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LDL Lipoproteina de baja densidad
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DGCRS8 Region critica del sindrome de DiGeorge 8
Homa-IR indice de Resistencia a la Insulina
Homa-f3 indice de Células Pancreaticas

PCR Proteina C-Reactiva



Tabla de contenido

INTRODUGCCION ..coiiiiniiiieiirieteieieetesteteieere sttt e st enesseeeneenens 1
PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA Y JUSTIFICACION.......coovuveeereeeenreeennee. 2
OBJETIVO GENERAL ...ceeeei ettt et e ee e e e e e e e s e eaneans 3
(0] I L= H AV o Tl =T ] o Y=ToT | i o] 1 T RN 3
HIPOTESIS ..ottt ettt sttt st b ettt et ee 3
MARCO TEORICO ....cuiriiieiieiinietenieiententeteteeesiesseseenesre st s sseseneenens 4
Relacion DM2y 0beSidad .....cuiiuiiiiiiiiiiiie et et st e e s ee e easasansansansansanannns 4
MIRNAS/MIARN ...ttt ettt e e e e e e ettt e e e e eeassaaeeeeeeeeeaas 5
RT-PCR (Reverse transcription-PCR) .......ieuiiiiiiiirie et ee e eeee s e enns 6
Nomenclatura de MIRNAS ... oottt et et et e e e e e e eens 7
TarBEtS MR- 22 oo ittt et e et e et et saesaesan st sanaanaaesssssensansensenssnennns 8
BIiogENESIS AE MIR-T22 .. ettt et et et s e s e e et e et sansansansansansaneanns 9
INDICES ANTROPOMETRICOS .....coveutienirreniererereeereneenensenesnenesnenesnenen. 10
AIP (Atherogenic INdex Of Plasma) ..ottt saeevsasa e e e e 10
VAI (Visceral AdIiPOSIty INAEX) ..uuiiuiiiiiiiiii ittt et s e ee e e sasaesansaneanaannas 10
LAP (Lipid Accumulation ProdUCT) .......ieenieiiieeeee ettt et e e e e e e e e e e eas 2
TYG (Triglyceride-GlUCOSE INAEX) c.uvuniuiiiiiiiiiiiiie et et et et eee e eneeaeeaesansensensennanns 2
BRI (Body ROUNANESS INAEX) ceuvniiiiiiiiiiiiiiieiii et ie e et et et s e e ee e et sasansansansanssnannns 3
ABSI (ABOAY SNAPE INAEX) ..evvveieeeiiiiiiiiiiiieee ettt ettt e e e e s e ee e e e e e e e seaneees 3
CMI (CardiometaboliC INAEX) .u.iuniiiiiiiiiieie et e e e e e ee et eresansansaneanaannas 2
MODELOS MATEMATICOS O INDICES SUBROGADOS ......c.ccceevervemvenenne. 3
INAICE 8 MASUAA......eeuieiieeeietieiieiet ettt ettt ettt et ese e s e s e e teeseessessesseeseessensessenns 3
HOMA-IR. ...ttt e e e et ee e e e s e s bban et e e e e e s esnnnnes 3
HOMA=B .ottt ettt ettt et s e st e s s st eae e s etea s s eneaas 3
ANTECEDENTES DEL ESTUDIO EN PACIENTES......c.coiiiriiriieeeeeeeeeeees 4
MATERIALES Y METODOS ...ttt 5
[N oY= g P12 TTe ] Fo T = ToTo RSP 5
MaterialesS Y FEACTIVOS . vttt ee et et e r e e e e e ae s ea e eanensasnaansnasneaasnees 5

METODOLOGIA .ot e e e e ettt eeee e e e e e e e e eraaanans 7



ANALiSiS de lasS DASES A A0S ..uvuininiiiiiiii ettt e e ae s enens 7

Analisis de muestras bioldgicas: Analisis MOLECULAr ......c..iviiiiiiiiiiiiiiirir e eaes 2
EXtracCion de RINA . ...ttt et et e s et et e e anes 2
Retrotranscripcion Inversa (RT-PCR) .....iiuiiiiiiiiiiiiie ettt et e et eeaeeeaeeaaeees 4

PCR Cuantitativa (QPCR) ..c.uiiiiiiiiiie ittt ettt et e e et e tseeeeeseeasaeneaansenannsanns 6

Procedimiento de analisis de curvas qPCR.......coiiiii i e e 8

ANALISIS ESTADISTICO ...ttt sttt ettt sttt 8

RESULTADOS Y DISCUSION ....oveiiiiiiiieeeeeee et 9
Estandarizacion de la ExtracCion de RNA.........oiiiiiiiiiiiiiiiiiiin e, 9
Resultados de la estandarizaCion .........eeeeeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiici ettt eeen e 10

qPCR de las muestras del presente StUIO ....eeeveniinririiiiiiii e e e eas 13

ANALISIS €STATISTICOS 1evuuiiiiiiiiiieiii ettt et e et e e et s et s e renseensereneeeenenes 14
Correlacion del miR-122 y condicion metaboOliCa......ccccvueviiiiiiiiiiiiiie it eeies 14
Resultados de la prueba de normalidad.........ccoooiiiiiiiiiiiii e 15
Resultado de la Prueba de Kruskal-WalliS..........cccceiivuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniicin e 16
Aplicacion de la Prueba POSt HOC A€ DUNN ....ivuiiiiiiiiiiiiiiie et eee e 17

Analisis estadistico y correlaciones por fENOTIPOS ....iiuiiiiiiiiiiiiie e eeeees 18
Correlacién de la expresion de miR-122 con glucosa en plasma.....cccceeveeveeeiieieniennnnnns 21
Correlacién de la expresion de miR-122 con edad enplasma......cccceeveeveiviiiiiinieniennnnnns 22
Correlacién de la expresion de miR-122 con glucosa, insulina en plasma..................... 24
Correlacién de la Expresion de miR-122 con Insulinaen plasma .......ceeveeeeeneeneenrennnnes 25
Correlacion de la expresion de miR-122 con indice de Matsuda en plasma.................. 26
Correlacion de la Expresion de miR-122 con Indice Homa-B en plasma.........ccc........... 28
Correlacién de la Expresion de miR-122 con HOMA-IR en plasma .......cccevveviieiininnnnnnns 29
Correlacién de la Expresion de miR-122 con VAl en plasma......cccceveviiiiiciiiiiiiiniiniennennns 30
CorrelacioNn de MIR-T22 Y TYG .uiuiiiiiiiiieiieeie e eie e eee et ete et e eeeteete st ssasssanssnsanesnnes 32
Correlacion de la Expresion de miR-122 con BRI en plasma .....couevveeiveiiiieiiieiiicinnennnnn. 33
Correlacién de la Expresion de miR-122 con ABSlen plasma ......coevveviiiiiiiiiiiniiiennennn, 35
Correlacién de la Expresion de miR-122 con CMlen plasma ....ccccvvvveviiiiiiiieiiiiiiciennennn, 37
Correlacion de la Expresion de miR-122 con LAP en plasma.......cccvueeveeeiieiiniineeennennnnn. 38
Correlacion de la Expresion de miR-122 con AIP en plasma.......c.cevveeveeiiieeiieeiieeennennnnns 39
Correlacion de la Expresion de miR-122 con Colesterolen plasma.......ccceevveveevnnnnnnne. 41

Correlacién de la Expresion de miR-122 con IMC en plasma ....ccccevvveviiiiiiiiiiiiniiiiennennn, 42



Correlacion de la Expresion de miR-122 con Triglicéridos en plasma ......ccccceeeueeeeennnnene. 43

Correlacion de la Expresion de miR-122 con HDL en plasma......ccccevevveeiecienienieniennennes 44
Correlacion de la Expresion de miR-122 con LDL en plasma.....ccccovevevviviincienieniiniennennes 46
Correlacion de la Expresién de miR-122 con circunferencia de cintura en plasma ....... 47
Correlacidon de la Expresion de miR-122 con FO en plasma .....cccueeveeiieeiiieiniineeenennnnns 48
Correlacion de la Expresion de miR-122 con ALT en plasma ....c.oeveeviinininnienienieniennennes 49
Correlacion de la Expresion de miR-122 con AST en plasma.......ccvevveviiviiniienienieniennennes 51
Correlacion de la Expresion de miR-122 con PCRen plasma......cccevvivviviiicienieniiniennennes 52
Correlacion de la Expresion de miR-122 con TNF-aen plasma .....ccceevuevineiiniinneinnennnen. 53
Correlacion de la Expresion de miR-122 con IL-6 en plasma.......ccccvueieueiineiineineennennnnns 55
Correlacién de la Expresion de miR-122 con IL-8 en plasma.......ccccevevviviniieniinieniennennns 56

Correlacién de la Expresion de miR-122 con Esteatosis Hepatica Metabdlica en plasma

................................................................................................................................. 57
Analisis de las correlaciones de miR-122 en plasma.......ccoiueiieiiiiiiiiiiiieiiie e e eenans 59
Potencial del miR-122 como Biomarcador de Riesgo Metabdlico Temprano.................... 61

CONCLUSIONES ... ettt et e e e e e e e eens 62
ANEXO 1. Documento de proyecto original aprobado ..........c.ccccuvenenen... 64

REFERENCIAS ... 65



INTRODUCCION

De acuerdo con un informe de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en
inglés) publicado en mayo de 2022, la prevalencia de la obesidad ha triplicado sus cifras
desde 1975, afectando a un mayor numero de mujeres que de hombres, con un incremento
en la incidencia asociada a la edad (World, 2024). En México, en 2023, la prevalencia de
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) en adultos alcanzo el 18.4%, con un aumento de mas del
95% de los casos, segun el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) (Diabetes En México:
Una Crisis de Salud Publica Y Su Impacto En La Poblacion - UNAM Global, 2024)
mientras, la prevalencia de DM2 en 2023 fue de 18.4%, de los cuales 12.4% fueron
diagnosticados y 6.0% no diagnosticados (/nstituto Nacional De Salud Publica, 2025),
mientras que la obesidad, un factor de riesgo importante para la DM2, afecta al 36.9% de
la poblacién, destacando que la obesidad abdominal es especialmente alta, alcanzando el
81.0%, y las mujeres tienen 1.4 veces mas probabilidad de padecer obesidad en

comparacion con los hombres (Campos-Nonato et al., 2023).

La obesidad esta estrechamente vinculada con diversas comorbilidades, como la DM2,
enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer, problemas de movilidad y

trastornos de salud mental, entre otros (RI, 2025).

Por lo tanto, la obesidad es un factor de riesgo significativo para desarrollar DM2,
aproximadamente un 75% mas que una persona no obesa. El vinculo entre ambas
enfermedades es que la obesidad conduce a la resistencia a la insulina, lo que significa que
las células del cuerpo no responden bien a la insulina y no pueden metabolizar la glucosa,
lo que lleva a hiperglucemia (Rodriguez-Rada et al., 2021), inflamacién crénica (Lecube,
2024), alteraciones en el microbiota intestinal (Mufioz-Garach et al., 2016) dafno a las
células pancreaticas y disfuncion mitocondrial (Parmar, 2018) y eventualmente, a la DM2
(Salvador & Escalada, 2010). La inflamacion sistémica y las alteraciones en la composicion

corporal también juegan un papel importante en este proceso (Rada et al., 2021).

Cabe recalcar, que los indices que se utilizaran son de gran importancia médica porque
ofrecen una manera practica, accesible y no invasiva de evaluar el riesgo cardio metabdlico
y la salud metabdlica general de una persona, especialmente en el contexto de
enfermedades cronicas como DM2, obesidad, sindrome metabdlico y enfermedades

cardiovasculares (Miguel et al., 2009).



Cabe mencionar que el estudio genético de los miARNs, miRNAs o microRNAs los cuales
son moléculas de ARN de 21 a 30 nucledtidos de cadena sencilla, nos pueden proporcionar
respuestas de los mecanismos que se realizan a nivel celular, por lo que el presente reporte
de investigacion tuvo el propésito de analizar el miR-122 presente en muestras biolégicas
de humanos obesos y no obesos, ya que dicho miARN se indicado como posible
biomarcador molecular para el diagnéstico, el prondstico y la prediccion de la respuesta

terapéutica en distintas patologias, entre ellos la DM2 (Rosario, 2019).

Se espera que la elucidacion de este reporte de investigacién aporte informacién acerca de
la prevencién, tratamiento, diagndstico y en el prondstico de DM2 en relacion con la

obesidad por medio del estudio del miR-122.

PLANTEAMIENTO DE PROBLEMAY JUSTIFICACION

La DM2 es una enfermedad transcendental, sin sefales de un descenso en las proximas
décadas dado que afecta aproximadamente a 463 millones de adultos en todo el mundo y
se prevé que 700 millones de personas se veran afectadas en 2045, segun el informe de la
Federacion Internacional de Diabetes (Saeedi et al., 2019), no distingue edad, género,
nacionalidad, entre otros, por lo que es necesario realizar investigaciones precisas a nivel
genético para comprender esta enfermedad con profundidad para establecer las relaciones

metabdlicas en las que estan implicados ciertos miRNAs.

En México, el 75,2% de la poblacion vive con sobrepeso u obesidad, mientras que 12
millones padecen DM2. Estas cifras alarmantes, combinadas con la proyeccion de
un aumento de casos del 70% para 2030 (Sosa, 2025). Se estima que 90% de los casos
de DM2 son atribuibles al sobrepeso y la obesidad. Actualmente esta enfermedad se ubica

como la primera causa de muerte entre la poblacion mexicana (Salud, 2025).

Por lo anterior, este proyecto de investigacion se llevo a cabo en colaboracion con el
Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga, el cual, recolecté las muestras biologicas
de pacientes con DM2 y obesidad que posteriormente se analizaron en el Instituto Nacional
de Medicina Gendémica (INMEGEN) con el fin de evaluar los miRNAs presentes, entre ellos
el miARN-122.



OBJETIVO GENERAL

Analizar la relacion entre la expresion del miARN hsa-mir-122 en plasma de pacientes
sanos, con sobrepeso, obesidad tipo 1, obesidad tipo 2, obesidad tipo 3 y DM2, respecto a

los fenotipos relacionados en una muestra de adultos de la Ciudad de México.

Objetivos especificos

1. Comparar la expresion del miR-122 en plasma en participantes con DM2, obesidad
y sin enfermedad metabdlica.

2. Analizar la correlacién entre el hsa-miR-122 y fenotipos asociados al riesgo
cardiovascular en los participantes del estudio.

3. Correlacionar la expresion del miR-122 con indices antropométricos relacionados
con riesgo metabadlico (AIP, VAI, LAP, TyG, BRI, ABSI, CMI).

HIPOTESIS

Se espera que exista una mayor expresion del miARN-122 en muestras de plasma en los
pacientes con DM2, obesidad o ambas condiciones, en comparacion con los participantes

sanos.



MARCO TEORICO

Relacion DM2y obesidad

La obesidad y la DM2 se relacionan con niveles alterados de miR-122 en el plasma
(Behrooz et al., 2023). Se ha observado que la obesidad aumenta la expresién de miR-122,
mientras que la DM2 puede estar asociada a niveles mas bajos. El miR-122 juega un papel
en la patogénesis de ambas condiciones, influyendo en la inflamacién (Rakib et al., 2022),
la resistencia a la insulina, el metabolismo glucémico ya que, aumenta la expresién en el
torrente sanguineo como en el tejido adiposo en los pacientes obesos, incluso sin DM2 y
también interviene en la regulacién de la homeostasis de la glucosa ya que, influye en la

captacion de la glucosa y sefializacion de la insulina (Hess et al., 2020).

La DM2 es una afeccion grave crénica que ocurre cuando se elevan los niveles de glucosa
en la sangre, debido a que el organismo no puede producir suficiente insulina o no la puede
utilizar eficazmente (Mendoza-Soto, 2022). Mas del 90% de los casos de DM2 resultan de
un defecto en la accion de la insulina, creando resistencia a la insulina (RI) (Alamro et al.,
2023). Se diagnostica con andlisis de sangre que miden los niveles de glucosa en la sangre.
Las pruebas mas comunes son la prueba de hemoglobina glucosilada (A1c) y la prueba de

glucosa en ayunas (Diabetes de Tipo 2 - Diagnéstico Y Tratamiento - Mayo Clinic, 2025).

La DM2 a menudo no presenta sintomas en las primeras etapas y puede pasar
desapercibida durante varios afios antes de que se diagnostique en pacientes los cuales
experimentan cambios en el metabolismo graduales que se van haciendo crénicos. Los
organos mas afectados son los islotes del pancreas, el higado y los tejidos periféricos, como
el musculo esquelético y el tejido adiposo (M. Ivette, 2023), lo que también conlleva a
lipotoxicidad (OMS, 2024), causando que se desarrollen enfermedades cardiacas, ceguera,
enfermedades renales, problemas del sistema nervioso y las extremidades, entre otras

complicaciones (M. Ivette, 2023).

