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RESUMEN

La tuberculosis (IB) es una de las patologias infectocontagiosas mads letales en el
mundo y se estima que afecta a una cuarta parte de la poblacion mundial. La TB es
provocada por Mycobacterium tuberculosis y afecta principalmente el tracto respiratorio.
En los pulmones, los macréfagos alveolares, juegan un papel muy importante en la
respuesta inmune del hospedero contra la infeccién por M. tuberculosis; dicha respuesta
estd regulada por diversos mecanismos, entre ellos, los microRNAs (miRNAs). En este
trabajo se evalu6 la expresion del miR-200a en macréfagos murinos J774 infectados con
M. tuberculosis H37Rv (MOI 1:1 6 1:3), encontrando que tras la infeccién se indujo la
expresion del miR-200a a las 24 y 48 horas, siendo mayor a las 48 horas (MOI 1:3). Por
otro lado, determinamos que la transfecciéon con el mimetizador del miR-200a (25 nM
6 50 nM), favoreci6 el crecimiento intracelular del patégeno, no obstante, la inhibicién
del miR-200a no modificé el namero de las UFC. Asimismo, observamos que al
sobreexpresar el miR-200a, la expresion del tnf-a se incremento, mientras que al inhibir
el miRNA (con 25 nM del inhibidor) su expresién disminuy6. Aunado a esto, mediante
analisis in silico, determinamos que el miR-200a tiene como posibles genes blanco a tIr4,
nfkbia, nfkbie, nfkb2, tabl, myd88, dlc-1, pik3ca, pik3rl, tgfbrl, irak2, statba y bcl2ald. La
sobreexpresion del miR-200a (con 50 nM del mimetizador), increment6 la expresién de
tlr4 y nfkbia, mientras que la inhibicién del miRNA con 25 nM y 50 nM del inhibidor
disminuye la expresién de nfkbia y tir4, respectivamente, durante la infecciéon por M.
tuberculosis. Por lo anterior, nuestros resultados sugieren que al sobreexpresarse el miR-
200a durante la infeccion se favorece la supervivencia de M. tuberculosis H37Rv, sin
embargo, se requieren més estudios para dilucidar el mecanismo mediante el cual el

miR-200a permite la sobrevida del bacilo.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is one of the most lethal infectious diseases in the world and is
estimated to affect a quarter of the world population. TB is caused by Mycobacterium
tuberculosis and mainly affects the respiratory tract. In the lungs, alveolar
macrophages play a crucial role in the host's immune response against M. tuberculosis
infection; this response is regulated by various mechanisms, including microRNAs
(miRNAs). In this work, the expression of miR-200a in murine J774 macrophages
infected with M. tuberculosis H37Rv (MOI 1: 1, 1: 3) was evaluated. After infection, we
find that the expression of miR-200a increases at 24 and 48 hours, being higher at 48
hours (MOI 1: 3). On the other hand, we determined that the transfection of the miR-
200a mimic (25 nM and 50 nM), favors the intracellular growth of the pathogen,
however, the inhibition of miR-200a showed no effect on the number of CFUs.
Likewise, we observe that when overexpressing miR-200a, the expression of tnf-a
increases and inhibition of miR-200a (25 nM) decreases tnf-a expression. In addition to
this, through in silico analysis, we determined that the miR-200a has as potential target
genes: tlr4, nfkbia, nfkbie, nfkb2, tabl, myd88, dlc-1, pik3ca, pik3r1, tgtbrl, irak2, statba,
bcl2ald. We found that miR-200a overexpression increases expression of tlr4 and
nfkbia, while inhibition decreases the expression of these genes. Therefore, our results
suggest that over-expressing miR-200a during infection favors M. tuberculosis H37Rv
infection; however, more studies are required to elucidate the mechanism by which

miR-200a allows bacillus survival.
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1. INTRODUCCION

1.1 TUBERCULOSIS

1.1.1 Epidemiologia

La tuberculosis (ITB) es la enfermedad infecciosa y transmisible que mas ha
afectado a la humanidad, constituyendo una importante causa de morbilidad. La TB es
la novena causa de muerte a nivel mundial y la principal enfermedad debida a un solo
agente infeccioso, con una incidencia superior a la de la infeccién con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH) (OMS, 2019). Se estima que aproximadamente una
cuarta parte de la poblacién mundial estd infectada por Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) y por tanto, expuesta a la enfermedad. De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2018, fallecieron 1.5 millones de personas de las
cuales, 251 000 padecian VIH. Ademads, en ese mismo afo, enfermaron de TB 10
millones de personas, de los cuales, la mayoria se registraron en Asia Sudoriental
(44%), Africa (24%) y el Pacifico Occidental (18%) y, con porcentajes menores, el
Mediterraneo oriental (8%), Europa (3%) y las Américas (3%) (OMS, 2019).

En América Latina, en el afio 2017, México ocup0 el tercer lugar en casos nuevos
de tuberculosis, registrandose 28,000. La incidencia nacional de TB, para la semana 52
del afio 2018, fue de 14 casos por cada 100,000 habitantes; siendo los estados de Baja
California, Sonora, Tamaulipas, Guerrero y Sinaloa, los de mayor incidencia de la

enfermedad (SSA, 2019; OPS, 2018).

1.1.2 La Tuberculosis

La TB es una patologia infectocontagiosa crénica provocada por bacilos del
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Este engloba micobacterias que presentan
>95% de homologia en su DNA; esta compuesto ademas de M. tuberculosis (causante

de TB en los humanos), por M. bovis (genera TB en bovinos), M. africanum (principal
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causante de TB en Africa tropical), M. microtti (causante de TB en roedores y otros

mamiferos), M. cannetti, M. caprae y M. pinnipedii (Dorronsoro I & Torroba L., 2007).

La TB se manifiesta en dos formas principales: infeccién latente (LTBI), en la
cual, los individuos infectados con el bacilo permanecen en un estado asintomatico y;
tuberculosis activa, en la que los pacientes presentan los sintomas de la enfermedad:
tiebre, fatiga, pérdida de apetito y pérdida de peso, tos con sangre, dolor en el pecho
(al respirar y/o toser), resfriado, sudores nocturnos, etc. Solo el 5% de los individuos
con LTBI pueden desarrollar TB activa en los primeros 5 afios de la infeccién, en
respuesta a perturbaciones de la respuesta inmune; mientras que el 95% restante,
mantendrd una infeccién latente el resto de su vida. En la mayoria de los casos, la TB
es una enfermedad curable, pero el acceso restringido a los cuidados de salud es el
mayor impedimento para la mayoria de las personas que padecen la enfermedad, sobre

todo en ciudades en desarrollo (Dheda K, et al., 2010; Pai et al., 2016).

La transmisién del patégeno ocurre por la inhalaciéon de fluidos respiratorios
contaminados con M. tuberculosis, liberados por un individuo infectado. Una vez en el
aparato respiratorio, la bacteria es fagocitada por macréfagos alveolares y células
dendriticas, dentro de ellas, M. tuberculosis bloquea la fusién del fagosoma con el
lisosoma, asegurando su sobrevivencia. Las células inicialmente infectadas, liberan
citocinas proinflamatorias que ayudan a reclutar mas células dendriticas, monocitos y
neutrdfilos al sitio de la infeccién, para la formacién del granuloma o tubérculo (Russell

DG, 2001; Ernest JD, 2012; Pai et al., 2016).

Los granulomas son las lesiones clésicas histopatolégicas de tuberculosis. Estos
son agregados organizados de macréfagos que exhiben mdltiples fenotipos:
macréfagos maduros, macréfagos epitelioides o diferenciados, macréfagos espumosos
y células gigantes multinucleadas (MGCs) o Langhans, formadas por la fusiéon de
membrana, de varios macréfagos. En el hospedero este tejido contiene la infeccién, no
hay signos evidentes de enfermedad ni transmisién del patoégeno. La contencion falla
después de un cambio en el sistema inmune del hospedero, debido a la vejez,

desnutricién o por una coinfeccién, con VIH, por ejemplo; permitiendo el escape de la
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bacteria (Saunders, Orme, & Basaraba, 2017; Mortaz et al., 2012; Flynn, 2001; Russell,
2007).
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Fig. 1. Infeccion con Mycobacterium tuberculosis y formacién del granuloma. Los macréfagos
alveolares residentes fagocitan a las bacterias inhaladas, esto inicia a una respuesta
proinflamatoria y al reclutamiento de otras células del sistema inmune innato y adaptativo y,
a la formacién del granuloma. Los bacilos pueden estar contenidos dentro del granuloma
durante largos periodos de tiempo, pero, si el control inmune falla, los bacilos comenzaran a
replicarse y se desarrollard un granuloma necrético. El granuloma se rompe y derrama M.
tuberculosis en las vias respiratorias (Tomado y modificado de Wellin, 2011).
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1.1.3 Diagnostico y tratamiento

El diagnostico microbiologico de la TB exige la deteccion, aislamiento e
identificaciéon de M. tuberculosis, asi como la determinacién de su sensibilidad a los
antibioticos. En general, el examen microscépico directo de muestras clinicas mediante
baciloscopia (técnicas de tincion especificas), es la menos sensible pero la mas rapida;
mientas que los cultivos bacterianos son mas sensible y més lentos y; por otro lado, la
deteccion por métodos moleculares de secuencias especificas del DNA del bacilo,
tienen una sensibilidad menor que los cultivos, pero son mas rdpidas. Se han
desarrollado gran variedad de pruebas inmunolégicas, que ponen de manifiesto la
respuesta especifica del hospedero frente al agente infeccioso. La prueba de la
tuberculina fue la primera en ser empleada y, hasta entonces, ha sido la mas utilizada;
sin embargo, no permite diferenciar la infeccion de la enfermedad. Asi mismo, los
sistemas de diagnostico basados en la liberacion de IFN-y han surgido como una

alternativa para la deteccion de la TB.

Los casos establecidos de TB son tratados con una combinacién de cuatro
antibidticos de primera linea: Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida y Etambutol; que
se administra durante seis meses y que debe de ser acompafiada de tareas de
informacién pertinentes y atenciéon al paciente (Dorronsoro I & Torroba L., 2007; OMS,

2019; Pai et al., 2016).

1.2 Mycobacterium tuberculosis

Fue descubierto y descrito por Robert Koch en 1882. Pertenece al género
Mycobacterium, el cual agrupa a mas de 120 especies, la mayoria de ellas ambientales y
no patégenas, conocidas como micobacterias no tuberculosas. M. tuberculosis es un
bacilo Gram positivo, aerobio, con preferencia por tejidos bien oxigenados. Es un
patogeno intracelular obligado, acido-alcohol resistente, con tamafio entre 0.2-0.7 pm,
ligeramente curvados, inméviles, no forman esporas ni capsulas y son de crecimiento

lento (12-24 h, en condiciones 6ptimas). Ademas, son sensibles al calor, la luz solar y
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luz ultravioleta, pero son resistentes al frio, a la congelacion y a la desecaciéon

(Gonzalez-Martin J, 2014; Russell DG, 2001).

1.2.1 Pared Celular

La pared celular de M. tuberculosis es rica en acidos micélicos, este es un
componente especifico de la pared celular micobacteriana y constituye el 50% de su
peso seco. Debido a esta gruesa capa, aumenta la resistencia de la bacteria a la
degradacion por enzimas lisosomales. Los acidos micélicos se encuentran unidos a
arabinogalactanos, que a su vez estdn unidos a peptidoglicanos. Ademas, su pared
celular contiene lipoglicanos incluyendo a lipoarabinomananos (LAM), lipomananos
(LM) y fosfatidil-myo-inositol manosidos (PIM). Todos estos componentes estan
anclados a la membrana plasmatica y se extienden hacia el exterior de la pared celular

(Wellin, 2011; Kleinnijenhuix et al., 2011).
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Fig. 2 Representacion esquematica de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. Los

®-_ 9
-9
L )

arabinogalactanos estan unidos a los péptidos glicanos; los dcidos micélicos y glicolipidos que
se extienden hacia el exterior de la pared celular (Tomado y modificado de Wellin, 2011).
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1.2.2 Virulencia

La capacidad de un patégeno bacteriano para sobrevivir dentro de un
organismo hospedero requiere de la expresion de una serie de determinantes genéticos
involucrados en la interaccién patégeno-hospedero, situacion que le permite resistir el
estrés fisiologico y ambiental. En el caso de M. tuberculosis el lipoarabinomanano
(LAM), acttia como un factor de virulencia, contribuyendo a la inhibicién de las
funciones del macréfago necesarias para eliminar al patégeno. Este factor de virulencia
actia mediante la inhibicién fagosomal, eliminando los radicales libres de oxigeno
potencialmente citotéxicos para la bacteria, inhibiendo la actividad de la proteina
cinasa C, bloqueando la transcripciéon de genes inducibles de IFN-y e inhibiendo la
activaciéon de macrofagos; lo que conlleva a la persistencia de la micobacteria dentro de
los macréfagos (Chan et al., 1991). Ademas, la bacteria contiene, en su pared celular,
una lipoproteina de 19 kDa, de la cual se desconoce su funcién, pero, que se ha visto
implicada en la virulencia de M. tuberculosis, participando en la muerte celular del
hospedero y modificando los mecanismos bactericidas de los macréfagos (Ciaramella
A et al., 2000). Por otro lado, ESAT-6 (6 kDa, early secretory antigenic target) es secretada
como un complejo heterodimérico con CFP-10 (10 kDa, Culture filtrate protein) por el
sistema de secrecion ESX-1 (tipo VII); el cual se encuentra codificado en la region de
diferencia, RD-1, del genoma de M. tuberculosis. ESX-1 media la exportaciéon de factores
de virulencia que desarman al macréfago permitiéndole modular la respuesta inmune
innata del hospedero en las primeras etapas de la infecciéon (McLaughlin et al., 2007).
ESAT-6, asi como LAM y la lipoproteina de 19 kDa, provocan una respuesta especifica
en el hospedero infectado; por lo tanto, son los principales determinantes de virulencia

de M. tuberculosis.

1.2.3 Mycobacterium tuberculosis H37Rv

M. tuberculosis H37Rv es una cepa de referencia, también conocida como cepa
tipo, que fue aislada de un paciente de 19 afios con TB pulmonar en 1905; después

divergio en la cepa virulenta (H37Rv) y la cepa avirulenta (H37Ra) (Steenken W, et al.,
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1934). La cepa H37Rv es comtinmente usada para el estudio de la patogénesis de M.

tuberculosis en diferentes sistemas, tanto in vitro como in vivo.

