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RESUMEN

Objetivo: El objetivo del estudio fue analizar la expresion diferencial de miR-21, miR-29a, miR-99b y
miR-155 en muestras de suero de pacientes con tuberculosis (TB) latente y TB activa respecto a contro-
les sanos. Materiales y métodos: Se utilizaron 28 muestras de suero (nueve con TB activa, diez con TB
latente y nueve controles sanos) para el analisis de expresion génica mediante RT-qPCR con Primers y
sondas TagMan. Se calcul6 la expresion diferencial por el método de Livak utilizando un gen norma-
lizador (RNU-48). Resultados: Se hallé una sobreexpresion de miR-155 en personas con tuberculosis
latente, respecto a los controles sanos (0,63 vs. 0,01; valor de p=0,032). Conclusion: El miR-155 podria
ser considerado un biomarcador para diferenciar TB latente de enfermedad activa. Se requieren estudios
con mayores tamafios muestrales para corroborar nuestros hallazgos.

Palabras clave: Tuberculosis Latente; Tuberculosis; MicroARNs; Peru (fuente: DeCS BIREME).

DIFFERENTIAL EXPRESSION OF CIRCULATING
MICRO-RNAS IN PATIENTS WITH ACTIVE AND
LATENT TUBERCULOSIS

ABSTRACT

Objectives: To analyze the differential expression of miR-21, miR-29a, miR-99b and miR-155 in serum
samples from patients with latent tuberculosis (TB) and active TB compared to healthy controls. Mate-
rials and Methods: We used 28 serum samples (9 with active TB, 10 with latent TB and 9 healthy con-
trols) for the analysis of gene expression by RT-qPCR with Primers and TagMan probes. The differential
expression was calculated by the Livak method using a normalizing gene (RNU-48). Results: Overex-
pression of miR-155 was found in people with latent tuberculosis, compared to healthy controls (0.63 vs.
0.01; p value = 0.032). Conclusion: The miR-155 could be considered a biomarker to differentiate latent
TB from active disease. Studies with larger sample sizes are required to corroborate the findings.

Keywords: Latent Tuberculosis; Tuberculosis; microRNAs; Peru (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las diez enfermedades con mas muertes en el mundo y es cau-
sada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). En 2017, la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) reporté que 31 120 casos de TB fueron notificados en Pert 2. Asimismo, 1,7 mil
millones de personas presentan TB latente, ademas segiin Houben y Dodd del 20 % a 30 % de la
poblacion peruana tiene TB latente ©.

La btsqueda de nuevos biomarcadores, derivados del patégeno o del hospedero, se esta
enfocando en conceptos de comunicacion celular, representadas por las vesiculas extracelu-
lares llamadas exosomas. El estudio de micro-ARN circulantes contenidos en estos exosomas
esta proponiendo nuevos métodos de diagnostico en distintas enfermedades, incluyendo en-
fermedades infecciosas ), por lo que pueden ser detectadas facilmente en los distintos tipos
de biofluidos del cuerpo humano.
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El andlisis de los cambios dinamicos del cargo de exo-
somas, a nivel de micro-ARN y proteinas en especifico, nos
ofrece la posibilidad de investigar la activacion de vias de
senalizacion celular e inmunolodgicas en tiempo real, para
validar biomarcadores que correspondan a estadios sinto-
maticos y asintomdticos ©.

En la actualidad los métodos de diagndstico de tuber-
culosis solo detectan la enfermedad activa, por lo que no
existen biomarcadores que diferencien TB latente y TB
activa para un diagnéstico mds especifico, es por ello que
desde hace algunos afos se viene investigando la diferencia
de moléculas producidas por el hospedero (micro-ARN) en
el contexto de una enfermedad infecciosa versus personas
sanas como control, este proceso se denomina «expresion
diferencial» y es evaluado por PCR en tiempo real, consi-
derando un gen normalizador o gen de referencia 7. Es-
tas moléculas son micro-ARN con 18 a 24 nucleétidos, no
codificantes, endogenamente expresados y altamente con-
servados, que regulan la expresién postranscripcional de
los genes mediante la sub/sobre expresion de ARNs en una
amplia gama de organismos tanto en contextos fisiologicos
normales como en contextos de enfermedades.

La desregulaciéon de micro-ARN es variable en las en-
fermedades infecciosas y segiin poblacion estudiada. En
este sentido, el estudio de estos micro-ARN en TB ha sido
evaluado en poblacidén europea y asidtica principalmente,
donde se caracterizaron diversos micro-ARN expresados
diferencialmente entre las patologias ® ?. Los avances tec-
noldgicos han generado una multitud de plataformas para la
creacion de perfiles de micro-ARN y una comprension de las
fortalezas y las dificultades de los diferentes enfoques puede
ayudar a su uso efectivo 1.