La obesidad se define generalmente como una acumulacion anormal o excesiva de grasa
corporal que puede ser perjudicial para la salud. El indice de Masa Corporal (IMC) es una
medida comunmente utilizada para clasificar la obesidad. Segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), un IMC de 30 o mas se considera obesidad (OMS, 2024).

La relacion entre la obesidad y la DM2 es compleja y multifacética. Uno de los principales

vinculos entre ambas condiciones es la resistencia a la insulina. En individuos con



obesidad, las células de grasa liberan adipocinas, que pueden interferir con la sefalizacién
de la insulina, dificultando la capacidad del cuerpo para regular adecuadamente los niveles

de glucosa en sangre (OMS,2024).

Ademas, la obesidad esta asociada con un estado de inflamacion crénica de bajo grado,
causando que los tejidos adiposos, particularmente cuando se agrandan, secretan
citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-6
(IL-6) (OMS, 2024).

Otro mecanismo significativo es el desequilibrio en la liberacion de hormonas llamadas
incretinas, que también se ve afectado en personas con obesidad. Las incretinas, como el
péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1), desempefian un papel crucial en la regulacion
del apetito y la secrecion de insulina postprandial. En la obesidad, la funciéon de estas
hormonas puede verse alterada, contribuyendo aun mas a la disfuncion metabdlica
(OMS,2024).

MiRNAs/miARN

Los miARNs, miRNAs o microRNAs son moléculas de ARN de cadena sencilla pequefias
de 21 a 30 nucledtidos, que existen en la célula de forma natural (Figura 1) y en ella
contribuyen a regular, expresar o silenciar la expresion de determinados genes, los cuales
intervienen en la regulacién de diferentes etapas del desarrollo, homeostasis celular,
respuesta inmune, regulacion metabdlica, funcidn neurolégica, funcion cardiovascular,

regulacién epigénetica, entre otros (Venneri & Passantino, 2023).
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Figura 1. Proceso esquematico de los microRNA. Adaptado de micro-ARN, por Labster, 2025
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RT-PCR (Reverse transcription-PCR)

La transcripcion inversa o reversa es una técnica utilizada por los investigadores para

generar una hebra complementaria de ADN (ADNCc) a partir de ARN. La tecnologia se basa

en un mecanismo retroviral mediante el cual la enzima transcriptasa inversa puede realizar

la transcripcion inversa del ARN en ADN, también llamada retro transcriptasa es una enzima

de tipo ADN-polimerasa, codificada por retrovirus, cuya funcion es sintetizar ADN de doble

cadena utilizando como templado o como base una molécula de ARN monocatenario, es

decir, catalizar la retrotranscripcion o transcripcion inversa (Figura 2) (Ramirez-Pacheco et

al., 2013).

ARN
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Figura 2. A partir de los productos de ADNc se realiza la PCR de manera cuantitativa (QPCR)

(Ramirez-Pacheco et al., 2013).



Nomenclatura de miRNAs

Los microRNA en miRBase (base de datos que contiene las secuencias de microRNA, tanto
de microRNAs maduros como de pre-microRNAs) suelen tener nombres como hsa-mir-122
donde las primeras tres letras indican la especie. Por ejemplo, hsa homo sapiens humano,
mmu mus musculus raton, rmo ratus norvegicus rata, etc. Los ultimos numeros es un
identificador unico para distinguirlos de otros micro-RNAs. El prefijo mir (en minuscula) hace
referencia al gen de microRNA o al precursor (pri-miARN o pre-miRNA) por ejemplo: hsa-
mir-122; en mayusculas se refiere a la secuencia madura funcional ejemplo: hsa-miR122.Si
los datos experimentales no permiten determinar que microRNA es el predominante, se
asignan nombres como miR-142-5p (del brazo 5' o extremo 5') o0 miR-142-3p (del brazo 3'
o extremo 3') (Ambros et al., 2003).

El miR-122, es un locus unico en humanos, se encuentra en el brazo largo del cromosoma
18 (18921.31) (MIR122 MicroRNA 122 [Homo Sapiens (Human)] - Gene - NCBI, 2025). Se
expresa casi exclusivamente en hepatocitos, si bien en bajos niveles en ciertos tumores
fuera del higado (Robles-Remacho et al., 2024). Regula el metabolismo de acidos grasos,
colesterol y hierro, interviene en gluconeogénesis y rutas circadianas (MIR122 MicroRNA
122 [Homo Sapiens (Human)] - Gene - NCBI, 2025). Para este miRNA, se tienen 2 tipos
(MiRBase Entry: Hsa-Mir-122, 2025):

1. hsa-miR-122-5p maduro (secuencia de 22 nucledtidos)

5 - UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG - 3’

2. hsa-miR-122-3p (passenger o “star”)

5" - AACGCCAUUAUCACACUAAAUA - 3’

Menos abundante, también es detectable, ya que, la secuencia se deriva del brazo 3’del

precursor, se reporta como complemento de la regién 3.



Targets miR-122

Los targets o blancos son fundamentales en DM2 y obesidad, debido a que explican los

mecanismos moleculares por el cual el miR-122 contribuye a la alteracion metabdlica. En

obesidad y DM2, el miR-122 esta aumentado en plasma y en higado (especialmente en

NAFLD, obesidad e IR), por ende, cuando miR-122 aumenta, en consecuencia, inhibe sus

blancos y cuando miR-122 disminuye, sus blancos se sobrexpresan (Tabla 1).

Tabla 1. Principales blancos (targets) asociados a la DM2 y obesidad.

miR-122 en

Gen Funcion principal R_e!ev'ar?ma obesidad / Efe.cto del Referencia
fisiologica miR-122
DM2
Aumenta
Protege contra lipogénesis (Long et al
Desacetilasa; activa la via | NAFLD, mejora Pog 9 ’
LKB1/AMPK porlo que | sensibilidada | Aumenta Reduce 20195 Wang
SIRT1 . porioq 1SIDT . LKB1/AMPK | etal., 2019)
tiene una regulacion del insulina, miR-122 N -
metabolismo lipidico controla Disminuye (Castano et
P eonrena oxidacion de al., 2022)
lipogénesis L
acidos grasos
Sensores energéticos AMPK activo
celulares; inhiben mejora
LKB1/ I|poge.neS|s y actl\’/a.m . r.eS|st’e|j10|a Aumenta Indl|recta.mente (Long et al.,
AMPK catabolismo energético; insulinica, MiR-122 Inhibe miR-122 2019)
inhiben lipogénesis, reduce la (via SIRT1)
promueven catabolismo esteatosis
energético hepatica
La supresion Inhibido por
Receptor de vitamina D, P miR-122
. X . promueve la Aumenta (Huang et al.,
VDR regula adipogénesis e . . . Promueve
. ., adipogénesis y miR-122 . , 2022)
inflamacion . e inflamacion y
la inflamacion . o
adipogénesis
Inhibido
Promueve directamente por
Factor de transcrincién triglicéridos, miR-122; reduce
SREBE1 | Tooctms et é’nes o | obesidady Aumenta SREBF1:; (Huang et al.,
pogenico, reguia g Esteatosis MiR-122 favorece 2022)
sintesis de acidos grasos . . o
Hepatica lipogénesis
Metabdlica indirecta
compensatoria




Biogénesis de miR-122

En el miR-122, su ruta es candnica de los microRNA, ya que, se caracteriza por su
expresion que predomina en el higado. Primeramente, el gen miR-122, localizado en el
cromosoma 18qg21.31, es transcrito en un pri-miARN (ARN primario) por la ARN polimerasa.
El pri-miR-122 es reconocido en el nucleo por el complejo microprocesador formado por la
enzima Drosha y su cofactor DGCRS, que lo procesan dando lugar a un pre-miARN de ~70
nucleodtidos. Posteriormente, el pre-miR-122 es exportado al citoplasma a través del
transportador Exportina-5, en un proceso dependiente de Ran-GTP, después en el
citoplasma, el pre-miR-122 es reconocido por la enzima Dicer, que lo recorta para formar
un duplex miARN/miARN* de ~22 nucleétido y finalmente, una de las hebras del duplex (la
hebra guia, usualmente miR-122-5p) es incorporada al complejo efector RISC (ARN-
Induced Silencing Complex). Desde alli, puede guiar el complejo hacia ARNm diana, donde
actua reprimiendo la traduccion o facilitando la degradacion del ARNm, modulando asi la

expresion génica postranscripcional (Figura 3) (Jopling, 2012).

Hepatocyte " Cholesterol
differentiation \ and fatty acid
synthesis

Binding to HCV
5'UTR

Binding to HBV
pregenomic
RNA

HMOX1
Cyclin G1

‘
A

Figura 3. Representacion esquematica de la biogénesis del miR-122 (Mahesh & Biswas,
2019).



INDICES ANTROPOMETRICOS

AIP (Atherogenic Index of Plasma)

El indice aterogénico del plasma (AlIP) es un indice lipidico compuesto representado por un
valor transformado logaritmicamente de la relacién entre triglicéridos (TG) y colesterol unido
a lipoproteinas de alta densidad (HDL-C) (Zhao et al., 2025). Este indice sirve como
indicador del deterioro del metabolismo de las lipoproteinas plasmaticas y de la inflamacion
in vivo. En particular, el AIP muestra una mayor sensibilidad al grado de aterosclerosis (AS)
en comparacion con los indices lipidicos individuales. Un AIP alto indica un mayor riesgo

de enfermedad cardiovascular (Li & Zeng, 2024).

Férmula:

TG

Donde:
TG = Triglicéridos (mg/dL)
HDL-C = Colesterol HDL (mg/dL)

Interpretacién: <0.11=bajo riesgo  0.11-0.21=riesgo intermedio 0.21=alto riesgo.

VAI (Visceral Adiposity Index)

El indice de adiposidad visceral (VAI) se estima con el uso de parametros antropométricos
simples como el indice de masa corporal (IMC), circunferencia de la cintura (CC),
triglicéridos bioquimicos (TG) y colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), es un
marcador indirecto del tejido adiposo visceral y su disfuncion, ya que estudios recientes han
indicado que el indice de obesidad visceral también se correlaciond con la IR y riesgo cardio
metabdlico (Jiang et al., 2022).

Férmula (para mujeres):

wWC TG 1.52
VAI = X P
36.58 + (1.89 x BMI) 0.81 HDL-C
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Formula (para hombres):

VAT — WC § TG 5 1.31
39.68 + (1.88 x BMI) 1.03 HDL-C

WC = Circunferencia de cintura (cm)
TG y HDL-C = Triglicéridos y Colesterol HDL (mg/dL)
BMI = indice de masa corporal (kg/m?)

Donde:

LAP (Lipid Accumulation Product)

El producto de acumulacion lipidica (LAP) es un marcador actual de obesidad visceral y se
basa en la combinacion de dos variables: la circunferencia de la cintura (CC) y la
concentracién de triglicéridos en ayunas (TG). El uso simultdneo de mediciones
bioquimicas y antropométricas para calcular el LAP permite describir los cambios
anatémicos y bioquimicos relacionados con la sobreacumulacion lipidica en humanos. El
LAP se utiliza ampliamente como marcador de trastornos metabdlicos y predictor de

enfermedades cardiovasculares (Kaneva & Bojko, 2021).

Formulas:
Hombres:
LAP = (WC - 65) x TG
Mujeres:
LAP = (WC - 58) x TG
Donde:

WC = Circunferencia de cintura (cm)

TG = Triglicéridos (mmol/L) (si estan en mg/dL: dividir entre 88.57)

TYG (Triglyceride-Glucose Index)

El indice de triglicéridos-glucosa (TyG) es uno de los parametros que se han utilizado para
evaluar la resistencia a la insulina. La asociacion del aumento de los niveles de triglicéridos
y glucosa en la resistencia a la insulina es la base para el uso de ambos (indicado en el
indice TyG) para evaluar diversas anomalias relacionadas con los trastornos de sensibilidad

a la insulina (Kurniawan, 2024).



Férmula:

TyG — In (TG (mg/dL) x Glucosa (mgf'dL})

2

Interpretacion: Cuanto mayor es el TyG, mayor es la resistencia a la insulina.

BRI (Body Roundness Index)

Para representar mejor la distribucion de la grasa, una medida antropométrica mas reciente,
el indice de redondez corporal (BRI), reportandose por primera vez por Thomas y su equipo
en el afio 2013, quienes desarrollaron modelos elipticos basados en la forma del cuerpo
humano para calcular la redondez corporal y utilizaron la excentricidad para estimar los
porcentajes de grasa visceral y grasa corporal total. Ademas del peso y la altura, el BRI
también considera la circunferencia de la cintura y, por lo tanto, puede reflejar de manera
mas completa la distribucién de la grasa visceral. Se encontré que el BRI era superior a
otros indicadores antropométricos para estimar el riesgo de varios puntos finales clinicos,
incluyendo enfermedad cardio metabdlica, enfermedad renal y cancer. Ademas, estudios
longitudinales han demostrado que un BRI alto estaba asociado con un riesgo
significativamente mayor de mortalidad por todas las causas y mortalidad especifica por

enfermedad cardiovascular (Zhang et al., 2024).

Férmula:

WC/(27) )2

BRI — 364.2 — 365.5 x 4/ 1 —
00 (n,a x height

Donde:

WC = Circunferencia de cintura (m)
Height = Estatura (m)

ABSI (A Body Shape Index)

indice de forma corporal (ABSI) es un indice de obesidad abdominal desarrollado con base
en estadisticas epidemioldgicas y disefiado para correlacionarse minimamente con el indice
de masa corporal (IMC), este indice esta disenado para estar minimamente asociado con
el IMC y se calcula dividiendo la CC por una regresién alométrica del peso y la altura, es

util para predecir mortalidad por todas las causas (Nagayama et al., 2022).
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Férmula:

WC
BMI** x height'/*

ABSI =

Donde:
WC = Circunferencia de cintura (m)
BMI = indice de masa corporal (kg/m?)

Height = Estatura (m)

CMI (Cardiometabolic Index)

El indice cardiometabdlico (IMC), desarrollado por Wakabayashi en 2015, es una medida
relacionada con el metabolismo disefiada para identificar la diabetes mellitus. Comprende
tres componentes clave: la relacion cintura-estatura (ICT), los niveles de triglicéridos (TG)
y el colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL). EI ICT mide principalmente
el grado de obesidad, mientras que la relacién TG/C-HDL evalla los niveles de lipidos en
sangre. Este indice proporciona una evaluacién integral de la salud metabdlica, lo que

facilita la discriminacion de la diabetes y las afecciones relacionadas (Zhu et al., 2025).

Férmula:

TG

CMI = (—HDL_C

) x WHtR

Donde:
TG / HDL-C = mg/dL

WHTtR = Razédn cintura-estatura = WC (cm)/Estatura (cm)
Utilidad comun de todos estos indices:

e Deteccion temprana del riesgo cardiometabdlico.

o Evaluacion de la disfuncion adiposa y resistencia a la insulina.

e Herramientas econdémicas y accesibles para complementar o reemplazar métodos
mas invasivos o costosos (como la medicion directa de grasa visceral con TAC o
RMN).



MODELOS MATEMATICOS O INDICES SUBROGADOS

indice de Matsuda

El indice Matsuda es un indice para medir la sensibilidad a la insulina, disefiado para ser
comparable a las mediciones de la tasa de desaparicion de la glucosa plasmatica (Rd)
obtenidas con una prueba de pinza de insulina. Es una herramienta valiosa para evaluar la
resistencia a la insulina y la sensibilidad de las células a la insulina. Un resultado alto indica
resistencia, lo que aumenta el riesgo de diabetes, mientras que un resultado bajo sugiere
mayor sensibilidad y menor riesgo (Petrelli et al., 2023). Este indice mide la sensibilidad a
la insulina, cuan eficazmente las células del cuerpo responden a la insulina para absorber
el azucar de la sangre y resistencia a la insulina, donde es lo opuesto, y se refiere a la
incapacidad de las células para responder adecuadamente a la insulina, lo que puede

conducir a un exceso de azucar en la sangre.

HOMA-IR

HOMA-IR es un acrénimo en inglés para indice de Evaluacién del Modelo de Homeostasis
para la Resistencia a la Insulina. Es un andlisis de sangre que utiliza los niveles de glucosa
e insulina en ayunas para evaluar la resistencia a la insulina. Un valor alto puede indicar
que el cuerpo no usa la insulina de manera eficiente, aumentando el riesgo de desarrollar

resistencia a la insulina, prediabetes o DM2 (Arturo et al., 2025).

