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RESUMEN

Los helmintos parasitos establecen infecciones cronicas en suhospedadora través de sus productos
excretados/secretados (ES), con los cuales disminuyen respuestas inflamatorias que podrian eliminarlos
directa o indirectamente. De igual forma, los ES de Taenia crassiceps (TcES) disminuyen la respuesta
inflamatoriaen modelos murinosde enfermedades autoinmunes por medio delreclutamiento de macréfagos
alternativamente activados (M2). En afios recientes, los micrcoRNA han demostrado ser moléculas esenciales
para la polarizacion de los macréfagos, porlo que estamos interesados en estudiar los efectos de los TcES
sobre el perfil de microRNA en macréfagos inflamatorios (M1) in vitro. En este trabajo, se reportan cambios
en el perfilde expresion de microRNA de M1 expuestos alos TcES; estoscambiosson elaumento de microRNA
(= 2 veces) cuyos blancos son RNAm asociados a vias inflamatorias (miR-125a-5p, miR-484 y miR-762) y la
disminucion(<2veces) de los quefavorecen el establecimiento de vias inflamacién (miR-155-5p). Ademas, en
linea con estos resultados, las citocinas asociadas a inflamacidn se redujeron (2 50 %): IL-6, IL-12 y TNFa;
mientras que la asociada a regulacion de la respuestainmune aumenté (< 50 %): IL-10, en macréfagos
derivados de médula dsea (MDMO) M1. Lo anterior, ocurre sin cambios significativos en la acumulacién de
RNAm asociados a inflamacién entre los MDMO expuestossoloaLPSy los expuestosalLPSy TcES. Ademas,
los TcES inhibieronlaproducciéndel NO, sininducir cambios enla produccion de las enzimas NOS2 o ARG1.
Los resultados de estos experimentos muestran que los TcES modifican el perfil de los microRNA como

mecanismo postranscripcional pararegular negativamente larespuestainflamatoria de los macréfagos.



ABSTRACT

Helminth parasites modulate immune responses in their host to prevent their elimination and to
establish chronicinfections.Our previousstudies indicate that Taenia crassiceps -excreted/secreted antigens
(TcES) downregulate inflammatory responses in rodent models of autoimmune diseases, by promoting the
generation of alternatively activated-like macrophages (M2) in vivo. However, the molecular mechanisms
triggered by TcES that modulate macrophage polarization and inflammatory response remain unclear. Here,
we found that, while TcES reduced the production of inflammatory cytokines (IL-6, IL-12, and TNF-a), they
increased the release of IL-10in LPS-induced bone marrow-derived macrophages (BMDM). However, TcES
alone orin combination with LPS orIL-4failed toincrease the production of the canonical M1 or M2 markers
in BMDM. To further define the anti-inflammatory effect of TcES in the response of LPS-stimulated
macrophages, we performed transcriptomic array analyses of mRNA and microRNA to evaluate their levels.
Although the addition of TcES to LPS-stimulated BMDM induced modest changes in the inflammatory mRNA
profile, it induced the production of mRNAs associated with the activation of different receptors,
phagocytosis, and M2-like phenotype. Moreover, we found that TcES induced upregulation of specific
microRNAs, including miR-125a-5p, miR-762, and miR-484, which are predicted to target canonical
inflammatory molecules and pathwaysin LPS-induced BMDM. These results suggest that TcES can modulate
proinflammatory responses in macrophages by inducing regulatory posttranscriptional mechanisms and

hence reduce detrimental outcomesin hosts running with inflammatory diseases.



1. INTRODUCCION

1.1 7aenia crassiceps

Taenia crassiceps es un helminto parasito, cuyo ciclo de vida ocurre en canidos (hospedadores
definitivos) y roedores (hospedadores intermedios). En los canidos, el adulto de T. crassiceps se desarrollay
reproduce sexualmente en intestino, por lo que los huevecillos son liberados a través de las heces y
contaminan el suelo. Los roedores ingieren los huevecillos, de los cuales eclosiona la larva (cisticerco) para
desarrollarse subcutdaneamente o en cavidades pleurales y peritoneales (Figura 1). El ciclo devida se completa
cuando el canido ingiere al roedorinfectado con los cisticercos, | os cuales viajanaintestinoy se desarrolla el
adulto. Los cisticercos, también llamados metacestodos, pueden reproducirse asexualmente a través de

gemacion, lo cual facilita su mantenimiento en cavidad peritoneal de ratones en modelos experimentales®?.

1.1.1Larespuestainmunea 7. crassiceps

Para cultivara T. crassiceps en el laboratorio, se inoculan 20 cisticercos en cavidad peritoneal de
ratonas cepa BALB/c para que se reproduzcan asexualmente durante 8 semanas (Detalles en Materiales y
métodos, seccidn «Cultivo de Taenia crassiceps y obtencion de productos de excrecidn/secrecion (TcES)»). Lo
anterior, ha permitido estudiar la respuesta inmune que el helminto induce en su hospedador?. Entre las
primeras observaciones, fue que las hormonas sexuales funcionan como mediadores de resistenda vy
susceptibilidad durante la infeccidn con T. crassiceps, ya que a las hembras, los estrégenos las hacen

susceptibles, mientras que alos machos, los andrégenos los hacen resistentes®.



Ciclo de vida de T. crassiceps

Intestino grueso
de canidos

Adulto

Musculo de
roedores

Huevecillos Cisticercos

Figura 1:Ciclo devida de Taenia crassiceps. El adulto de T. crassiceps se desarrolla en canidos, donde se reproduce sexualmente
y liberasus huevecillos a través de heces; estos contaminan el suelo y son ingeridos por roedores. Los huevecillos eclosionan,
viajana musculoy desarrollan la etapa larvaria o cisticerco. El ciclo devida se completa cuando los roedores soningeridos por
los canidos. Imagen del escdlex de Taenia spp (microscopio confocal 200x) pertenece a Teresa Zgoda del Rochester Institute

of Technology (RIT), Rochester, Nueva York, EE. UU.

Durante las primeras 5 semanas de infeccion (etapa aguda), T. crassiceps provoca una respuesta de
inflamatoriade tipo T, 1, caracterizada por la produccién de moléculas como IFNy, IgG2ay especies reactivas
de oxigeno. Este microambiente inducen perfiles inflamatorios en las células inmunitarias, por ejemplo, los
macrofagos se activan de manera clasica o M1, produciendo la enzima NOS2 para la sintesis de NO (éxido
nitrico) (Figura 2)°. Las moléculas producidas durante esta respuesta dafian al helminto, lo que limitasu
crecimiento y reproduccién. Sin embargo, no lo eliminan, por lo que tanto la infeccién como la respuesta
inflamatoria se prolongan durante varias semanas, danando los tejidos del hospedador cercanos a T.

crassiceps®™ .



Por lo anterior, a partir de las 6 semanas posinfeccién con T. crassiceps (etapacrénica), la respuesta
del hospedador se polariza hacia una de tipo T2, caracterizada por la produccién de moléculas como las
citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, prostaglandina E2 (PGE,), 1gG1 e IgE, para contrarrestar la inflamacion y
reparalos dafios provocados enlostejidosporlainflamacion crénica. Este microambiente induce poblaciones
como los macrofagos alternativamente activados o M2, que producen a la enzima ARG1 para la sintesis de
prolinas y poliaminas, necesarias para la reparacion de tejidos (Figura 2)°. Ademas, debido a la coevolucién
entre ambas especies, larespuestade tipo T2 para T. crassiceps implica su sobrevivencia, ya que se suprime
la produccion de las moléculas que dafaban sus tejidos, por lo que este helminto encuentra un ambiente

favorable y se reproduce asexualmente, aumentando la carga parasitaria®®,
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Figura 2:Cinética dela respuestainmunedurantela infeccion con T. crassiceps en peritoneo deratonas BALB/c. Durantelas
primeras 5 semanas, la respuesta inmune es de tipo Tul, por lo que se producen citocinas y moléculas inflamatorias
caracteristicas como IL-12, IFNy, TNFa y NO, y los macrdéfagos se activan clasicamente (M1). A partir dela semana 6, la
respuesta inmune se polariza a una de tipo Tu2, produciendo citocinas y moléculas antinflamatorias como IL-4, IL10, IL-13.
PGE,, prolinas y poliaminas, y los macrdéfagos se activan alternativamente (M2), lo que en conjunto aumenta la carga

parasitaria. Imagen modificada de Reyes, JL& TerrazasLl, (2007)*2.



En la dltimas décadas, se han desarrollado modelos experimentales para estudiar los efectos de las
infecciones por helmintos como terapia contra enfermedades autoinmunes o inflamatorias, tales como la
esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico, enfermedades inflamatorias del intestino, artritis
reumatoide y diabetes tipo 11315, Durante estas enfermedades, el sistema inmune reconoce a antigenos
propios o inocuos como extrafios y nocivos, por lo que monta una respuesta inflamatoria contra ellos,
provocando graves dafios en el hospedador. En los modelos experimentales, las moléculas y células de la
respuesta tipo Ty2 inducidas por T. crassiceps y otros helmintos contrarrestan a las moléculasy células
inflamatorias, con lo cual disminuyen los signos de las enfermedades y se reparan los tejidos dafiados 12,
Aunque estos modelos no reflejan completamente |la patologia de las enfermedades humanas, si han

permitido obtenerinformacion para utilizarlos de formaseguray con eficienciaenlos humanos .

Una de las poblaciones celulares mas prometedoras para uso terapéutico, son los macréfagos M2.
Estos se caracterizan por producir altos niveles de Arginasa-1 (ARG1), FI1ZZ1, YM1, IL-10 e IL-6; asi como por
inhibir la proliferacién de linfocitos T CD90* previamente activados con aCD3 a través de las moléculas de
membrana PD-L1 y PD-L2. Durante la infeccidn con T. crassiceps, son reclutados a cavidad peritoneal??,
Recientemente, macrofagos M2 (PD-L1*PD-L2*) reclutados por la infeccidn con T. crassiceps se recuperaron,
aislaron e inocularon en ratones con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), en los que se retrasd
la aparicidon de sintomas de la enfermedad o se redujo la incapacidad clinica e incidencia, demostrando que

los macréfagos M2 son cruciales para regularal sistemainmune durante enfermedades autoinmunes?’.

El tratamiento de enfermedades autoinmunes a través de la terapia con diversos helmintos ha
mostrado su efectividad tanto en modelos experimentales como en pruebas clinicas?®. Sin embargo, los
riesgos de utilizar parasitos vivos para el tratamiento de pacientes preocupan aalgunosinvestigadores?®. Por
lo anterior, la obtencidn y utilizacidn de los productos de excrecion/secrecion (ES) de los helmintos es una
alternativa segura, ya que los efectos en la regulacién del sistema inmune son idénticos a los de las

infecciones.



1.1.2 Los productosexcretados/secretadosde 7. crassiceps(TcES)

Los ES son las moléculas producidas porlos helmintos parasobrevivir, propagarsey evadir al sistema
inmune del hospedador. Son secretados a través de las aperturas orales o de la superficie de su cuerpo, y
estan compuestos porunamezcla de proteinas, glicoproteinasy otras moléculas de bajo peso molecular?®®,
En los Gltimos afios, se hareportado que eltratamiento experimental y clinico de enfermedades autoinmunes
con los ES tiene efectos iguales alos de las infecciones: los sintomas, curso clinico e inflamacién disminuyen,
mientras que aumenta la respuesta de tipo Ty2, con citocinas como IL-4 e IL-10 y el establecimiento de

poblaciones celulares reguladoras®!=’.

