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RESUMEN

Q.B.P. Valeria Villarreal Garcia Fecha de disertacién: Agosto 2018

Universidad Autéonoma de Nuevo Leon, Facultad de Medicina

Titulo: Perfil de expresién de miRNAs en pacientes infectados con virus respiratorios
como biomarcadores de gravedad.

Numero de paginas: 72

Propodsito del Estudio: Las infecciones respiratorias virales agudas son un
problema de salud publica trascendental a nivel mundial, debido a su facil y rapida
transmision. De entre los agentes virales responsables de estas infecciones destacan
rinovirus humano, coronavirus, virus sincitial respiratorio, parainfluenza y virus de
influenza A y B. Los microRNAs son pequefas secuencias de acidos nucleicos de
cadena sencilla no codificantes, que regulan la expresién génica a nivel post-
transcripcional. El propdsito de este proyecto fue investigar el perfil de expresién de
microRNAs, que participan en la respuesta inmune y antiviral, a nivel sistémico en
pacientes adultos infectados con virus respiratorios, evaluando la correlacién de su
expresién con la carga viral, la gravedad de las infecciones segun la sintomatologia y
su uso como biomarcadores de gravedad.

Conclusiones y Contribuciones: El estudio inicié a partir de 60 muestras de sangre
venosa periférica (51 pacientes y 9 controles sanos), de los cuales 45 presentaron
infecciones respiratorias virales agudas, ocasionadas por al menos un agente viral,
contando ademas con la presencia de coinfecciones. Obtuvimos el perfil de
expresion de miRNAs a nivel sistémico de los pacientes, tanto de monoinfecciones
como de coinfecciones. Independientemente del agente viral, encontramos que los
microRNAs miR-29¢c y miR-155, se sobre-expresaban en los estatus clinicos que
cursan estas infecciones, haciéndolos candidatos de ser posibles biomarcadores de
gravedad.

|

|
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1 INTRODUCCION

1.1 Infecciones respiratorias virales

Las infecciones respiratorias virales afectan principalmente a conductos nasales,
bronquios y pulmones. Dependiendo de la persistencia de la enfermedad, se
clasifican como infecciones respiratorias agudas, o infecciones respiratorias
cronicas’. Las infecciones respiratorias agudas son causadas por varios agentes
infecciosos, como virus, bacterias y hongos. Los virus son responsables de la gran
mayoria de estas infecciones?, siendo los agentes patdégenos mas comunes
identificados el virus sincitial respiratorio (RSV), metaneumovirus humano (hMPV),
rinovirus humano (RH), virus de influenza Ay B (VIA y VIB), virus de parainfluenza,
adenovirus, coronavirus (CoV), bocavirus y enterovirus®*. También es comin la
presencia de coinfecciones con otros virus respiratorios como RSV, RH, influenza,

entre otross3>.

Las infecciones virales agudas del tracto respiratorio son una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, siendo una de las enfermedades
mas comunes independientemente de la edad o el sexo®’. Por lo general, las
infecciones del tracto respiratorio superior son menos graves; sin embargo, pueden
llegar a ocasionar grandes pérdidas econdmicas, asi como también ausentismo

laboral y escolar®.
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1.1.2 Epidemiologia

En México, de acuerdo con el informe semanal de vigilancia epidemioldgica de
infecciones respiratorias agudas de la Secretaria de Prevencién y Promocion de la
Salud, en la semana epidemiologica 19 del presente afo, por incidencia, las
entidades mas afectadas fueron Zacatecas y Yucatén, seguido de Baja California
Sur, Tamaulipas, Quintana Roo, Tlaxcala, Colima, Nuevo Ledn, Aguascalientes y

Campeche °.

1.2 Respuesta inmune innata antiviral

La respuesta inmune innata en las infecciones virales sirve como primera linea de
defensa y se activa al reconocer el patégeno por las células inmunes en el tracto
respiratorio. La barrera celular constituida por neutréfilos, macréfagos, células
asesinas naturales (NK) y células dendriticas (DC) juegan un papel clave en la
respuesta inmune innata, que se desencadena por el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y por receptores celulares llamados
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), expresados en la mayoria de las
células del tracto respiratorio. Estos receptores de reconocimiento de patrones se
clasifican ampliamente en receptores tipo Toll (TLR) unidos a membrana, receptores
de lectina de tipo C (CLR), receptores citoplasmicos tipo RIG-I (RLR) y receptores de
dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (NOD) (NLRs). EI reconocimiento
de los PAMPs virales por los PRRs celulares inicia la activacién de las vias de

sefalizacion que conducen a la produccién de citocinas y quimiocinas por las células
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en el tracto respiratorio, que a su vez regulan las respuestas inflamatorias e inmunes

en el huésped infectado.

1.3 microRNAs (miRNAs)

Los microRNAs descubiertos en 1993, son pequefias secuencias de RNA endogeno
no codificante y altamente conservados entre diferentes especies eucaridticas, estan
conformados por 18-25 nucledtidos y desemperian un papel clave en diversos
procesos bioldgicos a través de la degradacion post-transcripcional o la represion

traduccional del mRNA1-13,

1.3.1 Biogénesis

Inicialmente los miRNAs se transcriben por medio de la RNA polimerasa Il a miRNAs
primarios (pri-miRNAs) en el nucleo, el cual puede contener una o varias estructuras
en forma de bucle que son segmentadas por el complejo Drosha-DGCR8 para
producir un transcrito de miRNA precursor (pre-miRNA), que se transporta al
citoplasma mediante la Exportina-5-Ran-GTP. Finalmente, el pre-miRNA madura por
el complejo Dicer con la proteina de union a RNA de doble cadena (TRBP), que
escinde la horquilla de pre-miRNA a su longitud madura de 18 a 25 pares de bases
de doble cadena de RNA, esta se incorpora en el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC) y forma el miRNA maduro. La hebra funcional del miRNA
maduro se carga junto con las proteinas Argonauta (Ago2) en el complejo RISC,

donde lo guia para silenciar los mRNA diana mediante la escisiéon del mRNA, la
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represidn traduccional o la deadenilacién, mientras que el otro segmento se degrada
(Figura 1). Se ha demostrado que la mayoria de los sitios de uniéon de los miRNAs
estan en la regién 3' no traducida (3'UTR) de las moléculas de mRNA diana, y la
interaccién con el objetivo produce la degradaciéon del mRNA o la represion de la

traduccion'#15,

Nicleo : Citoplasma
DNA Pri-miRNA ——| Pre-miRNA — miRNA duplex
H : . C
O OLLER I LR e e e e EE TR SR E e e EE R IR R RSP EE LR femmmomennneeas miRNA maduro |------- -
B i
g A
MRNA mRNA |— .| Proteina

Figura 1. Procesamiento y funcion de los miRNAs. La transcripcion primaria de miRNA (pri-
miRNA) ocurre a partir de DNA y es cortado por Drosha, para producir el pre-miRNA, el cual
se exporta al citoplasma mediante la exportina-5 y se empalma con Dicer para generar un
duplex de miRNA. El duplex se desenrolla mediante helicasas y se ensambla un miRNA
monocatenario maduro en el complejo RISC (A). EI miRNA tipicamente modula la traduccion
del mRNA diana por unién complementaria, dentro de 3'UTR, 5'UTR o region de codificacion.
Los miRNAs también funcionan mediante (B) la unién de promotores de DNA, que actian
como sefiuelos de RNA o mediante unién directa de mRNAs diana. (C) Los miRNAs
maduros también pueden liberarse en exosomas y actuar sobre células distantes (Modificado
de Maltby, 2016).

