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RESUMEN

Antecedentes. Las quemaduras profundas de segundo grado constituyen una de
las lesiones cutaneas mas graves y representan un desafio clinico por su asociacion
con alteraciones del microambiente tisular que favorecen la formacion de cicatrices
hipertréficas. La cicatrizacion por quemaduras es un proceso dinamico que integra
fases de inflamacién, proliferacion y remodelacion, reguladas por sefiales quimicas
y mecanicas que coordinan la respuesta celular. Los microRNAs (miRNAs),
moduladores postranscripcionales de la expresion génica, participan en multiples
procesos de reparacion tisular; sin embargo, los analisis globales de miRNAs en el

contexto especifico de quemaduras profundas siguen siendo escasos.

Métodos. Se desarroll6 un modelo murino de quemadura profunda de segundo
grado en ratones Balb/c. Alas 24 horas post-lesion se obtuvo tejido sano y lesionado
para la extraccion de RNA total enriquecido en miRNAs. Se realizé secuenciacion
de RNAs pequefios (sRNA-seq) y se aplicaron flujos bioinformaticos para el
procesamiento, cuantificacién y analisis de expresion diferencial. Adicionalmente,
se efectuaron analisis in silico para identificar rutas biolégicas relevantes y explorar

el papel potencial de miRNAs clave en procesos asociados con la cicatrizacion.

Resultados. Se identificaron nueve miRNAs sobreexpresados en muestras de piel
con quemadura profunda de segundo grado. Entre ellos, mmu-miR-21a-3p, mmu-
miR-223-5p y mmu-miR-144-5p destacaron por regular una mayor proporcion de
genes diana, asociados con procesos de inflamacion, reorganizacion del
citoesqueleto, adhesién y migracion celular. El analisis funcional sugiere que la
sobreexpresion de mmu-miR-21a-3p podria disminuir la actividad de Arhgap35,
favoreciendo una activacion sostenida de la via Rho/ROCK1/2, eje involucrado en
la motilidad celular y en respuestas inflamatorias que pueden contribuir al desarrollo

de cicatrices hipertréficas.



ABSTRAC

Background. Deep second-degree burns represent one of the most severe forms
of cutaneous injury and pose a clinical challenge due to alterations in the wound
microenvironment that promote the development of hypertrophic scars. Burn wound
healing is a dynamic process involving overlapping phases of inflammation,
proliferation, and remodeling, all regulated by chemical and mechanical signals that
coordinate the cellular response. MicroRNAs (miRNAs), post-transcriptional
regulators of gene expression, participate in multiple tissue repair processes;
however, global analyses of miRNAs in the specific context of deep burns remain

limited.

Methods. A murine model of deep second-degree burn was established in Bulb/c
mice. At 24 hours post-injury, healthy and burned skin samples were collected for
the extraction of total RNA enriched in miRNAs. Small RNA sequencing (sRNA-seq)
was performed, followed by bioinformatic workflows for processing, quantification,
and differential expression analysis. Additionally, silico analyses were conducted to
identify relevant biological pathways and explore the potential regulatory roles of key

miRNAs in wound-healing processes.

Results. Nine miRNAs were found to be overexpressed in deep second-degree
burned skin. Among them, mmu-miR-21a-3p, mmu-miR-223-5p, and mmu-miR-144-
5p showed the highest number of predicted target genes related to inflammation,
cytoskeletal remodeling, adhesion, and cell migration. Functional analysis suggests
that the overexpression of mmu-miR-21a-3p may reduce Arhgap35 activity,
promoting sustained activation of the Rho/ROCK1/2 signaling pathway, a key
regulator of cell motility and inflammatory responses, potentially contributing to the

development of hypertrophic scarring.
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1. ABREVIATURAS

AGO: Argonauta (familia de proteinas que forman parte del complejo RISC).
RNA: Acido ribonucleico.

RNAmM: ARN mensajero.

cDNA: ADN complementario

CICUAL: Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio.
COX: Ciclooxigenasa.

COX-2: Ciclooxigenasa-2.

DAMPs: Patrones moleculares asociados a dafio.

dpq: Dia post-quemadura.

EMT: Transicion epitelio-mesénquima.

FDR: Tasa de descubrimiento falsos positivos.

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos.

FGFR2: Receptor 2 del factor de crecimiento de fibroblastos.

GLM: Modelo lineal generalizado.

IL: Interleucina.

MEC: Matriz extracelular.

miRNA: microARN.

miRISC: Complejo de silenciamiento inducido por microARN (complejo RISC

cargado con el miRNA).
MMPs: Metaloproteinasas de matriz.
MRE: Elemento de respuesta a microARN.

NF-kB: Factor nuclear kappa B.



NLRs: Receptores tipo NOD.

NOM-062-Z00-1999: Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales

de laboratorio.

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdogenos.
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

qRT-PCR: PCR en tiempo real con retrotranscripcién
RISC: Complejo de silenciamiento inducido por ARN
sRNA-seq: Secuenciacion de ARN pequenio.

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta
TLRs: Receptores tipo Toll

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
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2. INTRODUCCION

La piel es considerada el érgano mas grande del cuerpo humano; su superficie varia
entre 1.5y 2 m?, lo que representa alrededor del 15 % del peso total corporal. Esta
constituida por diversas capas que albergan distintos linajes celulares y otros
componentes esenciales para su estructura y funcion (Figura 1). Esta organizacion
compleja le permite actuar como la principal barrera de defensa frente al entorno y
desempenfar funciones fundamentales, tales como la regulacién de la temperatura
corporal, la proteccion frente a agentes externos, la prevencion de la pérdida de
agua, la percepcion sensorial del ambiente y la defensa frente a la radiacidon
ultravioleta (UV) (Tavakoli et al., 2022).

2.1. Estructura de la piel

Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel, sirve de barrera fisica contra agentes
externos. Esta compuesta por un epitelio escamoso estratificado queratinizado,
formado principalmente por queratinocitos. Se organiza en cuatro capas, desde la
mas profunda hacia la superficie: capa basal, capa espinosa, capa granulosa y capa
cérnea. A nivel basal, otras células presentes son los melanocitos, responsables de
la sintesis de melanina, y células de Merkel, asociados a la percepcion de estimulos.
Conforme los queratinocitos se diferencian, ascienden a través de la capa espinosa,
donde se establecen uniones intercelulares. Ademas, la epidermis también alberga
células de Langerhans, distribuidas en la capa espinosa, actuando como

presentadoras de antigenos ante linfocitos T (Yousef et al., 2024).
Dermis

La dermis es la capa intermedia de la piel, situada justo debajo de la epidermis, a la
cual se encuentra unida a través de la membrana basal. Es la capa mas gruesa de
la piel y esta constituida principalmente de tejido conectivo, un tipo de tejido que
brinda soporte estructural, resistencia mecanica y elasticidad. Este tejido se
organiza en dos regiones: la dermis papilar (justo por debajo del estrato basal de la

epidermis) y dermis reticular (mas profunda). Ambas contienen matriz extracelular



(MEC) rica en colageno tipo |, elastina y glucosaminoglicanos (GAGSs). En su interior
albergan diversas células, como los fibroblastos y células del sistema inmunoldgico
entre ellas macréfagos, monocitos, células dendriticas y linfocitos, importantes para
la defensa, respuesta y colaboradores en el proceso de reparacion del tejido.
Ademas, también contiene otros elementos necesarios como anexos cutaneos,
glandulas sudoriparas y foliculos pilosos, fibras musculares lisas, terminaciones
nerviosas sensoriales y una red vascular para proveer de nutrientes y oxigeno al
tejido (Milner, 2023).

Hipodermis

Debajo de la dermis, se encuentra la hipodermis o tejido subcutaneo, es la capa
mas profunda de la piel. Esta constituida principalmente de tejido adiposo
vascularizado y tejido conectivo laxo que actua como enlace entre la piel y las
estructuras subyacentes, como el musculo. Ademas, contribuye significativamente

a las propiedades termorreguladoras y mecanicas de la piel (Jiao et al., 2024).

A\ \
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Figura 1. Esquema de la piel y sus principales tipos celulares.

Representacion de la piel humana constituida por capas epidermis, dermis e hipodermis. También
se denotan algunos elementos que forman parte de estas capas como sus células, apéndices,

vascularizacion. Modificado de (Milner, 2023). Creada con BioRender.com.
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Al ser la piel la principal interfaz entre el cuerpo humano y el medio ambiente se
encuentra constantemente expuesta a diversos agentes quimicos, fisicos y
biolégicos potencialmente dafinos, como la radiacién, quemaduras, acidos, cortes
0 microorganismos patogenos, entre otros. Cuando estos agentes superan el limite
de resistencia de la piel, pueden provocar lesiones que alteran su integridad y

comprometen la homeostasis del organismo.

En este contexto, las quemaduras profundas constituyen una de las formas mas
severas de dafo cutaneo, ya que afectan tanto la estructura como la funcion de la
piel, dificultando su reparacion. Como consecuencia, el riesgo de complicaciones
sistémicas aumenta significativamente, lo que puede traducirse en un incremento

de las tasas de mortalidad y en la prolongacion de los procesos de recuperacion.

2.2. Quemaduras y su clasificacion de acuerdo con la profundidad del daio

Las quemaduras son una lesion en la piel u otro tejido adyacente causado en su
mayoria por liquidos calientes, sélidos o fuego (Yakupu etal., 2022). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que anualmente se producen 11
millones de casos de quemaduras de todo tipo en el mundo, de los cuales cerca de
180 000 personas fallecen por complicaciones. Ademas, el 90% de estos ocurren
en poblaciones de medios y escasos recursos (Mulholland et al., 2017). En México,
se estima que aproximadamente 128 000 mil personas sufren quemaduras
anualmente, de las cuales 42 000 corresponde a poblacion infantil (Secretaria de
Salud, 2024). La mayoria de las quemaduras graves representan un enorme reto
clinico, y la recuperacién del paciente depende en gran medida de la etiologia de la
quemadura, la gravedad del dafo y su tratamiento. En este sentido, se han
establecido diversas clasificaciones clinicas en quemaduras, dentro de las que la

clasificacion respecto a la profundidad del dafio es de las mas utilizadas (Figura 2).
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Segun la profundidad hay tres tipos de quemaduras:
Primer grado

Este tipo de quemaduras compromete unicamente la epidermis, dafando
principalmente a elementos importantes como los queratinocitos. Se caracteriza por
enrojecimiento local, dolor de intensidad moderada y ausencia de ampollas.
Generalmente, la curacidén ocurre sin complicaciones en un plazo de 3 a 5 dias, sin

dejar cicatriz.
Segundo Grado

Las quemaduras de segundo grado se subdividen en superficiales y profundas,

segun la profundidad del dafo dérmico.
l. Segundo grado superficial

Estas lesiones comprometen a la epidermis y a la porcion mas superficial de la
dermis (dermis papilar). Son consideradas quemaduras leves, que causan
enrojecimiento y dolor, ya que en estas regiones hay presencia de terminaciones
nerviosas que son sensibles al dafio térmico. No se generan ampollas ni dafo

profundo y la recuperacion suele ser rapida y sin cicatriz.
Il. Segundo grado profundo

En este tipo de quemadura se afecta tanto a la epidermis como a la totalidad o casi
toda la dermis. Suelen ser heridas menos dolorosas debido a la destruccién de las
terminaciones nerviosas. Es frecuente observar la formacién de una escara seca,
dura y de color oscuro, indicativa de necrosis tisular en el sitio del dafio. Debido a
que el proceso de reparacion tisular es lento y complejo, la pérdida de una porcién
considerable del tejido viable limita significativamente la capacidad reparadora de la
piel, lo que retrasa el cierre de la herida.



Ademas del dafo local, si este tipo de quemaduras son de gran extension,
desencadenan una de las respuestas hipermetabdlicas mas intensas, la cual puede
mantenerse durante semanas o incluso afnos tras el evento inicial. Esta respuesta
sistémica se caracteriza por un incremento significativo en el consumo de oxigeno,
el gasto energético y la produccion de calor, alcanzando hasta un 45 % por encima
de los niveles basales. Esta mediada por la liberacion sostenida de catecolaminas,
glucocorticoides, glucagén y dopamina, hormonas que inducen un profundo estado
catabdlico caracterizado por gluconeogénesis, protedlisis y lipdlisis exacerbadas.
Estos procesos metabdlicos favorecen la pérdida de masa muscular, alteran el
balance energético y contribuyen a la disfuncion multiorganica, lo que impacta
directamente en la reparacion tisular y aumenta el riesgo de complicaciones graves

e incluso de mortalidad (Garnica Escamilla et al., 2021)

En los casos que logran estabilizar a los pacientes, la reepitelizacion puede
extenderse durante varias semanas, y con frecuencia resulta en cicatrices
hipertréficas, caracterizadas por un exceso de matriz extracelular e incremento

celular.
Tercer grado

Este tipo de quemaduras se caracteriza por la destruccion completa de la epidermis,
la dermis, con frecuencia la hipodermis y el musculo. La reparacién de este tipo de
heridas es practicamente inexistente, por lo que requiere intervencién quirurgica
(Jeschke et al., 2020).
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Figura 2. Clasificacion de las quemaduras segun la profundidad del daio.

Las quemaduras de primer grado afectan Unicamente la epidermis. Las de segundo grado
superficial (Il S) alcanzan la dermis papilar, mientras que las de segundo grado profundo (Il P)
comprometen la dermis reticular. Las de tercer grado (l1l) dafian todo el espesor cutaneo y pueden
extenderse hasta la hipodermis y estructuras subyacentes como el musculo. Modificado de

(Milner, 2024). Creada con BioRender.com.



