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Resumen

La nefropatia diabética (ND) es una de las principales causas de enfermedad renal
terminal en todo el mundo. Se ha descrito que los RNAs circulares (circRNAS)
participan en el desarrollo y progresion de la ND, sin embargo, sus mecanismos de
accion siguen sin ser dilucidados. En este proyecto, se analizaron in silico 60 circRNAs
expresados en la linea celular HEK293 cultivada a altas concentraciones de glucosa
(25 mM), con el objetivo de determinar su posible implicacion en los procesos de
fibrosis, inflamacién e hipertrofia que ocurren en la ND. El andlisis revel6 que el 83.3%
de esos circRNAs son de origen exonico. Establecimos una red de corregulacion
circRNA-miRNA-mRNA in silico y buscamos motivos RRM en las proteinas
involucradas en los procesos fisiopatologicos de la ND. Se predijeron 34 ejes de
corregulacion que tienen como blanco mRNAs que codifican proteinas que participan
en la via de sefalizacion AGE-RAGE. Se encontro que los factores de transcripcion c-
Jun y c-Fos tienen motivos RRM los cuales podrian estar interactuando con los
circRNAs, por lo que la expresion de los genes que codifican estas proteinas podria
estar modulada por la expresion de circRNAs. Se estudio también si se pudiese
establecer un mecanismo de regulacion por feedback, y para eso analizamos si los
promotores de los miRNAs blancos de los circRNAs estudiados poseen sitios de union
para los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos. Se encontré que los miR-1183 y miR-
1200, son blancos predichos de los circ_0001461 y circ_0001784, respectivamente;
ademas de que estos circulos interactian in silico con c-Jun y/o c-Fos. Finalmente,
analizamos la expresion de cinco circRNAs (circ_0001461, circ_0001784,
circ_0001666, circ_0001821 y circ_0000811) que interactuan in silico con c-Jun y c-
Fos, encontrando que los circ_0001461, circ0001666, circ_0001821 y circ_0001784
se sobreexpresan en concentraciones elevadas de glucosa y Né-1-carboxi-metil-L-
lisina. En conjunto, estos hallazgos sugieren que los circ_0001461, circ_0001666 y
circ_0001821 podrian promover el desarrollo de la ND y su expresion podria
correlacionar con la de c-Jun, c-Fos, y fibronectina las cuales son proteinas que
podrian modular y/o participar en los procesos de inflamacion, fibrosis e hipertrofia

cuando se activa el eje AGE-AGE.



Abstract

Diabetic nephropathy (DN) is a leading cause of end-stage renal disease worldwide.
Circular RNAs (circRNAs) have been reported to be involved in the development and
progression of DN, but the molecular mechanism linking diabetic nephropathy to
circRNAs remains to be elucidated. In this project, we performed in silico analysis of 60
circRNAs expressed in the HEK293 cell line cultured at high glucose concentrations
(25 mM), with the aim of determining their possible involvement in the processes of
fibrosis, inflammation and hypertrophy that occur in DN. Bioinformatic analyses
revealed that 83.3% of these circRNAs are of exonic origin. We established a circRNA-
MIRNA-mRNA coregulation network in silico and searched for RRM motifs in proteins
involved in the pathophysiological processes of ND. We predicted 34 coregulation axes
targeting mMRNAs encoding proteins involved in the AGE-RAGE signaling pathway. It
was found that the transcription factors c-Jun and c-Fos have RRM motifs which could
be interacting with circRNAs, so that the expression of the genes encoding these
proteins could be modulated by the expression of circRNAs. We also studied whether
a mechanism of feedback regulation could be established, and for this purpose we
analyzed whether the promoters of the miRNA targets of the circRNAs studied possess
binding sites for the transcription factors c-Jun and c-Fos. We found that miR-1183 and
miR-1200, are predicted targets of circ_0001461 and circ_0001784, respectively;
furthermore, these circles interact in silico with c-Jun and/or c-Fos. Finally, we analyzed
the expression of five circRNAs (circ_0001461, circ_0001784, circ_0001666,
circ_0001821 and circ_0000811) that interact in silico with c-Jun and c-Fos, finding that
circ_0001461, circ0001666, circ_0001821 and circ_0001784 are overexpressed at
elevated concentrations of glucose and Ne-1-carboxy-methyl-L-lysine. Taken together,
these findings suggest that circ_0001461, circ0001666, and circ_0001821 could
promote the development of ND and their expression could correlate with that of c-Jun,
c-Fos, and fibronectin which are proteins that could modulate and/or participate in the
processes of inflammation, fibrosis, and hypertrophy when the AGE-AGE axis is

activated.



1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) se considera un trastorno metabdlico crénico el cual se
caracteriza por niveles elevados de glucosa en sangre (hiperglucemia) como resultado
de una deficiencia absoluta o relativa de insulina, en el contexto de una disfuncion de
las células (3, resistencia a la insulina o ambas. La DM se clasifica en una forma de
aparicion temprana de etiologia autoinmune llamada diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y
otra no autoinmune de aparicion tardia conocida como diabetes mellitus tipo 2 (DMT2);
también, se han descrito otros subtipos clinicamente reconocibles, como la diabetes
monogénica, la diabetes gestacional y posiblemente una forma autoinmune de
aparicion tardia (diabetes autoinmune latente en el adulto). De hecho, la DMT2 se
define esencialmente como cualquier forma de diabetes que no sea de naturaleza
autoinmune o monogénica (Udler M., et al 2018). Las personas con diabetes tienen un
mayor riesgo de desarrollar una serie de enfermedades graves que ponen en peligro
su vida, dando como resultado, menor calidad de vida y mayor mortalidad. La
hiperglucemia provoca dafio vascular generalizado que afecta al corazon, retina,
rifiones y sistema nervioso causando diversas complicaciones (World Health
Organization, 2009).

1.2 Epidemiologia

La DM es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial que no
respeta estatus socioecondémico ni las fronteras entre paises. De acuerdo con los datos
publicados en 2019 por la Federacién Internacional de la Diabetes (FID), en su 92
edicién del Atlas de la Diabetes (International Diabetes, 2021), en la actualidad 463
millones de adultos viven con diabetes. Si no se toman las medidas necesarias de
prevencion, se prevé que para el afio 2030 578 millones de personas tendran diabetes.
Para el afio 2045, esa cifra aumentara hasta 700 millones. En 2015, México fue el
segundo pais latinoamericano y el sexto a nivel mundial en prevalencia de este
trastorno con cerca de 11,5 millones de pacientes (Garcia-Chapa E., et al 2017). Las
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personas que viven con diabetes estan en riesgo de desarrollar un conjunto de
complicaciones graves y potencialmente fatales, que derivan en una creciente
necesidad de atencién médica, reducida calidad de vida y estrés excesivo para las
familias. Si la diabetes y sus complicaciones no se tratan de manera adecuada, los
ingresos hospitalarios pueden ser frecuentes y existe un elevado riesgo de muerte
prematura (International Diabetes Federation - ATLAS DE LA DIABETES DE LA FID.,
2019).

1.3 Diabetes mellitus tipo 1

La DMT1 es también conocida como diabetes insulinodependiente, se presenta
comunmente desde la infancia y se considera una enfermedad inflamatoria crénica
causada por la destruccion de las células 8 en los islotes de Langerhans del pancreas.
Las células B tienen como funcion principal la secrecién de insulina en respuesta al

incremento de la glucosa (Achenbach P., et al 2005).

Existen diversas causas por las cuales puede ocurrir la destruccién de las células 3 en
los islotes de Langerhans, como pueden ser infecciones por virus, agentes quimicos,
autoinmunidad o predisposicion genética (Maedler K., 2008). Durante la etapa previa
al inicio de la DMT1, en el 80% de los individuos se detectan anticuerpos contra
antigenos citoplasmaticos o membranales de las células B pancreaticas como la
descarboxilasa del acido glutamico 65 y 67 (GAD65 y 67), la proteina de choque
térmico 65 (HSP-65), y contra la insulina (Fathallah N., et al 2015). Mediante la
identificaciébn de estos anticuerpos en personas sanas, se establece el riesgo de
desarrollar la enfermedad; por ejemplo, la presencia de anticuerpos contra insulina
confiere un riesgo pequefio, mientras que la combinacion de anticuerpos contra células
de los islotes y contra GAD o insulina representa un riesgo alto de padecer DMT1
(Maedler K., 2008). Sin embargo, la mayor susceptibilidad para desarrollar DMT1 la
confieren algunas de las variantes de los genes del antigeno leucocitario humano de
clase Il (HLA clase II). Estas variantes contribuyen con el 50% del riesgo a padecer

DMT1, y en particular se han encontrado asociados algunos polimorfismos genéticos



en la regidon que codifica para los sitios de unién de los péptidos en los antigenos HLA
(Achenbach P., et al 2005; Fathallah N., et al 2015).

1.4 Diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 es una enfermedad cronica y compleja, relacionada con defectos en la
secrecion de insulina frecuentemente en el contexto de resistencia a esta hormona,; la
progresion de la enfermedad esta asociada a factores genéticos, estrés metabdlico e
inflamacién (American Diabetes Association, 2003). Sin embargo, las causas que
desencadenan la DMT2 se desconocen en el 70-85% de los pacientes; al parecer,
influyen diversos factores como la herencia poligénica (en la que participa un nimero
indeterminado de genes), junto con factores de riesgo que incluyen la obesidad,
dislipidemia, hipertensién arterial, historial familiar de diabetes, dieta rica en
carbohidratos, factores hormonales y una vida sedentaria. Los pacientes presentan
niveles elevados de glucosa y resistencia a la accion de la insulina en los tejidos
periféricos (Fathallah N., et al 2015). Del 80 al 90% de las personas tienen células 3
pancreaticas sanas con capacidad de adaptarse a altas demandas de insulina
(obesidad, embarazo y cortisol) mediante el incremento en su funcidn secretora y en
la masa celular (Maedler K., 2008; Donath M., et al 2005). Sin embargo, en el 10 al
20% de las personas se presenta una deficiencia de las células 3 en adaptarse, lo cual
produce un agotamiento celular, con reduccién en la produccién y liberacién de insulina
(Maedler K., 2008).

Asimismo, la DMT2 se asocia con la pérdida de sensibilidad a la insulina y
posteriormente con la falla en la secrecion de esa hormona. La insulina mantiene la
homeostasis de la glucosa regulando la captacion de esta en los tejidos musculares y
adiposos, a través de un proceso mediado por el transportador de glucosa 4 (GLUT4)
(Bryant N., et al 2002). En células adiposas y musculares no estimuladas, GLUT4 se
encuentra en el citoplasma, en pequefias vesiculas que funde como reservorios y una
vez que son estimuladas se transloca constitutivamente hacia la membrana plasmatica
(MP), para transportar la glucosa desde la sangre al interior de los tejidos. La

resistencia a la insulina, particularmente en el masculo esquelético, se asocia con una



translocacion insuficiente de GLUT4 a la membrana plasmatica a pesar de que sus
niveles de expresion sean fisiologicos (Dugani C., y Klip A. 2005). De manera
interesante, se ha demostrado que la unién de la insulina y la activacion de su receptor
es rapidamente seguida por el acoplamiento de los sustratos del receptor de insulina
y la activacion de la fosfatidilinositol 3-cinasa de clase IA (PI3K). PI3K cataliza la
formacion de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (P1(3,4,5)P 3 ), que, a su vez, conduce a
la activacion de la proteina cinasa C atipica (aPKC)A/C y AKT, enzimas requeridas para
la translocacion de GLUT4 inducida por insulina (Farese R., et al 2005; Welsh G., et al
2005). La activacion de la via de sefializacion AKT estimula diversos procesos
celulares como son la fibrosis, inflamacién e hipertrofia, asociados con las

complicaciones cronicas de la DM (Cipolletta E., et al 2009; Stockli J., et al 2009).

1.5 Complicaciones crénicas de la diabetes mellitus

Los individuos con DMT1 y DMT2 tienen mayor riesgo de desarrollar una serie de
problemas de salud incapacitantes y potencialmente mortales. Los niveles
constantemente elevados de glucosa en sangre pueden provocar complicaciones
graves que afectan al corazon, vasos sanguineos, 0jos, rifiones y el sistema nervioso.
Estas complicaciones aparecen a medida que evoluciona la DM y por lo regular
ocurren después de transcurridos los 10 primeros afios de la enfermedad, lo cual
también depende, entre otros factores, del control de los niveles de glucosa que haya

tenido el paciente.

Las complicaciones cronicas de la DM se clasifican en: i) macrovasculares, que
afectan a las arterias causando enfermedad cardiaca coronaria, cerebrovascular y
vascular periférica (Cole J., et al 2020), ii) microvasculares, como son la, a)
Retinopatia, en la que su prevalencia esta asociada a la duracion de la diabetes y
representa la causa mas frecuente de nuevos casos de ceguera entre los adultos de
20 a 74 afios (Melendez-Ramirez L., et al 2010); b) Neuropatia, su prevalencia oscila
entre el 60 % al 80 % de los pacientes y su tasa de mortalidad alcanza el 20 % en los
diez afios posteriores a su aparicion (Vinik A., et al 2013); y ¢) Nefropatia, ocurre en
el 20% al 40% de los pacientes con diabetes y es la principal causa de insuficiencia



renal (Melendez-Ramirez L., et al 2010). En particular, en este proyecto nos
centraremos en el estudio de uno de los mecanismos de regulacion post-
transcripcional de las vias de sefalizacion relacionadas con los procesos celulares
patolégicos que ocurren en la nefropatia diabética debido a que su prevalencia ha ido

en aumento en los ultimos afios.

1.6 Nefropatia diabética

La nefropatia diabética (ND) es una de las complicaciones mas frecuentes y graves de
la DM y se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad en pacientes diabéticos
(Valencia W., y Florez H. 2017). La ND se considera como la disfuncién de varios tipos
de células del rifibn y es la principal causa de insuficiencia renal (Moreno F., et al 2000;
American Diabetes., 2003). La ND afecta aproximadamente entre el 25y el 40 % de
los pacientes con DMT2, y aproximadamente al 25 % de los pacientes con DMT1,
representando la principal causa de enfermedad renal terminal (de Boer I., et al 2011).
Esto se debe, en gran medida, a que la prevalencia de la DM esta aumentando en todo
el mundo como consecuencia del incremento en la incidencia de la obesidad y habitos
sedentarios de vida (Papadopoulou-Marketou N., et al 2018). De ahi que el aumento
en la incidencia de la DM provocara un incremento en la prevalencia de la ND, si no
hay una mejora inmediata en la estrategia clinica de prevencion de esta complicacion
(Gheith O., et al 2015).

La ND se caracteriza por la acumulacion de matriz extracelular (MEC), y su progresion
consta de tres pasos: i) la hipertrofia glomerular e hiperfiltracién; ii) inflamacién de los
glomérulos y de las regiones tubulointersticiales; y iii) la reduccién del niumero de
células por apoptosis y acumulacion de MEC (Makino H., et al 1993). La ND muestra
analogia con la progresion de la insuficiencia de las células B de los islotes
pancreaticos en la DMT2, es decir, hipertrofia de los islotes pancreaticos, proliferacion
de las células B asociada a las respuestas inflamatorias y posterior pérdida de las

células B por apoptosis y fibrosis de los islotes pancreaticos (Donath M., et al 2011).

La fisiopatologia de la ND es consecuencia del entorno diabético que favore la

acumulacion y circulacion de productos finales de glicacion avanzada (AGEs), la
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sintesis de factores de crecimiento y los cambios hemodinamicos y hormonales,
promoviendo la liberacion de especies reactivas de oxigeno y mediadores
inflamatorios. En conjunto, estos cambios dan como resultado la hiperfiltracion
glomerular, hipertension glomerular, hipertrofia renal y la alteracién de la composicion
glomerular, que se manifiesta clinicamente como albuminuria e hipertension. Desde el
punto de vista patolégico, los rifiones sufren varios cambios, como la deposicion de
matriz extracelular, principalmente en el mesangio, el engrosamiento de la membrana
basal glomerular, cambios proliferativos y atrofia tubular, lo que finalmente conduce a

fibrosis intersticial y glomeruloesclerosis (Umanath K., et al 2018).

Se han identificado tres vias principales en el desarrollo de la ND: 1) la activacién de
las vias de sefalizacion del poliol y de la proteina cinasa C (PKC), producto de
alteraciones en el metabolismo intracelular; 2) formacion de productos finales de
glicacion avanzada (AGEs), mediada por la hiperglucemia, lo cual induce la disfuncion
de las células glomerulares y la activacion de los macrofagos (Ramasamy R., et al
2011; Sourris K., et al 2009): 3) la activacion de vias de sefializacion, por la interaccion
de los AGEs con su receptor (RAGE), relacionadas con la inflamacion y el estrés
oxidativo (Chung A., et al 2010). Estas tres vias inducen lesiones en las células
endoteliales glomerulares, acompafadas de la expresion de moléculas de adhesiéony
quimiocinas, que dan lugar a la infiltracion de macréfagos en los tejidos renales

(Navarro-Gonzalez J., et al 2011).

1.7 Lainflamacién en la nefropatia diabética

Varios estudios han demostrado que la inflamacion juega un papel importante en el
desarrollo de la ND (Tavafi M. 2013). Las moléculas proinflamatorias, como las,
interleucinas-(IL-) 1, 6 y 18, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de
crecimiento tumoral beta 1 (TGF-B1) estan elevadas en la sangre de los pacientes
diabéticos contribuyendo al desarrollo y la progresion de la ND (Shang J., et al 2019;
Crook M., et al 2001). En el 2007, Wong y colaboradores demostraron que la
acumulacion de células inflamatorias en el rifion, mediada por las IL-1, IL-6 e IL-18

(Wong C., et al 2018), promueve directamente el inicio y progresion de la ND (Figura



1). La inflamacion persistente del endotelio vascular y del tejido renal, a través de
diferentes mecanismos metabdlicos, bioquimicos y hemodinamicos (Lim A., y Tesch
G. 2012), contribuye también al desarrollo de la ND (Figura 1).

Por otra parte, se ha demostrado que uno de los elementos clave del proceso
inflamatorio en la ND es la activacion del factor nuclear-kappa B (NF- kB), que es un
factor transcripcional, que es activado por diferentes mediadores inflamatorios de la
ND, como los AGEs, la hiperglucemia y el estrés mecanico. Ademas, NF- kB regula la
expresion de citocinas inflamatorias, quimiocinas y proteinas de adhesién celular, que
contribuyen a la lesién renal en la ND (Navarro-Gonzalez J., et al 2011). Una de las
principales vias que se activan y transducen sefiales inflamatorias es la via Janus
cinasa/transductores de sefales y activadores de la transcripcion (JAK-STAT). JAK-
STAT es una via de sefializacion asociada con citocinas intracelulares que sirven como
mediadores principales entre la estimulacién paracrina y los receptores nucleares. Las
citocinas proinflamatorias y las condiciones de hiperglucemia pueden activar
mecanismos importantes que regulan la activacion, proliferacion, reclutamiento,
migracion y diferenciacion celular, promoviendo el desarrollo y progresion de la ND
(Shang J., et al 2019).