1.4 miRNAs en la respuesta inmune

La regulacion de la expresion génica a nivel postranscripcional ha revelado niveles

de control importantes para genes fundamentales involucrados en el sistema inmune.

10
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Los miRNAs, regulan la expresion génica al inhibir la traduccién de proteinas o al
degradar la transcripcion del mRNA. Un solo miRNA puede regular la expresién de
multiples genes y proteinas. Los miRNAs puede influir en las vias de sefalizacion
molecular y regular muchos procesos bioldgicos, incluida la funcion inmune. A pesar
de que el papel de los miRNAs en el desarrollo y la oncogénesis ha sido bien
caracterizado, su papel en el sistema inmune ha comenzado a emerger con mayor
importancia. Durante los ultimos afos, se ha descubierto que muchos miRNAs son
importantes en el desarrollo, diferenciacidon, supervivencia y funcién de los linfocitos
By T, las células dendriticas, los macréfagos y otros tipos de células inmunitarias. A
la fecha, se tienen hallazgos recientes que revelan importantes funciones de los
miRNAs en la inmunidad y cdmo los miRNAs pueden regular la respuesta inmune
innata y adaptativa, ademas de modular la respuesta inflamatoria, entre otros

mecanismos especificos involucrados con células inmunes estimuladas'®!”

1.4.1 miR-9

El miR-9, es regulado positivamente por neutréfilos y monocitos después de la
activacion del TLR4. También es inducido por los agonistas de TLR2, TLR7 y TLRS,

y por las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1 3, pero no por IFN-y'8.

1.4.2 miR-16

Este miRNA es requerido para degradar los mRNA que contienen elementos ricos en

AU en la regién 3’ no traducida y aquellos que codifican para las proteinas como

11
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TNF-a, IL-6 e IL-8"%. Ademas, se encuentra elevado en diversas células de muchos
tejidos, incluso en aquellas células involucradas con el proceso inflamatorio como

monocitos, neutréfilos, linfocitos Ty B2.

1.4.3 miR-21

El miR-21 se encuentra sobre-expresado en un modelo de asma experimental, esto a
traves del anadlisis de la dependencia del receptor de la induccion del miR-21,
encontrando que la expresion del miR-21 inducida por IL-13 es dependiente de IL-
13Ra1, pero la expresidon de miR-21 inducida por alérgenos fue mediada en gran
parte por una ruta independiente de IL-13Ra1. Usando ensayos computacionales y
basados en cultivos tisulares, identificaron a mIL-12p35 como un objetivo molecular
de miR-21. Por lo tanto, la induccion de miR-21 en el asma experimental muy
probablemente conduce a una disminucién concomitante en mlL-12p35, lo que
probablemente contribuya a la polarizacién de las células ThO hacia una respuesta
Th2. Este aumento en la expresidon de miR-21 ayuda a la accion de IL-13 en el
pulmén, y posiblemente a la patogénesis del asma?'. Ademas, se ha propuesto la
funcion reguladora del miR-21 en la polarizacion de las respuestas Th1/Th2 en

multiples modelos de hipersensibilidad 22.

Este miRNA es inducido en monocitos por estimulacién con LPS. Ademas, atenua la
activacion del factor nuclear kB inducido por LPS y la expresidén de IL-6, pero para
potenciar la expresion de IL-10. El efecto antiinflamatorio de miR-21 radica en la

proteina de muerte celular programada 4, una proteina proinflamatoria. También

12
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puede desencadenar respuestas inflamatorias al unirse a TLR7 y TLR8. Sin
embargo, la regulacion negativa de la proteina de muerte celular programada 4, por

miR-21 puede jugar un papel en la homeostasis de la respuesta inmune6-23,

1.4.4 miR-26b

El miR-26b resulté ser un miRNA sensible a LPS en macréfagos alveolares bovinos.
Asimismo, aumenta la expresidn de citocinas y quimiocinas inflamatorias, y la
produccidén de o6xido nitrico. También mejora la via de sefalizacibn de NF-kB al
inhibir la expresién de PTEN; por lo tanto, estos datos demuestran que miR-26b
promueve respuestas inflamatorias en macréfagos alveolares bovinos. Igualmente,
promueve la inflamacién pulmonar mejorando los niveles de expresidén de mRNA de

TNF-a, IL-1 3, IL-8 e IL-10, pero no IL-6, siendo este un objetivo directo de miR-

26b24.

1.4.5 miR-29¢c

Este miRNA participa en la regulacién de la funcién de las células NK (importantes
en el control de infecciones virales) y en las respuestas Th1 a patégenos
intracelulares, al tener como objetivo directo el mRNA de IFN-y. Ademas, se ha
observado que la infeccion intracelular con BCG conduce a la regulacién negativa del
miR-29 en las células T activadas, y su inhibicion puede facilitar la producciéon de

IFN-y por estas células®®.

13
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1.4.6 miR-132

El miR-132 participa en la expresion de células hematopoyéticas y endoteliales
donde controla la angiogénesis y la activacion inmunitaria. Asimismo, la expresion de
Ago2, una proteina central que participa en el silenciamiento génico mediado por
miRNA vy la biogénesis de miRNA, esta regulada negativamente por el miR-132. Por
lo cual, la supresion de Ago2 por miR-132 afecta los niveles de miR-221 y miR-146a,

dos miRNAs implicados en la angiogénesis y la inflamacion, respectivamente?®.

1.4.7 miR-146a

El miR-146a desempefa un papel clave en la progresion tumoral y en las infecciones
virales, ademas de estar involucrado en la respuesta inmune innata y adaptativa.
Asimismo, es un modulador importante en la diferenciacion y funcién de las células
de la inmunidad innata y adaptativa. En monocitos, el miR-146a atenua la
senalizacion de TLR4 y contribuye a la tolerancia a endotoxinas regulando la
expresion de TRAF6 e IRAK1. En macrofagos, inhibe la produccién de IFN de tipo |

dependiente de RIG-I al dirigirse a TRAF6 e IRAK127:28,

El miR-146a inducido por poli (I:C) se reguld a través de diferentes vias de
sefalizacion mediada por TLR3, como PI3K, JNK y NF-kB; mejorando la barrera
epitelial y actuando como un regulador negativo de las respuestas inflamatorias en
células epiteliales nasales humanas. Este miRNA también desempefia un papel
crucial en el mantenimiento de la estrecha barrera de unién y la defensa inmune

innata que protege contra la invasion de patégenos en la mucosa nasal humana?.
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La expresion tanto de los miR-146a y miR-146b esta regulada positivamente durante
la diferenciacidon de monocitos humanos a células dendriticas inmaduras y maduras.
La expresion aumentada de estos miRNAs durante la diferenciacion de células
dendriticas humanas se correlaciona negativamente con la expresidon de TRAF6 e
IRAK1. De igual manera, miR-146a y miR-146b pueden ser reguladores criticos de la
apoptosis de células dendriticas y la produccidén de citocinas. También inhiben la
produccién de IL-12p70, IL-6 y TNF-B, y al dirigirse a TRAF6 e IRAK1, conducen a la

inhibicién de NF-kB y a la expresién reducida de Bcl-2%.