El genoma de M. tuberculosis H37Rv posee 44 x 10° pb y contiene
aproximadamente 4,000 genes. Posee caracteristicas tinicas, tales como, un alto niimero
de genes (mas de 200) que codifican enzimas involucradas en el metabolismo de &cidos
grasos, lo que podria estar relacionado con su habilidad para crecer en los tejidos de su
hospedero en donde, estds moléculas, son la principal fuente de carbono. M.
tuberculosis cuenta con 167 genes que codifican para la familia de proteinas PE y PPE,
que se localizan en la pared y membrana celular y a las que se les ha relacionado con
la variacion antigénica durante la infeccion. Asimismo, codifica para, al menos, trece
factores sigma y mas de cien proteinas reguladoras de represiéon/activaciéon

transcripcional, sistemas serina-treonina cinasas y otros genes reguladores (Maulén,

2011; Smith, 2003; Schluger, 2005).

1.3 RESPUESTA INMUNE CONTRA Mycobacterium tuberculosis

La respuesta inmune innata tiene un papel importante en la proteccién contra M.
tuberculosis, porque provee la primera linea de defensa contra el patégeno y es capaz
de eliminar la infeccién, en la mayoria de los casos. El sistema inmune innato esté
conformado por barreras anatémicas, como la piel; por el sistema del complemento y
por diversos tipos celulares: Células Dendriticas (DCs), neutréfilos, células Natural
Killer (NK) y macréfagos. El reconocimiento de M. tuberculosis, ocurre mediante
receptores acoplados a las membranas plasmaticas y conlleva a la producciéon de
citocinas proinflamatorias para controlar la infeccién y eliminar a la bacteria (Philips ]

& Ernst J, 2012; Schorey J & Schlesinger L, 2016).
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1.3.1 Macroéfagos

Los macroéfagos son células mononucleares grandes del sistema inmune innato
que funcionan como fagocitos profesionales; es decir, son capaces de “comer”
particulas més grandes a 0.5 pm, incluyendo microorganismos patégenos. En los
procesos infecciosos, su papel es el de ingerir y destruir patégenos, reclutar otras
células del Sistema Inmune y presentar antigenos del microorganismo a las células del
sistema inmune adaptativo. Los precursores de los macréfagos son los monocitos que
circulan en el torrente sanguineo y que se reclutan a los sitios de infeccioén o de tejido
dafiado cuando son estimulados; cuando se diferencian a macréfagos, incrementan su
capacidad fagocitica, tienen diferente morfologia y propiedades adhesivas.
Funcionalmente, los macréfagos se polarizan en los subtipos M1 y M2, dependiendo
de como sean estimulados y pueden adoptar un perfil pro- o antiinflamatorio. Los
macréfagos M1, son activados clasicamente: la polarizacién es inducida por citocinas
proinflamatorias o Thl (IFN-y, TNF-a, GM-CSF) y productos microbianos, y tienen
propiedades bactericidas e inflamatorias. Los macréfagos activados alternativamente
(M2) son inducidos por citocinas Th2 o antiinflamatorias (IL-4, IL-13, 11-10, M-CSF) y
tienen propiedades regulatorias y no tienen capacidades bactericidas (Schorey ] &

Schlesinger L, 2016; Landsman L & Jung S, 2007; Murray P & Wynn T, 2011).

1.3.2 Receptores de reconocimiento de patégenos

La interacciéon entre M. tuberculosis y las células inmunes, ocurre mediante
receptores acoplados a sus membranas plasmaéticas, los cuales reconocen diferentes
moléculas del patégeno. Entre estos receptores se incluyen a: receptores de lectina tipo-
C (CLRs): receptor de manosa (MMR), DC-SIGN (DC-specific intracelular adhesion
molecule 3-grabbing nonintegrin) y Dectina-1; receptores Scavenger (SRs): SR-Al,
MARCO (macrophage receptor with collagenous structure), CD36, SR-B1; receptores
del complemento (CRs): CR1, CR3, CR4 y receptores tipo Toll (TLR): TLR2, TLR4, TLR9
(Philips J & Ernst J, 2012; Schorey ] & Schlesinger L, 2016; Ernst J, 1998).
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1.3.3 Propiedades antimicrobianas de macréfagos

Los macréfagos median la primera linea de defensa del hospedero contra
diversos patogenos intracelulares. Estdn armados con varios mecanismos efectores
inmunes para detectar y combatir a los patogenos, entre estos mecanismos
encontramos: fusién o maduraciéon del fagosoma-lisosoma, autofagia, apoptosis,

especies reactivas de oxigeno e intermediaros reactivos de nitrégeno (Bhat & Yaseen,

2018).

Maduracion del fagosoma. La maduracién tipica del fagosoma involucra una

fusién secuencial del fagosoma con endosomas tempranos, endosomas tardios, y
lisosomas. El lisosoma es un organelo vacuolar complejo de la ruta endocitica tardia;
dentro de las vacuolas lisosomales hay potentes enzimas hidroliticas capaces de
degradar un amplio rango de macromoléculas, incluyendo microbios. Durante la
maduracion del fagosoma, el pH decrece a 4.5-5.0 mediante las acciones de una ATPasa
vacuolar. También adquiere péptidos antimicrobianos y proteasas, que son activadas
por el pH acido del fagosoma. Todos estos factores contribuyen a la naturaleza
bactericida del fagosoma y facilitan la eliminacién de la particula ingerida (Mellman I

et al., 1986; Flynn, 2001; Weiss G & Schaible U, 2015).

Sin embargo; algunos patdgenos, incluyendo a M. tuberculosis, tienen la
capacidad de alterar al fagosoma para que sirva como nicho para su replicaciéon
intracelular. El medio interno de los fagosomas con M. tuberculosis es menos acido (pH
6.2y no se fusionan con lisosomas; los componentes de M. tuberculosis que intervienen
en el arresto de la maduracion del fagosoma son: ESAT-6/CFP-10, SecAl/2, ManLAM
y TDM. Se ha propuesto que M. tuberculosis puede escapar del fagosoma y replicarse
en el citosol celular; una explicaciéon para esta observaciéon es que el sistema de
secrecion ESX-1 perfora, pero no destruye, la membrana fagosomal permitiendo el

escape del bacilo tuberculoso del fagosoma (Russell DG, 2001; Deretic V et al., 2006).

Autofagia. Es un proceso por el cual los organelos de doble membrana,

autofagosomas, capturan y degradan componentes citoplasmaticos: agregados
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proteicos, organelos dafiados y microbios intracelulares. La formacién de los
autofagosomas depende de dos sistemas proteico-lipidicos: Atg5/Atg12 y Atg8/LC3;
regulados por vias de sefializaciéon, que responden a la falta de nutrientes, estrés,
mediadores inmunes, etc. La manipulacién de la autofagia se ha propuesto como una
opcion para el tratamiento de TB. In vivo la autofagia es un proceso importante; ya que,
en ratones deficientes de autofagia, hay un incremento en el crecimiento de M.

tuberculosis (Bento et al., 2015; Watson et al., 2012).

Apoptosis. Es un mecanismo de defensa crucial contra los patoégenos; puede ser
activado por via intrinseca (via mitocondrial), que depende de sefiales intracelulares y
de la liberaciéon de proteinas del espacio intermembranal mitocondrial y, por la via
extrinseca, que se activa por medio de ligandos extracelulares e iniciada por los
receptores de muerte (receptores de TNF-a y receptores Fas) en la superficie celular.
Este mecanismo, no sélo restringe el crecimiento intracelular de M. tuberculosis, sino
también, tiene un importante papel en la respuesta inmune adaptativa (Philips ] &

Ernst J, 2012; Liu et al., 2017).

Intermediarios Reactivos de Nitrégeno. Los macréfagos bajo estimulacion

bacteriana producen 6xido nitrico sintasa inducible, iNOS o NOS2, para producir
Oxido Nitrico (NO) y citrulina a partir de L-arginina y Oz El NO, al reaccionar con los
radicales de oxigeno producidos por la NADPH oxidasa, es convertido en
intermediarios reactivos de nitrégeno (RNI); los cuales, son muy toxicos para los
microbios en el fagosoma porque generan dafio en el DNA, lipidos y proteinas (Flynn,

2001; Flannagan RS, 2009).

Especies Reactivas de Oxigeno. Los macréfagos usan la NADPH oxidasa NOX1

para general especies reactivas de oxigeno (ROS) para eliminar microorganismos. Tras
la activaciéon el complejo enzimatico de la NADPH oxidasa se ensambla en la
membrana del fagosoma de manera dependiente de Rac-1 o Rac-2. La NADPH oxidasa
activada transfiere electrones citosdlicos dentro del fagosoma, quienes reaccionan con

el O, generando superéxido (Oz2-) quien a su vez genera perdxido y este, al reaccionar
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con O produce diferentes radicales, que eliminan a los microorganismos

intrafagosomales (Robinson J, 2009).
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Fig. 3 Mecanismos antimicrobianos de los fagocitos. Los mecanismos bactericidas de los
fagocitos incluyen a NOX2 (conocido también como CYBB) NADPH oxidasa, el 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), exportadores y scavengers de hierro, como lactoferrina y NRAMP1
(Natural resistance-associared macrophage protein 1) péptidos antimicrobianos y proteinas que

permeabilizan y degradan al patégeno (Tomado de Flannagan et al., 2009).

24



1.4 REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR microRNAs

El estudio de la regulaciéon de la expresiéon génica mediante microRNAs
(miRNAs) ha contribuido a mejorar la comprensién de la funcién y expresion del
genoma de los mamiferos. Estudios recientes han indicado que los miRNAs tienen un
papel muy importante en diversos eventos biolégicos, como el desarrollo, la
proliferacion y diferenciacion celular, apoptosis, transducciéon de sefales,

tumorogénesis, interacciones hospedero-patégeno, entre otros (O"Connell et al., 2010).

Los miRNAs son RNAs pequefios, de 20-25 nucledtidos de longitud, no
codificantes que regulan la expresion de sus RNA mensajeros (mRNAs). Mas de 1500
miRNAs han sido descubiertos en el genoma humano y, cada miRNA, tiene el
potencial para reprimir la expresion de miles de mRNAs. Los miRNAs regulan a sus
mRNAs mediante la interaccion, por emparejamiento de bases, entre la regién semilla
del miRNA con la secuencia complementaria del mRNA blanco. La supresion de la
expresion génica, mediada por miRNAs, se da por la inhibicién de la traduccién o por

la degradacion del mRNA (O’Connell et al., 2010; Lin & Gregory, 2015).

Las células del sistema inmune innato, como los granulocitos, monocitos (que se
diferencian en DCs o macroéfagos) y células NK, proveen la primera e importante linea
de defensa contra las infecciones. Muchos estudios han mostrado que los factores de
transcripcion involucrados en la monocitopoyesis estan regulados por, y/o regulan,
miRNAs especificos. Durante la granulopoyesis, el miR-223 fue altamente inducido por
el factor de transcripciéon C/EBPa (CCAAT enhancer binding protein a), que a su vez
resulto en la represion de los factores de transcripciéon: Factor Nuclear tipo-A (NFI-A)
y E2F1, mejorando la diferenciacién de granulocitos (Fazi F et al., 2005). Por otro lado,
la monocitopoyesis es controlada por un circuito comprendido por los miR-17-5p, miR-
20a, miR-106a, el factor de transcripcién 1 relacionado a Runt (Runx1) y el receptor del
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSFR); ya que, durante la
monocitopoyesis, la expresion de estos miRNAs estd disminuida, mientras que la

expresion de su gen blanco, Runxl, estd aumentada y promueve la expresion de M-
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CSFR, quien participa de manera importante en la diferenciacién y maduracién de

monocitos-macréfagos (Fontana et al., 2007).

Asimismo, se ha demostrado que la expresion de diversos miRNAs se desregula en
respuesta al estimulo con citocinas inflamatorias o patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs). En monocitos humanos, estimulados con lipopolisacérido (LPS),
el miR-146, se sobreexpresa y acttia como un regulador negativo de la sefializacién de
receptores tipo Toll (TLR’s); ya que, tiene como blanco al Factor 6 asociado al receptor
del factor de necrosis tumoral (TRAF-6) y a la cinasa 1 asociada al receptor de
interleucina 1 (IRAK1) (Taganov et al., 2006). En otro estudio, se observé que el miR-21
regula negativamente la sefializaciéon de TLR4 mediante la inhibicién de la actividad
del Factor Nuclear kappa B (NF-«B). Ademas, en la infeccion por el virus de la hepatitis
C (VHC), el miR-21, suprime la produccién de interferén tipo I; ya que, tiene como
blanco a IRAK1 y MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) (Sheedy et al., 2010;
Chen et al., 2013).

En macréfagos, la respuesta inflamatoria a la infeccién involucra la sobreexpresion
de varios microRNAs, como: miR-155, miR-146, miR-147, miR-21 y miR-9; entre otros.
En macroéfagos derivados de médula 6sea, la expresion del miR-155 fue inducida como
respuesta a varios ligandos de TLR y a citocinas proinflamatorias (O’Connell et al.,
2007). En células dendriticas, el knock-down de la expresion del miR-155, incrementa

significativamente la expresion de la proteina IL-1f (Ceppi M et al., 2009).

