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Resumen

Introduccion: El cursar con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) con pobre control
glicémico implica un mayor riesgo para el desarrollo de tuberculosis (TB), por
mecanismos que no estan del todo claros. Los macrofagos son células clave en la
respuesta inmune en la infeccion por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), durante la
cual, cumplen dos funciones, la eliminacion del bacilo, pero también su nicho para
convertirse en un patégeno persistente. Por lo tanto, no es de sorprender que Mtb
haya desarrollado mecanismos para evadir la accion del macréfago, entre ellos la
evasion de la apoptosis a través de acciones como el incremento de la expresion
de miRNAs antipoptoticos, favoreciendo asi la replicacion bacteriana y la
diseminacién de la infeccién. EI mecanismo de regulacion de la expresion de
mMiRNAs antiapoptoticos se ha propuesto, a partir de observaciones en diferentes
modelos celulares, cepas, multiplicidad de infeccion (MOI) y cinéticas de infeccion.
Por otro lado, hay evidencia generada en células endoteliales, células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) de pacientes con DM2 y lineas
celulares de monocitos en condiciones de hiperglucemia que sugiere que las células
de los pacientes con DM2 tienen una propension a apoptosis. No se ha evaluado el
efecto conjunto de la diabetes y la infeccion por Mtb de macr6fagos sobre la
expresion de los miRNAs inhibidores de apoptosis.

Métodos: Macréfagos derivados de monocitos (MDM) de pacientes con DM2 y
controles sanos fueron infectados con Mtb (H37Rv) a una MOI de 3, por 18 horas 'y
posteriormente fue evaluada por RT-gPCR la expresion relativa de 9 miRNAs
inhibidores de apoptosis inducidos durante la infeccidbn por micobacterias con el
método comparativo 222Cty normalizado a la expresion de U6.

Resultados: Los niveles de expresion de los miRNAs antiapoptoticos fueron
semejantes entre los pacientes con DM2 y los individuos sanos, tanto en la
condicion basal (antes de infeccién), como posterior a la infeccion con Mtb.

Conclusién: Los resultados de este estudio en MDMH sugieren que la evasién de
la apoptosis mediada por miRNAs en macrofagos infectados con Mtb no se da o no
se comienza a gestar de manera diferencial por influencia de la DM2 durante la
infeccion temprana con una cepa virulenta de Mtb (H37Rv) a MOI baja.

Palabras clave: Diabetes, tuberculosis, macréfagos, miRNA, apoptosis.



Introduccion

La diabetes (DM) es un problema de salud publica a nivel mundial que constituye
la novena causa de muerte.! De acuerdo a la Federacién Internacional de Diabetes
(IDF), para el 2019, 463 millones de personas en todo el mundo (9.3% de los adultos
de 20 a 79 afos), tenian diabetes. Del total de los pacientes con diabetes, la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constituye el 90% de los casos.? Por otro lado,
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente etioldgico de la tuberculosis (TB), la
enfermedad que antes de la pandemia por COVID-19 era la primera causa de
muerte por un solo agente infeccioso, causando un estimado de 1.3 millones de
fallecimientos en el afio 2020.1 La DM2 se caracteriza por un espectro de cambios
metabdlicos, inflamatorios y vasculares de caracter cronico que en conjunto
contribuyen a la susceptibilidad a infecciones, entre ellas la TB. La DM2 es un

obstaculo para el control global de la TB.2

En relacion a la comorbilidad DM2-TB se ha reportado a nivel global que el 16% de
los casos de TB se asocian a diabetes,* aungue en paises como México, las cifras
se han reportado en 25% .° La diabetes tiene impacto en la historia natural de la TB
ya que los pacientes con DM tienen un mayor riesgo de: 1) desarrollar la TB primaria
(3 a 5 veces),® 2) presentar fallas en la respuesta al tratamiento con antifimicos y 3)
presentar recaidas, reinfeccién y muerte.” Sin embargo, los mecanismos por los
cuales estas enfermedades confluyen en la comorbilidad DM2-TB, formando una
tercera epidemia no estan de todo claros. Estudios previos sugieren que la
hiperglucemia contribuye a la patologia de TB, por lo que mejorar el control
glucémico puede favorecer la respuesta al tratamiento de la TB y conducir a un
menor riesgo de recaida y reinfeccion.® Resultados generados en nuestro grupo de
investigacién mostraron una menor expresion de HLA-DR y CD86, moléculas clave
en la presentacion de antigeno, tanto en monocitos humanos como en MDM de
pacientes con DM2. La expresidon de HLA-DR en monocitos se correlacion6
negativamente con las concentraciones de hemoglobina glicosilada (HbAlc),
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) y triglicéridos, mientras las de HLA-DR y

CD86 se correlacionaron positivamente con las de lipoproteina de muy baja

7



densidad (HDL).® Lo que sugiere que el pobre control glicémico y metabélico en los
pacientes con DM2 podria favorecer a la infeccion por Mtb, mediante la polarizacion

hacia un fenotipo inmunosuprimido.

La infeccién por Mycobacterium tuberculosis inicia cuando el bacilo es inhalado y
llega a los pulmones donde entra en contacto con el macréfago alveolar que lo
fagocita y monta mecanismos microbicidas, a la vez la produccion de citocinas y
quimiocinas de este fagocito, el cual, recluta a monocitos circulantes al pulmén.
Cuando el macrofago no logra contener la infeccion muere, por apoptosis o
necrosis. En el caso de un incremento de prostaglandina E, (PGE2) se direcciona
a apoptosis, manteniendo la integridad de la membrana al formarse cuerpos
apoptoéticos, mismos que seran fagocitados por las células dendriticas encargadas
de la presentacion de antigeno lo que iniciara la respuesta inmune adaptativa. Es
decir, que la muerte del macrofago infectado por apoptosis se considera benéfica
para el hospedero. Por otro lado, si se incrementa la lipoxina A4 (LXA4) la muerte
se da por necrosis, evento en el que se pierde la integridad de la membrana
permitiendo la diseminacion de la infeccidbn a otras células del hospdero en la
cercania, lo que es benéfico para Mth.1° Debido a la importancia del macréfago
durante la respuesta a la infeccibn por Mtb y los desenlaces opuestos en la
respuesta inmunoldgica segun el tipo de muerte del macréfago, la micobacteria ha
montado los mecanismos que le permiten evadir la apoptosis a través de acciones
mediadas por: 1) determinantes antigénicos, 2) produccion de citocinas
antiapoptéticas y 3) expresion de miRNA antiapoptéticas;!! en el estudio de este

altimo fendémeno se enfoco el presente estudio.