El miR-146 esta involucrado en la via de sefalizacién de los TLR. El aumento de la
expresion de miR-146a reduce la expresidon de dos componentes clave (IRAK1 vy
TRAF6) de la cascada de sefalizacién de TLR3'. Por lo tanto, esto sugiere, que el
miR-146a funciona como una molécula efectora al utilizar un mecanismo de

retroalimentacion negativa para atenuar la respuesta de TLR?'.

1.4.8 miR-155

El miR-155 junto con miR-146 y miR-132 participan de manera significativa en la
inmunidad innata mediante la regulacidén de la respuesta inflamatoria aguda después
del reconocimiento de patégenos por receptores tipo Toll (TLR) en monocitos o
macréfagos®!32. La induccion de la expresién del miR-155 se observd durante
infecciones bacterianas y virales, asi como también después de la exposicion a

citocinas proinflamatorias, como IFN o TNF32.
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La estimulacion de macréfagos y células dendriticas (DC) con ligandos de IFN-3 vy
TLR induce la expresion de miR-155 a través de la via del NF-«x B y la via de la

quinasa Jun N-terminal3?:33,

1.4.9 miR-326

Se conoce poco sobre este miRNA en el contexto de la respuesta inmune, sin
embargo, un estudio indicé que el silenciamiento in vivo de este miRNA en los
linfocitos conduce a una menor polarizacién hacia un fenotipo Th17. Lo anterior, es
debido a que el miR-326 se une al mMRNA que codifica para la proteina Ets-1, el cual

es un potente regulador negativo en dicho proceso de polarizacién34.

1.5 miRNAs en la infeccion por virus respiratorios

Los miRNAs estan involucrados en la regulacion del sistema inmune antiviral,
demostrando que aportan distintas funciones en la respuesta inmune contra la
infeccidn viral, como supervivencia, diferenciacion y maduracion de células inmunes,
respuestas de citocinas, asi como también su participacién en vias de senalizacién

intracelular3®:36,

La nucleocapside del coronavirus OC43 causa la potenciacion de la activacion del
factor de transcripcién NF-kB. Esta activacion prolongada, es el resultado directo de
la capacidad de la nucleocapside para unirse al RNA, especificamente miR-9, que es

un regulador negativo de NF-kB%’.
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La infeccién por VIA induce la expresion del miR-9 en células A549. La sobre-
expresion de miR-9 aumentd la expresion génica viral y la produccién de progenie
infecciosa, mientras que la eliminacion del miR-9 inhibié significativamente Ila
replicacion del VIA en ceélulas A549. Estudios recientes han revelado el potencial
antiviral de la proteina quimiotactica inducida por proteina 1 inducida por monocitos
(MCPIP1), una RNasa capaz de dirigir y degradar el RNA viral, a través de la
inhibicién de la expresion de genes virales M y NP del VIA y en la produccién de
progenie, estando regulado por el miR-9 en células A549. Por lo tanto, la sobre-

expresion de MCPIP1 anulé la replicacion de VIA inducida por miR-9%,

Nifos con infeccidén por RSV, presentaron una baja expresiéon de mRNA de TLR4 en
células mononucleares de sangre periférica, y dicha disminucién también se encontré
en esas mismas células cuando son infectadas por RSV in vitro; ademas, se observo
que la expresion de miR-26b aumenté significativamente en células mononucleares
de sangre periférica de nifios con bronquiolitis; estando relacionado negativamente
con los niveles de expresion deTLR4, lo que implica que TLR4 regulado por miR-26b

podria contribuir a la patogénesis en las infecciones por RSV=°,

En células 293T y A549 infectadas con VIA, se observé que los titulos virales
disminuyeron significativamente cuando el miR-26a estaba sobre-expresado,
mientras que aumentaba cuando se inhibia el miR-26a. Ademas, se observd que la
sobre-expresion de miR-26a aumenté los niveles de expresion de mRNA de IFN-q,
IFN-B e ISG15, mientras que la represion de miR-26a disminuy6 la expresién de IFN-

a, IFN-B e ISG1540,
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El miR-29 esta involucrado en la regulaciéon de las respuestas inmunes innatas vy
adaptativas. Los miembros de la familia miR-29 estan regulados positivamente
durante la infeccion por VIA, especialmente el miR-29c; el cual esta involucrado en la
inhibicidn de respuestas inmunes innatas inducidas por VIA. Ademas, la expresion de
miR-29c inducida por VIA se correlaciona con una actividad disminuida de NF-kB y la
expresion de varias citocinas antivirales y proinflamatorias a través de la regulacion

positiva de A20%',

La infeccion de células epiteliales pulmonares humanas (A549) con VIA HIN1 vy
H2N3 aumenté la expresion del miR-146a; mientras que la inhibicion de este miRNA

aumenté significativamente la propagacion viral*2.

Empleando un modelo in vitro de células epiteliales nasales humanas, se demostré
que el miR-146a inducido durante la infeccion del VIA H3N2, regula y tiene como
blanco el mMRNA de TRAF6, impidiendo la activacién de IRF7 y NF-kB, asi como
también la produccién de interferones y la posterior participaciéon de la respuesta

inmune adaptativa®3.
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2. ANTECEDENTES

Existen pocos reportes de miRNAs empleados como biomarcadores de gravedad en
infecciones respiratorias ocasionadas por virus, de entre los cuales sobresalen los

siguientes:

En un estudio, donde evaluaron la expresién de distintos miRNAs en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes criticamente enfermos con VIA
H1N1, observaron que los miRNAs miR-31, miR-29a y miR-148a pueden ser
empleados como un potencial valor diagnéstico para pacientes infectados con dicho

virus#4.

En otro estudio, identificaron catorce miRNAs altamente desregulados, a partir de la
sangre de pacientes infectados con influenza, proporcionando una clara distincion
entre individuos infectados y sanos. De estos, la expresion de miR-1260, miR-26a,
miR-335*, miR-576-3p, miR-628-3p y miR-664 se desregularon consistentemente
tanto en sangre completa como en células infectadas con VIA H1N1. Estos miRNAs
altamente desregulados pueden tener funciones cruciales en la patogénesis de la
enfermedad y tienen el potencial de presentar un gran impacto en el diagnéstico y la

terapéutica para la influenza®.

Zhu y colaboradores en 2014, detectaron casi 400 miRNAs en suero de pacientes
infectados con el VIA H7N9; de los cuales, 187 miRNAs se expresaron en controles y
pacientes, estando 146 regulados positivamente y 7 negativamente. Para identificar
posibles biomarcadores en la infeccibn causada por este virus, evaluaron la

expresion de cuatro miRNAs, miR-17, miR-20a, miR-106a y miR-376c mediante
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andlisis de curva ROC, observando que una combinacion de estos miRNAs podria
lograr una mayor eficacia diagndstica para diferenciar a los pacientes infectados con
el virus de los controles sanos. Asimismo, los miRNAs utilizados en este estudio, no
se solapan con los de las infecciones generadas por enterovirus y VIA H1N1, lo que

indica una alta especificidad diagnéstica de estos cuatro miRNAs“6.

