhibicion de la expresion de WISP2 en
células 3T3-L1 [73] y se ha encontrado que es uno de los miRNAs mas abundantes en

exosomas derivados del TA [73].

5. Justificacion

El consumo elevado de bebidas azucaradas ha incrementado la ingesta de
fructosa durante las Ultimas cuatro décadas. La ingesta de fructosa se ha considerado
un factor de riesgo para padecer enfermedades metabdlicas como la obesidad, ECV,

Rl y diabetes. En estas enfermedades existe un desequilibrio en la produccién y
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secrecion de moléculas por el TA que estan involucradas en el desarrollo de

enfermedades metabdlicas.

Recientemente, se ha encontrado que los miRNAs contenidos en VEs participan
en la regulacion de diversas funciones celulares de manera endocrina. En particular,
algunos miRNAs que participan en la regulacion de la adipogénesis pueden ser
secretados por los adipocitos, sin embargo, se desconoce su regulacion en

condiciones de exposicion a fructosa.

Por tal motivo, se requiere analizar los niveles del miR-21-5p, miR-140-5p, miR-
143-5p, miR-146b-5p, miR-148a-5p, miR-223-3p, miR-342-3p y el miR-450a-5p en
VEs del plasma de ratas con ingesta cronica de fructosa y en el sobrenadante de
células 3T3-L1 expuestas a fructosa. El presente trabajo de investigacion permitira
conocer la participacion de los miRNAs que se encuentran en VEs, los cuales se han
asociado con la adipogénesis inducida por fructosa; lo cual, a su vez, contribuira a la

elucidacion de los mecanismos endocrinos asociados con la generacién de obesidad.

6. Hipotesis

La ingesta cronica de fructosa activa mecanismos enddécrino pro-adipogénicos que

implican incrementos en el contenido de miRNAs en vesiculas extracelulares.

7. Objetivo General
e Evaluar el efecto de la exposicidon a fructosa sobre la secrecion de miRNAs

seleccionados en VEs del plasma y TA de ratas Wistar y en células 3T3-L1.
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7.1. Objetivos Particulares

e Determinar la distribucién de las VEs del plasma de ratas con ingesta cronica
de fructosa.

e Analizar el efecto de la ingesta cronica de fructosa sobre el perfil de miRNAs
seleccionados en VEs en plasma de ratas Wistar.

e Correlacionar los niveles de los miRNAs contenidos en VEs con la expresion
de los miIRNAs en TAy células 3T3-L1.

e Evaluar el efecto de la inhibicion de los miRNAs sobre el efecto de la fructosa

en células 3T3-L1.

8. Material y métodos

8.1. Animales

Las ratas utilizadas en el presente trabajo se criaron en el bioterio del Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez y se manipularon siguiendo las disposiciones
de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) para la produccién, cuidado y uso
de animales de laboratorio. Se utilizaron 20 ratas Wistar macho de 8-10 semanas de
edad con un peso de 100-120 g, los cuales fueron asignados en dos grupos
aleatoriamente (grupo Control y grupo Fructosa). Todos los animales fueron
mantenidos en el bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez bajo
ciclos artificiales de luz/obscuridad de 12 horas y a una temperatura de 22°C. Los
animales del grupo Control tenian acceso a agua ad libitum y los animales del grupo

Fructosa tenian acceso a una solucion de fructosa al 20% (p/v) como Unica fuente de
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agua [177]. Ademés, los animales de ambos grupos tuvieron acceso ad libitum una
dieta estandar para roedores (Dieta para roedores de laboratorio 5001: proteina
28.5%, grasa 13.4%, carbohidratos 57.9%; sacarosa 3.7%, fructosa 0.3%, glucosa
0.2%, para Nutrition International, Brentwood, MO) durante ocho semanas. La ingesta
de alimento y liquido se determiné semanalmente. Los animales fueron manipulados
siguiendo las regulaciones de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) para
la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. EI SICUAL del Instituto
Nacional de Cardiologia “Ilgnacio Chavez” aprobd el protocolo y todos los

procedimientos experimentales (18-1070).

8.2. Determinacién de pardmetros bioquimicos en plasma

Al término de la octava semana, todos los animales fueron sometidos a ayuno
por seis horas; se pesaron y se les extrajo una muestra sanguinea bajo anestesia
terminal, siguiendo la técnica de la punciéon cardiaca, usando K+EDTA como
anticoagulante. Al final, a los animales se les realiz6 eutanasia utilizando pentobarbital
sédico (60 mg/Kg) por via intraperitoneal. Los niveles de glucosa en sangre se
determinaron utilizando el método de glucosa oxidasa. El tejido adiposo epididimal se
recolecto, peso y congel6 inmediatamente en nitrégeno liquido, y se almacené a -70°C
para su posterior uso. El plasma fue obtenido de las muestras sanguineas por
centrifugacion (2000 x g por 15 minutos a 4°C) y se almacené a -70°C para su posterior
uso. Para la determinacion de los niveles colesterol total, triglicéridos y HDL-C se

utilizaron procedimientos enzimaticos estandar (SPINREACT colesterol-LQ vy
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triglicéridos-LQ); Spinreact SA Girona, Espafia y el Analizador Hitachi 902: Hitachi LTD,
Tokio, Japdn). La exactitud y precision de todas las mediciones bioquimicas se
proporcionan en un estudio anterior [76]. La estimacion de la Rl se realizo utilizando el
meétodo de evaluacion del modelo de homeostasis (HOMA). Se calculé utilizando la
siguiente formula: Niveles de glucosa en plasma en ayunas (mg/dL) x niveles de

Insulina en plasma en ayunas (mUI/L) dividido por 405 [178,179].

8.3. Medicién del tamafio de los adipocitos.

Para la tincion con hematoxilina y eosina se utilizé tejido adiposo epididimal
fijado en formalina al 10% (Sigma-Aldrich; MO, EE. UU.). El area de adipocitos del
tejido adiposo del epididimo se analizé utilizando el software ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EE. UU.), a partir de secciones de tejido adiposo
tefiidas con hematoxilina y eosina. La superficie media de los adipocitos se calcul6 a

partir de 500 células por rata.

8.4. Determinacién de adipocinas en plasma

Los niveles de leptina, insulina e IL-13 en plasma se determinaron utilizando un
kit de panel de perlas magnéticas de adipocinas de rata Milliplex MAP (Millipore;
Billerica, MA), siguiendo las indicaciones del proveedor. El ensayo anterior se analizé
utilizando un sistema Luminex MAGPIX (Luminex Corporation; Houston, TX) con el

software Milliplex Analyst (Millipore; St. Charles, MO). Los niveles de adiponectina en
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plasma se determinaron utilizando un kit de ELISA para adiponectina para rata

(Millipore; Billerica, MA) siguiendo las indicaciones de proveedor.

8.5. Cultivo celular de células 3T3-L1

Las células 3T3-L1 son una linea celular de preadipocitos que se adquirieron de
ATCC (Manassas, Virginia, Estados Unidos). Las células se cultivaron en placas de
seis pozos (8x104 células por pozo) con medio Eagles modificado de Dulbecco
(DMEM, Gibco, Grand Island, NY, EE. UU.). El medio DMEM se suplement6 con L-
glutamina 0.1 mM, piruvato sodico 1 mM, aminoacidos no esenciales 0.1 mM,
gentamicina al 1% y suero bovino fetal (SFB) al 10%, hasta que alcanzaron la
confluencia. Para los experimentos de recoleccion de VEs, primero el SFB se
ultracentrifugd a 118,000 x g durante 18 h (rotor de 45 Ti, Beckman Coulter) para
eliminar la contaminacion de VEs de origen bovinos [180]. Después de alcanzar la
confluencia celular, se llevé a cabo la diferenciacion con un céctel de diferenciacion:
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 0.5 mM, dexametasona 0.25 uM e insulina bovina 0.8
UM en DMEM con SFB limpio al 10%. Dos dias después, se cambié el medio de cultivo
sin coctel de diferenciacion, SFB sin VEs y se complementé con 550 uM de fructosa
(Sigma-Aldrich; MO, EE. UU.). Un estudio anterior demostré que 550 uM de fructosa
promueve la adipogénesis en las células 3T3-L1 [181]. Posteriormente, el medio de
cultivo se reemplazo cada dos dias hasta el cuarto dia, cuando se recupero el medio
de cultivo y se recolectaron las células. Todos los cultivos se mantuvieron en

condiciones de humidificacion y se incubaron a 5% de CO2y 37°C.
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8.6. Tincion de Rojo Oleoso O

Para determinar el contenido de lipidos en las células 3T3-L1, S se utilizo la
tincion con rojo oleoso. Las células se fijaron con 1 mL de paraformaldehido al 10%
(p/v) durante 30 min. Después, las células se lavaron tres veces con 1 mL de PBS.
Posteriormente, se tifieron con 500 yL de una solucion de tincién de Rojo Oleoso O
(1.2 mg/ml de colorante rojo oleoso O/solucién de isopropanol al 60%) (Sigma-Aldrich,
Misuri, Estados Unidos) durante diez minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, las
células se lavaron con etanol y PBS para eliminar el exceso de colorante rojo oleoso
O y se fotografiaron con un aumento de 10X. Para cuantificar el contenido de lipidos
intracelulares, los lipidos totales se extrajeron con alcohol isopropilico y se evaluaron
mediante espectrometria a 510 nm. Los datos se normalizaron al control de acuerdo

con la técnica informada previamente [182].