1.4.1 Biogénesis de microRNAs

La mayoria de las secuencias de DNA en el genoma humano que codifican
miRNAs son intergénicas u orientadas en anti sentido a genes vecinos. Los transcritos
primarios (pri-miRNA) son generados por la RNA polimerasa II y, datos recientes,
indican que los pri-miRNAs poseen un cap 5'-7-metilguanosina y estan poliadenilados.
Este pri-miRNA, esté caracterizado por una estructura de tallo-burbuja (stem-loop), que

es reconocida por la RNasa III nuclear, Drosha, y su cofactor, DGCR8 (DiGeorge
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sindrome critical region protein 8), una proteina de unién a RNA de doble cadena. Drosha
corta asimétricamente ambas cadenas del tallo-burbuja, cerca de la base del pri-
miRNA, para generar un pre-miRNA de 60 a 70 nucleétidos de longitud, un 5" fosfato
y 2 nucleétidos salientes en el extremo 3’, permanecen en la base del tallo de este pre-
miRNA. Estos son exportados al citoplasma por la exportina-5, de manera Ran GTP-
dependiente y, una vez en el citoplasma, una segunda RNasa III, Dicer, acttia en el pre-
miRNA. El dominio PAZ de Dicer, reconoce los 2 nucledtidos salientes del extremo 3’
del stem-loop del pre-miRNA; Dicer corta el otro extremo del pre-miRNA, eliminando
el loop y generando un miRNA duaplex maduro de doble cadena de 22 nucleétidos de
longitud. Subsecuentemente, una cadena del miRNA duplex, la cadena guia, es unida
por una proteina Argonauta (AGO) e incorporada al complejo de silenciamiento
inducido por miRNA, o miRISC. Una vez cargado en el complejo, el miRNA maduro
puede interactuar con la region 3’ sin traducir (UTR) de su mRNA blanco. La region
semilla del miRNA (2-8 nucleétidos), es crucial para el reconocimiento del mensajero.
El grado de complementariedad entre la regién semilla del miRNA vy la regién 3'UTR
del mRNA blanco, determina el mecanismo de regulacion: represion de la traduccion
o degradacién (O“Brien et al., 2018; Meister & Tuschl, 2004; Gregory & Shiekhattar,
2005; Huang et al., 2011; Lin & Gregory, 2015).
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Fig. 4 Biogénesis de microRNAs. Los genes de microRNA son transcritos como miRNAs
primarios (pri-miRNAs) por la RNA polimerasa I, en el ntcleo. El pri-miRNA es cortado por
el microprocesador que incluye a Drosha y DGCRS, para producir un miRNA precursor (pre-
miRNA), de 60-70 nucleétidos. El pre-miRNA es entonces exportado del nticleo al citoplasma
por la exportina 5 y procesado por Dicer, que produce un miRNA maduro. Una de las cadenas
del miRNA maduro (cadena guia) es cargada en el complejo de silenciamiento inducido por
miRNA (miRISC) para unirse por complementariedad de secuencia a su mRNA blanco y
regular su expresion, ya sea por degradacion del mRNA blanco o por reprimir el proceso de
traduccién (Tomado de Lin & Gregory, 2015).

1.4.2 miRNAs en infeccién por Mycobacterium tuberculosis

Diversos estudios han demostrado que los miRNAs tienen un importante papel en
las interacciones patégeno-hospedero en la infecciéon con M. tuberculosis. Tal es el caso
del miR-155; se ha sugerido que este microRNA facilita el crecimiento intracelular de

la bacteria en macréfagos infectados. Sin embargo, la evidencia también demuestra que
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el miR-155 tiene la capacidad de promover la eliminacion de este patégeno (Rothchild

et al., 2016; Ktimar et al., 2012; Wang et al., 2013).

Asi mismo, en células THP-1 infectadas con M. tuberculosis, el miR-30A es
sobreexpresado, este, tiene como blanco directo a MyD88; por lo que, la sobreexpresion
de este miRNA inhibe la activacion TLR/MyD88 y la expresién de citocinas. Por otra
parte, la infeccion de M. tuberculosis desregula la expresion del miR-let-7f, quien inhibe
a A20, suprime la via de NF-«B y la produccién de citocinas proinflamatorias, lo que
tavorece la sobrevivencia de la bacteria (Wu et al. 2017; Kumar et al., 2015). En pacientes
con TB pulmonar activar, se estudié la huella de expresion de miRNAs en el
sobrenadante de esputo, encontrando 95 miRNAs diferencialmente expresados; entre
ellos miR-3179, miR-19b-2* y miR-147. Este tltimo, se ha visto involucrado en la via de
sefializacion de TLRs/NF-«B, atenuando la expresién de citocinas proinflamatorias (Yi

et al., 2012).

Por otro lado, Meng y cols. (2014) evaluaron la expresion de miRNAs
relacionados a LTB en macréfagos U937 que expresan la proteina Hsp16.3 (antigeno
asociado a latencia), encontrando que 149 miRNAs fueron diferencialmente
expresados; de los cuales, cuatro fueron validados en muestras de células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con LTBI. Estos resultados indican
que la expresion de miRNAs podria jugar un papel importante en la infeccién latente
por M. tuberculosis. De igual forma, un estudio en macréfagos humanos infectados con
cepa W/Beijing y cepa W/no-Beijing, revel6 que 14 microRNAs diferencian la
infeccidn entre estas cepas; es decir, la virulencia de la cepa puede alterar la respuesta

inmune del hospedero (Zheng, 2015).

Con la finalidad de prevenir, diagnosticar y tratar la TB, se han estudiado los niveles
de expresion de los miRNAs para obtener biomarcadores efectivos de la enfermedad.
Wang y cols. (2011) estudiaron el rol de los microRNAs en la transicion de LTBI a TB
activa. Ellos encontraron que 17 miRNAs fueron diferencialmente expresados; la
mayoria fueron sobreexpresados en TB activa, entre ellos: miR-223, miR-424, miR-451

y miR-144. Asimismo, se demostré que el miR-197 fue expresado diferencialmente, en

29



suero, entre pacientes con TB pulmonar y controles sanos. Por otro lado, se demostré

que seis miRNAs: miR-378, miR-483-5p, miR-22, miR-29¢c, miR-101 y miR- 320b,

podrian servir como biomarcadores entre, TB pulmonar y, pneumonia, cancer de

pulmén, enfermedad pulmonar crénico-obstructiva y controles sanos (Abd-El-Fattah

etal., 2013; Zhang et al., 2013).
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miR-27a miR-155
miR-146a miR-20a miR-106-5p
miR-125 miR-223 miR-30a miR-142-3p
miR-32-5p Let-7f miR-155 miR-155
e L 1 1
T:‘LF? NFkB | [ NLRP3 | [ autophagy | [ Mtb killing
t r 1 ~~
miR-155 miR-20b miR-17-5p
miR-365 miR-26a
miR-155

miR-582-5p
miR-223
Let-7b-5p miR-223 miR-132
miR-155 miR-206 miR-126
M2 . Response
polarization lapoptosus sl ‘ to IFN-y
miR-26a miR-125a | | miR-133a

Fig. 5 MicroRNAs en infeccion por Mycobacterium tuberculosis. Se muestran algunos de los
microRNAs que participan en la regualacion de la respuesta inmune del hospedero ante la

infeccion por M. tuberculosis, promoviendo o inhibiendo mecanismos celulares importantes

para eliminar al patégeno. Aquellos marcados con rojo indican sobreexpresion y, azul, los
miRNAs subexpresados (Tomado de Yang et al., 2018).
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2. ANTECEDENTES.

La tuberculosis (IB) una enfermedad crénica infecciosa, causada por M.
tuberculosis siendo una importante causa de mortalidad y morbilidad en todo el
mundo. Los macréfagos son la primera linea de defensa contra la infeccién por M.
tuberculosis, sin embargo, las micobacterias pueden residir y replicarse dentro de ellos,

evitando ser eliminadas por los mecanismos de defensa del Sistema Inmune Innato

(McClean & Tobin, 2016).

Los miRNAs son RNA pequefios no codificantes de 20-22 nucleétidos de
longitud, que regulan la expresion de mRNA blanco a nivel postranscripcional,
uniéndose a la region 3" UTR. Son reguladores importantes involucrados en la
modulacién de diversos procesos biolégicos y patologicos a través de la inhibicion de
la traduccién o induccién de la degradacion de sus mRNAs blanco. La desregulacion
en la expresion de los miRNAs puede resultar en el desarrollo de alguna patologia, por
ejemplo cancer, desordenes en la respuesta inmune e inflamacién; o bien, pueden
contribuir al establecimiento una infecciéon crénica, como la tuberculosis (Tu et al., 2019;

Kim et al., 2017; Li & Zhang, 2019).

En la actualidad, existe gran variedad de miRNAs que estan involucrados en la
infecciéon por M. tuberculosis. Uno de ellos es el miRNA-29, el cual se sobreexpresa
después de la infeccién por Mycobacterium en distintos tipos de celulares. Ademas, el
miR-29 suprime la respuesta inmune a M. tuberculosis, regulando negativamente a
IEN- y. Dentro de este conjunto de miRNAs también encontramos al miRNA-147, se ha
visto que es inducido por la via de sefializacién TLR/NF-«xB en macréfagos y atenda la
expresion de citocinas proinflamatorias, como tnf-a e il-6, indicando que miR-147 tiene
potentes propiedades antiinflamatorias (Harapan et al., 2013).. Asimismo, se ha visto
que el miRNA-21 inhibe la expresion de citocinas proinflamatorias y promueve la
produccién de citocinas antiinflamatorias como IL-10 (Sheedy et al., 2010). En un

estudio reciente, se encontré que, después de la infecciéon por M. bovis BCG, tanto in
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vitro como in vivo;el miR-21 estd sobreexpresado en macréfagos y DCs no
sensibilizados, a través de la via de senalizacion TLR/Erk/NF-«xB. Y también se ha visto
sobreexpresado en macréfagos estimulados con ESAT-6 de M. tuberculosis.
Interesantemente, el miR-21 promueve la apoptosis en DCs infectadas con M.
tuberculosis, mediante la regulaciéon de Bcl-2 (Wu et al.,, 2012). Asi mismo, resientes
estudios con M. avium en macréfagos humanos revelaron que los miR-let-7e y miR-29a
tienen como blancos a la caspasa 3 y 7, respectivamente, quienes estan involucradas en
el proceso de apoptosis. Lo anterior sugiere que M. tuberculosis tiene la capacidad de

regular la apoptosis (Sharbati et al., 2011).

Asi mismo, en DCs murinas deficientes de MyD88, la estimulacion con M.
tuberculosis pero no con LPS, induce la sobreexpresion del miR-99b; asimismo, la
inhibicion de la expresion de este microRNA resulta en un decremento en el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis y la sobreexpresiéon de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-15 (Singh et al., 2013). Otro microRNA
implicado en la infeccién por M. tuberculosis, es el miR-125; ya que se observé que
macréfagos humanos incubados tanto con M. tuberculosis como con LAM, induce una
alta expresion de este miRNA y una producciéon de TNF-a baja. E1 miR-125b se une
directamente al 3' UTR del transcrito de tnf-a, contribuyendo a la inhibicién de la
traduccidn, y posiblemente, a su degradacion acelerada, regulando asi la expresion de

la proteina (Rajaram et al., 2011).

Por otro lado, el miR-155, codificado en el gen Bic, ha sido identificado como un
miRNA multifuncional; ya que participa en gran diversidad de procesos biolégicos,
que incluyen apoptosis, inflamacion, etc. y se ha convertido en un regulador crucial de
la respuesta inmune innata o adaptativa. El miR-155, tiene como blanco a SOCS-1
(Suppressor of citokine signaling-1), incrementando la produccién de IFN-y en células T
CD4*y CD8* (Dudda et al., 2013; Huffaker et al., 2012); se ha sugerido también que este
microRNA promueve la diferenciaciéon Th17, mediante Jarid2 (Jumonji And AT-Rich
Interaction Domain Containing 2) (Escobar et al., 2014); asi mismo, la infeccién por M.

tuberculosis induce la expresion del miR-155, quien regula la respuesta inmune innata
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atenuando la expresion de Bachl (BTB and CNC homology 1) y Shipl (SH2-containing
inositol 5’-phosphatase) (Kumar et al., 2012). Otras investigaciones han indicado que la
inhibicién de SHIP1, mediada por el miR-155 esta asociada a la alta producciéon de ROS
en macrofagos infectados con M. bovis BCG. Ademas, el miR-155 inhibe la expresion
de la ciclooxigenasa 2 (Cox2) e Interleucina-6 (il-6), suprimiendo la respuesta
inflamatoria en macréfagos. Un estudio mas reciente mostré que la infeccién con M.
marium resulta en el incremento de la expresion del miR-155, este miRNA, se une al 3’
UTR de C/EBPB, un factor transcripcional de la 6xido nitrico sintasa (NOS), inhibiendo
asi la producciéon de NOS y potenciando la sobrevivencia micobacteriana (Qin et al.,

2016;).

En el 2014, el equipo de Ni, demostré que los miR-132 y miR-26a, estdn
sobreexpresados en macréfagos humanos después de la infeccion por M. tuberculosis y
que, ademads, actian como reguladores negativos del coactivador transcripcional p300;
dicha molécula, estd involucrada en la via de senalizaciéon de IFN-y. La inhibicién de
estos microRNAs lleva a la sobreexpresion de la proteina p300 y mejora la respuesta
de macréfagos humanos a IFN-y (Ni et al., 2014). Por otro lado, Li y cols. (2018)
mostraron que la expresion del miR-26b fue marcadamente menor en macréfagos
humanos THP-1 infectados con M. tuberculosis. Ademas, se encontré que el miR-26b
modula a NF-«B y la expresion de citocinas proinflamatorias, mediante su unién al 3’
UTR del mRNA de tak1, conllevando a la disminucion de la respuesta inmune (Li et al.,
2018). Asi mismo, la infeccion de macréfagos con M. tuberculosis, desregula la expresion
del miR-let-7f, quien tiene como blanco a A20, un regulador negativo de la via de
sefalizacion de NF-«B, involucrado en el control de la carga bacteriana y en la mejora

de la respuesta inmune (Kumar et al., 2015).

Recientemente, diversas investigaciones han indicado que los miRNAs
participan en la inmunoreaccién de macréfagos infectados por M. tuberculosis; ya que,
tienen la capacidad de modular la respuesta inmune alterando la via de sefalizacién
de TLRs. Tal es el caso de los miR-132, miR-26a, miR-30A, miR-206 y miR-708-5p
(Abdalla et al., 2016; Fu et al., 2016). En un estudio reciente, se observé que el miR-708-
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5p se sobreexpresa en macréfagos infectados con M. tuberculosis, lo cual conlleva a una
disminucién en la expresion de TLR4 y a un aumento en la sobrevivencia de M.
tuberculosis en macréfagos; mientras que, la baja expresion del este miRNA mostré los
efectos opuestos; lo anterior, sugiere que el miR-708-5p podria ejercer un efecto
antiinflamatorio en macréfagos infectados con M. tuberculosis, mediante la regulacion
de TLR4 (Li & Zhang, 2019). Asi como el miR-708-5p, el microRNA-146a es un miRNA
antiinflamatorio que regula negativamente la activacion de NF-«B mediante la
regulacion de irak1 y trafé, ademas suprime la produccion de citocinas proinflamatorias
y la eliminacion de M. bovis BCG en macréfagos via IRAK/TRAF-6 (Li et al., 2013; Saba
et al., 2014).