1.8La fibrosis en la nefropatia diabética

Otro mecanismo importante que conlleva al desarrollo de ND es la fibrosis y esta
directamente relacionada con la inflamacion. La fibrosis es la acumulacion de
componentes de la MEC, como el colageno vy la fibronectina, dentro y alrededor del
tejido inflamado o dafado, lo que puede provocar cicatrices permanentes, mal
funcionamiento de los érganos y, en ultima instancia, la muerte, como ocurre, por
ejemplo, en la enfermedad renal terminal (Figura 1) (Srivastava S., et al 2013). La
fibrosis del riidn es causada por una lesion prolongada y/o por procesos anormales
de cicatrizacion de heridas, asi como el depésito excesivo de MEC. En dicho proceso
fibrético, los fibroblastos renales juegan un papel importante. Los principales lugares
donde se origina la fibrosis en el rifidén son en el espacio tubulointersticial y en el

glomérulo (Srivastava S., et al 2019). Por otra parte, la fibrosis de las células



mesangiales estd estrechamente relacionada con la activacion de la via de
sefalizacion TGF-B1, lo cual promueve la activacion de los fibroblastos y la sintesis
anormal de matriz fibrética en las células mesangiales (Giannico G., et al 2007).
Ademas, TGF-B1 promueve la proliferacion y diferenciacion de células renales, la
sintesis de MEC (Akhmetshina A., et al 2012) y la transicion epitelio mesenquimal
(TEM) de células epiteliales tubulares renales, que es esencial para el desarrollo de
fibrosis tubulointersticial (Lin C., et al 2006). Es probable que estos cambios
patoldgicos en las células mesangiales, las células endoteliales y los podocitos puedan
estar interrelacionados. También se sabe que la hiperglucemia interrumpe la via de
sefializacion del receptor de glucocorticoides-podocitos para desencadenar la TEM y
causar fibrosis glomerular en la DM. La fibrosis glomerular también se asocia con la
activacion de la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina, que modula la fibrosis mediada
por TGF-B1 en las células mesangiales y puede activar la sefializaciéon de la glucégeno
sintasa cinasa-3p (GSK-3[) e inducir la apoptosis de las células mesangiales (Hung
P., et al 2021).

1.9 La hipertrofia en la nefropatia diabética

Como se ha mencionado anteriormente la ND, conduce a una serie mecanismos
patolégicos relacionados con la hiperglucemia, que incluyen la inflamacion, fibrosis y
la hipertrofia (Dai H., et al 2017). La hipertrofia es el resultado de un mecanismo
compensatorio que mantiene la capacidad funcional después de la lesion del glomérulo
o de los podocitos (Kriz W., y Lemley K. 2015). Después del dafio renal, el glomérulo
sobreviviente experimenta un aumento del flujo sanguineo e inicia la hipertrofia a nivel
de una sola nefrona para compensar la pérdida funcional de otros glomérulos (Lee J.,
et al 2019). Sin embargo, la capacidad de replicacién de los podocitos es limitada y
cualquier estimulo de crecimiento da como resultado fallas en la division celular y la
reorganizacion del citoesqueleto, lo que lleva a la degradacion de estas células.
Ademas, el crecimiento de los podocitos depende principalmente de la hipertrofia
celular, mientras que el crecimiento de otras células depende de la hiperplasia celular.

Finalmente, la hipertrofia glomerular hace que los podocitos sean susceptibles al



desprendimiento de los capilares y subsecuente fallo en su funcionamiento (Kriz W., y
Lemley, K. V. 2015).

1.10 Elementos finales de Glicacion Avanzada (AGESs)

Los elementos o también llamados productos finales de glicacién avanzada (AGES)
desempefian un papel central en la génesis y progresion de las complicaciones de la
DMT1 y DMT2. Estos elementos se han encontrado también en pacientes no

diabéticos como un marcador de enfermedad cardiovascular (Nenna A., et al 2015).

Los AGEs son un grupo complejo y heterogéneo de compuestos que derivan de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos que son glicados y oxidados de forma no
enzimética en un proceso que es llamado reaccion de Maillard (Hegab Z., et al 2012).
Las proteinas pueden experimentar reacciones de glicacion no enzimética, dando
como resultado una alteracion de su funcion, ya que principalmente se glican los
residuos de lisina o arginina (Thornalley P., et al 1999). La reaccién de Maillard se
inicia por la reaccion de un grupo carbonilo libre de un azucar reductor con el grupo
amino libre de una proteina, lipido o acido nucleico, dando como resultado la formacién
de una base de Schiff inestable; esta reaccidn es reversible y ocurre en pocas horas.
Posteriormente, se lleva a cabo la transposicion de la base de Schiff, en donde el
atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo adyacente al doble enlace carbono-nitrégeno
de la imina se desplaza hacia el nitrégeno, formando una cetona y dando como
resultado un producto de Amadori el cual sufre otras reacciones que son irreversibles
(oxidacion, deshidratacion y degradacion) generando los AGEs que son compuestos
altamente estables (Schalkwijk C., et al 2012). Las especies dicarbonilicas (glioxal y
metilglioxal) derivadas de la formacién de los AGEs por la glucosa, son altamente
reactivas y se consideran los intermediarios metabdlicos precursores de la mayoria de
los productos glicados (Pun P., et al 2012) (Figura 2). Los AGEs median sus efectos a
través de tres mecanismos principales: 1) entrecruzamiento con proteinas de la MEC,
afectando las propiedades mecanicas de los tejidos; 2) entrecruzamiento con proteinas

intracelulares, alterando sus funciones fisiolégicas; y 3) uniéon a sus receptores de



superficie RAGE para inducir multiples cascadas de sefales intracelulares (Fuentes-
Nava A. 2017).

Se sabe que los rifiones son 6rganos vitales para la eliminacion de agentes oxidantes
que se encuentran en circulacion, especialmente los AGEs y se ha identificado al
tubulo proximal como el principal sitio de catabolismo de AGEs, por lo que esta regién
se vuelve un blanco facil de dafio cuando se incrementa la concentracion de AGEs
circulantes (Vlassara H., et al 2013). Los AGEs se acumulan intracelularmente en las
células que componen la barrera de filtracién glomerular modificando la arquitectura y
funcion renal y activando vias de sefalizacion intracelular por medio de la interaccion

de los AGEs con su receptor (Brownlee M., 1995; Brownlee M., 2001).

La glicacion de las proteinas interfiere con sus funciones ya que altera su conformacion
molecular, su actividad enzimatica, reduce la capacidad de degradacion de estas y
reduce su afinidad por sus receptores u otros ligandos (Hsieh C., et al 2007). Las
proteinas de vida larga, como el colageno, contienen numerosos residuos de lisina,
hidroxilisina y arginina que son propensos a la acumulacion de dafios por la glicacién.
Los AGEs son factores que contribuyen a la patogenia de la diabetes, las cataratas, la
aterosclerosis y la ND (Brownlee M., et al 1988; Yonekura H., et al 2005).
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Figura 1. Rol de la fibrosis e inflamacién en la nefropatia diabética. Cuando ocurre una
lesion renal, las células inmunitarias circulantes se reclutan en el rifién y activan las células
renales intrinsecas, como los podocitos, lo que produce factores de dafo tisular, como
citocinas, factores de crecimiento y especies reactivas de oxigeno que conducen a la
acumulacion de miofibroblastos y la produccion de MEC. La inflamacién promueve la fibrosis

renal progresiva. Tomada y modificada de Jin J., et al 2020.
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Figura 2. Reacciones quimicas durante la formacion de los productos de glicacién
avanzada (AGEs). (A) Formacion de la base de Schiff. (B) Producto de Amadori. A través de
una serie de reacciones quimicas complejas los productos de Amadori pueden originar
derivados con estructura imidazoélica (C) pirrélica (D) y otras diversas (iminas, furanos,

piridinas, etc). Tomada de Pun P., et al 2012.
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1.11 Participacion de los AGEs en la nefropatia diabética

Se ha demostrado que en pacientes con DMT1 y DMT2, los niveles de AGEs en
plasma aumentan significativamente en comparacion con los de personas no
diabéticas (Genuth S., et al 2005). Ademas, Galler y colaboradores demostraron un
incremento de casi dos veces el nivel de AGEs plasmaticos en pacientes diabéticos
con enfermedad renal terminal en comparacion con pacientes diabéticos sin
enfermedad renal, o que sugiere que los niveles de AGEs se correlacionan con la
gravedad de la ND (Galler A., et al 2003). Se ha observado, que la acumulacién de
AGEs en el rifion puede contribuir a la alteracién progresiva y la pérdida de la funcién
renal en los pacientes a través de diferentes mecanismos. Uno de ellos es provocar el
entrecruzamiento de las proteinas de la MEC y el otro la activacion rio abajo de vias
de sefalizacion (Fukami K., et al 2007). Ademas, el aumento de la formacién de AGEs,
asi como la disminucién de su eliminacion por la disfuncion renal, son responsables
de la acumulacion de AGEs en el glomérulo renal y la matriz mesangial, promoviendo

los procesos de inflamacion, hipertrofia y fibrosis (Genuth S., et al 2005).

1.12 Receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE)

El receptor de productos finales de glicacion avanzada (RAGE) es el receptor que
media los efectos de los AGEs y es expresado en muchos tipos celulares como, células
endoteliales, monocitos, macréfagos, células del musculo liso, astrocitos, células
mesangiales y podocitos entre otras. La expresién del RAGE es baja en condiciones
fisiologicas, mientras que, en condiciones patologicas, como lo puede ser la
inflamacion crénica y la diabetes, hay una mayor expresién del receptor (Hegab Z., et
al 2012).

El RAGE es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, consta de 394
residuos de aminoécidos, tiene un Unico dominio transmembranal de 19 aminoacidos
y un extremo citosélico C-terminal de 43 aminoécidos y es el encargado de mediar la
transduccion de sefial intracelular. Esta proteina, tiene extracelularmente un dominio
N-termibal de union a ligando de tipo V (Variable) precedido por dos dominios

(Constantes) (Figura 3) (Bierhaus A., et al 2005). El RAGE actia como un receptor de
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transduccion de sefales para N-g-carboxi-metil-lisina (CML), el principal AGE in vivo.
Los AGEs se unen solo al dominio V de RAGE y cuando esto ocurre se desencadenan
diferentes cascadas de sefializacion que conducen a la inflamacioén, fibrosis e
hipertrofia, los cuales son procesos que ocurren en la ND (Kislinger T., et al 1999; Xie
J., et al 2008).

Las complicaciones de la DM mediadas por la sefalizacion AGE-RAGE incluyen
neuropatia, nefropatia, otras complicaciones vasculares y sindrome del pie diabético.
Ademas, la interaccion AGE-RAGE también desempefia un papel importante en la
mayoria de las enfermedades relacionadas con la edad, como el Alzheimer, el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades renales, la hipertension arterial,
los accidentes cerebrovasculares, la discapacidad visual y las enfermedades de la piel.
Dependiendo del tipo de célula y la condicién fisiopatolégica, la cascada de
sefalizacion activada por la via AGE-RAGE incluyen varios miembros de las siguientes
familias: la proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), JAK/STAT, fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K-Akt) y Rho GTPasas, factores transcripcionales, como NF-kf y la
proteina de respuesta de crecimiento temprano 1 (Egr-1). Estas vias de sefalizacion
pueden inducir la activacion de diversos genes proinflamatorios y cambios fenotipicos
celulares, como el estimulo a la migracién, invasién, proliferacion y apoptosis (Harja
E., et al 2008; Hudson B., et al 2001; Zeng S., et al 2009). El factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) esta implicado en la produccion local de especies reactivas de oxigeno
(ROS), en el aumento de la permeabilidad a la albamina, en el reclutamiento de
monocitos y en la disminucién de la tasa de filtracion glomerular (GFR) (Lim A., et al
2012). Las ROS contribuyen al dafio renal en diversas formas: induciendo la disfuncién
endotelial renal y la microalbuminuria, la acumulacion de matriz, la expansion
mesangial y la fibrosis. El infiltrado de macré6fagos se asocia a inflamacion cronica, ya
que los macréfagos pueden interactuar con las células renales para generar un
microambiente proinflamatorio que amplifica el dafio y promueve la fibrosis (Raimundo
M., et al 2011).

La estimulacion AGE-RAGE también activa a la enzima NADPH oxidasa dando como
resultado la produccion de ROS y generando estrés oxidativo. Las ROS son citotoxicas
a nivel renal y a través de la activacion de la via de la MAPK, NF-kB y de la Proteina

Cinasa C (PKC), en las células mesangiales y tubulointersticiales promueven
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reacciones inflamatorias y fibrogénicas por medio de la sobreexpresion del Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF, por sus siglas en ingles), TGF-B y el Factor
de Crecimiento del Tejido Conectivo (CTGF) (Tabit C., et al 2010; Brownlee M. 2001).
Por otra parte, TGF-f no solo estimula la sintesis de la matriz, sino que también inhibe
su degradacion, estando involucrada en la esclerosis glomerular. De manera
interesante, se ha demostrado que los ratones transgénicos que sobreexpresan a
TGF-B promueven la disfuncibn renal caracterizada por proteinuria,

glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial (Goldfarb S., et al 2001) (Figura 4).
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Figura 3. La unién de los AGEs a RAGE induce la expresién de moléculas de adhesidn
y la secrecion de citocinas y factores de crecimiento. Los AGEs estimulan a los monocitos
para que induzcan la produccién y secrecion de diversas citocinas, y a las células musculares
lisas vasculares para que induzcan la migracién, proliferacion y la produccion de matriz
extracelular. La expresion de RAGE aumenta en respuesta a un incremento de los AGEs.
Tomada de Bierhaus A., et al 2005.
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Figura 4. Esquema de las diferentes vias asociadas en la sefalizacion AGE-RAGE.

AGE/RAGE promueve la activacion de diferentes vias rio abajo, como son las vias MAPK
(ERK1/2. p38, JNK), PI13-K/AKT, JAK2/STAT1, las cuales resultan en la activacién de factores
de transcripcion como NF-kB, AP-1, STAT1/3 implicados en los procesos clave (fibrosis,
hipertrofia e inflamacién) que conllevan el desarrollo de la ND. EL exceso de AGEs induce
estrés oxidativo por medio del aumento de ROS, lo cual provoca la formaciéon de mayor
cantidad de AGEs y por lo tanto estrés en el reticulo endoplasmatico (ER) al estimular la
respuesta de proteinas no plegadas (UPR). Tomada de Goldfarb S., et al 2001.
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2 ANTECEDENTES PARTICULARES

2.1 RNA circulares: nuevos reguladores de la expresiéon genética

Los RNA circulares (circRNAs, por sus siglas en inglés) son un tipo de RNAs largos no
codificantes con loops unidos covalentemente, por lo que son resistentes a las
exoribonucleasas y se localizan por lo general en el citoplasma. Los circRNAs regulan
la expresion genética a nivel transcripcional o post-transcripcional al interactuar con
los microRNAs (miRNAs) (Jeck W., et al 2013; Greene J., et al 2017). Durante mucho
tiempo se creia que los circRNAs eran isoformas raras resultado de errores de splicing
o reordenamientos de genes (Barrett S., and Salzman J., 2016). Sin embargo, hoy en
dia se sabe que los circRNAs se forman por un proceso de back-splicing en el que
puede ocurrir la union covalente entre el sitio donante y el aceptor de splicing,
formando asi un lariat compuesto por exones; o por circularizacion impulsada por
complementariedad de intrones, o porque el spliceosoma corta los exones y los

intrones se circularizan (Jin J., et al 2020; Lasda E., et al 2014).

Diversos estudios han demostrado que los circRNAs actian como esponjas de los
mMiRNAs. Los miRNAs son RNAs pequefios no codificantes de alrededor de 18-25 nt
de longitud que participan en la regulacidon negativa de la expresion genética a nivel
postranscripcional (Hu W., et al 2019). Por otra parte, recientemente se ha investigado
el papel de los circRNAs como esponjas de proteinas de unién al RNA (RBP)

regulando la expresion genética (Abdelmohsen K., et al 2017).

Se han propuesto varias hipétesis para explicar la unién de circRNA a proteinas, entre
ellas se encuentran: los circRNAs funcionan como vehiculos de ribonucleoproteinas,
transportando estas moléculas hacia una localizacién subcelular especifica; o las
secuestran impidiéndoles que realicen su funcién; o pueden funcionar como un
andamio para multiples RBPs, facilitando la interaccién entre ellas; o se unen a RBPs
provocando cambios alostéricos que regulan su funcion (Hentze M., et al 2013; Greene
J., etal 2017).
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2.2 Biogénesis de los circRNAs

Generalmente, los circRNAs se expresan a niveles bajos, lo que indica la posibilidad
de que la mayoria de ellos sean funcionalmente irrelevantes e intrascendentes y sean
producto de splicing alternativo (Guo J., et al 2014). Las vias y la maquinaria canénica
de splicing son componentes necesarios para la circularizaciéon de los transcritos
mediante ‘back-splicing’. El splicing canobnico es catalizado por la maquinaria
spliceosomal para eliminar intrones y unir exones. Junto con Otros procesos
co/postranscripcionales, tales como el capping en el extremo 5’y la poliadenilacién en
el extremo 3', el splicing candénico conduce a la formacion de un transcrito de RNA
lineal con polaridad 5 ' - 3". A diferencia del splicing candnico que une un sitio donante
rio arriba (5") con un sitio aceptor rio abajo (3", el back-splicing liga un sitio donante
rio abajo de forma inversa con un sitio aceptor rio arriba, lo que da como resultado un
transcrito de circRNA unido covalentemente (Chen L., and Yang L., 2015). Todos los
tipos de circRNAs, independientemente del origen de su secuencia nucleotidica,
pueden derivarse de un unico locus (Figura 5). En un Uunico mRNA precursor (pre-
MRNA), la competencia entre diferentes secuencias complementarias dentro de un
Gnico intrén y a través de intrones flanqueantes influye en la predileccion entre el
splicing canodnico y el back-splicing; la competencia entre secuencias complementarias
a través de intrones flanqueantes también genera diferentes eventos de circularizacion
de exones (Figura 5) (Guo J., et al 2014). Existen, distintos elementos reguladores en
cis y factores de accion en trans que regulan este proceso de splicing; estos
posiblemente incluyen la longitud del exén, los intrones largos que flanquean con
elementos repetitivos (por ejemplo, elementos ALU) o secuencias complementarias no

repetitivas, sitios de splicing canonicos y RBPs (Chen L., 2016).