8.7. Estimacion del tamafio y nUmero de vesiculas extracelulares

Se utilizé el NanoSight NS300 para determinar el tamafio y la concentracion de
las vesiculas (Malvern Instruments Ltd; Malvern, Reino Unido). Previamente, se
centrifug6 el sobrenadante o el plasma (10000 x g durante 30 min a 4°C) para eliminar
los restos celulares y se recuperd el sobrenadante. Brevemente, las muestras se
diluyeron 4.5:500 en PBS y cada muestra se inyect6 en la camara del NanoSight. La
ganancia de la camara se establecié en un valor constante de 10y el valor umbral para

la detecciéon de vesiculas se establecié en 5.
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8.8. Aislamiento de RNA total de vesiculas extracelulares

A partir de 600 pyL de plasma y de sobrenadante del cultivo celular se aislo el
RNA total de las VEs utilizando el kit exomiRNeasy suero/plama (Qiagen®). Al inicio
del aislamiento del RNA, se centrifugo las muestras a 12,000 x g durante 30 min a 4°C
para enriquecer la muestra de VEs. Posterior a ello, se recupero el sobrenadante en
un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se desech¢ el pellet. Después, se adicionaron 600 uL
de buffer XBP a la muestra, obteniendo un volumen final de 1.2 mL; se mezclé por
inversion suave y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Enseguida, se
adicion6é 1.2 mL de la mezcla (buffer XBP/muestra) a la columna ExoRNeasy, se
centrifug6 500 x g por un minuto a temperatura ambiente y se descart6 el flujo del tubo
colector. Posteriormente, se adicion6 3.5 mL de buffer XWP a la columna ExoRNeasy,
se centrifugé a 500 x g por 8 minutos a temperatura ambiente y se descart6 el flujo
junto con el tubo colector. La columna ExoRNeasy se transfiri6 a un nuevo tubo
colector, se adicion6 700 uL de Qiazol a la columna ExoRNeasy y se centrifugo a 5,000
X g por 8 minutos a temperatura ambiente. Al término de la centrifugacion, se recupero
el lisado del tubo colector, se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se agitd
vigorosamente y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Al terminar la
incubacion, se adicion6 3.5 puL de control Spike-In miRNeasy Serum/Plasma que
contiene 1.6 x 108 copias/ pL de cel-miR-39 y 90 pL de cloroformo al lisado, se agitd
vigorosamente durante 10 segundos, se incubd durante 3 minutos a temperatura

ambiente y se centrifugé a 12,000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Al término de la
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centrifugacion, se recuperd 400 puL de la fase acuosa superior a un nuevo tubo

Eppendorf de 1.5 mL, se agrego 600 uL de etanol absoluto y se mezcl6 por pipeteo.

Después, se transfirieron 700 uL de la mezcla a la columna spin RNeasy
MinElute, se centrifugd a 8,000 x g durante un minuto a temperatura ambiente y se
descarto el liquido resultante del tubo colector. Este paso se repitié con el remanente
de la mezcla. Posterior a ello, se agregaron 700 yuL de buffer RWT a la columna
RNeasy MinElute, se centrifugd a 8,000 x g durante un minuto a temperatura ambiente
y se descarto el liquido resultante del tubo colector. Después, se agreg6 500 pL de
buffer RPE en la columna RNeasy MinElute, se centrifugé a 8,000 x g durante un
minuto a temperatura ambiente y se descarto el liquido resultante del tubo colector. Se
agregd nuevamente 500 pL de buffer RPE a la columna RNeasy MinElute, se
centrifugo 8,000 x g durante 2 minutos a temperatura ambiente y se descarto el liquido
resultante junto con el tubo colector. Después se colocd un nuevo tubo colector a la
columna RNeasy MinElute, se centrifugé a 12,000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente y se descarto el liquido junto con el tubo colector. Por ultimo, se colocé un
nuevo tubo Eppendorf de 1.5 mL a la columna RNeasy MinElute, se adicioné 14 uL de
H20 grado PCR, se incubo6 por un minuto a temperatura ambiente y se centrifugé a
12,000 x g durante un minuto a temperatura ambiente para eluir el RNA. Se desechd

la columna RNeasy MinElute y se resguardo el RNA a -70°C para su posterior uso.
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8.9. Aislamiento de RNA total del tejido adiposo y de células 3T3-L1

Para el aislamiento de RNA total se utiliz6 100 mg de tejido adiposo epididimal
y 8.0 x 10 células 3T3-L1. En un tubo Eppendorf de 1.5 mL, el tejido adiposo se
disgregé en 1 mL de Trizol (Roche®) utilizando un homogenizador. Después, el
homogeneizado se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Posterior a ello, se
adicionaron 200 uL de cloroformo, se agitdé vigorosamente utilizando un vortex por 15
segundos y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. En seguida, se centrifugo
a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C para separar la fase acuosa, la cual contiene el RNA
total y de la fase organica. Se recupero la fase acuosa en un nuevo tubo Eppendorf de
1.5 mL, se adicionaron 500 pL de isopropanol y se incub6 por 30 minutos a 4°C para
precipitar el RNA total. Al terminar la incubacion, se centrifugo a 12,000 x g por 15
minutos a 4°C. Posteriormente, se recuperé el pellet de RNA al decantar el
sobrenadante. Para lavar el pellet de los solventes anteriormente utilizados, se
adicion6 1 mL de etanol al 70%, se agit6 vigorosamente por 15 segundos utilizando un
vortex y se centrifugd a 12,000 x g por 8 minutos a 4°C (el procedimiento de lavado se
repitié dos veces). Por ultimo, se decanté el exceso de etanol al 70% y el pellet se dejé
secar durante 20 minutos. Una vez que se encontrd seco el pellet de RNA, se adicioné

25 pL de H20 grado PCR. Después se resguardo a -70°C para su posterior uso.
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8.10. Sintesis de DNA complementario

Para realizar la sintesis de DNA complementario (cDNA) especifico para
MIiRNAs, se utilizé el kit de transcripcion inversa para microRNA TagMan™ (Applied
biosytem, California, Estados Unidos). A partir de 15 ng de RNA se realiz6 la sintesis
de cDNA. Para cada muestra de RNA se utilizé la siguiente mezcla de reaccion

indicada en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes para la reaccién de sintesis de
cDNA especifico de miRNAs

Reactivos Volumen
dNTPs (100mM) 0.10 pL
Transcriptasa inversa (50 U/uL) 0.60 uL
Buffer de Transcriptasa Reversa 10x 1.00 pL
Inhibidor de RNasas (20 U/uL) 0.12 uL
Sonda microRNA especifico 2.00 uL
RNA 1.50 uL
H,O grado PCR 4.68 L
Volumen Total 10.0 yL

Los primers especificos para microRNAs (Applied biosystem) fueron los
siguientes: miR-143-5p (ID del ensayo: 463509 mat), miR-140-5p (ID del ensayo:
001187), miR-148a-5p (ID del ensayo: 473012_mat), miR-450a-5p (ID del ensayo:
462729 _mat), miR-21-5p (ID del ensayo: 000397), miR-146b-5p (ID del ensayo:
002755), miR-342-3p (ID del ensayo: 002260) y miR-223-3p (ID del ensayo:
07896_mat) (ThermoFisher, Massachusetts, Estados Unidos). Para la sintesis de
cDNA, se utilizaron las condiciones de reaccion indicados en la Tabla 2. Al término de
la reaccidn, el cDNA se resguard6 a -20°C para su posterior uso.
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Tabla 2. Condiciones de reaccién para la sintesis
de cDNA

Pasos Condiciones de reaccion
16°C por 30 min
42°C por 30 min
Paro de reaccion 85°C por 5 min
Enfriamiento 4°C por 15 min

Transcripcion inversa

Para realizar la sintesis de cDNA convencional, se utilizo el kit de transcripcion
inversa Quantitech (Qiagen). A partir de 200 ng de RNA se realizo la sintesis de cDNA.
Para eliminar posible contaminacion de DNA genémico (DNAQ), se utilizé la siguiente
mezcla de reaccion para cada muestra de RNA indicada en la Tabla 3.