2.3. Reparacion de heridas por quemaduras Graves

Las quemaduras profundas de segundo grado desencadenan una respuesta
biolégica compleja que busca restablecer la integridad cutanea tras un dafo. Este
tipo de lesiones comprometen por completo la epidermis y, en la mayoria de los
casos, gran parte de la dermis papilar y reticular, lo que genera un microambiente
tisular caracterizado por intensa inflamacién, pérdida estructural, alteracion de la
funcién barrera y activacion de multiples vias celulares y moleculares.
Debido a la magnitud del dafo, el organismo inicia una respuesta inmediata
encaminada a reparar el tejido lesionado. Este proceso ocurre en fases
superpuestas y altamente coordinadas que incluyen la inflamacién, la proliferaciéon
y diferenciacion celular, y la remodelacion del tejido (Jeschke et al., 2020). La
adecuada progresion de estas etapas es esencial para restaurar la funcion de la piel
y evitar complicaciones como infecciones, cicatrices patologicas o retraso en el

cierre de la herida.

Inflamacién

Tras una quemadura profunda, el tejido dafiado libera factores endégenos como los
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs); ademas, en caso de que exista
colonizacion microbiana en el sitio de dafo, pueden detectarse patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Estas sefales de dano son
reconocidas por células residentes de la piel, como los queratinocitos o los
macrofagos, a través de los receptores de reconocimiento de patron (PPRs), como
los tipos Toll (TLRs) o los tipos NOD (NLRs). Este reconocimiento desencadena vias
de sefalizacién intracelular, que principalmente inducen la liberacion de citosinas
(IL-1, TNF-a, IL-6), quimiocinas (CXCL1, CXCL8, CCL2, CX3CL) y factores de
crecimiento (TGF-B, IGF, PDGF, VEGF). Estos mediadores generan un
microambiente inflamatorio que favorecen el reclutamiento de células del sistema
inmunitario como los neutroéfilos, monocitos y macréfagos, los cuales llegan al sitio
de dafo a través del aumento de la vasodilatacion inflamatoria, un proceso que
incrementa el flujo sanguineo local y facilita la diapédesis (paso de células

inmunitarias a través del endotelio) y la transvasacion (migracion de estas células



hacia el tejido lesionado). Este fendmeno permite que neutrofilos, monocitos y
macrofagos se acumulen rapidamente en la zona afectada, donde ejercen funciones
esenciales como la fagocitosis de restos celulares y microorganismos, y la liberacion
de mediadores proinflamatorios que amplifican la respuesta inmunitaria. Los
neutréfilos son guiados por quimiocinas como CXCL1 y CXCLS8; respecto a los
monocitos, son atraidos por CCL2 y CX3CL1, que posteriormente en el tejido
diferencian en macroéfagos inflamatorios. Una vez infiltrados, su objetivo principal es
remover el tejido dafiado y prevenir infecciones (Figura 3a). Estas acciones permiten

dejar listo el sitio de dafio e iniciar la reparacién ( Gospodarek et al., 2022).
Proliferacion

En esta etapa, el reclutamiento y la activacion de fibroblastos y queratinocitos en el
sitio de la herida son procesos esenciales para restaurar la integridad del tejido
cutaneo. Inicialmente, el restablecimiento de la perfusion vascular resulta
fundamental para asegurar el suministro de oxigeno y nutrientes al area dafada. A
continuacion, las células endoteliales son estimuladas por factores de crecimiento
como VEGF, HGF y FGF, lo que desencadena la angiogénesis, es decir, la
formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes.
Esta neovascularizacion crea un microambiente rico en oxigeno y nutrientes que
favorece la formacion del tejido de granulacién, un tejido provisional altamente
vascularizado y compuesto principalmente por colageno tipo Il secretado por los
fibroblastos. Dicho tejido actia como un andamio estructural que facilita la migracion
celular y sustenta el crecimiento del nuevo tejido, contribuyendo de manera decisiva

a la reparacion cutanea (Jeschke et al., 2020).

De manera vertical, los fibroblastos comienzan a diferenciarse en miofibroblastos
bajo la influencia de mediadores como TGF- y PDGF; estas células desempefian
la contraccion del tejido y sintesis de la matriz extracelular (MEC), se alinean en los
bordes de la herida y contribuyen a su cierre mediante la contraccion tisular. Al
mismo tiempo, los queratinocitos proliferan y migran hacia el centro de la herida,

favoreciendo la reepitelizacion y la restitucion de la barrera epidérmica (Figura 3b).



Remodelacién

La fase de remodelacion (Figura 3c) constituye la resolucion tisular y se caracteriza
por la maduracion del tejido de granulacion. En este proceso hay recambios como
la matriz extracelular provisional. Especificamente el colageno tipo lll, es degradado
y reemplazado por colageno tipo |. Esto brinda mas resistencia mecanica al tejido
reparado. Lo anterior es posible gracias a la activacion de metaloproteinasas de
matriz (MMPs), encargadas de la degradacion de los componentes de la MEC, y
sus inhibidores tisulares (TIMPs), que regulan dicha actividad de degradacion
excesiva. Factores de crecimiento como TGF-, PDGF y FGF-2 también participan
en la regulacién de esta etapa, promoviendo la sintesis de nuevo colageno vy la
correcta organizaciéon de las fibras. En paralelo, la red vascular experimenta un
proceso de regresion, para dejar vascularizacion unicamente necesaria para dar
apoyo al nuevo tejido. Los miofibroblastos, tras cumplir su funcién en la contraccién
de la herida y en la deposicion de matriz extracelular, entran en apoptosis.
Finalmente, el epitelio superficial adquiere una organizacion mas estable y
funcional, reconstruyendo parcialmente las capas epidérmicas y consolidando la
barrera cutanea, aunque sin la recuperacion completa de los otros anexos cutaneos

como foliculos pilosos o glandulas (Pena & Martin, 2024).
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Figura 3. Fases del proceso de cicatrizacibn cutdanea en quemaduras.
La reparacion de heridas en quemaduras, es un proceso superpuesto que comprende a (a) la
inflamacion, (b) proliferacién y (c) remodelacion. Modificado de (Wang et al., 2024). Construido

en BioRender.com.
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2.4. Complicaciones de las quemaduras profundas.

La reparacidn tisular ocurre a través de una secuencia organizada y coordinada de
fases superpuestas, que incluyen inflamacion, proliferaciéon y remodelacion, cada
una con funciones especificas orientadas a restaurar la integridad del tejido. Sin
embargo, en el contexto de las quemaduras profundas, este desarrollo ideal puede
verse comprometido debido a la magnitud del dafio y a la complejidad de la
respuesta bioldégica que desencadena. Estas lesiones se caracterizan por generar
alteraciones inmunoldgicas, inflamacion exacerbada y sostenida, hipovolemia,
shock distributivo y cambios metabdlicos significativos, como la respuesta
hipermetabdlica, que pueden culminar en una falla multiorganica e infecciones

graves que ponen en riesgo la vida del paciente (Jeschke et al., 2020).

Si el paciente logra estabilizarse de las etapas criticas de la quemadura, la
recuperacion del tejido también suele verse afectada. Una cicatrizacion correcta
depende en gran medida de una epitelizacion ordenada y de la contraccion efectiva
de la herida. Sin embargo, en el caso de las quemaduras profundas, es frecuente
ver una resolucién deficiente de la cicatrizacion, que se manifiesta en la formacion
de cicatrices hipertroficas, lo que resulta en consecuencias estéticas y funcionales.
(Hettiaratchy & Dziewulski, 2004). Las cicatrices hipertroficas se desarrollan durante
la fase de remodelacion y se caracterizan por una sintesis excesiva de colageno,
acumulacion de matriz extracelular e hipercelularidad debido a un aumento de
fibroblastos por alteraciones en la sefalizacion como el eje TGF-B/Smad y una
inflamacion prolongada mediada por citocinas como IL-6, IL-13, IL-4 e IL-13, junto
con una deficiencia funcional de moléculas antiinflamatorias como la IL-10. Ademas,
la persistencia de miofibroblastos y la tensibn mecanica del tejido resultan en una
contraccion andmala y la acumulacion desorganizada de matriz, dando lugar a un
microambiente profibrotico que interfiere con una remodelacion y reparaciéon del
tejido (Mony et al., 2023).



2.5. miRNAs y su participacién en el proceso de cicatrizacion de

quemaduras.

Aunque el proceso de cicatrizacion de piel ha sido ampliamente estudiado, los
mecanismos moleculares que regulan este proceso siguen siendo un area de
investigacion. Con el avance de la ciencia y la tecnologia es posible conocer nuevos
actores involucrados, es asi como en los ultimos diez afios los miRNAs han
emergido como reguladores importantes de la cicatrizacion (Ross, 2021), aunque
aun son escasos los reportes que estudian su participacién en la reparacion de

quemaduras profundas (Siu et al., 2023).

Los miRNAs son un tipo de RNA pequefio no codificante (~22 nt) que regula la
expresion génica a nivel postranscripcional promoviendo ) la degradacion del RNA
mensajero (RNAm) blanco o Il) la inhibicion de la traduccion temprana del RNAm
blanco (Mulholland et al., 2017). La relevancia de los miRNAs radica en que regulan
positiva 0 negativamente procesos celulares como la apoptosis, la proliferacion,
migracion, via de sefalizacion de estrés, inflamacidon y angiogénesis, que son
esenciales para que ocurra la cicatrizaciéon de quemaduras profundas de la piel
(O’Brien et al., 2018).

Biogénesis

La biogénesis de los miRNAs inicia en el nucleo celular (Figura 4), en donde los
genes de los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il en un transcrito
primario (pri-miRNA). El transcrito es reconocido por el complejo microprocesador,
el cual esta conformado por Drosha y DGCRS, que lo recorta y produce un precursor
en forma de horquilla conocido como pre-miRNA. El pre-miRNA es exportado al
citoplasma por Exportina-5 (XPO5), donde la enzima Dicer lo corta en un duplex de
RNA de cadena corta. Una de las hebras (guia) se incorpora a proteinas de la familia
Argonauta (AGO) para conformar el complejo RISC (complejo de silenciamiento
inducido por RNA), mientras que la hebra pasajera es degradada (Heydarzadeh et
al., 2021).



Funcion de los miRNAs

Clasicamente, se ha descrito que el complejo RISC-miRNA (miRISC) reconoce
secuencias complementarias en la regién 3'UTR del ARNm blanco. Sin embargo,
actualmente se sabe que los miRNAs no requieren una complementariedad total
con sus genes diana. La regién semilla (2—8 nucledétidos del extremo 5’ del miRNA)
es la principal responsable del reconocimiento, mientras que las regiones 3'
suplementarias contribuyen a la estabilidad del apareamiento. Ademas, se ha
demostrado que los miRNAs también pueden establecer interacciones en otras
regiones del ARNm, como las regiones exonicas o la 5’'UTR, asi como en regiones
promotoras. Finalmente, se han identificado elementos sensibles a miRNA (MRE)
en el ARNm que sirven como sitios alternativos de unién para los complejos miRISC,
ampliando asi el espectro de regulacion postranscripcional ejercido por los miRNAs
(Nalbant & Akkaya-Ulum, 2024)

Existen dos principales mecanismos de accion:
Degradacion del ARNm

e Cuando la complementariedad es alta, RISC recluta GW182 necesarios para
reclutar a otras proteinas como complejos de Poli-A-deadenilasa PAN2,
PAN3 Y CCR4-NOT, que promueven desadenilacién (pérdida de la cola
poliA). Esto desencadena la remocion del cap 5 (m’G) mediada por el
complejo DCP1/DCP2 vy la posterior degradaciéon del ARNm por nucleasas

como XRN1 o el exosoma (Bartel, 2018).
Represion traduccional:

o Cuando la complementariedad es parcial, el ARNm no se degrada, pero la
traduccién se bloquea. Esto ocurre mediante el reclutamiento de GW182,
CCR4-NOT y DDX6, que interfieren con la iniciacion ribosomal e impiden la
sintesis de proteinas (Jonas & Izaurralde, 2015).

o El complejo RISC, a través de GW182, interfiere con el reconocimiento del

cap 5 por el complejo de iniciacion elF4F, impidiendo el reclutamiento



correcto de la subunidad ribosomal 40S y bloqueando asi el inicio del proceso
(Fukaya et al., 2014)

o El complejo RISC cargado con el miRNA se asocia al ribosoma durante la
traduccion. A través del reclutamiento de ubiquitin ligasas y componentes del
proteasoma, el complejo marca el péptido naciente para su degradacion
mientras aun esta siendo sintetizado. De esta manera, aunque el ARNm se
esta traduciendo activamente, el producto proteico resultante es degradado
inmediatamente, anulando efectivamente la produccién de la proteina

funcional (Djuranovic et al., 2012).
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Figura 4. Biogénesis y mecanismos de acciéon de los miRNAs.

Tras ser procesados en el nucleo y citoplasma, los miRNAs se incorporan al complejo RISC junto
a proteinas AGO. Este complejo regula la expresion génica promoviendo la degradacion del
 —— ARNm o la inhibicion de su traduccion, segun el grado de complementariedad de bases.

Modificado de (Mulholland et al., 2017). Imagen creada en BioRender.com



Se ha reportado que los miRNAs son cruciales no solo en procesos patologicos,
sino en el mantenimiento de la homeostasis de la piel, siendo algunos de los mas
expresados miR-203 que restringe la proliferacion e impulsa la diferenciacion de los
queratinocitos mediante la represion de RAN y RAPH1; miR-205 se ha visto que
promueve la migracion y proliferacion celular al inhibir el regulador negativo SHIP2
y activar la via de PI3K/AKT, y miR-125 atenua la respuesta inflamatoria al modular
TNF-a y regula la proliferacion celular a través de FGFR2. En conjunto coordinan la
renovacion epitelial y la integridad estructural de la piel (Mulholland et al., 2017).
Evidencia obtenida principalmente de modelos de heridas excisionales y ulceras
cronicas ha establecido que su participacion es fundamental en la regulacion fina
de todas las etapas del proceso de reparacion. Por ejemplo, en heridas agudas,
miRNAs como el miR-21, miR-155 y miR-146a modulan la fase inflamatoria
mediante el silenciamiento de mediadores clave como PTEN, PDCD4, IRAK 'y COX-

2, asi como de interleucinas como IL6, IL-13 e IL-12 (Mulholland et al., 2017).