2.3 Clasificacion de los circRNAs

Los circRNAs se clasifican en 3 tipos, en funcidn de las partes que los componen: 1)
los circRNAs exonicos (EcircRNAS), 2) circRNAs intronicos (CiRNAS) y 3) circRNAs
compuesto de exones-intrones (EICIRNAS) (Chen L., 2016).
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2.3.1 EcircRNAs

Los EcircRNAs, estan compuestos por uno o varios exones, se forman principalmente
por back-splicing o la omisidn de exones y se localizan generalmente en el citoplasma
(Jeck W., et al 2013). Ademas, los ecircRNAs son los mas abundantes en las células
humanas en comparacién con los circRNAs que surgen de las regiones intronicas e

intergénicas (Gao Y., et al 2015).

Se han propuesto 3 modelos para explicar la biogénesis de los ecircRNAs: 1) la
circularizacion impulsada por lariat; 2) la circularizacion impulsada por
complementariedad de intrones; y 3) la circularizacion impulsada por RBPs (Figura 5).
Ademas, existen dos mecanismos a través de los cuales se pueden formar: back-

splicing directo y exon-skipping.

La circularizacion impulsada por el lariat, se genera a partir del mecanismo de exon-
skipping, es un proceso de plegado parcial del pre-mRNA después del exon-skipping
(Jeck W., et al 2013). Durante este proceso, el acercamiento entre dos exones no
adyacentes conduce a la union covalente del donante rio arriba y el aceptor rio abajo.
Posteriormente, se forma un intermediario lariat que genera un ecircRNA mediante la
eliminacion del intrén. De manera similar, la circularizacibn impulsada por
complementariedad de intrones y por las RBPs, ocurre a partir del back-splicing
directo; sin embargo, en este proceso, dos intrones flanqueantes que contienen
exones circularizados se acercan por elementos complementarios repetidos ALU u
otras secuencias complementarias sin repeticion o RBP (Zhang X., et al 2014). De
manera interesante los ecircRNAs actian como esponjas de los microRNAs (miRNAS),
a través de los elementos de respuesta a miRNAs (MREs), regulando la expresion
génica mediada por miRNAs (Hansen T., et al 2013).

2.3.2 CiRNAs

Los CiRNAs se originan de intrones que poseen motivos ricos en GU de siete
nucleotidos cerca del sitio de splicing 5' y los motivos ricos en C de once nucledtidos
cerca del sitio de ramificacion 3' (Zhang Y., et al 2013). Ademas, poseen un punto de

ramificacion especial 2'-5' originado por circularizacién intrénica que es diferente. Esta
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circularizacion requiere que despueés de la liberacion del exén 3', el grupo terminal 2-
OH libre ataque el sitio de splicing 5', lo que da lugar a la formacién del lariat del intrén
(Figura 5) (Petkovic S., and Miller S., 2015). El lariat del intrén que alberga los
motivosconsenso evade la digestidon de la enzima desramificadora y es escindido por
las enzimas exonucleoliticas para producir un CiRNA (Zhang Y., et al 2013). Los

CiRNAs se localizan principalmente en el nacleo.

2.3.3 EICiRNASs

Los EICIRNAs, se componen tanto de intrones como de exones y se localizan
principalmente en el nicleo. Dada la existencia de secuencias complementarias en los
intrones largos que los flanquean, los EICIRNAs comparten un mecanismo de splicing
comun con los ecircRNAs y se originan a partir de intrones retenidos tras el back-
splicing de los exones (Li Z., et al 2015). Los EIciRNAs desempeiian funciones
reguladoras, por ejemplo, modulando la transcripcion de la expresion de sus genes

parentales (Eidem T., et al 2019).
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Figura 5. Biogénesis de los circRNAs. La formacion de los circRNAs depende de motivos
conservados cerca de ambos extremos de la molécula de RNA. La formacion de EcircRNA 'y
EICiRNA requieren de la circularizacion por splicing, la cual es catalizada por secuencias
complementarias 0 RBPs. Su formacion también es el resultado de la omision de exones, que
da lugar a intermediarios del lariat. Estos intermediarios sufren posteriormente splicing interno
para generar ecircRNAs o EICiRNAs. CircRNA: RNA circular, EcircRNA: RNA circular exdnico,
CiRNA: RNA circular intrénico, EICIRNA: RNA circular exén-intrén, RBPs: proteinas de unién

a RNA, ss: sitio de splicing. Tomada de Wang M., et al 2017.
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2.4 Funciones de los circRNAs

Los circRNAs funcionan como reguladores de la expresion génica. Ellos pueden
interactuar con miRNAs o proteinas, y actuar como esponjas moleculares e inhibir su

funcién; en menor medida pudieran ser traducidos (Figura 6) (Wang M., et al 2017).

2.4.1 Los circRNAs regulan la expresion del gen parental

Los circRNAs funcionan como reguladores transcripcionales (Figura 6). Ademas, los
circRNAs de origen exoén-intron (EICiRNAS), que se encuentran localizados en el
nacleo, se asocian con la RNA polimerasa Il (RNA pol Il), interactian con el snRNP
Ul y el complejo de transcripcion Pol 1l en el promotor de sus genes parentales,
controlando asi la expresion de los genes parentales, por ejemplo, tanto el circEIF3J
como el circPAIP2 pueden unirse a U1snRNP y RNA Pol Il en cis regulando la
transcripcion de sus genes parentales (Li Z., et al 2015). En conjunto, los circRNAs
actuan como reguladores transcripcionales para controlar la expresion de sus genes
parentales. En el 2013, Zhang y colaboradores demostraron que los circRNAs
intrénicos (ci-ankrd52, ci-mcmb5 y ci-sirt7) también pueden funcionar como reguladores
positivos de la transcripcion de sus genes parentales al interactuar con la RNA Pol 1l y
la inhibicion de la expresion de estos circRNAs también inhibe la expresion de sus

genes parentales (Zhang Y., et al 2013).

2.4.2 Interaccion de los circRNAs con proteinas

Las proteinas mas conocidas que interactian con las moléculas de RNA son las
proteinas de union a RNA (RBP). Las RBPs son una clase de proteinas asociadas con
el procesamiento metabdlico de los RNA y estas proteinas incluso participan en la
formacion de complejos de ribonucleoproteinas (Huang A., et al 2020). Estudios
recientes han indicado que las interacciones RNA-RBP estan determinadas por la
estructura terciaria de las moléculas de RNA. Por lo tanto, la estructura terciaria unica

de los circRNAs puede ejercer un efecto sobre su capacidad de unién a proteinas
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diferente al modo de union tradicional basado en la secuencia de nucleotidos (Conlon
E., and Manley J. 2017).

La unidn de circRNAs a proteinas puede tener efectos bidireccionales. Se ha reportado
que las interacciones RNA-proteina influyen en la expresion y funcion de las proteinas,
al mismo tiempo que regulan la sintesis y degradacion de los circRNAs (Huang A., et
al 2020). Los circRNAs pueden servir como esponjas proteicas o sefiuelos para influir
en sus funciones celulares, regulando asi la transcripcion de genes. Por ejemplo, Zeng,
y colaboradores demostraron que el circ-Amotll se sobreexpresa en tejido cardiaco
humano neonatal, y se une a las proteinas PDK1 y AKT1, lo que lleva a la fosforilacion
de AKT1 y su translocacion nuclear, promoviendo la proliferacion y supervivencia
celular (Zeng Y., et al 2017). De manera similar, Yang y colaboradores demostraron
que el circ-Amotll se sobreexpresa en diferentes lineas celulares de céncer en
comparacion con las lineas celulares no tumorales. Ademés, demostraron que los
niveles de circ-Amotll disminuyen significativamente cuando las células se
mantuvieron en una confluencia del 80 % o mas, sugiriendo que circ-Amotll promueve
la proliferacion celular. De manera interesante, demostraron que circ-Amotll
interacciona con el factor de transcripcibn oncogénico c-Myc induciendo su
translocacion nuclear y estabilidad, y promoviendo la afinidad de uniéon de c-Myc a
varios promotores, lo que conlleva la progresiéon del cancer (Yang Q., et al 2017). Sin
embargo, el papel de los circRNAs como esponjas de proteinas involucradas en la ND
sigue sin ser elucidado, por lo tanto, el estudio de estos circRNAs en la regulacion de
proteinas que participen en la inflamacion, fibrosis e hipertrofia, nos ayudard a

comprender su relevancia en la ND.

2.4.3 Los circRNAs como esponjas de microRNAs

Recientemente, se ha demostrado que los circRNAs contienen sitios de union a
miRNAs. Cuando el circRNA actua como esponja del miRNA, lo atrapa, por ende, este
no puede unirse a su MRNA blanco, por lo tanto, pierde su capacidad para inhibir la
expresion génica, lo que da como resultado un aumento de la expresién del mMRNA y
de la proteina que codifica (Figura 6) (Huang A., et al 2020).
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2.4.3.1 MicroRNAs: reguladores negativos de la expresion génica

Los miRNAs pertenecen a una familia de pequefios RNA monocatenarios no
codificantes, tienen un tamafo de alrededor de 19-25 nucledtidos (nt) de largo, los
cuales se pueden encontrar tanto en animales como en plantas y estan involucrados
en la regulacién post-transcripcional (Lin S., et al 2015; Garzon R., et al 2006). En 1993
fueron descritos por primera vez por Victor Ambros y colaboradores, en el nematodo
Caenorhabditis elegans. El grupo de investigadores estaba trabajando con el gen lin-
4 el cual es esencial para el desarrollo post-embridnico del nematodo. Lo Unico que
sabian en ese tiempo era que, en la etapa larvaria, lin-4 regulaba negativamente los
niveles de una proteina llamada LIN-14. Ellos encontraron que lin-4 no es un gen que
codifica para una proteina, sino que da origen a dos RNAs: uno de 22 nt y otro de
aproximadamente 60 nt, el cual podria formar una estructura de tallo y burbuja y ser el
precursor del transcrito mas corto (Lee R., and Ambros V. 2001). Posteriormente, se
descubrio que la manera en la que lin-4 regula la produccion de la proteina LIN-14 es
mediante la unién de la region 3’ UTR del mRNA por complementariedad de bases,
evitando asi su traduccion (Lagos-Quintana M., et al 2001; Lee R., & Ambros V. 2001).
Estos datos sugirieron que los miRNAs reprimen la expresion génica al unirse
directamente a la regién 3’ no traducida (UTR, del inglés untranslated region) de un
MRNA blanco e inducen su degradacién o inhiben la traduccion del transcrito de
manera especifica (Eroles P., et al 2016). Se ha demostrado que los miRNAs,
participan en la regulacion de la expresién de genes involucrados en la progresion y
desarrollo de la ND (Yu F., et al 2019).

2.4.3.2 Biogénesis de los miRNAs

La biogénesis de los miRNAs ocurre en cinco pasos: (1) Los miRNAs son sintetizados
por la RNA pol Il, que inicialmente produce un transcrito largo precursor. Durante la
transcripcion se forman regiones que tienen la capacidad de formar una horquilla
mediante apareamiento de secuencias complementarias, generando asi un miRNA
primario (pri-miRNA) de alrededor de 100 nt, que poseen una estructura de CAP en su

extremo 5’ UTR y son poliadenilados en su extremo 3’ UTR, tal como ocurre con los
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MRNA celulares. (Lee Y., et al 2004); (2) El pri-miRNA es procesado por el complejo
microprocesador conformado por la enzima Droshay la proteina DGCRS. La estructura
secundaria de tallo-burbuja del pri-miRNA es reconocida y procesada por la enzima
Drosha, la cual posee actividad de RNAsa tipo Ill, generando precursores de 70-100
nt llamados miRNA precursores (pre-miRNA). El pre-miRNA es una secuencia que
esta conformada por una estructura tallo-burbuja con una prolongacién que contiene
dos uracilos en su extremo 3, esta estructura funciona como un motivo de
reconocimiento por la exportina 5; (3) La exportina 5, interviene directamente en el
transporte del pri-miRNA del nucleo al citoplasma en un proceso dependiente de Ran-
GTP (Lin S., et al 2015); (4) Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es procesado por
DICER, otra enzima del tipo RNasa lll, que en conjunto con la proteina TRBP, recorta
por fuera de la horquilla y genera un RNA de doble cadena imperfecto denominado
MiRNA/mIRNA*. Posteriormente, TRBP recluta a la endonucleasa Argonauta 2
(AGO2) al complejo miIRNA/mMIRNA*-DICER y forma el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC, por sus siglas en inglés). La cadena complementaria del
ddplex miRNA/mMiRNA* es liberada y degradada por AGO2. La proteina AGO2 guia al
miRNA a la region 3 UTR del ARNm blanco donde se une de manera especifica
mediante complementariedad de la secuencia (Ha M., et al 2014); (5) Si la
complementariedad del miRNA con la secuencia del transcrito es perfecta se
reclutaran las proteinas de desadenilacion para iniciar la degradacién del mRNA. De
manera alternativa, si la complementariedad del miRNA con su mRNA blanco no es
complementaria en su totalidad se inhibira la traduccion del transcrito (Lin S., et al
2015) (Figura 7).

2.4.3.3 Implicacion de los miRNAs en la nefropatia diabética

La inflamacion contribuye a la patogenia y progresion de la ND. Guo y colaboradores
demostraron que el miR-29c se sobreexpresa en pacientes con ND, y la
sobreexpresion de miR-29c en podocitos resulta en un aumento de citocinas
inflamatorias como la IL-1, IL-6, IL-18 y TNF-a. La inhibicién de miRNA-29c¢ disminuyo6
la expresion de las citocinas inflamatorias en los podocitos. Por lo tanto, el miRNA-29¢

podria contribuir al desarrollo y progresion de la ND (Guo J., et al 2007). De manera
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similar, el miR-155 se sobreexpresa en pacientes con ND y su sobreexpresion
promueve la expresion de TNF-a, TGF-B1 y NF-kB, contribuyendo a la lesion endotelial
glomerular mediada por inflamacién (Huang Y., et al 2014). Otro mecanismo
importante, involucrado en la progresion de la ND es la fibrosis. Un estudio reciente
sugirié que el miR-21 puede promover el desarrollo de fibrosis renal al regular las vias
metabdlicas involucradas en la oxidacién de &cidos grasos y lipidos (Chau B., et al
2012). McClelland y colaboradores demostraron que el miR-21 se sobreexpresa en
pacientes con ND y su expresion se correlacion6 positivamente con la gravedad de la
fibrosis y la tasa de disminucién de la funcion renal en DN. Ellos demostraron que el
miR-21 promueve la fibrosis renal en la ND al inhibir la expresién de sus mRNAs
blancos PTEN y SMAD7 (McClelland A., et al 2015).
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Funciones de los circRNAs
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Figura 6. Representacién esquematica de las funciones de los circRNAs. Tomada de
Kim E., et al 2021.
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Figura 7. Biogénesis de los miRNAs. Los pri-miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa
Il y pueden contener CAP y ser poliadenilados. Los pri-miRNAs son procesados por Drosha,
una enzima RNasa lll y convertidos a pre-miRNA, que se caracterizan por tener una estructura
duplex imperfecta. Los pre-miRNA son transportados del niicleo al citoplasma por la exportina
5y RanGTP. En el citoplasma, los pre-miRNA son transformados por Dicer, otra enzima del
tipo RNasa lll, generando la estructura hibrida miRNA/MiRNA*. La unién de estos duplex de
RNA a proteinas como la Argonauta 2, libera el miRNA*. El miRNA dirige la asociacién de
RISC a sitios especificos en la regién 3’ no traducida del mMRNA blanco. Si el apareamiento de
bases entre el mMiIRNA y su mRNA blanco es perfecto, la funcion endonucleolitica de la
Argonauta 2 rompe el mRNA, llevandolo a su rapida destruccion. La complementariedad
imperfecta puede provocar represion traduccional o causar inestabilidad del mRNA. Este
ultimo efecto es posiblemente mediado por un mecanismo de deadenilacién. Estas funciones
requieren del apareamiento de bases entre la secuencia 5 del miRNA y su secuencia

complementaria en el 3’ del mMRNA blanco. Tomado de Ha M., et al 2014.

pri_miRNA: miRNA primario; pre-miRNA: miRNA precursor; mRNA: RNA mensajero
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2.5 Rol de los circRNAs en la nefropatia diabética

Estudios recientes han demostrado la participacion de los circRNAs en la modulacion
de los eventos fisiopatoldgicos que ocurren en la ND (Tabla 1). Por ejemplo, el circ-
ACTR2 se sobreexpresa tanto en pacientes con ND como en la linea celular HRMC
(células mesangiales renales de humano) expuestas a altos niveles de glucosay actia
como esponja del miR-205-5p, teniendo como blanco al mMRNA de HMGA2. El
silenciamiento de la expresion del circ-ACTR2 inhibe la proliferacion celular, la
produccion de citocinas proinflamatorias, la acumulacion de matriz extracelular y el
estrés oxidativo en la linea celular HRMC expuestas a altos niveles de glucosa (Yun
J., et al 2021). De manera similar, el circ_0000712 se sobreexpresa en tejidos renales
y en células mesangiales (CM) expuestas a altos niveles de glucosa. Asimismo, el
silenciamiento del circ_0000712 inhibe la apoptosis, la inflamacién, el estrés oxidativo
y la fibrosis causados por las altas concentraciones de glucosa en las CM. Este
circRNA actia como esponja del miR-879-5p, aumentando la expresiéon de SOX6,
regulando asi la ND inducida por glucosa a través del eje circ_000071/miR-879-
5p/SOX6 (Zhao L., et al 2021). Otro ejemplo es el circ_0037128 que se sobreexpresa,
tanto en la linea celular SV40-MES13 de células mesangiales de raton expuestas a
altos niveles de glucosa como en el modelo de ratén de ND y actda como esponja del
miR-17-3p, teniendo como blanco a AKT3, promoviendo asi la proliferacion celular y
la fibrosis a través del eje circ_0037128 / miR-17-3p / AKT3 (Wang Q., et al 2021). Por
el contrario, el circ_010383 disminuye su expresion, tanto en la linea celular SV40-
MES13 de células mesangiales de raton expuestas a altos niveles de glucosa como
en el modelo de raton de ND y actia como esponja del miR-135a, promoviendo la
acumulacion de proteinas de la matriz extracelular (ECM) e inhibiendo la expresion de
la proteina del potencial transitorio del receptor canénico 1, subfamilia C (TRPC1), que
funciona como un canal catiénico, y es un blanco de miR-135a. Ademas, la
sobreexpresion de circRNA_010383 inhibi6 eficazmente la acumulacion de ECM
inducida por altos niveles de glucosa y aumento los niveles de TRPC1 (Peng F., et al
2020).
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Tabla 1. Los posibles mecanismos y ejes de regulacion de los circRNAs en la nefropatia diabética