Los miRNA son una clase de pequefios RNA no codificantes de 22 a 25 nucledtidos,
gue desempefian un papel indispensable en la regulacion postranscripcional y que
influyen en una variedad de procesos biolégicos, incluyendo la apoptosis y las vias
de sefializacion inmune en respuesta a infecciones de diversos patdgenos como
Mth. 1211 Los miRNA pueden controlar la expresion de los genes que codifican
proteinas al dirigirse a una secuencia ubicada en la region 3' no traducida (3'-UTR)
de los transcritos diana, lo que resulta en la regulacién por represién de la traduccién

o degradacion del mRNA.1? Una revision reciente, presentdé un modelo de la
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expresion de miRNAs antiapoptéticos inducidos durante la infeccion por
micobacterias, el cual se construy6 a partir de reportes en la literatura que utilizaron
diferentes modelos de macréfagos (de ratdn, lineas celulares, macrofagos humanos
primarios), infeccidon con diferentes cepas de micobacterias (virulentas o no
virulentas para el humano), diferentes tiempos de infeccién, etc. En el modelo se
incluyen 9 miRNAs que tienen accion a diferentes niveles de las vias de
sefializacién que llevan a apoptosis por las vias intrinseca y extrinseca.'' Un
resumen de los estudios que se usaron para construir el modelo se mencionan en
la Tabla 1. Sin embargo, se desconoce si la misma regulacion sucede en
macrofagos humanos en respuesta a la cepa virulenta H37Rv de Mtb vy si ello se

modula durante la DM2 en macro6fagos provenientes de pacientes.

En la literatura se ha descrito en DM2 el proceso denominado disfuncién endotelial,
en el que las células expuestas a hiperglucemia sostenida, tienen una produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidativo, el cual a partir de la
activacion de la caspasa 3 y de la via mitocondrial direccionan hacia apoptosis de
las células endoteliales.®® Adicionalmente, esta reportado en la linea celular de
macrofagos THP-1 infectados con H37Rv, que en células cultivadas en diferentes
concentraciones de glucosa previo a la infeccibn, una mayor concentracion de
glucosa incrementaba el porcentaje de células en apoptosis.}* Estudios en
pacientes, describieron que a nivel de mRNA de las células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de pacientes con DM2 tienen una mayor expresion de los
transcrito de las moléculas proapoptoticas Linfoma/leucemia de células B 10 ( Bcl-
10; del inglés B cell Lyphoma/Leukemia 10)), agonista de la muerte celular asociado
a BCL2 (Bad; del inglés Bcl-2-associated death promoter), proteina X asociada a
Bcl-2 (Bax; del inglés Bcl-2-associated X protein), agonista de la muerte del dominio
interactivo BH3 (Bid; del inglés BH3 interacting-domain death agonist) y caspasa-3
en relacién a controles sanos.’® En conjunto estos resultados sugieren que la

diabetes podria ser un factor adicional que altera la respuesta apoptética en



macrofagos de los pacientes frente a una infeccion con MTb. Para comenzar a
explorar el efecto de la diabetes sobre la respuesta apoptotica inducida durante la
infeccion temprana de macrofagos por Mtb, evaluamos la expresion de los miRNAs
inhibidores de apoptosis reportados en la literatura,! en macréfagos derivados de
monocitos humanos (MDMH) de individuos con y sin DM2 antes y después de la
infeccion con Mtb H37Rv.

Materiales y métodos

Individuos participantes

El protocolo fue aprobado por el Comité Nacional de Investigacion Cientifica del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), que incluye un Comité de Bioseguridad
y Bioética, bajo el nimero de registro R-2021-785-002. Se obtuvo el consentimiento
informado por escrito de todos los individuos participantes. Los individuos sanos (No
DM2) y pacientes con DM2 diagnosticados de acuerdo con los criterios de la
American Diabetes Association (ADA) fueron reclutados entre mayo 2019 y enero
2020. Todos ellos eran derechohabientes de los hospitales H.G.Z.1, Dr. Emilio
Varela Lujan, IMSS y H.G.26, ISSSTE, del estado de Zacatecas Zac. México. Los
participantes fueron evaluados por un médico, quien realiz6 una historia clinica
completa. Los individuos incluidos en el estudio no presentaban antecedentes de
TB o0 signos y sintomas atribuibles a la enfermedad. Se registré evaluacion del
historial médico y el examen fisico del participante por un niamero de folio para la
confidencialidad de los datos, se incluyeron las mediciones de altura, peso, indice
de masa corporal (IMC), presion arterial, palpacion de tiroides, examen
cardiovascular. Se realizaron las mediciones bioquimicas siguientes: glucosa en
ayunas, HbAlc, biometria hematica, perfil lipidico, albumina y creatinina séricas,
examen general de orina y se evalud la tasa de filtracion glomerular. Individuos con
alguno de los siguientes criterios no fueron incluidos en el estudio: hipotiroidismo,
alcoholismo positivo, tabaquismo positivo, complicaciones derivadas de la DM2

(retinopatia avanzada, nefropatia y/o neuropatia), infecciones de cualquier tipo al
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momento de la toma de muestra, obesidad moérbida, o en tratamiento farmacoldgico

con insulina, estatinas, y/o inmunosupresores.

Aislamiento-purificacion de monocitos humanos, diferenciacion a
macrofagos derivados de monocitos y obtencién de muestras control en
TRIzol

Se tomd una muestra de sangre venosa periférica en tubos con EDTA, de la cual
se separaron las CMSP usando un gradiente de densidad con Limphoprep (AXIS-
SHIELD, Scotland). Se purificaron los monocitos por seleccién negativa con el Kit
Pan Monocyte Isolation Kit Human (Miltenyi, USA) y columnas magnéticas LD
MACS (Miltenyi, USA). Para la diferenciacion a MDM, los monocitos purificados se
resuspendieron en RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, USA) se sembraron a una
densidad de 1.5x10° células/pozo en placas de 6 pozos (NEST, China), posterior a
la adherencia por 2 horas, se lavaron las células no adheridas y se adicion6 el medio
de diferenciacion constituido por RPMI-1640 suplementado con suero autologo al
10%, 20 ng/ml de factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF, Miltenyi,
USA) 2 mM L-glutamina (Sigma Aldrich, USA) 1% de piruvato (Sigma Aldrich, USA)
y 0,1% de 2-beta-mercaptoetanol (Gibco Life Technologies, USA). Al dia 3, se
reemplazé por medio nuevo el 50% del medio de cultivo y al dia 6 6 7 se recolectaron
los MDM usando el buffer de disociacion celular “Cell Dissociation buffer” (Gibco,
USA) para el andlisis de la viabilidad celular; otra alicuota de los MDM (1.5x10°
células) se lavaron y lisaron en 1ml deTRIzol (Ambion, USA) y se conservaron a -

70°C hasta el aislamiento del RNA total de todos los lotes a analizar.
Determinacion de viabilidad celular por citometria de flujo