En estudios de angiogénesis, se ha observado que miRNAs proangiogénicos como
el miR-126 (regulando el VEGF) y el miR-200b son esenciales para la formacion de
nuevos vasos sanguineos (Chan etal.,, 2012). Asimismo, estudios in vitro en
queratinocitos demuestran que una baja expresion de miR-210 es fundamental para
su migraciéon y proliferacion durante la reepitelizacion. Finalmente, estudios de
remodelacion y fibrosis han identificado que la familia miR-29 y el miR-192 ejercen
un control directo sobre la sintesis de colageno y otros componentes de la matriz
extracelular, determinando la calidad del tejido cicatricial (Ver Tabla 1) (Banerjee &
Sen, 2013)



Tabla 1. microRNAs asociados a distintas etapas de la cicatrizacion

cutanea.
Tipo de
Etapa miRNAs Funcion clave herida / Referencia
modelo
] ] Regulacidn basal de )
Homeostasis SF'E:ER'ED; QL'R' iR queratinocitos y F'|eldni3rmdal. Mulholland
cutanea 125Ibml ~248, MR b antenimiento de la hmuomgnossta;s etal, 2017
epidermis
) ) Maodulan mediadores Heridas Mulholland
infl . m!g—?]lémlR—_?QSS. inflamatorios (PTEMN,  agudas, etal., 2017;
nilamacion :ﬂ-ilﬁt; 8 MY pocD4, citocinas e Glceras Banerjee &
ILs) crénicas Sen, 2013
Migracidn y Modelos de Banerjee &
Proliferacion /| miR-210, miR-31, proliferacidn de r:eridas Sen, 2013;
Reepitelizacion miR-132 queratinocitos, excisionales Pastar et
formacidn de epitelio al., 2012
miR-126, MR- Regulacién de VEGF, Modelos - Hulholiand
o ! y murinos de etal., 2017;
Angicgénesis  200b, miR-200c,  formacidn de vasos )
R3S A heridas, Chan etal.,
m sanguineos isquemia 2012
) ) Regulacidn de Banerjee &
Remodelacion y m:gﬁ;g'i’lgz sintesis de coldgenoy Modelos de Sen, 2013
fibrosis 133 ' matriz extracelular fibrosis Lietal,
(MEC) 2015

Dado que los miRNAs regulan procesos clave como la inflamacion, proliferacion,
migracion, angiogénesis y remodelacién en heridas agudas y cronicas, resulta
imperativo considerar su papel en lesiones de mayor complejidad biolégica, como
las quemaduras. Sin embargo, a diferencia de otros tipos de heridas, los estudios
que han evaluado la participacién de los miRNAs especificamente en la reparacion

de quemaduras profundas de segundo grado son escasos.

Aunque varios estudios han perfilado miRNAs a través tecnologias como
microarreglos y qPCR, estos métodos analizan unicamente miRNAs predefinidos,
por lo que, se vuelven en herramientas m uy dirigidas. Al tener en cuenta que las
quemaduras profundas de segundo grado representan un microambiente Unico con
dafo tisular extenso, hipoxia y desregulacién inflamatoria, tecnologias como la
secuenciacion de ARN de pequeno, proporciona un enfoque imparcial capaz de
detectar todos los miARN expresados y sus variantes, lo que la convierte en la
estrategia mas adecuada para descubrir reguladores previamente desconocidos



que intervienen en la reparacion de heridas inducidas por quemaduras (Siu et al.,
2023). A pesar de esto, se han reportado miRNAs clave con roles potenciales; en
las fases tempranas de la reparacién cutanea (24 h a 3 dias post-quemadura), se
ha observado que miR-132 media criticamente la transicién de la inflamacion a la
proliferacion, inducida por TGF-B en queratinocitos, suprime la via NF-KB para
atenuar la respuesta inflamatoria mientras activa STAT3/ERK para promover la
proliferacion y migracion celular, siendo esencial para un cierre eficiente de la
herida. De manera similar, miR-31 emerge como un regulador pro-proliferativo en
queratinocitos, inducido por TGF-B2 para mejorar la migracion y proliferacion
mediate la represion de su gen diana EMP-1 (Figura 5a) (Li et al., 2015). En el
proceso de remodelacion (Figura 5c¢), se ha reportado que en fibroblastos derivados
de cicatrices hipertréficas ocurre un eje disfuncional entre miR-21 y miR-200b. Por
un lado, miR-21 se encuentra sobreexpresado en cicatrices hipertroficas, donde
suprime la expresiéon de Smad7 (un inhibidor de TGF-B), lo que resulta en una
exacerbacion de la sefalizacion profibrética y una mayor expresion de colageno tipo
I, fibronectina y a-SMA (Zhou et al.,, 2015; Li et al., 2014). Por otro lado, En
fibroblastos dérmicos aislados de cicatrices hipertréficas, la desregulacion de miR-
200b induce la sobreexpresion de Zeb1, promoviendo la transicion epitelio-
mesénquima (EMT) que favorece la fibrosis y el exceso de matriz extracelular (Zhou
et al., 2015). Adicionalmente, en el nicho especifico de la dermis dafiada por calor,
se reporta a miR-23b (Figura 5b) como regulador negativo de la proliferacién y
migracion de fibroblastos al dirigirse a Smad3. Su desregulacién posterior a la
quemadura permite la activacion de las vias de TGF-B y Notch, facilitando asi la

reparacion del tejido ( Zhang et al., 2015).
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Figura 5. Regulacion de miRNAs en la cicatrizacion de quemaduras.

Diferenciacion y migracion

En la transicion de inflamacion a proliferacion (a) participan miR-132 y miR-31; durante la fase
de proliferacion (b) interviene miR-23b; y en la etapa de remodelacion (c) se encuentran
implicados miR-21 y miR-200b. Imagen con BioRender.com

En conjunto, estos estudios proveen evidencia solida de que miRNAs especificos
son actores cruciales en la respuesta a quemaduras. No obstante, esta vision puede
tener ciertas limitaciones por las tecnologias empleadas. La dependencia de los
microarreglos significa que nuestro conocimiento actual esta sesgado hacia
mMiRNAs previamente caracterizados en otras patologias, dejando una brecha
significativa en la comprension del panorama completo del transcriptoma de
miRNAs en la quemadura (Liang et al., 2012). Si bien los estudios transcriptomicos
previos en cicatrizacion han proporcionado ideas valiosas, algunas de estas
aproximaciones se basan en modelos con limitaciones conocidas para capturar la
complejidad de una herida por quemadura. Por ejemplo, los cultivos celulares no
recrean el microambiente tisular de una quemadura en un modelo in vivo (Sarian
et al.,, 2023). Asimismo, los modelos de heridas artificiales, como el ensayo de
raspadura “scratch assay”, son ampliamente utilizados para evaluar la capacidad de

migracion celular. Sin embargo, no reproducen la complejidad del microambiente
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tisular de una quemadura ni reflejan la dinamica de un tejido vivo (Choudhary et al.,
2024).

En el Laboratorio de Tejido Conjuntivo del Instituto Nacional de Rehabilitacién “Luis
Guillermo Ibarra Ibarra” se ha utilizado un modelo murino de quemadura profunda
de segundo grado bajo condiciones experimentales controladas. Dicho modelo
reproduce caracteristicas histopatoldgicas incluyendo el dafio tisular en la epidermis
y dermis, asi como la desnaturalizacidon de proteinas de la matriz extracelular. Esta
aproximacion experimental resulta particularmente util para el estudio de las
quemaduras graves, pues permite recapitular de forma controlada la evolucion
temporal del proceso de cicatrizacién, el cual se organiza en fases definidas: una
fase inflamatoria (alrededor del dia 3 post-quemadura) caracterizada por un intenso
infiltrado celular; una fase proliferativa (dia 7) en la que se observa formacion de
tejido de granulacion y epitelizacion inicial; y una fase de remodelacion (dia 14)
asociada al establecimiento de un epitelio continuo y a la deposicion activa de

colageno (Gonzalez, 2017).

De manera vertical, en el laboratorio de tejido conjuntivo, se han desarrollado
investigaciones utilizando a la cepa Balb/c para implementar un modelo de lesion
cutanea, y estudiar el trasplante de piel de raton. En sus investigaciones son este
modelo, han evaluado la participacion de miRNAs como miR-31, miR-155 y miR-
221 en procesos de reparacion tisular, tales como la respuesta inflamatoria, la
activacion fibroblastica y la remodelacion de la matriz extracelular. Sus hallazgos
demuestran que la modulacion de miRNAs es un componente clave de la respuesta
bioldgica frente al dafio cutaneo severo, influyendo en una mejor integracién del

injerto de piel. (Mandujano-Tinoco et al., 2022).

La evidencia generada del modelo del injerto de piel evidencia como en otros
contextos de lesion cutanea los miRNAs son esenciales. Por lo que, en el modelo
murino de quemadura profunda de segundo grado, puede proporcionar un marco
controlado, temporal y espacial 6ptimo para el desarrollo de estudios

transcriptomicos, asociados a la reparacion tisular.
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En este sentido, resulta pertinente incorporar una aproximacion global que permita
caracterizar de manera amplia el repertorio de miRNAs implicados. La
secuenciacion de sRNA-seq es una tecnologia idonea para este propésito, ya que
permite identificar y cuantificar de manera global moléculas de RNA pequefios,
generalmente menores de 200 nucleétidos, entre los que se incluyen miRNAs,
siRNAs y snoRNAs. Como se mencion6é anteriormente, a diferencia de
metodologias convencionales como los microarreglos o la gqRT-PCR que dependen
de sondas predisefiadas y conocimiento previo de las secuencias, la sRNA-seq
permite detectar y cuantificar tanto miRNAs conocidos como nuevos, asi como
variantes de secuencia (isomiRs), proporcionando un panorama completo de la

expresion de RNA pequeios.

El flujo experimental de esta técnica (Figura 6) comprende la extraccion de RNA
total, preservando las fracciones pequenas, seguida de la preparacion de
bibliotecas mediante la ligacion de adaptadores en los extremos 3' y %', la
retrotranscripcion a DNA complementario (cDNA) y la amplificacion por PCR.
Posteriormente, las bibliotecas se secuencian en plataformas de alto rendimiento,
como lllumina, generando millones de lecturas cortas que representan los distintos
RNA pequerios presentes en la muestra. Finalmente, se realiza un procesamiento
bioinformatico de las lecturas para su filtrado, alineamiento y cuantificacién, lo que
permite determinar los niveles relativos de expresién y detectar miRNAs

previamente no anotados (Benesova et al., 2021)

Extraccion de Construccion Ventaias de la SRNA-
ARN pequefio de biblioteca CHiajas CeRaSRISA-SCY
» Alta sensibilidad y
' especificidad
» Analisis de todos los
s ] ) ARN pequenos conocidos
miRNAs y Nuevos
Secuenciacion de Anélisis » Utilidad en investigacion
alto rendimiento computacional biomedica y biologia
molecular

—
PR )%
~ASN-

Figura 6. Flujo de trabajo para la secuenciacién de RNAs pequefos (sRNA-seq).

Imagen creada a partir de (Benesova et al., 2021). Creada en BioRender.com
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3. JUSTIFICACION

El proceso de recuperacion por quemaduras profundas de segundo grado puede
prolongarse durante afos y generar complicaciones como la generacion de
cicatrices hipertroficas, afectando drasticamente la calidad de vida del paciente,
derivando en problemas psicoldgicos por la apariencia y fisicos, por la permanente
presencia de dolor, picazon y pérdida de morbilidad por contracturas. Aunque en
los ultimos afos se ha avanzado en la caracterizacion de ciertos miRNAs implicados
en procesos de cicatrizacion cutanea, los reportes enfocados especificamente en
gquemaduras profundas siguen siendo escasos y, en su mayoria, se han basado en
técnicas dirigidas como microarreglos o qRT-PCR, que limitan la deteccion a
mMiRNAs previamente conocidos. En este contexto, el uso de secuenciacion de
nueva generacion aplicada a un modelo murino de quemadura profunda de segundo
grado ofrece la posibilidad de identificar de manera global y no sesgada los cambios
en la expresion de miRNAs. Con ello, este proyecto busca contribuir a la
identificacion de biomarcadores clave en el proceso de cicatrizacion,
proporcionando conocimientos fundamentales para mejorar las aproximaciones de

gquemaduras de segundo grado profundo.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué grupos de miRNAs muestran un cambio en su expresion ante una quemadura
profunda de segundo grado en la piel y cual es su participacion en el proceso de

cicatrizacion de la herida?

5. HIPOTESIS

La quemadura profunda de segundo grado en un modelo murino producira cambios
en la expresion de miRNAs que se asocian con las fases de inflamacion,
proliferacion y remodelacién del proceso de cicatrizacion de heridas, observados a

través de analisis de expresion diferencial.



6. OBJETIVO GENERAL

Comparar el perfil de expresion global de miRNAs entre muestras de tejido sano y
aquellos que cursen con la cicatrizacion de quemaduras profundas de segundo

grado profundo en la piel.

6.1. Objetivos Particulares

e Caracterizar el perfil de expresion diferencial de miRNAs en la piel de ratones

con quemadura profunda de segundo grado a 1dpg.

e Identificar los mMRNAs blanco y las vias biologicas y/o funciones celulares
reguladas por los miRNAs que cambian su expresion en los ratones con

gquemadura de segundo grado profundo.

e Inferir el posible papel de los miRNAs en el proceso de cicatrizacion

7. METODOS

El presente proyecto de investigacion tuvo un disefio experimental y exploratorio.
Los datos para este proyecto derivaron de la aplicacion de un modelo murino de
quemadura profunda de segundo grado, previamente estandarizado y descrito en
el laboratorio de Tejido Conjuntivo del Instituto Nacional de Rehabilitacién, México
(INR) (Gonzalez, 2017). Se emplearon ratones hembra de la cepa Balb/c, en los
cuales se generaron quemaduras dorsolaterales bajo condiciones controladas. Se
recolectaron muestras de piel en dos condiciones experimentales: tejido sano
(control) y tejido quemado. Las biopsias se obtuvieron en 1 dia post-quemadura
(dpq) con el fin de analizar la expresion de los miRNAs en la fase mas aguda del

proceso cicatricial.