En el casode T. crassiceps, se utilizan los productos de excrecidn/secrecion (TcES) mayores a 50kDa3é,
En los modelos murinos de EAEy diabetestipo 1, lainyeccién en cavidad peritoneal de los TcES disminuye los
signos y la incidencia de las enfermedades a través del control de las células y citocinas inflamatorias por
medio de una respuestatipo T2, altas cantidades de IL-10 y el reclutamiento de macréfagos M23°4°, Lo

anterior, demuestra que los TcES tienen los mismos efectos que la infeccidon con T. crassiceps en modelos

autoinmunes.

Hasta el momento, conocemos poco de los efectos directos de los TcES sobre las células inmunes.
Sabemos que en células dendriticas, los TcES inhiben la maduracion y respuesta a lipopolisacaridos (LPS)
porque reducen la produccién de moléculas de membrana como CD80 y CD86; asi como de las citocinas
inflamatorias IL-1B, TNFa, IL-12 e IL-6%%1, Por otra parte, los macréfagos cultivados durante 3 dias con los
TcES noresponden al estimulocon IFNy, yaque SHP1y SOCS1impiden lafosforilacidnde STAT1, demostrando
que los TcES impiden que los macréfagosrespondan a estimulosinflamatorios*. No obstante, desconocemos

silos TcES son suficientes para que los macréfagos adquieran un fenotipo de M2.



1.2L0S MACROFAGOS

En 1908, Elie Metchnikoff describid a unas células fagociticas que identificé comolaprimeralineade
defensa contra las infecciones en los organismos. Para 1924, recibieron el nombre de «macréfagos» y en
1969, los macrofagos fueronidentificados como parte del sistema fagocitico mononuclear®:. Los macréfagos
se desarrollan en médula ésea a partir de células madre, las cuales se diferencian en unidades formadoras de
colonias de granulocitos-macrdéfagos (GM-CFU, por sus siglas en inglés), después en monoblastos,
promonocitos y, finalmente, en monocitos, a través de los estimulos con multi-CSF, IL-3, GM-CSF y M-CSF,
respectivamente. Ya como monocitos se liberan al torrente sanguineoy viajan a diferentes tejidos, segun el
cual, junto con el microambiente, seran las caracteristicas que el macréfago adquirird. Por ejemplo: en higado,
se conocen como células de Kupffer; en piel, células de Langerhans; en hueso, osteoblastos; y en sistema

nervioso central, microglia**.

Los macréfagos son células inmunes cuyas funciones incluyen la respuesta primaria a patdgenos,
inflamacidn, resolucion de la inflamacidén, mantenimiento de homeostasisy reparacion de los tejidos 8, Al
ser parte del sistemainmune, cuentan con una ampliavariedad de receptores ensusuperficie comolos TLR
(receptores tipo Toll, por sus siglas en inglés), receptores tipo lectinay scavenger, los cuales les permiten
reconocera los patégenos por sus PAMP (patrones moleculares asociados a patdégenos, porsiglas eninglés).
La sefializacién a través de los receptores modifica las funciones de los macrdfagos al inducir, directa o

indirectamente, patrones de expresion de genesy, portanto, de proteinas*->2,

Durante las Ultimas décadas, diversos perfiles de activacién de los macréfagos se han descrito, dados
por las interacciones con el microambiente y otros eventos multifactoriales. Entre los primeros descritos,
estan los cldsicamenteactivados (M1) y los alternativamente activados (M2) (Figura 3). Los M1 se diferendan
al reconocer PAMP de organismos patdgenos y en respuestase producen citocinas inflamatorias como IL- 1B,
IL-6, IL-12 y TNFa, y la enzima NOS2, necesaria para la produccién de éxido nitrico (NO). De esta forma, los

macréfagos M1 adquieren actividad antimicrobiana. Por otra parte, los macréfagos M2 se activan por el



estimulo de IL-4 e IL-13 y en respuesta se producen citocinas asociadas a la regulacién negativa del sistema
inmune como IL-10y la enzima ARG1, necesaria para la produccidn de prolinas y poliaminas que participan

enla reparacién del tejido (Figura 4). Los macréfagos M2 antagonizan con los macr6fagos M1°2>4
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Figura 3. Modelo de activacion de macréfagos M1y M2. (A) Los macrofagos M1 son inducidos por IFNy, LPS o TNFa con lo cual
se activan vias de sefializacién para la produccién de moléculas inflamatorias como el NO, IL-12, IL-23 y TNFa con lo cual se
eliminan los patégenos intracelulares. (B) Los macroéfagos M2 son inducidos por IL-4 o IL-13 con |o cual se activan vias de
sefalizacionantinflamatorias para producir moléculas reguladoras y reparadoras como IL-10, prolinas, poliaminas, PD-L1 y PD-

L2. Modificadade Martinez FO y Gordon S (2014)>*.

1.2.1Los macrofagosclasicamente activados (M1)

La activacion clasicade los macréfagos (M1) ocurre cuando entran en contacto con IFNy y antigenos

de los organismos patégenos, como los LPS de bacterias Gram negativas. Entonces, los macréfagos



desarrollan una respuesta inflamatoria para eliminar a los patégenos intracelulares mediante la produccién
de citocinas como interferones tipo | (IFNa e IFNB), IFNy, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23 y TNFa; quimiodinas
como CXCL1-3, CXCL-5, CXCL8-10; especies reactivas del oxigeno y nitrogeno, y NO>*% Una de las
caracteristicas principalesy definitorias de estos macréfagos es el incremento en laproduccidn de laenzima

NOS2, la cual metabolizaalal-argininaparaproducir NO (Figura4)>’.
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Figura 4. Metabolismo de arginina por NOS2 y ARG1 en |a polarizacion de macréfagos M1y M2. Los macrdéfagos M1 procesan
la L-arginina por medio de la enzima NOS2, produciendo como producto intermedio NO; mientras que |os macrdfagos M2
procesan la L-arginina utilizando la enzima ARG1, produciendo prolinas y poliaminas para reparacién del tejido. Abreviaturas:

ASL, arginino succinato liasa; ASS, arginino succinato sintasa; OAT, ornitina aminotransferasa; ODC, ornitino decarboxilasa.

ModificadadeRath, M. et al.(2014)>".

Como ya mencionamos, los macréfagos tienen una amplia gama de receptores de membrana para
reconocer a los PAMP. El receptor TLR4, parte de la familia TLR, reconoce a los LPS, por lo que se activan

miembros de la via de las MAPK (Mitogen-activated protein kinases), como a ERK-1 y ERK-2, los cuales



participan en la produccion de IL-1B y TNFa®8. Ademas, se activan los adaptadores MyD88y TRIF. La via de
sefializacidon através de MyD88 activa una cascada de quinasas que incluye alRAK4, TRAF6 e IKKB, y culmina
con la activacion de NF-kB (factor nuclear kB); este factor es critico para la respuesta inflamatoria en
macrofagos puesto que transcribe a multiples genesinflamatoriosque incluyen a los de las citocinas IL-1B, IL-

6, IL-12 y TNFo (Figura 5)5%¢°,
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Figura 5. Principales vias de sefializacién en los macroéfagos M1. IFNy y LPS son los ejemplos de los principales estimulos
necesarios paralainduccién de macréfagos M1 Como se explica en el texto NF-kB, STAT1, IRF3, IRF9 y AP-1 son |l os principales

mediadores dela activacion M1. Modificadode Martinez FO y Gordon S, 2014,

Paralelamente, la sefializacidén a través TRIF activa al factor de transcripcion IRF3 (Interferon-
responsive factor), el cual transcribe a los IFN tipo | que funcionan de manera autocrina, al unirse a su
receptor: IFNa/BR. Lo anterior, provoca que STAT1 y STAT2 se fosforileny formen un heterodimero que
transloca a nucleo, donde recluta a IRF9, formando un heterotrimero, que se une en promotores de genes
estimuladosporIFN®%2 Los IRF son reguladoresde laactivacidonde los macréfagos®3. Ademas de IRF9e IRF3,
IRF5 también es activado rio abajo de MyD88 y es necesario para la produccién de los RNAm 116, 1112 y Tnf

(Figura 5)5453,



Otra de las vias de activacién de macréfagos M1 es por el estimulo con IFNy, el cual al unirse a su
receptoractiva a JAK1y JAK2, los cualesfosforilanaSTAT1 que formaun homodimeroy transloca al nucleo
para la transcribira losRNAmM Nos2 e /1/112. STAT1 es un factor de transcripcion esencial paralos macréfagos
M16%66 Simultaneamente, IFNy activa a las MAPK: p38, ERK-1, ERK-2y JNK-1, los cuales contribuyen con la
produccién de RNAmM como Nos2, Tnf, Ccl5, Cxcl9, Cxcl10 y otros asociados a la presentacion de antigenos?.
Curiosamente, la via de JNK/AP1 se sobrepone con la de NF-kB, incluyendo estimulos de activacidn y genes
activados rio abajo, sugiriendo la cooperacion entre ambas vias y asegurarse de que ocurra la activacion a

M168,

Por ultimo, el establecimiento de los macréfagos M1 requiere de lainhibicién de las vias asociadas a
macréfagos M2. Como ejemplo, el complejo COT/TPL2, parte de las MAPK, controlala fosforilacion de lavia
PI3K-AKT-mTOR, la cual promueve la activacion a M2y restringe lainflamaciénal regularalos RNAmde TNFq,
COX2 y CXCL-1%°. Otro ejemplo es la fosfatasa SHIP, regulador negativo de la via PI3K, por lo que también

favorece el establecimiento de los macréfagos M1y suprime alos macréfagos M27°,

1.2.2 Los macrofagosalternativamente activados (M2)

Los macréfagos se activan alternativamente (M2) al entrar en contacto con las citocinas IL-4 o |L-13,
con lo cual, contribuyenauna respuestaantinflamatoria, remueven y reparan el tejido dafado, y contienen
o expulsan alos parasitos extracelulares®. Lo anterior ocurre por la produccién de IL-10, dectina 1, receptor
de manosa(MR), receptor scavenger A, receptor scavenger B-1, CD163, DC-SIGN, CCR2, CXCR1, CXCR2, YM1
y FIZZ17*73, Una de las caracteristicas principales y definitorias de estos macréfagos es el incrementoen la
produccién de la enzima ARG1, la cual metaboliza a la L-arginina para producir prolinas y poliaminas,

necesarias parala reparacién de tejidos (Figura4). La ARG1 compite con NOS2 por la L-arginina’*7>,

10



La IL-4Ra (Cadenaa del receptorde IL-4) es parte del receptorde lalL-4 e IL-13, las cuales al unirse a
su receptoractivanaJAK1ly JAK2 oa JAK1y TYK2, respectivamente. En ambos casos, la sefializacidon rio abajo
activa a STATS, factor de transcripcion fundamental para el perfil M2, que forma un homodimero, transloca
al nucleo, reclutaalRF4y activa a los promotores de los genes de ARG1, MR, FIZZ1,YM1, entre otros (Figura
6)%17678 Ademas, la union a la IL-4Ra también induce la fosforilacién de IRS2 que activa a PI3K, cuya via

participaenla activacion M2 de los macréfagos’.

