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RESUMEN
Introduccién La superficie del epitelio alveolar estd compuesta por los neumocitos
secretores de tipo | (NSTI) y NSTII. Los NSTII tienen un papel clave en la sintesis y
almacenamiento del surfactante pulmonar, y en el establecimiento de mecanismos de
defensa innata en el pulmén. Pseudomonas aeruginosa expresa una amplia gama de
factores de virulencia que inducen la activacion de la respuesta inflamatoria
comprometiendo la actividad inmunolégica y de defensa del huésped. Recientemente se
ha demostrado que los microRNAs (miRNAS) son una clase de RNA no-codificante los
cuales constituyen un sistema de regulacién de la respuesta inflamatoria. Sin embargo,
no se ha demostrado el efecto que induce P. aeruginosa sobre la expresion de los

MiRNAS en los NSTII para lo cual utilizaremos la linea celular A549.

Objetivos Determinar el perfil de expresién de los miRNA-21, -126, y -146 en el medio

de cultivo de las células A549 después de la estimulacion con P. aeruginosa

Material y Métodos La linea celular A549 fue expandida en cajas de cultivo de 12 pozos
y se les adicion6 1 mL del medio de cultivo RPMI suplementado con 10% de suero bovino
fetal y 1% de penicilina/estreptomicina. Las cajas de cultivo fueron incubadas a 37°C con
5% de CO,. Los ensayos se realizaron hasta que se obtuvo una confluencia celular
superior al 95%. Las células A549 fueron estimuladas con P. aeruginosa (102, 104, 10°y
10° UFC/mL). El medio de cultivo fue recuperado a las 3, 6 y 24 horas. En tubos
Eppendorf se colocaron 500 uL del medio de cultivo de cada condicidon experimental y
se le afiadié 500 pL del reactivo de Trizol con la finalidad de obtener el RNA total. EIl RNA
total fue cuantificado en el espectofotémetro mediante la relacion Azsos0. Con 9 ng del
RNA total se realiz6 la técnica de retrotranscriptasa (RT), y el cDNA obtenido fue
amplificado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a punto final con
iniciadores especificos para cada miRNA. Los amplificados fueron sometidos a
electroforesis en geles de agarosa al 4% y la banda de expresion fueron visualizadas en
luz ultravioleta. La banda de expresion de cada miRNA fue semi cuantificada mediante
el programa de ImageJd (NIH, USA). Los datos son mostrados como la media *
desviacion estandar y se consideré una diferencia estadisticamente significativa de p
<0.05.



Resultados A las 3 horas de estimulacion con P. aeruginosa (106 UFC/mL) observamos
en el medio de cultivo de las células A549 el aumento significativo de 1.3- (p<0.001),
1.2-veces (p<0.004) la expresion del miR-21 y miR-146 respectivamente, en relacion
con el grupo control. A este intervalo de tiempo no encontramos cambios significativos
en el miR-126. A las 6 horas de estimulacion no encontramos aumentos en la expresion
del miR-21, -126 con respecto al grupo control. En tanto que el miR-146 disminuy6
significativamente 1.1-veces con respecto al grupo control (p<0.004). Finalmente, a
las 24 horas observamos un aumento significativo en la expresion del miR-21 (p<0.001)
en tanto que la expresion del miR-126 no observamos cambios en su expresion.

El miR-146 disminuy6 su expresién (p<0.001) con respecto al grupo control.

Conclusiones Los resultados obtenidos indican que Pseudomonas aeruginosa modula
diferencialmente la expresién de los miRNAs en las células A549 de manera dosis

dependiente y con respecto al tiempo de estimulacion.



1.0 INTRODUCCION
Anatomicamente el sistema respiratorio esta dividido en 1) la via aérea superior
gue esta constituida por nariz, faringe y laringe, y 2) la via aérea inferior que lo

conforman la trdquea, bronquios, bronquiolos, conducto alveolar y alvéolos (1)).

Los alvéolos son las principales estructuras terminales de la via aérea distal para
el intercambio de gases y las unidades de funcidon pulmonar. Las superficies de
los alvéolos se componen de dos tipos de células epiteliales: Neumocitos
secretores tipo | (NSTI) y los de tipo Il (NSTII) (2).

Los NSTI son células con forma aplanada y cubren el 95% de la superficie
alveolar del pulmén, aunque son menos numerosas que las NSTII. La funcién
principal de las células NSTI es el intercambio de gases y el mantenimiento del
equilibrio de iones y fluidos (3). Los NSTII, son células grandes y cuboidales, y
cubren un porcentaje mucho menor de superficies alveolares. Son células
especializadas para mantener la funcién pulmonar y la homeostasis. Los NSTII
secretan proteinas activas que regulan el metabolismo del surfactante alveolar,
ademas de proteinas asociadas con la respuesta inmunoldgica innata y proteinas
involucradas con la regeneraciéon y restauracion alveolar en respuesta a una
lesion (4), sintetizan y secretan una variedad de intermediarios antimicrobianos,
péptidos y proteinas que pueden eliminar microorganismos directamente o ser

utilizados por neutréfilos 0 macréfagos para facilitar la eliminacion bacteriana (5).

Recientemente, se ha demostrado el papel de los microRNA (miRNAS) en la
regulacion de la respuesta inflamatoria, proliferacion celular, diferenciacion y
apoptosis (6) y en la expresion en diferentes patologias pulmonares humanas (7,
8); sin embargo, existen pocos datos experimentales que demuestren la
expresion diferencial de los miRNA y de las vias proinflamatorias en el tejido

respiratorio. En el presente trabajo nos hemos propuesto determinar el perfil de
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expresion de tres miRNAs en el medio de cultivo de la linea celular A549

estimuladas con Pseudomonas aeruginosa a las 3, 6 y 24 horas.

2.0 ANTECEDENTES

2.1 Sistema respiratorio

Anatomicamente el sistema respiratorio esta dividido en 1) la via aérea superior
que esté constituida por nariz, faringe y laringe, y 2) la via aérea inferior que lo
conforma tradquea, bronquios, bronquiolos, conducto alveolar y alvéolos (figura 1)
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Figura 1. Las vias aéreas. Se muestran la conformacion de las vias superiores e inferiores
del sistema respiratorio. (Tomada de Principios de anatomia y fisiéloga, Gerard J Tortora 2013)

La via aérea superior esta revestida con epitelio respiratorio, que se conoce como
epitelio columnar, pseudoestratificado, y ciliado. Cuando se respira, el aire pasa
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a través de la nariz hacia los conductos nasales que se comunican con los senos
paranasales. El aire pasa luego a la nasofaringe, que es la parte mas posterior
de la cavidad nasal que se comunica con la garganta. Una vez en la faringe,
desciende pasando por la orofaringe y hacia la laringofaringe y continta hacia la
trdquea, que se bifurca en los bronquios (izquierdo y derecho) finalizando en la

rama de arbol en bronquiolos.