El RNA total, incluyendo fracciones pequefias, fue extraido de cada muestra para la
obtencion de perfiles de expresion de miRNAs. Posteriormente, se realizaron
analisis comparativos de expresion diferencial entre las muestras de piel sana y

aquellas afectadas por la quemadura.

No se administraron analgésicos en el periodo post-quemadura, debido a que la

inflamacion es una de las primeras respuestas tras el dafo por quemadura, y es



importante conocer la expresidon de los miRNAs sin modulacion farmacolégica. Se
ha reportado que los analgésicos de uso comun, como los antinflamatorios no
esteroideos (AINEs) y los opioides, alteran significativamente los procesos
inflamatorios y de cicatrizacion al inhibir vias clave como la ciclooxigenasa (COX) y
la liberacidon de citoquinas proinflamatorias(Langford et al., 2010) & (Danzi et al.,
2016).

Sin embargo, previo a la aceptacion del uso del modelo murino de quemadura
profunda de segundo grado, en el Laboratorio de Tejido Conjuntivo se evaluaron las
Escalas de Muescas de Dolor en el modelo murino. Esta practica evalua de manera
confiable los estados del dolor agudo mediante la observacion de cambios faciales.
Esta practica toma en cuenta criterios como presencia de signos de dolor severo,
postura encorvada, reduccion significativa de ingesta de alimento y agua (Langford
etal.,, 2010), asi como el peso y el tiempo de recuperacion (Gonzalez, 2017;
Rodriguez, 2023).

Los experimentos fueron aprobados por el Comité Interno para el cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR),
para el protocolo de registro 60-62, en apego a la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999.

7.1. Diseino Experimental

El disefio experimental (Figura 7) consiste el inducir la quemadura profunda de
segundo grado en modelo murino. A las 24 horas post-quemadura se obtienen las
muestras de tejido para la extraccion de RNA total enriquecido en fracciones de
RNAs pequenos. Posteriormente la Unidad de Secuenciacion de Alta tecnologia del
Instituto Nacional de Medicina gendmica (INMEGEN) realiza el procesamiento de
las muestras desde la evaluacion de calidad, construccion de bibliotecas gendmicas
y el proceso de la secuenciacién de sRNA. Los datos resultantes fueron analizados
mediante una suite de herramientas bioinformaticas para obtener una matriz de
conteo y otros analisis como el analisis de expresion diferencial y el analisis de
enriquecimiento. Por ultimo, se valido la expresién de alguno de los miRNAs de

interés bajo técnicas experimentales como la RT-gPCR.
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Figura 7. Esquema general del disefio experimental y analisis bioinformatico para el

estudio de los miRNAs en la cicatrizacion de quemaduras de piel.

7.2. Modelo Murino de quemadura y condiciones de manejo

Se utilizaron ratones hembra de la cepa Balb/c, de entre 6 a 8 semanas de edad y
un peso promedio de 25 gramos al momento del experimento. Los animales fueron
proporcionados el Dr. José Rene Escalona Mugica del laboratorio de Embriologia y
Genética de la Facultad de Medicina de la UNAM. Se mantuvieron en aclimatacion
en el laboratorio una semana antes de los experimentos, bajo condiciones
controladas de temperatura ambiente 22 °C, en cajas de policarbonato con cama
estéril, con acceso libre a alimento y agua, y ciclos de 12 x 12 horas de luz-

oscuridad.
Distribuciéon de los ratones

El disefio experimental contemplé distribuir a los animales en un grupo control
(ratones sanos, sin quemadura) y en grupo experimental (1 dpq) para secuenciaciéon
de miRNAs y validacion. Cada grupo incluyd un minimo de tres animales para

garantizar la representatividad de los datos.
Induccion de la quemadura profunda de segundo grado

Los animales fueron anestesiados por administracion combinada de xilacina (10 pl)
via intramuscular y Ketamina (10 pl) via intraperitoneal. Tras el efecto de la
anestesia, se procedid a rasurar la regiéon dorsolateral derecha del animal. La
gquemadura se indujo con un cautin previamente calentado a 95°C, el cual posee

una plancha metalica circular de superficie aproximada de 1.8 cm de diametro. Este
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se presiond por 2 segundos en el area rasurada del raton para inducir
especificamente la quemadura profunda de segundo grado (Gonzales, 2017). Esta

lesion representa aproximadamente el 8% de la superficie corporal total del raton.

Para el proceso de recuperacion los animales se mantuvieron en una temperatura
de 35-37°C para minimizar el riesgo de hipotermia. Después de la quemadura, los
animales se mantuvieron en cajas de policarbonato con cama limpia y estéril, con

acceso libre a alimento y agua, y ciclos de 12 x 12 horas de luz-oscuridad.

Modelo murino de quemadura de segundo grado profundo

dodelareaaq

Preparacion de los Anestesia
ratones

3 Control
3 Quemadura

— 510 oo Xilacina (Via I.P.) Ketamina (via L.M.) -
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Comité Interno para el cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL).
NOM-062-ZO0-1999.

Figura 8. Modelo Murino de Quemadura Profunda de segundo grado.

Procedimiento experimental de induccién de quemadura en ratones Balb/c y obtencién de

muestras a 1 dpq.

Eutanasias

En todos los grupos, los ratones fueron sometidos a eutanasia en el dia
correspondiente post-quemadura o controles (sin lesion), utilizando isoflurano como
anestésico. Tras el efecto de la analgesia, se empled la técnica de dislocacién

cervical, para inducir las eutanasias.
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7.3. Recoleccion y almacenamiento de muestras de piel.

Las muestras se obtuvieron bajo condiciones estériles, tras rasurar completamente
el area de interés para exponer el tejido y facilitar la biopsia. En los grupos
experimentales, el tamano de la biopsia (Figura 9) fue de 2cm de diametro
correspondiente a 1.8cm de diametro de la plancha del cautin, mas 2 mm tomados
del borde de la quemadura hacia la periferia, con el fin de abarcar las zonas de

Jackson (necrosis, estasis e hiperemia) (Hettiaratchy & Dziewulski, 2004).

Las biopsias de los grupos control (piel sana) se extrajeron con dimensiones

equivalentes a las de su homdlogo experimental.

Las muestras se obtuvieron con sacabocados metalicos inoxidables y material de
diseccién estéril, y se mantuvieron hidratadas en PBS 1X frio hasta eliminar el
exceso de tejido adiposo. Finalmente, fueron transferidas a buffer de lisis
(miRVana™ miRNA Isolation Kit, Ambion/Thermo Fisher Scientific) y almacenadas

en hielo hasta su procesamiento posterior.

. Necrosis
. Estasis

. Hiperemia
Epidermis

Figura 9. Zonas de Jackson en el modelo murino de quemadura profunda de segundo
grado.

Alaizquierda, imagen representativa de la lesién a las 24 hrs post-quemadura (1dpq) en la regién
dorso lateral derecha. En ella se delimitan las zonas de concéntricas definidas por Jackson (zona

de necrosis, estasis e Hiperemia). Ala derecha una imagen que esquematiza las mismas zonas.

7.4. Histologia de tejido con quemadura profunda de segundo grado.

Las biopsias cutaneas con quemadura profunda de segundo grado se fijaron en
Safefix Il (24 h, temperatura ambiente) para preservar la arquitectura tisular.
Posteriormente se sometieron a deshidratacion progresiva mediante alcohol etilico
en concentraciones de 50%, 70%, 85%, 96% y 100%, seguida de un proceso de



aclaramiento en xilol e inclusion en parafina fundida (60°C). De los bloques
obtenidos se realizaron cortes de 5 ym en microétomo rotatorio, montados en

portaobjetos y secados a 37 °C.

La tincidn histologica se llevo a cabo con el método convencional de Hematoxilina
y Eosina (H&E). Tras el desparafinado en xilol y rehidratacion a través de alcoholes
descendentes (100%, 96%, 70%) hasta agua, se aplicé hematoxilina de Harris para
la tincion nuclear y eosina acuosa como contraste citoplasmatico. Finalmente, los
tejidos se deshidrataron, aclararon nuevamente en xilol y se montaron

permanentemente con resina sintética (DPX) bajo cubreobjetos.

7.5. Extraccion de miRNAs

El proceso de extraccion de miRNAs se realizé a partir de las muestras de tejido
previamente recolectadas, utilizando 100-200 ng de tejido por muestra. Se empleo
el kit miRVana™ miRNA Isolation kit (Ambion/Thermo Fisher Scientific, Cat. No.
AM1560), siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando materiales libres de

RNAsas, guantes y superficies descontaminadas con RNaseZap ™.
Determinacion del peso del tejido

Los fragmentos de tejido fueron colocados en tubos gentleMACS™ previamente
pesados. Tras afnadir el tejido, se obtuvo el peso neto haciendo el calculo por
diferencia gravimétrica. Este ajuste permitié aplicar volumenes de reactivos

proporcionales a la masa del tejido.
Lisis y homogeneizacion

Cada muestra se suspendié en 1 ml de amortiguador de lisis y se disgrego utilizando
un disociador de tejidos GentleMACS, con el programa preconfigurado h-tumor-01
(duracién = 37 s, por 2 ciclos de disociacion) asegurando la completa ruptura celular.
El tampon de lisis promovidé la desnaturalizacion de proteinas y la liberacion de

acidos nucleicos.



Extraccion organica

Al homogenizado se le adicionaron 300 pl del aditivo de homogeneizacion
especifico para miRNA, para favorecer la preservacion de moléculas pequenas, y
se incubd la mezcla en hielo durante 10 minutos. Posteriormente, se agregd 1 ml de
acido-fenol: cloroformo, se dio vortex por 60 segundos y se centrifugd a 10,000 rpm
durante 13 minutos a temperatura ambiente. Esto para la separacién de las fases:
fase organica inferior rica en proteinas y lipidos, una interfase donde se concentran
restos de ADN y proteinas, y una fase acuosa superior que contiene el RNA. La fase
acuosa fue cuidadosamente transferida a un nuevo tubo, evitando arrastrar material

de la interfase.
Fijacion vy filtracion en columnas

A la fase acuosa se afadieron 500 pL de etanol absoluto a temperatura ambiente,
lo que facilita la union del RNA a la matriz de silica de los cartuchos de filtracion del
kit. La mezcla se aplico al cartucho y se centrifugé a 10,000 rpm durante 15
segundos, reteniendo los acidos nucleicos en la membrana de la columna y

descartando el sobrenadante.
Lavados de purificacion

Los cartuchos se sometieron a lavados sucesivos con las soluciones de limpieza
incluidas en el kit: primero 700 uL de solucién de lavado 1 y posteriormente dos
rondas con 500 uL de la solucién de lavado 2/3, cada una seguida de centrifugacion
a 10,000 rpm. Estos pasos eliminaron proteinas residuales, sales y otros
contaminantes. Un centrifugado adicional de 1 minuto a 10,000 rpm permitid

eliminar restos de etanol.
Elucion del RNA

El cartucho se transfirid a un tubo limpio y se adicionaron 100 uyL de agua libre de
nucleasas precalentada a 95 °C directamente sobre la membrana, con el fin de
liberar el RNA retenido. Tras centrifugacion a 1,000 rpom por 30 segundos, el RNA

purificado se recuperd y fue almacenado a —80 °C hasta su analisis posterior.



El RNA extraido se cuantific6 inmediatamente utilizando un espectrofotometro
NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). Se registraron los valores de
absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm para estimar la pureza del RNA,
considerando adecuados los valores cercanos a 2.0 y 2.2, respectivamente.

Posteriormente las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.

7.6. Secuenciacion de RNAs pequeios (sRNA-seq)

En colaboracion con la Unidad de Alta Tecnologia (UAT) de secuenciacion del
Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN), se procesaron las muestras
de RNA extraido para la construccion de bibliotecas y secuenciacion. Para la
evaluacion de la calidad, la UAT establecid como parametros de control la
concentracion de RNA (ng/ul), la cantidad total recuperada (ug) y el porcentaje de
fraccidn correspondiente a miRNAs. Solo aquellas muestras que cumplieron los
criterios establecidos fueron autorizadas para proceder a la construccion de
librerias.

Las bibliotecas de secuenciacion se construyeron utilizando el kit TruSeq Small RNA
Library Prep (lllumina); y la secuenciacion de RNA pequefio (sSRNA-seq) se llevo a
cabo en la plataforma de NextSeq 2000 Illumina con una configuracién Single-end
1x150 pares de bases (pb), con una profundidad de 12M de lecturas por muestra.
Al concluir la secuenciacion, se obtuvieron archivos de salida en formato Fastq que
contenian lecturas cortas representativas de los miRNas expresados en cada

muestra.

7.7. Procesamiento Bioinformatico de los datos de sRNA-seq

Se realiz6 el analisis de control de calidad de las secuencias mediante FastQC, El
parametro principal evaluado fue Per-base sequence quality, que reporta el score
de calidad Q (Phred) en cada posicion de la lectura. Los valores Q se interpretaron
segun la escala de Phred: Q=30 (calidad alta), Q=20-30 (calidad aceptable), Q<20
(calidad baja) (Andrews, 2010). Los archivos fastq que presentaron lecturas de baja
calidad (Phred < Q20), fueron filtrados con Cutadapt para eliminar adaptadores y
lecturas de baja calidad, garantizando las secuencias éptimas para los analisis

posteriores.



Posteriormente, en un gestor de entornos Conda con Python, se implemento la

herramienta bioinformatica miRge3.0, un pipeline que constituye una suite de

herramientas bioinformaticas para el analisis de datos de secuenciacién de RNA-

sea (Figura 10a) para la anotacion de RNAs pequeiios, en especificos los miRNAs.