La via de PI3K/AKT se activaa través de los receptores Fc. Una vez activada, la PI3K tipo | fosforilaa
PIP2 para generarPIP3, el cual reclutaa AKTy a mTORC2, facilitando laactivacion de AKT por mTORC2. Una
vezactivada, laAKTfosforilae inactivaaTSC1/2, lo que activaamTORC1 y se restringe la sefializacion a través
de TLRy NF-kB. De esta forma, la via PI3K/AKT es critica para restringirlarespuestainflamatoriay favorecer
la activacion de los macréfagos aM2 (Figura 6). Ademas, la activacion de PI3K es esencial paralaactividad de

ARG, y actUa en paraleloa STAT68%2,

Otro de los factores de transcripcidon que participan en la polarizacién de macréfagos M2 es PPARy
(Peroxisome proliferator-activated receptory), el cual se produce constitutivamente en macréfagos, pero
aumenta por el estimulode IL-4 e IL-13. Su activacidninhibe el funcionamiento de STAT1, NF-kBy AP-1, por
lo que suprimen la polarizacion a M133-2>, Asimismo, KLF2y KLF4 (Krueppel-like factor) se unen al ADN para

impedirlaactividad de NF-kB, porlo que también inhiben alos macréfagos M186287,

Por otro lado, launiénde laIL-10 a sureceptor (IL-10R) induce la activacion de JAK1y TYK2, que a su
vez fosforilany activan a STAT3, lo cual reduce la transcripcidon de citocinas como IL-1f, IL-12, TNFa e IFNy,
con lo cual la IL-10 ejerce su funcidon de mediador de la respuesta inflamatoria (Figura 6) 2. Asi, las diversas
vias de sefializacién activadas en los macréfagos M2 actian en conjunto para modular la actividad de

moléculas asociadas alos M1.

11
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Figura 6. Principales vias de sefializacion en los macréfagos M2. Las IL-4, 1gGe Il-10son los ejemplos de los principales estimulos

) Z;-»Dco/

necesarios parala induccion de macréfagos M2 Como se explica en el texto STAT3, STAT6 y P13K son los principales mediadores

de la activacion M2. Modificadode Martinez FO y Gordon S,2014 >4,

En las décadas recientes, se han estudiado otros mecanismos que participan en la activacién de
macréfagos como las regulaciones epigenéticas, entre las que destacan los microRNA. Los microRNA son
parte de unafamiliade RNA pequeiios de alrededor de 21 nucledtidos (nt) que han surgido como reguladores
postranscripcionales de las células. Varios estudios han indagado en la funcién que desempefian durante la
activacion de los macrofagos, demostrando que larespuestainflamatoria excesiva o deficiente estd asociada
a la desregulacion del perfil de microRNA, asi como la polarizaciéon a M2 también expresa microRNA

especificos®1,

1.3 Los microRNA

Los microRNA son una clase de RNA pequefios no codificantes, de cadena simple, conformados por

18-22 nucledtidos(nt), evolutivamente conservados y descritos como reguladores postranscripcionales de los

12



RNAm, ya que se unen a secuencias complementarias blanco en los RNAm e interfieren con su traduccion,
alterando la produccion de proteinas®*°3. Ademas de esta funcidn, recientemente se ha descrito que también
pueden ingresar al nucleo celular para regular la transcripcién de genes, de otros microRNA, RNA largos no
codificantesy ribosomas®*.Porlo que, los microRNA participan en todos los procesos biol dgicos de las células
qgue incluyen la proliferacidn, diferenciacidn, apoptosis y traducciéon de sefiales; expandiendo el

entendimiento de los mecanismos que regulan la produccién de RNAm, proteinas y otros RNA%2%3,

1.3.1Biogénesisde los microRNA

La mayoria de los microRNA (50 %) son independientes de los transcritos que codifican proteinas,
por loque son transcritos por laRNA polimerasall (RNA Pol Il) y, algunas veces, porla RNA Pol III. El resto de
los microRNA se localizan en intrones de genes que codifican proteinas u otros RNA no codificantes, siendo
producto del splicing o splicing alternativo, pero procesados de forma separada. También se ha descrito
microRNA derivados de sitios de inicio de latranscripcidn o del inicioy terminacion de la transripcion®%. S
bienel origen de los microRNA puede variar, se caracterizan por compartiralgunos elementos de las vias de

procesamiento de microRNA maduros. A continuacidn, mencionaremos sus principales vias de generacion.

1.3.1.1 La via candnica

La produccién de los microRNA comienza con la transcripcién de microRNA primarios (pri-miRNA) por
la RNA Pol Il. Estos pri-miRNA (=100 nt) estan plegados en una estructura tallo-horquilla, con caperuza de
guanosinaen el extremo 5’y poliadenilacién en el extremo 3’. Laestructura de horquilla sirve como sustrato
para el microprocesadorformado por Drosha, unaRNasa Ill, y DGCRS, proteinade unidonaRNA. Drosha hace
cortes endonucleoliticos, generandoal precursor del microRNA (pre-miRNA) (Figura 7). El pre-miRNA (60-100

nt) es transportado fuera del nucleo por la exportina-5y Ran-GTP. Una vez en citoplasma, el pre-miRNA es
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procesado por Dicer, otra RNasa lll, asi como por otras enzimasy proteinas de unién a RNA de cadena doble,

generando un microRNA de cadena doble (18-24 nt), las cualesreciben el nombre de 5p o 3p%3°69°,

En afos recientes, se hademostrado que ambas cadenas (5py 3p) son funcionalesy su seleccién esta
asociadaal contenidode GCy AU enel extremo 5, al tipo celular, el estimuloala célula, entre otras. Ademas,
contrarioa lo que se creia, las cadenas pueden sercargadas al RISC al mismo tiempo?*°. Unavez seleccionada
la cadenay cargada al RISC, el microRNA recluta a diversas proteinas de unién al RNA, incluyendo TRBP y a
las proteinas cataliticas Argonauta (AGO), formando un complejo ribonucleoproteico conocido como miRISC
(microRNA RNA-induced silencing complex).Las AGO son esenciales parael ensamblaje y funcién del miRISC,
e interactuan directamente conlos microRNAYy con las proteinas glicina-triptéfano (GW182), que acttan rio
abajo como efectorasen larepresion delatraduccién. Por ultimo, el microRNA dirige al miRISC hacia el RNAmM
blanco a través de la complementariedad de secuencias, reprimiéndolo o degradandolo por deadenilacion

(Figura 7)9399.101,

El mecanismo por el que el RNAm serd reprimido depende de la complementariedad entre ambos:
un nivel bajo, resultaen lainhibicién de latraduccidn; mientras que un nivel alto, en ladegradacion del RNAm
por el complejo miRISC. En los microRNA de animales, es muy comun la baja complementariedad 192, Se
consideraba que la regiéon semilla de los microRNA (nucledtidos 2-7) el elemento minimo para reconocer al
UTR 3’ (untranslated region) de los RNAm blanco. Sin embargo, recientemente se hadescrito que cuando el
miRISC se une a su RNA blanco, AGO sufre cambios conformacionales que permiten un emparejamiento
extendido con la regién semillay expone, ademas, parte de laregién 3° del microRNA (nucledtidos 13-16)

para interaccion adicional con el blanco©3,
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3’ del RNAm para reprimir sutraduccion. Para mas detalles checar el texto. Adaptada de Hammond, SM%,
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1.3.1.2 Las vias independientes a Drosha
1.3.1.2.1 miRtrones

Estos microRNA se generan a partir del procesamiento de intrones porla maquinariadel splicing. El
intrén es cortado porel empalmosomay procesado porlaenzimade desramificacion Ldbr. Después, se pliega
en una estructura secundaria tipo pre-microRNA. Las horquillas de los miRtrones son aproximadamente 10
pb mas cortas que las horquillas de los pri-microRNA canédnicos, por lo que evitan el procesamiento por
Droshay es exportado directamente porlaexportina5y Ran-GTP, paraentraral resto del procesamiento por

la via candnical®.

1.3.1.2.2 Viade pre-microRNA con caperuza m’G

Otro grupo de microRNA se define porque su transcripcidon ocurre por el inicio y la terminacion de
esta, a través de la RNA Pol Il, y en su extremo 5 contiene una caperuza m’G. Mientras estan siendo
transcritos, se unen CBC (complejode uniénalacaperuza), PHAX (adaptadorfosforilado paralaexportacién
del RNA) ylaexportinal, encargados de exportar snRNA (RN A pequefiosnucleares) fueradelntcleo. Una vez
en citoplasma, Dicery las proteinas accesorias cortan y generan un microRNA con caperuza m’G en5’. Otro
grupo de microRNA que contiene también la caperuza m’Gy es procesado igual, son los microRNA que se

derivandessitios deiniciode latranscripciony estan ligados alas pausas en el promotorde la RNA Pol 1198196,

La diversidad de vias para la biogénesis de los microRNA nos indica su importancia bioldgica en los
procesos celulares, que incluyen laregulacion postranscripcional de RNAmy su reimportacion al ndcleo para
regular la transcripcién de genes, de otros RNA y de ribosomas. Ademas, patdégenos de vertebrados, como
virus o helmintos parasitos los usan para evadir a las células inmunitarias!®’1%, Por ejemplo, el helminto
Echinococcus multilocularis secreta un imitador del miR-71 a través de exosomas, que es fagocitado por los

macréfagos, enlos que reduce la produccidon de NO, clave en larespuesta de macréfagos M1120,
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1.3.2 Lafuncion de los microRNA en el sistema inmune

El sistemainmune esta divididoeninnatoy adaptativo. El primero proveelaprimeralinea de defensa
contra patégenos a través de células como los monocitos, macréfagos, DC y granulocitos; y el segundo
responde de manera antigeno especifica a las sefiales mandadas por las células innatas a través de los
linfocitos T y B. Los microRNA han sido asociados con el desarrollo y funcionamiento de las células
inmunitarias. Por ejemplo, se ha encontrado que algunos microRNA controlan su proliferacién y la
hipersensibilidad de los granulocitos a estimulos de los patégenos, impidiendo una respuesta inflamatoria
exagerada!!'13 Enlinfocitos B, los microRNA son necesarios para su desarrollo, diferenciacion, proliferacion
y para los rearreglos de los genes V(D)J, genes que se recombinan para generar el amplio e spectro de

anticuerpos que existe!*16, Ademas, contribuyen a que estas células produzcan anticuerpos IgG1 de alta

afinidad®'7 18,

Por otra parte, durante el desarrollode los linfocitos Tse producen distintos patrones de microRNA
dependiendo de su etapa de maduracidn''®. Una vez maduros, los linfocitos T se activan cuando reconocen
antigenos por medio de las células presentadoras de antigeno, como las DC y macréfagos, con lo cual, los
linfocitos T proliferan e inician larespuestainmune, procesosen los cuales losmicroRNAson esenciales2912,
Ademas, los microRNA también son importantes en la diferenciacion y funcionamiento de las DC y
macrofagos??2. Porejemplo, el miR-155-5p esindispensable paralafuncion éptimade las DCen la fagocitosis

de los patdgenosy la presentacion de antigenos!?3124,

De estaforma, los diversos estudios de microRNA en células delsistemainmune han demostrado que
estos tienen un estricto balance para controlary eliminar a los patégenos, asi como prevenir la inflamacién
excesiva que resulte en una patologia inmune. La desregulacién de este balance resulta en patologias

autoinmunes, inflamatorias o cadncer!?>:126,
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1.3.3Los microRNAy macrofagos