Los bronquiolos se dividen ademas en bronquiolos respiratorios cada vez de
menor tamafo cuyas ramas terminales contienen racimos de conductos
alveolares, sacos y alvéolos terminales. Los alvéolos son las principales
estructuras terminales de la via aérea distal para el intercambio de gases y las

unidades de funcién pulmonar.

1.2 Alveolos

Las superficies de los alvéolos se componen de dos tipos de células epiteliales:
neumocitos secretores tipo | (NSTI) y NSTII (2). Los NSTI son células con forma
aplanada y cubren el 95% de la superficie alveolar del pulmén, aunque son
menos numerosas que las células NSTII. La funcién principal de las células NSTI
es el intercambio de gases y el mantenimiento del equilibrio de iones y fluidos (3).
Los NSTII, son células grandes y cuboidales, y cubren un porcentaje mucho
menor de superficies alveolares. Son células especializadas para mantener la
funcién pulmonar y la homeostasis.

Los NSTII secretan proteinas que regulan tanto la tension alveolar, la respuesta
inmunoldgica innata (9), asi como proteinas involucradas con la regeneracion y

restauracion alveolar en respuesta a una lesion (4, 10)
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Figura 2. Estructura del alvéolo. Se sefiala cada uno de los elementos celulares (neumocitos
secretores tipo |, Il, macréfagos alveolares, y monocitos) y acelulares (fibra reticular y elastica, capilar
pulmonar, y espacio intersticial) que componen el alveolo. Imagen tomada de Pacheco, 2007.

2.3 Respuesta inmune en el pulmén

Por su funcion fisiolégica el pulmoén esta continuamente expuesto a diversas
particulas, microorganismos y gases, los cuales potencialmente podrian tener un
efecto perjudicial sobre la homeostasis pulmonar y la vulnerabilidad a la infeccién
(11, 12). A pesar de la exposicion a posibles toxinas y agentes patdégenos durante
la respiracion, la frecuencia de infeccién grave y lesién en el tracto inferior es

relativamente baja en individuos sanos (13).

La defensa pulmonar consiste estructuralmente en la via aérea y el epitelio
alveolar que reviste la superficie interna del pulmén y actia como una barrera
fisica contra las particulas y microorganismos que ingresan al tracto respiratorio.
En particular, las células del epitelio cilindrico de la via aérea utilizan mecanismos
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mucociliares para eliminar los patdégenos invasores y particulas. El epitelio
también tiene un papel auxiliar mediante la elaboracion de citocinas inflamatorias
(14-16), quimiocinas (17), y factores de crecimiento (18, 19) creando una red de
citocinas las cuales activaran a los macréfagos alveolares para eliminar el
proceso infeccioso que las activo (5, 20). Los productos bioactivos liberados por
las células epiteliales interactian con el surfactante pulmonar (SP) el cual es un

complejo de lipidos y proteinas que recubre la superficie alveolar.

2.4 Surfactante pulmonar en la respuesta inmune

El SP participa tanto en la disminucion de la tension superficial en la interfase
aire-liquido, evitando asi el colapso alveolar al final de la espiracion (21) y como
componente integral del sistema inmune innato del pulmén regulando la
inflamacion y en la prevencion de las infecciones microbianas del pulmén distal
(22). Los principales constituyentes lipidicos del SP son fosfolipidos [dipalmitoil
fosfatidil colina saturada (50%), fosfatidil glicerol (12%), fosfatidil etanolamina
(5%), fosfatidil inositol (4%), fosfatidilserina (1.5%), esfingomielina (1%) vy
lisofosfolipido (<1%)], colesterol, y proteinas (23). La funcion o6ptima del
surfactante requiere la presencia de cuatro proteinas denominadas SP-A, -B, -C
y -D (23).

La SP-A, es la mas abundante con aproximadamente el 70%, en tanto que la SP-
B comprende el 10% de la composicién tensioactiva; sin embargo, la SP-B es la
mas critica para el funcionamiento respiratorio, su ausencia o mutaciones da
como resultado insuficiencia respiratoria y muerte poco después del nacimiento
(24, 25). Entre los componentes tensioactivos, la SP-A y la SP-D han sido
asociadas en la defensa inmunologica innata pulmonar (26). Las proteinas SP-A
y SP-D son capaces de unir y neutralizar bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas actuando como opsoninas. A menudo, estas proteinas inducen la

agregacion bacteriana que sirve como un contexto fisico apropiado para la
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fagocitosis (27). Estas proteinas surfactantes interactan con Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (especificamente las cepas
rugosas), Salmonella minnesota, Streptococcus pneumoniae, estreptococos del
grupo B, Haemophilus influenza y Staphylococcus aureus (28). Tanto la SP-A
como la SP-D se unen al componente estructural del lipopolisacarido (LPS) de
las bacterias Gram-negativas, a través de diferentes dominios (27). Después de
unirse a las bacterias, SP-A 'y SP-D facilitan su eliminacion a través de numerosos
mecanismos, o bien actuando como opsoninas para mejorar la eliminacion

bacteriana fagocitica (29).

Ademas, parecen exhibir efectos antimicrobianos sobre las bacterias al aumentar
potencialmente la permeabilidad de sus membranas (30). Se ha demostrado que
de los mecanismos de evasion de P. aeruginosa estd mediado a través del
reconocimiento de la SP-D ya que esta proteina no es capaz de agregar
eficazmente a P. aeruginosa (31) en tanto que la SP-A parece no interactuar
directamente con este agente patdgeno (32). Estas proteinas promueven la
fagocitosis indirectamente, al estimular la actividad de los macrofagos alveolares
(29).

2.5 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo que crece a 37°C; sus colonias en
gelosa sangre son planas, color grisaceo, p-hemoliticas y con un olor
caracteristico a tortilla. P. aeruginosa pertenece al gran grupo de bacilos no
fermentadores por esta razon no son capaces de fermentar azicares como los
contenidos en el tubo de agar hierro (KIA; Kligler). Las bacterias son maviles por
medio de un flagelo polar y producen pigmentos de manera natural como la
piocianina que es color azul y la fluoresceina, que se observa de color amarillo
en placa de agar triptona-soja (TSA) y que al hacer incidir luz ultravioleta (UV)

sobre el cultivo, emite fluorescencia.
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P. aeruginosa emplea diferentes factores de virulencia para interactuar y
atravesar monocapas de células epiteliales (18, 33). Estos incluyen un flagelo
simple polar el cual facilita el desplazamiento; el pili retractil tipo 4, que provee
adhesién y movimiento; y un sistema de secrecion tipo 3 (T3SS), que inyecta un
conjunto de proteinas bacterianas "efectoras" en las células huésped (34, 35).