Estudios previos han demostrado que la autofagia, es un mecanismo por el que
la célula fagocitica, puede eliminar a M. tuberculosis (Abdalla et al., 2016). Por otro lado,
también se ha visto que M. tuberculosis puede inhibir la activacion de la autofagia y
bloquear el flujo autofagico mediante la regulaciéon de la expresiéon de miRNAs, lo que
ayuda a la supervivencia y la colonizacion de los macréfagos por M. tuberculosis (Chen
et al., 2015). Se han identificado diversos miRNAs involucrados en este proceso
mecanismo celular. Tal es el caso del miR-1958, diversos experimentos han mostrado
que este miRNA puede inhibir la autofagia al interactuar con el 3" UTR de atg5, un gen
relacionado con este proceso celular y, de esta manera promueve, la supervivencia de
M. tuberculosis en macréfagos RAW264.7 (Ding et al., 2019). Asi mismo, se observé que
la infeccion con M. tuberculosis incrementa la expresiéon del miR-125a-3p, quien regula
a UVRAG (UV radiation resistance-associated gen protein), inhibiendo la activacién de la
autofagia y la respuesta antimicrobiana en macréfagos (Kim et al., 2015). En otros
estudios se ha propuesto un mecanismo por el cual las micobacterias inhiben la
autofagia inducida por IFN-y en macréfagos, a través de modificaciones epigéneticas
sensibles a mTOR, un regulador critico de la autofagia, al inducir la expresion de los

miR-155 y miR-31 (Holla et al., 2014).

Los humanos cuentan con mecanismos que contribuyen a mantener la

homeostasis intracelular y a prevenir el dafio causado por los patégenos, denominado
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autofagia. Hay dos pasos principales en el proceso autofagico: formacion de
autofagosomas y maduracién de autolisosomas. La autofagia tiene una variedad de
funciones que no solo pueden resistir la invasién de patégenos, sino que también
regulan el metabolismo de las células. Ademas, numerosos resultados revelan que los
microRNAs estan involucrados en la regulacién de la autofagia (Li & Zhang, 2019; Ding
et al., 2019). Se sabe que la infeccion de M. tuberculosis en monocitos humanos y
macréfagos THP-1, induce la expresion del miR-144*/hsa —miR-144-5p; el cual, se une
al extremo 3" UTR de dram2 (DNA dagame regulated autophagy modulator 2). Durante la
autofagia, DRAM?2 interactta con BECN1 (Beclina-1) y UVRAG llevando al
desplazamiento de Rubicon, un inhibidor de la maduracién de la autofagia (Kim et al.,
2017). En pacientes con TB, ratones y macréfagos infectados con M. tuberculosis, el miR-
27a es expresado abundantemente. Este microRNA tiene como blanco al transportador
de Ca* CACNA2D3, ubicado en el reticulo endoplasmico. La regulacion de este
transportador conlleva a la desregulacion de la sefalizaciéon de Ca*, inhibiendo la
formaciéon del autofagosoma y promoviendo la sobrevivencia intracelular de M.
tuberculosis, lo anterior revela una estrategia por la que M. tuberculosis incremente su
supervivencia en macroéfagos (Liu et al., 2018). De igual manera, M. tuberculosis induce
la expresion del miR-33, el cual inhibe una serie de moléculas que participan el

mecanismo de autofagia (atg5, atg12, lamp1, 1c3b, ampk, fox3, tfeb) (Ouimet et al., 2016).

Diversas investigaciones han identificado diferentes microRNAs como
potenciales biomarcadores para el diagnéstico de TB. Tal es el caso de los miR-142-3p
y miR-21-5p, los cuales se encuentran aumentados en muestras de sangre periférica de
pacientes con LTB en comparacién con pacientes de TB activa (Wu et al., 2014).
También, se propuso que el miR-93-3p es un marcador diagnoéstico con gran potencial
para distinguir entre LTB y TB activa (Meng et al., 2014). Lu y cols. (2019), identificaron
que los miR-29a y miR-500a-3p, asi como CDC42, ACTA1, PTEN y FOS, son potenciales
biomarcadores y candidatos terapéuticos en la LTBI. Asi mismo, los miRNAs: miR-361-
5p, miR-889 y miR576-3p, son usados para distinguir pacientes con TB de sujetos sanos
y pacientes con otras infecciones microbianas. Todo lo anterior implica que los

microRNAs, ademds de estar involucrados en la regulacion de la respuesta inmune
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también, tienen gran potencial para servir como biomarcadores para el diagndstico y

tratamiento de la Tuberculosis (Qi et al., 2012).

2.1 Antecedentes particulares

En un estudio en ratones BALB/c infectados intratraquealmente con M.
tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis 5186 (cepa hipervirulenta), se realiz6 un perfil de
expresion de microRNAs en el lavado bronquiolo alveolar a los 3, 7 y 14 dias post-
infeccién (p.i.) encontrando que, 36 miRNAs se desregulan durante la infeccién por M.
tuberculosis H37Rv; mientras que la infeccién con M. tuberculosis 5186 desregula la
expresion de 20 miRNAs. Dentro de estos, encontramos a los miR-let-7e, miR-150, miR-
148a y miR-200a. Estos dos altimos se encontraron sobreexpresados a los 3, 7 y 14 dias

p.i. con ambas cepas (datos sin publicar).

2.1.1 microRNA-200a

La familia miR-200 es altamente conservada en vertebrados; la cual, consta de 5
miembros: miR-200b, miR-200a, y miR-429, localizados en una region intergénica del
cromosoma 1p36.33; y los miR- 200c y miR-141, localizados en el cromosoma 12p13.11
(Fig. 6A). La familia miR-200 esta dividida en dos grupos funcionales, basandose en las
similitudes de su regién semilla. El miR-200b, miR-200c y miR-429 (grupo funcional I)
tienen la misma region semilla (AAUACUG), mientras que los miR-200a y miR-141
(grupo funcional II) poseen una region semilla diferentes (AACACUG) pero comun a
los dos (Fig. 6B) (Humphries & Yang, 2015). Es bien conocido el rol de la familia miR-
200 en la Transicion Epitelio-Mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés); ya que
mantienen la identidad epitelial, mediante la represiéon de las moléculas conductoras
de la EMT, especificamente ZEB1/2 (Zinc finger E-box binding homeobox 1). Los
miembros de esta familia participan también en la adhesién celular tumoral, migracién,
invasion, metastasis y algunas vias de sefializacion (Lim et al., 2013). Segtn lo reportado

por Zhao y cols. (2020) en células de cancer Nasofaringeo (NPC) la expresion del miR-
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200a esta disminuida mientras que la expresion de CD47 estd incrementada, ademas la

sobreexpresion de este miRNA afecta la proliferacion, migracién e invasiéon celular

(Zhao et al., 2020).
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Fig. 6 Familia miR-200. A. Los miembros de la familia miR-200 estd organizada en dos
clasteres: cromosoma 1 (miR-200bc/429) y en el cromosoma 12 (miR-200a/141). B.
Alineamiento de la region semilla de los miembros de la familia miR-200 (Tomado y
modificado de Humphries & Yang, 2015).
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El miR-200a, ademas de estar implicado en la regulacién de procesos neoplasicos,
también ha sido relacionado con otras patologias. En un estudio realizado en ratas
macho Sprague Dawley sometidos a estrés crénico leve y dafio nervioso para inducir
depresion y dolor crénico, se determiné que la expresion del miR-200a esta disminuida
después de 4 semanas de tratamiento, mientras que tras 12 semanas de estrés leve
prolongado, la expresion del miR-200a se eleva significativamente. Ademas, un andlisis
funcional mostré que los genes blancos putativos del miR-200a estan relacionados con
la via de sefalizacion de PI3K-AKT, JAK-STAT, Rapl (Ras-proximate-1) y el ciclo de
vesiculas sindpticas (Satyanarayanan et al., 2019). Es conocido que la activaciéon de
células hepaticas estrelladas (HSC) provoca fibrosis hepética, Hu y cols. (2016)
demostraron que la sobreexpresiéon del miR-200a disminuye la proliferacién de HSC
mediante la regulaciéon de p-catenina, quien estd involucrada en la sobrevivencia,
proliferaciéon, migracion y polaridad celular; sugiriendo que el miR-200a tiene efectos
anti-fibréticos mediante la desregulacion de f-catenina (Hu et al., 2016). Asi mismo, la
fibrosis renal es inducida por TGF-£ (Transforming growth factor beta) , quien estimula la
EMT. En un modelo in vitro se demostré que los miR-200a y miR-141 disminuyen el
desarrollo y la progresion de EMT, dependiente de TGF-p, y la fibrosis renal, mediante
la regulacion de la via de sefializacion por TGF-f (Wang B et al,, 2011).

La familia miR-200 es una de las familias de miRNAs mejor conocidas en
mamiferos; la cual, se ha visto involucrada en la respuesta inmune del hospedero
inducida por algin agente patogeno. Niu y cols. (2017) demostraron que la
sobreexpresion del miR-200 en tejido hepético infectado con el Virus de la Hepatitis B
(VHB) y células HepG2.2.15 infectadas con el virus, disminuye la respuesta antiviral
mediada por TLR4, mediante la regulaciéon negativa de MyD88 e IRAK4 (Interleukin-1
receptor-associated kinase 4) lo que promueve la infeccién por VHB (Niu et al., 2017). Por
el contrario, se observé que en muestras de tejido de Hepatocarcinoma (HCC) positivo
a VHB y células HepG2.2.15 la expresiéon del miR-200a estd disminuida, en
comparacion con tejido de HCC negativo a VHB o células HepG2, ademads se relacion6

la subexpresion del miR-200a con una alta expresion de la proteina HBx (Hepatitis B
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virus x protein), la cual juega un papel importante en la progresion de HCC relacionado

con la infeccién por VHB (Shi et al., 2017).

La infecciéon de células epiteliales de adenocarcinoma pulmonar (A549) con el
Virus de Influenza Aviar H5N1, induce sobreexpresion del miR-200c-3p, quien se une
al 3" UTR de ace2 (Angiotensin-converting enzyme 2), un regulador negativo del sistema
renina-angiotensina. La sub-expresion de ace2 se ha asociado al Sindrome de Dificultad
Respiratorio Agudo, inducido por el Virus de Influenza aviar H5N1. También,
demostraron que la induccién de la expresion de este miRNA es dependiente del Factor
Nuclear-«B. Lo antes mencionado, sugiere que la sobreexpresiéon del miR-200c-3p
inducida por la infecciéon de gripe aviar, reduce los niveles de expresiéon de ace2,
conduciendo al aumento en los niveles de angiotensina Il y al posterior dafio pulmonar

(Liu et al., 2017).

En un estudio realizado en macréfagos derivados de monocitos coinfectados con
S. pneumoniae y Virus de la Influenza A/H1N1, se demostré que la expresion de cxcl10
0 ip-10 aumenta sinérgicamente después de la coinfeccién, en comparacién con las
condiciones de infeccién individual. Ademads, se demostré que la expresion del miR-
200a-3p fue inducida después de la coinfeccion, mientras que la transfecciéon con el
mimetizador del miR-200a-3p disminuye la expresion de socs-6 (Suppressor of citokine
signaling-6), un conocido regulador de la via de sefializacion JAK/STAT, en tanto que
la transfeccion del inhibidor, induce la sobreexpresion de dicho gen, regulando

indirectamente la expresion de cxcl10 o ip-10 (Hoffmann et al., 2016).

Se conoce que la infeccion por Chlamydia muridarum cepa Niggy en ratones
C57BL/6 mostr6 que la expresion de microRNAs involucrados en la mitigaciéon de la
tibrosis, estd significativamente disminuida; entre estos miRNAs encontramos a los
miR-200b, miR-200b-5p, miR-200b-3p y miR-200a-3p. Ademas, la desregulaciéon de
estos miRNAs estd asociada con el incremento en la expresion de interleucina-8 (IL-8),
cxcl2 (C-X-C motif chemokine ligand 2), interleucina-1f (IL-1f), TNF-a e Interleucina-6 (IL-
6) (Yeruva et al., 2016).
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Lv y cols. (2015), demostraron que el miR-200 regula la actividad antibacteriana
en celomocitos primarios de Apostichopus japonicus, infectados con V. splendidus,
mediante su interacciéon con Tollip (Toll-interacting protein), una molécula involucrada
en la activacion de TLR. Del mismo modo, en respuesta a la infeccién por el Virus
Epstein-Barr (VEB) el miR-200b puede inducir a las células positivas para VEB a la
replicacién litica del virus, mediante la regulaciéon negativa de los factores de
transcripcion, ZEB1/2 (Ellis-Connell et al., 2010). Asi mismo, durante la modulacién
inducida por rapamicina en la nefropatia asociada a VIH, el miR-200 afecta la

activacion de la via de mTOR mediante la regulacion de zeb1/2 (Chen et al., 2013).

Un estudio en el 2012 revel6 que los miR-200a, miR-200b y miR-200c tienen
diversos blancos en la via de sefializacion de TLR4 (fig. 7). En células HEK293
transfectadas con mimetizadores del miR-200b y miR-200c, decrece la expresion de
MyD88, mientras que los mRNA de tIr4, irakl y traf6, no se ven afectados. Ademas, la
transfeccion en células THP-1, disminuye la abundancia del mRNA de myd88, asi como
de citocinas proinflamatorias, inducidas por LPS: il-6, cxcl9 y tnf-a. Lo anterior sugiere
que estos microRNAs acttan como factores que modifican la eficiencia de la via de
sefializacion de TLR4, a través de MyD88, afectando la respuesta inmune contra

patégenos (Wendlandt et al., 2012).

Como ya se ha visto, los miembros de la familia miR-200 (miR-200a/b/c),
participan en la regulacién de la respuesta inmune durante procesos infecciosos; ya
sean bacterianos y/o virales, y podrian estar asociados con la actividad de los
macroéfagos. A pesar de las diversas investigaciones, atin se desconoce el papel que

juega el miR-200a durante la infeccion por M. tuberculosis.
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@ Expresion de citocinas
@ proinflamatorias

Fig.7 Genes blancos putativos de la familia miR-200 en la via de sefializacién de TLR4. Dicha
via de sefializacién conlleva a la activaciéon del NF-«B y a la transcripcién de genes de citocinas
proinflamatorias. Se muestran los genes blancos para los miR-200a (+), miR-200b y miR-200c
(*) (Tomado y modificado de Wendlandt et al., 2012).
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2.1.2 Regulacién de la familia miR-200

Se han descrito diferentes factores de transcripciéon y modificaciones epigenéticas

que acttian como elementos clave en la regulaciéon de la familia miR-200.

