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Revision sobre el uso de microRNA en la deteccion
temprana de diabetes mellitus en caninos
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Diabetes mellitus in canines corresponds to a pathology whose etiopathogenesis
has not yet been fully understood, since it has a great similarity with human type
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ment of diabetes in humans.

1 diabetes mellitus, but the same risk factors have not been found. New diagnos-
tic methods have been investigated in recent years in diabetic murine models,
among which microRNAs have been studied as early markers of type 1 and type
2 diabetes mellitus. In canines a homology has been found between microRNAs
21, microRNA 34, microRNA 29, and microRNA 146a with those studied in hu-
man and murine diabetics. This would imply that the study of these microRNAs
may have a great impact on the early detection of diabetes in canines and be a
model for the study of new microRNAs that may be implicated in the develop-
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Introduccion

a prevalencia de diabetes mellitus en la poblacion

alcanza en nuestro pais cerca de un millén y medio

de personas!. La incidencia de la diabetes mellitus
tipo 1 seglin datos internacionales, van de 1 a 60 por cada
100.000 habitantes al afio en menores de 15 afios, mien-
tras que en Chile segin datos de la superintendencia de
salud, la incidencia fluctia entre un 5.44 a 8.33 por cada
100.000 habitantes al afio’.

La diabetes mellitus es una de las alteraciones en-
docrinas mas frecuentes en caninos, afecta a caninos de
mediana a avanzada edad, y su prevalencia ha ido en au-
mento en los ltimos afios. Hace treinta afios, se diagnos-
ticaba diabetes a 19 de cada 10.000 caninos que visitaban
las clinicas veterinarias de Estados Unidos**. En 1999,
la prevalencia se habia multiplicado por tres, la diabetes
afectaba a 58 de cada 10.000 perros que acudian a las cli-
nicas veterinarias®. Estudios de prevalencia han mostrado

una frecuencia de 0,32% en caninos del Reino Unido’, y
1,33% en hospitales italianos®.

En un estudio prospectivo realizado en el hospital cli-
nico de la Universidad de Chile, se encontré que de los
4.470 pacientes nuevos atendidos, 331 fueron diagnosti-
cados con algun tipo de endocrinopatia, correspondiendo
a un 8% del total de los pacientes. De estos pacientes en-
docrinos un 10% fue diagnosticado con diabetes mellitus’.

Una caracteristica importante de la diabetes es la gran
relevancia del factor ambiental en el desarrollo de la en-
fermedad, pues si comparamos a dos gemelos idénticos
de los cuales uno desarrolla diabetes tipo 1, la posibilidad
de que esa misma enfermedad se desarrolle en el otro es
solo de un 45%, porcentaje que se encuentra muy por de-
bajo del 100% que se esperaria al tener ambos los mismos
genes®.

Esta diferencia puede ser explicada mediante la epi-
genética, ciencia que estudia los cambios en la expre-
sién de genes que conllevan a una variacion fenotipica,
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sin existir un cambio en la secuencia de DNA®’. Se han
descrito diferentes mecanismos que regulan la expresion
génica bajo este marco (mecanismos epigenéticos), entre
los cuales se encuentran la metilacion del DNA, su modi-
ficacion de histonas y el accionar de RNA no codificantes
(ncRNAs); de estos ultimos se pueden distinguir los mi-
croRNAs (miRNAs) y los RNAs interferentes pequefios
(siRNAs)*1°,

El descubrimiento de los microRNA (miRNA) en
1993, ha redefinido la forma en como se practica e inves-
tiga la regulacion génica. Los microRNA son pequeias
secuencias de RNA no codificante, de 19-30 nucleo6tidos
de longitud, descubiertos a partir del nematodo Caenor-
habditis elegans'!, cumplen un rol importante en la modu-
lacion a nivel post-transcripcional de un amplio nimero
de genes, y no tan sélo en nematodos, ya que su presen-
cia se ha descrito a nivel transversal en todos los reinos,
encontrandose desde plantas hasta animales mayores (se-
cuencias altamente conservadas).

La ubicacion de los genes que codifican para los miR-
NA puede variar ampliamente entre las especies. Estos
pueden o no ubicarse a nivel de intrones, lo que va a de-
finir la existencia de una etapa previa de maduracion. Ini-
cialmente, los miRNA se ensamblan en el nicleo como
una secuencia bicatenaria a partir de la enzima RNA poli-
merasa II, la cual es altamente conservada entre animales.
Luego éste es transportado al citoplasma, donde va a ocu-
rrir el proceso de maduracion por la enzima RNAasa III.
Posteriormente, las cadenas son separadas, quedando una
estable y otra inestable, siendo esta ultima generalmente
degradada'.