Entre las funciones principales se incluyeron la evaluacion de la calidad de las

secuencias en formato Fastq, el recorte de adaptadores mediante Cutadapt, el

alineamiento contra genoma de referencia de Mus musculus (GRCm39) mediante

Bowtie2 y la anotacion de miRNAs utilizando la base de datos miRBase (Patil &

Halushka, 2021). Finalmente, se obtuvo la matriz de conteo de miRNAs para su

posterior analisis (Figura 10b).
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Figura 10. Pipeline bioinformatico y matriz de conteos generados por miRge3.0.

(a) Flujo de analisis de sRNA-Seq mediante miRge3.0, incluye control de calidad, recorte de

adaptadores, colapso de lecturas, alineamiento con Bowtie2 al genoma de referencia (GRCm39)

y anotacién de miRNAs utilizando miRBase. (b) Matriz de conteos de miRNAs obtenida a partir

de las lecturas mapeadas. Imagen modificada de (Patil & Halushka, 2021)

7.8. Analisis de la expresion diferencial

Los conteos de miRNAs obtenidos de la matriz fueron analizados para identificar

aquellos diferencialmente expresados entre el grupo control (tejido sano, extraido el
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mismo dia del muestreo; n=3) y el grupo experimental (1 dpq; n=3). El analisis se
llevd a cabo en el entorno de R utilizando el paquete edgeR del proyecto
Bioconductor, de acuerdo con lo descrito por Chen et al.(2024). Para ello, se aplicé
un modelo lineal generalizado (GLM) con una distribucion binomial negativa,
ajustando el analisis al método de cuasi-verosimilitud (QL). Este enfoque permitio
detectar con precision los miRNAs expresados diferencialmente entre ambos

grupos.

Con los resultados de expresién diferencial, los criterios aplicados para determinar

los miRNAs diferencialmente expresados fueron:

e FDR < 0.05 (ajuste por Benjamin-Hochberg).
e |Log2FC| = 1.5, correspondiente a un cambio de expresion de al menos ~2.8

veces entre grupos.

7.9. Analisis de Enriquecimiento Funcional

El analisis de enriquecimiento funcional se realizé con la plataforma DIANA-miRPath
v4.0, utilizando como entrada los miRNAs diferencialmente expresados obtenidos
en los analisis previos y seleccionando como organismo de referencia Mus
musculus (GRCm39). Esta herramienta integra tanto interacciones miRNA-mRNA
validadas experimentalmente (TarBase, miRTarBase, CLIP-seq) como interacciones
predichas in sillico mediante algoritmos bioinformaticos (TargetScan, DIANA-
microT-CDS). En este ultimo caso, la prediccion se basa en la complementariedad
de secuencias entre el mMiRNA y la region 3'UTR del mRNA, considerando ademas
la conservacion evolutiva , temperatura de fusion y la accesibilidad estructural del
sitio de union (Tastsoglou et al., 2023). De igual manera mediante las listas de genes
diana predichos, mediante miRPath se identificaron los procesos bioldgicos y vias
de senalizaciéon reguladas por los miRNAs seleccionados. La significancia de los
términos se evalué mediante pruebas de enriquecimiento y los valores de p se
ajustaron con el método de Benjamini-Hochberg, considerando como significativos

aquellos con un FDR < 0.05.



8. ANALISIS IN SILICO PARA COMPRENDER EL PAPEL DE LOS
MIRNAS EN LA CICATRIZACION DE QUEMADURAS DE PIEL.

Redes de interaccidn génica

Para comprender mejor las redes funcionales en las que participan los genes blanco
de los miRNAs de interés (mmu-miR-21a-3p, mmu-miR144-5p y mmu-miR223-5p),
se generaron redes de interaccion génica para comprender como podrian estarse
vinculado los genes blancos con otros genes y pudieran tener implicacion en el
proceso de cicatrizacion de heridas por quemaduras en piel. Primero, integramos
listas de genes diana de los miRNAs de interés en la plataforma GeneMANIA (Franz
etal., 2018). Esta herramienta pondera e integra datos gendmicos vy

transcriptomicos.

Los parametros de busqueda se configuraron para restringir los resultados
unicamente a interacciones respaldadas por evidencia experimental directa,

seleccionando las siguientes categorias de evidencia experimental:

« Interacciones Fisicas: (ej.. complejos proteicos, uniones confirmadas

por co-immunoprecipitation).

o Co-expresion: Perfiles de expresidn génica correlacionados a través de

multiples condiciones experimentales.

o Colocalizacion: Compartir la misma localizacién subcelular.

9. RESULTADOS

Este trabajo muestra los resultados obtenidos del analisis experimental y
bioinformatico realizado en muestras de piel de ratén de la cepa Balb/c de los grupos
control y experimental en ratones con dafio por quemadura profunda de segundo
grado. Como se menciona en metodologias, de las muestras de tejido se extrajo
RNA total y posteriormente se realizé una secuenciacion masiva de RNAs pequefios
(sRNA-seq) con el objetivo de identificar el perfil de expresiéon de miRNAs en una
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etapa aguda (24 hrs) después de que se genera el dafo por quemadura de segundo

grado profundo.
9.1. Quemadura profunda de segundo grado y definicién del area de estudio.

Para confirmar que la lesién generada correspondia a una quemadura profunda de
segundo grado, se realizaron cortes histologicos de la piel a las 24 hrs post-
quemadura y se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H&E). En la Figura 11 se muestra
un corte longitudinal representativo donde se observan las diferentes zonas de la
lesion por quemaduras descritas por Jackson (necrosis, estasis e hiperemia),

ademas de la piel sana adyacente como referencia de tejido no lesionado.

e Piel sana (S): Presenta una estructura estratificada y definida, con epidermis,
dermis e hipodermis intactas y sin dafio organizacional.

e Zona de hiperemia (H): La epidermis conserva su continuidad, pero pierde
la estructura de las invaginaciones caracteristicas. La dermis aparece
ligeramente engrosada pero los anexos cutaneos se observan intactos.

e Zona de estasis (E): Se observa la pérdida de integridad tisular en la
epidermis, degeneracion de anexos cutaneos y signos de alteraciéon de la
matriz extracelular en la dermis.

e Zonade necrosis (N): Se observa una completa destruccion de la epidermis.
La arquitectura dermal estd completamente desorganizada, se observa la
desnaturalizacidon de proteinas colagenas y degeneracion de anexos
cutaneos, pero la hipodermis se muestra intacta, lo que confirma la

profundidad de la lesion.

Con base en estos hallazgos, se definieron las areas de necrosis, estasis e

hiperemia para la posterior extracciéon de RNA y secuenciacion de miRNAs (sRNA-

seq)
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Figura 11. Histologia de raton con quemadura profunda de segundo grado.
Corte histolégico longitudinal de piel de ratdon con quemadura profunda de segundo grado a 1dpq,
tefiido con H&E, (500 ym de escala). Se aprecian las zonas concéntricas de la quemadura
definidas por Jackson: N (necrosis), E (estasis), H (hiperemia) y S (piel sana adyacente). La
figura geométrica indica que el mayor dano tras la quemadura se da en la necrosis y disminuye

hacia estasis.

9.2. Aislamiento y secuenciacion de miRNAs de piel de ratén con y sin

quemadura profunda de segundo grado.

Tras la obtencidn de las muestras de tejido, se procedié a la extraccion de RNA total,
enriqueciendo la fraccion de RNAs pequeinos, como se describe en metodologias.
En la tabla 2, se muestran los valores de concentracion, volumen y porcentaje
relativo de miRNAs obtenidos en 3 muestras independientes de piel no quemada
(control) y 3 muestras independientes de piel con quemadura profunda de segundo
grado a 1 dpq (experimental). Todas las muestras mostraron un porcentaje de
miRNAs entre el 30% y el 52%, cumpliendo asi con el criterio de calidad minimo
establecido (= 30%) para ser consideradas aptas para la construccion de bibliotecas

de secuenciacion.

Tabla 2. Control de calidad de RNA total enriquecido en RNAs pequeiios.

ID de la Volumen Concentracién Cantidad . Apto para
muestra  C'P°  Final (uL) (ngiuL) total (ug) emiRNA bi‘::olio?:ca
SANO1 Sano 15 231 3.47 A58 Si
SANO2 Sano 15 441.5 B.62 35% Si
SANQO3 Sano 15 310.2 4,65 30% Si
QX1 Quemado 15 123 1.85 35% Si
QX2 Quemado 15 704 10.56 4955 Si
QX3 Quemado 15 159.8 2.4 52% Si

Se muestran los valores de volumen final, concentracién, cantidad total y porcentaje relativo de
miRNAs obtenidos tras extraccion y analisis con Agilent Bioanalyzer 2100/TapeStation (Small
RNA kit). Las muestras con 230% de miRNAs fueron consideradas aptas para la construccion de
bibliotecas de secuenciacion, resultando 6 muestras aceptadas en total.
La presencia de miRNAs en las muestras extraidas se evalué mediante analisis de
electroforesis en chip. Los electroferogramas obtenidos mostraron multiples picos
distribuidos entre 20 y 100 nucledtidos (nt), cuya abundancia relativa se reflejoé en
la intensidad de fluorescencia (FU). Dentro de este rango, la fraccion de 20 a 40 nt
correspondié a miRNAs, con un 30-45% en las muestras de piel sana y un 35-52%
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en las muestras de piel quemada a 1 dpqg. Ademas, se detectaron sefiales en
regiones mayores a 60 nt, atribuibles a otras especies de RNA pequefio, como
tRNAs o fragmentos de rRNA, lo que indicé diferencias en la composicion global de
RNA entre condiciones. Adicionalmente, se distinguieron picos en regiones mayores
a 60 nt atribuibles a otras especies de RNA pequefio, como tRNAs o fragmentos de
rRNA, lo que sugirié diferencias en la composicion global de RNA entre las

condiciones. En la Figura 12 se muestra un ferograma representativo de cada

condicion.
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45% miRNA; Concentracion: 17800.50... 35% miRNA; Concentracion: 708789.70 ...
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Figura 12. Electroferogramas de RNA total enriquecido en RNAs pequenos.
Perfiles representativos de piel sana (SAN0O1) y quemada (QX1, 1 dpq). Los picos entre 20 y 40

(nt) correspondieron a miRNAs, con un 45% y 35% de abundancia relativa (FU),

Posteriormente, se evalud la calidad de las librerias de secuenciacion a partir de
parametros como la concentracion, el tamano promedio de los fragmentos y la
molaridad. En la Tabla 3 se muestran los valores obtenidos, donde se observa que
todas las librerias presentaron un tamafno constante de 150 pb, correspondiente al
esperado tras la adicion de adaptadores. Aunque las concentraciones y molaridades
variaron entre muestras (1.1—-4.5 ng/uL y 14-182 nM, respectivamente), todas
fueron consideradas aptas para su secuenciacion.

Tabla 3. Control de calidad de las bibliotecas de secuenciacion
Concentracion Tamaiio

Muestra (ng/uL) promedio (pb) Molaridad (nM) Evaluacion
SANO1 1.1 150 14 Apta
SANO2 3.8 150 172 Apta
SANO3 3.2 150 157 Apta
QX1 2.03 150 83 Apta
QX2 4.5 150 182 Apta

QX3 4.4 150 178 Apta
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Valores de concentraciéon, tamano promedio y molaridad de cada muestra evaluada para
determinar su aptitud de secuenciacion.

En la Figura 13 se muestran los electroferogramas obtenidos con la plataforma
TapeStation 4200 (Agilent) para verificar la calidad de las librerias preparadas para
secuenciacion. Cada trazo corresponde a una libreria individual; EI 1 es el ladder
electronico usado para la calibracion de tamafo. El eje X indica el tamafio en pares
de bases (pb) y el eje Y la intensidad de fluorescencia normalizada (FU). Todas las
librerias presentaron un perfil limpio con un unico pico centrado alrededor de 150

pb, consistente con el tamafo esperado tras la adicion de adaptadores.
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Figura 13. Electroferogramas del control de calidad de librerias de small RNA.
Se muestran seis librerias (A1—F1) y el Ladder electrénico (EL1). Los perfiles exhibieron un unico
pico en ~150 pb (X = tamafio [pb]; Y = FU normalizada), tamafio esperado tras la preparacion de

librerias, por lo que se consideraron aptas para secuenciacion.

Una vez que las bibliotecas de secuenciacion pasaron los filtros de control de
calidad, se realizé la secuenciacion en la plataforma NextSeq (lllumina), como se

describe en la seccion de metodologias.

9.3. Analisis bioinformatico para la cuantificacion e identificacion del perfil de
miRNAs en piel de ratén con y sin quemadura profunda de segundo grado.
Control de calidad de las lecturas de secuenciacion

Las lecturas crudas (Figura 14) presentaron una disminucién marcada en la calidad

hacia el extremo 3' tanto en el grupo sano (a) como en el grupo con quemadura (c),



con valores de Phred inferiores a Q20, indicativos de la presencia de adaptadores
y bases de baja calidad. Después del filtrado con Cutadapt, los perfiles de calidad

mejoraron en ambos grupos (b, d).
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Figura 14. Perfiles de calidad de las lecturas Fastq antes y después del filtrado.

El recorte con Cutadapt mejor6 la calidad general y eliminé adaptadores.

Los archivos Fastq obtenidos se procesaron mediante el pipeline miRge3.0,
utilizando el genoma de referencia del raton (GRCm39). Como salida principal, este
analisis generd una matriz de conteos crudos (no normalizados), que contiene el

numero de lecturas asignadas a cada miRNA en todas las muestras.

En la Tabla 4 se muestra un fragmento representativo de dicha matriz. La primera
columna lista los identificadores de miRNAs, mientras que las columnas siguientes

corresponden a cada muestra (tfres con quemadura: QX1, QX2, QX3; y tres
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controles: SANO1, SANO2, SANO3). Los valores reflejan el numero de lecturas
mapeadas a cada miRNA, lo cual representa su nivel de expresion antes de aplicar

cualquier proceso de normalizacion.