En el presente estudio, se evalud la expresion diferencial
de los micro-ARN miR-21, miR-29a, miR-99b y miR-155 a
partir de muestras de suero de pacientes, con la finalidad de
poder encontrar un perfil diferente en TB latente en compa-
raciéon con TB activa con respecto a controles sanos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas y extraccion de ARN

Las muestras clinicas fueron constituidas por 28 muestras de
suero de pacientes con diagnostico TB activa (n=9), personas
con TB latente (n=10) y controles sanos (n=9) (Tabla 1). Las
muestras estuvieron almacenadas en crioviales de 2 ml en la
congeladora a-80°C (Thermo Fisher Scientific Inc.) de la serote-
cadel area de Inmunologia del Laboratorio de Referencia Nacio-
nal de Biotecnologia y Biologia Molecular del Centro Nacional
de Salud Publica del Instituto Nacional de Salud.

Las muestras fueron recolectadas durante el periodo
comprendido entre 2012 y 2016, y forman parte de un es-
tudio aprobado por el Comité de Etica en Investigacién del
Instituto Nacional de Salud, «Estudio de las caracteristicas
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Motivacion para realizar el estudio: La bisqueda de un
biomarcador que permita diagnosticar tuberculosis latente de
manera rapida y confiable en el Perd.

Principales hallazgos: Se encontré un micro-ARN (miR-
155) que estaria sobre expresado en individuos con diagnosti-
co de tuberculosis latente.

Implicancias: Al tener un alto porcentaje de poblacién pe-
ruana infectada con tuberculosis latente, un biomarcador
adecuado nos ayudard a diagnosticar de manera oportuna la
infeccién tuberculosa antes que se desarrolle la enfermedad
activa y dirigir el tratamiento o profilaxis para quienes real-
mente lo necesitan.

inmunoldgicas de la tuberculosis latente en la poblacion
peruana, afio 2012-2014» (segun codigo OGIIT OI 01-072-
10). Cada participante del estudio firmé un consentimiento
informado previamente aprobado por el Comité de Etica del
Instituto Nacional de Salud del Peru.

La extraccion de ARN a partir de los sueros selecciona-
dos se realizo segin las recomendaciones del fabricante con
el uso del kit miRNeasy (Qiagen). La concentracion de ARN
total fue cuantificado usando un equipo Nanodrop 8000
(Thermo Fisher). El ARN extraido se almacend a -20 °C en
agua ultra pura libre de ARNasas ! y procesado inmediata-
mente por retrotranscripciéon a ADN complementario den-
tro de las 72 horas.

Seleccion de micro-ARN para validaciéon por
PCR en tiempo real

Se realiz6 una busqueda de los micro-ARN expresados dife-
rencialmente en publicaciones previas que incluian diferentes
poblaciones, encontrandose principalmente trabajos en po-
blacién europea y asidtica ®* 119, Los criterios de seleccion de
micro-ARN incluyeron: a) micro-ARN expresados en pacien-
tes con TB, b) micro-ARN diferencialmente expresados en
suero por PCR en tiempo real y ¢) micro-ARN sobreexpresa-
dos en pacientes con TB mediante las plataformas Microarray
y Next generation sequencing. Teniendo en cuenta estos cri-
terios, de un grupo de micro-ARN relacionados con TB se
seleccionaron cuatro micro-ARN: miR-21, miR-29a, miR-99b
y miR-155 como posibles biomarcadores para un diagnostico
diferencial entre TB latente y TB activa %1319 en muestras
de la poblacién peruana.

PCR en tiempo real y analisis de expresion dife-
rencial de micro-ARN

Los primers ya disenado fueron los siguientes: hsa-miR-21
(MI0000077:UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA),
hsa-miR-29a  (MI0000087: UAGCACCAUCUGAAAUC-
GGUUA), hsa-miR-99b (MI0000746: UGAGGUAGGA-
GGUUGUAUAGUU) y hsa-miR-155 (MI0000681: UUA-

https://doi.org/10.17843/rpmesp.2020.371.4468



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2020;37(1):51-6.

Yareta J et al.