HOMA-B

Es un indice matematico que evalla la funcién de las células beta del pancreas, las cuales
producen insulina. Este indice se calcula utilizando las concentraciones de glucosa e
insulina en ayunas y es util junto con el HOMA-IR (resistencia a la insulina) para obtener
una evaluacion mas completa del metabolismo de la glucosa (Yoon et al., 2016). Evalua la
funcion de las células beta y mide la capacidad del pancreas para producir y secretar
insulina en respuesta a la glucosa. Asi mismo, establece la relacion con la glucosa e
insulina, la cual se basa en un modelo matematico que utiliza los niveles de glucosa en

plasma en ayunas y la concentracion de insulina en ayunas para calcular este indice.



ANTECEDENTES DEL ESTUDIO EN PACIENTES

En el estudio “Identificacion de miRNAs de vesiculas circulantes asociados con la
resistencia a la insulina, perfil inflamatorio, higado graso no alcohdélico y alteraciones
en fondo de ojo en adultos con obesidad, diabetes mellitus tipo 2 e hipertensién de
la Ciudad de México" (No. de dictamen 10/2023) (Anexo 1). Se llevo a cabo la recoleccion

de datos y muestras de los participantes (adultos de la CDMX).

Brevemente, en este estudio se analizé la composicion de las micro vesiculas circulantes

de cuatro grupos de participantes:

1) Adultos con obesidad, sin otra comorbilidad
2) Adultos con presencia de prediabetes y DM2
3) Personas con hipertensién arterial

4) Personas sin enfermedad como controles

De estos grupos, se aislaron las micro vesiculas del plasma y se analizaron los miRNAs
que contienen mediante el uso de microarreglos en la plataforma Affymetrix (método de

analisis masivo).

Adicionalmente, se clasificaron los fenotipos que incluyen factores de riesgo asociados al
desarrollo de enfermedades relacionadas con la obesidad y las comorbilidades estudiadas
como fondo de ojo, hipertension y DM2, algunos metabolitos circulantes, ademas de un
perfil inflamatorio, medicion de resistencia a la insulina y diagndstico de higado graso no
alcohdlico (Romero-lIbarguengoitia et al., 2017). Ademas, en los indices antes mencionados
se tomaron fenotipos comunes para realizar la correlacién matematica con los indices

antropomeétricos para determinar su significancia.



MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico

Este trabajo de investigacion es de disefio transversal y analitico. Se utilizaron 27 muestras
que si contaban con todos los parametros analizados para correlacion que se obtuvieron
los datos disponibles en la base de datos del estudio, los cuales se clasificaron en 6 grupos

para los analisis posteriores (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los participantes segin condicion metabdlica.

Grupo Condicion Numero de muestras (N)

1 Controles Sanos 7

Prediabetes

Sobrepeso
Obesidad Tipo 1
Obesidad Tipo 2
Obesidad Tipo 3

o O | WO N
Al B O O O

Materiales y reactivos

Se utilizaron protocolos recomendados por los fabricantes inicialmente, para la extracciéon
de RNA, como el Trizol™ LS Reagent modificado; la retrotranscripcion inversa (RT-PCR)
con el protocolo del TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems/Thermo Fisher); y la PCR cuantitativa (qPCR) con el protocolo del TagMan®
Universal PCR Master Mix.

Las sondas utilizadas que se emplearon para la qPCR y RT-PCR, fueron sondas
especificas TagMan™ MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific)
para la deteccion de hsa-miR-122 (Tabla 3).

Se realizaron modificaciones a dichos protocolos ya que no se obtuvieron resultados
satisfactorios por la naturaleza de las muestras, por lo que fue necesario ajustar las
condiciones de trabajo divididas en cuatro etapas principales, sin embargo, cada una

involucra pasos mas especificos (Figura 4).



Tabla 3. Sondas (Assays) de microRNAs empleadas en la PCR Cuantitativa.

miRNAs

RT

™

LOTE

hsa-miR-122

002245

002245

P211214-005 GO3

hsa-miR-24

00402

00402

P191206-003 D07

hsa-miR-16

000391

000391

P230911-008 FO3

:Se
tienen 5 ng
totales de

RNA?

Modificacién
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st RT-PCR para

Seleccion de
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biologicas
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Extraccién de RNA
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Figura 4. Diagrama de flujo general de la metodologia empleada.




METODOLOGIA
Analisis de las bases de datos

El presente estudio se realizd6 con una cohorte transversal de N=27 participantes (15
mujeres y 12 hombres) con diferentes condiciones metabdlicas, seleccionados de una base
de datos de pacientes con diferentes condiciones metabdlicas entre ellas DM2 y
prediabetes. La poblacion fue clasificada primeramente en cinco grupos fenotipicos
utilizando el indice de Masa Corporal (IMC): Normopeso, Sobrepeso, Obesidad Tipo 1,
Obesidad Tipo 2 y Obesidad Tipo 3, una vez establecidos los parametros, se emplearon
técnicas de biologia molecular (Extraccion de RNA, RT-PCR y RT-gPCR) para su posterior
analisis estadistico. Es importante recordar que, de acuerdo con el estudio previo, se

consideraron los siguientes criterios para el estudio:

Criterios de Inclusion:
» Pacientes adultos con DM2 o indice de masa corporal >30 kg/m?
e Diagnostico confirmado mediante prueba bioquimica de glucosa en ayuno.
o Consentimiento informado firmado.
Criterios de Exclusion:
e Diagnostico de DM1.
e Tratamiento reciente con antiinflamatorios, inmunosupresores o suplementos.

e Embarazo o lactancia, presencia de enfermedades autoinmunes, cancer o
infecciones cronicas, tabaquismo o alcoholismo.

En este caso, las variables del presente estudio consideraron para establecer las posibles
correlaciones datos como (Figura 5y 6):

o Variable Dependiente Primaria: Nivel de expresion de miR-122 en plasma.

e Hallazgos Clinicos: Fondo de ojo (FO) (0 anormal, 1 normal) y Esteatosis Hepatica
Metabdlica (0 ausente, 1 presente).

o Variables Independientes: Edad (19 a 46 afos), género (Hombre, Mujer), afios de
evolucion de la diabetes, circunferencia de cintura (67.5 a 130 cm), IMC (19.4 a 57.8
kg/m?), antecedentes familiares y de habitos, hipertension arterial, y nivel de glucosa
en sangre.

« Variables Bioquimicas e indices:

= Lipidos y Glucosa: Colesterol (108 a 365 mg/dL)
= Triglicéridos 52 a 333 mg/dL)



= HDL (24 a 147 mg/dL)
= LDL (31 a147 mg/dL)
= Glucosa en ayuno (81 a 97 mg/dL)
= |nsulina (7.6 a 121.2 Ul/mL)
= Funcion Hepatica (Transaminasas): Alanina aminotransferasa (ALT) (11 a
37 U/L) y Aspartato aminotransferasa (AST) 14 A 38 U/L).
= Marcadores Inflamatorios:
o Proteina C Reactiva (CRP) (1.69 a 13.1 mg/L)
o Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) (0.84 a 6.78 pg/mL)
o Interleucina 6 (IL-6) (0.96 a 3.17 pg/mL)
o Interleucina 8 (IL-8) (0.57 a 2.66 pg/mL).
* indices Metabdlicos:
o indice de Matsuda (1.45 a 9.13)
o HOMA-IR (1.77 a 10.02)
o HOMA-(3 (86.13 a 634.42).
* [ndices Antropométricos

o VAI(-259.13 a 17.71) o TyG (7.08 a 9.26)

o LAP (-177.26 a 53.16) o AIP(-0.23 a 1.02)

o BRI (1.97 a 11.29) o ABSI (0.02 a 0.08)
o CMI(0.01a 1.65)

PARTICIPANTE GENERO miR-122 EDAD IMC OBS por IMC Condicidn INS50 GLUD G/I MATSUDA HOMAIR HOMAB

100 H 1 24 236 Mormopeso Prediabetes 121.2 100 0.83 §.69 1.82 71.99
30 M 1 28 19.4 Mormopeso Mormal 17.2 92 5.36 258 3.590 213.94
80 M 2 24 223 Mormopeso Mormal 8.8 82 9.37 6.36 1.77 166.53
177 H 1 23 238 Mormopeso Mormal 0.1 92 9.13 513 229 125.43
178 H 1 30 .3 Mormopeso Mormal 93 91 9.76 7.83 209 120.28
183 H 8 43 21.0 Mormopeso Mormal 127 a0 7.08 4.28 2.82 169.99
188 M 1 32 231 Mormopeso Mormal 11.1 86 772 729 236 174.95
2 H 4 kT 44,08 Mormal 8.70 92 10.57 3.99 1.97 108.35
123 H 37 41 578 Prediabetes 97
15 H a 22 431 Mormal 12.5 98 7.66 2.38 297 137.07
20 M 79 45 41.7 Prediabetes 20,9 a0 4.30 1.83 4.65 279.92
188 M 0 45 39.0 MNormal 1M7.2 92 0.78 2.35 3.96 217.30
35 M 0 45 36.76 Mormal 10.26 85 528 278 215 168.61
127 M 0 18 3772 Normal 11.55 87 257 2.48 173.85
190 M 0 44 378 Mormal 16.0 92 577 2.20 3.62 198.64
108 M 1 43 2592 Sobrepeso Mormal 45 66 29 1.45 10.02 63442
96 M 1 26 25.89 Sobrepeso Mormal 12.69 99 4.30 3.10 127.29
a7 M 1 28 2755 Sobrepeso Mormal 11.86 85 77 332 2.49 194.83
85 H 0 28 266 Sobrepeso Mormal 11.2 a9 7.94 735 2.46 155.67
135 M 0 23 26.8 Sobrepeso Prediabetes az
199 H 4 40 260 Sobrepeso Normal 78
103 M 1 19 301 Mormal 10.2 81 7.69 5.45 2.10 211.57
179 H 0 27 35.0 Mormal 12.5 86 6.73 467 27T 200.62
184 H 0 48 332 Mormal 17.2 91 5.28 1.42 3.87 222.26
149 M 1 42 301 Mormal 7.6 95 12.45 6.09 1.79 86.13
191 M 2 38 324 Prediabetes 94
197 H 0 30 332 MHormal 12.2 93 7.62 3.96 2.80 146.90

Figura 5. Caracteristicas clinicas y bioquimicas basales de los participantes incluidos en el
estudio.



PARTICIPANTE CT TGL ALT AST PCR IL6 IL8 TMNFao HDL LDL ESTEATOSIS CINTURA FO AIP  LAP VAl TyG BRI ABSI CM

100 159 122 38 kal 317 1689 14T 16T w a7 1 75 0 052 -8685 009 872 200 005 002
30 180 151 14 24 503 189 104 678 58 102 0 67.5 1 042 1484 1894 885 197 007 048
a0 153 M3 29 24 453 024 077 084 46 &9 0 73.6 1 039 03% 188 844 264 007 049
177 198 141 14 16 226 169 128 202 39 138 0 1.7 1 056 -10038 010 878 276 005 002
178 122 79 15 23 523 168 128 1467 35 68 0 749 1 035 -5624 0068 819 240 005 001
163 138 104 19 19 206 169 060 167 48 72 0 30 1 034 -FT404 0068 845 268 005 001
158 151 92 29 21 141 169 196 132 38 105 0 745 1 03 1715 184 828 268 007 049
2 166 98 55 30 625 169 147 167 33 121 1 121 0 047 -B977 003 841 766 007 001
123 23 144 28 23 134 36 176 1 130 0 080 -10251 011 &85 1129 008 002
15 171 130 24 18 107 086 057 167 53 95 1 126.5 0 03% -8255 007 874 895 0.08 001
50 182 &4 37 29 326 036 161 1.32 H“ 124 1 114 0 031 5316 166 824 847 003 085
189 154 324 29 k1l 632 087 128 167 Eal Bl 1 103.4 0 102 16622 &03 961 715 007 307
39 230 252 28 25 35 168 212 167 52 132 1 101.2 0 069 12302 379 9528 926 008 139
127 153 131 12 19 113 51 36 0 106.1 0 041 7120 207 865 599 007 070
190 196 108 24 kal 839 169 0658 167 43 140 1 109 0 034 6224 182 851 785 008 0867
108 209 138 19 22 348 032 215 036 65 126 0 77 0 033 2963 157 872 382 007 048
96 143 152 N 25 303 26 &9 1 84.1 0 077 4483 442 893 457 007 143
a7 308 245 14 27 236 43 210 0 78 1 070 55814 365 925 367 007 113
a5 186 101 51 27 297 45 118 0 95 1 035 -7T190 006 841 420 006 00
132 167 52 23 22 264 a7 104 1 69.5 1 004 676 060 766 217 006 017
199 179 248 35 30 122 30 106 0 98.5 1 082 -177.26 023 913 490 006 004
103 167 98 al 24 18 07869 0391 03647 48 109 0 745 1 031 1827 134 829 279 006 042
179 164 161 32 24 346 1869 128 167 36 111 1 112 1 065 -11462 013 884 602 007 007
164 233 364 64 37 508 168 0681 07811 32 147 1 107 0 106 -25913 032 971 708 006 006
149 196 168 34 43 228 40 133 1 93 0 063 7066 352 899 433 007 10
191 232 248 36 20 457 35 176 0 918 1 081 9472 502 936 493 007 165
197 14 175 37 25 2 169 05804 167 33 101 1 103.5 0 072 12458 015 900 443 006 002

Figura 6. Caracteristicas clinicas y bioquimicas basales de los participantes incluidos en el

estudio.

Analisis de muestras bioldgicas: Analisis molecular

Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de plasma congelado de los participantes que
se recolectd cuando se realizé el primer estudio utilizando el protocolo modificado con
Trizol™ LS Reagent.

En dicho estudio, se llevaron a cabo algunos procesos en las muestras lo cual se tomoé en
cuenta para la estandarizacion de la técnica de extraccidon para el presente estudio. Para
este fin, se utilizaron muestras de plasma humano destinadas exclusivamente a la

estandarizacion, ajenas a las muestras biolégicas del proyecto como pruebas piloto.
Los protocolos probados fueron siguiendo las indicaciones del fabricante de:
1. El kit comercial RNeasy® Mini Kit (250) (Cat. No. 74106; QIAGEN).

2. El protocolo de extraccion de RNA basado en Trizol™ LS Reagent (Numeros de
Catalogo 15596026 y 15596018).



En este caso, se utiliz6 como volumen de prueba para optimizar el protocolo con Trizol de
250ul, 500ul y 1000ul de plasma para obtener RNA total de buena calidad. Cabe mencionar
que para este proceso de estandarizacion fueron necesarias varias pruebas y

modificaciones.

El protocolo final estandarizado fue realizado de la siguiente manera, manteniendo las

muestras en hielo la mayor parte del proceso:
Etapa 1. Lisis de muestras y separacion de fases

1. Agregar 0.75mL de Trizol™ LS Reagent por cada 0.25mL de muestra (Figura 7).

2. Homogeneizar por vortex (Figura 7).

Figura 7. Reaccion de Trizol™ LS Reagent con plasma humano y homogeneizado

Centrifugar por 5 minutos a 13,000 x g a 4°C.
Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

Incubar por 5 minutos.

o 0 &~ w

Agregar 0.2mL de cloroformo por cada 0.75mL de Trizol™ LS Reagent (Figura 8).

Figura 8. Separacion de las fases (fase roja de fenol y cloroformo, interfase correspondiente

a grasa y fase superior acuosa RNA).

7. Centrifugar la muestra por 15 minutos a 13,000 x g a 4°C.

8. Transferir la fase acuosa a un nuevo tubo.



Etapa 2. Extraccion de RNA

Precipitacion de RNA

1. Agregar 1 mL de isopropanol a la fase acuosa del tubo (Figura 9).

2. Incubar por 10 minutos.

3. Centrifugar por 30 minutos a 13,000 x g a 4°C

4. Eliminar el sobrenadante.

5. Lavados para purificacion de RNA
Resuspender el pellet en 1mL de etanol 75% por cada tubo, homogeneizar en
vortex, centrifugar por 5 minutos y eliminar el sobrenadante, repetir el procedimiento
cuatro veces.

6. Secar el pellet por 15 minutos.

7. Solubilizacion del RNA

8. Resuspender el pellet en 15uL de agua libre de RNAsas.

9. Centrifugar durante 1 minuto a 13,000 x g a 4°C.

Figura 9. Precipitado de RNA (pellet gelatinoso transparente).

Retrotranscripcion Inversa (RT-PCR)

Se utilizé el protocolo modificado del TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems / Thermo Fisher). El cual consiste en:
Preparacion del RNA:

Para obtener 5 ng de RNA total requeridos para la reaccion de RT-PCR (Tabla 4), se
cuantificé la concentracion y pureza del RNA en las muestras bioldgicas mediante
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer).



Tabla 4. Composicidon de la mezcla de reaccién para la Retro transcripcion Inversa (RT-PCR).