Tabla 3. Componentes de reaccion para
eliminacion de DNAg

Reactivo Volumen
Buffer de eliminacion de DNAg (7x) 1L
H20 grado PCR 4 pL
Muestra de RNA (200 ng) 2 uL
Volumen Total 7 uL

Para la eliminacién del DNAg, las muestras se incubaron a 42°C por 2 minutos.
Al término de la incubacién, las muestras de RNA se colocaron inmediatamente a 4°C.
Posterior a ello, se realizd utilizo la siguiente mezcla de reaccion para la sintesis de

cDNA convencional indicada en la Tabla 4.
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Tabla 4. Componentes de reaccion para
sintesis de cDNA convencional

Reactivos Volumen
Transcriptasa Reversa 0.5 puL
Buffer de Reaccion (5x) 2.0 pL
Mix de Primers RT 0.5 pL
Volumen Total 7.0 pL

Por altimo, la mezcla de reaccion se incub6 a 42°C por 15 minutos. Al término

de la reaccion, el cDNA se resguardé a -20°C para su posterior uso.

8.11. Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion

inversa (RT-qPCR)

Para la realizar la gPCR, se utilizé una mezcla de reaccion para cada miRNA y
gen analizado. La mezcla de reaccién se realizé con los siguientes reactivos indicados

en la Tabla 5.

Tabla 5. Componentes de reaccion para la qPCR

Reactivo Volumen
QuantiNova Probe PCR Master Mix 2x 5.0 uL
Primers y Sonda especifico 0.6 yL
H20 grado PCR 29 uL
Volumen Total 8.5 uL
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La amplificacion se llevd a cabo utilizando 1.5 yL de cDNA, obteniendo un
volumen final de 10 pL de reaccion. Se utilizaron las condiciones de reaccion indicadas

en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de reaccion para gPCR
Condicion de reaccién

Desnaturalizacion 95°C por 5 minutos
45 ciclos

Desnaturalizacion 95°C por 10 segundos
Hibridacion 60°C por 40 segundos
Extension 72°C por 5 segundos

Las concentraciones relativas de los miRNA se normalizaron con valores de Ct
del cel-miR-39. Todos los valores de Ct para cel-miR-39 variaron de 20 a 22 ciclos,
tanto para el plasma total como para los aislamientos de RNA de VEs. Las
concentraciones relativas para los genes se normalizaron con los valores de Ct del

Gapdh. Los valores se calcularon utilizando la férmula 2-A(Ctgen referencia - Ct gen de interés)

8.12. Western Blot

Del cultivo celular, después del cuarto dia de tratamiento con fructosa, se
recuperd el sobrenadante de cultivo celular y se centrifugé a 400 x g durante 10
minutos para eliminar las células. El sobrenadante se volvié centrifugar a 2000 x g
durante 20 min para eliminar los restos celulares y finalmente el sobrenadante
resultante se almacendé a -70°C hasta su uso posterior. Las muestras se descongelaron
a 4°C. Se agregaron 2 mL de una solucion de PEG 8000 (50% p/v) por cada 10 ml de

muestra y se incubaron durante la noche a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 1500
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X g y el sedimento se resuspendio en 2,7 mL de PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM). La muestra se pipete0 en tubos de 13 x 51 mm
para ultracentrifugacion (Optima MAX, Beckman Coulter) a 118,000 x g (53.000 rpm,
factor k 56,7) a 4 ° C en un rotor de angulo fijo (TLA 100.3, Beckman Coulter; CA, EE.)
durante 39 minutos. El sedimento resultante se resuspendié en 50 pl de tampdén RIPA
suplementado con coctel de inhibidores de proteasa 1x y EDTA 1x (coctel de uso Unico

inhibidor de proteasa Halt, Thermo Scientific; MA, EE. UU.).

Se utilizd el método SDS-PAGE para separar proteinas. Después de la
transferencia, las membranas se incubaron durante la noche con anti-ANXA2 de
conejo (Abcam, ab178677) a 1: 5,000, anti-CD63 de conejo (Abcam, ab193349) a 1.:

2,000 y anti-CD81 de conejo (Abcam, ab21929) a 1:2,000.

Para el caso de las células, las células 3T3-L1 se homogenizaron en buffer de
lisis (10 mM HEPES, 0,2% Triton X-100, 50 mM NaCl, 0,5 mM sacarosa, 0,1 mM EDTA,
inhibidores de proteasa y fosfatasa), Posterior a ello, el homogenizado se centrifugé a
8,000 x g por 10 minutos a 4°C. Se utilizé el método SDS-PAGE para separar
proteinas. Después de la transferencia, las membranas se incubaron durante la noche
con anticuerpo transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4): sc-7273 E-8 (dilucién 1:1000);
Anticuerpo del receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARYy):

SC-7273 (dilucion 1:1000).
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8.13. Transfeccion del inhibidor del miR-143-5p

Se realiz6 la transfeccion de las células 3T3-L1 usando miR-143-5p miRCURY
LNA™ Power Inhibitor (Exigon Inc, Woburn, MA) con Lipofectamina 2000 (Invitrogen;
Thermo Fisher Scientific, Inc.), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
En primer lugar, las células se cultivaron en placas de seis pozos (8x10* células por
pozo) con medio Eagles modificado de Dulbecco (DMEM, Gibco, Grand Island, NY,
EE. UU.). El medio DMEM se suplement6 con L-glutamina 0,1 mM, piruvato sédico 1
mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, gentamicina al 1% y suero bovino fetal (SFB)
al 10% hasta que alcanzaron la confluencia. Después, se preparé el reactivo de
transfeccion diluyendo 40 pmol de antimiR-143-5p en 6 mL de medio Opti-MEM®
(Gibco, Paisley, UK) y 30 pL de lipofectamina 2000 en 6 mL de medio Opti-MEM®
(Gibco, Paisley, UK). Ambas soluciones se mezclaron por inversion, obteniendo un
volumen final de 12 mL y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Después, las células 3T3-L1 se transfectaron con la solucién de transfeccion del
antimiR-143-5p. Veinticuatro horas mas tarde, las células transfectadas se estimularon
con 550 uM de fructosa, y el medio se cambioé cada dos dias hasta el cuarto dia,

cuando se recolectaron las células.

8.14. Analisis estadistico
Los datos se presentan como medias y errores estandar. Los datos se probaron

para determinar la normalidad y las varianzas iguales. Las diferencias entre los
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grupos se evaluaron mediante la prueba U de Mann-Whitney para datos no

apareados (p <0,05) utilizando el software Graph Pad Prism version 8.

9. Resultados
9.1. Consumo de fructosay alimento en ratas Wistar durante ocho semanas
El consumo de 20% (p/v) de fructosa en el agua de beber redujo el consumo de
alimento por dia (16 g de alimento/rata/dia), comparado con el grupo Control (30 g de
alimento/rata/dia) (p<0.05) (Tabla 7). Ademas, el consumo de liquido fue menor en el
grupo de Fructosa (30 mL agua/rata/dia) comparado con el grupo Control (47 mL de
agua/rata/dia) (p<0.05). Las ratas que recibieron fructosa consumieron 5.38 g/rata/dia
de fructosa. Sin embargo, el consumo de calorias fue similar en ambos grupos (Tabla

8).
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Tabla 7. Parametros de consumo de alimento, zoométricos y bioquimicos de los

animales.
Control Fructosa
Valor P
(n=6) (n=14)

Alimento (g/rata/dia) 29.57 £ 1.359 16.17 £ 0.861* 0.0006
Liquido (mL/rata/dia) 47.14 +2.745 30.70 £ 3.34* 0.002
Fructosa (g/rata/dia) 0.581 +£0.027 5.38 £ 0.24* <0.0001
Kcalorias (Kcal/rata/dia) 55.71 £ 3.74 55.67 £ 2.66 0.730
Peso corporal (g) 350.20 £ 15.21 341.9+£5.92 0.792
Peso tejido adiposo epididimal (g) 2.51+£0.19 295+0.14 0.148
Promedio del area de adipocitos (um?) 1620 + 52.29 2090 + 105.6* 0.039
Glucosa (mg/dL) 160.70 £8.95  232.50 + 17.89* 0.001
Insulina (pg/mL) 16.49 + 2.42 44.9 + 4.65* 0.007
HOMA-IR 0.270 £ 0.04 0.870+ 0.15* 0.007
Colesterol Total (mg/dL) 47.98 + 1.67 48.92 + 1.29 0.920
Triglicéridos (mg/dL) 53.83 + 7.56 125.30 + 16.1*5 0.001
HDL-Colesterol (mg/dL) 38.98 + 1.87 33.88 £+ 1.51* 0.042
Leptina (pg/mL) 902.70 + 208.5 1751 + 160.2* 0.012
Adiponectina (ng/mL) 52.42 + 3.08 72.17 + 4.12* 0.017
IL-1B (pg/mL) 19.59 +10.27  107.70 + 29.59* 0.033

Los datos se presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron
calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.
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9.2. Efecto de la alta ingesta de fructosa sobre el perfil metabdlico en ratas

Wistar

La ingesta del 20% (p/v) de fructosa en el agua de beber durante 8 semanas no
modifico el peso corporal en el grupo Fructosa, comparado con el grupo Control (Tabla
1). Ademas, no se encontraron cambios en el peso del TA en el grupo Fructosa
comparado con el grupo Control (Tabla 7), pero se observo un aumento en el area de
los adipocitos del grupo Fructosa comparado con el grupo Control (p<0.05) (Tabla 1).
Por otro lado, los niveles de glucosa, triglicéridos e insulina en el plasma fueron
mayores en el grupo Fructosa comparado con el grupo control (p<0.05) (Tabla 1),
mientras que los niveles de HDL-C fueron menores en el grupo Fructosa (p<0.05).
Para determinar si la ingesta de fructosa produjo RI, se calcul6 el indice de HOMA-IR.
El indice de HOMA-IR fue mayor en el grupo de Fructosa comparado con el grupo
Control (p<0.05) (Tabla 7). Por otra parte, los niveles de las adipocinas como leptina,
adiponectina e IL-1B fueron mayores en el grupo Fructosa comparado con el grupo

control (p<0.05) (Tabla 7).