1.3.3.1 Los macréfagos M1

Como ya mencionamos, los macréfagos M1 se activan a través de los TLR que reconocen PAMP, con
lo cual se transcriben RNAm asociados a citocinas, quimiocinasy moléculas coestimuladoras para reclutara
otras célulasy erradicarlainfeccion de maneraefectiva. Después del estimulo de TLR4, se activan las vias de
sefalizacion de NF-kB y MAPK lo que induce la produccién de diversos microRNA como miR-146a-5p, miR-
155-5p, let-7e, miR-21a-5p y miR-125b-5p de manera dependientea NF-kB; y miR-21a-5p, miR-146b-3p, miR-
146b-5p y miR-155-5p de forma dependiente a MAPK, los cuales inhiben a RNAm asociados a procesos

antinflamatoriosy favorecen alos asociados a proinflamacién*2¢,

Porotra parte, lainduccion de los diversos perfiles de losmacréfagos tambiénocurre porlainhibicion
de algunas moléculas durante ladiferenciacién. De estaforma, las moléculas asociadas a M1 suprimena las
asociadasa M2 y viceversa, evitando asilaactivacidn hacia la otra. Los microRNA también son parte de este
mecanismo: el miR-720, se une directamentea GATA3, y el agrupamiento de los miR-23a/27a/24-5p, suprime
las vias de JAK1/STATS6, IRF4 y PPAR-y al unirse directamente a sus RNAm, inhibiendo la polarizacion a
M2141142 Otro ejemplo, es el miR-155, el cual aumentasus niveles posestimulo a los TLR2, TLR3, TLR4 o TLR9
de forma dependiente aMyD88 y TRIF, y es esencial paralapolarizacién de los macréfagosa M1. Una de sus
funciones es estabilizaral RNAm Tnfy hacerblanco enlos RNAm de SHIP1, SOCS1, C/EBPB y IL-13Ra, siendo
los primeros tres reguladores negativos de la via de los TLR y promotores de la respuestaantinflamatoria, y
el ultimo esencial paralaactivacidon de STAT631143-146 De estaforma, los microRNA favorecen la produccidn

de moléculasy citocinas inflamatorias, mientras inhiben la polarizacién a M2.

Por otro lado, diversos investigadores han estudiado el aumentoy la disminucién enlaacumulacién
de los microRNA durante la activacion de los macréfagos a M1. Entre estos estudios, estd el hecho en

macroéfagos derivados de médula 6sea (MDMO) de ratdn estimulados con LPS e IFNy; por medio de un arreglo,
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observaron el aumento en los niveles de 109 microRNA, de los cuales confirmaron, mediante RT-qPCR, el
aumento de los miR-181a, miR-155-5p, miR-204-5p y miR-451'%’, En otro estudio, macréfagos derivados de
células mononucleares de sangre periférica humana estimulados con IFNy y TNFa modificaron los niveles de
303 microRNAy los autores confirmaronel aumento en laacumulaciéonde los miR-145-5p, miR-146a-5p, miR-

193a-5p y miR-29b-3p como exclusivos de M1148,

Finalmente, aunque se ha demostrado que los miR-146a y miR-155 son fundamentales para la
diferenciacidon de macréfagos M1, también forman parte de la retroalimentacién negativa necesaria para
recuperar el estado homeostatico de los macréfagos. El miR-146a-5p tiene como blanco a los RNAm Irakly
Traf6; y el miR-155 a los RNAm Ikk 5, Ikk sy Myd88; por lo que, disminuyen la produccién de las citocinas IFN

tipol, IL-18, IL-6 y la actividad de lavia de MyD88!32135-144,

1.3.3.2 Los macrdéfagos M2

Los macréfagos M2 se polarizan al reconocera las citocinas IL-4 e IL-13, con lo que activan moléculas
gue contrarrestan la inflamacién y ayudan a volvera un estado de homeostasis. Si bien, muchos de los
microRNA asociados a los macréfagos M1 han sido estudiados, la caracterizaciony funcion de los microRNA
en M2 ha sido menor. Entre los primeros microRNA descritos asociados al estimulo in vitro e in vivo con IL-
4/1L-13, estd el miR-511, al que se ha predicho por bioinformatica que tiene como blancos RN Am asociados
con inflamacion®>°. En macrdofagos de sistema nervioso central, o microglia, la exposicién a IL-4 e IL-13
aumentalos niveles del miR-124, cuyos blancos sonlos RNAmM Cd86, Nos2y Tnf,y favorece la produccién de
YM1 y MR. Este aumento en la acumulacidn del miR-124 contribuyd a reducir los signos de la EAE, modelo

murino de la esclerosis multiple!¢®*e?,

Otros estudios han demostrado que los microRNA asociados a los macréfagos M2 inhiben la

acumulacién de RNAm asociados a inflamacién®°16%185 por ejemplo, el miR-223 hace blanco en el RNAm
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Stat3, con lo que inhibe a IL-6 e IL-1B; el miR-34a se une al RNAm Notch1, necesario para la produccién de
TNFa e IL-6; y el miR-210 inhibe al RNAm de NF-kB®¢-168 En contraste, el miR-466l se une a su UTR 3’ del
RNAm //10, protegiéndolo de ladegradacion por tristetraprolina en lugar de inhibirlo'®®. Cabe mencionar que
laIL-10 inhibe la produccién del miR-155-5p, con lo que aumentan los niveles de SHIP1y SOCS1, reguladores

negativos de lavia de los TLR7°,

Algunos grupos han identificado microRNA en macrofagos M2 utilizando microarreglos vy
bioinformatica. Por ejemplo, se reporté que los MDMO estimulados con IL-4 aumentaron la produccién de
los miR-500a-5p y miR-502—3p; sin embargo, no se menciona que otros microRNA aumentaron!*’. En otro
estudio, utilizando también MDMO estimulados con IL-4durante 72 h, encontraron cambios en 54 microRNA,
de los que solo pudieron comprobaraumento en los niveles del miR-342-3p, el cual es dependiente de lavia
de IL-4/STAT6. Ademas, demostraron que en macrofagos provenientes de lainfeccion con el helminto Brugia

malayiaumentanlos niveles de este microRNAY?,

La identificacion de los microRNA inducido en macréfagos M2 durante las infecciones con helmintos
ha sido muy poca. Entre estos estudios destaca el hecho en macréfagos M2 recuperados de cavidad
peritoneal de ratones infectados con B. malayi durante 3 semanas, en el que aumentaron los niveles de 19
microRNA, de los que se comprobé la produccidn de los miR-125b-5p, miR-146a-5p, miR-199b-5p y miR-378-
3p. Continuaron analizando por bioinformdtica e in vitro lafuncién del miR-378-3p y encontraron que esparte
de laretroalimentacién negativa de lavia IL-4R/PI3K/AKT y su produccién es dependiente de la |L-4*72.En otro
estudio hecho por Guo et al. hicieron un cocultivo de macréfagos RAW 264.7 y metacestodos de E.
multiocularis durante 6 o 12 h, e identificaron aumento en distintos microRNA como miR-146a-5p, miR-155-
5p, miR-21a-5p, miR-146b-5p, miR-99b-3p, miR-125a-5p y miR-378. Por medio de analisis bioinformatico,
encontraron que estos microRNA tienen como blancoalos RNAm Tnf, Il1a, 116, I112a, 1112b, Ccl22y Ccl18, con
lo cual sugieren que los microRNA podria ser uno de los mecanismos de regulacion de la inflamacién en los

macrofagos expuestos alos ES de los helmintos?’3,
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2. JUSTIFICACION

Previamente, se ha confirmado que los TcES contrarrestan la inflamacién en modelos de
enfermedades autoinmunes y que gran parte de ese efecto es por la inhibicidn de caracteristicas M1 en los
macrofagos3®4%42, En afios recientes, los microRNA han surgido como moléculas fundamentales para la
regulacién de la expresion genética en diversos tipos celulares. Especificamente en macréfagos, son
esenciales para su diferenciacion y funciones inmunes®®°*174, Por ejemplo, sabemos que el miR-155-5p
favorece la activacién de vias asociadas a inflamacién, mientras que el miR-378-3p es necesario para la
sefializacion de IL-4 en macréfagos!’2175176 Por lo tanto, es necesario determinar como los TcES regulan
directao indirectamente los niveles de microRNA que contribuyen ainhibirlas caracteristicas de macréfagos
M1 utilizando un modelo in vitro. Esto aportard informacién importante que incrementard nuestro
conocimiento sobre las vias de sefializacién y mecanismos utilizados por los macréfagos en respuesta a los

TcES.
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3. HIPOTESIS

Los TcES inhibenla diferenciacion a M1 e inducen caracteristicas de M2 en macréfagos expuestos a
ambientesinflamatorios in vivo e in vitro. En la Ultima década, se ha demostrado que la diferenciacién de los
macroéfagos estdregulada por cambios en el perfil de expresidon de microRNA. Lo anterior nos sugiere que los
TcES modificarian el perfil de expresion de los microRNA en macréfagos M1, para contrarrestar la respuesta

inflamatoria.

Los cambios en la expresién de microRNA en macréfagos M1 podrian ser determinados a través de
un arreglo de microRNA. Se esperaria que los TcES aumentaran la expresion de microRNA que tienen como
blanco genes asociados a inflamacion y disminuyeran la expresién de microRNA que se han asociado con el

establecimiento de macréfagos tipo inflamatorios.
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4.1

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizarel perfil de microRNA inducido porlos TcES en macréfagos inflamatorios de ratén.

4.2

Objetivos particulares

Verificar los niveles de las citocinas IL-6, IL-10, IL-12 y TNFa en los macréfagos M1 expuestos a los
TcES in vitro utilizando ELISA.

Comprobar la produccién de NO en los macréfagos M1 expuestos a los TcES in vitro utilizando el
reactivode Griess.

Determinarlos niveles de las enzimas NOS2y ARG1 en macrofagos M1 expuestos alos TcES in vitro
mediante citometria de flujo.

Explorar cambios en la acumulacién de RNAmM en macréfagos M1 expuestos a los TcES in vitro
utilizando un arreglo de 248 RNAm asociados a larespuestainflamatoria.

Identificar cambios en el perfil de microRNA de macréfagos M1 expuestos a los TcES in vitro por
mediode unarreglode 566 microRNA.

Analizar las vias de sefializacién asociadas al perfil de microRNA in silico por medio del programa

bioinformatico DIANA tools.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. LINEAMIENTOS ETICOS

Las ratonas cepa BALB/c utilizadas en los experimentos de este proyecto se manejaron de acuerdo
con las «Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (NOM-
062-Z00-1999, 2001)» y «Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)» durante las estancias de
investigacion en The Ohio State University (OSU) y The Research Institute at Nationwide Children’s Hospital,
haciendo el maximo esfuerzo para minimizar su sufrimiento. Los animales se sacrificaron por inhalacién de

CO..

5.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Ratonas adultas de 6-8 semanas de edad de lacepa BALB/c se adquirieron de los laboratorios Harlan
(EE. UU.) y se mantuvieron en los bioterios de la OSU o de The Research Institute at Nationwide Children’s

Hospital. Las ratonas se mantuvieron en un ambiente libre de patégenos durante todo el experimento.

5.3. CULTIVO DE 7aenia crassicepsY OBTENCION DE PRODUCTOS DE EXCRECION/SECRECION (TcES)

Se utilizaron metacestodos de T. crassiceps cepa ORF. Los metacéstodos se obtuvieron de ratonas
previamenteinfectadas (6 semanas de infeccion) por medio de lavados peritoneales con solucién salina estéril
(SSFE). Se seleccionaron los metacestodos que median aproximadamente 2.0 mm de diametro y no tenian
gemaciones parainocularse en cavidad peritoneal de ratonas BALB/cde 6-8 semanas de edad sin infecciones
previas. Todoloanteriorse hizo en condiciones de esterilidad.