En los MDM (3x10° células) recuperados con Buffer de disociacion celular (Gibco,
USA), la viabilidad se determiné utilizando la tinciébn con Live/dead Fixable Violet
Dead Cell (Invitrogen Life technologies, USA) durante 30 min en hielo y protegido
de la luz. Posteriormente se realizo un lavado con buffer fosfato salino 1X (PBS 1X)
y se fijaron las células con paraformaldehido al 4% para su posterior adquisicion en
citometro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences, USA.). El analisis de los datos de

citometria de flujo se realizé con el software FlowJo VX (BD, USA)).
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Preparacion, infeccién con Mycobacterium tuberculosis H37Rv y obtencion de

las muestras de infeccién en TRIzol

Para todos los experimentos de infeccion se utilizé la cepa de referencia de Mtb
H37Rv. Se realizo el cultivo de Mtb en medio Middlebrook 7H9 (BD, Sparks, MD,
USA) suplementado con 10% ADC (BD, USA) y 0.05% de Tween-80 (Sigma-Aldrich,
USA) se permiti6 su crecimiento hasta la fase logaritmica. La concentracion
bacteriana se determind por densidad éptica a 600nm. La infeccidn se realiz6 en los
macrofagos sembrados en las placas a una multiplicidad de 3 bacterias por
macrofago (MOI 3:1) por 18 horas. Se recolectaron los MDM usando una solucién
amortiguadora de disociacion celular comercial “Cell Dissociation buffer” (Gibco,
USA) para el andlisis de la viabilidad celular; otra alicuota de los MDM (1.5x10°
células) se lavaron y lisaron enlml de TRIzol (Ambion, USA) y se conservaron a -

70°C hasta el aislamiento del RNA total.

Extraccion de RNA total y RT-gPCR

El RNA total fue purificado con el Kit Zymo Direct-zol RNA MiniPrep Plus (Zymo
Research,USA). Para la transcripcion reversa se partio de 90ng de RNA total
disueltos en 2 ul de H20 DEPC, en un volumen total mezcla de reaccién de 20 ul
compuesto por 1 yl de dNTP’s (10 uM), 1 ul oligo stem-loop (oligo de Chen; 60 uM),
1 ul primer U6 RT (10 uM), 1 ul de transcriptasa reversa (200U/ul; GOLDBIO, USA)
2 ul de buffer de reaccion RT 10X (GOLDBIO, USA)y 12 ul de H20 DEPC. Para la
sintesis del cDNA la mezcla de reaccién fue incubada en el Termociclador Gene
Amp PCR System 9700 (Applied Byosystems, USA) a 60°C por 5 min (hibridacién),
25°C por 10 min, seguido de 42°C por 20 min (Polimerizacion del cDNA) y finalmente

a 65°C por 20 min (inactivacion enzimatica por calor).

Los miRNA inhibidores de apoptosis fueron evaluados por gPCR utilizando
SsoFast-Eva green (BIO-RAD, USA) en un termociclador en tiempo real Light Cycler
480 (Roche, USA). Los 10 pl de volumen de reaccion contenian 2 pl de cDNA (45ng/
pl), 5 yl de SsoFast-Eva Green PCR Supermix, 1 ul de oligo forward (1 uM) y 1 pl
de oligo reverse (1 uM) y 2 pl de H2O DEPC. El programa de ciclos de PCR se
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realizé a 95°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 5 seg, 62°C (50°C para
el miR-29a-5p) 36 seg,'® por Ultimo para la curva melting de 65°C a 95°C por 30 seg
y 1 ciclo de enfriado a 37°C por 30 seg. Los niveles de expresion relativa de los
MIiRNA se calcularon usando los valores de Ct (threshold cycle) por duplicado y
cuantificados por el método comparativo 2722t normalizado a la expresién de U6
17 Las secuencias de los oligos para la transcripcién reversa fueron : Oligo para U6
5- GCG TGT CAT CCT TGC GCA GGG-3" y oligo Chen 5 - GAA AGA AGG CGA
GGA GCA CGA GGAA GAA GAC GGA AGA ATG TGC GTC TCG CCT TCT TTC
NNNNNNNN-3".18 Para gPCR, se utilizaron: forward U6 5" GCT TCG GCA GCA CAT
ATA CTA AA-3, reverse U6 5'-CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC-3', let-7b-5p 5'-
GTG AGG TAG TAG GTT GTG TGG T-3', let-7e-5p 5°- GTG AGG TAG GAG GTT
GTA TAG TT-3", miR-29-3p 3- GTA GCA CCA TCT GAA ATC GGT TA-3", miR-
21-5p 5- GGT AGC TTATCAGAC TGATGT TG-3", miR-582-5p 5°- GGT TAC AGT
TGT TCA ACC AGT TAC-3", miR-223-3p 5°-GTG TCA GTT TGT CAA ATA CCC
CA-3’, miR-20a-5p 5"- GTA AAG TGC TTA TAG TGC AGG TAG-3", miR-20b-5p 5’-
CAA AGT GCT CAT AGT GCA GGT AG-3", miR-155-5p 5°- GTT AAT GCT AAT
CGT GAT AGG GGT T-3" y el Universal Reverse primer para miRNAs 5"- ACG AGG
AAG AAG ACG GAA GAAT-3..

Analisis estadistico

Las caracteristicas clinicas entre los individuos No DM2 y DM2 se compararon
mediante una prueba U de Mann-Whitney. La viabilidad de los MDMH, la expresién
de U6 y los datos de RT-gPCR de los miRNAs inhibidores de apoptosis se
compararon entre las 4 condiciones evaluadas a través de la prueba Kruskal-Wallis,
asumiendo que no tienen una distribucién normal debido al tamafio de la muestra.
Un valor de *P < 0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los analisis
estadisticos se realizaron en el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software
Inc., USA).
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Resultados

Caracteristicas clinicas de los individuos participantes

Se realiz6 un andlisis de las caracteristicas clinicas de los pacientes con DM2
respecto al grupo de individuos sin DM2 para verificar que los resultados obtenidos
se deban Unicamente a los pardmetros clinicos asociados a la diabetes e identificar
aguellas variables que podria tener alguna influencia en los resultados. La
comparacion de las mediciones clinicas entre pacientes con DM2 y sujetos sanos
se resume en la Tabla 1. Los grupos mostraron edades diferentes y no se
encontraron diferencias significativas en el IMC, colesterol total y colesterol LDL.
Como era de esperarse dados los criterios de inclusién, los pacientes con DM2
mostraron valores mas altos de glucosa, HbAlc, triglicéridos y VLDL, pero niveles
mas bajos de colesterol HDL y creatinina sérica (*P <0.05). Por lo tanto, estas
caracteristicas clinicas implican que los resultados de las variables que se evaluaron

en nuestro estudio son un reflejo del estado celular inherente a la DM2.