Una forma de funcionamiento de los miRNA es unir-
se a secuencias de RNA mensajero, interfiriendo con la
traduccion génica y evitando asi la produccion proteica.
Otra forma descrita posteriormente, es que la union de los
miRNA al RNA mensajero, genera una desestabilizacion
de este complejo, resultando en la degradacion de este y
evitando asi la formacion del producto proteico'.

Las células del sistema inmune, principalmente los
linfocitos T CD4+, CD8+, linfocitos B y macréfagos, li-
beran una gran cantidad de citoquinas inflamatorias, den-
tro de las cuales las mas importantes son la interleuquina
1 beta, el factor de necrosis tumoral alpha, y el interferon
gamma, entre otros. Estas citoquinas pueden generar un
aumento en los niveles del microRNA 21, microRNA 34,
microRNA 29, y microRNA 146a, los cuales son algunos
de los microRNA cuya sobreexpresion tiene un papel re-
levante en el desarrollo de diabetes mellitus a nivel epi-
genético'*.

La etiologia de diabetes mellitus en el canino es discu-
tible hasta el dia de hoy, algunos estudios han estableci-
do la presencia de anticuerpos GAD 65 e IA-2 (Davison,
2008), al igual que anticuerpos antinsulinicos (Jong-

Hyuk, 2016) en pacientes diabéticos, los cuales han sido
caracterizados en la diabetes tipo 1 del humano. Entre los
factores desencadenantes, se han encontrado la predispo-
sicién genética, infecciones, medicamentos que produz-
can resistencia a la insulina, obesidad, y la pancreatitis.
Finalmente el resultado es una pérdida irreversible en la
funcion de las células B pancreaticas, en conjunto con un
estado de insulino resistencial®.

La obesidad y su rol en la insulino resistencia en el
canino son controversiales, pero los ultimos estudios han
demostrado que la grasa visceral a diferencia del humano,
no afecta la sensibilidad de la célula a la insulina'é, esto lo
explica Verkest en sus estudios, probando que en el cani-
no con obesidad visceral no disminuiria la Adiponectina,
la cual es una de las principales apolipoproteinas insu-
linosensibilizantes, y uno de los principales factores de
insulinoresistencia involucrado en las personas obesas!’.

Se han realizado algunos estudios tratando de estable-
cer métodos para evaluar la resistencia a la insulina en ca-
ninos, entre estos métodos se encuentra la medicion de in-
sulinoresistencia por medio de un modelo conocido como
HOMA (Homeostatic model assesment) con valores de
insulinoresistencia establecidos en caninos sobre 2,48,

Respecto a la prevalencia de edad, la mayoria de los
caninos al momento de ser diagnosticados se sitia entre
los 4 y los 14 afios, con un pico de prevalencia entre los
7 y 9 afios de edad!®, lo que sumado a la presencia de
autoinmunidad, hace que la diabetes mellitus del canino
sea similar a la Diabetes tipo LADA (Diabetes latente au-
toinmune del adulto).

Un reciente estudio de la Universidad de Pensilvania
encontr6 que los islotes de Largerhans de humanos y pe-
rros son distintos, en humanos el 54% corresponde a cé-
lulas B, el 35% a células a y el 11% a otro tipo de células,
en cambio en el perro el 80% corresponde a células f, el
10% a células o y el 10% a PP y somastostatina. Asi mis-
mo encontrd una pérdida de estas células B en diabéticos,
encontrando una similitud entre el diabético tipo 1 canino
y humano®. Este hallazgo podria explicar el nimero de
pacientes caninos insulinodependientes encontrados en
nuestro pais.

Entre los distintos microRNA estudiados que pudie-
ran tener implicancia en la diabetes mellitus canina, po-
demos encontrar el microRNA 21, el cual actiia inhibien-
do a la proteina VAMP2. Esta proteina esta relacionada
entre otros procesos, con la exocitosis de insulina, y con
la inhibicién de la proteina PDCD4 que es pro apoptdtica.
Cabe destacar que este microRNA tiene un rol protectivo
en la célula con respecto a la apoptosis, mientras que su
expresion aumenta en presencia de la interleuquina 12°.

Los microRNA 29 actian inhibiendo a la proteina
0OC2, la cual es un inhibidor de la granulina 4, que a su
vez es inhibidora de la exocitosis de insulina. Por lo tan-



to, al inhibir OC2, aumenta la expresion de granulina 4,
y por ende disminuye la secrecion de insulina'®222, Asi
también suprime el Mcl-1, llevando a la muerte de las
células B pancreaticas, lo que marca un estadio inicial en
la diabetes mellitus tipo 1%.

Existen 3 tipos de microRNA 29: microRNA 29a, mi-
croRNA 29b, y microRNA 29c. Se han encontrado au-
mento de niveles en ratones y humanos diabéticos, tanto
en pacientes diabéticos tipo 1, como tipo 2. Esta sobreex-
presado por citoquinas proinflamatorias e hiperglicemia®.
Se ha descrito en los primeros estadios de ratones diabéti-
cos tipo 1 no obesos®.