9.3. Efecto de la alta ingesta de fructosa sobre la secrecion de vesiculas

extracelulares en plasma

En el plasma de ratas con ingesta de fructosa no se encontraron cambios en el

namero total de VEs comparado con el grupo Control (Figura 1). Sin embargo, si
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incremento el tamafo de las VEs (203.6 nm) comparado con las VEs del grupo Control

(187.5 nm) (p<0.05) (Figura 1).
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Figura 1. Determinacion del nimero de particulas y tamafio de VEs derivadas del plasma de
ratas alimentadas con fructosa durante ocho semanas. a) La distribucion del tamafio y la
concentracion media de las particulas de plasma se determinaron mediante analisis de
seguimiento de nanoparticulas. b) El tamafio medio de las VEs se determinaron mediante
analisis de seguimiento de nanoparticulas (Control n=6; Fructosa n=14). Los datos se
presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron calculadas

mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05. ABC (Area bajo la curva).

9.4. Efecto de la alta ingesta de fructosa sobre los miRNAs relacionados con

la adipogénesis en vesiculas extracelulares del plasma.

La ingesta de fructosa durante 8 semanas aumentd 10.14 veces los niveles del
mMiR-143-5p en VEs del plasma (p<0.05), mientras que el miR-140-5p, miR-223-3p y
miR-342-5p disminuyeron 4.65, 3.87 y 9.47 veces, respectivamente con respecto al

grupo Control (p<0.05) (Figura 2). Por otro lado, no se encontraron cambios
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estadisticamente significativos en los niveles del miR-146b-5p, miR-148a-5p, miR-
450a-5p y el miR-21-5p en VEs (Figura 2). En conjunto, la fructosa modifico
selectivamente la abundancia del miR-140-5p, miR-143-5p, miR-223-3p y miR-342-3p.
Por lo que, la secrecion de estos miRNAs podria ser de respuesta a la ingesta de
fructosa. Los resultados de la expresion de los miRNAs en VEs del plasma se

encuentran resumidos en la Tabla anexa |II.
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Figura 2. Niveles de miRNAs en VEs del plasma de ratas con ingesta de fructosa durante ocho

semanas. Se determind la expresion del miR-21-5p, miR-223-3p, miR-450a-5p, miR-140-5p,
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mMiR-146b-5p, miR-143-5p, miR-342-3p y miR-148a-5p en el grupo Control (n=6) y grupo con
Fructosa (n=16) mediante RT-qPCR usando cel-miR-39 como referencia para el método 24,
Los datos se presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron

calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.

9.5. Efecto de la alta ingesta de fructosa sobre la expresion de miRNAs

relacionados con la adipogénesis en el tejido adiposo epididimal.

La ingesta del de fructosa durante 8 semanas incrementd la expresion 1.81
veces el miR-143-5p en TA epididimal comparado con el grupo Control (p<0.05)
(Figura 3), mientras que las expresiones del miR-223-3p y miR-342-3p disminuyeron
1.29y 1.30 veces, respectivamente en el grupo Fructosa con respecto al grupo Control
(p<0.05) (Figura 3). Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion del miR-
140-5p, miR-146b-5p, miR-148a-5p, miR-450a-5p y el miR-21-5p en el TA epididimal
de ratas con ingesta de fructosa (Figura 3). Resultando que, la fructosa induce cambios
en la expresion de estos miRNAs lo que pudiera favorecer los cambios metabdlicos
presentes en el TA. Los resultados de la expresion de los miRNAs en el TA se

encuentran resumidos en la Tabla anexa Il.
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Figura 3. Expresion de miRNAs en el TA epididimal de ratas con ingesta de fructosa durante
ocho semanas. Se aislé6 RNA del TA epididimal del grupo Control (n=6) y grupo Fructosa
(n=16) y se determiné la expresion del miR-21-5p, miR-223-3p, miR-450a-5p, miR-140-5p,
mMiR-146b-5p, MiR-143-5p, miR-342-3p y miR-148a-5p mediante RT-gPCR usando U6 como
referencia para el método 2'2°. Los datos se presentan como medias + error estandar. Las

diferencias significativas fueron calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.
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9.6. Efecto de la exposicion a fructosa sobre la diferenciacion en células 3T3-

L1

La exposicion de 550 uM de fructosa en células 3T3-L1 durante cuatro dias
promovié mayor acumulacion de lipidos comparado con aquellas células no
diferenciadas y en células Control (p<0.05) (Figura 4a). Asimismo, la exposicion a 550
MM de fructosa aumentd la expresion del RNAm de Glut4 comparado con las células
no diferenciadas (p<0.05) (Figura 4b). Ademas, la expresion del RNAm de Glut4
incrementd en las células expuestas a fructosa comparado con el grupo Control
(p<0.05) (Figura 4b). En el caso de la expresion del RNAm de Pparg y Cebpa se
observdé un incremento en su expresion en las células Control y en las células
expuestas a fructosa comparandolas con las células no diferenciadas (p<0.05) (Figura
4b). Sin embargo, no se encontraron cambios en la expresion de Pparg y Cebpa entre
las células Control y en las células expuestas a fructosa (Figura 4b). Los niveles de
proteina de PPARy y GLUT4 incrementaron en las células Control y en las células
expuestas a fructosa con respecto a las células no diferenciadas (p<0.05) (Figura 4c).
Sin embargo, no se encontraron cambios de la proteina de PPARy y GLUT4 entre las

células Control y en las células expuestas a fructosa (Figura 4c).
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Figura 4. La exposicién a la fructosa promueve la diferenciacién de las células 3T3-L1.
a) Las gotas de lipidos en adipocitos fueron determinadas mediante la tincion de rojo oleoso
0. Imagenes (10x) de las gotas de lipidos en adipocitos. El contenido de lipidos se determiné
a una densidad optica (DO) de 510 nm en las células Basales (n=6), células Control (n=6) y
en células Fru 550 uM (n=6). b) La expresiéon del RNAm dePparg, Glut4 y Cebpa se
determinaron mediante RT-gPCR, utilizando Gapdh como gen de referencia para el método 2°
ACt ¢) Western blot representativo de PPARy y GLUTA4. Las proteinas se analizaron mediante
la técnica de Western Blot, se cuantificaron por densitometria y se normalizaron con GAPDH.
Los datos se presentan como medias * error estandar. Las diferencias significativas fueron

calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.
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9.7. Secrecion de vesiculas extracelulares en el sobrenadante de células 3T3-

L1 expuestas a fructosa.

Para evaluar que los adipocitos secretan VES, se determinaron los marcadores
de VEs como son CD63, CD81 y ANXA2. Como era de esperarse, se encontré la
presencia de estas proteinas en las VEs del sobrenadante de células 3T3-L1 en
condiciones estandar y en células expuestas a fructosa (Figura 5c). De acuerdo con el
analisis del area bajo la curva, se encontré que la exposicion a 550 uM de fructosa en
células 3T3-L1 durante cuatro dias aumenté 2.11 veces la secrecion de VEs en el
sobrenadante comparado con aquellas células en condiciones estandar (p<0.05)
(Figura 5a). Sin embargo, el tamafio de las VES no se encontraron cambios
estadisticamente significativos en el sobrenadante de las células 3T3-L1 expuestas a
550 uM de fructosa (214.40 £ 9.62 nm) comparadas con aquellas células en
condiciones estandar (287.3 + 47.76 nm) (Figura 5b). Por lo tanto, la exposicion a

fructosa induce el aumento en la secrecioén de VEs sin cambiar su tamaifo.
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Figura 5. Cuantificacion del numero de particulas y tamafio de VEs derivadas del
sobrenadante de células 3T3-L1 expuestas a fructosa. a) La distribucién del tamafio y la
concentracion media de las particulas del sobrenadante se determinaron mediante analisis de
seguimiento de nanoparticulas. b) El tamafio medio de las VEs se determinaron mediante
andlisis de seguimiento de nanoparticulas (grupo Control n=6; grupo Fru 550 yM n=6). c)
Western blot para CD63, ANXA2 y CD81 en EVs de sobrenadantes de células 3T3-L1. Los
datos se presentan como medias + error estdndar. Las diferencias significativas fueron

calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.
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9.8. Efecto de la exposicion a fructosa sobre los miRNAs relacionados con la

adipogénesis en vesiculas extracelulares del sobrenadante de células 3T3-L1

La exposicion a 550 uM de fructosa en células 3T3-L1 durante cuatro dias
incrementd 3.77 veces los niveles del miR-143-5p en VEs del sobrenadante
comparado contra las células en condiciones estandar (p<0.05) (Figura 6), mientras
gue los niveles del miR-223-3p disminuyeron 6 veces con respecto a las células en
condiciones estandar (p<0.05) (Figura 6). Sin embargo, no se encontraron cambios en
los niveles del miR-21-5p, miR-146b-5p, miR-140-5p, miR-342-3p, miR-450a-5p y miR-
148a-5p en VEs del sobrenadante de células 3T3-L1 expuestas a 550 uM de fructosa
(Figura 6). Por lo que, en conjunto con los resultados de VEs de plasma de ratas con
ingesta de fructosa, podria sugerirse que los adipocitos participan con el aumento de
los niveles del miR-143-5p y la disminucion del miR-223-3p. Los resultados de la
expresion de los miRNAs en VEs del sobrenadante se encuentran resumidos en la

Tabla anexa lll.

M. en C. Adridan Hernandez Diaz Couder. Tesis Doctorado en Biologia Experimental.
66



<

Z .03 p=0.4524
[ 1
2

E

S", 0.02

&

£

8 0.01-

E-

9

&

& 0.00- .
€ Control Fru 550, M

p>0.9999
0.0034

0.0024

0.001+

0.000-

miR-140-5p/cel-miR-39 microRNA

T
Control Fru 550,M

0.00020- £>0.9999
1

T

0.00015

0.00010

0.00005

0.00000-

miR-342-3p/cel-miR-39 microRNA

Control Fru 550uM

1
Control Fru 550,M

<
r4

% 0.000015

2 = 0.4000
£ p

D

2 0.000010

x

g

3

2 0.000005-

w0

©

o

3

E 0

H

miR-146b-5p/cel-miR-39 microRNA

miR-223-3p/cel/-miR-39 microRNA

miR-143-5p/cel-miR-39 microRNA

0.0025+

0.0020

0.0015+

0.0010

0.0005+

£>0.9999

0.0000~

0.006

0.004+

0.0021

-

T
Control Fru 550uM

p=0.0286

T

0.000-

0.00104

0.0008

0.0006

0.00044

0.0002+

.

T
Control Fru 550,M

p=10.0286

0.0000-

Control Fru 550uM

< p=0.6286
% 0.000025 [

e

g

E 0.000020

(=]

<

& 0.000015-

£

g 0.000010+

(=3

© 0.000005-

«©Q

<

E Control Fru 550,M

Figura 6. Expresion miRNAs en VEs del sobrenadante de células 3T3-L1 expuestas a 550 yM

de fructosa. Se determind la expresion del miR-21-5p, miR-146b-5p, miR-140-5p, miR-143-5p,

mMiR-342-3p, miR-223-3p, mir-450a-5p y miR-148a-5p mediante RT-gPCR usando cel-miR-39

como un miRNA de referencia para el método 22 (grupo Control n=6; grupo Fru 550 uM n=6).

M. en C. Adridan Hernandez Diaz Couder. Tesis Doctorado en Biologia Experimental.

67



Los datos se presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron

calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.

9.9. Efecto de la exposicion a fructosa sobre la expresion de miRNAs

relacionados con la adipogénesis en células 3T3-L1

La exposicion de 550 uM de fructosa en células 3T3-L1 aumento la expresion
del miR-143-5p (1.35 veces), miR-140-5p (1.42 veces), miR-223-3p (2.28 veces), miR-
342-3p (1.72 veces) y miR-146b-5p (1.25 veces) (p<0.05) (Figura 7). Sin embargo, no
se encontraron cambios en la expresion del miR-148a-5p, miR-450a-5p y miR-21-5p.
Los resultados en conjunto sugieren que la induccion de la adipogénesis mediante la
exposicion a fructosa induce la expresion del miR-140-5p, miR-143-5p, miR-146b-5p,
miR-223-3p y miR-342-3p. Los resultados de la expresion de los miRNAs en células

3T3-L1 se encuentran resumidos en la Tabla anexa lll.
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Figura 7. Expresion de miRNAs en las células 3T3-L1 expuestas a fructosa. Se determiné la

expresion del miR-21-5p, miR-223-3p, miR-450a-5p, miR-140-5p, miR-146b-5p, miR-143-5p,

miR-342-3p y miR-148a-5p mediante RT-qPCR usando U6 como un gen de referencia para el

método 22¢t (grupo Control n=6; grupo Fru 550 uM n=6). Los datos se presentan como medias

+ error estandar. Las diferencias significativas fueron calculadas mediante la prueba U de

Mann-Whitney, P <0.05.
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9.10. Efecto de la inhibicién del miR-143-5p en células 3T3-L1 expuestas a

fructosa

La inhibicion de la funcion del miR-143-5p mediante antagomiRs resulto en la
disminucién en la acumulacion de lipidos en los grupos antimiR-143-5p y antimiR-143-
5p + Fru 550 yM comparado con las células Control y con fructosa (p<0.05) (Figura
8a). Los resultados sugieren que el miR-143-5p juega un papel importante en la

acumulacion de lipidos en adipocitos.

Por otro lado, se evaluaron los niveles de expresion del RNAm de marcadores
adipogénicos para determinar si la disminucion de la acumulacion de lipidos fue debido
a la inhibicion de la adipogénesis. Se encontré un aumento en la expresién del RNAm
de Pparg, Glut4 y Cebpa, tanto en el grupo de células expuestas a fructosa como en
los grupos con inhibicién del miR-143-5p, comparados con el grupo control (p<0.05)
(Figura 8b). Los resultados anteriores sugieren que la inhibiciéon del miR-143-3p

disminuyé la acumulacion de lipidos sin afectar la diferenciacion de los adipocitos.

Por dltimo, se estudio la expresién de genes relacionados con la lipogénesis y
lipolisis para evaluar si la inhibicién del miR-143-5p afecto la expresion del RNAm de
Fasn, Pnpla, y Lpl. En el caso del RNAm de Fasn (lipogénico), en los grupos de células
con la inhibicion del miR-143-5p (antimiR-143-5p y antimiR-143-5p + Fru 550 yM) se
observé una disminucién en la expresion del RNAm de Fasn con respecto a las células
expuestas a fructosa (p<0.05) (Figura 8c). Sin embargo, no se observaron cambios
significativos en los grupos con la inhibicion del miR-143-5p con respecto a las células

Control (Figura 8c). Ademas, se observé un incremento en la expresion del RNAm de
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Fasn en las células expuestas a fructosa en comparacion con las células Control
(p<0.05) (Figura 8c). En el caso de los genes relacionados con la lipdlisis (Pnplay Lpl),
se observo un incremento significativo en la expresién de Pnpla en ambos grupos con
la inhibicién del miR-143-5p con respecto a las células Control (p<0.05) (Figura 8c),
mientras que no se encontraron cambios significativos en la expresion de Pnpla en las
células expuestas a fructosa (Figura 8c). En el caso de la expresién del RNAm de Lpl,
se encontrd un incremento en la expresion de Lpl en ambos grupos con la inhibicién
del miR-143-5p con respecto a las células Control (p<0.05) (Figura 8c), mientras que
las células con exposicion a fructosa solo presentaron un cambio significativo con el
grupo antimiR-143-5p + Fru 550 uM (p<0.05) (Figura 8c). Los resultados, en conjunto,
sugieren gque el miR-143-5p regula la acumulacién de lipidos a través de la regulacion
de la expresion de genes relacionados con la lipogénesis y lipolisis en condiciones de

exposicién a fructosa.