Se perfil6 la expresion de un conjunto de miRNAs en células epiteliales nasales de
ninos con infeccién aguda causada por RSV, comparandose con controles sanos,
observando que los pacientes pediatricos infectados con RSV regularon
negativamente los miRNAs miR-34b, miR-34c, miR-125b, miR-29¢c, mir125a, miR-
429 y miR-27b, y regularon positivamente los miRNAs miR-155, miR-31, miR-203a,
miR-16 y let-7d. Ademas, se encontré una expresion diferencial de miRNAs entre los
grupos de enfermedades leves, moderadas y graves para miR-125a y miR-429b;
siendo importante mencionar que los miRNAs regulados en este estudio tienen

funciones documentadas dentro del sistema inmune®”.

Arredondo-Loza en 2016, en su tesis de maestria, evalué un perfil de expresion
diferencial de miRNAs en mucosa nasal, dependiendo del agente viral, encontrando
que los miRNAs miR-326, miR-132, miR-29 y miR-26, podrian ser posibles
biomarcadores de gravedad en pacientes con infecciones respiratorias virales

agudas.
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones respiratorias virales agudas causan una gran morbimortalidad.
Actualmente existen pocos estudios que evaluen el perfil de expresion de miRNAs en

pacientes con infecciones respiratorias virales agudas.

Debido a esto, es importante entender si el perfil de miRNAs a nivel sistémico en

estas infecciones son posibles biomarcadores de gravedad y blancos terapéuticos.
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4. HIPOTESIS

El perfil de expresion de miRNAs a nivel sistémico en pacientes con infecciones

respiratorias virales agudas se puede emplear como biomarcador de gravedad.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar el perfil de expresion de miRNAs a nivel sistémico en pacientes con

infecciones respiratorias virales agudas

5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles de expresion de los miRNAs en sangre venosa

periférica de pacientes con infecciones respiratorias virales agudas

2. Comparar los niveles de expresion del perfil de miRNAs con el estatus clinico

del paciente

3. Correlacionar los niveles de expresion de los miRNAs a nivel sistémico con los
miRNAs de mucosa nasal en pacientes con infecciones respiratorias virales

agudas
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6. ESTRATEGIA GENERAL

Correlacion 'O

i Muestras de
sangre

i}

Figura 2. Estrategia general para la elaboracion de la tesis.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Materiales, equipos y reactivos

7.1.1 Material biolégico

e Muestras de sangre periférica (pacientes y controles)

7.1.2 Material y equipos de laboratorio
a) Labnet (lllinois, Estados Unidos)
e Micropipetas automaticas autoclaveables de 0.5-10 uL, 2-20 uL, 20-200 pL, y
100-1000 pL

e Placa de calentamiento AccuBlock

b) Eppendorf (Hamburgo, Alemania)

e Micropipeta automatica autoclaveable de 0.1-2.5 pL
e Puntillas de 0.1-10 pL

e Tubos para microcentrifuga de 1.5 mL

e Microcentrifuga

c) Corning (Nueva York, Estados Unidos)
e Tubos para PCR de 0.2 mL

e Puntillas para micropipetas de 0.5-10 uL, 2-20 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL
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d) Bio-Rad (California, Estados Unidos)
e Tirillas y tapas para qPCR
¢ Minicentrifuga

e Termociclador CFX-96

e) Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, Estados Unidos)

e NanoDrop 2000

e Campana de bioseguridad 1300 Series A2

e Microcentrifugas Legend Micro 21R

e Sondas TagMan: miR-9, miR-16, miR-21, miR-26b, miR-29¢, miR-132, miR-

146a, miR-326

f) MJ Research

e Termociclador PTC-200

g) Analityk Jena (Jena, Alemania)

e Campana UV3 HEPA PCR Workstation

h) Proveedor de laboratorio en general
e Etanol al 70%
e Guantes de nitrilo

e Sanitas

26



Perfil de expresion de miRNAs en pacientes infectados con
virus respiratorios como biomarcadores de gravedad
7.1.3 Reactivos
a) QIAGEN (Hilden, Alemania)
e PAXgene Blood miRNA kit

e MiScript Il RT kit

e QuantiNova SYBR Green PCR kit

b) Bio-Rad (California, Estados Unidos)
e iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)

e iQ Supermix (Bio-Rad)

7.2 Metodologia

7.2.1 Seleccion de la poblacién

7.2.1.1 Grupo de estudio

A partir de muestras de pacientes reclutados en la consulta de Servicios Médicos de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, asi como Medicina Interna del Hospital
Universitario “José Eleuterio Gonzalez”, los cuales cumplieron con los siguientes

criterios:
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Criterios de inclusién

» Pacientes mayores de 18 afos, sin importar el género

» Diagnéstico clinico de infeccion respiratoria aguda

Criterios de exclusién

» Paciente trasladado de otro hospital en el que hubiera estado internado por

mas de 48 horas

* Internamiento en los tres meses previos por mas de 48 horas por cualquier

causa

= Episodio de infeccion respiratoria aguda en los ultimos 30 dias

» Tuberculosis pulmonar activa o sospechada por caracteristicas de la placa

» Paciente con cualquier neoplasia y/o que esté recibiendo quimioterapia

= Paciente con sindrome de inmunodeficiencia adquirida por VIH

=  Uso de esteroides de manera cronica

* Mujeres embarazadas

Criterios de eliminacidén

= Baja cantidad de muestra

= Baja calidad de la muestra

» Informacién incompleta del expediente
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Los pacientes que cumplieron con los criterios y que aceptaron participar en el
estudio, firmaron un consentimiento informado, asi como el llenado de una encuesta

donde se les preguntaba informacién sociodemografica, entre otros datos.

Se inici6 a partir de 60 muestras de sangre venosa periférica, de las cuales, 51
correspondieron a pacientes con sintomas de infecciones respiratorias (45 fueron
infecciones respiratorias virales, diagnosticadas por un panel viral respiratorio de
luminex y qRT-PCR, y 6 fueron infecciones no virales), ademas de 9 controles
clinicamente sanos, comprobado a través del andlisis de biometria hematica

completa, obteniendo resultados dentro de los valores normales (Figura 3).

La media de la edad de los 51 pacientes fue de 41 afos, siendo el 66% de los
pacientes del sexo femenino, mientras que el resto de los pacientes fueron del sexo
masculino, sin observarse diferencia significativa (P<0.05) en el sexo y en la edad, al

realizar la prueba estadistica de x?y t Student, respectivamente (Tabla 1).

60
muestras

51 9
pacientes controles

4 no 45
virales virales

Figura 3. Clasificacién de los individuos participantes.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de los grupos de estudio.

Caracteristicas Controles Pacientes

n 9 51
Masculinos 3 17
Femeninos 6 34
Edad (anos) 39.3+£18 | 445+ 16

Alérgicos 0 19
Fumadores 0 6
Diabetes 0 8
Vacuna (Influenza) 3 20

* En nueve pacientes no se reportaron en la encuesta los datos de alergia, si eran fumadores,
diabéticos o si se aplicaron la vacuna de la influenza

7.2.2 Muestras

Las muestras sanguineas fueron obtenidas siguiendo la técnica de flebotomia
estandar, empleando tubos con vacio interno y EDTA, asi como también tubos

PAXgene Blood RNA, para la posterior extraccion de miRNAs.