Tabla 4. Fragmento representativo de la matriz de concepto generada con

miRge3.0.

miRNA Qaxi1 Qx2 QX3 SANO1 SANO2 SANO3
mmu-let-7a-1-3p/7c-2-3p 208 99 277 37 485 735
mmu-let-7a-2-3p 0 0 2 0 0 7
mmu-let-7a-5p 18508 16827 27615 7613 28306 62029
mmu-let-7b-3p 0 0 0 0 0 0
mmu-let-7b-5p 12431 8546 26451 4171 22211 70242
mmu-let-7¢c-1-3p 16 10 15 3 25 48
mmu-let-7c-5p 62698 54565 134327 23844 93116 273323
mmu-let-7d-3p 174 217 383 78 624 1509
mmu-let-7d-5p 1688 1035 2034 338 2387 6256
mmu-let-7e-3p 22 6 17 0 A7 73
mmu-let-7e-5p/ 7k 1952 1498 2180 650 2691 6136
mmu-let-7f-1-3p 0 0 0 0 0 0
mmu-let-7f-2-3p 0 0 0 0 0 0
mmu-let-7f-5p 68962 58437 98678 22199 67345 156483
mmu-let-7g-3p 0 8 0 0 25 0
mmu-let-7g-5p 7400 4883 10795 1565 7918 17290

Se muestran los niveles de cuantificacion para distintos miembros de las familias de los miRNAS.

La matriz de conteo fue procesada con el paquete EdgeR de Bioconductor para el
analisis gendmico. Se identificaron nueve miRNAs con expresion diferencial
significativa entre los grupos de ratones sanos y quemados, aplicando como

criterios de seleccion un valor de FDR < 0.05 y un |Log2FC| = 1.5.

En la Figura 15, se muestra el heatmap generado a partir de los valores de expresion
normalizados de estos miRNAs, lo cual permite visualizar patrones de agrupamiento
entre las muestras. Se observa una clara separacion entre los grupos, donde las
muestras con quemadura (QX) presentan una sobreexpresion consistente (colores
rojos) en comparacion con los controles sanos (colores verdes), evidenciando un
perfil de expresion diferencial robusto y concordante con los criterios estadisticos

aplicados.
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Figura 15. Heatmap de los miRNAs diferencialmente expresados entre piel sana y piel con
quemadura. Se muestran los miRNAs con mayor diferencia de expresion entre los grupos. El
color rojo indica mayor expresion relativa y el verde menor expresiéon. Las columnas
corresponden a muestras individuales (3 controles sanos y 3 con quemadura); las filas

representan cada miRNA.

Se construyd un volcano plot para representar graficamente la relacion entre la
magnitud del cambio en la expresion (log2 Fold Change) entre las condiciones de
grupo experimental y grupo control y la significancia estadistica (-log10 del valor de
FDR) de cada miRNA identificado (Figura 16). En la figura se observan en color rojo
los 9 miRNAs significativamente sobreexpresados en las muestras con quemadura
profunda de segundo grado, de acuerdo con los criterios estadisticos establecidos
(JLog2FC| =2 1.5y FDR < 0.05). No se identificaron miRNAs subexpresados de forma
significativa en el grupo tratado. Los miRNAs diferencialmente expresados son:
mmu-miR-21a-3p, mmu-miR-142a-3p, mmu-miR-142a-5p, mmu-miR-223-3p, mmu-
miR-223-5p, mmu-miR-340-5p, mmu-miR-144-5p, mmu-miR-132-3p y mmu-miR-
34c-5p.
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Figura 16. Volcano plot de miRNAs diferencialmente expresados entre piel quemada y
control. Los puntos rojos indican miRNAs con expresion significativa (FDR < 0.05; |log2FC| 2
1.5).

9.4. Analisis de enriquecimiento funcional e interaccién con genes diana de
los miRNAs diferencialmente expresados en piel con quemadura profunda de

segundo grado.

Se selecciond la lista de los 9 miRNAs con cambio de expresion diferencial y se
predijeron sus genes diana mediante la integracién de la plataforma DIANA-
miRPath v4.0. Para los analisis de enriquecimiento funcional se utilizaron
anotaciones de Gene Ontology (GO) y KEGG pathways, aplicando criterios
estadisticos de enriquecimiento por FDR< 0.05. El analisis de enriquecimiento

funcional de los genes diana de los nueve miRNAs diferencialmente expresados
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Via molecular

mostro un total de 25 vias de sefializacidn significativamente enriquecidas (FDR <
0.05).

Estas vias se agruparon en categorias funcionales relacionadas con procesos clave
de cicatrizacion, incluyendo inflamacién (ej. NF-kB, diferenciacion de linfocitos
Th1/Th2), proliferacion celular (ej. PI3K-AKT, mTOR), migracion (ej. regulacion del
citoesqueleto de actina, adhesion focal), asi como estructura tisular y remodelacion

de matriz extracelular.

En conjunto, nuestros resultados evidencian que los miRNAs diferencialmente
expresados tras la quemadura pueden tener un papel potencial en multiples fases
del proceso reparativo, desde la respuesta inflamatoria inicial hasta la proliferacion

celular y la reorganizacion estructural de la piel.
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Figura 17. Enriquecimiento funcional de genes diana de miRNAs diferencialmente
expresados. El analisis de realizé mediante miRPath V4.0, se bas6 en prediccion de genes
blanco y determinacién de vias y procesos asociados a la cicatrizacion de heridas. EIl grafico
muestra las principales vias de sefializacién enriquecidas clasificadas por grupos funcionales

(color) segun la cantidad de genes implicados.
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Con el objetivo de visualizar el grado de regulacion que ejercen los miRNAs
diferencialmente expresados sobre los genes diana previamente identificados en
los analisis de enriquecimiento, se construyeron redes de interaccion en Cytoscape.
Estas redes permitieron observar qué tan conectado estd cada miRNA vy, en

consecuencia, qué tan central podria ser en la regulacion génica.

En la Figura 18 se aprecia un ejemplo de la red asociada a la via de NF-KB,
relacionada a la inflamacién. En esta red los nodos azules representan los miRNAs
diferencialmente expresados, mientras que los nodos naranjas corresponden a los
genes diana. Los miRNAs forman interacciones con multiples genes diana,
destacando algunos miRNAs como mmu-miR-21a-3p, mmu-miR-223-5p y mmu-
miR-144-5p, que aparecen asociados a un mayor numero de genes en comparacion
con otros. Esta alta conectividad los posiciona como nodos centrales dentro de la

red, lo que sugiere que tienen un potencial regulador mas amplio.

De forma similar, en la Figura 19 se muestra la red de interaccion asociada a
procesos de cicatrizacion de heridas. En este caso, los nodos de color violeta
representan a los miRNAs y los nodos verdes a los genes diana implicados en
dichas funciones. Se observa que la organizacién de la red coloca nuevamente a
los mismos tres miRNAs mencionados en la anterior red, como nodos centrales,
regulando la mayoria de los grupos de genes asociados a procesos de cicatrizacion.
La distribucion de los nodos alrededor de estos miRNAs refuerza la idea de que
actuan como reguladores clave frente a la quemadura, al estar vinculados con un

mayor numero de interacciones.

En conjunto, el analisis de redes no solo permiti6 confirmar la conectividad
diferencial de los miRNAs seleccionados, sino también priorizar a aquellos que
podrian tener mayor impacto en el control de la expresidn génica durante el proceso

de cicatrizacion.



Figura 18. Red de interaccion miRNA-gen para gas asociados a la via de NF-Kg.

Los miRNAs diferencialmente expresados (nodos azules oscuro) regulan multiples genes diana
(naranja), segun la prediccion de los analisis de enriquecimiento funcional en la via de NF-Kf

asociada a la inflamacion.
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Figura 19. Red de interacciéon miRNA-gen para genes asociados a procesos relacionados
con la reparacion de heridas.

Los miRNAs diferencialmente expresados (nodos violetas oscuro) regulan multiples genes diana
(verdes), segun la prediccion de los analisis de enriquecimiento funcional en Gen ontology (GO)

para procesos de reparacion de heridas.
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Interaccion entre genes blanco y miRNAs en redes funcionales
para complementar las redes de interaccion, se realizoé un analisis de solapamiento
entre genes diana y miRNAs mediante representaciones tipo UpSet plot (Figuras 20
y 21). Estos graficos permitieron cuantificar de manera precisa cuantos genes son
regulados de forma exclusiva por un solo miRNA y cuantos son compartidos por

multiples miRNAs dentro de cada red analizada.

En el UpSet plot de la red de NF-kB (Figura 19) se observé que varios genes diana
son regulados simultaneamente por mas de un miRNA, destacando mmu-miR-21a-
3p, mmu-miR-223-5p y mmu-miR-144-5p como los principales reguladores con el
mayor numero de genes asociados. De forma similar, en el UpSet plot
correspondiente a procesos de reparacion de heridas (Figura 20), estos mismos
miRNAs mostraron un patron consistente de regulacion sobre multiples genes,

reforzando su papel como nodos centrales dentro de las redes funcionales.

Estos resultados complementan la evidencia mostrada en las redes de Cytoscape,
confirmando que ciertos miRNAs no solo regulan un numero elevado de genes, sino
que también comparten dianas clave, lo que sugiere un efecto coordinado en vias

bioldgicas relacionadas con reparacion tisular.
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Figura 20. UpSet plot de la red asociada a la via de NF-kB, mostrando la distribucién de
genes diana regulados individualmente o de forma compartida por los miRNAs

diferencialmente expresados.
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Figura 21. UpSet plot de procesos relacionados con la reparaciéon de heridas, indicando

los genes diana regulados por uno o multiples miRNAs seleccionados.

9.5. Seleccion de miRNAs candidatos para su posible validaciéon y analisis in
sillico.

Con base en los resultados obtenidos, se implementd un sistema de puntuacion
integral que permitio priorizar los miRNAs con mayor potencial de interés biolégico
y técnico. La estrategia considerd criterios de significancia estadistica (FDR),
magnitud de cambio de expresion (Log2FC), capacidad predictiva en términos de

numero de genes/vias reguladas, expresion absoluta y viabilidad técnica.

En la Tabla 5, se observa que los miRNAs mmu-miR-21a-3p, mmu-miR-144-5p y
mmu-miR-223-5p alcanzaron la puntuacién maxima (9/10), por lo que fueron
seleccionados para los analisis posteriores. Su eleccion se respalda en que,
ademas de mostrar valores robustos de FDR y Log2FC, fueron identificados como
posibles nodos centrales en la regulacion de multiples genes implicados en al
menos 26 vias funcionales relevantes asociadas a inflamacion, migracién celular,

proliferacion y cicatrizacion tisular.

Tabla 5. Sistema de puntuacion integral para priorizar miRNAs
diferencialmente expresados en piel con quemadura profunda de segundo

grado.



Cambio de

Significancia Capacidad Expresion Viabilidad

_iena|p Estadistica EEﬁ;?FIE? Predictiva Absoluta  Técnica 5;',;";3;“'
(DFR) (Max. 3 (Max. 3 (Max. 2 (Max. 1 (Max. 1 puntos)
puntos) ] puntos) punto) punto)

Tty 3 3 1 0 1 8
;Z_‘é'pmm' 3 3 2 0 1 9
Py 2 3 1 1 1 8
. ;“m' 2 3 2 1 1 9
o ;“m' 2 3 2 1 1 9
ﬂ”é'::;‘f 2 3 1 1 1 8
TB”E"?B'S“R' 2 3 1 0 1 7
gl”;f'ﬁ';"m' 2 2 1 1 1 7
SLHS-UETR- 3 2 1 1 1 ;

9.6. Analisis in sillico para determinar el papel de los miRNAs en el proceso

de cicatrizacion por quemaduras profundas de segundo grado en la piel.

Identificacion de redes de interaccion génica

Una vez definidos los miRNAs de interés (miR-21a-3p, miR-144-5p y miR-223-5p),
se construyeron redes de interaccion génica empleando la plataforma GeneMANIA,
integrando los genes diana predichos con datos de genes con evidencia

experimental basados en co-expresién, interacciones fisicas y co-localizacion.

En la Figura 22a, se observa la red global generada, que refleja la complejidad de
las interacciones moleculares asociadas. Posteriormente, se generaron
subconjuntos de genes para cada miRNA: en el caso de mmu-miR-21a-3p (Figura
22b), mmu-miR-144-5p (Figura 22c) y mmu-miR-223-5p (Figura 22d). Para cada
uno se identificaron alrededor de 20 genes adicionales (etiquetados como genes
reguladores o interactuantes), que no estaban en la lista inicial de genes diana, pero

que fueron conectados en la red por relaciones de homologia funcional.

Estos resultados permitieron visualizar como los genes diana, no trabajan de
manera aislada, sino que, también se encuentra en el centro de mddulos de
interaccidon mas amplios, donde es probable saber la participacion de mas genes

que comparten cierta homologia funcional, y que también pueden estar implicados
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al proceso de cicatrizacion en la piel, como respuesta al momento de recibir la

quemadura. R Y, GENEMANIA
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Figura 22. Redes de interaccion génica generadas en GeneMANIA. (a) Red global de
interacciones, (b) genes diana y reguladores asociados a miR-21a-3p, (c) miR-144-5p y (d) miR-
223-5p.

Filtrado por relevancia biolégica identifica 25 genes centrales enriquecidos en

procesos clave de la cicatrizacion.

Para determinar la relevancia funcional de los 60 genes centrales identificados en
la red de interaccion génica, se realizé un analisis de enriquecimiento funcional
individual y una revision exhaustiva de la literatura en bases como Ensembl, MGl y
NCBI.

El filtrado permitié priorizar un conjunto de 25 genes con evidencia sélida en
procesos asociados al proceso de reparacion tisular. Como se observa en el dot plot
de enriquecimiento funcional (Figura 23), estos genes se distribuyen principalmente

en categorias de procesos bioldgicos relacionados con:
« Proliferacién y migracién celular
e Respuesta inflamatoria

e Angiogénesis.




¢ Remodelacion de matriz extracelular

De manera destacada, RASA1 y RAB35 emergieron como genes prioritarios, con

amplia evidencia de participacion en proliferacion, migracion y angiogénesis.
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Figura 23. Enriquecimiento funcional de los genes implicados en procesos de

cicatrizacion de heridas.