P. aeruginosa pertenece a la familia pseudomonaceae que incluye 12 especies
(36), es una bacteria aerdbica Gram-negativa que mide de 0.5 a 0.8 ym por 1.5
a 3.0 ym. Ademas, segrega diferentes pigmentos como piocianina (azul-verde),
fluoresceina (amarillo-verde y fluorescente) y piorubina (rojo-marrén).
Preliminarmente se puede identificar por su olor especifico in vitro y por el color
azul-verdoso de las colonias productoras de fluorescencia. La temperatura
Optima de crecimiento es de 37 °C; la temperatura maxima del crecimiento es 42
°C. Usualmente, las cepas son moviles por medio de un unico flagelo polar. El
tamafo del genoma de P. aeruginosa varia desde alrededor de 5.2 a 6.3 Mb (37,

38). Rara vez es un miembro de la flora microbiana normal en humanos.

Las tasas de colonizacidén representativas para sitios especificos en humanos
como en el caso de la piel es menor al 2%, mucosa nasal menos del 3,3%,
garganta menos del 6,6% y en muestras fecales es entre el 2,6 al 24% (39); sin
embargo, las tasas de colonizacion pueden exceder el 50% (40), especialmente
entre pacientes que han experimentado un trauma o una brecha en las barreras
cutdneas o mucosas por ventilacion mecanica, traqueotomia, catéteres, cirugia
o0 quemaduras graves (41, 42). Diversas evidencias han demostrado que la
interaccion de P. aeruginosa con el epitelio alveolar esta mediado por los
receptores de tipo TLRs (Toll-like receptor) (Man He 2016, PMID 27270888)

2.6 Receptores de tipo TLRs

Los receptores de tipo TLRs juegan un importante papel en la regulacion del

sistema inmunolégico al reconocer diferentes moléculas asociadas a patdégenos
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(CITAs). En mamiferos se han detectado 10 tipos (TLR1-TLR10) (43). Schulz y
colaboradores (44) localizaron en el epitelio celular alos TLR1-9, y su localizacién
ha sido detectada en diversos tipos celulares (45, 46), y en vesiculas celulares

(47, 48), reticulo endoplasmatico, endosomas (49, 50), y lisosomas (47).

El lipopolisacarido (LPS) de P. aeruginosa activa principalmente al TLR-4 en las
cadenas laterales del lipido tipo A estan produciendo su hiper acilacion, como ha
sido observado en aislamientos de pacientes con fibrosis quistica con infeccién
cronica (51). Otro de los receptores de tipo TLR que participa en el
reconocimiento de P. aeruginosa es el TLR-5 el cual es activado por la flagelina.
Esta unidén, amplifica su respuesta al unirse con el receptor que reconocen
patrones moleculares especificos asociados a patdégenos (PAMP) que ocurren
una vez que las bacterias acceden a la superficie basolateral del epitelio donde
se expresa el receptor. EI ADN bacteriano comprende regiones denominadas
islas de citocinas y guaninas (CpG) no metiladas y son estimulas por el TLR-9
(52) y probablemente contribuye a la deteccion de bacterias P. aeruginosa y
biopeliculas que contienen ADN extracelular, ya que los ratones TLR9”- pueden

resistir el desafio letal con P. aeruginosa (53).

La respuesta inmune innata, esta mediada tanto por las células epiteliales como
por las células profesionales (dendriticas y macréfagos), conformando la linea de
defensa frente a infecciones. En la superficie celular, esta respuesta esta
mediada por la activacion de los miembros de la superfamilia receptor
Toll/interleucina-1 (TIR), los cuales se subdividen en dos grupos: receptores de
Interleucina-1 (IL-1R) y los TLR. La familia IL-1R contiene 10 receptores que
median la respuesta a IL-1a, IL-18 e IL-8, mientras que la familia TLR contiene
11 miembros que estan involucrados con el reconocimiento de patrones
moleculares conservados de microorganismos denominados PAMPs (54). Todos
los miembros de esta superfamilia de receptores contienen el dominio
citoplasmatico TIR y este dominio median la sefalizacion a través de una via

intracelular similar. Por lo tanto, la sefializacién a través del dominio TIR implica
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una asociacion con la proteina adaptadora de respuesta primaria de
diferenciacion de mieloide 88 (MyD88) la cual recluta la quinasa 1 asociada a IL-
1R (IRAK1) y el factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) después de la
union del ligando. La disociaciéon de IRAK1 de MyD88 después de la fosforilacion
provoca la activacion de TRAF6, que posteriormente estimula la formacion y
activacion del complejo TAK1/TAB1/TAB2/TAB3. Esto a su vez activa una
variedad de factores de transcripcion proinflamatorios, como el factor nuclear
(NF)-kB el cual en condiciones basales se encuentra en el citoplasma unido al
inhibidor-kBa (I-kBa). La degradacion de I-kpa seguida de la fosforilacion por
Inhibidor-kB quinasa-2 (IKK-2) resulta en la translocacion del NF-kB activado y la
subsecuente transcripcion de mediadores inflamatorios (55). Las interacciones

de LPS con TLR desencadenan la activacion de NF-kp.
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Figura 3 activacion de los TLR. Se sefialan las diferentes activaciones de los
receptores de tipo Toll. Imagen tomada de Mckernan 2019.

La inflamacion es necesaria para la eliminacién bacteriana; sin embargo, la

respuesta inflamatoria aguda se asocia con una eliminacion bacteriana y una
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mayor morbilidad del huésped. Los niveles elevados de citocinas proinflamatorias
se correlacionan con la destruccion inmunomediada del parénquima pulmonar
como es el caso en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (56). La
fibrosis, es la consecuencia frecuente del intento del cuerpo de resolver el circulo
vicioso de inflamacion y lesion epitelial de las vias respiratorias, y a menudo
resulta en lesiones que comprometen la integridad funcional del pulmén

afectando el intercambio de gases con tejido cicatricial.

2.7 microRNA (miRNAS)

Diversas investigaciones han demostrado el papel de los microRNA (miRNAS) en
la regulacién de la respuesta inflamatoria, proliferaciéon celular, diferenciacién y
apoptosis (6) y en la expresion en diferentes patologias pulmonares humanas (7,
8); sin embargo, existen pocos datos experimentales que demuestren la
expresion diferencial de los miRNA y de las vias proinflamatorias en el tejido

respiratorio.

Los miRNA son una clase de RNA no-codificante, monocatenarios de secuencias
cortas (20-23 nucleétidos de longitud), endégenos que regulan la expresion
génica. Los miRNAs se transcriben inicialmente mediante RNA polimerasa Il o
RNA polimerasa Ill, como un transcripto de miRNA primario largo (pri-miRNA). A
continuacion, se escinde en el nacleo mediante el complejo de microprocesador,
Drosha-DGCRS8, que da como resultado una horquilla precursora (pre-miRNA)
que varia en longitud de 60 a 110 nucleétidos. El pre-miRNA se exporta desde el
nucleo al citoplasma mediante exportina-5-Ran-GTP. En el citoplasma, Dicer, un
miembro de la familia RNasa Ill, en complejo con TRBP, escinde la horquilla pre-
MiRNA a un duplex de miRNA de aproximadamente 22 pb. El miRNA maduro se
incorpora con proteinas argonauta (Ago2) en el complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC), donde el miRNA dirige el complejo a sitios de union
complementarios parciales ubicados en la regién 3' no traducida (UTR) de los

MRNA diana para suprimir la expresion génica. Un informe reciente sugiere que
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los sitios de union a miRNA también se producen dentro de la UTR 5'y en la
region codificante (57). Durante mucho tiempo se creyd que la

complementariedad parcial favorece la inhibicién de la iniciacion de la traduccion
que los mIRNAs actuan

sin embargo, estudios recientes sugieren
predominantemente para disminuir los niveles de mRNA diana, al menos en

mamiferos.
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Figura 3. Biogénesis de los miRNAs Se sefialan cada uno de pasos para la liberacién
de los miRNAs maduros. Obtenido de Lin S, 2015.