7.2.3 Determinacion de los niveles de expresion de microRNAs

7.2.3.1 Extraccion de miRNAs

Las muestras de sangre obtenidas en los tubos PAXgene Blood RNA para la
extraccion de miRNAs, fueron almacenadas en congelacién a -20°C hasta su uso.
Antes de realizar la extraccion, se dejaron descongelar los tubos durante una hora; y

posteriormente se siguié el siguiente protocolo: se centrifugé el tubo PAXgene Blood
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RNA a 4000 g durante 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante por decantacion, se
agregaron 4 mL de agua libre de RNAsa al precipitado y se cerrd el tubo con un
tapon Hemogard nuevo. Se mezcl6é con vortex hasta que el precipitado se disolvié,
se centrifug6 a 4000 g durante 10 minutos, se retird y desechd todo el sobrenadante
por decantacion. Luego, se agregaron 350 pL de buffer BM1 y se mezcld con vortex
hasta que el precipitado se disolvio y se pipeted la muestra en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL. Posteriormente, se agregaron 300 uL de buffer BM2 y 40
ML de proteinasa K. Se mezcld con vortex por 5 segundos y se incubd a 55°C
durante 10 minutos en una incubadora-agitadora a ~550 rpm. Después, se pipeteo la
muestra a una columna PAXgene Shredder (lila), y se centrifugd a 20 000 g por 3
minutos. Posteriormente, se transfirié cuidadosamente todo el sobrenadante a través
de la columna PAXgene Shredder a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL sin
tocar el precipitado del tubo de procesamiento. Se agregaron 700 uL de isopropanol
(100%) y se mezcld en vortex. Se pipetearon 700 yL de la muestra a la columna
PAXgene RNA (rojo). Se cerr6 la tapa cuidadosamente y se centrifugd a 16 000 g por
1 minuto. Después, se colocd la columna en un tubo de procesamiento de 2 mL
nuevo y se desechd el anterior. Se pipete6 la muestra restante en la columna
PAXgene RNA, y se centrifugb a 16 000 g por 1 minuto. Después, se colocé la
columna en un tubo de procesamiento de 2 mL nuevo y se desechd el anterior. Se
agregaron 350 uL de buffer BM3 a la columna PAXgene RNA y se centrifugbd a 16
000 g por 15 segundos. Después, se coloco la columna en un tubo de procesamiento
de 2 mL nuevo y se desecho el anterior. Se agregaron 10 pL de solucion DNAsa | a
70 uyL de buffer RDD en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se mezcl6

sacudiendo suavemente el tubo y se centrifugd brevemente para recoger el liquido
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residual de los lados del tubo. Luego se pipeted la mezcla de DNAsa | (80 pL)
directamente sobre la membrana de la columna PAXgene RNA y se incub6 en la
mesa de trabajo (20-30°C) durante 15 minutos. Terminada la incubacién, se
agregaron 350 pL de buffer BM3 a la columna PAXgene RNA, y se centrifugé a 16
000 g por 15 segundos. Después, se colocé la columna en un tubo de procesamiento
nuevo y se desecho el anterior. Seguido de esto, se agregaron 500 uL de buffer BM4
a la columna PAXgene RNA, y se centrifugd a 16 000 g por 15 segundos. Después,
se colocé la columna en un tubo de procesamiento nuevo y se desechd el anterior.
Se agregaron 500 pL de buffer BM4 a la columna PAXgene RNA, y se centrifugé a
16 000 g por 2 minutos. Se deseché el tubo de procesamiento y se colocd la columna
PAXgene RNA en un tubo de procesamiento nuevo. Se centrifugd a 16 000 g por 1
minuto. Posteriormente, se desecho el tubo de procesamiento, se coloco la columna
PAXgene RNA en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se pipetearon 40 pL de
buffer BR5 directamente sobre la membrana de la columna, y se centrifugé a 16 000
g por 1 minuto. Se repitié el paso de la elucidén, usando 40 uL de buffer BR5 y el
mismo tubo de microcentrifuga. Seguido de eso, se incubd el eluido durante 5
minutos a 65°C en la incubadora-agitadora sin agitar. Después de la incubacién, se
enfri6 inmediatamente sobre hielo durante 5 minutos. Finalmente, el eluido fue

almacenado a -80°C, hasta su uso.

7.2.3.2 Cuantificacion y pureza de miRNAs

Las muestras fueron cuantificadas empleando un espectofotometro NanoDrop 2000.
El equipo se ajustd con un blanco, utilizando agua DEPC (Pirocarbonato de dietilo).
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Posteriormente, las muestras problemas fueron analizadas y las concentraciones y

purezas fueron registradas.

7.2.3.3 Retrotranscripcion

La retrotranscripcion de miRNAs se realizé ajustando la concentracion de RNA a 100
ng por reaccion de 20 uL, empleando el kit miScript Il RT de QIAGEN, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Se prepard una mezcla, considerando que por cada
reaccion se utilizan 4 yL de amortiguador HiFlex 5x, 2 yL de Nucleics mix y 2 pyL de
la enzima retrotranscriptasa miScript Reverse Transcriptase mix; se adiciond la
cantidad de muestra dependiendo de los célculos realizados y lo restante de agua
libre de RNAsas. Se mezclé gentilmente y se coloco en el termociclador segun las
condiciones establecidas en la Tabla 2. Posteriormente, las muestras fueron

congeladas a -20°C hasta su uso.

Tabla 2. Condiciones de la retrotranscripcién.

Tiempo Temperatura

60 minutos 37°C
5 minutos 95°C
60 minutos 4°C
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7.2.3.4 Determinacidn de niveles de expresion de U6

La expresiéon de U6 se llevé a cabo por qPCR utilizando SYBR Green como
fluorocromo reportero y los siguientes primers previamente descritos para U648,
primer forward 5-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3' y primer reverse 5'-

CGCTTCACGAATTTGCGTGTCA-3'.

Se prepard una mezcla de acuerdo con las siguientes cantidades por reaccion, 8 uL
de agua libre de RNAsa, 10 yL de iQ SYBR Green supermix, 0.5 yL de primer
forward, 0.5 pyL de primer reverse y 1 yL de cDNA; teniendo un total de 20 pL por

reaccion, siguiendo las condiciones descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de la PCR para la amplificacion de U6.

Tiempo Temperatura
10 minutos 95°C
15 segundos 95°C
1 minuto 70°C

Ir a paso 2 x 49 veces

7.2.3.5 Determinacion de los niveles de expresion de miRNAs

Se utilizaron sondas Tagman para analizar los siguientes miRNAs: miR-9, miR-16,
miR-21, miR-26b, miR-29c, miR-132, miR-146a y miR-326; y primers especificos
para el miR-155. Se preparé la mezcla de gPCR, por reaccién: 10 yL de iQ supermix,

1 yL de primer/probe, 8 yL de agua DEPC y 1 pyL cDNA, para los miR-9, miR-16,
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miR-21, miR-26b, miR-29¢c, miR-132, miR-146a y miR-326. Mientras que para el miR-
155, se preparo de la siguiente manera: 10 yL de iQ SYBR Green supermix, 1 yL de
primer, 8 yL de agua DEPC y 1 uL de cDNA. Las reacciones se llevaron a cabo

siguiendo las condiciones descritas en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones para la amplificacion de miRNAs.