AUGCUAAUCGUGAUAGGGGU) (Applied Biosystem) de
la base de datos miRbase (http://www.mirbase.org/) “”. La
amplificacion de los micro-ARN se realizé en dos pasos: ini-
cialmente se hizo una retrotranscripcion para obtener el ADN
complementario, usando el kit TagMan MicroRNA Reverse
Transcription (Applied Biosystem), seguido de la amplifica-
cién por PCR en tiempo real usando el kit TagMan Univer-
sal PCR Master Mix II (Applied Biosystem). Los volumenes y
concentraciones de muestras fueron seglin recomendaciones
del fabricante ®). La retrotranscripcion se realizo en el termo-
ciclador Veriti (Applied Biosystem) bajo las siguientes condi-
ciones: 16°C por 30 minutos, 42 °C por 30 minutos y 85 °C por
5 minutos. La posterior amplificacion se realiz6 en el termo-
ciclador Rotor Gene Q (Qiagen) siguiendo las condiciones: 95 °C
por 10 minutos, 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60 °C
por 60 segundos. Cada muestra se corri6 por duplicado y el
termociclador nos considerd un Ct promedio de ambas corri-
das por muestra y gen de interés evaluado. Se utiliz el ARN
nuclear RNU48 como gen de referencia %) para normalizar
la expresion de los genes en estudio.

El analisis de expresion diferencial se calculé mediante el
meétodo de Livak, que utiliza los valores de Ct (valor umbral
para discriminar entre negativo y positivo, maximo Ct con-
siderado fue de 35) ¥ de las muestras enfermas y muestras
sanas para finalmente normalizarse con el gen de referencia
(RNU48). La mediana de los valores de Ct se usé para cal-
cular la cantidad relativa mediante el método comparativo
ddCt. Los valores de ddCt se utilizaron para hallar el nivel de
expresion diferencial o cuantificacion relativa normalizada
mediante el método de Livak o 2 ¢4V, donde dCt
= (Ct o arn de nters = O rvuas) GO e s = €
- Ct pyus) ¥ €l ddCt = (dCt Ct |, tras sanad) Y 12
cuantificacion relativa normalizada o expresion diferencial
es igual a 24 o Fold Change (FC, que es el cambio en la
expresion respecto al grupo control o muestras sanas) 7.

muestras enfermas
micro-ARN de interés

muestras enfermas

Analisis estadistico

Los niveles de expresion de micro-ARN se analizaron me-
diante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis con la cual
se hicieron multiples comparaciones entre los grupos TB la-
tente, TB activo y controles sanos y luego se realizé la prueba
de Mann-Whitney. Se utilizé el paquete estadistico Prism 6
(GraphPad Software, Inc, CA, USA).

RESULTADOS

Cuantificacion relativa de micro-ARN por PCR
en tiempo real

Los resultados de cuantificacion relativa por PCR en tiempo
real muestran valores de Ct diferentes en cada curva de fluo-
rescencia para miR-21, miR-29a, miR-99b y miR-155 res-
pecto al normalizador RNU48, los cuales nos dieron valores
de Ct menores a 35, estos Ct se usaron para hallar el ddCt y
el nivel de expresion relativa normalizado.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas y de exdmenes auxiliares en pacien-
tes con TB latente, TB activa y controles sanos.

Pacientes .
Caracteristicas SSI:IST;:I:;) TB latente l;iiil‘e’:t(;s:;;
(n=10)
Sintomatologia de TB (+) - -~ +
PPD > 15 mm - + -
PPD > 10 mm -- -- +
PPD <5 mm + -- -
Baciloscopia y/o cultivo (+) - - +
Radiografia normal + + -
Radiografia patoldgica - - +

PPD: Derivado Proteico Purificado de Mycobacterium tuberculosis; TB: Tuberculosis;
mm: milimetros; (+) resultado positivo de la prueba.

Al analizar los datos de Ct obtenidos por PCR en tiempo
real, se encontré que los cuatro micro-ARN seleccionados
estuvieron expresados diferencialmente (pero sin llegar a
una diferencia estadisticamente significativa al comparar los
grupos mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
y Mann-Whitney en los pacientes con TB activa y pacientes
con TB latente en comparacién con los controles sanos).

Normalizacion y analisis de datos
La cuantificacion relativa normalizada o expresién génica
para miR-21, miR-29a, miR-99b y miR-155 en muestras de
suero, segin el método de Livak, estd representado por la
cantidad de veces mas expresado en muestras de TB activa y
TB latente frente al grupo control. La cuantificacion relativa
normalizada (RQn) de estos micro-ARN entre TB latente
y TB activa estd representada por la mediana relativa entre
ambas patologias (Tabla 2).