CircRNA Expresion Eje de regulacion Funcion Referencia
circ-ACTR2 Sobreexpresado miR- 205-5p/ Promueve la proliferacion, inflamacion, la Yun J., 2021
HMGA2 acumulacion de matriz extracelular y el
estrés oxidativo
circ_0000712 Sobreexpresado mMiR-879-5p/SOX6 Induce la apoptosis, la inflamacion, el Zhao L., 2021
estrés oxidativo y la fibrosis
circ_0037128 Sobreexpresado miR-17-3p / AKT3 Promueve la inflamacion y la fibrosis. Wang Q., 2021
circ_010383 Reprimido miR-135a/TRPC1 Promueve la acumulacion de proteinas Peng F., 2020
de la matriz extracelular (ECM)
circHIPK3 Sobreexpresado miR-185/ cyclin D1, Promueve la proliferacion celular Liu R., 2021
PCNA, TGF-B1
circRNA_102682 Reprimido TGF-By CTGF Se asocia con la sobreexpresion de TGF- Hu F., 2021
By CTGF, promoviendo la
hiperhomocisteinemia
circ-ITCH Reprimido miR-33a-5p /SIRT6 Promueve la migracion, la fibrosis y la Liu J., 2021
respuesta inflamatoria
circ_LARP4 Reprimido miR-424/Bcl-2 Induce la proliferacion y fibrosis celular e Wang Y., 2021
inhibe la apoptosis.
circ_0000491 Sobreexpresado miR-455-3p/Hmgb1l Induce la apoptosis, la inflamacion, el Wang J., 2021

estrés oxidativo y la fibrosis
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Se conoce muy poco sobre el eje de regulacion circRNA/mIRNA/mMRNA en la
progresion de la nefropatia diabética. Por ende, el objetivo de este proyecto es
investigar las posibles implicaciones de la regulacion circRNA/miRNA/mRNA de genes
que codifican proteinas de la via de sefializacion AGE-RAGE que median la
inflamacion, fibrosis y/o hipertrofia renal en ambientes con altas concentraciones de
glucosa. Ademas, hasta la fecha no existe un solo reporte de la interaccion de
circRNAs con proteinas en ND, por lo tanto, el analisis sobre estos mecanismos de
regulacién nos proporcionara informacion importante sobre el rol de los circRNAs en
la modulacion de la via de sefializacion AGE-RAGE, la cual esta implicada en la

fisiopatologia de la ND.
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3 JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es un problema de salud publica a nivel mundial, siendo la ND
una de sus principales complicaciones microvasculares. La aparicién de la ND esta
mediada principalmente por la formacién de AGEs y su interaccion con su receptor
(RAGE). Aunque se ha encontrado una expresion desregulada de los circRNAs en
diabetes, el papel de estas moléculas en las complicaciones como la ND, a través de
la modulacion de la via AGE-RAGE por interaccidon directa o indirecta con RAGE u
otras proteinas de su via de sefalizacion sigue siendo desconocido. Dilucidar estos
aspectos nos permitira generar nuevos conocimientos acerca del rol de los circRNAs

en la fisiopatologia de la ND y su potencial como blancos terapéuticos.

4 HIPOTESIS

Los circRNAs expresados en células epiteliales renales expuestas a altas
concentraciones de glucosa modulan la expresion de genes del eje AGE-RAGE que
median la inflamacion, fibrosis y/o hipertrofia renal.
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5 OBJETIVO GENERAL

Analizar in silico las posibles interacciones directas e indirectas entre CircRNAs y
proteinas de la via de sefializacibn AGE/RAGE en células epiteliales renales

sometidas a altas concentraciones de glucosa.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Predecir la red de interaccion de los circRNAs, expresados en células epiteliales
renales cultivadas en ambientes con altas concentraciones de glucosa, con miRNAs y
MRNAs de genes que codifican proteinas de la via de sefalizacibon AGE-RAGE

involucradas en la inflamacién, fibrosis y/o hipertrofia renal.

2-ldentificar in silico los circRNAs que potencialmente se podrian unir a proteinas de
la via de sefializacibn AGE-RAGE involucrados en la inflamacién, fibrosis y/o

hipertrofia renal.

3-Analizar in silico el efecto de los circRNAs candidatos sobre la transcripcion de sus

genes parentales.

4-Determinar la expresion de los circRNAs seleccionados y de genes de la via de
sefalizacion AGE-RAGE en la linea celular AD-293 sometida a estrés mediante AGEs

de lisina.
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Anadlisis in silico

1-Predecir la red de interaccion de los circRNAs,
expresados en células epiteliales renales cultivadas
en ambientes con altas concentraciones de glucosa,

con miRNAs y mRNAs de genes que codifican

proteinas de la via de sefializacion AGE-RAGE
involucradas en la inflamacién, fibrosis y/o hipertrofia

2-ldentificar in sifico los circRNAs que 3-Analizar in silico el efecto de los
potencialmente se podrian unir a proteinas circRNAs candidatos sobre la
de la via de sefializacion AGE-RAGE transcripcion de sus genes
involucrados en la inflamacicn, fibrosis y/o parentales.
hipertrofia renal. T

|

renal. i ! ‘\,
— Determinar la Predecir los motivos |dentificar en bases de
 Identificar en bases de datos los probabilidad de unién de de union a RNA en datos la expresion de los
circRNAs que se expresan en la linea los circRNAs expresados proteinas de la via genes parentales de los
celular HEK293 a altas concentraciones en HEK293 por proteinas AGE/RAGE circRNAs en tejido de rifidn
de glucosa. de la via AGE/RAGE normal.
.

Prediccion de los sitios de

Generar una red de corregulacion
circRNAs/microRNAs/mRNAs
involucrados en la via de
sefializacion AGE-RAGE

Analisis experimentales

y
Predecir los ) , union a factores de
Predecir | It
microRNAs/mRNA blar:czcdlre Ia;spc:i(:cgrlzifs transcripcion c-Jun y c-Fos
blancos de los circRNAs l Proponer los circRNAs candidatos para en los promotores de los

unirse a RAGE u otras proteinas de su miRNAs
via de sefializacion. 1

4.-Determinar la expresion de los circRNAs
seleccionados y de genes de la via de senalizacion
AGE-RAGE en la linea celular AD-293 sometida a
estrés mediante AGEs de lisina.

v
Prediccion de sitios de
union para AP-l, c-Jun y c-
Fos dentro de los genes
parentales de los circRNAs.

Cultivo celular
(AD293)

1.- Control D-Glucosa (5.5 mM)

2.- Control de Osmolaridad (D—-glucosa 5 mM, L-Glucosa 25 mM)
3.- D-glucosa (30 mM)

4.- D-glucosa (30mM) + CML (25 pg/ml)

5.- D-glucosa (30mM) + CML (50 pg/ml)

6.- D-glucosa (30mM) + CML (100 pg/ml).

Ensayo de viabilidad celular
(MTT)

Extraccion de RNA

Obtencion del cDNA

gRT-PCR con primers especificos
para los circRNA candidatos
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7 METODOLOGIA

7.1 Identificacion in silico de los circRNAs que se expresan en células
epiteliales renales sometidas a altas concentraciones de glucosa

Se colectaron las secuencias de los circRNAs predichos por Memzack y cols
(Memczak S., et al 2013) a partir de los datos de secuenciacion de ribominus de la
linea celular HEK293 cultivada a altas concentraciones de glucosa (25 mM) y
disponibles en la base de datos Gene Expression Omnibus bajo el nimero de acceso
GSE43574. Las secuencias de los circRNA predichos y validados por Memzack., et al

2013 se verificaron en las bases de datos CircBase (http://www.circbase.org/),

CircBank (http://www.circbank.cn/), CircPedia_v2
(https://www.picb.ac.cn/rnomics/circpedia/ ) y Circ2traits (http://gyanxet-

beta.com/circdb/ ).

7.2 Determinacion in silico de lared de circRNA-miRNA-mRNA que se expresan
en células epiteliales renales sometidas a altas concentraciones de glucosa
(25mM)

Se analiz6 in silico la interaccion de los circRNAs expresados en HEK293 con miRNAs
que tuvieran como blanco a los mRNA de 11 genes que codifican para proteinas
involucradas con las vias NF-k (PI3K, MAPK8, MAPK9 y NF-kf), JAK-STAT (JAK2,
STAT1, STAT3, JUN, FOS) y TGF-1 (TGF-B1) del eje AGE-RAGE y que estan

implicadas en los procesos de inflamacion, fibrosis e hipertrofia, respectivamente.

Para ello, primero se predijeron las interacciones de los circRNAs expresados en
HEK293 con miRNAs utiizando las bases de datos circAtlas
(http://159.226.67.237:8080/new/index.php), Circlnteractome

(https://circinteractome.nia.nih.gov/) y circBank (http://www.circbank.cn/). Se

seleccionaron solamente los miRNAs con blancos predichos consistetemente por al
menos 2 bases de datos. Posteriormente, la prediccién de los mMRNAs blancos de los
miRNAs que potencialmente interactian con los circRNA expresados en HEK293,

utilizando las bases de datos TargetScan (http://www.targetscan.org/vert 72/),
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miRTarBase(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase 2022/php/se
arch.php) y mIRDB (http://www.mirdb.org/ ). La energia libre de los pares de

interacciones MIRNAs-mRNA vy la accesibilidad al blanco se verificO mediante los
servidores RNAHybrid (https://bibiserv.cebitec.uni-

bielefeld.de/rnahybrid?id=rnahybrid_view_submission) y RNAup

(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAup.cgi), respectivamente. Para su
andlisis posterior se seleccionaron aquellos miRNA que tuvieran como blancos
predichos los 11 mRNA de interés en al menos dos bases de datos, que presentaban
sitios de interaccion candnicos (8mer, 7mer-m8 y 7mer-Al), que la energia libre
minima de las interacciones fuera menor a -40 Kcal/mol, y que la energia libre de union
fuera menor a -4 kcal/mol mediante el software RNAhybrid y RNAup, respectivamente.
Por dltimo, se verific6 mediante el andlisis de la base de datos Tarbase v8

(https://carolina.imis.athena-

innovation.gr/diana tools/web/index.php?r=tarbasev8%2Findex) si las interacciones

identificadas habian sido validadas experimentalmente. Se verificé la expresion en
células renales, en condiciones fisioldgicas, de las proteinas blanco y de los pares
circRNA/miRNA identificados previamente utilizando el servidor The Human Protein
Atlas (https://www.proteinatlas.org/), Human MiRNA tissue atlas
(https://www.proteinatlas.org/) y circAtlas (http://159.226.67.237:8080/new/index.php).

7.2.1 Construccion de lared de corregulacion circRNA-miRNA-mRNA

La red de corregulacion entre los circRNA-mIRNA-mRNA se construyo utilizando el

software Cytoscape (https://cytoscape.org/ ), al cual se le proporciond, como datos de

entrada, los pares de circRNA-miRNA y miRNA-mRNA que interactuaban de acuerdo
con los resultados de las predicciones obtenidas como se describe en la seccion

anterior.
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7.2.2 Identificacion in silico de los circRNAs candidatos a unirse a proteinas del
eje AGE-RAGE.

Para predecir los circRNAs candidatos a unirse a proteinas involucradas en las vias
del eje AGE-RAGE relacionadas con inflamacién, hipertrofia y fibrosis se analizo si
dichas proteinas presentan motivos de secuencia capaces de interactuar con RNA.
Para ello, se determind la probabilidad de las 11 proteinas mencionadas en la seccién
2 a unirse a RNA y se predijo si poseian regiones de union a RNA mediante el servidor

catRAPID (http://s.tartaglialab.com/page/catrapid_group). A continuacién, se predijo la

interaccion de los circRNA, expresados en HEK293 con las 11 proteinas

seleccionadas, mediante el servidor RPI-seq (http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq/).

Para establecer criterios de referencia durante la seleccion de los circRNAs candidatos
se incluy6 como control positivo en el analisis a las proteinas, FMR1, ZC3H7B, CELF4,
eiF4B, FTO, RBFOX2, LIN28, IGFBP3, ELAVL4, FUS, HNRNPDL, las cuales son
proteinas de uniébn a RNA que interactian con la mayoria de los circRNAs que se
expresan en HEK293, y como control negativo se incluyeron las proteinas EGFP,
PCNA, LIMA1, H2B, ACTB, HNF4a, PAX4, Nkx22, TMM70, RNOB2, MC4R, INSIG2,
las cuales no presentan sitios de union a RNA de acuerdo a lo descrito en la literatura
(Castello., et al 2012). Posteriormente se tomaron las secuencias de las regiones de
union a RNA predichas en catRAPID para identificar posibles motivos de unién a RNA
(RRM) dentro de las mismas. Para ello, se descargaron de la base de datos RBPDB

(http://rbpdb.ccbr.utoronto.ca//index.php) 66 secuencias de aminoacidos (Anexo 1)

conteniendo los dominios de union a RNA de 35 proteinas clasificadas como proteinas
de union a RNA (RBP) y se analizaron mediante el software MEME Suite

(https://meme-suite.org/meme/) Adicionalmente, se compararon los motivos

identificados mediante la herramienta Tomtom (https://meme-

suite.org/meme/tools/tomtom).
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7.3 Andlisis in silico del efecto de los circRNAs candidatos sobre la
transcripcion de sus genes parentales

7.3.1 Andlisis de la expresion de los genes parentales de los circRNAs

Se verificd la expresion de los genes parentales de los circRNAs en tejido de rifion

normal mediante la base de datos Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home).

7.3.2 Prediccién de los sitios de union a los factores de transcripcién c-Jun y c-
Fos en los promotores de los miRNAs

Mediante el software TransmiR v2.0 se analiz6 la presencia de sitios de union a los
factores de transcripcion c-Jun y c-Fos en los promotores de los genes que originan
los miIRNAS que interactuan con los circRNAs expresados en HEK-293 y los mMRNA de

los genes que codifican las 11 proteinas de interés (http://www.cuilab.cn/transmir).

7.3.3 Prediccién de sitios de unién para AP-1, c-Jun y c-Fos en los genes
parentales de los circRNAs

Se identificaron los genes parentales de los circRNAs que interactuaban in silico con

c-Jun y c-Fos mediante la base de datos circBase (http://www.circbase.org/), y

posteriormente se buscaron sitios de union para AP-1, c-Jun y c-Fos dentro de los
promotores de dichos genes parentales mediante la base de datos de biogrid
LASAGNA search 2.0 (https://biogrid-
lasagna.engr.uconn.edu/lasagna_search/index.php).

7.4 Determinacion de la expresion de los circRNAs candidatos en lalinea
celular AD-293 sometida a stress mediante AGEs de lisina

7.4.1 Mantenimiento del cultivo celular

La linea celular adherente de rindn AD-293, la cual deriva de la linea HEK293
(CVCL_9804), se cultivé en medio Dulbecco’s Modified Eagle Médium (DMEM) Gluta-

MAX-I, bajo en glucosa (5.5 mM), con L-glutamina 4 mM, piruvato de sodio 1 mM,
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bicarbonato de sodio 44 mM y rojo fenol 40 mM (Gibco, Life Technologies),
suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (SFB) (Gibco, Life
Technologies) y penicilina/estreptomicina 1X (100X, Sigma-Aldrich). Se incub6 a 37 °C

en atmaosfera con humedad controlada 'y 5 % de COa.

7.4.2 Tratamientos con altas concentraciones de glucosa y N-g-carboxi-metil-
lisina (CML)

Se sembraron 1 x 10° células por pozo (pz) en placas de 6 pz, con 2.5 ml de DMEM
bajo en glucosa (5.5 mM), se incubaron a 37° C hasta obtener el 100% de confluencia.
Posteriormente, se retiré el medio y se adicion6 medio DMEM sin suplementar, se
incubd durante 16 h con la finalidad de que las células se sincronizaran. Una vez
transcurrido ese tiempo se retird el medio y se realizaron los tratamientos a las células.
Se utilizaron 6 tratamientos: 1) Control glucosa (5.5 mM), 2) Control de osmolaridad (D
— glucosa 5.5 mM, L-Glucosa 24.5 mM); 3) D-glucosa (30 mM), 4) D-glucosa (30 mM)
+ CML (25 pug/ml de DMEM), 5) D-glucosa (30 mM) + CML (50 pg/ml de DMEM) y 6)
D-glucosa (30 mM) + CML (100 pg/ml de DMEM). Se probaron tres tiempos de
incubacion (24, 48 y 72 h) a 37 °C en atmésfera con humedad controlada y 5 % de
COg., al final de los cuales se colectaron las células para realizar la extraccion de RNA.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

7.4.3 Ensayo de viabilidad celular

Para realizar el ensayo de viabilidad celular, a las células AD-293, previamente
cultivadas 1.5 x 10%y tratadas en placas de 96 pozos durante 48 h como se describié
en la seccion 4.2, se le afadio el reactivo MTT [(3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio bromuro] y se incubaron durante 3 h a 37 °C en atmdésfera con
humedad controlada y 5 % de CO-2. Luego, se elimind el sobrenadante, se afiadio
isopropanol y se dej6 incubar durante 5 min. A continuacion, se registro la absorbancia
(DO) de cada pozo mediante un espectrofotometro (570 a 630 nm). El porcentaje (%)

de viabilidad se calculé como:
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% Viabilidad = DO células tratadas x 100 / DO células control

Los datos se analizaron mediante el software Graph-Pad Prism 8. Todos los ensayos

se realizaron por quintuplicado.

7.4.4 Extraccion de RNA total mediante la técnica de Trizol

El RNA total de las células cultivadas bajo los tratamientos descritos anteriormente se
extrajo con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. El RNA se cuantificoO por espectrofotometria en un equipo Nanodrop
A260/A280 (Thermo Scientific™ NanoDrop) y se visualizé mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1 % en TBE 0.5 X, para determinar su integridad y verificar su

concentracion.