Tiempo Temperatura
10 minutos 95°C
15 segundos 95°C
1 minuto 60°C

Ir a paso 2 x 49 veces

7.2.4 Medicidn de la gravedad de la sintomatologia

El dia del reclutamiento, los pacientes llenaron una encuesta para determinar la
gravedad de los sintomas relacionados con las infecciones respiratorias virales
agudas (rinorrea, estornudo, odinofagia, tos, cuerpo cortado, cefalea, escalofrios y
fiebre) que presentaban en el dia de la toma. Inicialmente, los pacientes colocaban el
namero cero si no existia el sintoma, y del uno al tres, si correspondian a un sintoma

leve, moderado o grave, respectivamente.

Este tipo de evaluacion es subjetiva, y anteriormente ha sido utilizada con los
mismos propdsitos por otros grupos de investigacion*®50 que estudiaron la gravedad

de la sintomatologia en pacientes con infeccién respiratoria aguda.
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7.2.5 Analisis estadisticos

Las pruebas de x? y t Student fueron usadas para determinar diferencias entre
nuestros pacientes y controles. Para las variables no paramétricas, las
comparaciones se realizaron mediante la prueba de Kruskal Wallis con comparacion
multiple de Dunn. Mientras que las correlaciones fueron analizadas usando el
coeficiente de Pearson. Todos los analisis estadisticos, asi como la construccion de

figuras fueron realizados con el programa estadistico de GraphPad Prism 7.
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8 RESULTADOS

8.1 Agentes virales presentes en pacientes adultos con infecciones

respiratorias virales agudas

De los 51 pacientes reclutados, en 45 de ellos se presentd al menos un agente viral.
En los pacientes que presentaron monoinfeccidn, los virus con mayor frecuencia de
deteccion fueron el VIA y el RSV con siete casos, seguido del VIB con seis casos, el
RH con cinco casos y en ultimo lugar CoV con dos casos; encontrando un total de 27

monoinfecciones (Tabla 5).

En cambio, se encontré la presencia de 18 coinfecciones, de las cuales se

presentaron coinfecciones con dos, tres y cuatro agentes virales (Tabla 6).

Mientras que las seis muestras restantes, correspondientes a los pacientes,
presentaban infecciones respiratorias no virales; sin embargo, no se determiné cual

fue el agente causante de dichas infecciones.
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Tabla 5. Frecuencia de monoinfecciones en pacientes adultos con infecciones

respiratorias virales agudas.

Monoinfeccién Frecuencia
Virus Influenza A 7
Virus Sincitial Respiratorio 7
Virus Influenza B 6
Rinovirus 5
Coronavirus 2
TOTAL 27

Tabla 6. Frecuencia de coinfecciones en pacientes adultos con infecciones

respiratorias virales agudas.

No. Agentes virales Coinfeccion Frecuencia
RH + VIB 4
RSV + VIA 3
2 RSV + VIB 2
RSV + Para 1
VIB + Para 1
RH + RSV 1
3 RH + RSV + VIA 2
RSV + VIA + RH 2
4 CoV + RH + VIB + Para 1
RH + RSV + VIB + VIA 1
TOTAL 18
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8.2 Perfil de expresion de miRNAs en sangre venosa periférica de pacientes

adultos con infecciones respiratorias virales agudas

Mediante el andlisis de RT-gPCR se evaluo6 el perfil de expresion de nueve miRNAs,
que participan en la respuesta antiviral y procesos inflamatorios. Se realiz6 una
comparacidén entre los grupos no virales, virales y control, observandose que los
miBNAs miR-9, miR-16, miR-26b, miR-132, miR-146a y miR-326 estaban
expresados negativamente respecto al grupo control (Figura 4A, 4B, 4D, 4F, 4G y 4l);
sin embargo, solamente en el miR-9 se presentd diferencia significativa en los grupos
no virales y virales (P=0.0001 y 0.0045, respectivamente) respecto al control (Figura
4A), mientras que el resto de los miRNAs mencionados, sélo presentaron diferencia
en el grupo virales (P=0.0021, 0.0005, 0.0002, 0.0010 y <0.0001, respectivamente),

respecto al grupo control (Figura 4B, 4D, 4F, 4G y 4l).

No obstante, al evaluar la expresion de los miRNAs miR-29¢ y miR-155, se observé
que tanto los grupos no virales y virales estaban sobre-expresados respecto al grupo
control (Figura 4E y 4H), teniendo solamente diferencia significativa en el grupo
virales (P=0.0012) el miR-155 (Figura 4H) y el miR-29c en los grupos no virales y

virales (P=<0.0001, en ambos) (Figura 4E), respecto al grupo control.

En cambio, el miR-21 no presenté diferencia significativa en ninguno de los grupos

analizados (Figura 4C).
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Figura 4. Niveles de expresion de miRNAs en sangre periférica en los grupos control, no
virales y virales. Las cajas representan el 95% de los datos, la linea horizontal dentro de las
cajas representa la mediana y los “bigotes” el valor maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05,
(**) P<0.01, (***) P<0.001 o (****) P<0.0001 se consider6 como significativo por medio de la
prueba de Kruskal-Wallis con comparacién multiple de Dunn.
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8.2.1 La gran mayoria de los miRNAs analizados se encontraron expresados

negativamente en las infecciones respiratorias virales agudas

Al evaluar la expresion de los miRNAs en cada uno de los virus respiratorios
presentes en los pacientes, observamos que los miRNAs miR-9, miR-16, miR-26b,
miR-132, miR-146a y miR-326 presentaron una regulacion negativa respecto al
control (Figura 5A, 5B, 5D, 5F, 5G y 5I); de los cuales el miR-9 presenté diferencia
significativa en los individuos con infecciones causadas por RSV y VIA (P=0.0451y
0.0168, respectivamente) (Figura 5A), el miR-16 en los individuos con RH y VIB
(P=0.0141 y 0.0265, respectivamente) (Figura 5B), y en los miRNAs miR-26b
(P=0.0179, 0.0409, 0.0243 y 0.0427, respectivamente), miR-132 (P=0.0073, 0.0139,
0.0061 y 0.0118, respectivamente), miR-146a (P=0.0141, 0.0122, 0.0150 y 0.0339,
respectivamente) y miR-326 (P=0.0060, 0.0037, 0.0002 y 0.0070, respectivamente),
se observo diferencia significativa en los individuos infectados con RH, RSV, VIA y

VIB (Figura 5D, 5F, 5G y 5I).

Mientras que al determinar la expresion de los miRNAs miR-29¢c y miR-155 en los
virus, estos presentaron valores sobre-expresados respecto al grupo control;
observando que el miR-29c presentd diferencia significativa en la gran mayoria de
los agentes virales detectados (P=0.0068, 0.0010, 0.0428, 0.0012 y 0.0001,
respectivamente), excepto en los individuos con CoV (Figura 5E), y en el miR-155,

en los pacientes con RSV y VIA (P=0.0020 y 0.0002) (Figura 5H).