En cuanto al esquema de tratamiento farmacolégico, el 100% de los pacientes con
DM2 estaba siendo tratado con Metformina mas Glibenclamida y ninguno habia sido
tratado con insulina. Ademas el 40% de los sujetos en el grupo DM2 cursaba con

hipertension.

La viabilidad celular en las MDMH es semejante en las condiciones

experimentales en estudio.

Se determiné la viabilidad de las MDMH para verificar que los resultados obtenidos
no estén influidos por errores metodologicos que hayan comprometido a las células
previo a la extraccion de RNA vy sintesis de cDNA. Como se muestra en la Figura 1
las cuatro condiciones experimentales mostraron porcentajes de células vivas
similares y mostrando una media igual o mayor al 80% de viabilidad (p=0.5075). La
concentracion y pureza posterior a la sintesis de los 34 cDNAs derivados de estas

células se muestran en la Tabla suplementaria S1.
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La expresion de U6 es estable en las condiciones de estudio por lo que

consideré como un snRNA constitutivo.

Se evaluo la expresion relativa de U6 en las 34 muestras de cDNA correspondientes
a los individuos sin DM2 y a los pacientes con DM2 para corroborar que U6 tiene
niveles de expresion constante en nuestras condiciones experimentales (No DM2:
Basal y H37Rv; DM2: Basal y H37Rv). Para el célculo se utilizé la primera delta
(ACt= Ct tiempo X-Ct tiempo 0) y se calculd la 22¢t de U6. Como se observa en la
Figura 2 no se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresion de
U6 entre las 4 condiciones (p= 0.9321), por lo tanto, se considera un snRNA de
expresion constitutiva y adecuado para normalizar el analisis de expresion de los

mMiRNAs inhibidores de apoptosis.

La DM2y la infeccion con Mtb no tienen efecto en los niveles de expresion de

los miRNAs inhibidores de apoptosis.

Para determinar si la DM2 y la infeccion con H37Rv generan cambios en los niveles
de expresion de los miRNAs inhibidores de apoptosis se evaluo la expresion relativa
de los 4 grupos de estudio por el método comparativo de 2-22Ct, Como se observa
en la Figura 3 no se encontraron diferencias significativas para los niveles de
expresion entre las 4 condiciones de estudio (No DM2 Basal, No DM2 H37Rv, DM2
Basal y DM2 H37Rv). Obteniéndose los siguientes valores estadisticos: miRNA let-
7b-5p (p=0.4631), miRNA let-7e-5p (p=0.6244), miR-29a-3p (p=0.6095), miR-21-5p
(p=0.5382), miR-582-5p (p=0.6244), miR-223-3p (p=0.1103), miR-20a-5p
(p=0.9357), miR-20b-5p (p=0.4486) y miR-155-5p (p=0.0742). Por consiguiente, los
resultados de expresion relativa de los miRNAs antiapoptéticos en MDMH indican
que ni la DM2, ni la infeccibn con Mtb tienen efecto sobre la expresion de los
MiRNAs evaluados. En la Figura suplementaria S2 se muestran las curvas de
amplificacion y las curvas melting para los miRNA evaluados por RT-gPCR.
Mientras que la Figura suplementaria S3 muestra los amplimeros de gqPCR

identificados como bandas Unicas por electroforesis en geles de agarosa.
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Discusion

Mycobacterium tuberculosis puede sobrevivir en el interior del macrofago, porque a
pesar de que esta célula es su principal fagocito, el bacilo ha desarrollado la
capacidad de evadir la respuesta inmune a varios niveles incluyendo la inhibicion
de la muerte por apoptosis del macrofago infectado, por lo que la muerte de un
macrofago que no ha podido controlar la proliferacion de Mtb se da por necrosis,
con la consecuente diseminacién de la infeccion por el pulmdn. Hay evidencias de
la regulacion por miRNAs de la respuesta inmune del hospedero y éste es uno de
los mecanismos de modulacion que Mtb usa su favor. Aunado a ello, patologias
como la DM2 favorecen la infeccién por Mtb y el desarrollo de TB, sin que se haya
estudiado si la modulacion de miRNAs esta adicionalmente involucrada en tales

mecanismos de susceptibilidad. 1°

En el presente estudio analizamos el perfil de expresion de 9 miRNAs que en base
a distintos reportes de la literatura se usaron para construir un modelo en el que se
muestran asociados con la inhibicibn de la apoptosis durante la infeccion de
macréfagos por micobacterias (Tabla 1). 1t Sin embargo, hasta ahora ningln estudio
se ha centrado en analizar el efecto en la expresion de los miRNAs antiapoptoticos
durante la DM2 en macréfagos humanos antes ni después de la infeccion por Mtb.
En el presente estudio piloto evaluamos por lo tanto el efecto de la DM2, como el
de la infeccién por Mtb de macréfagos humanos sobre la expresién del grupo
seleccionado de miRNAs, usando un modelo que corresponderia a la etapa de
infeccion del macréfago que de ser productiva seria la base para el establecimiento
de la comorbilidad DM2-TB. En nuestro modelo experimental de MDMH infectados
con H37Rv, a una MOI de 3, durante 18 hr, no se encontraron diferencias
significativas entre los MDM de individuos con y sin DM2, ni antes, ni después de la
infeccion con Mtb. En los siguientes parrafos se comenta contrastando con la
literatura cuéles pueden ser las razones que explican nuestros resultados, lo que
puede estar relacionado con el modelo de macrofagos usado, la especie animal de
donde provenian los macrofagos, la especie y virulencia de la cepa de micobacteria
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infectante, la multiplicidad de infeccion utilizada y el tiempo de la infeccion al que se

evaluaron los miRNAs.

Contrastando con lo publicado, las evaluaciones de la expresion de miRNAs
antiapoptoticos que realizamos no serian del todo comparables entre los diferentes
modelos de macréfagos y los tiempos de infeccidn temprana in vitro con Mtb, sin
embargo, aportan informacion sobre el comportamiento en MDM de miRNAs
antiapoptoticos modulados por la infeccion con Mtb en macréfagos de sujetos sanos
y en aquellos provenientes de pacientes con DM2, sobre lo que no se ha publicado

ningun dato hasta ahora.