7.4.5 Sintesis de cDNA

A 500 ng de RNA se le adicion6 1 pL de hexadmero aleatorio (10 pmol/pL), 2 pL
de dNTPs y agua DEPC cbp a un volumen final de 12 L y se incub6 a 65 °C por 5
min. Después se adicionaron 4 puL de amortiguador 5x,1 yL de DTT 0.1 M, 1
uL de RNAsaout (40 u/uL), 1 puL de agua DEPC, 1 pL de transcriptasa reversa
(Thermoscript Reverse Transcriptase) y se incub6 a 50 °C por 50 min.
Transcurrido el tiempo de reaccion se inactivé la transcriptasa reversa a 85 °C por 5
min. Finalmente, el cDNA sintetizado se cuantificO por espectrofotometria en un
equipo Nanodrop A260/A280 (Thermo Scientific™ NanoDrop).

7.4.6 Disefio de primers divergentes especificos para los circRNAs candidatos

La secuencia madura de los circRNAs candidatos se obtuvo utilizando la base de datos
circular RNA interactome (htps:/7circinteractome. nia.nin.gov/index.ntmtr).
Posteriormente, se identificé el templado del amplicén de PCR uniendo el extremo 3’
de los ultimos 100 nts de la secuencia del circRNA maduro al extremo 5' de los

primeros 100 nts. Una vez obtenido el templado se disefaron los primers para la PCR
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utilizando el server Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) o primer-BLAST de NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ herramientas / imprimacion-granallado/) (Tabla 2).

7.4.7 qPCR en tiempo real

Para la PCR, se utiliz6 100 ng del cDNA del blanco correspondiente y se amplifico con
5 pL de SYBR-Green PCR Master Mix (Agilent Technologies, Inc., La Jolla, CA, EE.
UU.), 1 uL de primers divergentes previamente descritos a una concentracion de 1 yM
y agua grado PCR cbp de 10 pL. Sé cuantificé también la expresiéon de RAGE, c-Jun,
c-Fos y fibronectina 1, utilizando primers especificos para cada uno disefiados en este
trabajo (Tabla 2). Como control interno se cuantificé la expresion de GAPDH. La
reaccion de PCR se realizé en un Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM (CA) de la siguiente
manera: 95 ° C durante 10 miny 40 ciclos a 95 ° C durante 15 segundos, 55 ° C durante
30 segundos y 72° C por 30 segundos. Para determinar la expresion de cada uno de
los genes analizados y de los circRNA se utilizé el método descrito por Ramakers y
cols (19) el cual estima la cantidad de producto (Nc) después de C ciclos mediante la

férmula:
Log (Nc) = Log(No) + log(E) x C

Donde No y E son la cantidad inicial de mRNA y la eficiencia de amplificacion,
respectivamente y se estiman de la curva de regresion de la regién lineal de los datos
de fluorescencia transformados [log (fluorescencia) vs ciclos], como: No = 10™Mercepto y
E = 10pendiente | 5 expresion de cada gen se determind como la expresion relativa a la
del gen GAPDH.

7.5 Analisis estadistico

Se verifico la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la
homocedasticidad de varianza mediante la prueba de Brown-Forsythe. Todos los
resultados se expresaron como media = error estandar. Para la estimacion de la
cantidad inicial de mRNA y la eficiencia de amplificacion de los ensayos de RT-PCR el
ajuste de la curva de regresion de la region lineal de los datos de fluorescencia

transformados versus el numero de ciclos de amplificacion se realiz6 mediante el
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método de los minimos cuadrados seleccionandose la recta de menor error residual y
mejor ajuste al modelo. Las comparaciones multiples se realizaron mediante analisis
de varianza de una via y la prueba post hoc de Tukey. La relacion entre la expresion
de los RNA circulares y la de los genes que codifican las proteinas de interés se
determiné mediante analisis de correlacion y el calculo de coeficiente de correlacion
de Pearson. Todos los analisis se realizaron a un nivel de significacion de 0.05. Para

la realizacion de estos analisis se utilizo el software GraphPad Prism 8.0.
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Tabla 2. Secuencia de los cebadores disefiados para amplificar los transcritos

estudiados
Gen o circRNAs Secuencia de los cebadores
GAPDH F: 5-ACA GTC AGC CGC ATC TTC-3'

: 5-CCA ATA CGA CCA AAT CCG TTG-3

Fibronectina 1

: 5-CTG GCC AGT CCT ACA ACC AG-3'

: 5'-CAT GAA GCA CTC AAT TGG GCA-3'

c-Jun : 5-GAG CTG GAG CGC CTG ATA AT-3'
:5-CCC TCCTGC TCATCT GTC AC-3'

c-Fos : 5-TAC TAC CAC TCA CCC GCA GA-3'
: 5-CGT GGG AAT GAA GTT GGC AC-3'

RAGE : 5'-GCC ACT GGT GCT GAA GTG TA-3'

: 5-GGA GAC AGG ACC TTC CAAGC-3'

hsa _circ_0001666

5-AGC TGT CAA GGA GTG GTT TGT-3'

: 5-ACC TCT CAC ACC CAT AAC TGA-3'

hsa circ_0001821

:5-TTG GGT CTC CCT ATG GAATG-3'

: 5'-CAA AAG ATC AGG CCT CAA GC-3'

hsa_circ_0001461

: 5-ATG AGG ACG CCA GAA GAG AT-3'

: 5-CAA ATG TCT CCC CAT TGC TT-3'

hsa_circ_0000811

:5-TGC TGA TGT CTG GCA AGA AG-3

: 5'-CAA GAC GAT GCC AAATTT CC-3

hsa_circ_0001784

R
F
R
F
R
F
R
F
R
F:
R
F
R
F
R
F
R
F
R

: 5-AGA ACA TGG GTC TGG GAA AA-3'

5-CGC TTC ATG CAG TAATCT GG-3'
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de los circRNAs expresados en la linea celular HEK293
cultivada a altas concentraciones de glucosa

El andlisis integrado del conjunto de datos GSE43574 publicado por Memzack y
colaboradores (Memczak S., et al 2013) a partir de datos de secuenciacion, revel6 60
circRNAs expresados en la linea celular HEK293 cultivada a altas concentraciones de
glucosa (25 mM). Estos circRNAs, se encontraban distribuidos en 19 cromosomas,
siendo el cromosoma 1 el que codificaba la mayor cantidad de ellos, 13 de los 60,
seguido del cromosoma 17 con 7. Sin embargo, no se pudo determinar la localizacion

cromosomica de los circRNAs circ-000771 y circ-001001 (Figura 8).

Posteriormente, analizamos el origen gendmico de los 60 circRNAs, encontrandose
que el 83.3 % de los circRNAs son de origen exonico/secuencia codificante (CDS), por
otro lado, solo el 6.6 % de los circRNAs de origen intergénico, el 3.3 % de origen

exonico e intergénico y el 5% de origen intrénico (Figura 9).

8.2 Prediccion de los miRNAs y mRNAs blancos de los circRNAs expresados
en HEK293

Existen tres procesos claves que influyen sobre la fisiopatologia de la ND, los cuales
son, la inflamacion, la fibrosis y la hipertrofia renal. En particular, la inflamacion
mediada a través de la via del factor nuclear kappa B (NF-kB); la fibrosis a través de la
via del factor de crecimiento transformante B (TGF-$1) y la hipertrofia través de la via
Janus cinasa 2 (JAK2), estan reguladas por la interaccion AGE/RAGE (Figura 10). La
activacion de NF-kB, a consecuencia de la interaccion AGE/RAGE, promueve la
expresion de citocinas proinflamatorias. Por otra parte, a concentraciones elevadas de
glucosa intracelular se sobre-expresa TGF-1 a nivel renal, promoviendo la produccion
de matriz extracelular, la proliferacion y la hipertrofia, lo que conlleva al engrosamiento
de la membrana basal, y generacion de fibrosis en el tubulointersticial. Finalmente, la

activacion de la via JAK2 promueve la produccién de colageno
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HEK?293 cultivada a altas concentraciones de glucosa (25 mM). Datos obtenidos de Memzack

S., etal 2013.
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Figura 9. Origen gendmico de los 60 circRNAs expresados en la linea celular HEK293

cultivada a altas concentraciones de glucosa (25 mM).
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y la subsecuente hipertrofia renal. Por esta razon, previo a la prediccion de las
interacciones de los circRNAs con los miRNAs blancos se delimit6 el conjunto de los
posibles mMRNA blancos a los de las proteinas involucrados en las tres vias de
sefalizacion mencionadas. Especificamente, se seleccionaron solo los 11 mRNA de
los genes que codifican a las proteinas c-Jun, c-Fos, AGER, JAK2, MAPK8, MAPK®9,
NFKB1, PI3K, STAT1, STAT3y TGF-B1 para realizar este estudio (Figura 10).

A continuacion, se realiz6 la prediccion de los miRNAs blancos de los 60 circRNAs
expresados en la linea celular HEK293 cultivada a altas concentraciones de glucosa
(25 mM), utilizando 3 bases de datos: circAtlas, Circinteractome y circBank. Se
seleccionaron solo los miRNAs blancos que coincidieran en al menos dos bases de
datos. Como resultado solamente seis miRNAs fueron predichos en las tres bases de
datos (MiIRNA-127-5p, miRNA-217, miRNA-136-5p, miRNA-127-5p, miRNA-215-3p y
MIRNA-7-5p), mientras que 77 miRNAs fueron predichos en dos bases de datos para
un total de 83 pares circRNAs-miRNAs (Figura 11A). Posteriormente, se identificaron
los mRNAs blancos involucrados en los tres procesos claves observados en la ND
(inflamacion, fibrosis e hipertrofia), de los 83 miRNAs identificados previamente,
utilizando las bases de datos TargetScan, miRTarBase y mIRDB. Se predijeron 10
pares mMIRNA-mRNA en las 3 bases de datos (miRNA-1827/TGFB1, miRNA-508-
3p/NFKB1, miRNA-1244/MAPK8, miRNA-95-5p/MAPK8, miRNA-562/MAPKS,
MIiRNA-766/MAPK8, mIiRNA-1264/MAPK8, mIiRNA-18a-3p/STAT3 y miRNA-
507/MAPKS8) y 24 pares miRNA-mRNA en dos bases de datos (Figura 11B). La
prediccién de la energia libre minima de las interacciones, mediante el software
RNAhybrid, reveld valores menores a -40 kcal/mol para todos los pares miRNA/mRNA
analizados, lo cual sugiri6 que se establecian interacciones estables. Una de las
interacciones predichas mas estables fue la del miR-766-5p/MAPK9 que tiene un AG
de -108.9 kcal/mol (Figura 12A). Por otra parte, se analizo la energia libre total de
union, para los 34 pares miRNA/mMRNA mediante el software RNAup, con un punto de
corte de AG < -4 kcal/mol, donde podemos observar gue la interaccion mas favorable
es la del par miR-1227-5p/TGF(31, con una energia libre total de union de -17,38 kcal
/ mol, lo que sugiri6 que la accesibilidad del miRNA por sus mRNA blancos es
adecuada y en todos los casos es un proceso espontaneo (Figura 12B).
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Figura 10. Genes blancos que fueron seleccionados pararealizar este estudio. Los genes
representados codifican a proteinas de las vias NF-kB, JAK-STAT y TGF-f1 del eje
AGE/RAGE implicadas en los procesos de inflamacién, fibrosis e hipertrofia, respectivamente,

como consecuencia del incremento sostenido de las concentraciones de glucosa.
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Por otra parte, se analizo si los pares miRNA/mMRNA predichos presentaban sitios de
interaccion canodnicos. De manera interesante, el 35.2 % de los pares de
mMiRNA/MRNA analizados presentaron mas de dos sitios de interaccién canonicos. De
ellos, 8 pares mMiIRNAs/mMRNAs presentaron dos sitios de interaccion canonica en la
region 3’'UTR de su blanco. Finalmente, 4 pares miRNA/mMRNA presentaron tres sitios
de interaccion en la region 3’'UTR de su blanco, por ejemplo, el miR-507 que tiene
como blanco el mMRNA de MAPKS, presentoé en su region 3° UTR los tres tipos de

interaccion 8mer/7mer-m8/7mer-Al (Figura 12C).

8.4 Construccion de lared circRNAs-miRNAs-mRNASs

Para comprender el papel de los circRNAs, miRNAs y sus mRNAs en ND, construimos
una red de circRNA-miRNA-mRNA con la informacién de los 34 pares circRNA-
mMiRNAs y mRNAs blancos identificados previamente (Figura 13A). La red esta
compuesta por 18 nodos de circRNA interactuando con 23 nodos de miRNA y a su vez
estos ultimos con 10 nodos de mRNA para un total de 57 aristas. Finalmente,
agrupamos las redes de corregulacion en los 3 procesos principales involucrados en
ND, Hipertrofia, Inflamacion y Fibrosis. (Figura 13B). Como resultado se predijo que
dos circRNA (circ_0001632 y circ_0001742) regulaban los procesos de inflamacion,
fibrosis e hipertrofia, mientras que otros tres (circ_0000154, circ_0000263 vy
circ_0000639) estaban implicados en la regulacion de la inflamacion e hipertrofia y solo
uno (circ_0000012) en inflamacion y fibrosis. Los 12 circRNA restantes regulaban

inflamacion o hipertrofia (Figura 13C).
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Figura 11. Prediccion de los miRNAs y mRNAs. A) Prediccién de los miRNAs blancos de
los 60 circRNAs expresados en la linea celular HEK293 cultivada a altas concentraciones de
glucosa (25 mM), utilizando 3 bases de datos circAtlas, Circinteractome y circBank, B)
Prediccién de los mRNAs blancos, involucradas en ND, de los 83 miRNAs utilizando las bases

de datos TargetScan, miRTarBase y mIRDB.
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Figura 12. Prediccion de la energia libre y los tipos de interaccion miRNA-mRNA. A)
Prediccion de la energia libre minima de los 34 pares miRNA-mRNA mediante el software
RNAhybrid. B) Prediccién de la energia libre de unién de los 34 pares miRNA-mRNA mediante
el software RNAup. C) Prediccion de los tipos de interaccion candnicas 8mer, 7mer-1Ay 7mer-
8m. Estos sitios canoénicos tienen una complementariedad de bases tipo Watson-Crick, entre
la regién ‘semilla’, en las posiciones 2 a 7 (u 8) desde el extremo 5 ‘del miRNA vy la regién 3'-
UTR del mRNA blanco. La linea roja en (A) y (B) sefializa el valor de energia libre minima de

-40 kcal/mol y de energia libre de union de -4 kcal/mol, respectivamente.
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Figura 13. Red de corregulaciéon de circRNA-miRNA-mRNA involucrada en los procesos

de hipertrofia, inflamacién y fibrosis renal mediada por hiperglucemia. A) Red global del
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circRNA, RNA circular; miRNA, microRNA.
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8.5 Prediccidn de las proteinas blancos de los circRNAs expresados en
HEK?293

Para la prediccion de los circRNAs candidatos a unirse a RAGE y/o proteinas de su
via de sefalizacion se descargaron las secuencias de aminoacidos (aa) de la base de
datos Uniprot de las 11 proteinas de interés (PI3K, NFKB1, TGF-B1, RAGE, STAT3,
STAT1, JAK2, MAPK8, MAPK9, c-Jun y c-Fos). Como control negativo, se
seleccionaron 11 proteinas que no se unen a RNA (H2B, LIMA1, ACTB, HNF4aq,
MC4R, PAX4, INSIG2, EGFP, Nkx22, TMM70 y RNOB2) y como control positivo 11
proteinas que se unen a RNA (FMRP, ZC3H7B, CELF4, eiF4E, FTO, RBFOX2,
IGFBP3, FUS, SNRPA, PTBP1 y Sox2). Las secuencias de aa se utilizaron para
predecir las regiones de uniébn a RNA mediante el software catRAPID, que utiliza un
algoritmo que asigna una puntuacion general de 0 a 1 a las regiones que son
propensas de unirse a RNA. Si se obtienen valores mayores a 0.5 indica que la
proteina se podria unir a RNA. Con el analisis realizado se pudo discriminar los
controles negativos (Figura 14A) y positivos (Figura 14B) utilizados, los cuales
alcanzaron una puntuacion de 0.354 + 0.033 y de 0.668 + 0.067 (media *+ ICos),
respectivamente. Por esa razon, procedimos a utilizar el servidor catRAPID para
evaluar la tendencia de las 11 proteinas en estudio a unirse a RNA. De manera
interesante, los factores de transcripciéon c-Jun y c-Fos obtuvieron valores de 0.72 y
0.77 (Figura 14C), respectivamente, debido a la presencia de tres regiones clasicas,
no clasicas y putativas de union a RNA en c-Fos y 2 en c-Jun, lo cual sugirié que es
posible la interaccion entre circRNAs y estas proteinas. Una vez que se determind que
las proteinas c-Fos y c-Jun tenian regiones putativas de unién a RNA, se realizé un
andlisis por medio de la herramienta de software MEME para identificar motivos de
union a RNA en estas regiones. Para ello, se analizaron junto con una coleccion de
secuencias de RRM (Anexo 1), encontrandose al menos un motivo RRM (similar al
dominio LIG_NBox_RRM1) que esta conservado en c-Fos (aa 217-226) y al menos en
el 50% de la coleccion de secuencias analizadas (Figura 15A). En el caso de c-Jun se
identificaron dos motivos RRM, uno similar al dominio SH3 LIG_G3BP_FGDF_1 en la
region de los aa 193-202 (Figura 15B), y el segundo motivo RRM (Figura 15C) en la
region de los aa 147-154 similar al dominio LIG_NBox_RRML1.
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Figura 14. Prediccion de regiones de union a RNA de las proteinas de interés
involucradas en la via AGE-RAGE. A) Puntuacion global de interaccién de controles
negativos. B) Puntuacion global de interaccion de controles positivos. C) Puntuacion global de
interaccion de las proteinas de interés. Puntuaciones > 0.5 indica la presencia de regiones de
union a RNA. En la parte inferior de Ay B se muestra el valor de la media + ICgs de la puntuacion

global de la interaccién de los controles negativos y positivos, respectivamente.
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Figura 15. Motivos RRM conservados en c-Fos y c-Jun. A) Logo del motivo conservado en
c-Fos B-C) Logos de los motivos conservados en c-Jun. Se empleé el programa MEME Suite