En cambio, el miR-21, no present6 diferencia significativa en ninguno de los agentes

virales que encontramos en nuestros pacientes (figura 5C).
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8.2.2 La expresion de los miR-21, miR-26b y miR-132 se correlacionaron

positivamente con la carga del VIA

Realizamos pruebas estadisticas de correlacion de Pearson para valorar si existia
una asociacidn entre los niveles de expresion de los miRNAs y la carga viral de cada
uno de los virus encontrados en los pacientes. Se encontré6 que existia diferencia
significativa entre la expresion de tres de los nueve miRNAs que analizamos con la

carga viral de VIA, siendo estas correlaciones positivas (Figura 6).
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Figura 6. Correlaciones entre los niveles de expresion de miRNAs con la carga viral de VIA
en pacientes con infecciones respiratorias virales agudas. Un valor de P<0.05 se consider6
significativo mediante la prueba de correlacion de Pearson.
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8.3 Comparacion de los niveles de expresion de miRNAs con la gravedad de la
infeccion

Se analiz6 los niveles de expresion de miRNAs segun el estatus clinico que
presentaba cada uno de los pacientes, observando que la expresion de los miRNAs
miR-9, miR-16, miR-26b, miR-132, miR-146a y miR-326, en los tres estatus clinicos
de las infecciones respiratorias virales, estaban expresados de manera negativa
respecto al grupo control (Figura 7A, 7B, 7D, 7F, 7G y 7I); de los cuales, en los
miRNAs miR-9 (P=0.0041 y 0.0204), miR-26b (P=0.0007 y 0.0463), miR-132
(P=0.0031 y 0.0007), miR-146a (P=0.0072 y 0.0262) y miR-326 (P=0.0005 y 0.0004),
se presentd diferencia significativa en los estatus clinicos leve y moderado, respecto
al control (Figura 7A, 7D, 7F, 7G y 71); mientras que solamente el miR-16 presento
diferencia significativa en los tres estatus clinicos (P=0.0455, 0.0038 y 0.0322,

respectivamente) (Figura 7B).

Por otro lado, la expresion de los miRNAs miR-29c y miR-155 se encontr6 sobre-
expresada en los tres estatus clinicos de los pacientes en comparacion al grupo
control (Figura 7E y 7H); pero solamente el miR-29c presenté diferencia significativa
en los tres estatus clinicos (P=<0.0001, 0.0004 y 0.0252, respectivamente) (Figura
7E), mientras que el miR-155, presentd diferencia significativa en el estatus clinico
leve y moderado (P=0.0141 y 0.0079) (Figura 7H); por lo cual, nosotros propusimos
que esos MiRNAs podrian ser usados como biomarcadores de gravedad de las

infecciones respiratorias virales agudas.
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Figura 7. Niveles de expresion de miRNAs en sangre periférica segun el estatus clinico de
los pacientes con infecciones respiratorias virales agudas. Las cajas representan el 95% de
los datos, la linea horizontal dentro de las cajas representa la mediana y los “bigotes” el valor
maximo y minimo. Un valor de (*) P<0.05, (**) P<0.01, (***) P<0.001 o (****) P<0.0001 se
consider6 como significativo por medio de la prueba de Kruskal-Wallis con comparacion
multiple de Dunn.
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8.5 Los niveles de expresiéon del miR-26b a nivel sistémico se correlacionaron
negativamente con aquellos encontrados en mucosa nasal en las infecciones

respiratorias virales agudas

Finalmente, realizamos el analisis de correlacidon de Pearson, entre los niveles de
expresion de miRNAs a nivel sistémico con la expresidon de miRNAs a nivel local,
observando solamente diferencia significativa en el miR-26b, siendo una correlacion
negativa, ya que los niveles de expresion del miR-26b sistémico se correlacionan

negativamente con los niveles de expresion del miR-26b local (figura 8).
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Figura 8. Correlaciéon entre los niveles de expresién del miR-26b a nivel sistémico con el
miR-26b a nivel local. Un valor de P<0.05 se considero6 significativo mediante la prueba de
correlacion de Pearson.
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9 DISCUSION

Los miRNAs participan en los procesos de regulacién durante la interaccion del
huésped y el patdgeno en las infecciones virales, teniendo su funcién principal en la
patogénesis viral®-%2. Los miRNAs también pueden participar en la regulacion de las
vias de sefalizacién involucradas en la respuesta inmune innata y adaptativa, donde
pueden actuar como un mecanismo de defensa antiviral o incluso inhibir la
replicacion del virus directamente®3. Debido a que las infecciones respiratorias virales
agudas representan una gran problematica a nivel mundial, se ha realizado una
amplia investigacion respecto al analisis de expresion de perfiles de miRNAs durante
el curso de estas infecciones; sin embargo la mayoria de los estudios se han
desarrollado en ensayos in vitro y pocos han sido evaluados en modelos de

experimentacion y menos en humanos.

En ensayos con la linea celular A549 infectada con el RSV in vitro, se reportd que
una serie de miBRNAs se encontraron sobre-expresados, siendo el miR-26b, el
miRNA mayormente sobre-expresado por el virus®. Lui et al., reportaron la
sobreexpresién del miR-26b en células mononucleares de sangre periférica de
pacientes pediatricos infectadas con RSV, sin encontrar diferencias de expresion
entre las cepas del virus®®. Contrario a esos resultados, en este estudio se encontrd
el miR-26b regulado negativamente en los individuos con infecciones respiratorias
causadas por distintos agentes virales (inclusive en aquellos casos de pacientes

infectados con RSV).

Zhang et al. observaron que la infeccién de células humanas de epitelio alveolar
basal (A549) con RSV incrementa la expresidén del miR-29a, ademas sugieren que la
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participacion de dicho miRNA podria favorecer la replicacién del RSV al inhibir el
IFNAR1%. En nuestro estudio, encontramos que el miR-29 se encuentra sobre-
expresado en las infecciones virales, excepto en las infecciones por CoV, sugiriendo

un posible papel de este miRNA en las infecciones por virus respiratorios.

El miR-146a se sobre-expresa significativamente en la linea celular Hep-2 infectadas
con RSV; concluyendo que la infeccion persistente causada por RSV induce
patrones Unicos de expresion de miRNAs%6. Buggele et al., reportaron que los miR-
132 y miR-146a incrementaban su expresion conforme pasaba el curso de la
infeccion con VIA, tanto en la linea celular A549, como en la BEAS2B. Ademas, el
miR-16, mostrd niveles de expresion constantes a lo largo de la infeccidén, también en
ambas lineas celulares®”. De igual manera, otro equipo de trabajo reportd un
incremento de la expresion del miR-146a tras la infeccion de células epiteliales
nasales humanas con VIA H3N2; sugiriendo que existe una diferencia en la
regulaciéon de miRNAs especifica de tejido entre el epitelio nasal y el pulmén.
Contrario a dichos reportes, nosotros encontramos que los valores de los miRNAs
miR-16, miR-132 y miR-146a, en los individuos con infecciones causadas tanto por
VIA, como por los demas agentes virales analizados, estaban regulados
negativamente. Existen varias explicaciones potenciales para las discrepancias entre
los andlisis de expresion de miRNAs, incluido el uso de diferentes especies de
hospedadores y cepas de virus para cada experimento, ademas si los ensayos
fueron realizados in vitro o in vivo %’. Dichos miRNAs tienen como blanco los mMRNA
de proteinas como TNF-a, IL-6 e IL-8, ademas han sido involucrados en la inhibicién

de los genes estimulados por interferébn y en la disminucion de la produccién de
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citocinas pro-inflamatorias por la regulacion de TRAF6, respectivamente. Al
encontrarse estos miRNAs regulados negativamente en los pacientes infectados con
virus respiratorios, podriamos asumir, que dichos pacientes estan montando una

buena respuesta inflamatoria.