2.7.1 MiRNA-21 en procesos inflamatorios

El miR-21 esta codificado en el cromosoma 17g23.2 dentro del gen codificador
TMEMA49 (también denominado proteina de membrana de vacuolar). A pesar de
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estar ubicado en regiones intronicas de un gen codificador en la direccion de la
transcripcion, tiene sus propias regiones promotoras y forma una transcripcion
primaria larga de ~ 3433 nt de miR-21 (conocida como pri-miR-21) que se
transcribe independientemente. El precursor de tallo-lazo de miR-21 (pre-miR-
21) reside entre los nucledtidos 2445 y 2516 de pri-miR-21. La secuencia madura

de miR-21 esta fuertemente conservada a lo largo de la evolucion.

El miR-21 se encuentra asociado a diferentes patologias y funciones del sistema
inmunoldgico como la maduracion de células hematopoyéticas y su expresion
aumenta significativamente a medida que varios tipos de células maduran a un
estado "activo”, incluyendo células derivadas de médula ésea (58), neutréfilos
(59) y células T activadas de varios linajes (60). El incremento en los altos niveles
de miR-21 son, por lo tanto, un marcador de la activacion de las células
inmunitarias, aunque adn no se ha determinado si esto refleja una causa o

consecuencia de la activacion.

Lu y colaboradores (2009) demostraron en ratones a los cuales se les indujo
experimentalmente alergia pulmonar el incremento en la expresiéon del miR-21
por efecto de la respuesta inflamatoria (61). La expresion de miR-21 también
aumenta en la enfermedad alérgica esofagitis eosinofilica (EoE) (62). Por lo tanto,
miR-21 parece ser un biomarcador para la enfermedad alérgica de tipo Th2.
Funcionalmente, miR-21 puede promover respuestas Th2 por dos vias
diferentes. En primer lugar, miR-21 puede reprimir la expresion del gen IL-12,
inhibiendo asi las respuestas Thl y favoreciendo las respuestas Th2 (63). En
segundo lugar, miR-21 puede promover directamente la diferenciacion de Th2 en
una forma intrinseca de células T, al aumentar la expresién de Gata3 e IL-4 en
puntos tempranos después de la activaciébn de las células T (64). Se ha
demostrado que regula la expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 en
macrofagos en respuesta a LPS-bacteriano, al dirigirse a PDCD4, un regulador
negativo de la traduccion de IL-10 (65, 66).
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Se ha demostrado que el miR-21 es un modulador en la diferenciacion y
activacion de macrofagos hacia un fenotipo de tipo M2 (67). Aunque el papel de
miR-21 en la respuesta del huésped a los patdgenos bacterianos es
relativamente inexplorado, esto implica un papel potencialmente importante para

miR-21 en el control de la infeccidén.

2.7.2 MiRNA-126 en procesos inflamatorios

miR-126 tiene 21 nucledtidos de longitud, se encuentra en el cromosoma 9g34.3
y esta contenido dentro del intron 5 del factor de crecimiento epidérmico (68), su
expresion es alta en tejidos vascularizados, como el pulmén, el corazén y el rifion
(69), y en el epitelio bronquial (70). En estudios recientes, han demostrado que
miR-126 tiene papeles funcionales en la angiogénesis (71), se regula
negativamente en una serie de tumores malignos (72) y actia como un supresor
tumoral en el cancer de mama (73). Se demostré que miR-126 era esencial para
el mantenimiento de la integridad vascular y la angiogénesis in vivo en ratones y
pez cebra (71). MiR-126 y miR-335 se pierden especificamente a medida que las
células de cancer de mama se mueven hacia la metastasis y, en consecuencia,
se ha sugerido que estos miRNA funcionan como mIiRNA supresores de
metastasis en el cancer de mama humano. Su reintroduccion en las células de
cancer de mama in vivo condujo a la reduccion del crecimiento tumoral, la

proliferacion y la inhibicién de la invasion (73).

Oglesby y colaboradores (2010) demostraron en pacientes con evidencias
clinicas de fibrosis cistica la disminucion significativa en la expresion del miR-126
con respecto a pacientes sanos (74). Estos mismos autores demostraron que el
miR-126 regula la via de sefalizacion de la proteina Myb (TOM1). TOM1 es un
miembro de una familia de proteinas que contiene un dominio N-terminal VHS
(Vps27p / Hrs /| STAM) y forma un complejo con la proteina Toll-interacciéon
(Tollip), regulando la sefalizacion de TLR2, TLR4 e IL-1RI(OGLESBY, 2010
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PMID 20083669). Este complejo formado por el miR-126/TOM1/TLRs regula el
trafico endosomal de proteinas ubiquitinadas incrementando la respuesta
inflamatoria (75) regulando al receptor de tipo IL-1RI al endosoma para su
degradacion inhibiendo la interaccion con la citocina IL-18 (76). Se ha
demostrado que la proteina TOML1 regula inhibiendo las vias de sefializacion
inducidas por IL-1B8 y TNF-a (76).

La sobreexpresion de miR-126 disminuyd la produccion de proteina TOM1 en las
células epiteliales bronquiales de la CF y disminuyo la actividad de luciferasa en
un gen reportero que contenia la 3'UTR de TOML1. Después de la estimulaciéon
con LPS o IL-1B, se descubri6 que la sobreexpresion de TOM1 regula
negativamente la actividad de NF-kB mediante ensayo de luciferasa. Por el
contrario, la reduccion de TOML1 resultdé en un aumento significativo en la
secrecion de IL-8 regulada por NF-kB, lo que sugiere que miR-126 puede tener
un papel importante en la regulacion de las respuestas inmunes innatas en el

pulmén con CF (74).