Componentes Master Mix x1 | Target 1 miR16 | Target 2 miR122 | Target 3 miR24
100Mm dNTPS 0.1 ul
RT 50U/ul 0.5 ul
100x RT Buffer 0.8 pl
Inhibidor Rnasa 20U/pl 0.1 ul
Agua libre de nucleasas 2.0 ul
Primer RT 1.5 ul
RNA (5 ng totales) 2.5yl
Total 7.5 pl

Reaccion de RT-PCR:

La Retrotranscripcién Inversa (RT) se llevé a cabo en el termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (Equipo No. 5) (Figura 10). Se implementé un protocolo modificado con un
volumen final de reaccioén de 7.5pl, lo que representa la mitad del volumen 15ul especificado

en el protocolo original del kit y una duracion de una hora con cinco minutos (Tabla 5).

f——n\ 16 °C 85 °C
/ a
00:30:00 00:05:00
4°°C

16 °C 00
00:30:00

4

HOLD HOLD

Figura 10. Termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Equipo No. 5) utilizado para la

Retrotranscripcioén Inversa y su respectivo ciclado térmico.

Tabla 5. Condiciones de ciclado para la Retrotranscripcion Inversa (RT).

Tiempo Temperatura
Paso (min) (°C)
HOLD 30 16
HOLD 30 42
HOLD 5 85
HOLD - 4




Condiciones y Muestras:

Las muestras medidas por NanoDrop, se realizaron los calculos correspondientes para el
ajuste de la concentracion, como ejemplo, si se tienen 23 ng/L, pero se requieren para el
protocolo de RT-PCR empleado 5 ng/uL, se ajusta la concentracion de la siguiente forma:

S5ngtotales 5 0.217 de RNA

C,\Vy =G,V ——————— = — =
11 272 Z—idelNanodrop 23

Cada muestra se proceso¢ individualmente y se almacend a -20°C para su uso inmediato al
dia siguiente en la PCR cuantitativa. Se seleccioné el MicroRNA miR-122 para el analisis.
Y como controles enddgenos, se incluyd el miR-16 y se evalué el potencial del miR-24 como

posible enddégeno de referencia.

PCR Cuantitativa (qPCR)

El analisis de expresién de microRNAs se realizd utilizando el protocolo modificado de
TagMan® Universal PCR Master Mix. La expresion del miR-122 se evalué mediante gPCR
con sondas de hidrélisis (TagMan® Assays) (Tabla 3). Las reacciones se llevaron a cabo en
el equipo Applied Biosystems™ QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (96-well, 0.2mL)
(Figura 11), empleando el reactivo TagMan® Universal PCR Master Mix y las sondas

especificas para los microRNAs de estudio y el control endégeno (miR-16).

Composicion de la Reaccion:

Cada reaccion se preparoé en un volumen final de 10ul. Se ocupo para la mezcla de reacciéon
1ul de cDNA, TagMan™ Universal PCR Master Mix, TagMan Assay especifico (miR-122 y
miR-16), y agua libre de nucleasas (Tabla 6).

Tabla 6. Composicion de la mezcla maestra (Master Mix) para la PCR Cuantitativa en Tiempo
Real (RT-qPCR) por reaccién individual

Componentes Single reaction | Target1 | Target2 | Target 3
Nuclease-Free Water 3.5 ul
TagMan 2X Universal PCR 50 ul
Master Mix -~ H
TagMan miRNA (20x) 0.5 pl
cDNA template 1.0 yl
Total 10 pl




Condiciones Térmicas:

El ciclado consistié en una activacion inicial a 50°C por 2 minutos y desnaturalizacion a
95°C por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto
(Figura 11).

Hold PCR
o o
95°C 1.8°C/S 85°C
00:10:00 00:00:15
1.8°C/S
1.6°C/S
* * 80 °C
50 °C
00:01:00
1.6°C/s  00:02:00 o)
L

45x

Figura 11. Equipo de PCR Cuantitativa en Tiempo Real: Applied Biosystems™
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System. Diagrama de ciclado térmico utilizado para qPCR.

Controles y Andlisis:

Se incluyeron controles negativos (NTC) para descartar contaminaciones o amplificacion
inespecifica. Adicionalmente, se incluyé un control positivo utilizando la linea celular MDA-
MB-231. El analisis y la cuantificacion se realizaron utilizando el software Diomni™ Design

and Analysis (RUO) version 3.0.1 (Applied Biosystems).

Todas las muestras se analizaron por triplicado, utilizando una plantilla molde (Figura 12)

para representarlo correctamente en el equipo.

I @ m m O O W »

Figura 12. Plantilla (template) utilizada para la distribucion de muestras y controles en la
placa de 96 pozos (96-well plate).



Procedimiento de analisis de curvas gPCR

El analisis de la expresion relativa del microRNA-122 (miR-122) se realizé mediante los
siguientes pasos, utilizando los valores de umbral de ciclo (Cq) obtenidos de las curvas
gPCR (Figura 13) (Livak & Schmittgen, 2001):

1. Promedio del Cq: Primeramente, en Excel se realizé el promedio del triplicado de
los valores Cq para cada microRNA analizado (miR-16 y miR-122).

2. Calculo del ACt: Luego se obtuvo el ACt, correspondiente a la resta del Cq
promedio de cada microRNA.

3. Calculo de A2~ ¢t:Posteriormente, se obtuvo el valor de A2~¢tel cual se utilizé para
realizar el analisis estadistico de la expresion relativa.

Well Omit Sample Target Task Dyes Cq Cq Conf
B1 85 miR-16 Unknown FAM-NFQ-MGB 42.21 0.484
B2 85 miR-16 Unknown FAM-NFQ-MGB 40.957 0.584
B3 85 miR-16 Unknown FAM-NFQ-MGB 42,145 0.479

Figura 13. Ejemplo de los valores del umbral del software Diomni™ Design and Analysis
(RUO) version 3.0.1 (Applied Biosystems).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism (version 10.6.1). La
informacién utilizada se obtuvo de una base de datos derivada del proyecto de investigacion

mencionado previamente.

Se empled la prueba de normalidad de las muestras (N=27). Con base en los resultados,
la comparacion entre grupos se realizd mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis.

Las correlaciones entre fenotipos, variables clinicas y la expresion del miR-122 se
evaluaron utilizando los coeficientes de correlacién de Spearman y Pearson, segun la

distribucion de los datos. La interpretacion de los valores de p se detalla en la Tabla 7.

Se considero estadisticamente significativo un valor de p<0.05.



Tabla 7. Interpretacion de los resultados obtenidos mediante las pruebas estadisticas

empleadas.
Tipo de analisis Resultado Interpretacion
Kruskal-Wallis p<0.05 . E.x.lste.una dlferen0|§ estadisticamente
significativa en la mediana entre los grupos.
Kruskal-Wallis 0>0.05 .No.e.X|st.e una dlferenlt';la estadisticamente
significativa en la mediana entre los grupos.
Spearman p<0.05 Existe un:f\ gorrelaaon po lp.ara.metrlca
estadisticamente significativa.
Spearman 0>0.05 No existe u’na. correlamop n.o. par.ametrlca
estadisticamente significativa.
Pearson p<0.05 Existe una correla.c:lo.n. Ilngal estadisticamente
significativa.
No existe una correlacion lineal
Pearson 0>0.05 estadisticamente significativa.

Estandarizacion de la Extraccion de RNA

En el proceso de estandarizacion se utilizaron muestras de plasma no pertenecientes al

estudio para optimizar las técnicas moleculares.

Inicialmente, se evalud el Kit comercial RNeasy® Mini Kit (QIAGEN). Sin embargo, este kit

no arrojé los resultados esperados para la extraccion de microRNAs (miRNAs) del plasma.

Esta limitacion se atribuye a que el handbook del kit establece su utilidad para moléculas

de RNA mayores a 200 nucleétidos (>200 nt), lo cual no es adecuado para el ARN de bajo

peso molecular (miRNAs), ya que estos tienden a eludirse o perderse durante el proceso.

Debido a la falla del kit comercial, se implementé un protocolo modificado de extracciéon de

RNA basado en Trizol™ LS Reagent (Figura 14) y se procedio a su estandarizacion.

Para este fin, se evalud el rendimiento del RNA utilizando tres tipos de muestra de plasma:

plasma fresco, plasma congelado y plasma con acido ascérbico.




Figura 14. Extraccion de RNA de 250pL, 500uL y 1,000uL de plasma fresco, congelado y
acido ascorbico.

Resultados de la estandarizacion

Se observd que las muestras que contenian acido ascérbico como antioxidante
presentaban inhibicidon en la amplificacion de la qPCR, utilizando como sonda miR-16-3p
(color amarillo) y miR-16-5p (color naranja) (Figura 15). Este hallazgo es consistente con la
literatura que reporta que altas concentraciones de vitamina C (acido ascorbico) pueden
inhibir o alterar las curvas de amplificacion de la gPCR, especialmente en concentraciones
elevadas (ej., 50-100 mg/mL), llevando a falsos negativos por lo que no es recomendable

la utilizacion de RNA con &cido ascorbico (Sharafi et al., 2025).

Amplification Plot

ARR
Lt

000100

© miR-16 miR-161

Figura 15. Curvas de Amplificacién de RT-qPCR para el miR-16 (Control Enddgeno) en las
muestras de estandarizacion.
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Debido a la inhibicién observada, se seleccioné el plasma sin acido ascorbico. Se evalué el
rendimiento del ARN en diferentes tipos de muestra (plasma fresco y plasma congelado),
asi como en diferentes volumenes (250uL, 500uL, 1,000uL) para elegir la concentracién
adecuada, en este caso el mejor rendimiento de RNA fue en plasma congelado a un

volumen de 500uL de muestra.

En el proceso de estandarizacion para la seleccion del control endégeno (miR-16-5p), se
evaluaron dos sondas (Assays) para el control endégeno miR-16: miR-16-3p y miR-16-5p
(Figura 16). La sonda miR-16-5p demostré ser la ideal como control endégeno, debido a
que los miRNAs se originan a partir de un precursor en forma de horquilla (hairpin),
denominado pre-miRNA, el cual posee dos extremos: 5'y 3' ya que una vez procesado el
RNA por las enzimas Drosha y Dicer, se forma el duplex miRNA/miRNA*, del cual la hebra
denominada "guia" (guide strand) es tipicamente cargada en el complejo RISC para ser
funcional como miRNA maduro, mientras que la hebra "pasajera" (passenger strand) tiende
a degradarse (Budak et al., 2015).

Por consiguiente, la deteccion preferente del miR-16-5p se debe a que esta hebra (-5p)
suele ser la hebra "guia" preferida, estable y acumulada, mientras que la hebra -3p es a
menudo degradada o existe en niveles muy bajos, lo que dificulta su cuantificacion con

técnicas de sensibilidad limitada (QPCR, secuenciacion, microarrays) (Medley et al., 2020).

Amplification Plot

1.00

0.100 5

ARR

0.00100 =1

@ mik-16-3p @® miR-15-5P

Figura 16. Evaluacién de las sondas de control endégeno: Curvas de Amplificaciéon del miR-

16-5p (azul) versus miR-16-3p (roja) en plasma congelado 500pL.
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El miR-16-5p fue seleccionado como el control endégeno para la estandarizacién y
cuantificacion, sin embargo, se ha reportado que el miR-24 también podria ser utilizado
como endogeno de acuerdo con el estudio de Pagacz et al. (2020), que utiliza un enfoque
in silico y de validacion para identificar miRNAs circulantes estables. Dicho trabajo reporta
que el miR-24 forma parte de un conjunto de referencia altamente estable, sugiriendo que
las combinaciones de 2-3 miRNAs pueden servir como referencia fiable en plasma/suero

por lo que se realizd su evaluacion.

Para este analisis se emplearon muestras de plasma de DM2 donadas por el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador Zubiran". Estas muestras se utilizaron
para un cribado inicial de amplificacion de sondas (Assays) candidatas (miR-122, miR-16-
5p, miR-1260 y miR-24) (Figura 17), sin embargo, el miR-24 fue descartado debido a que
no mostré la estabilidad requerida como control endégeno en las muestras analizadas Esta
inestabilidad de acuerdo con otros estudios, incluyendo el de Wang et al. (2018), quienes
utilizaron métodos como geNorm y BestKeeper, indican que el miR-24 no es un candidato
estable. Adicionalmente, Want et al. (2023) menciona que el miR-24-3p no es un control

endogeno universalmente adecuado.

Amplification Plot Amplification Plot

ARR
ARn

0.00100 o

i
1
5 10 15 20 25 20 35 40 4

Cycle Cycle

@ min-122 @ miR-1260a @ miR-16 ® miR-24 ® miR-122 ® miR-24

Figura 17. Curvas de Amplificacion para miR-122, miR-1260a, miR-16 y miR-24 y curvas de
amplificaciéon del miR-122 y miR-24.
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gPCR de las muestras del presente estudio

Las curvas de amplificacion de las 27 muestras de los participantes se analizaron para el
miR-122 (microRNA de estudio) y el miR-16-5p (control enddégeno). Los resultados del
analisis de amplificacién (Figura 18) muestran cada una las muestras por triplicado,

empleadas para cada miRNA de estudio.

Amplification Plot

Cycle
® A2 @ miR-16

Amplification Plot Amplification Plot

Amplification Plot

ARn

@ mANA 122 @ miANA 16

Figura 18. Curvas de Amplificacion del miR-122 en las 27 muestras de plasma de los

participantes.
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Analisis estadisticos

Correlacion del miR-122 y condicion metabdlica

Se analizé un total de 27 muestras de plasma, distribuidas segun la Condicién Metabdlica
de la siguiente manera: Normopeso (n=7), Sobrepeso (n=6), Obesidad Tipo 1 (n=6),
Obesidad Tipo 2 (n=4) y Obesidad Tipo 3 (n=4).

La expresion basal del miR-122 en los grupos Normopeso, Sobrepeso, Obesidad Tipo 1y
Obesidad Tipo 2 es homogénea y baja cercana a 0-5 unidades (Figura 19). En estos cuatro
grupos, la mediana de expresion se encuentra consistentemente, y los rangos son

reducidos, lo cual indica baja variabilidad intragrupal.

Sin embargo, el grupo Obesidad Tipo 3 muestra un patrén de expresién significativamente
diferente. La mediana de expresion de miR-122 es significativamente mas alta (cercana a
40 unidades). La forma amplia y extendida del grafico de violin en este grupo refleja una
alta variabilidad de los datos (con valores que van de casi cero hasta 80 unidades),

sugiriendo una tendencia a la sobreexpresion de miR-122 en Obesidad Tipo 3.

miR-122
100 -
= Normopeso
80 = Sobrepeso
o = Obesidad Tipo 1
o4 60
g = Obesidad Tipo 2
E 404 Obesidad Tipo 3
20
D——*—h—*—m—,—

£ LN 1 &)
O'Qg' Q@‘Qz {\QO ..QQO 6«\'@0
S Py
Sy &
o & o
Condicion metabolica
Figura 19. Expresion Relativa del miR-122 en Plasma por Condicién Metabélica (Violin Plof).
Se comparan los grupos de Normopeso, Sobrepeso, Obesidad Tipo 1, Obesidad Tipo 2 y
Obesidad Tipo 3. Los puntos individuales representan la expresion relativa de cada

participante, y la linea punteada indica la mediana.
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Resultados de la prueba de normalidad

Se realizé la prueba de normalidad como requisito previo para seleccionar el analisis

estadistico de comparacién (ANOVA paramétrica o Kruskal-Wallis no paramétrica).

Se encontré que la expresion del miR-122 no sigue una distribucion normal en la mayoria
de los grupos incluyendo Normopeso y Sobrepeso, evidenciado por un valor p<0.05 en las
pruebas de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov (Figura 20). Debido a la falta de normalidad
y a los tamafos de muestra reducidos en varios grupos, la prueba mas apropiada para

comparar las medianas de la expresion de miR-122 entre las cinco condiciones metabdlicas

es la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Mommality and Lognormality Tests
Tabular results

A B

D

| E

Nomopeso | Sobrepeso

Obesidad 1

Obesidad 2 | Obesidad 3

Test for normal distribution

D'Agostino & Pearson test

K2

Mioosmal | M toosmal

Moo smal

M too small

M too smal

Pvale

Passed nomnalty test (alpha=0.05)7

P value summary

1
2
3
4
5
6
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8
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| Anderson-Darling test

A2F

Mioosmal | M toosmal

Moo smal

M too small

M too smal
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Pvale

11

Passed nomnalty test (alpha=0.05)7
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P value summary
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Figura 20. Evaluacién de la Normalidad de la Expresién del miR-122 en Plasma por Grupo de

Condiciéon Metabolica.
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Resultado de la Prueba de Kruskal-Wallis

Se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, la cual arrojé un resultado
estadisticamente significativo (p=0.0028) respecto a la mediana de la expresion del miR-
122 en plasma entre, al menos, dos de los grupos de condicién metabdlica evaluados
(Normopeso, Sobrepeso, Obesidad Tipo 1, Obesidad Tipo 2, Obesidad Tipo 3) (Figura 21).
La observacién grafica previa (Figura 20) es confirmada por este hallazgo, sugiriendo que
esta diferencia esta elevada por la mediana elevada de la expresion del miR-122 en el grupo
Obesidad Tipo 3.