Para obtenerlos TcES, los metacestodos se recuperaron de la cavidad peritoneal de ratonas BALB/c
con 8 semanas de infeccidn, se lavaron con SSFE y se mantuvieron en frascos de cultivo celular de 150 cm?
(Corning, EE. UU.) a 37° Cy 5 % de CO, durante 24 h. Transcurrido este tiempo, el sobrenadante fue
recolectado y centrifugado a 1000 g por 10 min; se recupero, se colocé en un tubo Amicon Ultra de 50 kDa

(Millipore, EE. UU.) y se centrifugd a 2000 g por 30 min. Inmediatamente, lafraccidon de proteinas superiora
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50 kDa se recuperd, se le afiadieron inhibidores de proteasay se hicieron alicuotas que se almacenaron a -
80° C hasta su uso. La concentracién de las proteinas fue determinada por el ensayo de Bradford (Biorad, EE.

UU.). Todo lo anteriorfue realizado bajo estrictas condiciones de esterilidad.

5.4. OBTENCION Y DIFERENCIACION DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSEA (MDMO)

Paraobtenerlas células derivadas de médula dsea, el fémury latibia se extrajeron de ratonas BALB/c;
se cortaron ambos extremos de los huesosy se perfundieroncon SSFE7717°, Las células derivadas de médula
Osea se contaron y ajustaron a 5x10° células/ml para sembrarse en cajas de cultivo de 6 pozos con medio
DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 5% de penicilina/estreptomicinay 20 ng/ml de M-CSF
recombinante (BiolLegend, EE. UU.); el M-CSFr se agregd cada tercer dia a los cultivos.

Al dia 7, las células derivadas de médula 6sea se despegaron mecdnicamente de los pozos para
comprobar su diferenciacién a macréfagos. Después de despegarlos, se lavaron con SSFE, se contaron y
ajustaron a 1x10° células/ml para realizar una citometria de flujo. Los macréfagos se seleccionaron por los
niveles de F4/80 y CD11b en membrana, siendo el 98 % de |la poblacién (Figura 8). La contaminacién con
neutrofilos se descartd yaque soloel 1.8 % de la poblacién celular era Ly6G*, confirmando que las condiciones
de cultivo favorecenladiferenciacién a macréfagos.

Una vez comprobado lo anterior, el resto de los macréfagos derivados de médula 6sea (MDMO) se

lavaron, se les afiadié nuevo DMEM suplementado sin M-CSFy se hicieron los estimulos por grupos.

5.5. ESTIMULO DE MDMO

Los MDMO se estimularon con LPS (1 pug/ml), TcES (25 ug/ml), IL-4 (20 ng/ml) o con la combinacién
de TcES+LPS o TcES+IL-4; inmediatamente, se pusieron en cultivoa 37° C, 5 % CO, durante 4 o 24 h.
Transcurrido este tiempo, los sobrenadantes se recuperaron, las células se despegaron para citometria de

flujo o se rompieron pormedio de QlAzol (QIAGEN, EE. UU.) para obtenerlos RNA totales (Figura9).
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Figura 8. Las células derivadas de medula dsea tienen moléculas de membrana caracteristicas de macrofagos. Las células
provenientes de los cultivos con rM-CSF fueron F4/80*CD11b*Ly6C*, mientras que solo el 1.8 % fue Ly6G*. Figura

representativa de 3 experimentos independientes.
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Figura 9. Diagrama de flujo del disefio experimental general. Para diferenciar a los macréfagos, células progenitoras de médula
dsea secultivaron con M-CSF recombinantea 37°Cy 5 % de CO; por 7 dias. Al dia 7,los MDMO se lavaron y estimularon con
los siguientes estimulos: LPS (1 pug/ml), TcES (25 ng/ml) o ambos durante 4 o 24 horas. Los sobrenadantes, RNAtotal o células

serecuperaron parasu posterior analisis.
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5.6. ANALISIS DE CITOMETRIA DE FLUJO

Los MDMO se despegaron delos pozos de cultivo de manera mecanica, se contaron, ajustarona 1x10°
células, tifieron con el colorante fluorescente azul L23105 (Life Technologies, EE. UU.), para descartar células
muertas, e incubaron con los anticuerpos antirraton CD16/32 (BioLegend, EE. UU.) en buffer de FACS, para
evitarel reconocimiento inespecifico de los otros anticuerpos, durante 15 min a 4° C. Después, se afiadieron
300 pl de PBS, se centrifugaron a 1500 rpm 10 min, se decanté el sobrenadante, se agregaron 100 ul de buffer
de FACS, se tifieron con los marcadores de superficie CD11b (Alexa Fluor 700), F4/80 (Brilliant violet 785),
CD86 (Brilliant violet 421), PD-L1 (PE-Cy7) y PD-L2 (PE), y se incubaron por 30 min a 4° C; las células tefidas
se lavaron 3 veces con bufferde FACS. Todos los anticuerpos mencionados previamente fueron comprados a

BiolLegend, EE. UU.

Para tefiir marcadores intracelulares, las células se permeabilizaron con el reactivo Fix/Pemm de
acuerdo con el protocolo del kit Cytofix/Cytoperm (BD BioScience, EE. UU.). Los anticuerpos intracelulares
utilizados fueron antiNos2 (PE, eBiosciences, EE. UU.) y antih/mArginasa-1 (APC, R&D systems, EE. UU.).

Despuésde agregarlos, se incubaron las células por30 mina 4° C.

Para detectara las diferentes moléculas de membrana marcadas se utilizaron los citdmetros de flujo
FACSCalibur (BD BioScience, EE. UU.) y LSR Il (BD BioScience, EE. UU.). La estrategia de analisis que se utilizd

enlos MDMO fue:

1. Seleccion por tamaio (FSC-A) y granularidad (SSC-A), para eliminar restos celularesy
eritrocitos.

2. SelecciénenFSC-AyFSC-H, paraeliminarlosagregados celulares.

3. Selecciénde negativos parael marcadorfluorescente azul L23105 (L/D).

4. Selecciénde positivos paralas moléculasde membranaCD11by F4/80.
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Por lo que los marcadores de MDMO fueron L/D-CD11b*F4/80*. El analisis de datos se hizo utilizando el

software FlowJo (FlowlJo, LLC).

5.7. DETERMINACION DE NIVELES DE CITOCINAS
Para detectar las citocinas secretadas por los MDMO en respuesta a los diferentes estimulos, los
sobrenadantes de los cultivos celulares se analizaron por ELISA Sandwich (Peprotech, EE. UU.) para detectar

IL-6, IL-10, IL-12 y TNFa siguiendo el protocolo del fabricante?®°,

5.8. PRODUCCION DE 0XIDO NITRICO (NO)

El NO producido por los macréfagos fue detectado utilizando el reactivo de Griess!®!. Primero,
colectamos 50 pl del sobrenadante de cada grupo y lo anadimos a una placa de 96 pozos, en cuyos pozos
habiamos afadido previamente 50 ul del reactivo de Griess. El reactivo de Griess se hizo con 0.1% N-(1-Naftil)
etilenediamino dihidroclorido (Sigma-Aldrich, EE. UU.) en agua destiladay 1 % sulfanilamido (Sigma-Aldrich,
EE. UU.) en 5 % de acido fosfdrico (Sigma-Aldrich, EE. UU.). La placa se incubd a temperatura ambiente por
30 miny los nitritos se leyeron en un lector de placas (BioTek, EE. UU.) a 540 nm. El valor de los nitritos se

calculé usando una curva estandar de nitrito de sodio con un rango de concentracién 0a 100 puM.

5.9. EXTRACCIONY CALIDAD DE LOS RNA

El RNA total se extrajo de los MDMO con los diferentes estimulos (Myps, Mices, Mrcesips © PBS (M)
usando el reactivo QlAzol (QIAGEN, EE. UU.). Después, el RNA fue purificado siguiendo el protocolo de kit
miRNeasy (QIAGEN, EE. UU.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante®*2. La concentracion e integridad

de los RNA totales se determind usando el espectrofotometro NanoDrop™ (ThermoScientific, Wilmington,
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DE) y el bioanalizador Agilent 2100, respectivamente. Todas las muestras tuvieron un rango de longitud de

onda 260/280 de 2.0 o mayor.

5.10. ARREGLOS DE RNAM Y microRNA

Para el anadlisis del transcriptoma, 50 ng/ul de RNA se utilizaron para el panel de inflamacion de
nCounter(NanoString mRNAs)y para el delos microRNAde nCounter (NanoString microRNA). Ambosarreglos
se hicieron de acuerdo con las instrucciones del fabricante en el Genomic Shared Resource, OSU. El analisis
de datos del panel inflamatorio y de los microRNA del nCounter se hizo utilizando el software de analisis
nSolver™ de acuerdo con el fabricante!®83, Para el panel inflamatorio del nCounter, normalizamos usando
el factorde normalizaciony sustrajimos el fondo (media de los controlesnegativos+2 desviaciones estandar).
Después, normalizamos usando la media geométrica de los RNA housekeeping como se ha reportado
previamente!®3, Posteriormente, usamos las cuentas normalizadas y calculamos las veces de cambios o fold

change (FC) al comparar Myes, Micssips, 0 Mips contra M.

Para normalizar los datos del arreglo de los microRNA, primero normalizamos usando el factor de
normalizacién. El fondo se sustrajo de los datos usando la mediade los controles negativos +2 desviaciones
estandar. Finalmente,usamos el top 75de microRNA#2, Las cuentas normalizadas se usaron para calcular las
FC al comparar Mres, Mrcesips, © Mips contra M. Del total de 566 sondasincluidas en el arreglo, se detectaron
cambios en 183 y 236 microRNA a las 4 y 24 h, respectivamente. Los heat maps se generaron con
MultiExperiment Viewer (MeV) (http://mev.tm4.org/#/welcome), los cuales estan representadoscomo datos

transformados a Log,.

Los datos de los arreglos estan depositados enlabase de datos GEO (Gene Expression Omnibus) del

Centro Nacional paralaInformacién Biotecnoldgica (NCBI porsus siglas eninglés) con los nimeros de acceso
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GSE125170 paralos RNAmy GSE125171 para los microRNA como parte de la superserie GSE125172, que son

publicos a partir de la fechade publicacion del articulo derivado de estatesis.

5.11. ANALISIS BIOINFORMATICO
Para hacer el andlisis de enriquecimiento de los RNAm blanco enlas vias de sefializacidn KEGG y los
términos GO utilizamos DIANA-mirPath v2.0'%*, en la cual introducimos el perfil de los microRNA que

obtuvimos entre los diferentes tratamientos (Mrces, Mrcesiips, © Mips contra Mg).

5.12.RT-QPCR ENTIEMPO REAL

Los ensayos TagMan (Applied Biosystems, EE. UU.) se usaron para cuantificary validarlos nivelesde
los RNAm y microRNA. El ADNc fue generado de los RNAm utilizando una reaccién de reverso transcripdon
(RT) de 15 pl elaborada con 2.0 pl de buffer (10x), 0.8 ul de 100mM dNTPs, 1.0 ul de reverso transcriptasa,
2.0 ul de primer del RNAmy 1 ug de RNA total. La reacciénde RT seincubda 16° C por 30 min, 42° C por 30

miny 85° C por 5 min. Se mantuvo a -70° C hasta su uso.