M. en C. Adridan Hernandez Diaz Couder. Tesis Doctorado en Biologia Experimental.
71



p=0.0248

p=0.0113
p=0.0007
a) AntimiR-143-5p + Lot
Control Fru 550 uM AntimiR-143-5p Fru 550 uM 2.0
: ) %81 o A . e

et 15
8 10
0.5
0.0

b ) soaso p=00116 <« &\6‘& <«
[ R
< 1 H p=0.0327 e =00224 ¥ \'.5")
% 15 p=00122 2 15 — 8 — o
a2 1 2 p=0.0001 2 0.08 p=0.0105 &
g_ 00057 s 10 g
s 3 05 % 0.06 0=0.0023
< 10 iz < [—‘=| < —
g g 3
E £ 0.0015 % 004
= =
@ 05 & 0.0010 &
g [ o 0.02
3 3 0.0005 z
e o
% 0.0 = 0.0000 @ 000
o > o o
& & e & S & s & o
& &£ ¥ & & ¥
& &>
& & ¢ & &
¥ Q:\h ¥ Q-‘N"
& Q\é“
¥ L
p=0.0036 p=0.0024
= 0.0384
c) ,—————-————-—]p p=0.0189 00000
0.10 = 0.0333
E — 5 p=0.0234 p=00479
g 5 g £
0.08
g : z = -+
6 4
2 0.06 § 04 S 04
s ] - g
x = s
9 0.04 & g
€ 3 8
:% = 0.2 E 0.2
5,002 £ £
2 3 i
@ 0.00 =00 £ 0.0
> » K SR > N R
oo“o (;:s? ,j"b @Q (Jo"s ‘;@Q & 4,‘9\ (,0&5 Gl g
< Q(“' & < &‘: & \ée <« & ‘\&\Q- &
i)‘(\ x & Q” ¥ o«
& L
R b, 3 N
I & &
& & 3§
= ) g
& & ¥
?'& v

Figura 8. Efecto de la inhibicion del miR-143-5p en células 3T3-L1 expuestas a
fructosa. a) Las gotas de lipidos en adipocitos se determinaron mediante la tincion Rojo Oleoso
0. Imagenes (10x) de las gotas de lipidos en adipocitos. El contenido de lipidos se cuantificd
a una densidad o6ptica (DO) de 510 nm (grupo Control n=3; grupo Fru 550 uM n=3; grupo
AntimiR-143-5p n=3; grupop AntimiR-143-5p + Fru 550 uM). b) y ¢) La expresion de Pparg,
Glut4, Cebpa, Pnpla, Lpl y Fasn se determind mediante RT-gPCR utilizando hipoxantina-
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guanina fosforribosiltransferasa (Hprt) como un gen de referencia para el método 22, Los
datos se presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron

calculadas mediante la prueba U de Mann-Whitney, P <0.05.

10.Discusion

La alta ingesta de fructosa se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades
metabdlicas, como la obesidad. En condiciones de obesidad, el TA presenta un
desequilibrio en la produccién y secrecidén de adipocinas, asi como los miRNAs en
VESs, los cuales pueden participar en la regulacion de diversas funciones celulares de
manera endocrina. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la
exposicion a fructosa sobre la secrecion de VEs con miRNAs relacionados con la
adipogénesis y el metabolismo en plasma de ratas Wistar y en células 3T3-L1

diferenciadas.

Inicialmente, se encontré que el consumo de una solucién de fructosa al 20%
(p/v) en el agua de beber durante ocho semanas no cambi6 el peso corporal en ratas
Wistar, pero aumento el promedio del area de adipocitos sin cambiar el peso total del
TA. Estos resultados, junto con el aumento de los niveles de glucosa, insulina,
triglicéridos y la disminucion de los niveles de HDL-C, sugieren que el consumo de
fructosa al 20% durante 8 semanas promueve la aparicion de componentes del
sindrome metabdlico. En estudios previos se han encontrado resultados similares en
ratas Wistar alimentadas con fructosa [183,184]. La concentracion de fructosa al 20%

se eligio para que se pareciera a la ingesta de los mayores consumidores de azUcares
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afiadidos en los EE. UU., que representa el 20-25% de la ingesta calorica diaria [185].
Sin embargo, en experimentos en animales experimentales, como ratones y ratas, la
concentracion de fructosa en el agua para beber varia entre el 10-30%, y la duracién
de estos experimentos también es variable [186]. Asi, no existe un consenso sobre
una concentracion experimental particular de ingesta de fructosa. Estudios en
humanos sanos mostraron que la ingesta de una solucion de fructosa al 20% aumenta
las concentraciones plasmaticas de triglicéridos y glucosa [187,188]. Con base en esta
informacion, se eligié una concentracion de fructosa al 20% en el agua de beber para

asegurar la induccién de trastornos metabdlicos.

Por otro lado, nuestros resultados muestran un aumento del area promedio de
adipocitos sugiere que la exposicion de fructosa al 20% induce hipertrofia de los
adipocitos. Este efecto puede explicarse debido a que las ratas alimentadas con
fructosa desarrollaron hiperleptinemia y una mayor acumulacion de grasa. En estudios
se ha informado que la hiperleptinemia y la resistencia a la leptina en el tejido adiposo
inducida por la ingesta cronica de fructosa favorece la hipertrofia de los adipocitos [42].
Ademas, se ha observado que los adipocitos hipertroficos pueden liberar factores
paracrinos, incluidos los VEs, que promueven el reclutamiento de preadipocitos e

inducen su diferenciacién en adipocitos maduros.

Estudios actuales han demostrado que los VEs son sefiales celulares que
regulan diversos procesos celulares y se pueden liberar bajo diferentes estimulos
[189,190]. Por ejemplo, se ha observado que las células 3T3-L1 liberan VEs a través

de la estimulacion de cAMP/dependiente de la proteina de intercambio activada por
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AMPc (EPAC), y esta liberacién aumenta con una combinacion de Ca?*y ATP [191].
Ademas, el acido docosahexaenoico del acido graso omega-3 de cadena larga
promueve el aumento de la liberacion de VEs en las células 3T3-L1 [192]. De manera
interesante, en nuestro estudio la exposicion a la fructosa promovié el aumento en la
liberacion de VEs de los sobrenadantes de las células 3T3-L1, pero la cantidad de VEs
no cambid en el plasma de las ratas alimentadas con fructosa. Es posible que la mayor
cantidad de VEs liberados de los cultivos celulares resulte de la exposicion directa a
una alta concentracion de fructosa (550 uM). Por el contrario, algunos estudios han
informado que después de la ingestion de bebidas endulzadas, la concentracion
sistémica de fructosa es de 363.4 uM [193]. De manera similar, las ratas que tuvieron
acceso a una solucién rica en fructosa (2 g/kg) presentaron una concentracion de 146
UM de fructosa en sangre periférica [194]. Por tanto, es posible que el TA in vivo esté
expuesto a concentraciones bajas de fructosa. Ademas, el efecto de la fructosa sobre
la secrecién VEs provenientes de los adipocitos podria ser enmascarado debido que
el TA corresponde a una combinacion compleja de diferentes tipos celulares. En el
futuro, seria necesario aislar especificamente los VEs del TA de las ratas expuestas a

altas concentraciones de fructosa.

En un estudio reciente, se demostrd que los adipocitos liberan dos tipos de VEs:
VEs pequefios (por debajo de 100 nm) y VEs grandes (100-200 nm) [190]. En el
presente estudio se encontré que la exposicién a la fructosa promovio la liberacion de
VEs entre 100-200 nm. Por lo tanto, los resultados sugieren que la fructosa induce la
liberacién de VEs grandes en las células 3T3-L1, las cuales pueden estar enriquecidas
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con proteinas de sefializacion adipogénica y marcadores mitocondriales [190]. Se
necesitan mas estudios para dilucidar si la fructosa promueve la liberacién de VEs del
TA al plasma debido a su un papel metabdlico. Por otro lado, los hallazgos actuales
han demostrado que las proteinas de union a RNA (RBP) estan involucradas en el
proceso de clasificacion de miRNA en VEs [195]. Entre estas proteinas, se encontré
que la proteina de union a caja Y 1 promueve el reclutamiento del miR-223-3p en VEs
de células HEK293T [196]. Debido a que la exposicién a la fructosa modifico los niveles
de miRNA en los VEs de los adipocitos, es probable que la fructosa regule las RBPs
involucradas en el proceso de clasificacion en VEs. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para dilucidar el efecto de la fructosa en la clasificacion de miRNA en VEs

mediante la regulacién de las RBPs.

En el presente estudio, se encontré que la alta exposicion a fructosa modificé la
abundancia de miRNAs relacionados con adipogénesis en VEs derivados del plasma
y TA de rata Wistar y del sobrenadante de células 3T3-L1, asi como en las células. En
particular, la fructosa promovié la secrecion de VEs de gran tamafio y aumento los
niveles de miR-143-5p en VEs del plasma, reduciendo los niveles de miR-223-3p, miR-
140-5p y miR-342-3p en ratas. En el sobrenadante de células 3T3-L1, la exposicion a
la fructosa solo aumento los niveles de miR-143-5p y disminuyo los niveles de miR-

223-3p en las VEs.