En un andlisis de la expresion de miRNAs en mucosa nasal, de pacientes pediatricos
infectados con RSV, observaron que el miR-29c estaba regulado negativamente,
mientras los niveles de miR-16 y miR-155 se encontraron sobre-expresados,
respecto a los individuos sanos*’. En nuestro estudio encontramos una expresion
diferente de esos mismos miRNAs, teniendo que tanto el miR-29¢c como el miR-155
estaban sobre-expresados, y el miR-16, regulado negativamente. Dichas diferencias
podrian deberse a distintos factores: 1) el tipo de muestra empleada (mucosa nasal
vs. sangre total); 2) la poblacidn (nifios vs. adultos); entre otros. Debido a que el miR-
29c reduce los niveles de IFN, suprimiendo la respuesta inmune contra patégenos
intracelulares, pudieran nuestros pacientes no estar teniendo una buena respuesta
antiviral. Por otro lado, el miR-155 y el miR-16, induce una mayor produccion de IFN-
y Y degrada el mRNA de los genes de TNF-q, IL-6 e IL-8, respectivamente; por lo
cual, podriamos sugerir que nuestros pacientes si estan presentando una respuesta
inmune, tras la presencia de las infecciones virales agudas. A pesar de lo anterior, se
observan diversos mecanismos regulatorios por estos miRNAs que pudieran también
estar buscando un balance entre la respuesta antiviral, inflamatoria y control de la

infeccién.

Otro estudio analiz6 la expresion de miRNAs, en niflos con bronquiolitis causada por

RH y RSV, y observaron que existia una variacion entre los perfiles de miRNAs;
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donde el miR-155 se encontrd sobre-expresado en los pacientes con infecciones
causadas por RH a diferencia de los niflos con RSV®8 Nosotros también
encontramos al miR-155 sobre-expresado, aunque solamente presentaron
diferencias significativas las infecciones causadas por RH y VIA. Las diferencias
observadas entre los perfiles de expresidon de miRNAs, pueden ser atribuibles a las
diferencias potenciales en los perfiles celulares y los agentes virales, como se indicé
anteriormente. El miR-155 participa en la generacién de una mayor produccién de
linfocitos T CD8+, induciendo una mayor producciéon de IFN-y%°, por lo cual,
podriamos suponer que al estar este miRNA sobre-expresado, se esta favoreciendo
la respuesta inmune celular mediada por estos linfocitos que participan en el control

de las infecciones virales.

Por el contrario, Tambyah et al. evaluaron la expresion de miRNAs en circulacion, in
vitro y exosomas; encontrando que el perfil de miRNAs en circulacion estaba alterado
y diferencialmente expresado en pacientes con VIA. Ademas, observaron que el miR-
26a estaba regulado negativamente en los pacientes infectados con VIA; reportando
también, que este miRNA junto con el miR-576 y miR-628, son especificos para el
VIA H1N145, Se ha reportado que miRNAs de la misma familia presentan funciones
semejantes y tienden a tener perfiles de expresion similares®®, patréon observado en
nuestro estudio donde encontramos al miR-26b, regulado negativamente, tanto en
los individuos con infecciones causadas por VIA, como por el resto de los agentes

virales que presentaron nuestros pacientes.

De igual manera, otro equipo de trabajo evalué un perfil de miRNAs en células

mononucleares de sangre periférica de pacientes criticamente enfermos con VIA
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H1N144, Ellos analizaron cuatro miRNA iguales y/o similares a los nuestros, teniendo
que los miRNAs miR-29a, miR-29b y miR-155 se expresaron negativamente en los
pacientes en comparacion al control; en cambio nosotros encontramos que los miR-
29c y miR-155 se sobre-expresaron en los pacientes con infecciones virales. Las
diferencias con dichos resultados pudieran deberse a que nosotros nos enfocamos
en la expresion de miRNAs en sangre venosa periférica, mientras ellos se limitaron al
analisis en células mononucleares de sangre periférica, ademas de que contdbamos
con la presencia de mas agentes virales, no solo VIA. Por otro lado, los mismos
investigadores evaluaron el miR-146b y a pesar de que no presentd diferencia
significativa, se observd una tendencia a la disminuciéon en los pacientes con VIA

H1N1, lo cual concuerda con nuestros resultados.

Ademads, comparamos la expresion de miRNAs durante el estatus clinico de las
infecciones respiratorias virales agudas, encontrando que s6lo dos miRNAs se sobre-
expresaron, el miR-29c en los tres estatus clinicos y el miR-155 en el estatus clinico
leve y moderado. Inchley et al., reportaron un perfil de expresiéon de miRNAs en
mucosa y en células epiteliales nasales de pacientes pediatricos con infecciones
agudas causadas por RSV, encontrando una expresién diferencial entre los estatus
clinicos leves, moderados y graves para miR-125a y miR-429%/; siendo éste el Unico
reporte publicado que evalua la expresidon de miRNAs respecto al estatus clinico
durante el curso de las infecciones respiratorias virales agudas. Debido a la sobre-
expresion de los miRNAs miR-29c y miR-155 en los estatus clinicos de los pacientes
con infeccién por virus respiratorios, nosotros los proponemos como posibles

biomarcadores de gravedad de las infecciones respiratorias virales agudas. Song et
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al., propusieron que los miRNAs miR-29a, miR-31 y miR-148a tienen un valor
diagndstico como biomarcadores para identificar pacientes criticamente enfermos
con el VIA H1N144 concordando el miR-29c que sugerimos como posible

biomarcador de gravedad con lo reportado en la literatura.

En cuanto al analisis de correlacion entre la expresidn de los miRNAs analizados con
la carga viral de los virus presentes en nuestros pacientes, encontramos resultados
significativos; teniendo tres correlaciones positivas, entre la expresion de los miRNAs
miR-21, miR-26b y miR-132, con el VIA, el cual es un virus de gran importancia
clinica. En la literatura, se ha reportado que el miR-21 puede promover la replicacion
del VIA suprimiendo la expresion de HDAC8®'. Por lo tanto, el resultado de nuestra
correlacidén entre la expresidn del miR-21 contra la carga viral del VIA, se respalda
con lo anteriormente reportado en la literatura. Finalmente, este es el primer reporte

donde los miR-26b y miR-132 se correlacionan con la carga viral de VIA.
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10. CONCLUSION

Identificamos diferencias en el patrén de expresidon de miRNAs a nivel sistémico
entre los pacientes con infecciones respiratorias virales agudas y los controles sanos.
Nuestros hallazgos sugieren que los miR-29¢ y miR-155 pueden ser posibles
biomarcadores de gravedad de las infecciones respiratorias virales agudas. Por lo
tanto, una mayor comprension de las funciones de estos miRNAs en la infeccion
causada por virus respiratorios proporcionara una nueva vision de las interacciones

entre el huésped y el patdogeno, asi como en su inmunopatogénesis.
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