Kruskal Wallis test
AMNOVA results
1 |Table Analyzed miR-122
2
3 |Kruskal-Wallis test
4 | Pvalue q0.0028>
5 | Exactor approximate P value? Approximate
6 | Pvalue summary e
7 | Do the medians vary signif. (P < 0.05)? Yes
8 | Number of groups 5
9 | KruskalWalls statistic 16.15
10
11 |Data summary
12 | Number of treatments (columns) 5
13 | Number of values (total) 27

Figura 21. Resultados de la Prueba No Paramétrica de Kruskal-Wallis para la Expresion del

miR-122 en Plasma.
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Aplicacion de la Prueba Post Hoc de Dunn

Dado que la prueba de Kruskal-Wallis resulté en una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.0028) en la mediana de la expresion del miR-122 entre los cinco grupos
de condicion metabdlica, se procedié a realizar una prueba post hoc. El objetivo de esta
prueba es identificar qué pares de grupos especificos difieren en la expresién de miR-122

y confirmar si la diferencia principal se encuentra en el grupo Obesidad Tipo 3 (Figura 22).

Se selecciono la prueba post hoc de Dunn, la cual es apropiada para comparaciones por

pares después de un analisis de Kruskal-Wallis.

Kruskal-Wallis test
Multiple compansons

1 |Number of famiies 1

2 |Mumber of comparizons per family 10

3 |Alpha 005

4

5 |Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary
6 | Mommopeso vs. Sobrepeso 4190 No ns

7| Mormopeso vs. Obesidad Tipo 1 6.107 Mo ns

§ | Normopeso vs. Obesidad Tpo 2 11.86 Mo ns

9 | Mormopeso vs. Obesidad Tipo 3 5018 Mo ns

10 | Sobrepeso vs. Obesidad Tipo 1 1917 Mo ns

11 | Sobrepeso vs. Obesidad Tipo 2 7667 Mo ns

12 | Sobrepesovs. Obesidad Tipo 3 121 Mo ns

13 | Obesidad Tpo 1 vs. Obesidad Tipo 2 5.750 Mo ns

14 | Obesidad Tpo 1 ve. Obesidad Tipo 3 -14_13D Yes *

15 | Obesidad Tpo 2 vs. Obesidad Tipo 3 1988 D es =

16

17 | Test details Mean rank 1 Mean rank 2 Mean rank diff.
18 | Mormmopeso vs. Sobrepeso 16.88 1267 4190
19 | Momopeso ve. Obesidad Tipo 1 16.86 1075 6107
20 | Normopeso vs. Obesidad Tipo 2 16,88 5.000 11.86
21 | Normmopeso vs. Obesidad Tipo 3 16.88 2458 5018
22 | Sphrepesovs. Obesidad Tipo 1 1267 1075 1917
23 | Sobrepeso vs. Obesidad Tipo 2 1267 5.000 7867
24 | Sobrepeso vs. Obesidad Tipo 3 1267 2455 1221
25 | Obesidad Tpo 1 vs. Obesidad Tipo 2 10.75 5.000 5750
26 | Obesidad Tpo 1 vs. Obesidad Tpo 3 10.75 2458 -14.13
2T | Obesidad Tpo 2 vs. Obesidad Tipo 3 5.000 2458 -19.88

Figura 22. Comparaciones Multiples (Post Hoc) de Dunn para la Expresiéon del miR-122.

El analisis post hoc de Dunn identificd que la diferencia estadisticamente significativa de la
expresion del miR-122 se concentra exclusivamente en las comparaciones que involucran
ala Obesidad Tipo 3. Se encontrd que la expresion del miR-122 es significativamente mayor
en la Obesidad Tipo 3 al compararse con: Obesidad Tipo 1 (p<0.05) y Obesidad Tipo 2

(p<0.01).
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En cambio, no se encontraron diferencias significativas de la expresion de miR-122 entre

los grupos Normopeso, Sobrepeso, Obesidad Tipo 1 y Obesidad Tipo 2.

El analisis estadistico demuestra que el aumento en la expresidon plasmatica del miR-122
es estadisticamente relevante solo en el grupo con Obesidad Tipo 3, especificamente al
contrastarlo con las formas menos severas de Obesidad (Tipo 1y Tipo 2). Esto sugiere que
la elevacion de miR-122 esta fuertemente asociada al grado mas severo de Obesidad en

los participantes analizados.

Analisis estadistico y correlaciones por fenotipos

A continuacion, se muestran los resultados de cada biomarcador y fenotipo analizado de
los N=27 participantes en la cohorte. Dada la naturaleza no paramétrica de algunos
biomarcadores (citoquinas) y la limitacion del tamafio de la muestra, se realizaron las
pruebas de correlacién de Pearson (lineal) y Spearman (monotdnica), cuyos coeficientes y

valores P se resumen en las Tablas 8 y 9, respectivamente.

Tabla 8. Correlacion de Spearman entre la expresion de miR-122 en plasma y parametros

clinicos (N=27, N=23, N=18 debido a datos faltantes de los participantes).

Parametro clinico / antropométrico N Coeficiente r p-value Resultado
de Spearman (dos colas)

Adiposidad / Riesgo
IMC 27 | -0.04571 0.8209 Significativa
Esteatosis hepatica 27 | -0.1793 0.3708 No significativo
Circunferencia de cintura 27 | 0.05674 0.7786 No significativo
indice de redondez corporal (BRI) 27 | 0.03451 0.8643 Significativa
indice de forma corporal (ABSI) 27 | 0.3546 0.0696 No significativo
indice cardio metabélico (CMI) 27 | -0.2509 0.2068 No significativo
Metabolismo Glucémico / Insulina
Glucosa 27 | 0.1769 0.3773 No significativo
Insulina 23 | -0.1435 0.5135 No significativo
Glucosa / Insulina (G/l) 23 | 0.1916 0.4185 No significativo
Homa IR 23 -0.1213 0.5813 No significativo
Homa @3 23 | -0.1931 0.3774 No significativo
indice Matsuda 23 | 0.1303 0.5534 No significativo
Metabolismo lipidico
Colesterol Total (CT) 27 | -0.004956 0.9804 No significativo
Triglicéridos (TGL) 27 | -0.2324 0.2435 No significativo
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Lipoproteina de alta densidad (HDL) 27 | -0.05357 0.7907 No significativo
Lipoproteina de baja densidad (LDL) 27 | 0.01135 0.9552 No significativo
Marcadores de inflamacién e injuria hepatica

Alanina Aminotransferasa (ALT) 27 | 0.03252 0.8721 No significativo
Aspartato Aminotransferasa (AST) 27 | -0.2354 0.2371 No significativo
Proteina C Reactiva (PCR) 27 | -0.007989 0.9685 No significativo
Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF ) 18 | -0.09706 0.7016 No significativo
Interleucina 6 (IL-6) 18 | -0.3919 0.1077 No significativo
Interleucina 8 (IL-8) 18 | -0.06866 0.7866 No significativo
indices de Riesgo Cardio metabélico y Aterogénico

indice Aterogénico de Plasma (AIP) 27 | -0.1520 0.4490 No significativo
indice de triglicéridos y glucosa (TyG) 27 | -0.1742 0.3847 No significativo
indice de Adiposidad Visceral (VAI) 27 | -0.2341 0.2399 No significativo
Producto de Acumulaciéon Lipidica | 27 | -0.1630 0.4166 No significativo
(LAP)

Otros Fenotipos

Fondo de Ojo (FO) 27 | 0.08469 0.6745 No significativo
Edad 27 | 0.03489 0.8628 No significativo

Tabla 9. Correlacion de Pearson entre la expresion de miR-122 en plasma y parametros

clinicos (N=27, N=23 y N=18).

Parametro clinico / N Coeficiente r; de P value (dos Conclusion
antropométrico Pearson colas)

Adiposidad / Riesgo
IMC 27 0.4572 0.0165 Significativa
Esteatosis hepatica 27 0.2304 0.05308 No significativo
Circunferencia de | 27 0.3803 0.0504 No significativo
cintura
indice de redondez | 27 0.4404 0.0215 Significativa
corporal (BRI)
indice de forma | 27 0.1437 0.4745 No significativo
corporal (ABSI)
indice cardio | 27 -0.06628 0.7426 No significativo
metabdlico (CMI)
Metabolismo Glucémico / Insulina
Glucosa 27 0.1175 0.5593 No significativo
Insulina 23 -0.03208 0.8845 No significativo
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Glucosa / Insulina | 23 -0.2043 0.3876 No significativo
(GN)

Homa IR 23 0.1929 0.3778 No significativo
Homa 8 23 0.1707 0.4362 No significativo
indice Matsuda 23 -0.2446 0.2606 No significativo
Metabolismo lipidico

Colesterol Total (CT) | 27 0.09328 0.6435 No significativo
Triglicéridos (TGL) 27 -0.2063 0.3019 No significativo
Lipoproteina de alta | 27 -0.08080 0.6887 No significativo
densidad (HDL)

Lipoproteina de baja | 27 0.1644 0.4125 No significativo
densidad (LDL)

Marcadores de inflamacién e injuria hepatica

Alanina 27 0.1150 0.5680 No significativo
Aminotransferasa

(ALT)

Aspartato 27 0.03664 0.8560 No significativo
Aminotransferasa

(AST)

Proteina C Reactiva | 27 0.1633 0.4157 No significativo
(PCR)

Interferén a (TNF) 18 -0.06902 0.7855 No significativo
Interleucina 6 (IL-6) 18 -0.4367 0.0700 No significativo
Interleucina 8 (IL-8) 18 0.1683 0.5044 No significativo
indices de Riesgo Cardio metabélico y Aterogénico

indice  Aterogénico | 27 -0.1536 0.4444 No significativo
de Plasma (AIP)

indice de triglicéridos | 27 -0.1986 0.3208 No significativo
y glucosa (TyG)

indice de Adiposidad | 27 -0.09525 0.6365 No significativo
Visceral (VAI)

Producto de | 27 0.03261 0.8717 No significativo
Acumulacion

Lipidica (LAP)

Otros Fenotipos

Fondo de Ojo (FO) 27 -0.2350 0.2380 No significativo
Edad 27 0.3266 0.0964 No significativo
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Correlacion de la expresion de miR-122 con glucosa en plasma

El analisis de la correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de glucosa en
plasma se realizé6 mediante un grafico de dispersion (Figura 23) el cual mostré un patrén no
lineal. Se observd que la maxima expresiéon de miR-122 en las muestras analizadas se
produjo con niveles de glucosa cercanos a 90 mg/dL, la linea de regresién (lineal) se
observa casi horizontal o plana, indicando que, a medida que el nivel de glucosa aumenta,

el nivel de miR-122 no cambia de manera consistente.

La observacion del pico de expresién a 90 mg/dL sugiere que el miR-122 podria ser un
regulador metabdlico cuya maxima actividad se produce en niveles de glucosa
perfectamente equilibrados. Este pico podria reflejar que una gran cantidad de este miRNA
circulante o hepatico es necesaria para mantener ese nivel de glucosa ideal. La ausencia
de una correlacion lineal significativa refuerza la idea de que la funcion del miR-122 en la

glucosa no es predictiva, sino homeostatica (Willeit et al., 2016).

Ambos analisis estadisticos (Pearson y Spearman) respaldaron la ausencia de una

correlacion lineal o monotdénica significativa:
e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=0.1175; Valor p=0.5593.
e Correlacion de Spearman (Monotoénica): Coeficiente r=0.1769; Valor p=0.3773.

Dado que ambos valores p son mayores que el umbral de significancia (a=0.05), se
concluye que no existe una correlacion lineal o monoténica significativa entre los niveles de

glucosa y la expresion plasmatica del miR-122 en la poblacion estudiada.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 23. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs. Concentracion

de Glucosa en Plasma.

Correlacion de la expresion de miR-122 con edad en plasma

El andlisis de la correlacion entre la expresion del miR-122 y la edad (Figura 24) se evaluo

mediante un grafico de dispersion.

Graficamente, se observé que la linea de regresion tiene una ligera pendiente ascendente,
indicando una correlacion positiva, donde el aumento de la expresiéon de miR-122 con la
edad es marginal. Sin embargo, los puntos de datos estan muy dispersos, implicando que
la edad por si sola no es un buen predictor de los niveles de miR-122 en la muestra. Se
identificé la presencia de valores atipicos de alta expresion de miR-122 (cercanos a 40 y 80
unidades) que se concentran en el rango de edades mayores (cerca de 40-45 afos), los

cuales influyen notablemente en la linea de regresion de Pearson.
Los analisis estadisticos de correlacion arrojaron los siguientes resultados:
o Correlaciéon de Pearson (Lineal): Coeficiente r=0.3266; Valor p=0.0964.
e Correlacion de Spearman (Monoténica): Coeficiente r=0.03489; Valor p=0.8628.

El analisis de Spearman, que es mas robusto ante la presencia de valores atipicos y la no
normalidad de los datos, demostré que no existe una correlacion significativa entre la edad

y la expresion plasmatica del miR-122. La correlacion positiva sugerida por Pearson
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(r=0.3266) no es estadisticamente significativa (p>0.05) y se debe principalmente a la

influencia de los valores atipicos.

Se observé una tendencia grafica donde la maxima expresion de miR-122 se asocia a
edades cercanas a 30 anos, mientras que los valores atipicos mas altos se concentran

alrededor de 40-45 ainos.

Esta variacion podria ser relevante desde el punto de vista fisiolégico ya que el higado
humano entre los 20 y 30 afios se encuentra generalmente en un estado de salud 6ptimo
con una gran capacidad de regeneracioén, lo cual lo hace robusto pero vulnerable a los
habitos. El periodo de 20 a 30 afios es crucial, ya que los estilos de vida poco saludables
(consumo de alcohol, dieta rica en grasas y sedentarismo) pueden empezar a causar dafio
subclinico, como la acumulacion de grasa, que con el tiempo podria volverse irreversible
(Heinke et al., 2022). La expresion de miR-122, un marcador hepatico, puede estar
reflejando el inicio de estos cambios subclinicos o las diferencias en la capacidad
regulatoria del higado en respuesta a los factores de riesgo asociados a la edad y el estilo

de vida de los participantes.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 24. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs. Edad de los

Participantes.
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Correlacion de la expresion de miR-122 con glucosa, insulina en plasma

El analisis de la correlacion entre glucosa, insulina y la expresion de miR-122 se evalu6
mediante un grafico de dispersién (Figura 25), muestra que este microRNA no cambia de
forma consistente conforme aumentan los niveles de glucosa, insulina o el indice
Glucosa/lnsulina (G/1). No se observa un patrén lineal claro de aumento o disminucién del
mMiR-122 asociado a estos parametros metabdlicos, lo cual sugiere un resultado no

estadisticamente significativo.

Una posible explicacion para esta falta de relacion es la alta variabilidad interindividual,
posiblemente influenciada por diferencias en edad, estado nutricional, composicién corporal
(masa grasa) y variaciones en la actividad hepatica, donde se expresa mayoritariamente el
miR-122 (Ameling et al., 2015).

La grafica de dispersion con linea de regresion muestra una pendiente roja ligeramente

descendente, lo que visualmente indica una correlacién negativa débil entre el indice G/l y

la expresion de miR-122.
Resultados de correlacion:

o Coeficiente de Pearson r=—0.2043: indica una correlacién negativa muy débil. Esto
sugiere que, a medida que el indice G/I aumenta, la expresion de miR-122 tiende a

disminuir, el efecto es minimo.

o Dispersidon de datos: existe una gran dispersion de los puntos, destacando un valor
atipico alto. La linea de regresién casi plana confirma que el indice G/I no es un

buen predictor de los niveles de miR-122.
Significancia Estadistica: Pearson: p=0.3876 Spearman: p=0.4185

Ambos valores p son superiores al umbral de significancia (p<0.05). Esto indica que no
existe una correlacion estadisticamente significativa entre el indice G/l y la expresién de

miR-122. La leve tendencia negativa observada es probablemente atribuible al azar.

Tanto la inspeccion visual de la grafica como los andlisis numéricos indican que no hay una
relacion significativa entre el indice Glucosal/lnsulina y los niveles de miR-122 en esta
muestra. Esto sugiere que el miR-122 no actua como un biomarcador directamente

asociado a la variacion glucémica, insulinémica en esta poblacién de participantes.
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Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 25. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs. Glucosa /

Insulina en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con Insulina en plasma

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de Insulina en plasma

se evalué mediante un grafico de dispersion (Figura 26).