La fructosa aumento los niveles del miR-143-5p en las VEs del plasma de ratas
Wistar y en las VEs de células 3T3-L1, asi como en el TA y en el cultivo de células

3T3-L1. EI miR-143 es conservado entre ratas y humanos, y se ha demostrado que
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este miRNA tiene un papel importante en el metabolismo de los lipidos, adipogénesis
y RI. En estudios se encontré que el miR-143-5p se encuentra sobre expresado en
modelos in vitro de adipogénesis [197]. Ademas, este miRNA induce la adipogénesis
al promover la sintesis de triglicéridos [198] y acelera la acumulacion de lipidos [122].
En el presente estudio se demostré que la fructosa induce un aumento en los niveles
de miR-143-5p en los VEs derivados del plasma de rata y de las células 3T3-L1, lo que
respalda un papel metabdlico activo de las VEs en procesos metabdlicos. De acuerdo
con esta idea, encontramos una correlacion positiva entre los niveles de miR-143-5p
en VEs de ratas alimentadas con fructosa vy triglicéridos, y una correlacion negativa
con HDL-C. Ademas, sujetos obesos y sujetos sanos con una dieta alta en grasas
también presentaron niveles elevados de miR-143-5p en el plasma total [115,199].
Estudios recientes mostraron que miR-143-5p permanece sin cambios en el plasma
total de ratones alimentados con sacarosa durante 20 semanas [84] y en ratas
alimentadas con sacarosa durante 4 semanas [119]. La exposicion a fructosa aumento
diez veces la abundancia de miR-143-5p en los VEs. Ademas, en nuestros resultados
encontramos que la inhibicién del miR-143-5p en células 3T3-L1 expuestas a fructosa
redujo la acumulacién de lipidos sin alterar la diferenciacion del adipocito. Por lo que,
los resultados de este estudio apoyan la idea de que la fructosa puede inducir el
metabolismo de los lipidos mediante mecanismos endocrinos, incluida la liberacién de

VEs que contienen miR-143-5p.

Por otro lado, la exposicién a la fructosa redujo los niveles de miR-223-3p en

VEs, tanto de los sobrenadantes celulares como del plasma de rata. Se encontraron
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resultados opuestos en los VEs de ratas alimentadas con sacarosa durante un periodo
de tiempo mas largo (seis meses) [76]. Esta diferencia podria deberse a la fuente de
fructosa (sacarosa). Estudios anteriores demostraron que la sacarosa y la mezcla de
monosacaridos (fructosa + glucosa) tienen diferentes efectos sobre el metabolismo de
lipidos y glucosa en ratas y humanos [200-202]. Por lo tanto, los niveles bajos de miR-
223-3p en los VEs del plasma de rata podrian ser un efecto de la exposicién solo a
fructosa. El miR-223-3p es un miRNA es conservado entre ratas y humanos y se ha
encontrado disminuido en el plasma total de sujetos obesos [203,204] y pacientes con
DMT2 [205]. La funcién de miR-223-3p se ha relacionado con la respuesta inflamatoria
y la diferenciacion de adipocitos y otros estudios demostraron que miR-223-3p
promueve la adipogénesis en células madre mesenquimales [206] y en adipocitos

humanos [207].

En el presente estudio la exposicién a fructosa aumento la expresion de miR-
223-3p en las células 3T3-L1, mientras que se redujo en el TA de rata. La expresion
diferencial del miR-223-3p entre cultivo celular y tejido podria deberse a la complejidad
celular del tejido adiposo [208]. Por ejemplo, en el TAV de pacientes obesos, el miR-
223-3p se incremento especificamente en las células vasculares del estroma, mientras
gue en los adipocitos, este miRNA no se modifico [154]. Ademas, la regulacion positiva
de miR-223-3p conduce a la regulacién negativa de GLUT4 en adipocitos humanos
[209]. Por otro lado, en el TA de ratones, el miR-223-3p suprime la activacion
proinflamatoria de los macréfagos [210] y regula la produccién de NLRP3 e IL-1[3 [211].
Aungue se sugiere un papel de miR-223-3p en la adipogénesis por su aumento en las
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células 3T3-L1 tratadas con fructosa. En todo el TA, la fructosa puede inducir una
respuesta inflamatoria mediada por IL-13 debido a la regulacién a la baja de miR-223-
3p. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para comprobar si la regulacién a
la baja, sistémica y local de miR-223-3p en VESs, participa en la produccién sistémica

de IL-1B u otras citocinas proinflamatorias.

Nuestro estudio mostré que la fructosa redujo los niveles de miR-342-3p en VEs
de plasma de ratas Wistar. Y este efecto similar se ha observado en el plasma total de
nifios obesos [212] y en sujetos resistentes a la insulina [170,171]. El miR-342-3p es
un miRNA también conservado entre ratas y humanos, y esta implicado en el
metabolismo de lipidos y el proceso adipogénico. En estudios en hASC se encontré
gue el miR-342-3p induce la adipogénesis [167]. Ademas, estudios previos en células
no adipocitarias se encontré que el miR-342-3p reduce la lipogénesis al inhibir la
expresion de SREBP1c [164]. Curiosamente, en el presente estudio se encontré una
correlacion negativa entre los niveles del miR-342-3p en VEs del plasma de ratas
alimentadas con fructosa y los niveles de triglicéridos. A pesar de que la abundancia
del miR-342-3p en VEs es media, la exposicion a la fructosa indujo una disminucién
de nueve veces de este miRNA. Por lo tanto, nuestros hallazgos se suman a la nocién
de que la fructosa puede inducir lipogénesis mediante la reduccion del miR-342-3p en

VEs.

Ademas, se encontrg que la fructosa aumenta la expresion de este miRNA en
células 3T3-L1 y disminuye en el TA de ratas Wistar (Figura 2). Debido a que nuestros

resultados muestran que la exposicion a la fructosa esta relacionada con un aumento

M. en C. Adridan Hernandez Diaz Couder. Tesis Doctorado en Biologia Experimental.
79



en la expresion del miR-342-3p en células 3T3-L1, y que la ingesta cronica de fructosa
en ratas Wistar disminuye el miR-342-3p en el TA 'y en los VEs del plasma, se puede
sugerir que este miRNA se expresa mas en adipocitos que en la fraccion vascular
estromal del TA [166], por lo que otros tipos celulares pueden estar contribuyendo a la

secrecion del miR-342-3p.

Por otro lado, la fructosa redujo los niveles del miR-140-5p en VEs del plasma
de ratas Wistar. En otro estudio se encontré una tendencia similar en el plasma total
de pacientes obesos [170]. Sin embargo, otros estudios en sujetos con obesidad
morbida y en sujetos con DMT2 mostraron niveles elevados del miR-140-5p en el
plasma total [108,110]. En este estudio se encontré que la exposicion a la fructosa
aumento la expresion del miR-140-5p en las células 3T3-L1, lo que respalda la idea de
gue esté miRNA esta relacionado con la adipogénesis [213]. La abundancia del miR-
140-5p es media en VESs, en adipocitos y en el TA, y la exposicién a fructosa indujo
una reduccion de cuatro veces de la abundancia del miR-140-5p en VEs del plasma
de ratas Wistar. Nuestros resultados sugieren que el miR-140-5p puede estar
implicado en las alteraciones metabdlicas desarrolladas en ratas con ingesta cronica
de fructosa. Sin embargo, son necesarios futuros experimentos con exposiciones mas
prolongadas de fructosa para determinar si la estimulacion crénica modifica los niveles

del miR-140-5p en EVs.

El presente estudio demostré que la exposicion a la fructosa reduce los niveles
del miR-146b-5p en VEs del plasma de ratas Wistar. El miR-146b-5p es un miRNA

conservado entre ratas y humanos. Un estudio en nifios obesos y en adulos con DMT2
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mostro que los niveles del miR-146b-5p se encontraban elevados en el plasma total;
ademas, se encontré que este miRNA participa en la supresion de la secrecion de la
insulina pancreatica inducida por la alta concentracion de glucosa [140,214].
Curiosamente, en nuestro estudio se encontré una correlacion negativa entre los
niveles del miR-146b-5p en VEs del plasma de ratas con ingesta cronica de fructosa y
los niveles de leptina en plasma. Lo anterior pudiera ser debido a que se ha reportado
gue el RNAm de leptina es un blanco del miR-146b-5p [215]. Ademas, en nuestros
resultados mostramos que la abundancia del miR-146b-5p en VEs es media, y que la
exposicion a la fructosa promovié una reduccién de cuatro veces de este miRNA en
VEs. Si la reduccion de los niveles del miR-146b-5p puede participar en la
hiperleptinemia encontrada en las ratas alimentadas con fructosa, debe estudiarse

mas a fondo.

Por otro lado, se encontrd que la exposicion a fructosa aumento la expresion
del miR-146b-5p solo en las células 3T3-L1. En estudios previos se ha demostrado
gue el miR-146b-5p esta relacionado con la respuesta inflamatoria y la adipogénesis.
En este contexto, en estudios previos se reportd que el miR-146b-5p indujo
adipogénesis en preadipocitos humanos [136]. En el mismo estudio se encontré que
la expresion de este miRNA aumento6 en el TA de ratones obesos inducida por dieta
[136]. Ademas, el tratamiento con TNF-a indujo la expresion del miR-146b-5p en
adipocitos; también se encontré que esté miRNA regula la homeostasis de la glucosa
en preadipocitos porcinos primarios, mediante la regulacion del sustrato del receptor
de insulina 1 (IRS-1, por sus siglas en inglés) [130]. Por lo tanto, nuestros resultados
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en las células 3T3-L1 sugieren que la fructosa puede promover la adipogénesis al

aumentar la expresion del miR-146b-5p.