Se ha demostrado que las vias de sefalizacion del LPS y de la IL-1, y del TNF-
a no tuvieron efectos sobre la expresion de miR-126 e inhibe a la molécula-1 de
adhesion celular vascular (VCAM1), proponiéndolo al miR-126 como regulador
de la respuesta inflamatoria (77).
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Figura 4. Activacion de las vias NF-kB. Muestra la via de activacion de
NF-kB mediante la unién al receptor TLR4. Tomada de Oglesby y
colaboradores (2010)

2.7.3 miRNA-146 en procesos inflamatorios

MiR-146 estd codificado en el cromosoma humano 5q33.3 se expresa
ampliamente en células de mamifero (78). Diversos estudios han demostrado
que el miR-146 interactia directamente con la proteina cinasa asociada al
receptor de la IL-1 (IRAK1), y a la proteina del factor asociado al receptor del
TNF-6 (TRAF6), y por lo tanto participa en la regulacién de las respuestas
inflamatorias (79). Schulte y colaboradores (2013) demostraron en fibroblastos
embrionarios de raton que miR-146 regula la via de sefalizacion del TLR4 y con
la proteina del dominio de oligomerizacién de nucleétidos (NOD2) activadas por
la estimulacion del LPS (78).
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O’Leary y colaboradores (2016) demostraron el papel de la expresion de miRNA-
146a y miRNA-146b inducida por IL-1B y la liberacién de las quimiocinas
proinflamatorias, IL-8 y RANTES. Se demostr6 que miRNA-146a y, en menor
medida, miRNA-146b, son fundamentales para la regulacion de retroalimentacion
negativa de la inflamacion inducida por IL-18. Ademas, que la expresion y la
accion de miRNA-146a se observa a altas concentraciones de IL-18, lo que indica
que este mecanismo de retroalimentacion negativa solo se activa durante la
inflamacion severa. Finalmente, demostraron que la inhibicibn de miR-146a
aumenta la liberacion de IL-8 y RANTES, mientras que la sobreexpresion de miR-

146 a usando imitadores atenu6 esta respuesta (80).

3.0 JUSTIFICACION

El papel de los miRNAs ha sido ampliamente estudiado en enfermedades
pulmonares inflamatorias; sin embargo, no se ha estudiado el perfil de expresion
durante el desarrollo infeccioso con Pseudomonas aeruginosa. Por lo que se
plantea un modelo experimental de infeccion in vitro en la linea celular de

neumocitos secretores tipo-1l (A549).
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4.0 OBJETIVOS E HIPOTESIS
4.1 Objetivo general
Determinar el perfil de expresion de tres miRNAs en el medio de cultivo de las

células A549 estimuladas con Pseudomonas aeruginosa a las 3, 6 y 24 horas.

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el perfil de expresion del mir-21,-126, y -146 por las células A549
estimuladas con diferentes unidades formadoras de colonias de P. aeruginosa a
las 3, 6y 24 h.

2. Identificar que miRNAs presentaron un cambio en el nivel de expresion de 2-

veces con respecto al grupo sin estimulacion.

5.0 HIPOTESIS

Pseudomonas aeruginosa modulara la expresion diferencial de los miRNAs en
las células A549 con respecto al tiempo de estimulacién y a la concentracion
bacteriana.
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6.0 MATERIAL Y METODOS

6.1 Establecimiento de la linea celular

La linea celular de NSTII, A549 (ATCC, CCL-185) fue expandida como ha sido
previamente reportada por nuestro grupo de investigacion (81). El criovial de las
células A549 se puso en una botella de 25cm? (Corning) medio de cultivo RPMI
1640 (invitrogen, CA, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF,
Gibco, Bethesda, MD, USA) y 1% de la mezcla de antibidticos (penicilina 100
U/mL, estreptomicina 100 pg/mL, Gibco, Bethesda, MD, USA). Las células se
incubaron a 37°C con 5% de CO:2 hasta alcanzar una confluencia celular mayor
al 95%. Posteriormente se disgregaron usando una solucién de tripsina
(Invitrogen, CA, USA) al 10% durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo, las
células se centrifugaron a 1,400 rpm durante 5 minutos y el paquete celular fue
resuspendido en 1 ml de medio suplementado y se realiz6 un conteo celular en
la camara de Neubauer con azul de tripano para diferenciar entre células muertas
(que se tifien de azul) de las células vivas con membranas integras (incoloras).
Una vez realizado el conteo celular, se hicieron los calculos necesarios para
colocar en placas de 12 pozos, 152,000 células vivas por cada pozo en 1 mL de
medio RPMI 1640 suplementado con antibiotico y suero. Para cada uno de los
ensayos de estimulacidn bacteriana, se prepararon 3 cajas de 12 pozos, cada
una correspondiente a cada intervalo. Las cajas fueron incubadas durante 12
horas a 37°C con 5% de COo..

6.2 Pseudomonas aeruginosa

La cepa de P. aeruginosa (ATCC27850) utilizada para el desarrollo del presente
trabajo ha sido tipificada previamente por nuestro equipo de investigacion (81).
La tipificacion consistio en la expansion de la bacteria en 2 placas de gelosa soya
tripticaseina (TSA; BD, Nueva Jersey) a 37°C durante toda la noche. A partir del

crecimiento en estas placas se describio la morfologia colonial, se verifico la
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produccién de los pigmentos piocianina y fluoresceina en las placas. El ensayo

de susceptibilidad se realiz6 en placas con antibiotico por difusion en disco.

6.3 Estimulacion de las células A549 con P. aeruginosa.

En esterilidad, se realiz6 una suspension del cultivo proporcionado de P.
aeruginosa utilizando solucion salina estéril (SS) y se ajusté al tubo 0.5 del
nefelometro de Mcfarland. La monocapa de las células A549 se les retird el medio
de cultivo y se lavaron 3 veces con 500 pL de SS cuidando de no dafar a las
células; posteriormente se les adiciond 1 mL de medio RPMI 1640 suplementado
sin antibiotico. Las placas fueron incubadas a 37°C con 5% de COz. Se realizaron
los célculos necesarios para colocar cada una de las diferentes UFC/mL de P.
aeruginosa. Se recupero el medio de cultivo de cada placa a las 3, 6 y 24 horas

post-estimulacion.

6.4 Extraccion del RNA total

Se extrajo el RNA total de los medios recuperados mediante la técnica de trizol
en la cual se agregd 500ul de trizol con 500ul de medio el cual fue incubado 15
minutos a 30°C al cual se le administré 100ul de cloroformo y se incubo 3 min a
30°C, posteriormente se centrifugo 15 min a 4000rpm a -4°C con lo cual se
obtendran tres fases. La fase superior (fase acuosa donde se halla el RNA) fue
depositada en un tubo Eppendorf estéril y se le agrego 500 uL de isopropanol y
1ul de glucdgeno, y se incubo durante 1 hora a -20°C. Posteriormente el tubo
Eppendorf fue centrifugado a 4000 rpm por 30 minutos a -4°C. El sobrenadante
fue decantado y al pellet se le adicion6 etanol al 100% y se centrifugo
nuevamente, el procedimiento se repiti6 nuevamente con la adicién de etanol al
75%. Finalmente, el tubo fue incubado toda la noche a temperatura ambiente
para la evaporacion del alcohol. Las muestras fueron hidratadas con 20ul de agua
estéril y se cuantifico el RNA total midiendo la relacibn de Azsorzso en el

espectrofotometro (NanoDrop One, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
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6.5 Reaccion de RT

Las condiciones para la obtencion del cDNA mediante la técnica de
retrotranscripcion (RT), y la amplificacion de los miRNAs ha sido previamente
descritas por nuestro grupo de investigacion (Gonzalez-Acufia, 2021 en prensa)

las cuales se describen a continuacion.