Regulacién por factores de transcripciéon. Mizuguchi y cols. (2012) mencionan

que la regulacion de miR-200 via ZEB1 podria ser modulada por la participaciéon de
factores de transcripciéon como p300 y PCAF. Ellos observaron que la activacion de la
transcripcion de miR-200c/141 ocurre cuando p300 y PCAF interactian para formar
un complejo transcripcional con ZEB1 y, la disrupcién de la interaccién de p300-PCAF,
suprimen la actividad transcripcional (Mizuguchi et al., 2012). Se sabe también que la
expresion de miR-200, podria estar regulada por el gen del receptor nuclear pelpl
(proline,glutamic acid and leucine rich protein 1), PELP1 forma un complejo con HDAC2
(Histone desacetylase 2), que se une con los promotores de la familia miR-200,
desregulando su expresion (Roy et al., 2014). Asimismo, los miembros de la familia de
factores de transcripcion P53, P63 y P73, regulan directamente la transcripcion de miR-
200 mediante la unién de P53 /P63 /P73 a sus sitios de unién en la regién promotora de
ambos cltasteres miR-200 (Fig. 8). Evidencia experimental muestra que los factores de
transcripcion MYC, OCT4, SOX2 regulan la expresion de esta familia de microRNAs
(Knouf et al., 2012).

Regulacién por modificaciones epigenéticas. Las metilaciones de citocinas,

usualmente en islas CpG localizadas en la region promotoras de los genes, han sido
ampliamente documentadas como marcadores de represion de la expresion génica. Las
regiones regulatorias de ambos clasteres de miR-200 contienen secuencias ricas en islas
CpG (Fig. 8) (Feng et al., 2014). Se sabe que la proteina de adhesion focal Kindlin 2
forma un complejo con DNMT3A (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3 alpha) en el
nucleo de células de cadncer de mama para inducir hipermetilacién de las islas CpG de
los promotores miR-200 para desregular la expresion de la familia miR-200 (Yu et al.,
2013). Ademas de la metilacion del DNA, la modificaciéon postraduccional de histonas
es otro de los principales mecanismos epigenéticos para regular la expresion de la
familia miR-200 (Tellez et al., 2011). El silenciamiento del miR-200b/c ocurre debido a
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la metilacién en la histona H3 (H3K27me3) y por el incremento en la metilaciéon del
DNA. Por otro lado, el complejo hnRNPU/PCAF/RNA Pol II y el RNA largo no
codificante H19 (IncRNA-H19) son capaces de activar la expresion de la familia miR-

200, via acetilacién de histonas (Zhang et al., 2013).
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Fig. 8 Regulacion de la expresién de la familia miR-200. La regulacién de la expresion de la
familia miR-200 involucra multiples factores de transcripcién y modificaciones epigenéticas.
TSS representa el sitio de inicio de la Transcripcién (Tomado de Feng et al., 2015).
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3. HIPOTESIS

La sobreexpresion del miR-200a en macréfagos infectados con Mycobacterium

tuberculosis favorece la sobrevivencia intracelular del bacilo.
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4. JUSTIFICACION

A pesar de la importancia de la participacion de los miRNAs en la regulacion de
la respuesta inmune, atin se desconocen muchos aspectos del rol que juegan estas
moléculas en la interaccion hospedero-patégeno durante la infeccion por M.
tuberculosis. Dado que nuestro equipo de trabajo encontré que el miR-200a esta
sobreexpresado en el lavado bronquiolo alveolar de ratones BALB/c tras 3, 7 y 14 dias
de infeccién con M. tuberculosis 5186 (cepa hipervirulenta) y M. tuberculosis H37Rv
(cepa tipo), es de nuestro interés determinar cudl es el papel de este microRNA durante

el proceso infeccioso.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar el papel del miR-200a en el control de la infeccion por M. tuberculosis

H37Rv en macréfagos murinos.

5.2 Objetivos Particulares

- Evaluar la expresiéon del miR-200a en macréfagos murinos J774.

- Determinar el efecto del mimetismo e inhibicién del miR-200a en macréfagos

J774 en el control de la infecciéon por M. tuberculosis H37Rv.

- Determinar los genes blancos putativos del miR-200a asociados a la respuesta

inmune.

- Determinar el efecto del mimetismo e inhibicién del miR-200a en macréfagos

]J774 sobre la expresiéon de TNF-a y alguno de sus genes blancos putativos.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

BO0C-YW PP
S0JUR[( SO] @p ‘OUun SOUU
[e’ap A v-fu ] ap uorsaxdxy
'Y
SeIo[0) [e30)
9P SRIOpLULIO] SapepIun) VN 9p uomoenxy
A 3
1'd seioy gp A ¢
I 06 A UG H
mmcm.%a ¢ ¢ION TION
: = sisomaagny "W
A0PIIuT 0 IopeZRaWIN uonau]
[LORREIIEAY | a

r 9

Q- < 0011 UL SISI[RUY
[9P S0JUR[q JRUTLIIAA(]
00T
-y[1w [ap uorsaxdxy
1-d sexoy gp £ 7
¢ION TIONW
QI3 g s1sopnaaqny
UL

pLL

souLInu S03eJOIR

47



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepa de M. tuberculosis H37Rv

La cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue donada por la M. en C. Claudia
Carranza Salazar del Departamento de Microbiologia del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”. Los viales de M. tuberculosis

donados, pertenecian al mismo lote y se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

7.2 Linea celular de macréfagos murinos J774

Para los experimentos realizados se utiliz6 la linea celular J774 (macréfagos derivados
de monocitos de tumor de raton BALB/c). El vial se colocé en hielo frappé y una vez
descongelado, la suspension celular se pasé a un tubo cénico estéril de 15 ml con 10 ml
de medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) sin suplementar. La suspensioén celular se lavé
por inversiéon y se centrifugd durante 5 minutos a 1,200 rpm. A continuacién, se
descart6 el sobrenadante, se colocé medio RPMI-1640 fresco y el pellet se resuspendio
mediante pipeteo. Los lavados se repitieron tres veces. Al finalizar el tltimo lavado, el
pellet se resuspendié6 en medio RPMI-1640 suplementado al 10% con Suero Fetal
Bovino (SFB) (Gibco™) (RPMI-SFB) y se transfiri6 a una caja de petri de 100 mm para
cultivo celular (Eppendorf). El cultivo celular se mantuvo en incubacién a 37°C, 5% de

CO2y 90% de humedad, a una confluencia del 80%.

Para realizar las infecciones con M. tuberculosis H37Rv, se retir6 el cultivo de la linea
celular J774 de la incubadora y se verific6 que no hubiera contaminacién bacteriana. Se
retir6 el medio de cultivo, se realizaron tres lavados con RPMI-1640 y las células se
incubaron durante 24 horas con medio RPMI-1640 sin suero, con la finalidad de
sincronizar el cultivo. A continuacién, se retir6 el medio de cultivo y se realiz6 un
lavado con 5 ml de RPMI-1640 y, con ayuda de un ‘scraper’, las células se despegaron

de la superficie de la caja de cultivo. La suspensiéon se homogenizé por pipeteo, se
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realizo6 el conteo celular en cdmara de Neubauer y se sembraron 80,000 células por pozo
en una placa de 48 pozos. El volumen del pozo se complet6 a 250 ul con medio RPMI-

SFBy la placa se incub6 a 37°C, 5% de CO2y 90% de humedad, hasta su uso posterior.

7.3 Infeccion de macréfagos con M. tuberculosis H37Rv

Tomando las medidas de bioseguridad adecuadas, el vial de micobacterias se
descongel6 en hielo frappé y la suspension bacteriana se pasé6 a un criovial con 5 perlas
de vidrio estériles. El vial se cerr6 perfectamente y se vortexe6 durante 5 minutos,
después se centrifugé a 1,000 rpm durante 2 minutos y el sobrenadante se transfirié a
un tubo estéril de 1.5 ml. Se tomé el volumen requerido para preparar la suspensiéon
bacteriana en medio RPMI-1640, para las multiplicidades de infeccion de 1y 3 (MOI 1
y MOI 3).

Se retir6 la placa con macréfagos murinos de la incubadora, se tomé la suspension
bacteriana correspondiente a las MOI 1 y MOI 3, se gote6 en el pozo y los macréfagos
infectados se incubaron durante 4 horas. Transcurrido el tiempo de incubacidn, la placa
se retir6 de la incubadora y, sin tocar el fondo del pozo, se retir6 el sobrenadante y se
realizaron tres lavados con medio RPMI-1640, para eliminar las micobacterias no
fagocitadas. Al terminar los lavados, se afladieron 250 pl de medio RPMI-SFB. La placa

se mantuvo en incubacién a 37°C, 5% CO2 y 90% de humedad, hasta su uso posterior.

7.4 Transfeccion con el mimetizador e inhibidor del miR-200a

Para la transfeccién del mimetizador e inhibidor del microRNA-200a, se utilizé como
agente de transfeccion Lipofectamina 2000 (Invitrogen Corporation) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En ocho tubos estériles de 1.5 ml se colocaron 275 ul de
medio Opti-Mem (Gibco™), a cuatro de ellos se les adicionaron 13.75 pl de
Lipofectamina; de los cuatro restantes, a dos se les aftiadi6 13.75 pl del mimetizador

(mirVana® miRNA mimic, Assay ID MC10991) y 13.75 ul del inhibidor (Ambion®
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Anti-miR™ miRNA Inhibitor, Assay ID AM10991), para la concentracién de 25nM; por
otro lado, a los dos restantes se les agregaron 27.61 pl del mimetizador e inhibidor,
respectivamente, para la concentraciéon de 50nM. Los tubos se incubaron durante 10
minutos; posteriormente, se mezclé un tubo de lipofectamina por cada tubo que
contenia, ya sea el mimetizador o inhibidor del miR-200a, y se dejaron incubar durante
15 minutos. La placa con macréfagos murinos infectados con M. tuberculosis, se retird
de la incubadora y se procedi6é a la transfeccién con el mimetizador e inhibidor,
goteando 25 pl de la mezcla correspondiente, previamente preparada, segin la

concentraciéon y condicién para cada pozo. Las placas se mantuvieron en incubacién a

37°C, 5% de CO2y 90% de humedad durante 24 y 48 horas.

7.5 Extraccion de RNA.

Se realiz6 la extraccion de RNA total de las células utilizando el reactivo TRIzol
(Invitrogen™) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Se retir6 el medio de cultivo
de cada pozo de la placa, se afiadieron 150 ul de TRIzol y se homogenizé por pipeteo.
El lisado celular se transfiri6 a un tubo estéril de 1.5 ml, se agregaron 100 pl de
cloroformo, se mezclé por pipeteo y se dejé incubar por 2-3 minutos a temperatura
ambiente. La fase acuosa se recupero por centrifugaciéon a 12,000 x g a 4° C durante 15
minutos, se transfirié a un tubo estéril nuevo, al cual se afiadi6 150 pl de isopropanol y
se incub6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se centrifugé a
12,000 x g a 4° C durante 15 minutos; se descart6 el sobrenadante y el pellet se lavé con
300 pl de etanol y se centrifugé a 7,500 x g a 4° C por 5 minutos, se descart6 el
sobrenadante y el pellet se dej6 secar; una vez seco, el pellet se resuspendi6 en 20 ul de
agua libre de nucleasas. La preparacion se cuantificé en el NanoDrop™ 2000 (Thermo
Scientific™) y se verificé su integridad en un gel de agarosa al 1%. El RNA total
obtenido, fue sometido a tratamiento con DNAsa para eliminar el DNA genémico
contaminante, para ello, en un tubo estéril de 0.2 ml se afiadi6 1 pl de Buffer 10x con
MgCly, 1 pl de DNasa I libre de RNasa (#EN0521, Thermo Scientific), 500 ng de RNA
total y c.b.p 10 ul de agua libre de nucleasas. Se incubé durante 60 minutos a 37° C;
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posteriormente, se agreg6 1 ul de EDTA 50mM y se incub6 a 65° C por 10 minutos, para
inactivar la reacciéon. E1 RNA tratado se colocé en hielo, se cuantificé y se verificé su
integridad en un gel de agarosa al 1%. La preparacion se almacené a -70° C hasta su

posterior uso.

7.6 Analisis de la expresion del miR-200a

Para analizar la expresion del miR-200a, se utiliz6 TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
un tubo estéril de 0.2 ml, se colocaron 0.15 ul de dNTPs (con dTTP) 100 mM, 1 pl de
Multiscribe™ Transcriptasa Reversa (50 U/pl), 1.5 pl de Buffer 10X de transcripcion
reversa, 0.19 ul de Inhibidor de RNasa (20U/ pl), 4.16 pl de agua libre de nucleasas, 3 ul
de sonda TagMan® MicroRNA Assays (ID 000502, ThermoFischer Scientific) especifica
para el microRNA-200a y 5 ul de la muestra de RNA, cuya concentracion fue ajustada
a 2 ng/pl. La muestra se centrifugé brevemente y se colocé en hielo por 5 minutos. A
continuacion, la muestra se incub6 a 16°C por 30 minutos, 42° C por 30 minutos, 85° C
por 5 minutos y a 4° C . Una vez obtenido el producto de Retrotranscripcién (RT), se
procedié a la amplificaciéon. Para ello en una placa de reaccion de 96 pozos
(MicroAmp™, ThermoFisher Scientific), se coloc6 (por reaccién) 1 pul de TagMan
MicroRNA Assay (20X) (ThermoFischer Scientific), 1.33 ul del producto de RT, 10 pl de
Master Mix TagMan 2X Universal PCR, No AmpErase UNG? (Applied Biosystems) y
7.67 ul de agua libre de nucleasas. La amplificacion se realiz6 por triplicado de cada
muestra a evaluar. Se colocé el film adhesivo y la placa de reaccién fue centrifugada
brevemente para eliminar las burbujas y depositar la muestra en el fondo del pozo. La
muestra se colocé en el equipo Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR, del Posgrado

en Ciencias Gendmicas y se programo con los parametros mostrados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros de amplificacion para RT-qPCR.