Los estudios previamente reportados se realizaron en modelos de macrofagos muy
diversos, en los que se ha reportado que los MDMH y los macréfagos murinos tienen
diferentes respuestas ante distintos estimulos de polarizacion hacia macrofagos M1
y M2, siendo mas claro en el estimulo de LPS (M1) en ratones, durante el cual
presentan expresion de receptores scavenger (M2) y carecen de la produccion de
quimiocinas. ?° Aunado a ello, los modelos murinos de TB no presentan necrosis y
lesiones cavitarias,?! lo que sugiere que ante la infecciéon por Mtb los macréfagos
murinos podrian tener una expresion de miRNAs muy diferente a la del humano, es
decir, puede tratarse de un fenédmeno especie-especifico. En cuanto a los modelos
con lineas celulares, los MDMH y macrofagos THP-1 ante la infeccion por Mtb, no
mostraron diferencias significativas en los ensayos de unidades formadoras de
colonias o en la evaluacién del miR-223-3p. %2, De modo similar al comparar la
expresion del miR-21-5p no se encontraron diferencias significativas en su
regulacién en las lineas celulares THP-1 y RAW264.7 posterior a la infeccion.?* Lo
qgue implica que las respuestas entre lineas celulares comparadas con MDMH

podrian ser parcialmente equivalentes.

Con respecto a los estudios realizados en MDMH los reportes publicados evaluaron
pacientes con TB activa, ! por lo que las respuestas ante la infeccién, mecanismos
de evasion y regulacion de miRNAs en la enfermedad ya establecida o productiva
puede ser muy diferente a la de nuestro modelo de macréfagos, en el que

evaluamos la primoinfeccion 18 hr después de exponer los MDMD a Mtb y donde
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encontramos viabilidades celulares semejantes en las cuatro condiciones
experimentales. Por lo que, no se tiene certeza de si los mecanismos de apoptosis
0 necrosis ya han comenzado y se han activado los mecanismos antiapoptoticos.
También es importante mencionar, que los miRNAs fueron cuantificados solamente
en un solo tiempo a las 18 h, por lo que, probablemente se requiera realizar una
cinética a la par de la apoptosis y la cuantificacién a diferentes tiempo una vez que
comienza este mecanismo celular. Se requiere ampliar el estudio, considerando
incluir diferentes tiempo post-infeccion y monitorear la induccion de apoptosis para
conocer el tiempo adecuado en el cual se activan de manera diferencial los niveles
de expresion de los miRNA inhibidores de apoptosis en los MDMH en las células
provenientes de sujetos control (sin DM2) o de pacientes con DM2 infectados por la

micobacteria.

Asi mismo la cepay el grado de virulencia de la micobacteria utilizada en la infeccion
in vitro tienen diferente impacto en el direccionamiento hacia la via de muerte del
macréfago. Se ha observado que las cepas de micobacterias de baja virulencia,
como BCG o avirulentas, como Mth H37Ra, son mejores inductores de la apoptosis
de macréfagos en comparacion con las micobacterias mas virulentas, como Mtb
H37Rv. Es decir, que las cepas virulentas pueden evadir la apoptosis de los
macréfagos e inducir la necrosis evitando la muerte bacteriana y la presentacién de
antigeno.25,%% En el presente trabajo no observamos un efecto adicional dado por la
DM2 sobre la expresiéon de miRNAs antiapoptéticos en macréfagos infectados con

una cepa medianamente virulenta de referencia (H37Rv).

Después de la infeccion a una MOI baja, Mtb crece en los macrofagos suprimiendo
la apoptosis y posteriormente cuando la carga bacilar intracelular supera un umbral
de aproximadamente 20 bacterias por macréfago la célula muere por necrosis.?’
Aunado al efecto de la MOI en el tipo de muerte celular, la cinética de infeccion se
ha evaluado por ensayos de apoptosis y necrosis, observando las células necréticas
positivas para yoduro de propidio (Pl) detectables dentro de las 6 horas posteriores
a la infeccion con MOI alta de 25 y una muerte casi completa de los cultivos de
macréfagos infectados a las 20 hr,?” lo que se relaciona con la cinética de mayor

expresion reportada en la literatura para los miRNAs inhibidores de apoptosis a 24
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y 48 hr posterior a la infeccion.'! En contraste a nuestro estudio realizado con una
MOI baja de 3 a una cinética de 18 hr que mimetiza las primeras etapas de la
infeccion cuando la infeccidn se transmite de un individuo con TB activa a otro que
inhala el aire en la cercania. Por lo anterior, la evaluacion de un punto de infeccion
temprana a MOI baja, podia no estar registrando una expresion diferencial en la

condicion basal y después de la infeccion con Mtb entre DM2 y no DM2 si la hubiera.

En resumen, todos los modelos de estudio tienen limitaciones y en las condiciones
en que realizamos nuestros experimentos piloto para macréfagos humanos y con
una cepa de Mtb virulenta, no se comprueba el modelo sugerido y construido en
base a distintos tipos celulares, cepas, MOI, cinéticas, etc.,!! pero es un primer
acercamiento a un modelo de primoinfeccion en macréfagos humanos tanto de
sujetos sanos como de individuos con DM2. El presente estudio establece las bases
para continuar con el estudio de mecanismos moleculares que involucran
microRNAs y su participacion en la respuesta de macréfagos ante la infeccion por
Mtb.

Otra de las razones por las que podriamos no haber encontrado diferencias en el
presente estudio pueden estar relacionadas con las caracteristicas clinicas de los
pacientes o con el tratamiento farmacolégico para DM2 que reciben. En este
sentido, Al Dubayee y cols.® analizaron por RT-gPCR el mMRNA de varios miembros
de la familia Bcl-2 (proteinas pro y anti-apoptoéticas), asi como de las caspasas -3,
-7, -8 y -9 en CMSP aisladas de personas con normopeso, obesas, pacientes con
DM2 y pacientes con DM2 tratados con metformina. En relacion al porcentaje de
HbAlc, no hay una diferencia entre el control glicémico entre los pacientes con
tratamiento y sin tratamiento con metformina (HbAlc 8.7 + 0.35 vs. HbAlc 8.0 *
0.62). Estos autores sin embargo, reportaron un incremento en la expresion de los
transcritos de las proteinas proapoptéticas Bcl-10, Bax, Bad, Bid y caspasa-3 y
niveles disminuidos de caspasa-7 en las CMSP de pacientes con DM2 no tratados
farmacolb6gicamente respecto al grupo de normo peso y obesidad. Adicionalmente,
en sujetos bajo tratamiento con metformina en relacién al grupo de pacientes con
DM2 sin tratamiento, la expresién del mMRNA para Bcl-10, Bid y caspasa-3 fue mas

baja y mas alta para la via Bad/Bax/caspasa-7. Estos resultados sugieren que el
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tratamiento anti hiperglicemiante (independientemente del grado), influye sobre la
propension a apoptosis de CMSP (donde estan contenidos los monocitos
precursores de los MDM). Dado que en este reporte se estudiaron CMSP (mezcla
de monocitos y linfocitos), no podemos discriminar directamente si la metformina
afecta la maquinaria de apoptosis en los monocitos, lo que tendria que evaluarse
en estudios futuros en MDMH que incluyan grupos de pacientes con DM2 con

tratamiento y sin tratamiento farmacolégico.