El grafico de dispersion mostré que la linea de regresiéon de Pearson es casi horizontal
(plana), lo que visualmente confirma que la pendiente es casi nula. No hay un patrén
discernible: a medida que los niveles de Insulina aumentan, la expresion de miR-122 no

muestra un cambio consistente ni a la baja ni al alza.

El unico factor visual dominante en el eje Y es el punto con un nivel de miR-122 muy alto
(cercano a 80 unidades), el cual, por su naturaleza atipica, tiene poco impacto en el

coeficiente de correlacion de Spearman.
Se evalud la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:
e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=-0.03208; Valor p=0.8845.
e Correlaciéon de Spearman (Monoténica): Coeficiente r=-0.1435; Valor p=0.5135.
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Ambos coeficientes de correlacién son extremadamente cercanos a cero, y sus valores p

(0.8845 y 0.5135) estan muy lejos del umbral de significancia (a=0.05).

Por lo tanto, se concluye que no existe una correlacion estadisticamente significativa entre

los niveles de Insulina y la expresion plasmatica del miR-122 en la muestra de estudio.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 26. Grafico de Dispersién (Scatter Plot) de la Expresién de miR-122 vs Insulina en
Plasma.

Correlacion de la expresion de miR-122 con indice de Matsuda en plasma

El indice de Sensibilidad a la Insulina de Matsuda es un indicador de la sensibilidad

insulinica, donde un valor mayor se asocia con una mayor sensibilidad.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el indice de Matsuda (Figura 27)

mostrd un patrén débil y disperso.

Visualmente, la linea de regresion de Pearson tiene una leve pendiente descendente
(negativa). Esto sugiere una correlacion negativa débil: a medida que la sensibilidad a la
insulina (Matsuda) disminuye, el nivel de miR-122 podria tender a aumentar ligeramente.
Sin embargo, al igual que en analisis previos, la dispersion de los datos es alta, y el patrén

visual esta fuertemente influenciado por los valores atipicos de miR-122.
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Se evalud la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:
e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=-0.2446; Valor p=0.2606.
e Correlacion de Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=0.1303; Valor p=0.5534.
La diferencia en el signo del coeficiente (negativo en Pearson y positivo en Spearman) y la

proximidad de ambos valores a cero confirman que no existe una relacion lineal consistente.

Dado que ambos valores p son mucho mayores que el umbral de significancia (0=0.05), se
concluye que no hay una correlacion estadisticamente significativa entre el indice de

Sensibilidad a la Insulina de Matsuda y la expresiéon plasmatica del miR-122.

Este resultado refuerza la conclusién general de que el miR-122, en la muestra de estudio,
no se correlaciona con la disfuncién temprana del metabolismo de la glucosa, ya que no

mostro relacién significativa con Glucosa, Insulina ni con el indice de Matsuda.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,
corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 27. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs indice de

Matsuda en Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con indice Homa-B en plasma

Es una estimacion de la funcion de las células beta del pancreas, donde un valor mas alto

generalmente indica una mejor capacidad secretora de insulina.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el HOMA- (Figura 28) mostro

un patrén no lineal y muy disperso.

Visualmente, la linea de regresién de Pearson tiene una leve pendiente ascendente
(positiva). Esta tendencia esta influenciada principalmente por la dispersion general y por
el punto atipico de miR-122 alto (cercano a 80 unidades), mientras que la gran mayoria de

los puntos de datos se agrupan en valores muy bajos tanto de HOMA-3 como de miR-122.
Se evaluo la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:

e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=0.1707; Valor p=0.4362.

e Correlacion de Spearman (Monoténica): Coeficiente r=-0.1931; Valor p=0.3774.

La diferencia de signo entre Pearson (positivo débil) y Spearman (negativo débil), junto con
la proximidad de ambos coeficientes a cero, confirma que la distribucion de los datos es

inusual y que la correlacién de Pearson esta fuertemente sesgada por los valores atipicos.

Dado que ambos valores p son mucho mayores que el umbral de significancia (a=0.05), se
concluye que no hay una correlacién estadisticamente significativa entre el indice HOMA-3

(funcion de la célula beta) y la expresion plasmatica del miR-122 en la muestra.

El miR-122, en la poblacién estudiada, no parece estar asociado significativamente con la

disfuncion de la glucosa o la obesidad a nivel de la funcion de la célula beta.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 28. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs indice HOMA-B

en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con HOMA-IR en plasma

El indice HOMA-IR es una estimacion de la Resistencia a la Insulina.

El andlisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el HOMA-IR (Figura 29) mostro

un patrén débil y disperso.

Visualmente, la linea de regresion de Pearson tiene una muy leve pendiente ascendente
(positiva). Se observa una gran concentracion de puntos con valores bajos de HOMA-IR en
la parte inferior del eje Y, y los puntos estan muy dispersos, lo que indica que no existe una

relacion lineal clara entre el HOMA-IR y la expresion del miR-122.
Se evalud la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:
e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=0.1929; Valor p=0.3778.
e Correlaciéon de Spearman (Monotoénica): Coeficiente r=-0.1213; Valor p=0.5813.

La diferencia de signo y magnitud entre Pearson (positivo muy débil) y Spearman (negativo
muy débil) indica que el HOMA-IR y/o el miR-122 no tienen una distribucion normal o que

los outliers estan impactando la correlacion de Pearson.

29



Dado que ambos valores p son mucho mayores que el umbral de significancia (a=0.05), el
analisis de correlacion indica que no hay una correlacién estadisticamente significativa
entre el indice HOMA-IR (que mide la resistencia a la insulina) y la expresion plasmatica

del miR-122 en la muestra.

Sugiere que, en los participantes analizados, el miR-122 no esta fuertemente modulado por

la disfuncion temprana del metabolismo de la glucosa o la resistencia a la insulina.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.

HOMA-IR - miR-122

100
miR-122

80+ miR-122

60

miR-122

40—

204

HOMA IR

Figura 29. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs indice HOMA-

IR en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con VAl en plasma

El andlisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el VAI (Figura 30) mostré una

alta dispersion.

Visualmente, la linea de regresién de Pearson tiene una pendiente muy plana, sugiriendo
una relacién lineal casi nula. Los puntos de datos se distribuyen ampliamente en el grafico,
sin seguir un patrén lineal discernible. La alta variabilidad indica que el VAI, por si solo, es

un predictor muy pobre de los niveles plasmaticos de miR-122.
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Se evalud la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:
o Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=-0.09525; Valor p=0.6365.
e Correlacion de Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.2341; Valor p=0.2399.

Ambos coeficientes indican una correlacién negativa muy débil, y sus magnitudes se

encuentran muy cercanas a cero.

Dado que ambos valores p son significativamente mayores que el umbral de a=0.05 (0.6365
y 0.2399), se concluye que no existe una correlacién estadisticamente significativa entre el

indice de Adiposidad Visceral (VAIl) y la expresién plasmatica del miR-122 en la muestra.

En la poblacién analizada la expresién plasmatica de miR-122 no esta linealmente asociada

con el grado de adiposidad medido por el VAI.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 30. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs VAI en Plasma.
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Correlacion de miR-122y TyG

El indice Triglicéridos-Glucosa (TyG) es un biomarcador subrogado ampliamente utilizado
para estimar la resistencia a la insulina, donde un valor elevado se asocia con un mayor

grado de insulinoresistencia y riesgo metabdlico.

El analisis de correlacion entre la expresion plasmatica del miR-122 y el indice Triglicéridos-

Glucosa (TyG) (Figura 31) mostré un patrén altamente disperso.

Visualmente, la linea de regresion de Pearson tiene una leve pendiente descendente
(negativa). Esto sugiere una correlacion negativa muy débil: a mayor TyG, menor expresion
de miR-122. La mayoria de los datos se concentran en valores de TyG entre 8.5y 9.5y en
niveles bajos de miR-122. La alta dispersién de los puntos y la presencia de valores atipicos
(expresiones altas de miR-122 en valores bajos de TyG) indican que la relacion lineal es

sumamente debil.
Se evaluo la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:
e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=-0.1986; Valor p=0.3208.
e Correlacion de Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.1742; Valor p=0.3847.

El analisis demuestra una ausencia de correlacién lineal significativa entre la expresion del
miR-122 en plasma y el indice Triglicéridos-Glucosa (TyG). Ambos coeficientes de
correlacion son cercanos a cero y los valores p son notablemente superiores al umbral de
significancia (a=0.05). Se confirma que la relacion es muy débil y no alcanza la significancia
estadistica. Estableciendo la independencia de la resistencia a la insulina medida por el

TyG respecto a la expresion del miR-122 en esta cohorte.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 31. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs TyG en

Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con BRI en plasma

El indice de Redondez Corporal (BRI) es un indicador antropométrico de riesgo metabdlico

que se correlaciona con la adiposidad visceral y la distribucion de grasa corporal.

La grafica de dispersion (Scatter Plot) revel6 una tendencia ascendente (correlacion
positiva). Se observa que, a medida que el BRI se incrementa, los niveles de expresion de

miR-122 en plasma tienden a ser mayores (Figura 32).

La linea de regresidn de Pearson presenta una pendiente positiva clara, lo que confirma la

relacion directa entre ambas variables.

Valores Atipicos (Outliers): Los puntos con niveles altos de miR-122 (cercanos a 80 y 40)
se localizan en los valores de BRI mas altos. A diferencia de lo observado en otros analisis,
la ubicacion de estos valores atipicos refuerza la correlacion positiva en los extremos

superiores de la distribucién.
Se evalud la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:
e Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=0.4404; Valor p=0.0215.

e Correlacién de Spearman (Monoténica): Coeficiente r=0.03451; Valor p=0.8643.
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Se encuentra una correlacion positiva moderada y estadisticamente significativa entre la
expresion de miR-122 y el indice de Redondez Corporal (BRI) (r=0.4404, p=0.0215). Este

hallazgo establece una relacion entre el miR-122 y un indice de riesgo antropométrico.

El BRI es un indicador de adiposidad visceral, la elevaciéon del miR-122 sugiere un vinculo

con la disfuncién y la acumulacion de grasa corporal.

El coeficiente de Pearson, al ser sensible a la magnitud, es fuertemente influenciado por los
valores atipicos en los extremos. Su significancia estadistica (p=0.0215) sugiere que la
relacion positiva es fuerte cuando se consideran los datos extremos (niveles altos de BRI y
miR-122).

El coeficiente de Spearman (r=0.03451, p=0.8643) evalua la relacion monotdnica (el orden
de los datos) e ignora la magnitud de los outliers. Su resultado no significativo indica que la
clasificacién de BRI no sigue consistentemente la clasificacion de miR-122 a lo largo de

todos los datos.

La significancia de la correlaciéon de Pearson, apoyada por la diferencia observada en la
Obesidad Tipo 3, sugiere que el miR-122 actua como un marcador umbral. Esto implica que
la elevacion del miR-122 se vuelve significativa solo cuando el riesgo antropométrico

(medido por el BRI) alcanza un nivel alto.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 32. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs BRI en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con ABSI en plasma

El indice de Adiposidad Corporal Basado en la Circunferencia (ABSI) es una medida de la
distribucion de grasa corporal que evalua especificamente la adiposidad central, siendo un

predictor de riesgo cardiometabdlico.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el ABSI (Figura 33) mostré la

tendencia positiva mas fuerte de todos los parametros metabdlicos evaluados.

El grafico de dispersion reveld que la linea de regresion tiene una pendiente claramente
positiva, sugiriendo una relacion directa: a mayor ABSI, mayor expresion de miR-122. Esta
tendencia se ve reforzada por los valores mas altos de miR-122 (cercanos a 40 y 80) que

se encuentran en el extremo de ABSI mas altos (cercanos a 0.07 y 0.08).

El coeficiente de Spearman (r=0.3546) es la medida mas robusta e indica una correlacion
positiva débil a moderada. Aunque el valor p de Spearman (0.0696) es muy cercano al
umbral de significancia (a=0.05), no lo alcanza estadisticamente. El valor de Pearson es
considerablemente mas bajo (r=0.1437), lo que confirma que la relacién no es estrictamente

lineal.

Este resultado es crucial: la magnitud del coeficiente de Spearman (r=0.3546) demuestra
una fuerte tendencia biolégica que sugiere una asociacion sustancial entre el aumento de

la adiposidad central (ABSI) y la expresion plasmatica del miR-12

35



Correlacion de Pearson (Lineal): Coeficiente r=0.3546. Este valor representa la correlaciéon

mas fuerte encontrada entre el miR-122 y una variable metabdlica.

Valor p (Pearson): p=0.0696. Aunque este valor es muy cercano al umbral de significancia

(a=0.05), no lo alcanza.

Contraste Pearson vs. Spearman: La diferencia entre los coeficientes de Pearson y
Spearman confirma que la relacién positiva observada es impulsada, en gran medida, por

los valores extremos (los outliers de miR-122 que corresponden a los ABSI altos).

Aunque la correlacién no alcanzo la significancia estadistica convencional (p<0.05), la
fuerte tendencia positiva (r=0.3546) sugiere una relacion biolégica sustancial entre el

aumento de la adiposidad central (ABSI) y la expresion del miR-122.

Este resultado, junto con la diferencia significativa hallada en el grupo de Obesidad Tipo 3
y el resultado positivo previamente mencionado con el BRI, indica que la expresién

plasmatica del miR-122 esta asociada selectivamente con:
1. El grado mas severo de Obesidad (Tipo 3).

2. Los indices de morfologia corporal que reflejan una peor distribucién de la grasa y

un mayor riesgo cardiometabdlico (ABSI y BRI).

La falta de significancia estadistica en esta muestra podria atribuirse a la variabilidad de la

poblacion estudiada o al tamafio muestral limitado.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 33. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs ABSI en

Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con CMl en plasma

El indice Cardiometabdlico (CMI) es un indicador de riesgo cardiovascular y metabolico que

combina la circunferencia de la cintura y la relacion Triglicéridos/HDL.

El andlisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el CMI (Figura 34) mostré un alto
grado de dispersion.

La linea de regresion muestra una ligera inclinacién descendente (pendiente negativa). La
mayoria de los puntos se concentran en valores bajos de CMI (cercanos a 0). La alta
variabilidad, influenciada por los valores atipicos de miR-122 alto en CMI bajos, hace que

la relacion visual sea muy débil y no concluyente. No hay un patrén lineal claro
Se evaluo la correlacion mediante los coeficientes de Pearson y Spearman:

1. Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.06628; Valor p=0.7426.
2. Spearman (monotoénica: Coeficiente r=-0.2509; Valor p=0.2068.

Ambas pruebas (Pearson y Spearman) indican una ausencia de correlaciéon lineal
significativa entre la expresion del miR-122 y el indice Cardiometabdlico (CMI), ya que los
valores p son muy altos. El coeficiente de Pearson sugiere una relacion casi nula, y el

coeficiente de Spearman sugiere una relacién negativa débil, pero no significativa.
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Contraste con ABSI/BRI: A diferencia de la diferencia significativa encontrada en la
Obesidad Tipo 3 y la fuerte tendencia positiva observada con el ABSI (r=0.3546), el miR-

122 no se correlaciona con el CMI.

El miR-122 sugiere que no es un biomarcador general del riesgo cardiometabdlico (CMI),
sino un marcador especifico de adiposidad visceral extrema o disfuncion hepatica asociada

a la progresion severa de la Obesidad (Tipo 3).

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 34. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs CMI en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con LAP en plasma

El Producto de Acumulacion Lipidica (LAP) es un indice que estima la acumulacién de

lipidos ectdpicos y el riesgo cardiometabdlico.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el LAP (Figura 35) mostré una

relacion nula.

La linea de regresion de Pearson es practicamente plana, con una inclinacion positiva muy
débil. Los puntos estan extremadamente dispersos, sin tendencia clara. Los datos bajos de
miR-122 se extienden a lo largo de todo el rango de LAP, y los valores atipicos altos de

miR-122 se asocian a valores de LAP bajos, lo cual es inusual para una relacion positiva.
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Resultados de Correlacion:

o Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.1630; Valor p=0.4166.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.03261; Valor p=0.8717.

Ambos coeficientes de correlacion son muy cercanos a cero (Spearman negativo muy débil;

Pearson positivo practicamente nulo), y los valores p son muy altos.

Se concluye que no existe una correlacion estadisticamente significativa entre la expresién
plasmatica del miR-122 y el Producto de Acumulacion Lipidica (LAP). Es relevante notar
que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se encuentran fuera del
agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte, corresponden a participantes

prediabéticos.
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Figura 35. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresién de miR-122 vs LAP en

Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con AIP en plasma

El indice Aterogénico de Plasma (AIP, calculado como [log Triglicéridos/HDL-c] es un

marcador sustituto clave y potente del riesgo cardiovascular aterogénico.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el AIP (Figura 36) demostro la

ausencia de una relacion significativa.