Activacion de la

enzima PCR

p AmpliTaq Gold®

aso 40 ciclos
HOLD . Alineamiento/
Desnaturalizacion ..
Extension
Tiempo 10 minutos 15 segundos | 60 segundos
Temperatura 95 95 60
|e)

Se utiliz6 el método AAC; para realizar la comparacion de la expresion del miR-200a
con el control end6geno RNU6 (Cat. No. 4427975, ID 001973, ThermoFisher Scientific).
Los datos fueron graficados en GraphPad Prism 8.0.2.

7.7 Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias

Para determinar el crecimiento intracelular de M. tuberculosis H37Rv en macréfagos
murinos J774. Al término del tiempo de tratamiento, las placas fueron retiradas de la
incubadora y, por cada pozo a evaluar, se afiadieron 150 pl de solucién de lisis (PBS +
0.01% SDS), se homogeniz6 por pipeteo y se verific en el microscopio la lisis de los
macroéfagos. El lisado celular (~ 450 pl) fue recuperado en un tubo estéril de 1.5 ml, y a
partir del mismo se realizaron 3 diluciones seriadas (1:10) en PBS-T (PBS + Tween-20
0.01%). De cada dilucion, se tomaron 10 ul y se gotearon, por triplicado, en cajas petri
con medio de crecimiento Middlebrook 7H10. Las cajas se incubaron a 37 °C, 5% COz
y 90% de humedad y se realiz6 el conteo de las colonias bacterianas cada 5 dias. Para
estimar el nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), se calcul6 el promedio
de los conteos. En aquella diluciéon en la que el crecimiento bacteriano fue maés
homogéneo, se multiplicé por el factor de dilucién, se multiplicé por 100 (para llevar

el volumen a 1 ml) y, finalmente, por 4.5, para obtener un aproximado del ntmero de
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bacterias obtenidas en el lisado celular. Los datos fueron graficados en GraphPad Prism

8.0.2.

7.8 Sintesis de cDNA

Para la transcripcion reversa, se utiliz6 la SuperScript™ III Transcriptasa Reversa
(Invitrogen™, Cat. No. 18080-093). Se colocé en un tubo estéril de 0.2 ml, 1 ul de
oligo(dT)20, 500 ng de RNA, 1 pl de mix ANTP 10mM y agua libre de nucleasas c.b.p.
13 pl, se mezcl6 por pipeted y se incubé a 65°C por 5 minutos, se incubd en hielo por,
al menos, 1 minuto; se centrifugd brevemente y se afiadieron 4 ul de buffer de sintesis
4x,1 pl de DTT 0.1 M, 1 pl de RNasa y 1 pl de SuperScript™III RT (200 unidades/ ul).
Se mezcl6 por pipeteo y se incub6 a 50° C por 60 minutos. Para inactivar la reaccién, la
muestra se calent6 a 70° C durante 15 minutos y se almacen¢ finalmente a -20° C hasta
su uso posterior. El cDNA sintetizado se utiliz6 como templado para amplificacién por

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

7.9 Analisis de la expresion de tnf-a, nfkbia y tir4

Para evaluar la expresion de tnf-a y de los genes blanco del miR-200a, nfkbia y tlr4; se
utiliz6 el cDNA, previamente sintetizado. En un tubo estéril de 0.2 ml, para cada gen a
evaluar, se colocaron 5 pul de Master Mix PCR (Cat. No. 11636103001, Roche), 1 pul del
producto de RT, 3 pl de agua libre de nucleasas, 0.5 pl de primer sentido (F) y anti

sentido especifico (R) especifico (Tabla 1).
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Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacién por PCR.

Gen Primer Tm
F 5’-ACT-GCC-GCA-TCC-TCT-TCC-TC-3’
f-actina 55°C
R 5’-TGC-CAC-AGG-ATT-CCA-TAC-C-3
Tof F 5’-CAT-CTT-CTC-AAA-ATT-CGA-GTG-ACA-A-3’ —_
nf-a °
R 5’ -TGG-GAG-TAG-ACA-AGG-TAC-AAC-CC-3’
F 5’-TTT-ACT-GGG-GTG-ATT-CGG-CT-3’
Nfkbia 60° C
R 5’-CAC-CTG-GCT-CTT-ACA-TGG-GA-3’
F 5’-ACA-AAA-CTC-TGG-GGC-CTA-A-3’
Tlrd 55°C
R 5’-ATA-GCT-TAG-CAG-CCA-TGT-GT-3’

Los tubos con las reacciones se centrifugaron brevemente para depositar la muestra en
el fondo del tubo y se colocaron en un termociclador GeneAmp PCR System 9700

(Applied Biosystems) con el programa de ciclado mostrado en la figura 9.

30 ciclos
\
[ |
1
94°C - 94°C :

" - 72°C ; 72°C

27+ 30 Tm w5
. ! 4°C
! 1 0
' 30 '

Fig. 9 Esquema del ciclo de PCR.

Al finalizar el programa, los tubos se colocaron en hielo y se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% en tampoén Tris-Acetato-EDTA a 100 V. Los
amplicones se visualizaron en Gel Doc™ XR+ Imager (BioRad). Se realiz6 una
densitometria de las bandas, en el programa ImagelL.ab™ Software 6.0.1 (BioRad), para
comparar la expresion de tnf-a, nfkbia y tlr4 con respecto al control endégeno f-actina.

Los datos fueron graficados en GraphPad Prism 8.0.2.
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7.10 Analisis in silico.

Para determinar los genes blancos predichos del microRNA-200a se consultaron las

bases de datos MicroRNA (www.microrna.org), TargetScan (www.targetscan.org),

miRDB (mirdb.org) y PicTar (pictar.mdc-berlin.de). Se realizé una comparacién entre
las listas de genes obtenidas de cada base de datos consultada y, aquellos que fueran
comunes, en al menos tres, y que ademds estuvieran relacionados con la respuesta
inmune, fueron seleccionados. Por otro lado, se descargaron los archivos
suplementarios de la investigacion realizada por Andreu et al., 2017. En dichos
documentos, se enlistan los genes diferencialmente expresados en macréfagos
primarios y macréfagos murinos J774 infectados con M. tuberculosis. Se realizé una
comparacion entre los genes obtenidos en las bases de datos y los que se obtuvieron en
la investigacion de Andreu y cols. (2017); aquellos genes comunes y relacionados con
la respuesta inmune, fueron considerados como candidatos a evaluar. Obtenidos los
genes, se realizé un alineamiento entre la regiéon 3° UTR del mRNA blanco predicho y
la region semilla del miR-200a para determinar la complementariedad. Asimismo, se
disefiaron oligonucleétidos especificos en Primer3 input (versién 0.4.0) para los genes
nfkbia y tlr4 para determinar la expresion de, al menos uno de ellos, en nuestro modelo

experimental.

7.11 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se calculé6 media y desviacion
estdndar. Los resultados fueron sometidos a Anaélisis de varianza (ANOVA) con P-
value de 0.05; asi como la prueba Tukey, para multiples comparaciones. Se utiliz6 la

paqueteria estadistica de GraphPad Prism 8.0.2.

55


http://www.microrna.org/
http://www.targetscan.org/

8. RESULTADOS

8.1 Perfil de expresion del miR-200a en macréfagos murinos J774 infectados

con M. tuberculosis H37Rv.

Con la finalidad de conocer si el miR-200a, se encontraba desregulado en los
macréfagos murinos J774, se evalud su expresién en macréfagos no infectados e
infectados con M. tuberculosis H37Rv. A las 24 horas p.i. se observé un incremento en
la expresion del miR-200a (1.62 fold), en macréfagos infectados con MOI 1(Fig. 10). Sin
embargo, a las 48 horas, la expresion del miRNA decreci6 casi al nivel basal (0.92 fold).
Por otro lado, en macréfagos infectados con MOI 3, a las 24 y 48 horas, se observé que
el miR-200a se sobreexpreso 4.72 veces y 5.6 veces, respectivamente, con respecto a
macréfagos no infectados. A pesar de que aparentemente el miR-200a se desregul6
durante la infeccién por M. tuberculosis, no se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre las condiciones de infeccién y tiempo p.i. probablemente debido a

la dispersioén en los datos (Fig. 10).
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Fig. 10 Expresién del miR-200a en macroéfagos J774 infectados con M. tuberculosis. La
expresion relativa del miRNA fue determinada usando RT-qPCR en macréfagos murinos ]J774
infectados con M. tuberculosis H37Rv (MOI 1, MOI 3) durante 24 y 48 horas. La expresion fue
normalizada al U6, mediante el método Ct (2-44T), y reportada como expresion relativa. Los
datos fueron sometidos a anélisis de varianza (ANOVA) con p<0.05, no se encontraron
diferencias significativas. Los datos se muestran como la media + SD de tres experimentos
independientes.
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8.2 Ensayos de mimetismo e inhibicién del miR-200a

Para investigar la funcién del miR-200a en macréfagos murinos J774 infectados con M.
tuberculosis H37Rv, se realiz¢ la transfecciéon con el mimetizador y el inhibidor del miR-
200a, utilizando las concentraciones de 25 nM y 50 nM. Se observé que después de la
transfeccion con 25 nM del mimetizador, el miR-200a se sobreexpresé hasta 30,000
veces, a las 48 horas; mientras que, la concentraciéon 50 nM del mimetizador aument6
la expresion del miRNA 1075.51 veces, a las 24 horas y, 1325.14 veces, a las 48 horas
(Fig. 11). Por otro lado, la transfeccién del inhibidor, durante 24 horas, no disminuy6
la expresion del miRNA con las concentraciones utilizadas. Sin embargo, a las 48 horas,
la expresién del miR-200a disminuyé en un 90% con 25 nM del inhibidor, y 30% con 50
nM (Fig. 11).
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Fig. 11 Mimetismo e inhibicién de la expresion del miR-200a. Macréfagos murinos J774
fueron transfectados con el mimetizador e inhibidor del miRNA, a una concentracion final de
25 y 50 nM (cada uno), durante 24 y 48 horas. Se utiliz6 lipofectamina 2000 como agente de
transfeccion. La expresion fue detectada usando RT-qPCR, analizada por el método Ct (244¢T)
y reportada como expresion relativa. Se normalizé usando U6 como control endégeno. Los
datos se muestran como la media + SD de dos experimentos independientes. Los datos se
sometieron a analisis de varianza (ANOVA) *p<0.05.
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8.3 Efecto del mimetismo y la inhibicién del miR-200a sobre el crecimiento

intracelular de M. tuberculosis H37Rv

Para evaluar el papel que juega el miR-200a durante la infeccién por M. tuberculosis, se
analiz6 el efecto de su sobreexpresion e inhibicion sobre la supervivencia intracelular
de M. tuberculosis. En macréfagos murinos J774 transfectados con 25 nM y 50 nM del
mimetizador se observé un ligero incremento en el crecimiento intracelular de M.
tuberculosis tras 24 horas utilizando la MOI 1 de infeccién, en comparacién con los
macrofagos sin transfectar, pero no asi a las 48 horas (Fig. 12A). Por su parte, la
transfeccion con el inhibidor del miR-200a no redujo el crecimiento intracelular de la
micobacteria tras 24 horas de transfecciéon (Fig. 12A), mientras que, a las 48 horas, se
observ6 una reduccion en el crecimiento intracelular de M. tuberculosis en ambas
concentraciones con respecto a los macréfagos no transfectados, pero que no fue
estadisticamente significativo (p= 0.05). Por otro lado, en macréfagos infectados con
MOI 3, a las 24 horas se observé que el mimetizador generé un incremento en el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis (Fig. 12B) con respecto a los macréfagos sin
transfectar, pero tampoco fue estadisticamente significativo (p=0.05), sin embargo, el

inhibidor no gener6 disminucién en el crecimiento intracelular del bacilo (Fig. 12B).
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Fig. 12 Crecimiento intracelular de Mycobacterium tuberculosis. Macréfagos murinos ]774
fueron infectados con M. tuberculosis H37Rv (MOI 1, MOI 3) y transfectados con el mimetizador
e inhibidor [25 nM, 50 nM] del miR-200a, durante 24 y 48 horas; los lisados celulares se
sometieron a la deteccion de UFC. A. MOI 1 B. MOI 3. Las barras representan la media + SD
de tres experimentos independientes. Los datos se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA).
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8.4 Analisis in silico

Del total de genes predichos en las bases de datos para el miR-200a, se encontré que 60
genes son comunes en al menos dos de ellas: 51/7645 microRNA.org; 45/675
TargetScan; 43/939 miRDB y 16/430 Pictar (Anexo 2). Asimismo, 44 de 3147 genes
expresados diferencialmente durante la infeccion por M. tuberculosis (Andreu et al.,
2017) son comunes con los predichos por las bases de datos (Anexo 2). Se seleccionaron
14 genes como blancos potenciales del miR-200a (Tabla 3). Dichos genes estan
involucrados en procesos como la activacion del Factor Nuclear xB, sefializaciéon por
TNF-a, sefializacion por TLRs, activacion de PI3K/AKT, apoptosis, senalizacién por
Rho GTPasas. Finalmente, se eligi6 a tlr4 y nfkbia para medir su expresion en

macrofagos murinos infectados y transfectados.

Se verifico que la region semilla del miR-200a (5'-AACACUG-3’) se uniera a la region
3" UTR de los genes tlr4 y nfkbia, para ello se usé la base de datos TargetScan. En la
tigura 13A, se muestra el sitio de hibridaciéon del miR-200a en la regién 3" UTR de tlr4
(posicién 759-766); ademads, se determiné que el miRNA se une en la posicién 356 a 362

del 3" UTR del mRNA de nfkbia (Fig. 13B).
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Tabla 3. Genes blanco predichos del miR-200a. Se muestra el simbolo del gen, nombre,

de acceso en http://www.ensembl.org/ y las rutas de sefializacion en las que participan
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Fig. 13 Alineamiento del miR-200a con sus genes blanco.
200a y la region 3" UTR de tlr4 (A) y nfkbia (B).

(www.targetscan.org).