Genes asociados a procesos biolégicos clave en la cicatrizacion de heridas; el color y tamafio

indica la intensidad de la relacion funcional.

Validacion de la interaccion entre genes reguladores y genes diana.

Con el fin de integrar la relaciéon funcional entre los miRNAs candidatos, sus genes
diana y los genes reguladores identificados en la red de GeneMANIA con funcion
relacionada a procesos de cicatrizacion de heridas (Figura 23), se realiz6é un analisis
combinado que incorporo: (1) la fuerza de la inhibicion mMiRNA-mRNA a través del
Context++ score de TargetScan y (Il) la evidencia de interaccién proteina—proteina

(gen diana — gen regulador) predicha en STRING.

En la Figura 24, se representan en la parte inferior horizontal los genes diana de los
tres miRNAs candidatos (miR-21a-3p, miR-144-5p y miR-223-5p), junto con su valor
de Context++ score (ubicado de manera vertical), donde valores mas negativos
reflejan una mayor probabilidad de represion eficiente. Los colores permiten

identificar a qué miRNA corresponde cada gen diana. Asimismo, se destacan genes

—_—
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reguladores (ej. RASA1, Rab35, HDAC6) que presentan interacciones
experimentales con los genes diana. Por ejemplo, el gen regulador RASA1, uno de
los genes reguladores priorizados en el enriquecimiento, interactua directamente
con Arhgap35, gen diana del miR-21a-3p, que ademas presenta uno de los valores

mas negativos de Context++ score (= —0.6).
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Figura 24. Integracién de la regulacién miRNA-mRNA con interacciones proteina—proteina.

Conservacion traslacional: Identificacién de dianas regulatorias conservadas entre

ratébn y humano.

Se realizé un analisis comparativo entre ratén (Mus musculus) y humano (Homo
sapiens) con bases de datos como TargetScan y miRDB, para identificar genes

diana ortélogos.

El andlisis confirmé (Figura 25) que los miRNAs humanos hsa-miR-21-3p y hsa-
miR-223-5p regulan un conjunto de genes diana con un Context++ Score negativo,
lo que indica una represion post-transcripcional eficiente. Entre los genes regulados
se identificaron GABPA, GUCY1A2, ARHGAP35 y SRSF1, los cuales presentan
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represion conservada tanto en humano como en raton mmu-miR-21a-3p y mmu-
miR-223-5p.

La comparacion directa evidencié que estas interacciones son ortoldgicamente
conservadas en ambas especies, manteniendo la regulacién por los mismos
miRNAs (Figura 25). Este hallazgo refuerza la hipétesis de que los mecanismos
regulatorios observados en el modelo murino podrian ser extrapolables a humanos,
lo que consolida el potencial de miR-21a-3p y miR-223-5p como biomarcadores o

dianas terapéuticas con relevancia clinica.
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Figura 25. Regulacion conservada de genes diana por hsa-miR-21-3p y hsa-miR-223-5p en

humano. El eje Y muestra el Context++ Score (mas negativo = mayor represion).
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Figura 26. Conservacion ortéloga de interacciones miRNA—gen entre raton y humano. Se
muestran los genes GABPA, GUCY1A2, ARHGAP35 y SRSF1 como dianas comunes
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El analisis de interacciones génicas mostro6 que ARHGAP35 (p190-RhoGAP)
presenta una posible asociacion funcional con RASA1 (p120-RasGAP), mediada
por los dominios SH2/SH3 de RASA1 y motivos ricos en prolina presentes en
ARHGAPS35. Esta relacion sugiere una coordinacion entre las rutas RAS/PI3K-AKT
y RHOA/ROCK, integrando sefiales relacionadas con la proliferacion y la migracion

celular.

A partir de esta relacién funcional, se construy6 un esquema integrador con el fin de
representar graficamente una propuesta de interaccion entre miR-21a-3p y su gen
diana ARHGAP35, asi como las implicaciones de su represion sobre la via de
senalizacion RhoA-ROCK regulada por ARHGAP35 (Figura 26). En el modelo, la
unién de miR-21a-3p al ARNm de ARHGAP35 se asocia con la inhibiciéon de su
expresion, lo que favoreceria la activacion de RhoA y, en consecuencia, la de sus
efectores ROCK1/2. La activaciéon de ROCK1/2 podria tener efectos importantes en
la migracion, contraccién y remodelacion del citoesqueleto, a través de distintos

efectores como se muestra en el esquema.
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Figura 27. Esquema de la interaccion miR-21a-3p—ARHGAP35 y su conexién con la via
RhoA-ROCK. El modelo resume la represion de ARHGAP35 por miR-21a-3p y su relacién con
la activacion de RhoA y ROCK1/2, vinculados a procesos de remodelacién del citoesqueleto y

migracion celular.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Las quemaduras profundas de segundo grado representan una lesion clinicamente
relevante impactando significativamente la mortalidad y la morbilidad del paciente.
Las respuestas de estrés sistémicas y locales, como la hipovolemia, el
hipermetabolismo y la susceptibilidad a infecciones, contribuyen a la disfuncion
organica y aumentan el riesgo de muerte. Incluso cuando se logra la supervivencia,
es muy frecuente la formacion de cicatrices hipertréficas que afectan la morbilidad
y estética del paciente (Milner, 2023). Se ha descrito que la reparacion de la piel
depende en gran medida de la integridad de la dermis papilar y reticular, ya que a
este nivel estan presentes la mayoria de las células y apéndices necesarios para la
reepitelizacion (Rippa et al., 2019). Actualmente los tratamientos terapéuticos mas
utilizados son la escision quirurgica y el injerto de piel, sin embargo, su eficacia
puede llegar a ser limitada (Jeschke et al., 2020). Por lo anterior, es imperativo
seguir comprendiendo los mecanismos celulares y moleculares del proceso de
cicatrizacion de heridas por quemaduras profundas, para brindar mas estrategias

terapéuticas.

Como se ha mencionado anteriormente, se sabe que el proceso de cicatrizacion en
quemaduras esta orquestado por moléculas que envian sefales quimicas y
mecanicas que guian el comportamiento de las células para que realicen la
reparacion (Pefia & Martin, 2024). Entre estas, los miRNAs han cobrado relevancia
por ser reguladores de la expresion génica. Diversos estudios han demostrado que
su papel es crucial en la cicatrizacion de heridas cutaneas, y su desregulacion se
ha asociado con resultados deficientes en la reparacion (Banerjee & Sen, 2015). Sin
embargo, en el contexto de las quemaduras profundas, la mayoria de las
investigaciones se centran en biopsias resecables obtenidas en etapas tardias, lo

que omite la exploracion del panorama post-lesion temprana.

En este estudio, se realizé secuenciacién de sRNA-seq, especificamente de los
MiRNAs presentes en muestras de tejido obtenidas de un modelo murino de

quemadura profunda de segundo grado, con el objetivo de caracterizar los perfiles
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globales de expresién durante la fase aguda de la lesion. Los resultados obtenidos
permitieron integrar los datos de expresion de miRNAs con el enriquecimiento de
vias y modelado de redes, como una aproximacion para explicar su contribucion en

la regulacién del proceso de cicatrizacion.

La correcta induccion de la quemadura en el modelo murino se verificé mediante
analisis histologico con tincidn de hematoxilina y eosina (H&E). En los cortes
obtenidos se observé una marcada desorganizacion tisular tanto en la epidermis
como en la dermis papilar y reticular. Ademas, fue posible delimitar regiones
concéntricas correspondientes a las tres zonas descritas clasicamente por Jackson:
necrosis, estasis e hiperemia, las cuales presentaron caracteristicas distintivas
como regiones necroticas, desnaturalizacion de proteinas colagenas, degeneracion
de anexos cutaneos, dafio en las invaginaciones epiteliales y engrosamiento

dérmico.

Estas observaciones son consistentes con lo reportado en otros modelos
experimentales. Por ejemplo, Medina et al.,(2018) desarrollaron un modelo de
gquemadura profunda de segundo grado en ratones C57BL/6 mediante escaldadura
con agua a 54 °C durante 20 s, en el cual detectaron una extensa desnaturalizacién
del colageno y apoptosis celular, evidenciada a través de tinciones con H&E,
Masson y TUNEL. De forma similar, Zhang et al., (2014) indujeron quemaduras de
la misma clasificacion en ratones BALB/c mediante exposiciéon a vapor a 98 °C
durante 4 s, reportando necrosis parcial, desorganizacion estructural de la dermis y

epidermis, asi como desnaturalizacion de la colagena.

La correcta confirmacion histolégica de la lesion generada en este trabajo otorgd
validez al modelo experimental, garantizando la fiabilidad de los analisis

moleculares posteriores.

Para la secuenciacion de miRNAs, se extrajeron muestras que incluyen el tejido
correspondiente a las zonas de necrosis, estasis e hiperemia, debido a que cada
una presenta un microambiente bioldgico distinto que permite capturar un panorama

mas amplio de los miRNAs involucrados en la respuesta temprana al dafo térmico.



Previo a la secuenciacion, la calidad del material genético se verifico en dos etapas
esenciales: la extraccion de ARN y la preparacion de las bibliotecas de
secuenciacion. La utilizacion del kit miRVana™ permiti6 un enriquecimiento
eficiente de la fraccion de miRNAs, alcanzando valores entre 30 % y 52 % del ARN
total. Este rendimiento concuerda con un estudio de Brown et al., (2018), donde
evaluaron sistémicamente cinco métodos de extraccion en multiples tejidos
murinos, identificando que miRVaba produjo los mayores porcentajes de miRNAs
en relacion al RNA total, alcanzando valores entre 17.55% y 27.39% en higado y
pulmén, superando a otros kits comerciales, como miRNeasy (QIAGEN), que
habitualmente logran rendimientos inferiores al 20%. Si bien Brown et al., (2018) no
incluyeron tejido cutaneo en su analisis, los principios técnicos que subyacen a la

superioridad de miRVana son aplicables a muestras de piel.

Considerando que el tejido cutaneo, especialmente en areas con quemaduras,
presenta desafios técnicos, por ejemplo, en zonas de estasis, donde aun persisten
células viables bajo condiciones de estrés por la inflamacion activa, la liberacién
activa de RNAsas endogenas, puede incrementar la susceptibilidad del RNA a la
degradacion. Ademas, la matriz extracelular colagénica y parcialmente
desnaturalizada dificulta la disgregacion mecanica del tejido, por otro lado, retirar de
manera 6ptima el tejido adiposo de la hipodermis puede demorar los tiempos vitales
para tener la muestra de tejido en 6ptimas condiciones y puede interferir en una fase

de purificacién correcta (Medina et al., 2018).

Por lo anterior, la seleccion de miRVana representd una eleccién metodoldgica
correcta para garantizar la integridad y representatividad de nuestro perfil de

miRNAs en el contexto especifico de la cicatrizacién de quemaduras.

En cuanto a la preparacion de las bibliotecas de secuenciacién, el tamafio promedio
obtenido fue de aproximadamente 150 pb, valor que coincide estrechamente con el
rango esperado para bibliotecas de ARN pequefio de alta calidad. De acuerdo con
Vigneault et al.(2012), las bibliotecas de miRNAs correctamente construidas

presentan un pico caracteristico entre 145 y 160 pb, lo que refleja una ligacion



exitosa de los adaptadores a miRNAs maduros y una minima contaminacion por

ARN degradado o transcritos de mayor longitud.

Estas métricas de calidad fueron consistentes en todas las réplicas bioldgicas, lo
que permitid proceder con la secuenciacion de miRNAs. Posteriormente, se llevo a
cabo el procesamiento de los archivos obtenidos de sRNA-seq para la construccion

de una matriz de conteos y la realizacién de los analisis posteriores.

En principio realizamos analisis de expresiéon diferencial, este analisis revelo6 la
presencia de nueve miRNAs significativamente sobre expresados a las 24 horas
posteriores a la quemadura en comparacion con el grupo control. Dichos miRNAs
son mmu-miR-21a-3p, mmu-miR-223-3p/5p, mmu-miR-144-5p, mmu-miR-142a-
5p/3p, mmu-miR-132-3p, mmu-miR-34c-5p y mmu-miR-340-5p. Algunos de estos
mMiRNAs han sido previamente asociados con procesos involucrados con la
cicatrizacion cutanea. En el caso del miRNA mmu-miR-21a-3p, correspondiente al
brazo 3p del precursor miR-21,Xie et al. (2022), mostraron en un modelo murino de
herida diabética que la sobreexpresion de miR-21-3p promovio la proliferaciéon y
supervivencia de fibroblastos, favoreciendo la deposicién de colageno Ill y la
angiogénesis mediante la inhibicion de SPRY1. miR-223, por su parte, modula la
respuesta inflamatoria mediante el control de la activacién de macréfagos vy la

produccion de citocinas proinflamatorias (Dorhoi et al., 2013).

Respecto a la temporalidad, la comparacion de nuestros resultados con reportes
previos nos permite tener una idea de la dinamica de expresion de los miRNAs

durante el proceso de reparacion de una quemadura cutanea.

Por ejemplo, Foessl et al. (2021) utilizaron un modelo ex vivo de quemadura
profunda de segundo grado, proveniente de piel extraida entre los 0 y 3 dias, a partir
de cirugias plasticas. Durante las primeras horas posteriores a una quemadura (1,
4 y 24 h) analizaron la expresion de miRNAs mediante qPCR utilizando kits
miRCURYLNA (Qiagen) y observaron que la respuesta temprana estaba dominada
por la represidon de ciertos miRNAs, como miR-497-5p y miR-221-3p, lo que fue
interpretado como un mecanismo que facilita la activacion transcripcional de genes

involucrados en inflamacién y reparacion durante las fases iniciales del dafio. Esta



subexpresion de miRNAs es opuesta al cambio de expresion alta que nosotros
encontramos a las 24 horas, lo que podria deberse a los contextos experimentales
utilizados, ya que los modelos ex vivo carecen del microambiente fisiolégico
completo, incluyendo sefiales inmunoldgicas y sistémicas que podrian influir en la
activacion transcripcional. Ademas, estos resultados también pueden sugerir que
los miRNAs identificados en este estudio pueden desempefar un papel mas

relevante en etapas mas intermedias o sostenidas de la respuesta inflamatoria.