En pacientes recién diagnosticados con DM2 (virgenes a tratamiento
antihiperglicemiante), se ha reportado en plasma que let-7a-5p tiene como blanco a
CASP328, Este miRNA se disminuye en pacientes con DM2 con pobre control
glicémico (HbAlc de 9.6% *1.5%) en relacion al grupo control sin DM2.2° Por
consiguiente, estos datos se suman a la evidencia de que los pacientes con diabetes
descontrolada y sin tratamiento farmacologico tienen una propensién hacia

apoptosis, al menos por esta via de regulacion.

El miRNA let-7a-5p, tiene también como blanco a DICER,?8 la enzima que escinde
el bucle de los pre-miRNA y genera diplex de miRNA maduros,? por lo que la
disminucién de la traduccion de DICER da como resultado la disminucion de la
expresion de let-7a-5p, ademas su sobreexpresion disminuyo la expresion de otros
miRNAs maduros.®® En conjunto estos reportes sugieren un bucle de
retroalimentacion negativa, en el que let-7 es un miRNA clave para regular el
equilibrio entre DICER y otros miRNAs.30 Durante el tratamiento con metformina en
relacion a la condicion sin tratamiento de células MCF-7, se incrementa la expresion
de let-7e,3! favoreciendo la inhibicion de la apoptosis, pero incrementa el transcrito
y proteina de DICER en CMSP de pacientes con DM2 en relacion al grupo control
sin DM2,%? lo que explicaria parcialmente el incremento de let-7e y otros miRNAs,
incluidos quizas también los que estudiamos en la presente tesis. En conjunto esta
evidencia de la literatura sugiere que si no hay un buen control glicémico existe un
efecto a nivel del transcriptoma, lo que podria influir en que no encontramos
diferencias significativas en la expresiéon de los miRNAs evaluados, ya que si bien
en la DM2 hay una propensién hacia apoptosis, que se reflejaria como una

expresion menor de los miRNAs inhibidores de apoptosis en relacion al grupo
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control, el tratamiento con metformina administrado al grupo de pacientes con DM2
reclutados para el presente estudio pudiera estar incrementando la expresion y por
ende en el balance final no encontramos diferencias entre las condiciones basales
(No DM2 basal y DM2 basal).

Nuestros pacientes en estudio recibian un tratamiento conjunto de metformina
(biguanida) y glibenclamida (sulfonilurea), para la glibenclamida no hay estudios que
reporten afectacion a nivel de la expresiéon de miRNAs, pero no hay una diferencia
significativa para el caso de la expresion relativa de DICER comparando pacientes
tratados con sulfonilureas e individuos sin DM2.3? Esto sugiere que la glibenclamida

podria no interferir con la expresion de miRNAs evaludados en el presente estudio.

En contraste a lo comentado en pacientes con DM2 y los miRNAs de la familia let-
7, en pacientes con TB se observo que la expresion de circRNA_ 101128 en CMSP
correlacion6 negativamente con el nivel de su posible blanco let-7a. Esta interaccion
puede desempefiar un impacto desfavorable para el hospedero en la respuesta de
las CMSP a la infeccién por Mtb.33 Lo que podria explicar parcialmente porqué en
nuestro modelo de infeccion temprana por Mtb no observamos diferencias
significativas en la expresion de los miRNAs, por mecanismos de regulacién que
posiblemente se montan hasta la infeccion avanzada o durante la TB activa como

en el caso de los circRNA.

Cabe mencionar que el grupo de sujetos que incluimos en nuestro estudio fue
reclutado antes de la pandemia de COVID-19, por lo que en futuros estudios
tendrian que compararse nuestros resultados con los de la poblacién actual que en
un alto porcentaje ha sido infectada por SARS-CoV-2 y/o vacunada. Este aspecto
es interesante porque hay evidencia de que en CMSP de pacientes con COVID-19
los porcentajes de células apoptéticas son mayores en relacion a los de individuos
control. De igual manera durante el curso de la enfermedad el porcentaje es mayor
en pacientes en un estadio severo respecto a los pacientes durante la fase temprana
de la enfermedad.3* En relacién a la célula de interés para este estudio, se ha
reportado en monocitos que en individuos post-infeccién aguda por SARS-CoV-2 se

incrementaron los monocitos intermedios (CD14++ CD16+) y no clasicos (CD14+

21



CD16++) comparado con un grupo de pacientes con COVID severo e individuos
sanos. Este efecto se registrd hasta 15 meses después de la infeccion aguda en
comparacién con controles sanos. *° Para el caso de la expresion de HLA-DR,
molécula presentadora de antigeno, se disminuyen tanto la proporcion de monocitos
positivos, como la densidad de expresidon a medida que se progresa por los
diferentes estadios de la enfermedad (leve, moderado, severo y critico) en relacién
a los controles sanos.%¢,%” En lo que respecta a la DM2 en los pacientes que cursan
con COVID-19 el porcentaje de monocitos clasicos (CD14++ CD16-), subpoblacion
clave en las respuestas antimicrobianas,*® disminuye en relaciéon a pacientes sin
DM2-COVID-19.%° En resumen, entre los pacientes COVID y post-COVID hay un
espectro de respuestas en cuanto al direccionamiento hacia apoptosis y se
modifican las subpoblaciones de monocitos con incremento en las de caracter no
inflamatorio en respuesta antiviral, disminuyendo las que participan en
procesamiento y presentacion de antigenos. Esta situacion por tanto, podria ser un
factor confusor para la evaluacion de nuestra variable de interés, por lo que no se
pudo incrementar el tamafio de muestra. Dado que por el momento no se podria
discriminar si el efecto es por la DM2, la infeccion con Mtb y/o las consecuencias
inmunoldgicas del COVID-19. Por consiguiente, los individuos reclutados post-
COVID en esta etapa en la que continuamos con la pandemia, no serian homologos

con las 34 muestras de cDNA pre-COVID que se evaluaron en el presente estudio.

Limitaciones. Las limitaciones de nuestro estudio piloto incluyen a) Tamafo de
muestra b) Inclusion de pacientes bajo tratamiento farmacolégico con metformina y
no un grupo virgen al tratamiento o bajo otros tratamientos farmacolégicos, c)
Infeccion realizada con una sola MOI y una sola cepa de Mtb, una sola medicion de
cuantificacion de miRNAs d) Los resultados son validos para la fisiologia de los
pacientes con DM2 bajo los estrictos criterios de inclusion utilizados y considerando

que fueron evaluados antes de la pandemia por SARs-Cov2.
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Conclusioén

Los resultados de este estudio en MDMH sugieren que la evasion de la apoptosis

mediada por miRNAs en macrdéfagos infectados con Mtb no se da 0 no se comienza

a gestar de manera diferencial por influencia de la DM2 durante la infeccién

temprana con una cepa virulenta de Mtb (H37Rv) a MOl baja.
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Tabla 1. Modelos en los que se ha evaluado la expresion de los miRNA inhibidores
de apoptosis sobreexpresados en macréfagos por la infeccion con Mtb

Tabla 2. Caracteristicas Clinicas de los individuos participantes. La prueba U de
Mann-Whitney fue utilizada para identificar diferencias entre los grupos. Se
muestran la mediana y rango intercuartilico (+) para todas las variables
cuantitativas. IMC (indice de Masa Corporal), HbAlc (% Hemoglobina glicosilada),
HDL (Lipoproteina de alta densidad), VLDL (Lipoproteina de muy baja densidad) y
LDL (Lipoproteina de baja densidad). Para las variables cualitativas que
corresponden a los afios diagndsticoy tratamiento farmacoldgico se muestralany
porcentaje (%). *P <0.05. NA, No aplica; Dx, diagndstico.