Se utiliz6 la base de datos TargetScan
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8.5 Analisis de la expresion de tnf-a

La evaluacion de la expresion de tnf-a mostré que a las 24 horas aumenta su expresion
cuando se sobreexpresa el miR-200a (25 nM del mimetizador) en los macréfagos
infectados con M. tuberculosis (MOI 1); dicho aumento es mayor al utilizar la
concentraciéon 50 nM del mimetizador (Fig. 14). Por otro lado, la inhibicién del miRNA,
con 50 nM del inhibidor resulté en una expresién menor del tnf-a (Fig. 14). Mientras
que a las 48 horas, la expresion de tnf-a se increment6 al sobreexpresar el miR-200a (50
nM del mimetizador), aunque el efecto fue mayor al utilizar la concentracién de 25 nM.
Por su parte, la expresion de tnf-a disminuye al inhibir el miR-200a al utilizar 25 nM

del inhibidor, pero no asi con 50 nM de este (Fig. 14).

La expresion de tnf-a a las 24 horas en macréfagos infectados con M. tuberculosis (MOI
3) es similar al utilizar 25 nM o 50 nM del mimetizador, en cambio, la inhibicién del
miR-200a con 25 nM del inhibidor especifico, resulté en una expresién menor de tnf-a.
Por otro lado, a las 48 horas, la sobreexpresiéon del miR-200a (utilizando 50 nM del
mimetizador) aument6 la expresion del tnf-o, siendo mayor al utilizar 25 nM del
mimetizador. Al inhibir el miR-200a con 25 nM del inhibidor, la expresién de la citocina
tnf-a es menor en comparacion a cuando se utiliza 50 nM del inhibidor especifico (Fig.

15).

Estos resultados mostraron que a las 48 horas la expresién del tnf-a en macréfagos
infectados con M. tuberculosis, con MOI 1 y MOI 3, aument6 al sobreexpresar el miR-
200a (50 nM del mimetizador) siendo mayor al utilizar 25 nM del mimetizador, en
comparacion con la expresiéon de tnf-a en macréfagos no transfectados. De igual
manera, la inhibicién del miR-200a con 25 nM del inhibidor especifico resulta en una

menor expresion del tnf-a en comparacion con macrofagos no transfectados (Fig. 14E, 15E)
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Fig. 14 Expresion de tnf-a en macréfagos infectados con M. tuberculosis MOI 1. Macréfagos
murinos infectados con M. tuberculosis H37Rv (MOI 1) y transfectados con mimetizador e
inhibidor del miR-200a (25 y 50 nM) durante 24 y 48 horas. Se observa el producto de PCR
punto final, verificado mediante electroforesis en gel de agarosa 2%. A. Tnf-a, MOI 1- 24 horas
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Fig. 15 Expresion de tnf-a en macréfagos infectados con M. tuberculosis MOI 3. Macrofagos
murinos infectados con M. tuberculosis H37Rv (MOI 3) y transfectados con mimetizador e
inhibidor del miR-200a (25 y 50 nM) durante 24 y 48 horas. Se observa el producto de PCR
punto final, verificado mediante electroforesis en gel de agarosa 2%. A. Tnf-a, MOI 3- 24 horas
B. f-actina, MOI 3- 24 horas C. Tnf-a, MOI 3- 48 horas D. f-actina, MOI 3- 48 horas E.
Densitometria, los datos se expresan como niimero de pixeles.
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8.6 Analisis de la expresion de genes blanco del miR-200a

Al evaluar la expresion de los genes blancos seleccionados (tr4 y nfkbia) en macréfagos
murinos J774 infectados con M. tuberculosis (MOI 1) se observé que a las 24 horas, la
sobreexpresion del miR-200a, con 50 nM del mimetizador, resulté en una mayor
expresion de estos genes, en comparacion con la concentraciéon 25 nM (Fig. 16A, By E).
En cambio, la inhibicién del miR-200a (50 nM del inhibidor especifico) resulté en una

menor expresion tanto de tr4 como de nfkbia (Fig. 16C, D y E).

Los resultados del andlisis de la expresiéon de los genes blancos tlr4 y nfkbia en
macrofagos murinos J774 infectados con M. tuberculosis utilizando la MOI3 y 25 nM del
mimetizador no fueron interpretables (Fig. 17 A y E). Sin embargo, la utilizacién de 50
nM del mimetizador sugirié que a las 24 horas ocurria un incremento en la expresiéon
de nfkbia (Fig. 17B y E). Por otro parte la inhibicién del miR-200a (25 nM de inhibidor)
en macroéfagos infectados con M. tuberculosis (MOI 3), provoc6 una menor expresion de
tlr4, que al utilizar 50 nM del inhibidor (Fig. 17C y E), mientras que la expresién de
nfkbia no se modificé (Fig. 17D y E).
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Fig. 16 Expresion de tIr4 y nfkbia en macroéfagos J774. Macrofagos murinos infectados con M.
tuberculosis H37Rv (MOI 1) y transfectados con mimetizador e inhibidor del miR-200a (25 y 50
nM) durante 24 horas. Se observa el producto de PCR punto final, verificado mediante
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Fig. 17 Expresion de tir4 y nfkbia en macréfagos J774. Macroéfagos murinos infectados con M.
tuberculosis H37Rv (MOI 3) y transfectados con mimetizador e inhibidor del miR-200a (25 y 50
nM) durante 24 horas. Se observa el producto de PCR punto final, verificado mediante
electroforesis en gel de agarosa 2%. A. MOI 3- M25 nM B. MOI 3- M50 nM C. MOI 3- 125 nM
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9. DISCUSION.

La tuberculosis es una de las enfermedades maéas letales del mundo;
aproximadamente una cuarta parte de la poblacion mundial estd infectada por M.
tuberculosis, agente causal de esta patologia (Pai et al., 2016). La respuesta inmune
innata tiene un papel muy importante en la infecciéon por M. tuberculosis; ya que provee
la primera linea de defensa del hospedero contra este patégeno. Dentro de las células
inmunes encontramos a los macréfagos; quienes reconocen, fagocitan y eliminan a la
micobacteria, sin embargo, M. tuberculosis tiene la capacidad de evadir los mecanismos
bactericidas y persistir dentro de los macréfagos (Wellin et al., 2011; Philips ] & Ernest
J, 2012).

La respuesta inmune innata es un mecanismo regulado por diversos factores,
entre ellos encontramos a los microRNAs; estos son RNAs pequefios no codificantes,
que participan en la regulaciéon de la expresiéon génica a nivel postranscripcional
(O”Connell et al., 2010). Se ha visto que la desregulacién de su expresion puede resultar
en el desarrollo de alguna patologia, en desordenes de la respuesta inmune o en el
establecimiento de una infeccién crénica, como la tuberculosis (Kim et al. 2017).
Durante los tltimos afios, diversas investigaciones se han dedicado a estudiar el papel
de los miRNAs durante la infecciéon por M. tuberculosis. (Bettencourt et al., 2016; Yang

et al., 2018).

Un estudio reciente mostré que en el lavado bronquiolo alveolar de ratones
BALB/c infectados con M. tuberculosis H37Rv y M. tuberculosis 5186, el miR-200a esta
sobreexpresado tras 3, 7 y 14 dias p.i. (datos sin publicar). Por lo que, el presente trabajo
estudio el papel del miR-200a en el control de la infeccion por M. tuberculosis H37Rv en
macrofagos murinos J774. En los dltimos afios han sido usados diversos modelos
experimentales en macréfagos para el estudio de la infeccion por M. tuberculosis, por
ejemplo: macréfagos derivados de monocitos humanos (MDM), macréfagos derivados

de médula 6sea (BMDM), diversas lineas celulares de macréfagos humanos, como
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THP-1 y U937; de macréfagos murinos, como los, RAW264.7 y los J774 (Johnson &
Abramovitch, 2015). Se conoce bien que los miembros de la familia miR-200 estan
involucrados en la regulacion de la Transicién Epitelio-Mesénquima, proceso celular
que ha sido ampliamente estudiado en patologias como céncer; ademas, la familia miR-
200 regula procesos celulares como: adhesion celular tumoral, migracién, invasion,
metastasis, entre otros (Lim et al., 2013; Humphries & Yang, 2015). Sin embargo, su
participacion durante procesos infecciosos, bacterianos o virales ha sido poco

estudiada.

Segun lo reportado por Wang y cols. (2016) en el bazo de M. miiuy (miiuy
croaker), la expresiéon del miR-200a disminuye durante la infeccién causada por V.
anguillarium y el estimulo de leucocitos de M. miiuy con LPS disminuye la expresion
del miR-200a (Wang et al., 2016). Del mismo modo, en celomocitos de A. japonicus
infectados con V. splendidus, la expresion del miR-200 esta disminuida, sin embargo,
aumenta después del estimulo con LPS (Lv et al., 2015). En nuestros resultados
observamos que el miR-200a estd sobreexpresado en macréfagos murinos J774
infectados con M. tuberculosis H37Rv (Fig. 10). Esto coincide con lo encontrado en el
lavado bronquiolo alveolar de ratones BALB/c infectados con M. tuberculosis H37Rv
(datos sin publicar). Ademas observamos que la expresion del miR-200a aumenta
cuando la multiplicidad de infeccién es mayor (Fig. 9). Se ha visto que la induccién de
Enteritis Necrética (NE) en pollos White Leghorn, genera sobreexpresiéon del miR-200a
(gga-miR-200a-3p) en células de la mucosa gastrica (Pham et al., 2020). También se ha
reportado que, en células de mucosa gastricas infectadas por H. pylori, la expresion del
miR-200a es menor en comparacién con células sanas (Steadel & Darfeuille, 2013). Por
otro lado, en tejido pulmonar de ratones infectados con el Virus de Influenza r1918 la
expresion de los miR-200a y miR-200b estd disminuida (Li et al., 2010). Asimismo, en
muestras de tejido de Hepatocarcinoma (HCC) positivo al Virus de Hepatitis B, la
expresion del miR-200a estd disminuida comparada con tejido de HCC negativo a
VHB, y se observa el mismo comportamiento en la linea celular HepG2.2.15 (linea
celular positiva a VHB) (Shi et al., 2017). De acuerdo con lo reportado en la literatura y

lo encontrado en nuestro estudio, podemos afirmar que existen variaciones entre los
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patrones de expresion del miR-200a durante procesos infecciosos, ya sean bacterianos

o virales.

M. tuberculosis es un patdgeno intracelular que puede sobrevivir dentro de los
macroéfagos del hospedero, que son una de las células més importantes en la respuesta
inmune innata, ya que producen péptidos antimicrobianos, hidrolasas 4cidas,
intermediarios reactivos de nitrégeno y especies reactivas de oxigeno (Behrouzi et al.
2019). Asi mismo es conocido que los patégenos, como M. tuberculosis, pueden modular
la expresion de diferentes miRNAs para atenuar la respuesta inmune del hospedero y
asegurar su sobrevivencia (Bettencourt et al.,2016). Nosotros observamos que la
sobreexpresion del miR-200a con el mimetizador especifico en macréfagos J774
infectados con M. tuberculosis, resultdé en un incremento en el crecimiento intracelular
del bacilo; mientras que, la inhibicién de este microRNA no provocé disminucién en el
crecimiento intracelular de M. tuberculosis (Fig. 12). Para verificar este efecto, se
infectaron macréfagos derivados de monocitos (MDM) con M. tuberculosis a una
multiplicidad de infeccion 1:3. La sobreexpresion del miR-200a con 25 nM del
mimetizador no aumenté el crecimiento intracelular del bacilo, mientras que la
inhibiciéon del miR-200a (25 nM del inhibidor) mostré disminucién en la sobrevida de
M. tuberculosis en los macrofagos (Fig. sup. 1). Kumar y cols. (2012) mostraron que la
infeccion con M. tuberculosis induce la expresion del miR-155 facilitando la
sobrevivencia intracelular del patégeno, ademas observaron que la inhibicién del miR-
155 resulta en un decremento en la sobrevivencia del bacilo (Kumar et al., 2012). Del
mismo modo, la sobreexpresion del miR-30A y el miR-1958 en los macréfagos facilita
la sobrevivencia de M. tuberculosis (Chen et al., 2015; Ding et al., 2019). Nuestros
resultados sugirieron que la sobreexpresiéon del miR-200a durante la infeccién por M.

tuberculosis, favorece la sobrevivencia intracelular del bacilo.

La respuesta inmune generada contra M. tuberculosis esta principalmente
determinada por las interacciones hospedero-patégeno y juega un papel crucial para
la eliminacién del patégeno (Philips & Ernst, 2012). Sin embargo, M. tuberculosis puede

alterar la respuesta inmune del hospedero mediante la modulacién de microRNAs
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(Kim et al., 2017). En macréfagos RAW264.7, durante la infeccién con M. bovis BCG, el
miR-124 es capaz de modular la via de sefalizacién de TLR, ya que, multiples
componentes de la cascada de sefalizacion de TLR, incluyendo TLR6, MyD88 y
TRAF6, son blancos directos de este microRNA (Ma et al., 2014). De igual forma, la
infeccién por M. bovis BCG induce la expresion de los miR-203, miR-31 y miR-149,
quienes tienen como blanco a MyD88; la desregulacion de este gen conlleva a la
supresion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 (Agarwal et al., 2019).
Nuestros resultados mostraron la sobreexpresion del miR-200a durante la infeccién de
macréfagos murinos J774 con M. tuberculosis (Fig. 10), ademés de que la sobreexpresion
de este miRNA produjo una mayor expresion del mRNA de tnf-a (Fig. 14, 15) citocina
esencial para la respuesta inmune protectora en la tuberculosis, ya que participa en
funciones celulares importantes, como la activacién de macréfagos, la maduracion de
DC, apoptosis de macréfagos, quimiotaxis y formacién del granuloma (Mootoo et al.,
2009). Un estudio reciente, mostré que la sobreexpresion del miR-let-7f aumenta la
produccion de TNF-a en macréfagos RAW?264.7, 1o que conlleva a una reduccion en la
sobrevivencia de M. tuberculosis (Kumar et al., 2016). De igual forma, ratones deficientes
de TNF-a son incapaces de controlar la infeccion por M. tuberculosis (Lin et al., 2007).
Igualmente, la sobreexpresiéon del miR-125b inhibe la produccién de TNF- a durante la

infeccion por M. tuberculosis en macréfagos alveolares humanos (Rajaram et al., 2011).