El RNA total se sometio a la técnica de retrotranscripcion (RT) para la obtencion
del cDNA en la cual se preparé una mezcla con 9 ng del RNA, MgClz 25 mM,
Reverse Transcription 10x Buffer, dNTP (10 mM), RNA sin ribonucleasa, Oligo
(dT)15 primer, AMV Reverse Transcriptase, e iniciadores especificos para cada
MiRNA (Tabla 1) y con un volumen de 10 microlitros de ddH20. Esta mezcla fue

incubada por 45 min a 45°C.

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores de cada miRNA para la RT
MiRNA SECUENCIA (5°- 3")
-21 GTC GTATCC AGT GCA GGG TCC GAG GTATTC GCA CTG GAT ACG ACA
-126 gﬁg CCS:'?A TCCAGT GCAGGG TCCGAG GTATTC CGACTG GATACG ACT
-146 g?:ﬁ GGCT:A TCC AGT GCA GGG TCCC GGG TAT TCG CAC TGG ATA CGA
CAACCCA

La secuencia se obtuvo de la bases de datos de miRbase.

6.6 Reaccion de PCR

Posteriormente el cDNA se amplifico por PCR con la mezcla de cDNA, MgSOa4
25mM, 5x Colorless GoTaqg Flexi Buffer, dNTP mix 10mM, Oligo Universal, e
iniciadores especificos para cada miRNA (Tabla 2), GoTaq Flexi DNA
Polymerase y H20 el cual se procesé en un termociclador (Techne Touchgene
gradient) a una temperatura de 95°C en 35 ciclos (95°C durante 15 minutos; 95°C
durante 1 minuto; temperatura especifica del iniciador especifico durante 1
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minuto; y 72 °C durante 1 minuto para la extension) y una extension final a 74°C

durante 10 minutos.

Tabla 2. Secuencia de los iniciadores de cada miRNA de PCR.
mMiRNA SECUENCIA (5'- 3)
-21 CGG CCGCAACACCAGT

-126 GCC GAG CAT GGC TCT C
-146 CGG CCG ACT CTT GAC

La secuencia se obtuvo de las bases de datos de miRbase.

Finalmente, los amplificados fueron sometidos a electroforesis en geles de
agarosa al 4% vy el corrimiento electroforético se realizé a 60 V y a temperatura
constante por 40 minutos. Las bandas de expresion fueron visualizadas en el
transiluminador para luz ultravioleta (Gel Doc 2000, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Cada banda de expresion se le determiné la densidad 6ptica mediante el
programa de ImageJ (NIH, USA) como ha sido descrito previamente por nuestro

grupo de investigacion (Gonzalez-Acufia, 2021 en prensa).

6.7 Anélisis estadistico

Los datos de expresion fueron reportados como la media + desviacion estandar
y la comparacion entre los tratamientos se realizd mediante la prueba de ANOVA
de una sola via seguida de la Tukey con una diferencia estadistica menor a 0.05
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RESULTADOS

El perfil genético de las células A549 fue determinada mediante la amplificacion
de 21 marcadores los cuales correspondieron con la clona de la linea celular
humana A549 del ATCC identificada como CCL-185, y no existieron evidencias

de que la muestra estuviera contaminada con otro tipo de células humanas.

Las caracteristicas morfologicas y bioquimicas (tabla 3), asi como la prueba de
susceptibilidad a 17 antibioticos por el método de difusion en disco (tabla 4) de la
cepa bacteriana determino que esta corresponde con la cepa de Pseudomonas
aeruginosa de acuerdo a lo establecido por la CLSI (Clinical and Laboratory
Estandars Institute) (82).

Tabla 3. Tipificacion morfologica y bioguimica de la cepa de P. aeruginosa.
PARAMETRO DESCRIPCION
Morfologia
Microscépica Bacilos Gram-negativos
Colonial (gelosa sangre) Colonias circulares, B hemoliticas, 3-4 mm @, planas, de borde

entero, lisas, brillantes, opacas, himedas, consistencia mucoide,
color grisaceo. Olor caracteristico.

Bioquimica
KIA K/K-, -
MIO e
Citrato de Simmons +
Piocianina +
Fluoresceina +

Gelosa sangre (GS), agar hierro de Kligler (KIA; por sus siglas en inglés, Kligler Iron Agar),
Movilidad Indol Ornitina (MIO). Prueba: positiva (+), negativa (-). * Los detalles de la interpretacion
de las pruebas bioquimicas se encuentran en el anexo I

31



Tabla 4. Tabla 4. Sensibilidad a antibiéticos por el método de difusién en

disco
@ halo de Resultado
Antibidtico inhibicion
Cloranfenicol (C) 0 mm R
Ciprofloxacin (CIP) 29mm S
Timetoprim-Sulfmetoxazol (STX) 0 mm R
Amikacina (AK) 29 mm S
Aztreonam (ATM) 23 mm S
Gentamicina (GN) 20 mm S
Tetraciclina (TE) 11 mm R
Norfloxacino (NOR) 24 mm S
Sulfonamidas compuestas (S3) 0 mm R
Penicilina-Tazobactam (TZP) 23 mm S
Ceftriaxona (CRO) 26.5 mm S
Piperaciclina (PRL) 0 mm R
Carbenicilina (CAR) 25 mm S
Cefoperazone (CFP) 25 mm S
Cefepime (FEP) 27.5 mm S
Meropenem (MEM) 0 mm R
Ceftazidine (CAZ) 0 mm R

*Resistente (R), sensible (S).

Con la confirmacion de identidad de las células A549 y la tipificacion bacteriana
de Pseudomonas aeruginosa se prosiguié a realizar los ensayos de expresion
del miR-21 (figura 9), miR-126 (figura 10), y miR-146 (figura 11) en cada una de

las condiciones experimentales de estimulacion.
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7.1 Expresion de miRNAs en las células A549 estimuladas con P. aeruginosa.

7.1.1 miR-21

La figura 6 muestra el perfil de expresion del miR-21 a las 3 (fig. 6A), 6 (fig. 6C),
y 24 horas (fig. 6E) y a cada banda de expresion se determiné su densidad 6ptica
correspondiente (fig. 6B, D, y F). La expresiéon se obtuvo en el medio de cultivo
de las células A549 después de su estimulacion con diferentes unidades

formadores de colonias de P. aeruginosa.