5.3.3. Se muestran los valores de p y E para cada uno.
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Posteriormente, se realiz0 la busqueda de interacciones circRNA-proteina mediante el
software RPISeq. Las predicciones de RPISeq se basan en clasificadores Random
Forest (RF) o Support Vector Machine (SVM) que utilizan solamente informacion de
secuencia. Estos clasificadores estan entrenados y probados en 2 conjuntos de datos
de referencia de interacciones RNA-proteina, RP12241 y RPI369, extraidos de PRIDB,
una base de datos de complejos RNA-proteina. El software, de acuerdo con la
probabilidad de ocurrencia de la interaccion RNA-proteina les asigna una puntuacion
enlaescalade Oal,ysugiere que en aquellas que alcancen un valor 2 0.5 es probable
que ocurran las interacciones. En este trabajo primero se procedid a buscar y
descargar las secuencias de los 60 circRNAs expresados en HEK293 mediante la base
de datos Circinteractome y la secuencia de aa de las 11 proteinas de interés
involucradas en las tres vias de sefalizacion (NF-kB, TGF-B1 y JAK2) reguladas por
la interaccion AGE-RAGE (Figura 16). A continuacion, se realizé la prediccion de
interaccion de cada par circRNA-proteina, y para mejorar la sensibilidad de las
predicciones se tomé como punto de corte puntuaciones = 0.8. Los resultados
obtenidos utilizando el clasificador SVM revelaron 54 circRNAs que posiblemente
interactlan con al menos una de las 11 proteinas de interés, de estos solo 22 circRNAs
interactian con todas. Interesantemente, los circ_0000026, circ_0000775 vy
circ_0000966 interactuan con la proteina MAPKS, los circ_0000164 y circ_0001908
con PI3K, mientras que los circ_0001423y circ_0001909 con ambas proteinas (Figura
16A). Se encontré también que 43 circRNA interactian tanto con c-Jun como con c-
Fos, mientras que Unicamente dos circRNAs interactian con c-Fos (Figura 16B). Los
resultados obtenidos utilizando el clasificador RF y un punto de corte = 0.8 mostraron
34 circRNAs que posiblemente interactian con al menos una de las 11 proteinas de
interés. Dentro de esas interacciones, los circ_0001276 y circ_0001345 solamente las
establecen con RAGE, los circ_0001470y circ_0001633 con STATS3, los circ_0000211
y circ_0000704 con c-Jun y finalmente los circ_0000769 y circ_0000779 interactdan
Unicamente con JAK2 (Figura 16C). Utilizando el clasificador RF y un valor de punto
de corte = 0.8 se encontraron 5 circRNA que interactuan con c-Juny con c-Fos, 10 con
c-Jun y solamente 3 con c-Fos (Figura 16D). Interesantemente, para el circ_0001908

se predijo, con ambos clasificadores, que interactta con la proteina PI3K.
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Figura 16. Mapas de calor de la probabilidad de las interacciones entre los circRNAs
expresados en HEK293 y las proteinas implicadas en las vias de sefializaciéon NF-kB,
TGB-1y JAK2. A) La probabilidad de las interacciones se estimé con el clasificador SVM; B)
Diagrama de Venn de las interacciones con puntuaciones = 0.8 predichas medianteel
clasificador SVM entre los circRNAs analizados y c-Jun y/o c-Fos; C) La probabilidad de las
interacciones se estimé con el clasificador RF; D) Diagrama de Venn de las interacciones con
puntuaciones = 0.8 predichas mediante el clasificador RF entre los circRNAs analizados y c-
Jun y/o c-Fos. A la derecha de A) y B) se muestra la escala de colores. Las predicciones se

realizaron con el software RPIseq.
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Al filtrar los datos de las interacciones por el criterio de que se obtuvieran puntuaciones
con un valor = 0.8, simultdneamente con los dos clasificadores, encontramos 17
circRNAs que interactuaban con c-Jun y/o c-Fos. Cinco de esos circulos interactuaban
con c-Fos y c-Jun, mientras que tres solo lo hacian con c-Fos y nueve con c-Jun.
Utilizando el software RBPsuite se predijo que esos 17 circRNAs tienen motivos de
union a RBP, algunos conocidos y otros no conocidos (Tabla 3). Finalmente, se
seleccionaron cinco de los 17 circRNAs que interacttan in silico con c-Jun y/o c-Fos
con puntuaciones superiores a 0.8 con los dos clasificadores (circ_0001666,
circ_0001821, circ_0001461, circ_0000811y circ_0001784) para analizar su expresion

en la linea celular AD-293 a altas concentraciones de glucosa (30 mM) y de CML.

Los resultados hasta ahora obtenidos mediante el andlisis in silico permiten proponer
que los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos tienen motivos RRM los cuales podrian
estar interactuando con circRNAs.

8.6 Los circRNAs y sus genes parentales

Diferentes estudios han demostrado que tanto los circRNAs, localizados en el
citoplasma como en el nicleo pueden regular la transcripcién de sus genes parentales
a través de la regulacion de la expresion de diferentes factores de transcripcion (Shao
T., et al 2020). Considerando que en este trabajo se identificaron 17 circRNAs que
probablemente interactien con c-Jun y/o c-Fos, los cuales componen el factor de
transcripcion AP-1, identificamos los genes parentales de cada uno de los 17 circRNAs
y analizamos su expresién en tejido de rifion sano de 122 individuos, mediante la base
de datos Expression Atlas, y si los promotores de esos genes tenian sitios de union a
c-Jun y/o c-Fos. En condiciones fisiologicas encontramos que en tejido de rifion hay
una mayor expresibn de los genes parentales FAT1(circ_0001461),
SMARCC1(circ_0001294) y PRRC2B (circ_0001896) (Figura 17, Tabla 4).
Interesantemente, Zheng y colaboradores demostraron que FAT1 se sobreexpresa en
pacientes con ND en comparacion con el grupo control (sanos), sin embrago, los
mecanismos moleculares de la participacion de FAT1 en la enfermedad alun no estan
dilucidadas (Zheng M., et al 2012).
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Tabla 3. CircRNAs que interactian in silico con c-Jun y/o c-Fos y motivos de
unién a RBP predichos en su secuencia

RNA circular Proteinas con que Motivos de a RBP
interactta in silico unién predichos
Conocidos Desconocidos
hsa circ_0001181 c-Fos y c-Jun 3 17
hsa circ_0001511 c-Fos y c-Jun 12 19
hsa circ_0001666 c-Fos y c-Jun 12 21
hsa circ_0001821 c-Fos y c-Jun 10 16
hsa_circ_0001461 c-Fos y c-Jun 13 23
hsa_circ_0001896 c-Fos 12 16
hsa_circ_0001294 c-Fos 13 18
hsa_circ_0000544 c-Fos 16 19
hsa circ_0000211 c-Jun 12 19
hsa_circ_0000811 c-Jun 12 17
hsa_circ_0001632 c-Jun 13 22
hsa_circ_0001491 c-Jun 7 22
hsa _circ_0001784 c-Jun 12 23
hsa_circ_0000234 c-Jun 8 25
hsa_circ_0000527 c-Jun 17 20
hsa_circ_0000704 c-Jun 7 23
hsa_circ_0000745 c-Jun 10 19

Se muestran los circRNAs que, mediante el analisis con el software RPISeq, obtuvieron
puntuaciones con un valor = 0.8 simultaneamente con los clasificadores SVM y RF. En negritas se

sefialan los circRNAs que seleccionamos para realizar los andlisis experimentales
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Figura 17. Analisis in silico de la expresidn de los genes parentales de los circRNAs en

tejido de rifibn sano mediante la base de datos Expression Atlas. TPM: transcritos por millén.
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Tabla 4. Genes parentales de los 17 circRNAs y evidencias de su relacidon con la fisiopatologia de la diabetes
mellitus y/o nefropatia diabética

CcircRNAs Gen parental Codifica Evidencias Referencia
circ_0001461 FAT1 Protocadherina FAT1 Se sobreexpresa en pacientes con ND Zheng M., et al
2012
circ_0001294 SMARCC1 Familia de proteinas SWI/SNF, Desconocida N/A
circ_0001896 PRRC2B Proteina PRRC2B Desconocida N/A
circ_0001181 BACH1 Factor de transcripcion que La hiperglucemia promueve la sobreexpresion Li X., etal 2022
pertenece a la familia tipo cap 'n' collar de BACH1, regulando la EndMT en ND
circ_0001666 FAM120B Familia con similitud de secuencia El SNP (rs924043) se asocia con la DM, se Bradfield, J. P., et
120B encuentra en una region intergénica y alberga al 2011
multiples genes, incluidos FAM120B.
circ_0001784 ELP3 Complejo proteico elongador 3 Desconocida N/A
circ_0000234 CuL2 Cullina 2 CUL2 se sobreexpresa en células progenitoras  Lu Y., et al 2020
endoteliales tratadas con acido félico de
pacientes con DTML1.
circ_0000811 RNF213 E3 ubiquitina-proteina ligasa RNF213 La inhibicion de RNF213 mejora la toleranciaa  Kobayashi H., et
la glucosa al proteger las células 8 de los islotes al 2013
en ratones KO/Akita.
circ_0000544 C14o0rf135 Pecanex 4 Desconocida N/A
circ_0000527 FAM158A Subunidad 9 del complejo proteico de Desconocida N/A

la membrana del RE
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circ_0001491

circ_0001632

circ_0000211

circ_0000745
circ_0001511
circ_0001821

circ_0000704

IPO11

ASCC3

SFMBT2

SPECC1
GPR98
PVT1

AMFR

Importin-11

La subunidad 3 del complejo 1
cointegrador de la sefial de activacion
Scm Like con 4 dominios Mbt-2

Cytospin-B
Receptor asociado a proteinas G 98

Oncogén Pvtl

Receptor del factor de motilidad

autocrina

Las variantes genéticas en HSD17B3, SMAD3 e

IPO11 afectan los lipidos circulantes en

respuesta al fenofibrato en pacientes con DMT?2.

Desconocida

La privacion de la glucosa de glucosa activa la
expresion de sfmbt2 a través del estrés
oxidativo y la inhibicién de la desacetilacion de
histonas en lineas celulares de raton
B/CMBA.Ov.

Desconocida
Desconocida
El silenciamiento del IncRNAPVTL1 inhibe el
dafo de los podocitos y la apoptosis en ND
mediante la regulacién positiva de FOXA1

Desconocida

Rotroff D., et al
2018

N/A

Druz A., et al
2012

N/A
N/A
Liu D., etal 2019

N/A
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8.7 Regulacién de la expresion de los genes parentales de los circRNAs por los
factores de transcripcion c-Jun, c-Fos y AP-1

Posteriormente, analizamos si los genes parentales de los 17 circRNAs presentaban
sitios de union para los factores de transcripcién c-Jun, c-Fos y AP-1. De manera
interesante, encontramos que los 17 genes parentales de los circRNAs presentan
sitios de unién para los 3 factores de transcripcion (Figura 18). En conjunto, estos
resultados sugirieron que los circRNAs estudiados si son capaces de interactuar con
c-Jun y/o c-Fos, funcionando como esponja de estos, podrian regular la transcripcion
de sus genes parentales y a su vez la de los circRNAs a los cuales les dan origen. Es
decir, se podria establecer una red de corregulacion negativa de la expresion de los
genes parentales de los circRNAs, de estas moléculas circulares y probablemente de
otros genes que su transcripcion fuera reguilada por c-Jun y c-Fos si realmente los
circRNAs candidatos a unirse a estos factores de transcripcion lo hicieran
efectivamente. Debe destacarse que como no se disponen de datos de expresion en
células renales de esos genes en condiciones de altas concentraciones de glucosa, ni
de los circRNAs, seria imposible plantearse una hipotesis razonable acerca la
corregulacion de la expresion de los circRNAs y sus genes parentales. No obstante,

es un dato para considerar para estudios posteriores.

8.8 Prediccidén de la unidn de los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos en los
promotores de los miRNAs

Los cambios en la expresion de los miRNAs pueden ocurrir debido a cambios en la
expresion de sus genes parentales. Varios estudios han sugerido vinculos entre la
expresion de miRNAs y los factores de transcripcion, es por eso, que buscamos sitios
de unioén de los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos en los promotores de los 23
mMiRNAs (Figura 19). Encontramos que los promotores de 5 miRNAs (miR-618, miR-
1227, miR-1200, miR-576, miR-593) tienen sitios de unidn para c-Fos, mientras que,
los promotores de 8 miRNAs (miR-1183, miR-1227, miR-1200, miR-576, miR-18a,
miR-593, mMiR-586, miR-605) presentan sitios de union para c-Jun. Este hallazgo
sugiere que c-Fos y c-Jun, podrian regular la transcripcion de estos miRNAs. Es

importante destacar, que los miR-1183 y miR-1200, son blancos predichos de los
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circ_0001461y circ_0001784, respectivamente. Estos dos ultimos circRNAs estan
dentro de los 5 circRNAs seleccionados para continuar el estudio, dado que
interactdan in silico con c-Jun y/o c-Fos, por lo que podrian estar participando en una

posible regulacién por feedback.

8.9 Determinacion del tiempo 6ptimo de exposicion a CML a partir del cual se
activa la via AGE-RAGE en la linea celular AD-293

Para determinar el tiempo 6ptimo a partir del cual se activa la via AGE-RAGE las
células AD-293 se cultivaron a concentraciones elevadas de glucosa (30 mM) y 50
pg/ml de N-g-carboxi-metil-lisina (CML) durante diferentes tiempos (24, 48y 72 h) y se
cuantifico la expresion de RAGE. La concentracién de CML utilizada fue similar a la
reportada por Holik y colaboradores ya que en células SH-SY5Y es capaz de
incrementar la expresiéon de RAGE vy activarlo sin afectar la viabilidad celular (Holik A.,
et al 2013). Como control utilizamos células expuestas a bajas concentraciones de
glucosa (5.5 mM) y a un medio con alta osmolaridad, como la que provoca las altas
concentraciones de glucosa, pero en el que la concentracion de D-glucosa era 5.5 mM
y de L-glucosa 24.5 mM.

Los resultados obtenidos mostraron que a las 48 h de incubaciéon con glucosa 30 mM
y 50 pg/ml de CML se incrementaba significativamente la expresion de RAGE (p=0.05)
semejante a lo que ocurria después de mantener las células durante 72 h continuas
de crecimiento en condiciones fisiolégicas, probablemente por la acumulacién de
desechos téxicos (Figura 20). Como consecuencia de estos resultados se concluyé
que a concentraciones de 50 ug/ml de CML y 48 h se activaba la via AGE-RAGE y se
decidi6 analizar el efecto de diferentes concentraciones de CML a ese mismo tiempo
de incubacion para optimizar las condiciones activacion de la via y realizar el resto de

los experimentos.
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Figura 18. Los genes parentales de los 17 circRNAs presentan sitios de unién para los
factores de transcripcion c-Jun, c-Fos y AP-1. El analisis se realiz6 mediante la base de
datos de biogrid LASAGNA.
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Figura 19. Prediccién de la union de los factores de transcripcién c-Jun y c-Fos en los
promotores de los miRNAs. En circulo amarillo se encuentra los factores de transcripcion c-

Jun y c-Fos; en rectangulo verde los miRNAs.
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Figura 20. Expresién relativa de RAGE en la linea celular AD-293 tratada con CML (50
Mg/ml) durante diferentes tiempos de incubacion. Los datos de expresion relativa se
analizaron estadisticamente mediante la prueba ANOVA de una via. Los datos se expresaron
media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias estadisticas a un nivel de

significancia de 0.05.
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8.10 Efecto de la exposicion a concentraciones elevadas de glucosay CML
durante 48 h sobre la viabilidad celular en la linea AD-293

Se investigd el efecto de concentraciones elevadas de glucosa (HG), asi como,
concentraciones elevadas de glucosa (HG) mas N-g-carboxi-metil-lisina (CML) a
diferentes concentraciones [25, 50 y 100 ug/ml] sobre la viabilidad celular de la linea
celular AD-293, después de 48 h de tratamiento. Los datos mostraron que ninguno de
los tratamientos afecto la viabilidad celular (p = 0.0976) (Figura 21), por lo tanto, se
prosiguié a realizar el analisis de la expresion de los circRNAs y los genes que
codifican RAGE, c-Jun, c-Fos y Fibronectina en la linea celular AD-293 en estas

condiciones.

8.11 Efecto de la concentraciéon de glucosay CML sobre la expresion de los
circRNAs en la linea celular AD-293

Posteriormente, analizamos la expresion de los cinco circRNAs (circ_0001666,
circ_0001821, circ_0001461, circ_0000811 y circ_0001784) seleccionados, que
presentaron sitios de unidn para los factores de transcripcion c-Juny c-Fos, en la linea
celular AD-293 expuesta a altas concentraciones de glucosa (30 mM) y diferentes
concentraciones de CML (25, 50 y 100 pug/ml) durante 48 h. Como control utilizamos
células expuestas a bajas concentraciones de glucosa (5.5 mM) y a un medio con alta
osmolaridad, como la que provoca las altas concentraciones de glucosa, pero en el

que la concentracion de D-glucosa era 5.5 mM y de L-glucosa 24.5 mM.

Los resultados mostraron que el circ-000461 se sobreexpresa a altas concentraciones
de glucosa, asi como con alta glucosa + CML a 25 o 50 ug/ml. Sin embargo, a 100
pg/ml se reprime su expresion en comparacion con el control (baja glucosa). Asimismo,
los circ-0001666, el circ_0001784 y circ_0001821, mostraron una tendencia similar al
sobreexpresarse con el tratamiento de alta glucosa + CML a 25 o0 50 yM pg/ml en
comparacion con bajas concentraciones de glucosa. Finalmente, el circ_0000811 solo

se sobreexpresaba en alta glucosa + CML (25 pg/ml) (Figura 22).
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Figura 21. Viabilidad celular en la linea celular AD-293 cultivada bajo el tratamiento de
concentraciones altas de glucosa (HG) y CML [25, 50 y 100 pg/ml]. A. Se muestran la
media y error estandar de la media del porcentaje de células viables, determinadas por ensayo
MTT, después de 48h de tratamiento bajo las condiciones mencionadas. Se realizaron cinco
réplicas independientes por grupo. Los datos relativos a la viabilidad celular se analizaron

estadisticamente mediante la prueba ANOVA de una via a un nivel de significancia de 0.05.
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Figura 22. Expresion de los circRNAs en la linea celular AD-293 expuesta a altas
concentraciones de glucosay CML (25, 50 y 100 pg/ml). Los datos relativos a la expresion
de los circRNAs se analizaron estadisticamente mediante la prueba ANOVA de una via. Las
barras representan la media de tres experimentos independientes + error estandar. Las letras

indican diferencias estadisticas a un nivel de significancia menor a 0.05, entre los diferentes

tratamientos.
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8.12 Efecto de la concentracién de glucosay CML sobre la expresion de RAGE,
c-Jun, c-Fos y fibronectina 1 en lalinea celular AD-293

El analisis de la expresion de RAGE confirmé los resultados iniciales donde se
sobreexpreso significativamente con los tratamientos de CML 50 ug/ml a las 48 h
(Figura 20). Por el contrario, a 25y 50 uyg de CML/ml no se encontraron diferencias en
la expresion de RAGE, sin embargo, si se reprimié cuando se increment6 la
concentracion de CML [100 pg/ml], con respecto al tratamiento solamente con alta
glucosa (30 mM) (p<0.05) (Figura 23). Por otra parte, el incremento en el grupo de
osmolaridad (Figura 23) no modifico la expresion de RAGE, por lo que los efectos
anteriores debieron ser solamente atribuibles al incremento en la concentracion de D-
Glucosa y la presencia de AGEs. Estos resultados sugirieron que la exposicion a 25y
50 ug de CML/ml activa la via AGE-RAGE y que en esas condiciones experimentales
podrian estudiarse como se modula la expresion de los circRNAs seleccionados y sus

proteinas blanco.