No se encontr6 diferencias estadisticas en la expresion
del gen miR-99b entre los pacientes con TB activa y TB la-
tente (Figuras 1y 2).
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Se muestra la distribucién de las expresiones desde el minimo al maximo nivel de
expresion en cada grupo y las diferencias en las medianas para cada grupo de genes.

Figura 1. Cuantificacion relativa normalizada en diez pacientes con TB
latente y nueve pacientes con TB activa frente a los controles sanos. Anali-
sis realizado por el método de Livak.
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Tabla 2. Analisis de expresion diferencial normalizada de miR-21, miR-29a, miR-99b y miR-155 entre pacientes con TB latente y pacientes

con TB activa frente a controles sanos.

Cuantificacion Relativa Normalizada (RQn)

Condicién TB 7 -ddcer 7 -ddcer 7 -ddcer 7 -ddcer
Muestras
miR-21 miR-29a miR-99b miR-155
L1 1,07 1,14 1,75 7,41
L2 1,03 0,95 0,31 0,61
L3 1,52 1,42 0,35 0,56
L4 5,43 4,06 1,24 0,58
Latente L5 0,46 1,73 0,51 1,61
Le 2,07 1,57 0,37 0,64
L7 1,45 1,07 0,48 0,99
L8 0,64 2,30 0,22 4,11
L9 0,50 7,41 1,40 0,04
L10 1,00 1,33 1,39 0,01
Mediana RQn TB latente 1,05 1,50 0,50 0,63
Al 3,10 2,03 0,35 0,25
A2 2,79 1,05 0,14 0,63
A3 1,27 1,27 0,32 0,42
A4 2,07 0,91 0,83 3,46
Activa A5 0,79 0,56 1,06 0,00
A6 2,58 1,48 0,57 0,01
A7 2,55 1,79 1,64 0,01
A8 0,64 0,25 0,26 0,01
A9 1,05 0,89 0,26 0,01
Mediana RQn TB activa 2,07 1,05 0,35 0,01
L1-L10: Pacientes con diagndstico clinico de tuberculosis latente; A1- A9: Pacientes con diagndstico clinico de tuberculosis activa; 4“: método de Livak o expresion

(fold change); TB: Tuberculosis.
DISCUSION

Desde hace algunos afios, los analisis transcriptémicos estan
brindando informacién acerca de cémo se estan expresando
los genes y como estos son regulados por ARN pequeiios,
dentro de este grupo los micro-ARN. Actualmente, estas
pequenas moléculas estan siendo utilizadas como potencia-
les componentes de vacunas, biomarcadores de diagnéstico
temprano en cancer y predictores de enfermedades metabo-
licas %2V, Asimismo, la expresion de otros grupos de ARNs
pequenos, de los cuales no se conocia muy claramente su
funcion, hoy en dia estan siendo considerados como bio-
marcadores de enfermedad 2.

Los hallazgos relacionados a la desregulacion de estos mi-
cro-ARN son variados. Wang et al. demostré que miR-21 se
expresa de modo diferencial entre pacientes con TB activa e
pacientes con TB latente, mostrando asi que se pudiera utili-
zar este micro-ARN como biomarcador para diferenciar a las
personas con TB latente de TB activa (2,99 FC) ®. En nuestra
investigacion se encontrd una sobreexpresion de miR-21 en
muestras de TB activa (2.07 FC), lo que es congruente con
el trabajo de Wu et al. quienes senalaron que miR-21 podria
estar involucrado en la regulacion de la respuesta antimi-
cobacterial. Ellos reportan que miR-21 podria ser inducido
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después de la vacunacién con BCG por la activacion de NF-
kB, y que miR-21 podria suprimir la produccién de IL-12 @¥,
y que podria indicar que en pacientes con TB latente miR-21
esté también sobre expresado; tal como lo report6 Kleinsteuber
etal. en una investigacion donde compararon la expresion de
miR-21 en donantes sanos (PPD negativo), individuos con
TB latente y pacientes con TB activa; encontrando mayor ex-
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Figura 2. Expresion diferencial (medianas) de micro-ARN entre
TB latente y TB activa.
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presion de miR-21 en pacientes con TB latente (0,0438 FC)
que en presencia de PPD (0,0393 FC) y pacientes con TB ac-
tiva (0,0121 FC) ©. Sin embargo, segun nuestros resultados
el perfil de expresion de miR-21 en muestras de TB latente es
mayor respecto al control, pero en menor expresién en pre-
sencia de TB activa; por lo que miR-21 podria ser una efec-
tiva estrategia que usa Mtb frente a la respuesta inmune del
hospedero para evadir a las células de defensa y desarrollar la
TB activa ¥, pero al comparar la expresién entre TB latente
y TB activa, no hay diferencias significativas, por lo que no
serfa un biomarcador para diferenciar ambas patologias.