Figura 1. Viabilidad de los MDM determinada por citometria de flujo (MDM viables:
negativos a LIVE / DEAD Fixable Violet). Se realizé una prueba Kruskal-Wallis para
identificar diferencias entre las cuatro condiciones de estudio. Se muestra la
mediana y rango intercuartilico. B, Basal; Rv, H37Rv. Cada simbolo corresponde a
un individuo.

Figura 2. Expresion relativa de U6 en las 34 muestras de cDNA (10 No DM2 Basal,
10 No DM2 H37Rv, 7 DM2 Basal y 7 No DM2 H37Rv). Para el andlisis estadistico
se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. *P < 0.05. Se muestra la mediana y rango
intercuartilico. B, Basal; Rv, H37Rv. Cada simbolo corresponde a un individuo.

Figura 3. Expresion relativa de miRNA inhibidores de apoptosis en MDMs. Los
valores de de 2 “24Ct de las cuatro condiciones se compararon con la prueba de
Kruskal-Wallis para (A) let-7b-5p, (B) let-7b-5p, (C) miR-29a-5p, (D) miR-21-5p, (E)
miR-582-5p, (F) miR-223-3p, (G) miR-20a-5p, (H) miR-20a-5p, (I) miR-155-5p. Se
muestra la mediana y rango intercuartilico. B, Basal; Rv, H37Rv. Cada simbolo
corresponde a un individuo.
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Tablas

Tabla 1. Modelos en los que se ha evaluado la expresiéon de los miRNA inhibidores de apoptosis
sobreexpresados en macrofagos por lainfeccion con Mth

mMiRNA Molécula Célula Cepa MOI Cinética Gen Regulacién  Referencia
blanco constitutivo  por Mtb
miR-582-5p FOXO1 Monocitos No se No NA U6 Aumenta
. reporta . 0
-Pacientes aplica
TB activa (NR)
-Individuos (NA)
sanos
miR-155-5p BMM WT H37 5 24 h Sno202 Aumenta 41
(raton) Rv
miR-155-5p FOXO3 CMSP (NR) NA NA U6 Aumenta 42
-Pacientes
TB activa
-Individuos
sanos
miR-223-3p FOXO3 CMSP (NR) NA NA U6 Aumenta =
-Pacientes
TB activa
-Individuos
sanos
-MDMH H37R 5 12 h U6 Aumenta
-THP-1
v
let-7e-5p Caspasa-3 MDMH Mycob 25 48 h miR-16 miR- Aumentan .
- - acteriu
miR-29a-3p CAspasa-7  -De 0 21 miR-24
donantes )
sanos avium
Diferenciad ~ "O™in
SSulIs
os por 3
dias
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miR-21-5p

miR-20a-5p JNK2

miR-20b-5p Mcl-1

let-7b-5p

Bcl-2

Fas

RAW264.7
THP-1

CMSP

- Pacientes
TB latente
-Pacientes
TB activa
-Individuos

sanos

THP-1

RAW264.7

THP-1

H37R

(NR)

H37R

H37R

H37R

10

NA

10

10

10

24 h

NA

8h

36 h

24-48 h

U6

U6

U6

U6

U6

Aumenta

Disminuye

Disminuye

Disminuye

Aumenta

29

24

a4

45

46



Tabla 2. Caracteristicas Clinicas de los individuos participantes

Variable

Total de casos
Afos de diagndstico,
n (%)

Sexo, hombre/mujer
Edad (afios)

IMC (Kg/m?)

Glucosa (mg/dL)

HbAlc (%)

Colesterol Total (mg/dL)
HDL (mg/dL)

VLDL (mg/dL)

LDL (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Creatinina sérica (mg/dL)
Metformina + Glibenclamida,
n (%)

Otra medicacion, n (%)

Hipertension, n (%)

Individuos sin

DM2
10

NA

416
42.5+105
24.6 + 4.63
82.7 + 8.65
5.26 + 0.55
157 + 50
55.2 + 14.07
18+95
86 + 47
82.4 +57.55
0.8+0.3
0 (0)

0 (0)
0 (0)

Individuos con Valor P
DM2
7 NA
7+7 NA
0-3 aflos Dx=
3 (42.85%)
27 afos Dx=
4 (57.15%)
5/2 NA
51+6 0.0467*
27.31+1.32 0.1331
268.9 + 103.2 0.0001™
10.77 £ 4.13 <0.0001""
145.4 + 106.3 0.9623
415+19.5 0.0176"
30.5+70 0.0230"
114 + 75.5 0.4584
141 +145.7 0.022™
06+0.1 0.0438"
7(100) NA
4 (57) NA
4 (57) NA
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Justificacion

En el macréfago la infeccién con micobacterias induce la expresion de miRNA
inhibidores de apoptosis. No se ha estudiado en pacientes con DM2,

Las células de los pacientes con DM2 tienen propension a apoptosis, lo que se ha
asociado a los niveles de glicemia in vitro.

Se desconoce como se modula la expresién de los miRNA antiapoptéticos en:
1. Los macréfagos humanos de individuos sanos infectados in vitro con
Mpycobacterium tuberculosis
2. Los macrofagos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2
3. Los macréfagos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 infectados in vitro
con Mycobacterium tuberculosis

o general

Evaluar la influencia de la diabetes mellitus tipo 2 sobre la expresién en
macrdfagos de miRNAs inhibidores de apoptosis durante la infeccion in vitro
por Mycobacterium tuberculosis.

Materiales y métodos
. bmz
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nam M
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Pregunta de investigacion

¢éLa diabetes mellitus tipo 2 influye en la modulacién de miRNAs inhibidores
de apoptosis en macréfagos derivados de monocitos humanos infectados

con Mycobacterium tuberculosis?

Objetivos especificos

+ Evaluar la expresion basal de los miRNAs relacionados a la inhibicion de
apoptosis en MDM de pacientes con DM2.

Evaluar la expresion de los miRNAs relacionados a la inhibicion de

apoptosis en MDM de pacientes con DM2 durante la infeccién in vitro con

Mtb.