Ademas, analizamos la expresion de los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos.
Nuestros datos mostraron que la expresion del factor de transcripcién c-Jun se reprimié
con los diferentes tratamientos en comparacion con el control (baja glucosa). Esto
podria sugerir, que los circRNAs al poseer sitios de union para este factor de
transcripcion, pudieran regularlo de manera negativa y estar actuando como esponjas
de c-Jun (Figura 23). Finalmente, analizamos la expresién de Fibronectina-1 debido a
gue es una proteina presente en la matriz extracelular y su acumulacién en el
glomérulo en ND se ha asociado con el deterioro de la funcion renal en estos pacientes.
De manera interesante, nuestros datos mostraron una sobreexpresion de Fibronectina
1 a altas concentraciones de glucosa (30 mM) y con alta glucosa + diferentes
concentraciones de CML (25, 50 y 100 ug/ml) en comparacion con el control (Figura
22). Sugiriendo, que su sobreexpresién contribuye a la expansion mesangial y

promueve la fibrosis, hipertrofia e inflamacion en ND.
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Figura 23. Expresién de RAGE, c-Jun, c-Fos y fibronectina 1 en la linea celular AD-293
expuesta a altas concentraciones de glucosa y CML (25, 50 y 100 ug/ml). Los datos
relativos a la expresion de los circRNAs se analizaron estadisticamente mediante la prueba
ANOVA de una via. Las barras representan la media de tres experimentos independientes +
error estandar. Las letras indican diferencias estadisticas a un nivel de significancia menor a

0.05, entre los diferentes tratamientos.
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8.13 Correlacion entre los niveles de expresion de los circRNAs (circ_1784,
circ_1461, circ_0811, circ_1821) y RAGE, c-Jun, c-Fos y fibronectina 1 en la
linea celular AD-293

Los niveles de expresion de los circRNAs (circ_1784, circ_1461, circ_0811, circ_1821)
se compararon con los niveles de expresion de RAGE, c-Jun, c-Fos y fibronectina 1
con el fin de determinar el grado de su coexpresion en la linea celular AD-293 expuesta
a altas concentraciones de glucosa y CML (25, 50 y 100 upg/ml). Curiosamente, el
analisis de correlacién del circ_1784 con c-Jun generd una correlacion positiva (r =1,
p = 0.005), sin embargo, con los niveles de expresion de fibronectina 1 expuesta a 25
MM o 50 pg de CML/ml, generd una correlacion negativa (r=1, p = 0.0018 y r=1,
p=0.0018, respectivamente), lo cual indicaria que mientras la expresion del circ_1784
aumenta disminuye la expresion de fibronectina. A continuacion, se analizé la
correlacion entre los niveles de expresion de los circRNAs (circ_1461 y circ_0811) y
los MRNAs (RAGE y c-Fos). Se encontré una correlacion positiva entre la expresion
de los circRNAs (circ_1461 y circ_0811) y la de RAGE (r=1; p = 0.0006 y r=1; p =
0.0025, respectivamente), lo cual podria sugerir que tanto los circRNAs como RAGE,
podrian contribuir al desarrollo de ND. Por otra parte, la correlacion entre la expresion
de los circRNAs (circ_1461y circ_0811) y de c-Fos fue negativa (r=1, p=0.0005y r=
1, p = 0.0037, respectivamente), esto podria indicar que estos circRNAs podrian actuar
como esponjas del factor de transcripcidon c-Fos, por lo tanto, el nivel de expresion de
los circRNAs es inversamente proporcional a los niveles de expresion de c-Fos.
Finalmente, la expresion relativa de circ_1821 se correlaciono positivamente con la de
fibronectinal (r =1, p = 0.0006), por lo tanto, estos datos sugirieron que la
sobreexpresion tanto de fibronectinal como la del circRNA contribuyen a la expansion

mesangial y promueve la fibrosis, hipertrofia e inflamacion en ND (Figura 24).
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Figura 24. Correlacion entre los niveles de expresién de los circRNAs (circ_1784,
circ_1461, circ_0811, circ_1821)y RAGE, c-Jun, c-Fos y fibronectina 1 en lalinea celular
AD-293. Se evalué la correlacion en los casos: 1) circ_1784 con fibronectina 1 y c-Jun; 2)
circ_1461 con RAGE y c-Fos; 3). circ_0811 con RAGE y c-Fos y 4) circ_1821 con fibronectina
1. Solo se muestran las correlaciones significativas (p<0.05), r coeficiente de correlacion de
Pearson.
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9 DISCUSION

Los circRNAs son reguladores esenciales en el desarrollo de la DM y en sus
complicaciones relacionadas. La ND es una de las complicaciones mas frecuentes y
graves de la DM y se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad en pacientes
diabéticos (Valencia W., y Florez H. 2017). Usando el enfoque de RNAseq, se ha
encontrado que los circRNAs son reguladores novedosos en la ND. De manera
interesante, los datos GSE43574 publicados por Memzack y colaboradores (Memczak
S., et al 2013) a partir de datos de secuenciacion, reveld 60 circRNAs expresados en
la linea celular HEK293 cultivada a altas concentraciones de glucosa (25 mM), los
cuales fueron analizados en el presente proyecto. Nosotros analizamos la clasificacion
de los 60 circRNAs expresados en la linea celular H3K293 a altas concentraciones de
glucosa; la mayoria de los estudios existentes, los clasifican en circRNAs exonicos,
circRNAs intergenicos, circRNAs intrénicos y circRNAs exdn-intrén, centrandose en
sus componentes (Zhao Z., y Shen J., 2017). Encontramos mediante analisis in silico
que el 83.3 % de los circRNAs son de origen exdnico/secuencia codificante (CDS) y
se ha demostrado que estos circRNAs contienen exones generados en el proceso
exon skipping en secuencias de pre-mRNA, y es probable que sean transportados al
citoplasma por el sistema de exportacion nuclear, o que escapen de los nucleos
durante la division celular (Suzuki, H., y Tsukahara, T. 2014). Ademas, se ha
demostrado que la localizacion citosdlica de los circRNAs también puede respaldar su
funcion porstranscripcional (Zhao Z., y Shen J., 2017). Ademas, encontramos que solo
el 6.6 % de los circRNAs son de origen intergénico, los cuales se encuentran entre dos
genes y el 3.3 % es de origen exonico e intergénico, los cuales se circularizan con
intrones 'retenidos' entre los exones, y podrian sobreexpresarse con sus secuencias
complementarias flanqueantes. El restante, 5% de los circRNAs estudiados son de
origen intrénico; los cuales estan compuestos por por dos 0 mas intrones conectados
y son raros en células eucariotas, lo cual coincide con nuestros datos. De manera
interesante se ha encontrado, que los circRNAs de origen exonico e intergénico y los
de origen intrénico, tienen la funcion de promover la transcripcion de sus genes
parentales (Li Z., et al 2015). EI mecanismo de RNA enddgeno competitivo de
circRNAs se ha confirmado en muchos estudios.
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Recientemente, se ha demostrado que los ejes de regulacién circRNA/miIRNA/mMRNA
podrian regular la progresion de la ND, por ejemplo, el circ_0037128 se sobreexpresa,
tanto en la linea celular SV40-MES13 de células mesangiales de raton expuestas a
altos niveles de glucosa como en el modelo de ratén de ND y actia como esponja del
miR-17-3p, que tiene como blanco a AKT3, promoviendo asi la proliferacion celular y
la fibrosis a través del eje circ_0037128 / miR-17-3p /AKT3 (Wang Q., et al 2021). En
este estuio, analizamos los miRNAs y mRNA blancos de los 60 circRNAs, encontrando
multiples pares de interaccién, por ejemplo, mMiRNA-1827/TGFB1, miRNA-508-
3p/NFKB1, miRNA-1244/MAPK8, miRNA-1264/MAPK8, miRNA-18a-3p/STAT3 vy
mMiRNA-507/MAPK8. De manera interesante, los pares de interaccion miR-508-
3p/NFKB1 y miR-1299/ STAT3 ya han sido validados experimentalmente mediante
ensayos de luciferasa en las lineas celulares MKN28, MGC-803 y SGC-7901 de cancer
gastrico y en la linea celular HCT-116 de cancer colorectal, respectivamente (Huang
A., et al 2020; Wang M., et al 2017). La prediccion de la energia libre minima de las
interacciones sugiri6 que se establecen interacciones estables. Una de las
interacciones predichas mas estables fue la del miR-766-5p/MAPK?9. Por otra parte, se
analiz6 la energia libre total de union, lo que sugirié que la accesibilidad del miRNA
por sus MRNA blancos es adecuada y en todos los casos es un proceso espontaneo.
Al analizar, si los pares miIRNA/mMRNA predichos presentaban sitios de interaccion
canonicos, de manera interesante, encontramos que el 35.2 % de los pares de
MiRNA/mMRNA analizados presentaron mas de dos sitios de interaccion candnicos, por
ejemplo, el miR-507 que tiene como blanco el mMRNA de MAPKS, present6 en su region
3’ UTR los tres tipos de interaccion 8mer/7mer-m8/7mer-Al (Witkos T., et al 2011).
Este resultado sugiri6 que las secuencias semillas de los mRNA blancos estaban
conservadas evolutivamente. Posteriormente, establecimos una red de corregulacion,
donde encontramos 34 ejes de regulacion circRNAs/miRNAs/mRNAs. Ademas,
encontramos que los ejes de regulacion circ_0001632/miR-95-5p/MAPKS,
circ_0001742/miR-562/MAPKS, circ_0001742/miR-1227/MAPK8 y circ_0001742/miR-
1227/TGFB1 participan en los procesos de inflamacion, hipertrofia y fibrosis
involucrados en el desarrollo de la ND. De manera interesante encontramos que
MAPKS fue el principal mRNA blanco predicho en los tres procesos involucrados en el

desarrollo de ND. Este resultado concuerda con los estudios previos, donde se ha
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demostrado que la via de sefalizacion de las MAPKs esta relacionada con los
procesos inflamatorios, oxidativos y apoptoticos y, por lo tanto, tiene un papel crucial
en el desarrollo de la ND (Zarubin T., y Han J. 2005). Entre los mecanismos propuestos
para explicar la activacion de las MAPKSs en la ND se encuentran la insulina, los niveles
elevados de glucosa, el estrés oxidativo, la inflamacién y la angiotensina Il (Fujita H.,
et al 2004; Susztak K., et al 2006). La presencia de insulina en ambas situaciones
puede provocar dafio renal a través de la activacion de la via MAPK (Dai T., et al 2006).
Junto con la hiperinsulinemia, los niveles altos de glucosa activan la cascada de MAPK
a través de muchos enfoques, como la via de los polioles, el estrés oxidativo y la
acumulacion de AGEs (Navarro-Gonzalez J., y Mora-Fernandez C. 2008). Por otra
parte, la activacion de los componentes de MAPK también est4d mediada por la
inflamacion y viceversa. Las citocinas inflamatorias y los factores de crecimiento, como
IL-1 y TNF-a, se asocian con fibrosis intersticial en pacientes diabéticos y modelos
experimentales (Susztak K., et al 2006). Recientemente, se ha demostrado que la
estructura terciaria Unica de los circRNAs puede ejercer un efecto sobre su capacidad
de unién a proteinas (Conlon E., & Manley J. 2017). Por ende, hicimos la prediccion
de los circRNAs candidatos a unirse a RAGE y/o a las 11 proteinas de interés (PI3K,
NF-kB, TGF-B1, RAGE, STAT3, STAT1, JAK2, MAPK8, MAPK9, c-Jun y c-Fos).
Encontramos que los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos tienen motivos RRM los

cuales podrian estar interactuando con los circRNAs.

Por otra parte, se ha demostrado que los circRNAs funcionan como reguladores
transcripcionales. Estudios recientes sugieren que los circRNAs pueden regular
transcripcionalmente a sus genes parentales. Los EICirRNA gue estan enriquecidos en
el nacleo pueden interactuar con las ribonucleoproteinas nucleares pequefias Ul
(snRNP) que luego se unen a Pol Il en el promotor de sus genes parentales y, por
tanto, modular positivamente la expresion génica (Li Z., et al 2015). Por ende, nosotros
analizamos la expresion de los genes parentales de los 17 circRNAs que
probablemente interactian con c-Jun y/o c-Fos, como una posible hipétesis, de que
estos circRNAs puedan regular a sus genes parentales. Esto resulta interesante, ya
que en el 2013 Zhang y colaboradores demostraron que los circRNAs intronicos (ci-
ankrd52, ci-mcm5 y ci-sirt7) pueden funcionar como reguladores positivos de la

transcripcion de sus genes parentales al interactuar con la RNA Pol Il y la inhibicion de
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la expresion de estos circRNAs, también inhibe la expresion de sus genes parentales
(Zzhang Y., et al 2013). De manera interesante, encontramos que los genes parentales
de 3 circRNAs FAT1(circ_0001461), SMARCCI1(circ_0001294) y PRRC2B
(circ_0001896) presentaron una mayor expresion, por ende, es posible que estos
circRNAs pueden estar regulando la transcripcion de sus genes parentales o bien que
los factores de transcripcién c-Jun/c-Fos estén regulando su transcripcion. Es
importante destacar la participacién de estos genes parentales en la progresion de la
ND, en el 2012 Zheng y colaboradores demostraron que FAT1 se sobreexpresa en
pacientes con ND en comparacion con el grupo control, sin embargo, los mecanismos
moleculares de la participacion de FAT1 en la enfermedad aun no estan dilucidadas
(Zheng M., et al 2012). Por otra parte, se ha demostrado que el silenciamiento de PVT1
inhibe el dafio de los podocitos y la apoptosis en ND mediante la regulacion positiva
de FOXA1 (Liu D., et al 2019).

En el presente estudio analizamos la expresion de cinco circRNAs (circ_0001666,
circ_0001821, circ_0001461, circ_0000811 y circ_0001784) en la linea celular AD-293
expuesta a altas concentraciones de glucosa (30 mM) y diferentes concentraciones de
CML (25, 50 y 100 pg/ml), los cuales mostraron sitios de union para los factores de
transcripcion c-Jun y c-Fos. El circ_1461 sobreexpreso en altas concentraciones de
glucosa (30 mM) vy diferentes concentraciones de CML (25, 50 y 100 upg/ml) en
comparacion con el grupo control. De igual manera, el circ_0001461 se encuentra
sobreexpresado en las lineas celulares de carcinoma de células escamosas oral y
tejidos tumorales. Ademas, la inhibicién del circ_0001461 suprimi6 la proliferacion
celular, la migracion y la invasién in vitro, a través de la modulacion de la via miR-
145/TLR4/NF-kB (Ai Y., et al 2021). Por lo tanto, el circ_0001461 podria participar en
la progresion del desarrollo de la ND. Otro de los circRNAs analizados fue el
circ_0001666, que encontramos que se sobreexpresa en altas concentraciones de
glucosa y diferentes concentraciones de CML (25, 50 y 100 pg/ml) en comparacion
con el grupo control. Similarmente, el circ_0001666 se sobreexpresa en tejidos y lineas
celulares de cancer de pulmén de células no pequefias y promueve la migracion e
invasion de células in vitro e in vivo (Wang X., et al 2022). Finalmente, el circ_0001821
se sobreexpreso en altas concentraciones de glucosa y diferentes concentraciones de

CML (25, 50 y 100 ug/ml) en comparaciéon con el grupo control. Se he demostrado que
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el circ_0001821 aumenta su expresion en los tejidos de la médula ésea y las lineas
celulares de mieloma mdultiple en comparacion con los controles normales, y su
expresion se relacion6 con la de hemoglobina, la de MG-32, la de globulina y con la

magnitud de la lesién ésea (Liu L., et al 2021).

Finalmente, al analizar la expresion de RAGE encontramos que se sobreexpresé a
altas concentraciones de glucosa y con CML a 25y 50 uM, sugiriendo que la via AGE-
RAGE se podria estar activando en esas condiciones. Estos datos concuerdan con lo
previamente reportado por Holik y colaboradores donde ellos demostraron que la
expresion de RAGE aumenta después de la exposicion con CML en la linea celular
SH-SY5Y, lo que resulta en la activacion de la via de sefalizacion AGE-RAGE (Holik
A., et al 2013). Ademas, se ha demostrado que existe una relacidén entre la expresion
de productos finales de glicacion avanzada (AGEs) y la expresion de RAGE en
pacientes con ND (Suzuki D., et al 2006). De igual manera se analizé la expresion de
los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos. Nuestros datos mostraron que la expresion
del factor de transcripcion c-Jun se reprimido con los diferentes tratamientos en
comparacion con el control. Esto podria sugerir, que los circRNAs al poseer sitios de
union para este factor de transcripcion, pudieran estar regulandolo de manera negativa
y estar actuando como esponjas de c-Jun. Sin embargo, c-Fos se sobreexpreso a altas
concentraciones de glucosa y con las diferentes concentraciones de CML, similar a lo
previamente reportado, donde se ha demostrado que c-Fos se sobreexpresa a altas
concentraciones de glucosa en células mesangiales (Kreisberg J., et al 1994). Cabe
resaltar que los factores de transcripcién c-Jun y c-Fos, forman el complejo AP-1 el
cual media la activacion inducida por hiperglucemia del promotor TGF-B1 en células
mesangiales (Weigert C., et al 2020). Por ultimo, se analizé la expresion de fibronectina
debido a que es una proteina presente en la matriz extracelular y su acumulacién en
el glomérulo en ND se ha asociado con el deterioro de la funcion renal en estos
pacientes. La fibronectina se sobreexpresdé después del tratamiento con altas
concentraciones de glucosa y con CML a diferentes concentraciones, y su
sobrexpresion se mantiene a las 24 y 48 h, lo que es consistente con lo reportado
previamente (Kreisberg, J. |., et al 1994) en células mesangiales cultivadas con altas

concentraciones de glucosa, sugiriendoque la sobreexpresion de fibronectina
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contribuye a la expansion mesangial y promueve la fibrosis, hipertrofia e inflamacion
en ND.