A las 3 horas de estimulacién con 102, 10%, y 10° UFC/mL de P. aeruginosa no
observamos cambios en los niveles de expresion del miR-21 con respecto al
grupo control (fig. 6B); sin embargo, la estimulacién con 10® UFC/mL aumenta
significativamente 1.3-veces la expresion del miR-21 con respecto al grupo
control (851+24, p <0.001; figura 6B).
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Figura 5. Perfil de expresion del miR-21 después de estimular a las

células A549 con Pseudomonas aeruginosa. Se indica la banda de expresion
que corresponde a 73 nucledtidos la cual fue detectada tanto en las células A549 del grupo
control (carril 1), como en las diferentes concentraciones de estimulacion con P. aeruginosa a
diferentes UFC 102 (carril 2), 10* (carril 3), 10° (carril 4) y 106 (carril 5). Mediante el programa de
ImageJ (NIH, USA) se determind en cada caso la densidad Optica relativa a las 3 (B), 6 (D) y 24
horas (F). Se utilizo el marcador de peso molecular de 10 nucleétidos (PM; invitrogen). Los datos
se muestran como la media + desviacién estandar y se indica la diferencia estadisticamente
significativa * con respecto al grupo control (p <0.001).

A las 6 horas de estimulacién P. aeruginosa (10* UFC/mL) aumenta 1.3-veces la
expresion del miR-21; sin embargo, no fue estadisticamente significativa con

respecto al grupo control (85839, figura 6B).
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Finalmente, a las 24 horas de estimulacién con P. aeruginosa 102, 10°, y 106
UFC/mL observamos un aumento significativo de 1.5-, 1.9-, y 1.4-veces
respectivamente en la expresion del miR-21 con respecto al grupo control
(858439, p <0.001, fig. 6F).

7.1.2 miR-126

La figura 7 muestra el perfil de expresion del miR-126 a las 3 (fig. 7A), 6 (fig. 7C),
y 24 horas (fig. 7E) y a cada banda de expresion se determind su densidad Optica
correspondiente (fig. 7B, D, y F). La expresién se obtuvo en el medio de cultivo
de las células A549 después de su estimulacidon con diferentes unidades

formadores de colonias de P. aeruginosa.

En ninguna de las condiciones de tiempo (3, 6, y 24 horas) y de estimulacién
con P. aeruginosa (102, 10%, 10%, y 10® UFC/mL) no observamos diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de expresion del miR-126 con

respecto al grupo control (p =0.578).
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Figura6. Perfil de expresion del miR-126 después de estimular a las

células A549 con Pseudomonas aeruginosa. Se indica la banda de expresién que
corresponde a 73 nucledtidos la cual fue detectada tanto en el grupo control (carril 1), como en las
diferentes concentraciones de estimulacion con P. aeruginosa a 102 (carril 2), 10* (carril 3), 105 (carril 4)
y 108 (carril 5). Mediante el programa de ImageJ (NIH, USA) se determin6 en cada caso la densidad
Opticarelativa a las 3 (B), 6 (D) y 24 horas (F). Se utilizo el marcador de peso molecular de 10 nucleétidos
(PM; invitrogen). Los datos se muestran como la media + desviacién estandar y se indica la diferencia
estadisticamente significativa * con respecto al grupo control (p <0.001).

7.1.2 miR-146
La figura 8 muestra el perfil de expresiéon del miR-146 a las 3 (fig. 8A), 6 (fig. 8C),
y 24 horas (fig. 8E) y a cada banda de expresion se determiné su densidad Optica

correspondiente (fig. 8B, D, y F). La expresion se obtuvo en el medio de cultivo
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de las células A549 después de su estimulacion con diferentes unidades
A las 3 horas de estimulaciéon con 102, y 10* UFC/mL de P. aeruginosa no
observamos cambios en los niveles de expresion del miR-146 con respecto al
grupo control (fig. 8B; p =0.632); sin embargo, la estimulacién con 10°, y 106

UFC/mL aumentaron significativamente 1.2-veces la expresion del miR-146 con
respecto al grupo control (136655, p <0.004; figura 8B).

formadores de colonias de P. aeruginosa.
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Figura7. Perfil de expresion del miR-146 después de estimular a las

células A549 con Pseudomonas aeruginosa. Seindica la banda de expresién que
corresponde a 73 nucleétidos la cual fue detectada tanto en el grupo control (carril 1), como en las
diferentes concentraciones de estimulacién con P. aeruginosa a 102 (carril 2), 10* (carril 3), 10° (carril
4) y 106 (carril 5). Mediante el programa de ImageJ (NIH, USA) se determiné en cada caso la
densidad optica relativa a las 3 (B), 6 (D) y 24 horas (F). Se utilizo el marcador de peso molecular
de 10 nucleétidos (PM; invitrogen). Los datos se muestran como la media + desviacion estandar y
se indica la diferencia estadisticamente significativa * con respecto al grupo control (p <0.001).

A las 6 horas de estimular a las células A549 con P. aeruginosa (102, 104, y 10°
UFC/mL) no observamos cambios en la expresion del miR-146 con respecto al
grupo control (1478+47, p =0.617; fig. 8); sin embargo, la estimulacién con 10°
UFC/mL observamos una disminucion estadisticamente significativa de 1.18-

veces la expresion del miR-146 con respecto al grupo control (1478+47, fig. 8D).

Finalmente, a las 24 horas de estimulaciéon con P. aeruginosa 102, 10%, y 106
UFC/mL observamos una disminucion significativa de 1.2-, 1.1-, 1.6-, y 2.0-veces
respectivamente en la expresiéon del miR-146 con respecto al grupo control
(1673458, p <0.001, fig. 8F).

En los miRNAs analizados no encontramos en las diferentes condiciones de
estimulacién y con respecto al tiempo variaciones en su expresion superiores a
dos veces con respecto al grupo control.
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8.0 DISCUSION

Los miRNAs juegan un papel importante en la regulacion de la respuesta
inflamatoria (83, 84), y en el desarrollo de patologias humanas (85, 86) por lo que

se les ha considerado como posibles biomarcadores (87, 88).

La figura 9 describe un modelo conceptual sobre la participacion de los miRNAs
en las células A549 estimuladas con Pseudomonas aeruginosa basado en los
principales resultados en el presente estudio los cuales indican que: 1) en las
fases iniciales de la estimulacién Pseudomonas aeruginosa induce en las células
A549 la expresion del miR-21 y del miR-146 de manera dosis dependiente; 2) en
las fases finales de la estimulacion la expresion del miR-21 reduce al miR-146; y
3) el miR-126 no cambia su nivel de expresion con respecto al tiempo de

estimulacion.
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Figura 9 Mecanismo de accion de los miRNAs en la respuesta inflamatoria en las células