Comparar la expresion de los miRNAs relacionados a la inhibicién de

apoptosis en MDM de individuos con y sin DM2 antes y después de la

infeccién con Mth.

Seleccidn de individuos participantes

Criterios de inclusion de individuos participantes en el estudio

Criterio Individuos sin W2 Individuos con D2
oMz Sin Mz Diagnostico de acuerdo
con riterios de 3 ADA
sex0 Hombie o mujer Hombre o mujer
Edad 2060 afios 3060 afios
HbALC <5.7% > 9%
Sindiome No fener {criteris Mo Aplica
metabblica de 12 NCLP- ATP 111}
arta de Firmada Firmada

consentimiento
TADA: Aspriacian Americana de Diabeles

SNCEP ATP Ill: Panel para el Tratamiento de Adultos del Programa
MNacional de Educacion en Colesterol

MPS5 Fitima Duefias Arteaga
Dra. en €. Manica Alejandra Valtierra Alvarado

Criterios de no inclusian de individuos participantes en el estudio
Complicacianes avanzadas dethatas de faDM2 (1elinopalia
avanzaa, nefropatia yfo neuropatial

nC mayorazs

Cursar enfermedades infecciosas en latoma de muestia
Terapia con insulina

Enfermedades autoinmunes

Terapia nmunosupresora

v por cuestomario

Aleaholisma positiva

i IMS5 Hospital General de Zona No. 1 - O, Emilio
| varela Lujan

| 1SSSTE Hospital General Zacatecas

Proyecto registrade v aprobade por la Comisian Nacional Cientifica
del IMss, misma que tiene un Lomité de Erica. ajo el nomera de
registra R2021-785.007
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| Modelos en los que se ha evaluada expresion de los miRNA inhibidores de apoptosis .
sobreexpresarios en macrsfagos por la infeceién con Mib

Hipotesis - I
Evaluamostanto el efecto de laDM2,
Los niveles de expresion de los miRNAs M;;r:‘::‘lji:;gﬁ:::zf;r“:T:NA .
inhibidores  de  apoptesis modulados antispéptoticas Célula Cepa
durante la infeccion in vitro con Mtb en los M’r‘gsmﬁm
MDM de pacientes con DM2 son menores Mo\deva
respecto a la expresién en individuos sin 18 hr
diabetes.
Laper Lopes Ny col, 2018 MOI Cinética
PMID: 29513874
Caracteristicas  COVID-
clinicas 19
La metforminainhibe el efecto de la DM2 en la expresian de mRNA de proteinas e B Efecto de la DM2 en la exgresion de miRNA Yy sus blancos
proapoptéticasy caspasas en CMSP P ¥
DMz 8.7 +0.35 - AN = 15—
M2+ 80 1062 : : 1Sugiere un bucle de retroalimentacién negativa, en el
metformina i | ' o et
i . N . ique let-7 es un m|RN_A clave para regular el equilibrio
El tratamiento anti-hiperglicemiante influye sobre |a L —mm ‘entre DICER y otros miRNAs.
.z . = Diabeles 2 E
v BrOpEnSiSn 2 apoptosis de CMSP, por lo que no slm ™ is.l |l
RT- . PR . . . ¢ . PR, AR
podemos dlscrlrr.nnar dwectame'nte si la metformina “El pobre control glicémico afecta a nivel del
afecta la apoptosis en los monocitos. transcriptoma, lo que podria influir en que no
i— . e encontramos diferencias significativas en la expresién
A Dubayze Mz eal, 2021 . o W - - »

T am b o [ ———— de los miRNAs evaluados.

+ Metarnin « Methrime

. B A Efecto de la metformina en la expresion de miRNAy sus CMSP
Efectode la TB activa y la metformina enla viabilidad celular
blancos - 14 .
1 i

Qs s

] . . . ” El tratamiento con metformina administrado a los
Sugiere que la micobacteria en la infeccion temprana

. . . pacientes con DM2 pudiera estar incrementando la
no ha modula de manera diferencial los niveles de ., X X
M ., B X o expresion de los miRNAs y por ende en el balance final
expresion de los miRNA antiapoptoticos. X ’ L
— apsrtura no encontramos diferencias entre las condiciones

Viabilidad de MDMH I del mPTP

basales.

La metformina inhibe la apoptosis extrinseca, lo queJ_ o g~ X

explica en parte por que no se encontraron diferencias s - | ; : e i=| .

significativas en la viabilidad celular  entre las<™™" La glibenclamida podria no interferir con la expresién
radaal

condiciones basales y de infeccién. tasal de miRNAs evaludados en el presente estudio.

et

“ade células vivas

05
Salestere © ol 202 : g
SO Met

- Haen Hasten Ry e, 2015
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Efectode la metforminaen |a TB activa expresiénde circRNAY sus miRNA blancos

et Ta

: £ |

. cmsp , - :
.% ' % 3 R
]

.| La expresidn no diferencial de miRNAs en el modelo de —
infeccién temprana por Mtb podria deberse a redes de ;L
regulacion que posiblemente se montan hasta la
infeccion avanzada o TB activa.

i \
=
:
3 {r=-0.56, P < 0.05)

i s nooae om %A
‘Saimples Tran subjects waths active TB

Conclusiones

-

lsevdLos resultados de este estudio en MDMH jarables
Isugieren que la evasion de la apoptosisi
@ Gmediada por miRNAs en macréfagos infectados
\','x:con Mtb no se da o no se comienza a gestar de
Imanera diferencial por influencia de la DMZ:“”‘”‘"
|durante la infeccién temprana con una cepa:
virulenta de Mtb (H37Rv) a MOI baja.

« Metiormina Comportamiento en MDMH provenientes
de pacientes con DM2

COVID-19

n pequefia

No DM2 ;ﬁ\ | Rs(luladnlsamesde\a /i\ ove

n=10 pandemiade COVID-19 n=7
L int Entre los pacientes COVID y post-COVID hay un espectro en el, 4,
sver direccionamiento hacia apoptosis, incrementa la subpoblacién de

monocitos no inflamatorios con respuesta antiviral y disminuye la ™"

E:n‘; que participa en el procesamiento y presentacién de antigenos. ’;:i
HLA-L
“rew Los individuos reclutados post-COVID no serian homélogos con las

oo 34 muestras de cDNA pre-COVID que se evaluaron en el presente e
clave €studio.

£ d® g, 2020

Perspectivas
MDMH,
Célula Cepa  —— . ioms
vesiwvs ——  MOI | Ceea  —— | v SR

avanzada

. Individuos de entre 6 y 15
T ’i‘ — Caracteristicas CoviD meses  post-nfeccién  por

clinicas 19 SARS-COV-2, sin signos ¥
DM2sin Tx DM2 con Tx sintamas durante la toma de
muestra.
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