La produccién de citocinas proinflamatorias como TNF-a,, estd asociada a la
activacion de NF-xB por TLRs (Behrouzi et al., 2019). Mediante un analisis in silico,
mostramos que el miR-200a tiene como genes blancos a myd88, tabl, tir4, nfkbia, nfkbie,
nfkb2, irak2, statba, pik3ca, pik3r1, bcl2ald, tgfbrl; quienes estan involucrados en la
activacion del Factor Nuclear xB, sefializaciéon por TNF-a, sefalizaciéon por TLRs,
activacion de PI3K/ AKT, apoptosis, sefializacién por Rho GTPsas (Tabla 3). Estas vias
de sefalizacién celular son importantes para el reconocimiento del patégeno, la
activaciéon de la transcripciéon de genes que controlan la respuesta inmune y la
eliminaciéon de la micobacteria (Li & Verma, 2002). En los dltimos afios, diversas
investigaciones han mostrado que durante la infeccion por M. tuberculosis, existe

desregulacion en la expresion de miRNAs que participan activamente en la regulaciéon
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de la activacion de NF-«B a través de TLRs (Yang et al., 2018). Al evaluar la expresion
de tir4 y nfkbia (genes blancos putativos del miR-200a) encontramos que en macréfagos
murinos J774 infectados con M. tuberculosis la sobreexpresion del miR-200a aumento la
expresion de estos genes (Fig. 16), lo que sugiere que la sobreexpresion del miR-200a
indujo la expresion de tir4 y nfkbia. También, determinamos que la inhibicién del miR-
200a genera menor expresion de tir4 y nfkbia (Fig. 16, 17). Se ha demostrado que la
sobreexpresion del miR-200a (gga-miR-200a-3p) regula negativamente la expresién de
TGF-42, ZAK (Sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK) y MAP2K4
(Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 4), quienes estdn involucrados en la via de
sefializacion por MAP cinasas, dicha via de sefializaciéon participa activamente en la
respuesta inmune (Pham et al., 2020). De igual forma, el miR-200a tiene como genes
blancos confirmados a stat2, stat4 (Signal transducer and activator of transcripcion 2/4),
ifnrl e ifnr2 (Interferon alpha and beta receptor subunit 1/2) quienes participan en la via de
sefializacion de Interferdn, la cual reprime la replicacién viral (Li et al. 2010). Estudios
anteriores han demostrado que otros miembros de la familia miR-200 tienen como
genes blancos, a moléculas que participan en la via de activacion de NF-«xB a través de
TLR durante procesos infecciosos. Niu y cols. (2017) demostraron que el miR-200b
inhibe la inmunidad innata por la regulaciéon negativa de MyD88 e IRAK4 durante la
infeccién por VHB (Niu et al., 2017). Del mismo modo, la sobreexpresion de los miR-
200b y miR-200c decrecen la activacion del Factor Nuclear kappa B, asi como la

expresion de MyD88, IL-6, TNF-a y CXCL9 (Wendlandt et al., 2012).

Nuestros resultados mostraron que la sobreexpresiéon del miR-200a favorece el
crecimiento intracelular del bacilo y que ademas, genera aumento en la expresion de
tnf-a;, sin embargo, también observamos que la inhibicién del miRNA provoca
disminucién de la citocina (Fig. 16, 17). Esto podria deberse a que la via de activaciéon
de NF-xB a través de TLR esta siendo regulada positiva y negativamente por el miR-
200a, ya que este miRNA tiene como genes blancos putativos a tir4 y nfkbia. TLR4
participa en el reconocimiento del patdégeno, en la activacion de NF-«B y la
transcripcion de genes de citocinas proinflamatorias como TNF-a (Behrouzi et al., 2019);

mientras que NFKBIA (Nuclear Factor k-B Inhibitor alpha) inhibe la activacién de NF-xB
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(Li & Verma, 2002). A pesar de los resultados obtenidos, hacen falta més estudios para
entender mejor el mecanismo por el cual el miR-200a participa en la regulaciéon de la

Respuesta Inmune durante la infecciéon por M. tuberculosis.
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10. CONCLUSIONES

- El miR-200a se sobreexpresa en macrofagos infectados con M. tuberculosis
H37Rv (MOI 1y MOI 3) a las 24 y 48 horas. La expresion del miRNA fue mayor
a las 48 horas con MOI 3 de infeccién (5.60 fold).

- La transfeccion del mimetizador (25 y 50 nM) incrementa el crecimiento

intracelular del bacilo en macréfagos murinos.

- La inhibicién del miR-200a no disminuye el crecimiento intracelular del bacilo

en macréfagos murinos.

- Lainhibicion del miR-200a decrece el nimero de UFC en macroéfagos derivados

de monocitos humanos.

- El miR-200a tiene como blancos potenciales a: dic1, myd88, nfkbia, nfkbie, nfkb2,
irak2, tabl, statba, tlr4, bcl2ald, tgforl, pik3ca y pik3rl, quienes participan en

procesos celulares importantes para la respuesta inmune.

- La inhibicién del miR-200a (con 25 nM del inhibidor) en macréfagos infectados
con M. tuberculosis (MOI 1, MOI 3), durante 48 horas, disminuye la expresiéon de
tnf-a.
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12. PERSPECTIVAS

Nuestros resultados mostraron que durante la infeccién por M. tuberculosis la
expresion del miR-200a aumenta, ademads que la sobreexpresion del miRNA favorece
el crecimiento intracelular del bacilo y aumenta la expresion de tnf-a. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios para dilucidar el papel que tiene este miRNA durante
la infeccién por este patogeno. Primeramente, es necesario realizar la validaciéon de tr-
4 y nfkbia como genes blanco directos del miR-200a. Posterior a esto, se podria evaluar
la participacion del miR-200a en otros procesos celulares relacionados a la Respuesta
Inmune, por ejemplo, su rol en la regulacion de la apoptosis y autofagia durante el
proceso infeccioso 6 durante la maduracién del fagosoma para la eliminacién del
bacilo. Estas investigaciones nos dardn una vision mds amplia y nos permitiran
comprender mejor el papel que tiene el miR-200a durante la infeccién por M.

tuberculosis.
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12. ANEXOS

ANEXO 1.

Tabla Suplementaria 1. Oligonucleétidos disefiados para amplificar los
blancos putativos del miR-200a.

Gen Primer
F 5°- GGA-TCG-ACT-CTT-GAC-TGG-AA-3’
olet R 5*-TTT-AAG -ATT-ATG-CCA-CAC-GGC-3’
F 5°- ACA-AAA-CTC-TGG-GGC-CTA A-3’
e R 5- ATA-GCT-TAG-CAG-CCA-TGT-GT-3’
F 5 - TTT-ACT-GGG-GTG-ATT-CGG-CT-3’
Nfkbia
R 5°- CAC-CTG-GCT-CTT-ACA-TGG-GA-3’
F 5°- GCG-GTT-CAT-CAC TAT ATG CG-3’
WBss o 5°-CTC-CGC-ATC-AGT-CTC-ATC-TT-3’
F 5°- CCT-GTG-TCA-CCT-GGA-ACT-CT-3’
Irak R 5°- ACG-ACA-TCT-GCT-TCA-CTC-CA-3’
F 5°- CTG-GGG-ATG-TCT-GTA-GCT-CA-3’
-0 R 5°- CTG-TGA-AGT-CTC-CTC-TCC-GG-3’
_ F 5°-CAC-CCA-AGC-CAC-TAC-TGT-A-3’
Pl g 5'-GAG-TGT-AAT-CGC-CGT-GCA-TT-3’
F 5-CTC-TAC-GTT-GCC-AAT-GTC-GG-3’
Tabl R 5*-AGC-AGG-TCA-ATG-TCG-GTG-TA-3’

genes

Tm

53°C

55°C

60° C
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ANEXO 2.

Tabla suplementaria 2. Genes blanco putativos del miR-200a. Se muestra el listado de genes

blancos putativos del miR-200a comunes entre las bases de datos consultadas y los genes

desregulados durante la infeccion por M. tuberculosis en macréfagos J774 reportados por

Andreu y cols. (2017). Las marcas (x) muestran la presencia del gen en las herramientas

consultadas.

Gen

TargetScan

microRNA

miRDB

Pictar

Genes
desregulados

Zebl

X

Zeb2

Nrpl

Nfkbia

X XXX

DIx5

Acol

X | X XX

Gabl

XXX X | R XX

AbI2

Tlr4

Dlc1

Tgfb2

X X XX

X | X XX

Qk

Hifla

X

11112

Stat5a

Nfkbie

Nfkb2

Pi3krl

X X X X

Pi3kca

Bcl2ald

MyD88

Irak2

Tabl

Tgfbrl

XX R | X R R X X X X

XX XXX X

XX XXX XXX X R XX

Pik3cg

XX XX XXX XXX X R XXX XX

Irak1bpl

X

RIRX | XX XXX XXX XXX XX XXX X R X XXX XX

Pik3c2b

X

Dclk1

Map2k4

95




Gen

TargetScan

microRNA

miRDB

Pictar

Genes
desregulados

Pik3r5

X

X

C3arl

X

Atg7

Rabba

Efr3b

Nfkbiz

XX | XXX | X

Bcel2111

Nfkbib

Pik3ap1

Pik3r5

Pik3r6

X

Abcch

Pik3r3

Irakl

Tgfbr3

RXIX | X R XXX XXX X%

Pten

XX XXX XXX XX XXX

Atgl3

I110ra

Bcl2

XX XXX XX

I11b

Acapl

Pik3cg

Wnt6

XX XXX

Akt3

X

XX | XXX

Wntl

X | X XX

Mapké

Hiflan

Ifnarl

Nfkb1

Statbb

X | X | XXX

96




ANEXO 3.

Efecto del mimetismo y la inhibicion del miR-200a en el crecimiento
intracelular de M. tuberculosis H37Rv en macréfagos derivados de monocitos

humanos (MDM).

Para obtener MDM se realiz6 la purificacién de monocitos a partir de buffy coats
de donadores sanos, los cuales, fueron proporcionados por el Banco de Sangre del
Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, ISSTE. En tubos estériles de 50 ml, se
colocaron 30 ml de sangre sobre 15 ml de Histopaque-1077 (densidad 1.077 g/ml,
Sigma Aldrich), se centrifugé a 400 x g durante 30 minutos y se recupero la interfase,
en la que se encuentran las células mononucleadas. La interface celular se transfiri6 a
en un tubo estéril de 15 ml y se lavé por inversiéon con medio RPMI-1640 sin suero, se
centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos, se descarté el sobrenadante y el pellet se
resuspendi6é en medio fresco. El procedimiento se repitié tres veces. Las células
mononucleares se colocaron en cajas de petri para cultivo celular (100 mm) y se
incubaron por 2 horas a 37°C, 5% COz, 90% humedad. Una vez transcurrido el tiempo,
se retiraron las células en suspension y la monocapa celular se lavd tres veces con
medio RPMI-1640, para eliminar todas las células que no estuvieran adheridas a la
superficie de la caja. El cultivo se mantuvo en incubacién a 37°C, 5% de CO2y 90% de
humedad, durante 10 dias, para permitir su diferenciacién a macréfagos. El protocolo
fue aprobado por el comité de FEtica del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias “Manuel Cosio Villegas”.

Después de 10 dias, el cultivo se retir6 de la incubadora, se verificé al
microscopio el cambio de morfologia de los monocitos y se procedi6 a cosechar las
células. Para ello, se retiré el medio de cultivo, se realizaron tres lavados con medio
RPMI-1640; se coloc6 1 ml de tripsina 0.05% y se incub6 durante 2 minutos;
transcurrido el tiempo, se verific6 al microscopio que las células estuvieran en
suspension, siendo asi, se afiadieron 2 ml de RPMI-SFB para neutralizar la accién de la
tripsina. Las células se cosecharon y se colocaron en un tubo estéril de 15 ml con 10 ml
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de medio RPMI-1640, se lavaron por inversiéon y centrifugaron a 1,200 rpm por 5
minutos, se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendi6 en RPMI-SFB. Las
células se contaron en camara de Neubauer y se sembraron 120,000 células por pozo
en una placa de 24 pozos. Los MDM se infectaron a una MOI de 3, para ello, se tomaron
30 pl de la suspension de micobacterias y se colocaron en un tubo estéril de 2 ml con
1,220 pl de medio RPMI-1640, homogenizando por pipeteo. Se tomaron 50 pl de la
bacteriana y se gote6 en el pozo correspondiente, esto se realiz6 en el nimero de pozos
seleccionados para el experimento, ademas se realiz6 la transfeccion (seccién 7.4) del
mimetizador (25 nM) e inhibidor (25 nM) especificos del miR-200a, hasta por 72 horas.
La placa se mantuvo en incubacién a 37°C, 5% COz y 90% de humedad, hasta su uso

posterior.

Nuestros resultados mostraron que la sobreexpresion del miR-200a con 25 nM del
mimetizador no aument6 el crecimiento intracelular de M. tuberculosis; en cambio, la
inhibicion del miRNA (25 nM del inhibidor) provocé menor crecimiento intracelular

de M. tuberculosis en macréfagos derivados de monocitos humanos (Fig. Sup. 1).
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Fig. Suplementaria 1. Crecimiento intracelular de M. tuberculosis en MDM. Macréfagos
derivados de monocitos humanos fueron infectados con M. tuberculosis H37Rv a una
multiplicidad de infeccién de 3 y transfectados con 25 nM de mimetizador e inhibidor del miR-
200a, durante 24, 48 y 72 horas. Los lisados celulares fueron sometidos a deteccion de UFC. Los
datos son mostrados como media + SD de tres experimentos independientes. Los datos fueron
sometidos a andlisis de varianza (ANOVA) *p<0.05
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ANEXO 4.

Bioquimica y Biologia Molecular de Bacterias
Asociacion Mexicana de Microbiologia

Ciudad de Mexico a 12 de agosio de 2019

Brisa Marcsla Sanchez Camacho

Posagrado Ciencias Genomicas

Universidad Autonoma de la Ciudad de México
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Estimado (3) Congresista:

Se le informa que su trabajo:

Role of miR-200a in Mycobacterium tuberculosis H3TRv infection
por:
Brisa Marcela Sanchez Camacho, Olga Noemi Hemandez de la Cruz, Mauricio Castafion Arreola
ha side aceptado para su preseniacion durante el VI Congreso de Bioguimica y Biclogia Molecular de Bacterias
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Dr. José Luis Puents Garcia Dra. Maria de Lourdes Girard Cueay
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