En conjunto, los hallazgos realizados en este trabajo sugieren que los circ_0001461,

circ0001666, circ_0001821 podrian promover el desarrollo de la ND.
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10 CONCLUSIONES

1-En la linea celular HEK293 se predijeron 34 interacciones entre circRNA-miRNAs
que tienen como blancos a los mMRNAs de los genes que codifican proteinas de las
vias de PI3K, JAK-2 y TGF-B del eje AGE-RAGE, y que, por sus caracteristicas
termodinamicas, determinadas in silico, son estables por lo que proponemos que

pudieran modular esas vias.

2-Los pares de circRNA-miRNA identificados en la linea celular HEK293 interacttan in
silico con mRNAs de los genes que codifican proteinas de mas de una via (JAK-2 o
TGF-B) del eje AGE-RAGE, por lo que es probable que la modulacion de estas dos

vias se interrelaciona a través de la interaccion con los circRNAs.

3-Se predijeron motivos RBM en los factores de transcripcion c-Jun y c-Fos, los cuales
podrian establecer interacciones con RNAs funcionales como los circRNAs; por lo que
es razonable pensar que la expresion de estos factores de transcripcion podria estar

modulada por la expresion de estas moléculas.

4-Los promotores de los genes parentales de los circRNAs 1784, 1461, 1666, 1821 y
0811 y de los miRNAS que interactian con ellos poseen sitios de unién para los
factores de transcripcion c-Jun 'y c-Fos, de acuerdo con los analisis realizados in silico,
por lo que la expresion de los genes blancos de estas moléculas podria coregularse a
través de la modulacién de la expresién de los genes parentales de los circRNAs y/o

de los miRNAs con los que interactuan.

5- Los circRNAs 1784, 1461, 1666, 1821 y 0811 se expresan diferencialmente en la
linea celular AD-293 cuando se somete a concentraciones elevadas de glucosa y N-¢-
carboxi-metil-lisina por lo que su expresion podria correlacionar con la de c-Jun, c-Fos,

y fibronectina 1 las cuales son proteinas que podrian modular y/o participar en los
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procesos de fibrosis e hipertrofia cuando se activa el eje AGE-AGE de acuerdo con las

predicciones in silico.

11 PERSPECTIVAS

Analizar la expresion de todos los circRNAs que se determinaron que pueden

interactuar con c-Jun y c-Fos.

Comprobar experimentalmente las interacciones predichas en la red de corregulacion
circRNA-miRNA-mRNA de genes que codifican proteinas de la via AGE-RAGE

propuesta en este trabajo.

Comprobar experimentalmente las interacciones predichas entre circRNAs-c-Jun y/o

c-Fos.

Comprobar experimentalmente la regulacibn que podrian ejercer los circRNAs

estudiados sobre la expresidon de sus genes parentales.

Analizar experimentalmente si c-Jun y c-Fos modulan la expresién de los miRNA
blancos de los circRNAs estudiados que potencialmente interactian con esos factores

de transcripcion.
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13ANEXO 1. Las 66 secuencias que corresponden a regiones de

unioén a RNA ya validadas
3 secuencias putativas de union a RNA que corresponden a Fos
2 secuencias putativas de union a RNA que corresponden a Jun
1 motivo de unién a RNA de Fos obtenido por MEME

2 motivoS de unién a RNA de Jun obtenidos por MEME

>1spP52756-98-178

KTIMLRGLPITITESDIREMMESFEGPQPADVRLMKRKTGVSRGFAFVEFYHLQDAT
SWMEANQKKLVIQGKHIAMHYSNP

>2spP52756-231-315

DTIHLRNIAPHTVVDSIMTALSPYASLAVNNIRLIKDKQTQQNRGFAFVQLSSAMDASQ
LLQILQSLHPPLKIDGKTIGVDFAKS

>3spP78332-456-536

RLIRLSGVPEDATKEEILNAFRTPDGMPVKNLQLKEYNTGYDYGYVCVEFSLLEDAIG
CMEANQGTLMIQDKEVTLEYVSS

>4spP26599-59-143

RVIHIRKLPIDVTEGEVISLGLPFGKVTNLLMLKGKNQAFIEMNTEEAANTMVNYYTSV
TPVLRGQPIYIQFSNHKELKTDSSPN

>5spP26599-184-260
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LRIVENLFYPVTLDVLHQIFSKFGTVLKHITFTKNNQFQALLQYADPVSAQHAKLSLDG
QNIYNACCTLRIDFSKL

>6spP26599-337-411

SVLLVSNLNPERVTPQSLFILFGVYGDVQRVKILFNKKENALVQMADGNQAQLAMSH
LNGHKLHGKPIRITLSKH

>7spP26599-454-529

ATLHLSNIPPSVSEEDLKVLFSSNGGVVKGFKFFQKDRKMALIQMGSVEEAVQALIDL
HNHDLGENHHLRVSFSKS

>8spP43243-398-473

RVVHIMDFQRGKNLRYQLLQLVEPFGVISNHLILNKINEAFIEMATTEDAQAAVDYYT
TTPALVFGKPVRVHLSQK

>9spP43243-496-571

RVIHLSNLPHSGYSDSAVLKLAEPYGKIKNYILMRMKSQAFIEMETREDAMAMVDHC
LKKALWFQGRCVKVDLSEK

>10sp095319-40-123

IKMFVGQIPRSWSEKELKELFEPYGAVYQINVLRDRSQNPPQSKGCCFVTFYTRKAA
LEAQNALHNIKTLPGMHHPIQMKPADS

>11sp095319-132-212
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RKLFIGMVSKKCNENDIRVMFSPFGQIEECRILRGPDGLSRGCAFVTFSTRAMAQNA
IKAMHQSQTMEGCSSPIVVKFADT

>12sp095319-423-501

ANLFIYHLPQEFGDQDILQMFMPFGNVISAKVFIDKQTNLSKCFGFVSYDNPVSAQA
AIQAMNGFQIGMKRLKVQLKRS

>13spP26599-59-143

RVIHIRKLPIDVTEGEVISLGLPFGKVTNLLMLKGKNQAFIEMNTEEAANTMVNYYTSV
TPVLRGQPIYIQFSNHKELKTDSSPN

>14spP26599-184-260

LRIVENLFYPVTLDVLHQIFSKFGTVLKHITFTKNNQFQALLQYADPVSAQHAKLSLDG
QNIYNACCTLRIDFSKL

>15spP26599-337-411

SVLLVSNLNPERVTPQSLFILFGVYGDVQRVKILFNKKENALVQMADGNQAQLAMSH
LNGHKLHGKPIRITLSKH

>16spP26599-454-529

ATLHLSNIPPSVSEEDLKVLFSSNGGVVKGFKFFQKDRKMALIQMGSVEEAVQALIDL
HNHDLGENHHLRVSFSKS

>17spP26368-149-231
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RRLYVGNIPFGITEEAMMDFFNAQMRLGGLTQAPGNPVLAVQINQDKNFAFLEFRSV
DETTQAMAFDGIIFQGQSLKIRRPHD

>18spP26368-259-337

HKLFIGGLPNYLNDDQVKELLTSFGPLKAFNLVKDSATGLSKGYAFCEYVDINVTDQ
AIAGLNGMQLGDKKLLVQRASV

>19spP26368-385-466

LPEELLDDEEYEEIVEDVRDECSKYGLVKSIEIPRPVDGVEVPGCGKIFVEFTSVFDC
QKAMQGLTGRKFANRVVVTKYCDP

>20spQ96T58-6-81

RHLWVGNLPENVREEKIIEHFKRYGRVESVKILPKRGSEGGVAAFVDFVDIKSAQKA
HNSVNKMGDRDLRTDYNEP

>21spQ96T58-335-415

FGIKVQONLPVRSTDTSLKDGLFHEFKKFGKVTSVQIHGTSEERYGLVFFRQQEDQEK
ALTASKGKLFFGMQIEVTAWIGPE

>22spQ96T58-438-513

RTLFIGNLEKTTTYHDLRNIFQRFGEIVDIDIKKVNGVPQYAFLQYCDIASVCKAIKKM
DGEYLGNNRLKLGFGKS

>23spQ96T58-517-589
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NCVWLDGLSSNVSDQYLTRHFCRYGPVVKVVFDRLKGMALVLYNEIEYAQAAVKET
KGRKIGGNKIKVDFANR

>24spQ15717-20-98

TNLIVNYLPQNMTQDELRSLFSSIGEVESAKLIRDKVAGHSLGYGFVNYVTAKDAER
AINTLNGLRLQSKTIKVSYARP

>25spQ15717-106-186

ANLYISGLPRTMTQKDVEDMFSRFGRIINSRVLVDQTTGLSRGVAFIRFDKRSEAEEA
ITSFNGHKPPGSSEPITVKFAAN

>26spQ15717-244-322

WCIFIYNLGQDADEGILWQMFGPFGAVTNVKVIRDFNTNKCKGFGFVTMTNYEEAA
MAIASLNGYRLGDKILQVSFKTN

>27spQ14966-676-751

SVLLITELPEDGCTEEDVRKLFQPFGKVNDVLIVPYRKEAYLEMEFKEAITAIMKYIET
TPLTIKGKSVKICVPGK

>28spQ14966-905-979

CVMLVSNLPNKGYSVEEVYDLAKPFGGLKDILILSSHKKAYIEINRKAAESMVKFYTC
FPVLMDGNQLSISMAPE

>29spQ15020-704-782
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ITVFVSNLPYSMQEPDTKLRPLFEACGEVVQIRPIFSNRGDFRGYCYVEFKEEKSAL
QALEMDRKSVEGRPMFVSPCVD

>30spQ15020-801-878

HKLFISGLPFSCTKEELEEICKAHGTVKDLRLVTNRAGKPKGLAYVEYENESQASQA
VMKMDGMTIKENIIKVAISNP

>31spQ9Y580-10-87

RTLFVGNLETKVTEELLFELFHQAGPVIKVKIPKDKDGKPKQFAFVNFKHEVSVPYAM
NLLNGIKLYGRPIKIQFRSG

>32s5pQ15434-56-129

TNLYIRGLQPGTTDQDLVKLCQPYGKIVSTKAILDKTTNKCKGYGFVDFDSPSAAQK
AVTALKASGVQAQMAKQ

>33spQ15434-135-220

TNLYISNLPLSMDEQELEGMLKPFGQVISTRILRDTSGTSRGVGFARMESTEKCEAII
THFNGKYIKTPPGVPAPSDPLLCKFADG

>34spP09012-10-89

HTIYINNLNEKIKKDELKKSLYAIFSQFGQILDILVSRSLKMRGQAFVIFKEVSSATNAL
RSMQGFPFYDKPMRIQYAKT

>35spP09012-208-282
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HILFLTNLPEETNELMLSMLFNQFPGFKEVRLVPGRHDIAFVEFDNEVQAGAARDAL
QGFKITQNNAMKISFAKK

>36sp015056-889-968

DATVVVNLQSPTLEEKNEFPEDLRTELMQTLGSYGTIVLVRINQGQMLVTFADSHSA
LSVLDVDGMKVKGRAVKIRPKTK

>37spQINWB1-117-193

KRLHVSNIPFRFRDPDLRQMFGQFGKILDVEIIFNERGSKGFGFVTFENSADADRAR
EKLHGTVVEGRKIEVNNATA

>38sp095628-109-189

NLVFVVGLSQRLADPEVLKRPEYFGKFGKIHKVVINNSTSYAGSQGPSASAYVTYIR
SEDALRAIQCVNNVVVDGRTLKAS

>39spQ9UNP9-6-84

RVLYVGGLAEEVDDKVLHAAFIPFGDITDIQIPLDYETEKHRGFAFVEFELAEDAAAAI
DNMNESELFGRTIRVNLAKP

>40spQINW64-232-305

TTLYVGGLGDTITETDLRNHFYQFGEIRTITVVQRQQCAFIQFATRQAAEVAAEKSFN
KLIVNGRRLNVKWGRS

>41spP35637-285-371
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NTIFVQGLGENVTIESVADYFKQIGIIKTNKKTGQPMINLYTDRETGKLKGEATVSFDD
PPSAKAAIDWFDGKEFSGNPIKVSFATR

>42spQ96125-309-387

KVLYLKNLSPRVTERDLVSLFARFQEKKGPPIQFRMMTGRMRGQAFITFPNKEIAWQ
ALHLVNGYKLHGKILVIEFGKN

>43spQ13310-11-89

ASLYVGDLHSDVTEAMLYEKFSPAGPVLSIRVCRDMITRRSLGYAYVNFQQPADAE
RALDTMNFDVIKGKPIRIMWSQR

>44spQ13310-99-175

GNVFIKNLDKSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENGSKGYAFVHFETQEAADKAIE
KMNGMLLNDRKVFVGRFKS

>45s5pQ13310-191-268

TNVYIKNFGEEVDDESLKELFSQFGKTLSVKVMRDPNGKSKGFGFVSYEKHEDANK
AVEEMNGKEISGKIIFVGRAQK

>46spQ13310-294-370

VNLYIKNLDDTIDDEKLRKEFSPFGSITSAKVMLEDGRSKGFGFVCFSSPEEATKAVT
EMNGRIVGSKPLYVALAQR

>47spQ8NDV7-1781-1853
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NWLVLKNLTPQIDGSTLRTLCMQHGPLITFHLNLPHGNALVRYSSKEEVVKAQKSLH
MCVLGNTTILAEFASE

>48spQ9P2N5-600-674

TKLEVKKIPQELNNITKLNEHFSKFGTIVNIQVAFKGDPEAALIQYLTNEEARKAISSTE
AVLNNRFIRVLWHRE

>44spP07910-16-87

SRVFIGNLNTLVVKKSDVEAIFSKYGKIVGCSVHKGFAFVQYVNERNARAAVAGEDG
RMIAGQVLDINLAAE

>50spQ92904-40-115

NTVFVGGIDVRMDETEIRSFFARYGSVKEVKIITDRTGVSKGYGFVSFFNDVDVQKIV
ESQINFHGKKLKLGPAIR

>51spP31942-16-93

GTVRLRGLPFGCSKEEIVQFFQGLEIVPNGITLTMDYQGRSTGEAFVQFASKEIAENA
LGKHKERIGHRYIEIFRSSR

>52spP31942-195-270

HFVHMRGLPFRATENDIANFFSPLNPIRVHIDIGADGRATGEADVEFVTHEDAVAAM
SKDKNNMQHRYIELFLNST

>53spQ81Z269-73-146
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FKLELQNVPRHASFSDVRRFLGRFGLQPHKTKLFGQPPCAFVTFRSAAERDKALRV
LHGALWKGRPLSVRLARP

>54spQ9BY77-280-351

TKMTVNNLHPRVTEEDIVELFCVCGALKRARLVHPGVAEVVFVKKDDAITAYKKYNN
RCLDGQPMKCNLHMN

>55s5p043251-121-197

KRLHVSNIPFRFRDPDLRQMFGQFGKILDVEIIFNERGSKGFGFVTFENSADADRAR
EKLHGTVVEGRKIEVNNATA

>56spQ86U06-166-243

RTVFCMQLAARIRPRDLEDFFSAVGKVRDVRIISDRNSRRSKGIAYVEFCEIQSVPLAI
GLTGQRLLGVPIIVQASQA

>57spQ86U06-263-341

MRLYVGSLHFNITEDMLRGIFEPFGKIDNIVLMKDSDTGRSKGYGFITFSDSECARRA
LEQLNGFELAGRPMRVGHVTE

>58s5pQ13243-4-74

CRVFIGRLNPAAREKDVERFFKGYGRIRDIDLKRGFGFVEFEDPRDADDAVYELDGK
ELCSERVTIEHARA

>59s5pQ13243-108-181
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NRLIVENLSSRVSWQDLKDFMRQAGEVTFADAHRPKLNEGVVEFASYGDLKNAIEK
LSGKEINGRKIKLIEGSK

>60spQ86U42-172-249

RSIYVGNVDYGATAEELEAHFHGCGSVNRVTILCDKFSGHPKGFAYIEFSDKESVRT
SLALDESLFRGRQIKVIPKRT

>61spQ9BZC1-54-135

IKLFIGQIPRNLDEKDLKPLFEEFGKIYELTVLKDRFTGMHKGCAFLTYCERESALKAQ
SALHEQKTLPGMNRPIQVKPADS

>62spQ9BZC1-152-232

RKLFVGMLNKQQSEDDVRRLFEAFGNIEECTILRGPDGNSKGCAFVKYSSHAEAQA
AINALHGSQTMPGASSSLVVKFADT

>63spQ9BZC1-404-479

PQPPPMIPQQQREGPEGCNLFIYHLPQEFGDAELMQMFLPFGFVSFDNPASAQTAI
QAMNGFQIGMKRLKVQLKRP

>64spP33240-16-94

RSVFVGNIPYEATEEQLKDIFSEVGPVVSFRLVYDRETGKPKGYGFCEYQDQETALS
AMRNLNGREFSGRALRVDNAAS

>65spQINVM6-178-249
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KCKKEDESKGGYSKDVLLRLLQKYGEVLNLVLSSKKPGTAVVEFATVKAAELAVQNE
VGLVDNPLKISWLEG

>66126_176SOX2

TLPGGLLAPGGNSMASGVGVGAGLGAGVNQRMDSYAHMNGWSNGSYSMMQD

>PUTATIVE_FOS90_145

TRAPHPFGVPAPSAGAYSRAGVVKTMTGGRAQSIGRRGKVEQLSPEEEEKRRIRRE

>PUTATIVE_FOS200 257

HRPACKIPDDLGFPEEMSVASLDLTGGLPEVATPESEEAFTLPLLNDPEPKPSVEPV
K

>PUTATIVEFOS264_353

LKTEPFDDFLFPASSRPSGSETARSVPDMDLSGSFYAADWEPLHSGSLGMGPMAT
ELEPLCTPVVTCTPSCTAYTSSFVFTYPEADSFPS

>PUTATIVEJUN144_215

APAVASVAGGSGSGGFSASLHSEPPVYANLSNFNPGALSSGGGAPSYGAAGLAFP
AQPQQQQQPPHHLPQQM

>PUTATIVEJUNGS_115

DVGLLKLASPELERLIIQSSNGHITTTPTPTQFLCPKNVTDEQEGFAEGFV

>PUTATIVE_FOS_MOTIF_RESULTADO
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