Paralos microRNA, se prepard unareaccion de RTde 15 pl con 2.0 pl de buffer(10x), 0.2 ul de 100mM
dNTP, 1.0 pl de reverso transcriptasa, 0.2 pl de inhibidor de RNAsas (20U/pl), 3.0 pl de primer del microRNA

y 100 ng de RNA total. La reaccion de RT se incubé como mencionamos anteriormente.

Para los RNAm y microRNA, se hicieron reacciones cuadriplicadas de PCR en tiempo real en el 7500
Real Time PCR system. La reaccion de amplificacion estaba compuestapor 10 pl de la mezcla universal para
PCR TagMan (2x)y 1 pl de la sondaespecificade RNAm o microRNA. Las reacciones se preincubaron 10 min
a 95° Cy se amplificaronen 40 ciclos que consistianen 10sa95°C,40sa60° Cy5sa 72° C(detecciéndela

fluorescencia). Como RNA de referencia o housekeeping utilizamosal RNA 185 ya losRNAm Actby Gapdh. La
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cuantificacidn relativa fue calculada utilizando 222, Todos los ensayos de RNAmM y microRNA se probaron
para linearidady reproducibilidad (eficiencia de la PCR entre 1.9 y 2.0 para todos los ensayos). Todos los

primers se compraron en AppliedBiosystems. Las secuencias de los primers se muestran en el Apéndice 10.2.

5.13. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico utilizado fue la prueba t de Student. Los datos graficados se muestrancomo la
media+ SEM. Los valores obtenidos de p<0.05 son considerados como significativos. Los datos se analizaron

con el programa GraphPad Prism 6.
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6. RESULTADOS

6.1L0S TCES REDUCEN LA PRODUCCION DE CITOCINAS ASOCIADAS AINFLAMACION EN MACROFAGOS
EXPUESTOS ALPS

Primero, para saber si en nuestro modelo los TcES reducen la respuesta inflamatoria de los
macréfagos, determinamos los niveles de las citocinas asociadas a inflamacién: IL-6, IL-12 y TNFa; y de la
asociadaaregulacion IL-10en cultivos de MDMO expuestosdurante 4h o 24 h alos TcES (en adelante Mys),
lipopolisacdridos de E. coli(Myps), TCES + LPS (Mycgs.ips) 0 PBS (M) (Figura9). Los sobrenadantes de los cultivos
de My tenian niveles altos de IL-10 y bajos de las IL-6 y TNFa comparado con los otros grupos a las 4 h
posestimulo (Figura 10A, By D). Sinembargo, a las 24 h posestimulo todaslas citocinastuvieron unabaja o
nula produccién enlos Mygs. Por otrolado, enlos sobrenadantesde Mys..ps @ l1as 24 h posestimulo hubo una
menor produccion de las citocinas IL-6, IL-12 y TNFa comparado con los Myps, y aumentd la produccidnde la
IL-10 (Figura 10B-D). Lo anterior, demuestra que los TcES reducen la produccidn de citocinas asociadas a

inflamacién en macréfagos inflamatorios.

Para continuar, quisimos saber si estas alteracionesen la producciénde citocinasse debian a cambios
enlatranscripcion de sus RNAm, porlo que medimoslaacumulacién de losRNAm //10, 116, 1112b y Tnf por RT-
gPCRalas4 hy 24 h posestimulo. Alas4h posestimulo, laacumulaciéndel RNAm //10fue significativamente
mayor en los M ps comparados con todos los grupos (Figura 11A), mientras que laacumulacién de los RNAm
116, 1112b y Tnf fue igual entre 10s Mrsips ¥ Mips (Figura 11B-D), lo cual no coincide con la produccién de
citocinas. Alas 24 h posestimulo, todos losgrupos tuvieron una altaacumulacion delRNAm //10(Figura 12A),
mientras que los Mrs.ps aumenté significativamente la acumulacién del RNAm /16 y, ademas, no hubo
diferencias en la acumulacién de 1l12b y Tnf (Figura 12B-C). Asi, nuestros resultados sugieren que un
mecanismo postranscripcional seria el responsable de las diferencias que encontramos entre la produccién

de citocinasy la acumulacién de sus RNAm.
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de niveles de IL-10 (A), IL-6 (B), IL-12 (C) y TNFa (D) en sobrenadantes de los MDMO con los diferentes estimulos. Los datos

son representativos de 3 experimentos independientes usando 3 réplicas por estimulo. La significancia se calculé usando la

prueba det. *p <0.01, ** p<0.05y *** p <0.001.
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Figura 11: La acumulacién de RNAm de las citocinas no coincide con su produccidn a las 4 h posestimulo. Evaluacion de la

acumulaciondelos RNAmM /10 (A), 116 (B), Il12b (C) y Tnf (D) por RT-gPCR en Mo, Mrcs, Mips Y Mrces+ies 4 h posestimulos (n=6, 3

réplicas porcondicién). La acumulacién delos RNAm es representada como |a mediarelativa de expresion (+SD).
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Figura 12: La acumulacion de RNAm de las citocinas no coincide con su produccién a las 24 h posestimulo. Evaluacion de la
acumulacion delos RNAmM /10 (A), Il6 (B), I112b (C)y Tnf (D) por RT-qPCR en los grupos previamente mencionados a las 24 h

posestimulos (n=6, 3 réplicas por condicidn). La acumulaciénde los RNAm es representada comola media relativa de expresion

(+SD).

Después, quisimos saber si los TcES ademds de afectar la produccién de citocinas asociadas a
inflamacién, también podian modificarla producciéndel 6xido nitrico (NO), que es esencial en los macréfagos
M1 para eliminar patégenos. Por lo que evaluamos la produccién de nitritos alas 4 hy 24 h posestimulo a
través del método de Griess*®. A las 4 h posestimulo, no encontramos nitritos en los sobrenadantes,
indicando claramente que alin no hay produccién de NO en ningun grupo (Figura 13). No obstante,alas 24 h
posestimulo la produccidonde nitritos aumenté en losM,ps, tal como esperdabamos.Sin embargo, para nuestra
sorpresa, los niveles de nitritos disminuyeron significativamente en los Mrs..ps, teniendo una produccion casi
igual a la de los My y Mys (Figura 13). Estos resultados nos indican que los TcES no solo disminuyen la
respuestade citocinas asociadas ainflamacién, sino que tambiéninhiben la produccién de NO en macréfagos

inflamatorios.
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Figura 13.Los TcESinhiben la produccion de NO en macréfagos estimulados con LPS. Cinéticade la produccién de nitritos en
lo sobrenadantes de los Mrcs, Mips Y Mrcessies. LOS datos son representativos de 6 experimentos independientes usando 3

réplicas porestimulo. La significancia se calculé usandola pruebadet. *p <0.01.

Ya que los TcES inhiben la produccién de NO, nos preguntamos si esto se debia a cambios en la
produccién de la enzima NOS2, la cual lo sintetiza a partir de la L-arginina, o si era por el aumento en la
produccién de la enzima ARG1, lacual compite con NOS2por la L-arginina (Figura 4). Primero, utilizando RT-
gPCR medimos la acumulacién de los RNAmM Nos2 y Arg1 en Mygs, Mips, Mrcesiips, Miia Y MiLasrces @ las 24 h
posestimulo, y encontramos quelos TcES noinducen aumentos en laacumulaciéon del RNAm Arg 1 (Figura 14).
Sin embargo, la acumulacion del RNAm Nos2 fue estadisticamente menor en el Mygs,ps respecto al Mps
(Figura 14), sugiriendo que los TcES inhiben la produccién de NO por la disminucién en la transcripcion del
RNAmM Nos2. No obstante, quisimos saber si la produccién de las enzimas NOS2 y ARG1 también cambiaba,
por lo que las medimos mediante citometria de flujo. A las 24 h posestimulo, como esperdbamos, los M,psy
M. producen elevados porcentajes de macréfagos NOS2*y ARG1Y, respectivamente; mientras que [0S My
no tienen produccion (Figura 15A-B). Ademas, el porcentaje de células ARG1* esigual estadisticamente entre
Mreesas Y M (Figura 15D). Para nuestra sorpresa, el porcentaje de macrofagos NOS2 también fue
estadisticamenteigual entre Myes.ps Y Mips (Figura 15C). Estos datos muestran que la enzima NOS2 estd
produciéndose a pesar de la disminucidn en la acumulacién de su RNAm y que su produccién no esta

relacionada con la disminucién enlaproduccién de NO que encontramos (Figura 13).
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Figura 15. Los TcES no modifican los niveles de las enzimas NOS2 y ARG1 en macrdéfagos. Dot plots representativos de la
citometria deflujode MDMO F4/80*NOS2* (A) y F4/80*ARG1* (B) alas 24 h posestimulocon alguno delos siguientes estimulos:
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independientes.
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6.2.LA ACUMULACION DERNAMASOCIADOS AINFLAMACION ES SIMILAR ENTRE M1ces+LpsY MLps

Debido a que nuestros datos sugieren que los TcES atenuan la respuesta inflamatoria inducida por
LPS en los MDMO a través de la disminucion de citocinas asociadas a inflamacidn, pero no de sus RNAm,
quisimos sabersilaacumulacién de otros RNAm se ve afectada, porlo que hicimos un arreglo de 248 RNAm
asociados a inflamaciénen My Mips, Mrces Y Mrcesips @ 1as 4y 24 h posestimulo (Figura 16). El top 10 de los
RNAmM mas acumulados en 1os Myps, Mres ¥ Mressps @ las 4 y 24 h se muestran en la Tabla 1 y 2,
respectivamente; mientras que los RNAm comunes se muestranen la Tabla 3. Para revisarla listacompleta
de los RNAm producidos en los MDMO checar los apéndices 10.3, 10.4 y 10.5. Los RNAm producidos

diferencialmente entre Myces.ps Y Mips S€ muestran en el Apéndice 10.6.
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Figura 16. Top 25 de RNAm aumentados en MDMO. Los heat maps muestran la produccién de RNAm entre |os Mrces, Mrces+is
Yy Mpsalas4hy24h posestimulo. Cadafilarepresenta los niveles de un RNAm en particulary cada columnarepresenta una
muestra especifica. El color a escala ilustra los niveles de produccién relativa de los RNAm: el verde incrementos; el rojo
disminucidn; y el negro valores promedio. Los diagramas de Venn muestran los RNAm Unicos y sobrepuestos entre las

muestras.
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Como esperabamos, aumentd laacumulacion de RNAm asociados ainflamacién en los M5 respecto

alosMyalas4 y24 h posestimulo (Tabla 1y 2). Los RNAm que aumentaron incluyen a l1a, 116, 1l112a, 1112b,

Tnfy Nos2, moléculas que previamente han sido reportadas como marcadores en macrofagos estimulados

con LPS®®. En contraste, pero también esperado, los My tienen poca acumulacion de RNAm distintivos de

macréfagos M1; peroaumentalaacumulacién de RNAm de enzimasque pertenecen alaviade las MAPK con

respectoa My a las4 y 24 h posestimulo (Tablaly 2).

Tabla 1.Top 10 de RNAmM modificados entre |os Mrcs, Mrcessips 0 Mips @ las 4 h posestimulo.