El grafico de dispersiéon mostré una alta dispersion de los puntos, concentrandose la

mayoria en valores de AIP entre 0.2 y 1.0, y miR-122 bajos. La linea de regresion muestra
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una inclinacién descendente (pendiente negativa), lo que sugiere una relaciéon negativa muy
débil.
Outliers: Los valores altos de miR-122 (cercanos a 80 y 40) se encuentran en valores de

AIP relativamente bajos (cercanos a 0.3 y 0.5), lo que demuestra que los valores atipicos

de miR-122 no siguen la tendencia negativa, debilitando aun mas la correlacion.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.1520; Valor p=0.4490.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.1536; Valor p=0.4444.

Ambos coeficientes de correlacion son extremadamente débiles y sus valores p son muy
altos, confirmando la ausencia de una correlacién estadisticamente significativa entre la

expresion del miR-122 y el indice Aterogénico de Plasma (AIP).

Sugiere que la elevacion del miR-122 no esta impulsada por la dislipemia aterogénico ni es

un biomarcador generalizado de la disfuncién cardiovascular asociada a lipidos.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 36. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs AIP en Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con Colesterol en plasma

El Colesterol Total es un biomarcador clave en el perfil lipidico y predictor de riesgo

cardiovascular.

El analisis de la correlacion entre la expresion del miR-122 y el Colesterol Total (Figura 37)
demostré una relacion nula. La linea de regresion de Pearson es casi horizontal (plana), lo
que visualmente confirma una pendiente casi nula. La expresion de miR-122 permanece

estable y baja en la mayoria de los casos, independientemente del nivel de Colesterol.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=0.09328; Valor p=0.6435.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.004956; Valor p=0.9804.

El coeficiente de Pearson, cercano a cero (r=0.093), y el coeficiente de Spearman,
practicamente cero (r=-0.005), son la prueba definitiva de la ausencia de correlacién. Ambos
valores p son muy altos, confirmando que no existe una correlacion estadisticamente
significativa entre los niveles de Colesterol Total y la expresién plasmatica del miR-122. Es
relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.

Colesterol - miR 122

100

miR-122
B0 miR-122
N 604
14
T 40
20
01— s 08%ge

o i T 1
0 100 200 300 400
Colesterol

Figura 37. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs Colesterol en

Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con IMC en plasma

La correlacion de IMC y esteatosis refleja que en un rango de 20 a 40 km/m? sugiriendo
una mayor expresion de miR-122, al igual que los pacientes presentan esteatosis, esta
relacién es bioldgica, pues el miR-122 es un regulador clave del metabolismo hepatico de
lipidos y su expresién se ha descrito elevada en pacientes con obesidad y mayor adiposidad
(Esau et al., 2006).

El analisis de correlacion entre la expresiéon del miR-122 y el IMC (Figura 38) mostrd una

clara tendencia positiva.

El grafico de dispersién reveld una pendiente positiva clara en la linea de regresion,
sugiriendo una relacion directa. Los valores de miR-122 mas altos (cercanos a 80 y 40) se
concentran en el rango de IMC mas alto (cercanos a 42 y 58 kg/m?), lo que refuerza

visualmente la correlacioén positiva.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotodnica): Coeficiente r=-0.04571; Valor p=0.8209.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.4572; Valor p=0.0165.

La Correlacion de Pearson arroj6 una relacion positiva moderada-fuerte (r=0.4572) que fue
estadisticamente significativa (p=0.0165). Esto significa que a mayor grado de obesidad

(mayor IMC), mayor es la expresion plasmatica de miR-122.

Validando la Obesidad Tipo 3: Este hallazgo valida el resultado del Objetivo 1, donde la
elevacion del miR-122 ocurrié de manera significativa solo en el grupo de Obesidad Tipo 3
(el grupo con el IMC mas alto), confirmando que el miR-122 se dispara cuando la masa

corporal alcanza niveles extremos.

Contraste con Spearman: La falta de significancia en el analisis de Spearman (r=-0.04571,
p=0.8209) indica que el miR-122 no aumenta linealmente a medida que sube el IMC en la
poblaciéon general; en cambio, la relacion es impulsada fuertemente por los valores

extremos (IMC muy alto y miR-122 muy alto) que Pearson logra capturar.

Sugiriendo una posible asociacion con la Esteatosis, ya que la relacion bioldgica observada
entre el miR-122 y el IMC se explica por la funciéon conocida del miARN. El miR-122 es un
regulador clave del metabolismo hepatico de lipidos, y su expresién se ha descrito elevada

en pacientes con obesidad y mayor adiposidad. Esto sugiere que la elevacion del miR-122

42



en los participantes con mayor IMC es una respuesta directa del higado a la carga de lipidos

asociada a la obesidad severa y la consecuente esteatosis hepatica.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 38. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs IMC en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con Triglicéridos en plasma

El analisis de correlacidon entre la expresion del miR-122 y los niveles de Triglicéridos en
plasma se evalud para determinar cualquier asociacion entre el miARN y el metabolismo
lipidico.

El analisis de correlacion (Figura 39) mostré una alta dispersion de los puntos, con la

mayoria concentrada en valores bajos de miR-122.

La linea de regresién de Pearson mostrd una leve pendiente descendente (negativa). Esta
tendencia negativa muy débil sugiere que, a medida que los Triglicéridos aumentan, la

expresion de miR-122 tiende a disminuir ligeramente.

Outliers: Se observé que los puntos de miR-122 alto (cercanos a 80 y 40) se encuentran en
el rango normal-alto de TGL (cerca de 100 y 140 mg/dL), lo cual debilita aun mas la

correlacion negativa general.
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Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.2324; Valor p=0.2435.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.2063; Valor p=0.3019.

Ambos coeficientes son negativos y muy débiles, y sus valores p son mayores que el umbral
de significancia (a=0.05). Se concluye que no hay una correlacién estadisticamente
significativa entre los niveles de Triglicéridos y la expresion plasmatica del miR-122 en la

muestra. Aunque existe una tendencia negativa muy débil, la relacidon no es significativa.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 39. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresién de miR-122 vs TGL en

Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con HDL en plasma

El Colesterol de Lipoproteinas de Alta Densidad (HDL-c) es un marcador clave de salud

cardiovascular, conocido como el "colesterol bueno".

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de HDL-c (Figura 40)

demostré la ausencia de una asociacion significativa.
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La linea de regresion de Pearson tiene una pendiente descendente (negativa) muy ligera.
Visualmente, los puntos de datos estan altamente dispersos, lo que indica que cualquier

tendencia es extremadamente débil y sin poder predictivo.

Outliers: Los puntos de miR-122 alto (cercanos a 80 y 40) se encuentran en el rango bajo

de HDL (cerca de 30-40 mg/dL), contribuyendo a la leve pendiente negativa.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotonica): Coeficiente r=-0.05357; Valor p=0.7907.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.08080; Valor p=0.6887.

Ambos coeficientes son negativos y estan extremadamente cercanos a cero, lo que indica
una correlacion nula. Dado que ambos valores p son muy altos, se concluye que no hay
una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de Colesterol HDL y la

expresion plasmatica del miR-122 en la muestra.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 40. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresién de miR-122 vs HDL en

Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con LDL en plasma

El Colesterol de Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL-c) es un marcador clave de riesgo

aterogeénico.

El analisis de la correlacion entre la expresiéon del miR-122 y los niveles de LDL-c (Figura
41) demostro la ausencia de una asociacion significativa. La linea de regresion de Pearson
mostré una pendiente ascendente muy ligera (positiva). La dispersion es alta, con la

mayoria de los puntos concentrados en valores bajos de ambas variables
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=0.01135; Valor p= 0.9552.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.1644; Valor p= 0.4125.

Ambos coeficientes estan extremadamente cercanos a cero (Spearman es casi nulo), y
ambos valores p estan muy lejos del umbral de significancia (a=0.05). Se concluye que no
hay una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de Colesterol LDL y la

expresion plasmatica del miR-122 en la muestra.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 41. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs LDL en

Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con circunferencia de cintura en
plasma

La Circunferencia de Cintura es una medida fundamental de la adiposidad central y un

predictor de riesgo metabdlico.

El analisis de correlacién entre la expresion del miR-122 y la Circunferencia de Cintura
(Figura 42).

Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=0.05674; Valor p=0.7786.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.3803; Valor p= 0.0504.

La linea de Regresion de Pearson muestra una pendiente ascendente (positiva) que refleja
el coeficiente r=0.3803. Se observa que los outliers de miR-122 alto (cerca de 40 y 80) se
encuentran en el rango de Cinturas altas (cerca de 120 - 130 cm), lo cual ejerce una fuerte

influencia en la relacién de Pearson.

Formalmente, dado que el valor p de Pearson (0.0504) es mayor que a=0.05, no se alcanza
la significancia estadistica. La correlacion de Spearman, al ser casi cero (r=0.057), refuerza

la conclusion de que la relacion no es monoténica en toda la muestra.

Sin embargo, el coeficiente de Pearson (r=0.3803) es el segundo mas alto encontrado en
el presente trabajo (después del IMC) y el valor p esta extremadamente cerca del limite de
significancia (p=0.0504). Esta tendencia sugiere una relacion bioldgica relevante entre el
aumento de la obesidad central (Circunferencia de Cintura) y la expresion del miR-122, que
simplemente no pudo ser confirmada estadisticamente en el tamafo de la muestra o debido

a la influencia de los outliers.
Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se

encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 42. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs Circunferencia

de Cintura en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con FO en plasma

El analisis de correlacion con el Fondo de Ojo (FO), una variable binaria indicativa de dafio
microvascular se realizd para evaluar la asociacidon del miR-122 con complicaciones

subclinicas.

El andlisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y el resultado del Fondo de Ojo
(Figura 43) (FO: 0= Normal, 1= Anormal).

Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=0.08469; Valor p=0.6745.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.2350; Valor p=0.2380.

Ambos valores p son mayores que el umbral de significancia (a=0.05), por lo que se
concluye que no hay una correlacion estadisticamente significativa entre la expresién

plasmatica del miR-122 y la presencia de hallazgos en el Fondo de Ojo.

La gran diferencia entre los coeficientes (Pearson negativo débil r=-0.2350 vs. Spearman
positivo casi nulo r=0.085) es tipica en el analisis de variables binarias con alta dispersion
de la variable continua (miR-122), y confirma la ausencia de una relacion bioldgica o lineal

solida.
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El miR-122, por lo tanto, no esta asociado significativamente con este marcador de dafio
microvascular. Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto,
que se encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 43. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs FO en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con ALT en plasma

La Alanina Aminotransferasa (ALT) es la enzima hepatica estandar utilizada para detectar
dafio hepatocelular o inflamacion. Dada la génesis hepatica del miR-122, esta correlacién
es critica.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de ALT (Figura 44)

mostro la ausencia de una asociacion significativa.

La Linea de Regresién tiene una pendiente ascendente muy ligera (positiva). La dispersion
es alta, y la mayoria de los puntos se agrupan en valores bajos de ALT (por debajo de 30
U/L) y bajos de miR-122

Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=0.03252; Valor p=0.8721.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.1150; Valor p=0.5680.

Ambos coeficientes son muy débiles (Spearman es casi cero), y ambos valores p estdan muy

lejos del umbral de significancia (a=0.05). Se concluye que no hay una correlacion
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estadisticamente significativa entre los niveles de ALT y la expresion plasmatica del miR-
122.

A pesar de que el miR-122 se considera un biomarcador de la funcién hepatica, la ausencia

de correlacion significativa con la ALT puede sugerir dos puntos importantes:

1. Mecanismo Diferente: Las elevaciones de miR-122 en esta cohorte no estan
directamente vinculadas con la elevacion de las enzimas hepaticas (dafio hepatico

agudo o inflamacion activa).

2. Especificidad a la Esteatosis: La elevacién del miR-122 podria ser un marcador de
un proceso diferente al que mide la ALT, sugiriendo a la regulacion metabdlica
hepatica o el estrés del reticulo endoplasmatico asociado a la carga lipidica severa

(Obesidad Tipo 3), y no el dafo hepatocelular reflejado en la ALT.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.

ALT-miR 122

100
miR-122

80+ miR-122

60

miR-122

40-

204

Alanina Aminotransferasa

Figura 44. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs ALT en

Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con AST en plasma

La Aspartato Aminotransferasa (AST) es otra enzima hepatica utilizada para evaluar el dafo

hepatocelular.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de AST (Figura 45)

demostrd la ausencia de una asociacion significativa.

La Linea de Regresion es casi plana, con una pendiente ascendente extremadamente
ligera. Los puntos estan altamente dispersos, lo que visualmente indica que no hay una

relacion clara.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.2354; Valor p=0.2371.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.03664; Valor p=0.8560.

Ambos valores p son muy altos, por lo que se concluye que no hay una correlacién
estadisticamente significativa entre los niveles de AST y la expresidn plasmatica del miR-
122.

El miR-122 no se correlaciona significativamente con los dos principales marcadores

séricos de dafo hepatocelular (ALT y AST) en esta cohorte.

Dado el origen hepatico del miR-122 y su correlacion significativa con el IMC (Obesidad
Tipo 3), esto sugiere que la elevacion del miR-122 esta vinculada a un proceso de disfuncion
hepatica metabdlica (posiblemente esteatosis y estrés lipidico) que precede o es
independiente del dafo hepatocelular y la inflamacion reflejada por la elevacién de las

transaminasas.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.

51



AST-miR 122

100

miR-122
80 miR-122
N 60-
o
E 40
20
0——T— = e — e —
0 10 20 30 40 50

Aspartato Aminotransferasa

Figura 45. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs AST en

Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con PCR en plasma

La Proteina C Reactiva (PCR) es un biomarcador sistémico clave de inflamacion y un

predictor de riesgo cardiovascular.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de PCR (Figura 46)

demostré una relaciéon nula.

La linea de regresion es casi horizontal, con una pendiente ascendente muy ligera.
Visualmente, no hay un patron discernible, ya que los puntos estan altamente dispersos,

siendo la dispersion el factor dominante.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.007989; Valor p=0.9685.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.1633; Valor p=0.4157.

Ambos coeficientes son muy cercanos a cero, y los valores p son muy altos, confirmando
la ausencia de una correlacion estadisticamente significativa entre la expresion plasmatica
del miR-122 y la PCR.

El valor de Spearman es practicamente cero (r~-0.008), lo que es la prueba definitiva de la

ausencia de correlacion monotdnica.
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A pesar de que algunos estudios sugieren que el miR-122 podria estar relacionado con
procesos inflamatorios o metabdlicos, los datos de esta cohorte no respaldan una

asociacion directa y lineal entre ambos biomarcadores.

La ausencia de correlacion con un marcador de inflamacién sistémica como la PCR refuerza
la conclusion de que la elevacion del miR-122 no esta ligada a la inflamacién generalizada,
sino a un fenotipo altamente especifico (Obesidad Tipo 3 e IMC, BRI). La funcién principal
hepatica del miR-122 podria hacer que su relacion con la inflamacion sistémica sea no lineal

(en forma de "U"), o indirecta.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 46. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs PCR en

Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con TNF-a en plasma

El Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a) es una citoquina proinflamatoria clave en la

inflamacion sistémica asociada a la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

El analisis de correlacién entre la expresion del miR-122 y los niveles de TNF-a (Figura 47)
se baso6 en una submuestra de N=18 participantes, debido a la falta de informacion en la

base de datos proporcionada.
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La Linea de Regresidon muestra una ligera inclinacion descendente (pendiente negativa),

sugiriendo una correlacion negativa extremadamente débil.

Outliers: La presencia de un punto con un valor extremadamente alto de miR-122 y bajo de

TNF-a influye en la regresién de Pearson.
Resultados de Correlacion:

o Spearman (Monotdnica): Coeficiente r= -0.09706; Valor p=0.7016.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.06902; Valor p=0.7855.

Ambos coeficientes son muy cercanos a cero y los valores p son muy altos, confirmando la
ausencia de una correlacién estadisticamente significativa entre la expresién plasmatica del
miR-122 y los niveles de TNF-a. El miR-122 y el TNF-a parecen ser variables

independientes en la poblacién de estudio.

A pesar de que el miR-122 esta relacionado con el dafio hepatico y la inflamacién en otros
contextos, la falta de correlacion con TNF-a y PCR sugiere que la liberacién de miR-122 en
esta cohorte podria ser principalmente un marcador de dafio o estrés hepatico/celular
especifico (citdlisis o desregulacién metabdlica), y no esta directamente acoplado a la via
de la inflamacion regulada por el TNF-a. Es relevante notar que los puntos con valores de
miR-122 inusualmente alto, que se encuentran fuera del agrupamiento principal o

“normalidad” del resto de la cohorte, corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 47. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs TNF-a en

Plasma.
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Correlacion de la Expresion de miR-122 con IL-6 en plasma

La Interleucina 6 (IL-6) es una citoquina clave en la respuesta inflamatoria y en la

sefalizacion metabodlica de la obesidad.