Por ultimo, se ha demostrado que los miRNAs miR-450a-5p, miR-148a-5p y
miR-21-5p participan en el proceso de diferenciacion del adipocito. Por ejemplo, Zhang
y colaboradores (2017) demostraron que el miR-450a-5p induce la adipogénesis a
través de la transferencia de este miRNA por VEs a células madre derivadas del TA
[73]. Sin embargo, en este estudio se encontrd que la abundancia de este miRNA en
VEs es baja y no se encontraron cambios tanto en células como en ratas. Ademas, un
estudio reciente mostré que el incremento en la expresion de este miRNA disminuye

la RI en células no adipocitarias [176].

Por otro lado, también se encontré que la abundancia del miR-21-5p en VEs es
alta; sin embargo, no se encontr6 cambios en el plasma, pero este miRNA si se ve
elevado en el sobrenadante y una clara tendencia a estar mas abundantemente en las
células. En algunos estudios se encontr6 que la expresién del miR-21-5p esta
involucrada en la proliferacion y diferenciacién de precursores de adipocitos [91,216].
Ademas, se demostré que el miR-148a-5p se expresa altamente en las hASC durante
la adipogénesis [217]. En el presente estudio se mostré que la abundancia de miR-
148a-5p es baja en VEs y la exposicion a la fructosa no cambio la expresion de este
MIiRNA, tanto en células como en ratas, por lo que se puede concluir que no tuvo
participacion. Sin embargo, se encontrd una correlacion positiva entre los niveles de
miR-148a en VEs y glucosa. Este hallazgo sugiere que miR-148a-5p esta asociado

con alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Ademas, nuestros resultados
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sugieren que la fructosa también puede utilizar otros mecanismos que no implican

cambios en la expresion de miR-450a-5p, miR-148a-5p y miR-21-5p.

En el presente trabajo se encontré que la exposicion a la fructosa modifica la
abundancia del miR-143-5p y del miR-223-3p en VESs de ratas y adipocitos. Dado que
las VEs se han considerado importantes mediadores de la comunicacion intercelular,
los hallazgos de la presente investigacion sugieren que la fructosa puede generar
sefales proadipogénicas mediadas por miRNAs en VEs provenientes de los

adipocitos, de esta manera, podrian participar en el desarrollo de la obesidad.

11.Conclusion

e La alta ingesta de fructosa induce un aumento en los niveles del miR-143-5p y
una disminucion del miR-223-3p y miR-342-3p, tanto en VEs de plasma como
en el TA de ratas Wistar.

e En adipocitos expuestos a fructosa se promueve un aumento en la secrecion
de VEs en el sobrenadante con niveles elevados del miR-143-5p y niveles
reducidos del miR-223-3p.

e La fructosa induce un aumento en la expresion del miR-143-5p, miR-223-3p,
miR-140-5p, miR-342-3p y el miR-146b-5p en los adipocitos.

e La inhibiciobn del miR-143-5p induce una disminucion en la acumulacion de

lipidos en adipocitos
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12.Perspectivas

e Estudiar el efecto de la transferencia de VEs enriquecidas con el miR-143-5p
de ratas con ingesta de fructosa a ratas Wistar control.

e Investigar mediante bioinforméatica un gene blanco relacionado con
mecanismos de acumulacion de lipidos en adipocitos y verificar si es un gen
blanco directo en adipocitos.

e Evaluar si el miR-143-5p y el miR-223-3p en VEs podrian ser miRNAs de

respuesta a exposicion a la fructosa.
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Tabla anexa I. Funciones de los miRNAs seleccionados

microRNA

Regulado positivamente

Regulado negativamente

miR-21-5p

miR-140-5p

miR-143-5p

miR-146b-5p

miR-148a-5p

miR-223-3p

miR-342-3p

miR-450a-5p

Disminuye produccién de glucosa.

Disminuye la acumulacion de
lipidos.

Induce la adipogénesis.
Incrementa el estrés oxidativo.
Disminucidn de la captacion de
LDL.

Relacionado con la progresion de
la ateroesclerosis.

Induce la adipogénesis.

Reduce el metabolismo de la
glucosa.

Aumenta la acumulaciéon de
lipidos.

Induce la adipogénesis.
Disminuye la captacion de la
glucosa.

Disminuye la acumulacién de
lipidos.

Disminuye secrecién de insulina.
Inhibe la respuesta inflamatoria.
Induce la adipogénesis.
Disminuye la captacion de LDL.
Acumulacién del TA.

Induce la adipogénesis.

Reduce la captaciéon de glucosa.
Correlaciona con el indice HOMA-
IR.

Induce la adipogénesis.
Disminuye la produccién de IL-1
Aumenta la oxidacién de acidos
grasos.

Disminuye la acumulacion de
lipidos.

Induce la adipogénesis.

Reduce la resistencia a la insulina.
Aumenta la captacion de glucosa.
Induce la adipogénesis.

Correlacién con IMC e
indice HOMA-IR

Incrementa la respuesta
inflamatoria.

Aumenta la sensibilidad a
la insulina.
Mejora el perfil lipidico.

Disminucion del TA.

Aumenta la acumulacién
de lipidos.

Aumenta captacion de
glucosa.

Incrementa la
acumulacién de lipidos.
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Tabla anexa Il

. Resumen de Expresion de miRNAs en vesiculas extracelulares del plasma y en tejido adiposo de ratas

miRNA Vesiculas Extracelulares Tejido adiposo
Control Fructosa Valor de P Control Fructosa Valor de P
miR-143-5p 0.0014 + 0.0005 0.0142 +0.0017 0.0010 0.0118 + 0.0008 0.0214 £ 0.0030 0.0143
miR-223-3p 4.9440 + 0.4456 1.2750 £ 0.6552 0.0220 0.1674 +0.0200 0.1297 £ 0.0061 0.0462
miR-140-5p 0.0810 +0.0099 0.0174 +£0.0100 0.0129 0.0301 +0.0058 0.0278 £ 0.0019 0.8983
miR-148a-5p 1.714e73£4.490e°  3.024e> +£5.187¢® 0.1250 0.0001 £3.925¢>  0.0001 £ 1.369¢7 0.6865
miR-146b-5p 0.0235 +£0.0021 0.0055 £ 0.0036 0.0245 0.0118 £0.0019 0.0112 + 0.0006 0.7166
miR-342-3p 0.0483 + 0.0046 0.0051 +£0.0041 0.0011 0.0086 + 0.0009 0.0066 +0.0011 0.0320
miR-21-5p 0.8459 +0.1206 0.3688 £0.1570 0.1093 0.4912 +0.0749 0.4342 +0.0378 0.5214
miR-450a-5p 0.0006 +0.0001 0.0005 £ 9.632¢7? 0.7181 0.0299 +0.0024 0.0297 £0.0018 0.8314

Los datos se presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron calculadas mediante la prueba U de
Mann-Whitney, P <0.05.

Tabla anexa Ill. Resumen de Expresion de miRNAs en vesiculas extracelulares del sobrenadante y en células 3T3-L1

miRNA Vesiculas Extracelulares Células 3T3-L1
Control Fructosa Valor de P Control Fructosa Valor de P
miR-143-5p 0.0009 +0.0002  0.0034 +0.0012 0.0286 0.0093 +0.0004  0.0126 = 0.0011 0.0179
miR-223-3p 0.0006 + 0.0002 0.0001 + 4.14e°° 0.0286 0.0007 + 6.16¢™> 0.0016 + 0.0005 0.0079
miR-140-5p 0.0002 + 7.88e> 0.0014 +0.0013 0.8571 0.0308 = 0.0010 0.0438 +0.0072 0.0079
miR-148a-5p 1.33e° + 8.08¢® 1.72e% +5.39¢ 0.4000 4.60e +4.78¢”7 5.59¢° + 8.58¢e”7 0.7302
miR-146b-5p 0.0002 + 4.21e° 0.0012 +0.0009 0.6286 0.1386 +0.0016 0.1736 +£0.0198 0.0411
miR-342-3p 7.57e%+1.37e5 0.0001+ 3.04e™ 0.6286 0.0018 +9.95¢° 0.0031 = 0.0006 0.0159
miR-21-5p 0.0063 +0.0014 0.0175+0.0079 0.2857 1.0000 £ 0.0281 1.2290 £ 0.2199 0.8413
miR-450a-5p 1.66e®+1.01e 5.75e% + 4.25¢® 0.4000 0.0003 +1.71¢® 0.0003 + 6.69¢"> 0.8889

Los datos se presentan como medias + error estandar. Las diferencias significativas fueron calculadas mediante la prueba U de
Mann-Whitney, P <0.05.
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