Top 10 de RNAm

4 h posestimulo

MTcES VS. Mo M'rc5+|_ps VS. Mo |V||_ps VS. Mo
Aumento Disminucion Aumento Disminucion Aumento Disminucion
RNAmM | Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM | Log2
Citocinas Citocinas Citocinas Receptores Citocinas Citocinas
Ifnal | 1.5 1112b -2.1 116 12.5 Cer2 -2.4 16 12.3 Ifnal | -2.4
Quimiocinas 1123a -2.1 11a 11.8 Cd163 -3.0 1a 12.0 Factores de transcripcion
Ccl21a | 2.6 111b -2.8 1112a 9.3 Ptger3 -3.3 1112a 9.5 Mef2c | -2.4
Factores de Proteinas 1112b 9.2 Cer3 -4.1 1112b 9.9
Receptores
transcripcién complementarias
Irf3 3.1 2 -2.1 Factores de Ptger3 -3.3
Quimiocinas Quimiocinas
transcripcion
Mafg 1.6 Receptores Cxcl3 11.3 Mef2c -2.1 Cxcl3 11.2 Cer2 -2.6
Proteinas Cxerl -2.2 Cxcl10 11.0 Cxcl10 11.1 Cd163 -3.0
Enzimas
complementarias
Cls 2.6 Factores de Cxcl9 10.3 Limk1 -1.2 Cxcl9 10.7
Enzimas
transcripcion
Proteinas Elk1 -2.1 Ccl22 9.4 Ccl22 9.1 Plcb1 -1.1
antivirales
Hspb1 2.2 Proteinas Ptgs1 -1.3
Proteinas asociadas a Proteinas asociadas a
asociadas a
inflamacioén inflamacién
inflamacién
Enzimas Lta -2.1 Ptgs2 12.6 Ptgs2 12.4 Limk1 -1.7
Defa-rs1 3.0 Enzimas Oasl1 9.2 Oasl1 9.0
Prkca 3.0 Flt1 -2.1
Ptgs1 1.0 Plcb1 -2.9
Otras Otras
Mbl2 2.2 Kng1 -1.2

Log2- logaritmo base 2
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Tabla 2. Top 10 de RNAm modificados entrelos Mrces, Mrces+Lps © Mips a las 24 h posestimulo.

Top 10 de RNAm

24 h posestimulo

Mrces vs. Mo Mrces+ps VS. Mo Mps vs. Mo
Aumento Disminucion Aumento Disminucion Aumento Disminucion
RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2 RNAmM Log2
Citocinas Citocinas Citocinas Citocinas Citocinas Citocinas
Ifnal 1.9 111b -1.2 1112a 8.4 Tgfb3 2.2 1112a 8.0 Tafb3 2.2
Quimiocinas Quimiocinas 16 7.6 Receptores 116 7.4 Receptores
Ccl21a 2.7 Cxcl10 -4.9 Quimiocinas Cer3 -3.5 Quimiocinas Mrcl -4.9
Proteinas antivirales Ccl24 -1.9 Ccl5 11.4 Cd163 -2.4 Ccl5 11.6 Cd163 -3.0
Hspb1 2.3 Cxcl2 -1.2 Cxcl3 10.2 Mrcl -4.3 Cxcl3 9.7 Trem2 -2.4
Enzimas Receptores Cxcl9 8.7 Trem2 -2.2 Cxcl9 8.4 Cer3 -1.3
Alox5 3.2 TIr2 -2.0 Proteinas asociadas
Enzimas Enzimas Enzimas
ainflamacién
Plcb1 2.4 Cd86 -1.8 Ptgs2 7.7 Ptgs1 -5.5 Cfb 14.1 Ptgs1 -3.5
Prkca 3.6 Factores de Factores de Factores de
Receptores Receptores
transcripcién transcripcion transcripcién
Map2k6 2.4 Cebpb -1.5 1123r 7.7 Myc -2.3 Cxcrl 7.5 Maff -2.2
Ppplri2b 2.0 Relb -1.1 Cxcrl 7.5 Mef2c -1.5 1123r 7.8 Myc -3.3
Defa-s1 1.7 Enzimas Cd40 7.3 Ccd40 7.0 Mef2c -1.4
Map3k9 1.7 Nos2 -1.6 Proteinas
asociadas a Enzimas
complemento
Proteinas Cfb 14.3 Ptgs2 7.2
antivirales
Ifitl -1.8 Proteinas
asociadas a
inflamacién
Areg 1.4

Log2- logaritmo base 2
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Tabla 3. RNAm comunes entre 10s Myees, Mrcesips 0 Mips @ las 4 y 24 h posestimulo.

RNAmM comunes

4h

24h

Cuentas normalizadas

Log2

(comparado con M)

Cuentas normalizadas

Log2

(comparado con M)

RNAm Mo Mrces  Mrcesips Mips Mrces Mrcesups  Mips RNAmM Mo  Mres Mrycesups Mips Mrces  Mrcesups  Mips
Citocinas Citocinas
Tnf 35.3 88.0 7741.2 6999.2 1.3 78 7.6 llla 11.7 40.8 8981.6 7999.6 1.8 9.6 9.4
Receptores 17 1.0 23 24 16.4 1.2 45 4.0
oxer2 1.00 6.3 17.9 3.4 2.6 42 1.8 10 1.0 23 23.5 8.0 1.2 46 3.0
111r1 1.00 4.5 35.7 20.4 2.2 52 4.4 Receptores
1123r 1.00 5.4 39.0 13.8 2.4 53 3.8 11 1.0 23 21.4 215 1.2 44 4.4
Ager 1.00 3.7 55.3 63.4 1.9 58 6.0  Cd55 1.0 4.0 245 173 2.0 46 4.1
Cd40 534 20.9 21579.2 20087.7 2.0 12.0 11.9  Nod1 53 195 51.8  61.0 1.9 33 35
Ltb4r1 0.80 12.3 94.3 70.0 3.9 6.9 6.4  Nod2 17 56 80.0  75.3 1.7 56 5.5
Nod2 171 63 3285 3101 1.9 76 7.5 Quimiocinas
Ptgir 9.88 38.1 27.6 26.9 2.0 1.5 14  C2 276.6 682.7 5385.0 6051.5 1.3 43 45
Quimiocinas Ccl4 10.8  63.0 265.4  243.5 2.6 46 45
Ccl3 244.86 515.6 103665.1 91974.1 1.1 87 86  Cd7 189 72.0  317.8 3142 1.9 41 41
Ccl4 10.78 42.4 13755.0 14248.1 2.0 10.3 10.4  Ccl8 1.0 23 1198 106.4 1.2 69 6.7
Ccls 29.84 60.5 69902.2 65071.5 1.0 11.2 111  Cd17 1.0 48 5.7 4.7 2.3 25 22
Factores de transcripcion Cxcl5 1.0 23 287 181 1.2 48 42
Maff 443 14.9 1415 1456 1.7 50 5.0 Factores de transcripcion
Proteinas antivirales I3 1.0 5.6 3.6 15.6 2.5 1.8 4.0
Ifit 38.91 102.6 30851.1 29157.0 1.4 9.6 9.6  Elki1 1.0 121 4.6 9.7 3.6 22 33
Ifit3 110.58 236.0 22381.1 19762.8 1.1 7.7 715 Proteinas del complemento
Mx1 132.36 307.4 16684.6 16954.5 1.2 70 7.0 Clra 2.6 203 68.5  74.5 3.0 47 4.8
Mx2 3.53 20.0 3897.4 3864.7 Cls 1.0 8.0 41.3  19.8 3.0 54 43
Enzimas (o] 1.0 16.2 25.6 147 4.0 47 3.9
ligp1 1.71 149 5151.6 4775.6 3.1 11.6 11.5 Proteinas antivirales
Mapkapk5  1.00 2.8 52.0 38.6 1.5 57 53 | Mx2 35 89  607.9 6313 1.3 74 7.5
Mmp9 1.71 6.3 19.5 6.0 1.9 35 1.8 Enzimas
Nox1 1.00 3.7 32.5 42.5 1.9 50 54  ligpl 1.7 40 600.6 681.8 1.2 85 86
Proteinas antiapoptdticas Mmp3 1.0 121 2.5 3.0 3.6 1.4 1.6
Hsh2d 1.00 88 16.2 30.8 3.1 40 50  Mmp9 1.7 105 44.4 307 2.6 47 4.2
Proteinas del complemento Pla2gda  12.6 51.5 219.3  186.3 2.0 41 39
Clra 2,62 10.6 30.9 26.9 2.0 3.6 34 Otras
Cfb 0.80 3.7 1760.0 1813.3 2.2 11.1 11.1  Hrasl 1.0 4.0 9.9 5.5 2.0 33 25
Otras
Myl2 171 6.3 8.1 7.3 1.9 22 21

Log2- logaritmo base 2

De los 248 RNAm asociados a inflamacién que medimos por el arreglo, aumenté la acumulacién de

132 y 96 RNAmM enlos Mrsqps alas 4 hy 24 h posestimulo, respectivamente; de los cuales solo compartié 6

vy 3 RNAm con los Mg alas 4y 24 h posestimulo, respectivamente. En contraste, |0os Myces.ps COMpartieron
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el aumento de 89 y 65 RNAm con los Mps a las 4 y 24 h posestimulo, respectivamente. Entre los RNAm
compartidos por Mres.ps Y Mips se incluyen citocinas, quimiocinas, receptoresy factores de transcripcion
como /l1a, Il1b, 116, 1l112a, 1112b, Ccl3, Ccl5, Ccl2, Ccl7, Cd86, Tir2, Statl, Stat3y Nfkb1 (Tablaly 2). Con lo
anterior, encontramos que el perfilde RNAm asociados a inflamacién es similar en los Mygs..ps cOmparado
con los Mps. Sin embargo, esto contradice los resultados de produccion de citocinas (Figura 10), por lo que,
de nuevo, nos sugiere que un mecanismo postranscripcional participaria en contrarrestar la respuesta

inflamatoria enlos macréfagos expuestos alos TcES.

Para continuar, validamos laacumulacién de 3 RNAm que son caracteristicos de los macréfagos M1:
I11b, Statly Cd86; y de los dos RNAm caracteristicos de los M2 que estaban incluidos en el arreglo: Staté6y
Chi3I3 por RT-gPCR. Los niveles de estos RNAm fueron similares a los observados en el arreglo de RNAm
(Figura17) indicando que, si bienlos TcES no inhibe laacumulacidon de los RNAm asociados a inflamacion, a
algunossi los disminuye respectoa Ms, pero no respectoa M,. Con estos resultados, se sigue apoyando la
idea de que un mecanismo postranscripcional inducido por el TcES podria tener un papel en reducir la
respuestade los macréfagos a LPS. Estos datos sugieren que el mecanismo postranscripcional disparado por

el TcES tendriaun papel en modularla produccién de citocinas inflamatorias especificas.
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Figura 17.Validacién eidentificacién de RNAm en los MDMO estimulados. Los macréfagos se cultivaron con TcES (25 pg/ml),
LPS (1 pg/ml) o ambos TcES+LPS durante 4 (barraizquierda) o 24 horas posestimulo (barra derecha). Los niveles relativos de
los RNAm seleccionados se determinaron por medio del ensayo de TagMan de RNAm después dela normalizaciéncon el RNA

18S. Los niveles de los RNAm estan en veces de cambios (Fold change-FC) relativos al grupo tratado con PBS (FC + SD). Los

datos mostrados sonrepresentativos de dos experimentos independientes (n=6, 3 réplicas por condicién).
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6.3 LOSTCES MODIFICAN EL PERFIL DELOS MICRORNA EN LOS MDMO ESTIMULADOS CON LPS

Los microRNA son moléculas esenciales parala regular postranscipcionalmenteamicroRNA, genes y
otros RNA®5, La unién complementaria de los microRNA a su blanco reduce la traduccién de estos®,
Recientemente, se hademostrado que los helmintos parasitos o sus ESinducen microRNA en macréfagos que
regulalarespuestainmune de estos!’?17318 paradeterminarsilos TcES atendan larespuestainflamatoria de
los MDMO a travésde microRNA, realizamos un arreglo de 566 microRNA enlos My, Mips, Mrces, ¥ Micesiips @
las 4y 24 h posestimulo. Como resultado, identificamos el aumento enla acumulacién de 7y 89 microRNA
en Mys; de 13y 3 enMys; yde 19y 28 en Myes.ps @ las 4y 24 h, respectivamente (Figura 18). El top 10 de
microRNA con mayor y menor acumulacion en Meps, Mrs Y Mrcesips S€ muestran en la Tabla 4. La lista

completade los microRNA se muestraenlos Apéndices 10.7,10.8 y 10.9.