El analisis de correlacién entre la expresion del miR-122 y los niveles de IL-6 (Figura 48) se

realizé en una submuestra de N=18 participantes.

La Linea de Regresion muestra una clara inclinacion descendente (pendiente negativa),
sugiriendo una relacién inversa. Aunque la dispersién es alta, esta tendencia se mantiene

visible
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotonica): Coeficiente r= -0.3919; Valor p=0.1077.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=-0.4367; Valor p=0.0700.

Ambos coeficientes indican una correlacion negativa de fuerza moderada (Pearson r=0.43).
Aunque el valor p para Pearson (p=0.0700) y Spearman (p=0.1077) esta muy cerca del

umbral de significancia (a=0.05), formalmente no es estadisticamente significativo.

La magnitud de los coeficientes indica una fuerte tendencia biolégica. Esto sugiere que una
mayor expresion de miR-122 se asocia con menores niveles de inflamacion sistémica (IL-
6).

Este resultado, contradice la hipotesis de que el miR-122 en plasma se libera Unicamente
por citélisis hepatica asociada a inflamacion sistémica. Junto con la ausencia de correlacion
con PCR y TNF-qa, esto refuerza la idea de que el miR-122 esta vinculado a un proceso
metabdlico hepatico especifico (asociado al IMC extremo), mas que a la respuesta
inflamatoria sistémica general. La falta de significancia podria atribuirse al pequefio tamano

de la muestra (N=18).

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 48. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresion de miR-122 vs IL-6 en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con IL-8 en plasma

La Interleucina 8 (IL-8) es una quimiocina que juega un papel importante en el reclutamiento

de neutrofilos y en la inflamacién cronica de bajo grado.

El analisis de correlacion entre la expresion del miR-122 y los niveles de IL-8 (Figura 49) se

realizé en una submuestra de N=18 participantes.

La mayoria de los puntos se agrupan en valores muy bajos de ambas variables, y la Linea
de Regresion muestra una inclinacion ligeramente ascendente (pendiente positiva muy

débil). Visualmente, no existe un patron lineal claro, y la varianza es muy alta.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r= -0.06866; Valor p=0.7866.
e Pearson (lineal): Coeficiente r=0.1683; Valor p=0.5044.

Ambos coeficientes son muy cercanos a cero, y los valores p son muy altos, confirmando
la ausencia de una correlacién estadisticamente significativa entre la expresion plasmatica

del miR-122 y los niveles de IL-8.

Aludiendo a la ausencia de correlacion significativa con PCR y TNF-a, y la tendencia

negativa con IL-6 (r=-0.4367), se concluye que la elevacion del miR-122 en esta cohorte no
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esta asociada con la inflamacion sistémica ni con la respuesta de citoquinas inflamatorias

agudas o cronicas.

En base a los resultados anteriores, se sugiere que el miR-122 es un marcador altamente
especifico de un proceso vinculado a la masa corporal y la morfologia extrema (IMC/BRI)
en la Obesidad Tipo 3, en lugar de ser un biomarcador general de la inflamacion o disfuncion

metabdlica sistémica.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 49. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresiéon de miR-122 vs IL-8 en Plasma.

Correlacion de la Expresion de miR-122 con Esteatosis Hepatica Metabdlica
en plasma

El miR-122 se origina predominantemente en el higado, y la Esteatosis Hepatica Metabdlica
(higado graso) es la manifestacion mas comun de disfuncion hepatica asociada a la
obesidad.

Para el analisis, la Esteatosis Hepatica Metabdlica fue codificada como una variable

categorica binaria (0=No Esteatosis, 1= Esteatosis/Higado Graso) (Figura 50).

La grafica de dispersién mostrd la expresién de miR-122 agrupada en los dos puntos del

eje X. Aunque los valores mas altos de miR-122 (cercanos a 80 y 40) se encuentran en el
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grupo con Esteatosis (valor 1.0), la Linea de Regresién es practicamente plana, con una

inclinacion positiva muy débil. La gran dispersion en ambos grupos domina la relacién.
Resultados de Correlacion:

e Spearman (Monotdnica): Coeficiente r=-0.1793; Valor p=0.3708.
o Pearson (lineal): Coeficiente r=0.2304; Valor p=0.2476.

Ambos valores p son mucho mayores que el umbral de significancia (a=0.05). Se concluye
que no existe una correlacién lineal estadisticamente significativa entre la expresion del

miR-122 en plasma y la simple presencia o ausencia de Esteatosis Hepatica.

A pesar de la fuerte correlacién con el IMC (r=0.4572, p=0.0165) y el BRI, el aumento del
miR-122 no esta directamente relacionado con la simple acumulacién de grasa en el higado

(Esteatosis).

Esto sugiere que la elevacion del miR-122 podria reflejar una disfuncién hepatica subclinica
mas alla de la esteatosis simple (por ejemplo, estrés hepatocelular o
esteatohepatitissNAFLD mas avanzado), que se dispara especificamente en el contexto de
la Obesidad Tipo 3, independientemente del grado de esteatosis de otros grupos de

obesidad.

Es relevante notar que los puntos con valores de miR-122 inusualmente alto, que se
encuentran fuera del agrupamiento principal o “normalidad” del resto de la cohorte,

corresponden a participantes prediabéticos.
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Figura 50. Grafico de Dispersion (Scatter Plot) de la Expresién de miR-122 vs Esteatosis en

Plasma.
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Analisis de las correlaciones de miR-122 en plasma

El hallazgo principal de este estudio es la asociacion selectiva y significativa del miR-122
con indicadores de la severidad de la masa corporal. La correlacion positiva y
estadisticamente significativa entre la expresion plasmatica del miR-122 y el indice de Masa
Corporal (IMC) (r=0.4572, p=0.0165), junto con la correlacién con el indice de Redondez
Corporal (BRI), valida la hipétesis inicial del Objetivo 1: el miR-122 se eleva

predominantemente en el grupo con Obesidad Tipo 3.

Esta correlacion positiva con el IMC/BRI sugiere que la liberacién del miR-122 al plasma
esta directamente ligada al incremento de la carga de tejido adiposo y la morfologia corporal
extrema, actuando como un marcador de la magnitud de la enfermedad y el estrés organico

consecuente.

En contraste con la asociacién morfolégica, los resultados demuestran una ausencia
consistente de correlacion estadisticamente significativa entre el miR-122 y todos los
marcadores bioquimicos e indices de disfuncién metabdlica y dafo sistémico evaluados
(Glucosa, Insulina, HOMA-IR, TGL, LDL, ALT, AST, PCR, TNF-a).

Este patron sugiere que el miR-122 no actua como un biomarcador general que refleja la
resistencia a la insulina, la dislipidemia o la inflamacion sistémica clasica. En esta cohorte,
la liberacion de miR-122 al plasma no esta impulsada por la patologia metabdlica de bajo
grado, sino por un proceso de disfuncidn hepatica asociado directamente a la severidad de

la carga corporal.

Si bien la evidencia clinica acumulada (Willeit et al., 2016; Hess et al., 2020) apoya que el
miR-122 puede estar elevado en etapas tempranas de dafo metabdlico (obesidad y
resistencia a la insulina) donde su liberaciéon refleja dafio hepatocelular o citdlisis, los

resultados sugieren un fendmeno bioldgico diferente en etapas avanzadas.

Aunque encontramos una correlacion positiva con el IMC (que indica liberacion), la falta de
correlacion con la Esteatosis Hepatica Metabdlica(p=0.2476) y la narrativa que describe la
disminucion de miR-122 cuando el IMC/Esteatosis aumenta (Nie et al., 2013; Miyaaki et al.,
2013) implican que nuestra cohorte puede estar en una etapa avanzada de progresion de

la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHNA):

o Etapa Inicial: miR-122 se eleva en plasma por dafo inicial.
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Etapa Avanzada: El miR-122 disminuye en el tejido hepatico porque se pierde su
funcién protectora (regulacion de la oxidacion de acidos grasos y sintesis de
colesterol), lo que exacerba la acumulacion de grasa. Esta disfuncién severa puede
resultar en una disminucién paradojica del miR-122 en plasma (Cheung et al., 2008),
lo cual es lo que podria estar reflejando la falta de correlacion con la Esteatosis

simple en nuestra muestra.

Conclusion del Estudio: El miR-122 esta reflejando el estrés organico provocado por
la carga de grasa corporal extrema (IMC), mas que la resistencia a la insulina o la

hipertrigliceridemia.
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Potencial del miR-122 como Biomarcador de Riesgo Metabdlico

Temprano

Debido a que en las correlaciones los casos de prediabéticos salen de la tendencia (Tabla

10), se tomaron por separado los valores para posteriores indicadores que contemplen

mayor cantidad de casos y pacientes con DM2, ya que los resultados indican que si existe

una sobreexpresion del miR-122, sin embargo, la cantidad de muestras no es suficiente

para establecer una correlacion concluyente.

Es fundamental mencionar, que la correlacion de la expresion de miR-122 en prediabéticos

fue consistente en las correlaciones ya que, como anteriormente se observé en cada

correlacion un valor de miR-122 mas elevado respecto a los otros grupos analizados.

Tabla 10. Correlacién de la Expresion de miR-122 en prediabéticos.

Correlacion Prediabético 1 Prediabético 2 | Prediabético 3 | Prediabético 4 | Prediabético 5
Glucosa-miR122 1 79 37 0 2
Edad-miR-122 2 37 79 0 0
Glucosa/lnsulina-
miR-122 0 79
Insulina-miR-122 0 79
Circunferencia de
cintura-miR-122 1 37 79 1 2
Homa IR-miR-122 1 79
HOMA-B-miR-122 1 79
Indice de Matsuda-
miR-122 ! 79
Colesterol-miR-122 1 37 79 4 2
Triglicéridos-miR-122 1 37 79 0 4
HDL-miR-122 1 37 79 0 1
LDL-miR-122 1 37 79 1 2
FO-miR-122 0 0 0 4 8
ALT-miR-122 0 37 79 0 4
AST-miR-122 0 37 79 0 1
PCR-miR-122 0 37 79 1 2
TNF-a-miR-122 8 1
IL-6-miR-122 8 79
IL-8-miR-122 1 79
IMC-miR-122 1 37 79 4 2
Esteatosis Hepatica
Metabolica-miR-122 4 37 79 4 !
BRI-miR-122 1 37 79 0 2
ABSI-miR-122 8 37 79 4 1
CMI-miR-122 1 37 79 0 1
TyG-miR-122 5 37 79 0 1
VAI-miR-122 8 37 79 2 1
LAP-miR-122 1 37 79 2 1
AIP-miR-122 1 37 79 2 1
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigaciéon cumplié con sus objetivos al analizar la expresion

plasmatica del microRNA-122 (miR-122) en una cohorte de adultos con prediabetes y

diferentes grados de obesidad. Los hallazgos principales se resumen a continuacion:

Relacion con la Obesidad (Objetivo Especifico 1)

Discriminacion de Grupos: La expresion plasmatica del miR-122 demostrd ser un
biomarcador selectivo de la severidad de la obesidad. Se encontré que los niveles
de miR-122 son significativamente mas altos en el grupo con Obesidad Tipo 3 en
comparacion con los grupos de Obesidad Tipo 1 y Obesidad Tipo 2 (Kruskal-Wallis
p=0.0028).

El miR-122 actia como un biomarcador de la forma mas avanzada de obesidad,

validando su utilidad en la identificacion de la carga de enfermedad extrema.

2. Correlacién con la Morfologia Corporal (Objetivo Especifico 2)

Asociacion Positiva: La expresion del miR-122 se correlaciond positiva y
significativamente con los indicadores de severidad de la masa corporal y

adiposidad central:

o Indice de Masa Corporal (IMC): Correlacidon significativa r=0.4572, p=
0.0165.

o Indice de Redondez Corporal (BRI): Correlacién significativa r=0.4404, p=
0.0215.

El miR-122 esta asociado selectivamente con la morfologia corporal extrema y la

adiposidad central/visceral.

3. Ausencia de Correlacién con Marcadores Sistémicos (Objetivo Especifico 3)

Independencia Metabdlica: Se confirmoé la ausencia de correlacion estadisticamente
significativa entre el miR-122 y la totalidad de los marcadores bioquimicos clasicos:
Glucosa, Insulina, HOMA-IR, HOMA-B, Colesterol Total, Triglicéridos, HDL, LDL, y

los indices compuestos de riesgo cardio-metabdlico (VAI, CMI, LAP, AIP).
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e Independencia Inflamatoria: No se encontré ninguna correlacion significativa entre
el miR-122 y los marcadores de inflamacion sistémica clasica (PCR, TNF-a, IL-6, IL-
8).

A pesar de las correlaciones positivas con la morfologia, el analisis también mostré que, en
este conjunto de muestras biolégicas, la expresion del miR-122 presenta tendencias
negativas con el IMC en Spearman y la Esteatosis Hepatica. Esto sugiere que, en el
contexto de la obesidad avanzada de la cohorte, la disminucion de la expresion plasmatica
del miR-122 podria ser un reflejo de una disfuncion hepatica progresiva, donde la pérdida
de este regulador clave de la homeostasis lipidica se asocia con un peor perfil metabdlico
y exacerba la acumulacion de grasa hepatica (lo cual es consistente con la literatura que

describe el miR-122 como protector).

Se observo consistentemente que los valores de expresion de miR-122 mas inusualmente
altos dentro de la cohorte correspondieron a los participantes clasificados en la condicién
metabdlica de Prediabetes, sugiriendo que, si bien el miR-122 no mostrd correlacion con
los marcadores de resistencia a la insulina (HOMA-IR, HOMA-) o dislipidemia a nivel global
de la cohorte, su elevacion extrema podria estar ligada a las primeras etapas de la

disfuncion metabdlica (Prediabetes).

También, se puede inferir que el miR-122 tiene potencial como un biomarcador asociado a
la identificacién temprana del riesgo metabdlico, a diferencia de su falta de asociacion con
la severidad en las etapas crénicas y avanzadas de la enfermedad, las cuales dominan la

poblacion de Obesidad Tipo 3.

Este trabajo sugiere que el miR-122 en plasma no actua como un biomarcador general que
refleje la resistencia a la insulina o la dislipidemia, sino como un marcador especifico de la

progresion y severidad morfoldgica de la obesidad.

Se recomienda promover mayor investigacién con una cohorte mas amplia para confirmar
la especificidad del miR-122 a la Obesidad Tipo 3 y su potencial como herramienta de

diagnéstico temprano o clasificacion de riesgo en poblaciones nacionales e internacionales.
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ANEXO 1. Documento de proyecto original aprobado

rCay,

SA.LUD l ,f ||:s:ituto Nacional de

% £\ Medicina Gendmica
- |

SECRETARIA DE SALUD
Ciudad de México, 23 de junio de 2023
Dictamen No. 10/2023

Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genémica

El Comité de Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Genémica (INMEGEN),
con fundamento en lo dispuesto por los articulos 99, 100, 102 y 11 del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion en Salud, 41, fracciones | y lil de la Ley de los
Institutos Nacionales de Salud, articulo 4°, fraccion IV del Estatuto Organico del INMEGEN y
de conformidad con su propio Manual de Funcionamiento, emite el presente documento.

“Identificacion de microRNAs de vesiculas circulantes
Titulo de Proyecto asociados con la resistencia a la insulina, perfil
inflamatorio, higado graso no alcohdlico y alteraciones en
fondo de ojo en adultos con obesidad, diabetes mellitus
tipo 2 e hipertension de la Ciudad de México”.

Investigador Responsable Dra. Maria Elizabeth Tejero Barrera

Documentos sometidos a | - Protocolo,
revision Anexo 1- Consentimiento SECTEI
Anexo 2- Prediccion de Esteatosis Hepatica no Alcohdlica...
Anexo 3- IMG 20210325
Anexo 4- Carta respuesta a Comentarios
Anexo 5- PROTOCOLO C-MIRNAS corregido.

El proyecto fue evaluado por tres miembros del comité de
Cometarios al Proyecto de | Investigacion, los comentarios adicionales hechos por los

Investigacion evaluadores fueron respondidos de forma adecuada por la
investigadora principal.

Fecha de Elaboracién del 23 de junio de 2023
Dictamen
Resolucién de la APROBADO
Evaluacion

Durante la 1a. Sesién Conjunta del Comité Investigacion y del Comité de Etica en
Investigacion del INMEGEN, revisamos las respuestas a los comentarios de los
revisores al protocolo No. 449, aceptandose las razones propuestas por la investigadora
principal para e} cambi nombre del mismo, por lo que la resolucién de la evaluacion
del proyect e:\Ap%)lggo.

j 2023
Francisco
VILEA
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