A549 estimuladas con Pseudomonas aeruginosa. k| lipopolisacérido de Pseudomonas aeruginosa
(Pa) al ser reconocido por el TLR4 promueve la via de sefializacion MyD88/IRAK/TRAF activando al factor nuclear de
transcripcion (NFkB) expresando al miR-21, miR-146 promoviendo en la fase inicial la secrecion de la IL-1B y del TNFa.
Se sugiere que en la fase final de la estimulacién el miR-146 pudiera regular la expresién del miR-21 por lo que la
secrecion de la IL-1B y del TNFa se inhibiria.
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Lu y colaboradores (2009) demostraron que la inoculacion intranasal de
Aspergillus fumigatus (100 pg) induce la secrecion de IL-13 la cual aumenta la
expresion del miR-21 (fig. 9). Este mecanismo de regulacion fue demostrado con
ratones transgénicos (IL-13Ra1 ) en los cuales la inhibicion de la IL-13 reduce
la expresion del miR-21 (61). Recientemente, Lee y colaboradores (2021)
demostraron mediante ratones miR-21-knockout su papel inmunoldgico tanto
para la reclutacion de células inmunoldgicas alveolares (macréfagos, eosinofilos,
linfocitos y neutréfilos) como en la secrecion de la respuesta inflamatoria (IL-4,
IL-5, IL-10, IL-13, e IFNy) (89). Se ha demostrado que los receptores activados
por proliferadores de peroxisomas (peroxisome proliferator-activated receptors,
PPARs) son una clase de factores transcripcionales involucrados con la
diferenciacion de adipocitos (90), oxidacién de acidos grasos (91), y como
regulador de la respuesta inflamatoria promoviendo la inactivacion del NF-KB
(92). Recientemente, Du y colaboradores (2020) demostraron en ratones a los
qgue se les inyecto LPS (5 mg/Kg) la expresion del miR-21 el cual aumento la
concentracion de TNFa y de IL-13, y este efecto es inhibido por su antagonista
(antagomir-21) (fig. 9).

Finalmente, los autores demostraron que el mecanismo de accién entre
miR21/TNFa/IL-18 esta mediado por PPARa (93). Nuestros resultados
demuestran que al estimular a las células A549 con diferentes UFC/mL de
Pseudomonas aeruginosa se incrementa la expresiéon del miR-21 de manera
dosis dependiente y con respecto al tiempo de estimulacion (fig. 9). Aunque en
el presente estudio no demostramos el incremento de las citocinas inflamatorias;
recientemente, nuestro grupo de investigacion ha reportado en el mismo modelo
experimental de infeccion el incremento de IL-18 y de TNFa a las 3 horas de
estimulacion con P. aeruginosa (10° y 10%° UFC/mL) teniendo su maxima

concentracion a las 24 horas (81).

La via de sefializacién inflamatoria esta modulada por el factor transcripcional-1
(TOM1) que al interaccionar con las proteinas toll (TOLLIP) reduce la secrecion
de la IL-1B3, y del TNFa (94, 95). Oglesby y colaboradores (2010) demostraron
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mediante ensayos bioinformaticos que uno de los blancos moleculares del miR-
216 es el TOM1 y determinaron en células humanas del epitelio bronquial
(CFBE410) transfectadas con el miR-126 se reduce la proteina TOM1
incrementando la concentracion de IL-1B, y del TNFa (74) (fig. 9). En el mismo
estudio, los autores determinaron que en pacientes con fibrosis cistica la
reduccion en la expresion del miR-126 lo que contribuye a fases agudas de la
respuesta inflamatoria (74). Li y colaboradores (2021) demostraron en células
HUVEC expuestas por cuatro horas a estrés de oxigeno (hipoxia) una reduccién
en la viabilidad celular, el incremento en el porcentaje de células apoptoticas, y
el aumento en la concentracion de IL-B, -6, TNFa, y la disminucion de la IL-10.
En estas condiciones las células HUVEC al ser transfectadas con el miR-126 (50
nM) aumentaron la viabilidad celular (80%) y redujeron el porcentaje de células
apoptoéticas (15%), y disminuyeron la concentracion de IL-B, -6, TNFa en 2.3-,
2.0-, 1.6-veces respectivamente, y aumentando 1.8-veces la concentracion de la
IL-10 con estrés de oxigeno (96). Nuestros resultados sugieren que las células
A549 deben de eliminar al estimulo que las activo por lo que no encontramos
cambios significativos en la expresién del miR-126 con respecto al grupo control

(fig. 7).

Se ha demostrado que el miR-146 participa activamente en la inmunidad innata
(97, 98). Nahid y colaboradores (2009) determinaron en la linea celular de
leucemia monocitica humana (THP-1) la cual fue estimulada con LPS-Salmonella
entérica (10, 100, y 1000 ng/mL) por 2, 4, 8, y 24 horas. A las 4 horas de
estimulacion, se determind que el TNFa fue la principal citocina inflamatoria y en
menor concentracion fue la IL-1p3, e IL-6. Este perfil inflamatorio disminuyé a las
24 horas de estimulacion. Los autores demostraron mediante el ensayo de
Western blot que la via de sefializacién de la respuesta inflamatoria esta la
activacion de IRAK-1 (interleucina (IL) -1R-quinasa asociada) /TRAF6 (TNF-
receptor asociado factor 6). En la misma cinética demostraron que la expresion
del miR-146 aumenta significativa a las 8, 12 y 24 horas de estimulacion (97). Las

células THP-1 al ser transfectadas con 20 uM del miR-146 se disminuyé 4-veces
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la secrecion del TNFa, IL-1B, e IL-6. Finalmente, los autores demostraron que el
miR-146 reduce la deteccion de las proteinas de IRAK-1/TRAF6 como ha sido

previamente demostrado por los ensayos bioinformaticos (98).

Perry y colaboradores (2008) demostraron que al estimular diferentes tipos de
células bronquiales (A549, Beas2B, THP-1, y células epiteliales bronquiales
primarias) con IL-1 B (1 ng/mL), por 6 y 24 horas se incrementé 20 veces la
expresion del miR-146 el cual fue asociado con el aumento en la concentracion
de la IL-8, quimiocinas, y del interferén de tipo alfa (IFNa) con respecto al grupo
control. Las células al ser transfectadas con antagonista del miRNA-146 se
reduce tanto la expresion del miR-146 como la respuesta inflamatoria (99). Los
autores demostraron mediante western blot que la sefializacién esta mediada por

via de IRAK1/TRAF®6 la cual se reducida en las células transfectadas.

Contrariamente a lo reportado previamente, nuestros resultados demuestran que
la expresion del miR-146 aumenta a las 3 horas de estimulacidn y su expresion
disminuye significativamente a las 6, y 24 horas con respecto al grupo control (fig.
11). Es probables que la represién del miR-146 se deba a la expresion del miR-
21 (fig. 9); sin embargo, esta hipétesis deberd de demostrarse mediante otra
estrategia experimental. La regulacion de miRNAs sobre la expresion de otros
mMiRNAs ha sido descrito por Lu y colaboradores (61) en donde demostraron que
la expresién del miR-21 (2.64-veces; p=0.001) reprime al miR-1 (0.34-veces;

p=0.001) con respecto al grupo control.

9.0 CONCLUSION

Los principales resultados en el presente estudio indican que Pseudomonas
aeruginosa modula diferencialmente la expresion de los miRNAs en las células

A549 de manera dosis dependiente y con respecto al tiempo de estimulacion.
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