En otro estudio con microarreglos donde utilizaron un modelo de quemadura
profunda de segundo grado en ratones de la cepa C57BL/6. LU et al. (2013)
observaron que miR-21 y miR-340-5p se mantienen sobreexpresados a los 7 dias
post-quemadura con valores aproximados de log2FC entre 1.6 y 1.9. Mientras que
en nuestro estudio miR-21a-3p y miR-340-5p muestran valores de log2FC de 2.68 y
2.5. Hay que sefalar que en el estudio de Lu (2013), no diferenciaron entre los

brazos 3p y 5p para miR-21, pues su analisis correspondia al miR-21 total.

Otros miRNAs reportados en nuestro estudio como miR-142-5p, miR-142-3p y miR-
34c muestran una expresién disminuida y sin significancia. Estas diferencias reflejan
la naturaleza dinamica y dependiente del tiempo de la expresion de miRNAs durante
la reparacion cutanea: su expresion no es estatica, sino que varia conforme avanzan

las etapas de inflamacion, proliferacion y remodelacion.

Como una limitacion del presente estudio, seria necesario realizar un analisis
temporal mas amplio que incluya distintas etapas post-quemadura (3, 7 y 14 dias),
con el fin de evaluar la dinamica completa de expresion de este grupo de nueve
miRNAs y determinar en qué fases especificas del proceso de cicatrizacion

alcanzan su maxima regulacion.

En nuestro analisis se observé la ausencia de miRNAs con expresion disminuida
(downregulated). Desde el punto de vista estadistico, el uso de criterios estrictos
como (FDR < 0.05) y |log,FC| = 1.5 puede incrementar la especificidad del analisis,
pero también puede ser mas estricto, lo que podria impedir la deteccion de miRNAs
con represion moderada (Robinson et al., 2010). Asi mismo, deben considerarse

los sesgos inherentes a la preparacion de bibliotecas de secuenciacién, como la
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eficiencia de ligacion de adaptadores o la subrepresentacion de miRNAs con
estructuras secundarias complejas, también pueden limitar la deteccién de especies
reprimidas (Baran-Gale et al.,, 2015). Finalmente, es importante considerar que
durante las primeras 24 horas posteriores a la lesion, el tejido prioriza la activacion
de vias proinflamatorias y de respuesta al dafio. En este contexto, la sobreexpresién
de algunos miRNAs observada en nuestro modelo podria reflejar un mecanismo de
regulacion negativa, dirigido a atenuar la transcripcién de genes proinflamatorios o
de sefalizacidn del estrés celular, contribuyendo asi a limitar la extensién del dafio
tisular y favorecer la transicion hacia etapas posteriores de reparacién (Eming et al.,
2014).

Posteriormente, con los nueve miRNAs que mostraron un aumento significativo en
su expresion, se realizé un analisis de enriquecimiento funcional, cuyos resultados
permitieron identificar vias y procesos relacionados con etapas clave de la

cicatrizacion.

Entre las categorias mas representadas se encontraron aquellas vinculadas con la
respuesta inflamatoria temprana, destacando vias como NF-kB, la sefalizacion del
receptor de células T y la diferenciacién Th1/Th2, lo cual es coherente con la
naturaleza aguda del proceso, dado que las muestras fueron recolectadas a las 24
horas posteriores a la lesién. De forma paralela, se detectd el enriquecimiento de
vias relacionadas con la proliferacion y la supervivencia celular, tales como PI3K-
AKT, mTOR, Ras y FoxO, asi como rutas involucradas en la migracién celular y la
remodelacion tisular, incluyendo la regulacion del citoesqueleto de actina, la

formacion de adherencias focales y las interacciones matriz extracelular-receptor.

Considerando que los nueve miRNAs participan en estas 25 vias asociadas a la
cicatrizacion, se generaron redes de interaccion miRNA-gen diana con el fin de
visualizar la arquitectura regulatoria y determinar cuales miRNAs ejercen un mayor
control sobre sus genes blanco. Los analisis de red y superposicion génica revelaron
que algunos miRNAs, particularmente mmu-miR-21a-3p, mmu-miR-223-5p y mmu-

miR-144-5p, se encontraban conectados con un numero significativamente mayor



de genes diana, lo que sugiere que desempenan un papel regulador central en estas

vias.

Entre ellos, miR-21a-3p destacd como el posible desencadenante temprano de la
dinamica reparativa, ya que presentd una expresion diferencial elevada, una amplia
cobertura de vias en el analisis de enriquecimiento incluyendo aquellas asociadas
a inflamacion, organizacion del citoesqueleto y remodelacion de la matriz
extracelular y una alta centralidad en las redes regulatorias. Este comportamiento
es consistente con la evidencia previa que sefiala que miR-21a-3p promueve la
sintesis y depdsito de colageno mediante la regulacién negativa de SPRY1, PDCD4
y RECK, contribuyendo asi a la resolucién de la inflamacion y al restablecimiento

estructural del tejido cutaneo (Xie et al., 2022).

Mas alla del panorama general proporcionado por las vias moleculares, la
identificacion de genes diana de nuestros miRNAs, permitid crear redes de
interaccidn proteina-proteina. Este enfoque es relevante, ya que los genes no
suelen trabajar de manera aislada, sino a través de redes coordinadas que modulan

procesos celulares complejos.

Entre los genes diana identificados para miR-21a-3p, destacé Arhgap35 (p190A-
RhoGAP), una proteina activadora de GTPasas que funciona como regulador
negativo de RhoA. La represion postranscripcional de Arhgap35 inducida por la
sobreexpresion de miR-21a-3p podria, liberar la actividad de RhoA, promoviendo la
activaciéon de la via RhoA-ROCK (quinasa asociada a Rho). Este eje de
senalizacion es esencial para la formacién de fibras de estrés de actina, el
ensamblaje de adherencias focales y la adquisicion de fenotipos contractiles y
migratorios, procesos fundamentales en la migracion de queratinocitos y el cierre
epitelial (Lawson & Ridley, 2017).

Se ha demostrado que la senalizacion RhoA-ROCK coordina multiples etapas de
la cicatrizacion, desde la polarizacion celular y la dinamica del borde de avance
epitelial (lengua de repitelizacién) hasta la remodelacién de la matriz extracelular
(Samuel etal.,, 2011). Ademas, alteraciones en esta ruta pueden comprometer

significativamente la reepitelizacion, mientras que su activacion favorece un



ambiente propicio para la migracion celular dirigida y la reorganizacién tisular
(Amano et al., 2010). En este contexto, la regulacion negativa de Arhgap35 mediada
por miR-21a-3p podria representar un mecanismo clave que modula la tension

citoesquelética y facilita la respuesta temprana al dafio epidérmico.

En conjunto, estos hallazgos permiten proponer un modelo mecanistico coherente
con el panorama molecular observado: tras la quemadura, la sobreexpresion de
miR-21a-3p podria suprimir Arhgap35, potenciando asi la sefializacion RhoA-
ROCK y promoviendo la migracion de queratinocitos necesaria para la reparacion
temprana del tejido. Este marco conceptual sienta las bases para futuras
investigaciones funcionales dirigidas a validar esta hipétesis, como la evaluacion
directa de la union de miR-21a-3p al 3'UTR de Arhgap35, la cuantificacion de niveles
activos de RhoA-GTP o el andlisis de la fosforilacion de efectores rios abajo como
MYL y ROCK. De confirmarse, esta ruta no solo aportaria una explicacién al papel
de los miRNAs en la reparacion cutanea, sino que también abriria oportunidades
para su explotacion como blanco terapéutico en el tratamiento de heridas por

quemaduras profundas.

Colectivamente, los resultados de este estudio delinean un mapa regulatorio de la
respuesta molecular temprana en las quemaduras profundas y sugieren el potencial
traslacional de esta firma de miRNAs. La posicién central de miR-21a-3p en la red
regulatoria, junto con su posible participacion en la via RhoA-ROCK a través de
Arhgap35, lo posiciona como un candidato de interés para futuras investigaciones
orientadas al desarrollo de estrategias que modulen la cicatrizacion. En este sentido,
la exploracién de enfoques basados en la inhibicion o el mimetismo de miRNAs
podria contribuir, en un futuro, a controlar procesos fibréticos o a favorecer la
reparacién en heridas de dificil resolucién. Ademas, la expresion temprana y
consistente de este conjunto de miRNAs a las 24 horas post-quemadura resalta su
valor potencial como biomarcadores prondsticos. La evaluacion de sus niveles en
muestras de tejido o fluidos biolégicos podria, eventualmente, ayudar a predecir la
evolucién hacia una cicatrizacion funcional o patoldgica, permitiendo intervenciones

mas tempranas y dirigidas.
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11. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio permitieron comparar el perfil global de
expresion de miRNAs entre piel sana y piel con quemadura profunda de segundo
grado. El analisis de expresién diferencial permitié identificar nueve miRNAs con
aumento en su expresion a las 24 horas post-quemadura, lo que indica una
participan activa en la respuesta temprana frente a quemaduras profundas de

segundo grado.

El analisis funcional integré estos miRNAs con rutas relacionadas con inflamacion,
supervivencia celular, reorganizacidn del citoesqueleto y migracion, procesos
esenciales durante las etapas iniciales de la cicatrizacion. De manera
complementaria, los analisis in sillico permitieron proponer un modelo regulatorio
preliminar en el que mmu-miR-21a-3p podria reprimir al gen Arhgap35, influyendo
en la dinamica de la via de sefializacion RhoA/ROCK1/2, un eje determinante en la

remodelacion del citoesqueleto, la adhesion y la migracion de celular.

En conjunto, este trabajo ofrece bases moleculares para orientar estudios
experimentales futuros dirigidos a validar los mecanismos propuestos y explorar su
posible relevancia diagnéstica o terapéutica particularmente mmu-miR-21a-3p,

como posible mediador de rutas criticas asociadas a la reparacion cutanea.

12. PERSPECTIVAS

Tras proponer a para miR-21a-3p como importante regulador durante las etapas
tempranas de la quemadura profunda de segundo grado, resulta fundamental
analizar su expresion a distintos tiempos post-lesion, es decir, a los 3, 7 y 14 dias,
con el fin de determinar si su sobreexpresion se comporta de la misma manera a
las 24 horas o varia a lo largo del proceso de cicatrizacidon en el modelo murino de

gquemadura profunda de segundo grado.

Ademas, es imperativo realizar experimentos mas dirigidos como algunos ensayos
de luciferasa y western blot de ARHGAP35 para comprobar la interaccion directa
con mmu-miR-21a-3p y validar su funcién molecular. Adicionalmente, la evaluacién

de RhoA y ROCK1/2 mediante western blot, junto con un ensayo de contraccién en
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gel de colageno, podria explorar el impacto funcional de esta regulacion sobre la
migracion y contraccion celular. Finalmente, el estudio de proteinas actuantes en
etapas posteriores de la via de ROCK1/2, asociadas con la adhesiéon y remodelacion
del citoesqueleto, contribuiria a esclarecer el papel de miR-21a-3p como un posible

modulador clave de la cicatrizacion cutanea.
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14. ANEXOS

Tabla A.1. Valores detallados empleados para la asignacion de puntaje a

los miRNAs diferencialmente expresados.

miRNA ID

Significancia
Estadistica (DFR)

Cambio de
Expresion
(Log2FC)

Evidencia
Biolégica

KEGG/GO
miRPath

Expresion
Absoluta
Percentil
(50) =

Viabilidad

(TargetScan) 123.5542667 Técnica

mmu-miR-142a-
Sp

mmu-miR-21a-3p

mmu-miR-223-3p

mmu-miR-144-5p

mmu-miR-223-5p
mmu-miR-142a-
3p

mmu-miR-132-3p

mmu-miR-34¢-5p

mmu-miR-340-5p

0.003145119

0.003145119

0.011444653

0.013308362

0.013308362

0.017050457

0.017056542

0.030308822

0.03385881

2.76674692

2.68717313

4.71247865

2.75981772

4.72682883

2.07820759

2.20981736

1.64395369
1.84492779

26 vias
funcionales /
9 miRNAs

26 vias
funcionales /
9 miRNAs +
nodo central
de
regulacion

26 vias
funcionales /
9 miRNAs

26 vias
funcionales /
9 miRNAs +
nodo central
de
regulacion

26 vias
funcionales /
9 miRNAs +
nodo central
de
regulacion

26 vias
funcionales /
9 miRNAs

26 vias
funcionales /
9 miRNAs

26 vias
funcionales /
9 miRNAs

26 vias
funcionales /
9 miRNAs

42.4475

80.4794333

240.165

1757.94083

1418.94963

2002.2436

91.3213667

172.734633

2632.7071

Si

si

si

si

si

si

si

si

Se incluyen los parametros de significancia estadistica (FDR), cambio de expresion (Log2FC),

evidencia bioldgica (vias KEGG/GO), expresion absoluta y viabilidad técnica. Estos valores

sirvieron como base para la construccion de la tabla de puntuacion integral presentada en los

Resultados principales
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miRge3.0 \

-s
SANO01.fastq.gz,SAN02.fastq.gz,SANA.fastq
.9z,QX2.fastq.gz,QX3.fastq.gz,QXC.fastq.gz
\

-lib miRge3_Lib/\

-on mouse \

-a illumina\

-db mirbase \

-o resultados/miRge_run/\

-gff \

-cbu 8

Figura A.1. Parametros principales para ejecutar a miRge3. -s las muestras de tejido
correspondientes a los grupos control (SANA, SAN0O1 y SAN02) y experimentales que sufrieron
la quemadura (QXC, QX2 y QX3). -on mouse (genoma de raton como referencia), -a illumina
(recorte de adaptadores), -db mirbase (anotacion de miRNAs mediante miRBase), -gff

(generacion de archivo de anotacion GFF) y -cpu 8 (procesamiento paralelo).
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