Por otra parte, Wu et al. reportaron que el perfil de ex-
presion de miR-155 (3,7 FC) en presencia de PPD (proteina
derivada de Mtb para detectar TB latente por una respuesta
inmune antigeno-anticuerpo) podria ser un potencial marca-
dor para el diagnéstico de TB en presencia de antigenos espe-
cificos a Mtb ?. Sin embargo, nuestros resultados muestran
mayor expresion de miR-155 en tuberculosis latente (0,63 FC)
que en TB activa (0,01 FC) respecto a las muestras control,
miR-155 podria ser un posible biomarcador de TB latente.
Este dato no es totalmente opuesto al de J. Wu et al., ya que
ellos también encontraron una sobreexpresion de miR-155 en
presencia de PPD. Esta proteina de Mtb activa al sistema in-
mune temprano, expresando efectores inmunoldgicos contra
la TB latente tal como lo demuestra Fu et al. en un estudio
reciente donde expresa que miR-155 regula la respuesta in-
mune adaptativa 9.,

El sistema inmunoldgico al regular la invasion de Mtb no
causa sintomatologia clinica, por lo tanto la infeccién se vuelve
latente en el hospedero, notdandose asi una sobreexpresion de
miR-155 en muestras de suero tal como lo predijeron Kumar et
al., donde miR-155 es sobreexpresado en macroéfagos infectados
con Mtb como una respuesta inmune temprana contra la infec-
cién de tuberculosis ®; lo que ratificaria nuestros resultados de
una sobreexpresion de miR-155 en muestras de suero con TB
latente (0,63 FC) al compararlos con TB activa (0,01 FC). Asi-
mismo, Wang et al. reportaron expresion diferencial de miR-155
entre TB activa y TB latente, ya que miR-155 esta subexpresado
en muestras de TB activa (0,51 FC) y sobreexpresado en mues-
tras de TB latente (1,97 FC) ®. Por su parte, lado Zhou et al.
describen que miR-155 estd subexpresado en muestras con
TB activa de nifios ®; lo que permitiria usar miR-155 como
biomarcador de TB latente en las diferentes etapas de la vida.
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En otro estudio, Wagh et al. resalt6 la subexpresion de miR-
155 en muestras de TB-MDR, respecto al control y pacientes
con TB en tratamiento, lo cual demuestra que la virulencia de
Mtb se puede diagnosticar por la subexpresion de miR-155 @¥.
Por lo que los resultados de nuestra investigacién sugieren
que miR-155 podria ser un efectivo biomarcador para el diag-
ndstico de TB latente y marcar la progresion de la enfermedad
en sus diferentes estadios.

El nivel de expresion de miR-29a hallado en nuestro es-
tudio es elevado en muestras de TB activa y TB latente res-
pecto al control, pero fue mds sobreexpresado en muestras
de TB latente que en las de TB activa. Este resultado coincide
con los estudios de Fu et al., quienes hallaron sobreexpresion
de miR-29a (11,9 FC), que podria discriminar a pacientes
con TB de controles sanos *2). Pero en nuestro estudio ade-
mds rescatamos una sobreexpresion de miR-29a (1,50 FC)
en TB latente respecto a la expresién en muestras de TB acti-
va (1,05 FC), pero sin encontrar diferencias significativas en
la expresion entre TB latente y TB activa.

Se debe mencionar que una de las limitaciones para el
presente estudio fue el niimero total de participantes, esto
debido a que se plante6 como un estudio exploratorio, por lo
que los resultados obtenidos deben validarse con un numero
mayor de participantes.

Por otro lado, actualmente se vienen realizando estudios
a nivel de proteinas exosomales que podran ser usados en
diagnostico de rutina de algunos canceres ©° y conside-
ramos que el siguiente paso serd con los micro-ARN para
diagnéstico de enfermedades infecciosas.

En conclusidn, el andlisis de los niveles de expresién di-
ferencial de micro-ARN en suero de pacientes con TB activa
y TB latente es interesante para el diagndstico de esta patolo-
gia. Basandonos en los resultados de este estudio, podemos
concluir que la sobreexpresion significativa de miR-155 en
muestras con TB latente podria ser un posible biomarcador
para la diferenciacion entre tuberculosis latente y activa. Sin
embargo, se requieren estudios con mayor nimero de parti-
cipantes para corroborar nuestros hallazgos.
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