El microRNA34 también actua inhibiendo a VAMP?2,
y ademas actia inhibiendo directamente a bcl2 que es una
proteina antiapoptética, por lo que este microRNA es de
especial relevancia en el proceso de apoptosis®.

Estudios han mostrado una correlacion de aproxima-
damente el 50% entre los microRNA caninos y humanos
relacionados con diversas enfermedades. Analisis filo-
genéticos de los precursores de microRNA humano han
mostrado una similitud aproximada de un 85% en los ca-
ninos, mostrando menos de un 5% de sustitucion a nivel
de nucleotidos. Este mismo estudio, mostré una homolo-
gia entre el microRNA 146, 29, y 21 entre humanos, ca-
ninos y ratones®, lo que permitiria su estudio en caninos
diabéticos.

Discusion

Un método de deteccion temprana de la diabetes en
caninos seria la utilizacion de los microRNA que han sido
encontrados en humanos y ratones con esta patologia, lo
importante es evaluar cudl de los diversos microRNA ten-
dria una buena correlacion en los caninos, ya que la etio-
logia de la diabetes aun no esta clara.

Los microRNA 29 serian buenos marcadores para
la deteccion de diabetes mellitus en caninos, ya que se
encuentran aumentados tanto en diabetes mellitus tipo
1 como tipo 2, por lo cual a pesar de no discriminar la
etiopatogenia de la diabetes, permite el diagnostico de la
patologia de manera temprana.

El microRNA 146a si bien promueve la apoptosis, al
ser el mecanismo desconocido, permite la identificacion
de la patologia, aunque dificulta la sensibilidad de este
analisis por su posible aumento en diversas enfermeda-
des.

El microRNA 21 tiene un factor protector ante la
apoptosis, y se ha encontrado alterado en la diabetes tipo
2, por lo tanto, podria no ser un buen candidato como
marcador en caninos, ya que la prevalencia de diabetes
mellitus tipo 2 en esta especie es baja.

Un marcador epigenético con proyeccion en caninos
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seria el microRNA 34, pues actua directamente sobre la
proteina bcl2, por ende es uno de los principales causante
de la apoptosis de las células beta pancreaticas, relacio-
nandose directamente con la diabetes tipo 1 en ratones y
humanos, lo que se pudiera extrapolar a caninos.

Otros métodos de deteccion temprana de la enferme-
dad, son estudiar los niveles de microRNA asociados con
linfocitos T reguladores presentes en el suero de los pa-
cientes, ya que al ser la diabetes tipo 1 una enfermedad
autoinmune, como caracteristica presenta una deficiencia
y/o ineficacia de los linfocitos T reguladores.

Los microRNA son de suma importancia en el desa-
rrollo y mantencion del sistema inmune, al existir un dé-
ficit o alteracion de los niveles de ciertos microRNA, se
genera una alteracion a nivel inmunologico. Un ejemplo
de esto es el microRNA 146a que juega un importante rol
en la destruccion de células beta pancreaticas, también
es un factor importante en la regulacion de la homeos-
tasis de los linfocitos T reguladores, pues su deficiencia
limita a FOXP3, controlador en la generacion y funcion
de las células reguladoras naturales del sistema inmune?®’.
Este microRNA es el que se ve mas claramente afectado
en linfocitos de pacientes que padecen diabetes tipo 1, lo
que seria también un marcador adecuado de investigar en
diabetes canina.

Conclusiones

La diabetes canina es una enfermedad endocrina que
va en aumento en nuestro pais, hasta el dia de hoy la etio-
patogenia no esta del todo clara, pero se sospecha que
los mecanismos epigenéticos son uno de los factores de
riesgo involucrados en la patologia.

Entre los marcadores epigenéticos, los microRNA son
de una gran utilidad, ya que a medida que pasa el tiempo
se han identificado nuevos microRNA involucrados en di-
versas enfermedades, entre las cuales se encuentra la dia-
betes mellitus. Estos microRNA han sido principalmente
estudiados en ratones y humanos.

La similitud de la diabetes mellitus en diversos aspec-
tos entre el canino y el humano, como es la distribucion
de las células B pancreaticas, asi como también con la
etiopatogenia del diabético tipo 1 humano, hace que el
estudio de estos marcadores de microRNA puedan ser ex-
trapolados para su anélisis en caninos.

Entre los microRNA que presentan una mayor homo-
logia entre las ratones, humanos, y caninos, se encuentran
el miRNA 34, microRNA 146a, y el microRNA 10, los
que se podrian utilizar como marcadores epigenéticos en
diabetes mellitus canina, asi como también establecer un
modelo para estudiar nuevos microRNA involucrados en
esta patologia.
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