4 h posestimulo 24 h posestimulo

Sobrerregulados Sobrerregulados

TcES TcES

miR-15b miR-22-3p
5796.8 mis.ég m E-ggg—%p
miR- miR-99b-
miR-29b 641875 mMiR-1016 "
o
- miR- -
miR-107 MiR-125-5p
miR-125a-3p miR-188-5p
miR-125a-3p miR-190b
miR-146a CES+LPS LPS miR-193b TCES+LPS LPS
miR-148b miR-195-5p
m R-155L5p m R:ZIOZ%S
m Eﬁ? Infrarregulados m Eg’?gg Infrarregulados
; s i
miR-484 TcEs 1 miR-496a TcEs
miR-664 miR-664-3p
miR-714 miR-691
MR 763> miR-743-3p
mi 13 migs
MiR-2137 miR-1933
(=R -
=g < é
=
TcES+LPS LPS TcES+LPS LPS

Figura 18. Top 25 de microRNA aumentados en MDMO. Los heat map muestran el top 25 de microRNA entre los Mrces, Mg
and Mres+ps @ las 4y 24 h posestimulos. Cada filarepresenta un microRNAy cada columna representa una muestra es pecffica.
La escala decolorindicael nivel relativo de produccion delos microRNA: verde incremento; rojo decremento; y negro, valor
promedio. El diagrama de Venn muestra a los microRNA Unicos y sobrepuestos. Un total de 22 y 96 microRNA tuvieron cambios

respecto al controla las4y 24 h posestimulos, res pectivamente.
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Tabla4.Top 10de microRNA modificados entre los MDMO estimulados por Mrces, Mrces+ips 0 Mips @ las 4y 24 h posestimulo.

Top 10 de microRNA

4 h posestimulo

Mrces vs. Mo Mices+ps VS. Mo Mips vs. Mo
Aumentados Disminuidos Aumentados Disminuidos Aumentados Disminuidos

microRNA FC microRNA FC microRNA FC microRNA FC microRNA FC microRNA FC
miR-421-3p 102.6 miR-539-5p 0.02 miR-155-5p 676.2 miR-190b-5p 0.5 miR-155-5p 402.6 miR-125a-3p 0.3
miR-484 2.4 miR-467c-5p  0.02 miR-546 112.8 miR-1955-5p 0.5 miR-546 76.7 miR-1224-5p 0.3
miR-350-3p 2.2 miR-1193-3p  0.02 miR-128-3p 88.9 miR-1933-5p 0.4 miR-146a-5p 2.1 miR-467f 0.02
miR-148b-3p 2.1 miR-199a-3p  0.01 miR-421-3p 84.3 miR-125a-3p 0.4 miR-539-5p 0.02
miR-125a-3p 2.1 miR-383-5p 0.01 miR-331-3p 74.1 miR-664-3p 0.4 miR-380-3p 0.02
miR-191-5p 2.1 miR-489-3p 0.01 miR-484 2.6 miR-1224-5p 0.4 miR-467c-5p  0.02
miR-30b-5p 2.1 miR-1953 0.01 miR-191-5p 2.5 miR-1193-3p  0.02 miR-714 0.02
miR-103-3p 2.1 miR-743a-3p  0.01 miR-30b-5p 2.4 miR-2137 0.01 miR-489-3p 0.01
miR-29b-3p 2.0 miR-410-3p 0.01 miR-99b-5p 2.4 miR-210-3p 0.01 miR-2137 0.01

miR-1933-5p  0.00 miR-148b-3p 2.3 miR-804 0.01 miR-804 0.01

24 h posestimulos

Mrces vs. Mo Mrcessps vs. Mo Mypsvs. Mo

Aumentados Disminuidos Aumentados Disminuidos Aumentados Disminuidos

microRNA FC microRNA FC microRNA FC microRNA FC microRNA FC microRNA FC

miR-743b-5p  0.01 miR-155-5p 4272.7 miR-326-3p 0.5 miR-155-5p 14139.0

miR-362-5p  77.5 mmu-miR-2137 0.01
miR-421-3p 937  miR-1949 001  miR-210-3p 28539  miR-361-5p 0.3  miR-1933-5p 9014  mmu-miR-362-3p 0.01
MiR-1929-5p  74.9 miR-2134 0.01 miR-674-5p  171.63  miR-27a-3p 03 miR-210-3p 6398 iy miR-484 0.01
miR-2137 ot miR-331-3p 1277 miR-221-3p 03 miR-574-3p 5791  mmu-miR-152-3p 0.01

miR-7a-5p 109.76  miR-23a-3p 03 miR-673-3p 5184 Ly miR-714 0.01

miR-574-3p 9.8  miR27b-3p 03 miR-674-5p 3316  mmu-miR-107-3p  0.004

miR-467a-5p 928  miR-762 02  miR-466a-5p 3082  mmu-miR-324-5p  0.004

miR-1929-5p 888  miR-1224-5p 02  miR-489-3p 2849  mmu-miR-148b-3p  0.003

miR-489-3p 878  miR-199a-3p 001  miR-1900 2615  mmu-miR-350-3p  0.002

miR-139-5p 838  miR-1455p 001  miR-1953 2429  mmu-miR-762 0.001

FC- Veces de cambios




Tabla 5. microRNA comunes entre los MDMO estimulados por Mrcs, Mrces+es © Mips @ las 4y 24 h posestimulo.

microRNA compartidos entre tratamientos

4h 24h
FC FC
Cuentas normalizadas Cuentas normalizadas
(Comparado con Mo) (Comparado con Mg)

microRNA Mo Mrces  Mrcesupes  Mups Mrces  Mrcesups  Mups microRNA Mo Mres Mrcesups  Mips Mrces  Mrcesups  Muips
miR-15b-5p 984.8 4051.4 3731.6 2465.7 4.1 3.8 2.5 miR-362-5p 1.0 77.5 80.8 200.8 77.5 80.8 200.8
miR-107-3p 73.8 251.6 234.8 197.9 3.4 3.2 27 miR-1929-5p 1.0 74.9 88.8 205.5 74.9 88.8 205.5
miR-125a-5p 201.0 434.8 608.6 536.7 2.2 3.0 2.7

miR-208b-3p 67.5 173.4 273.5 143.4 2.6 4.1 2.1

FC- Veces de cambios

Los Myesips Y Mies compartieron el aumento de 6 microRNA; mientras que |0s Mygsips Y Mips solo
compartieron el aumento de 3 a las 4 h posestimulo (Figura 18). Sin embargo, los Mys.ps NO comparte
microRNA con los My y si 22 con los Mips a las 24 h posestimulo. Finalmente, los Myesqps produjeron
diferencialmente 3y 20 microRNA comparado con el Mps a las 4 y 24 h posestimulo, respectivamente (Figura
18). Estos datos sugieren que los TcESinducen niveles tempranos(4h) de microRNA, seguido por el estimulo
con LPS (24 h) enlos Mycesqps. Este fendmeno estd asociando con el aumento enlaacumulaciéon de microRNA

en My comparado con Mps (13 vs 7 microRNA) alas 4 h posestimulo.

Después, utilizamos a los microRNA con mayor acumulacién en los macréfagos para evaluar su
relevanciabioldgicapormedio de laherramientabioinformatica DIANA tools. Comparamos Mcs, Mrgsiips O
Myes contra My a las 4 h'y 24 h posestimulo, y analizamos los términos GO y las vias KEGG. Los términos GO
asociados a 1os Mys ¥ Miesaps fueron procesos bioldgicos asociados con el desarrollo de estructura
anatdomica, diferenciacion celulary proceso de diferenciacién de proteina celularalas 4 h posestimulo (Figura
19A-B). Mientras que a las 24 h posestimulo, asociados a los My estuvieron el desarrollo de la estructura
anatémica, diferenciacién celular y organizacién del cromosoma; y a los Mygs.ps Organelos, estructura
anatomica y diferenciacidn celular (Figura 20A-B). Por ultimo, la organizacién del cromosoma, procesos
biosintéticos y complejos de proteina, y organelos, estructura anatdmica y diferenciacién celular son los

términos GO para Myps a las4 y 24 h posestimulo, respectivamente (Figura 19Cy 20C).
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A)

Mrces vs. Mg

Desarrollo de estructura anatémica
Diferenciacion celular
Desarrollo embrionario
Proceso de modificacidn de proteinas celulares
Proceso metabdlico del compuesto de nitrégeno celular
Proceso biosintético
Organizacion del cromosoma
Formacion de estructura anatémica involucrada en morfogénesis
Proceso homeostatico

Proceso catabdlico

B)

Mrcessips vs. My

Desarrollo de estructura anatémica
Diferenciacion celular
Desarrollo embrionario
Proceso de modificacién de proteinas celulares
Proceso metabdlico del compuesto de nitrégeno celular
Proceso biosintético
Organizacion del cromosoma
Formacion de estructura anatomica involucrada en morfogénesis
Proceso catabdlico

Morfogénesis celular

C)

M_ps vs. Mg

Organizacién del cromosoma

Proceso biosintético

Complejo de proteinas

Ciclo celular

Divisién celular

Proceso catabdlico

Formacion de estructura anatomica involucrada en morfogénesis
Morfogénesis celular

Muerte celular

Cromosoma

]

4 h posestimulos

Procesos biologicos

o

T T T T d
S & K & &
-log10Pvalue
Procesos bioldgicos
T T T 1
& & & &
-log10Pvalue
Procesos biolégicos
o

-log10Pvalue

Figura 19. Top 10 de procesos bioldgicos de las anotaciones GO en Mrces, Mrcessies Y Mips a las 4 h posestimulos. Proceso

bioldgico enriquecidos por | os niveles diferenciales de RNAmM entre Mrces vs Mo (A), Mrces+ies VS Mo (B) Y Mips vs Mo (C)a las 4 h

posestimulo.
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24 h posestimulos
A)
Mrees vs. Mg Procesos biolégicos

Desarrollo de estructura anatomica

Diferenciacion celular

Organizacién del cromosoma

Desarrollo embrionario

Proceso metabolico del compuesto de nitrogeno celular
Proceso biosintético

Proceso de modificacién de proteinas celulares

Proceso catabdlico

Morfogénesis celular

Movilidad celular -

© ® " o ©
-log10Pvalue
Mrcgssips Vs. Mg Procesos biolégicos

Organelo

Desarrollo de estructura anatémica

Diferenciacién celular

Union a iones

Desarrollo embrionario

Citoplasma

Proceso de modificacién de proteinas celulares
Organizacion del cromosoma

Proceso metabolico del compuesto de nitrégeno celular

Proceso biosintético

-log10Pvalue

C)

M_ps vs. Mg Procesos bioldgicos

Organelo

Desarrollo de estructura anatémica

Diferenciacion celular

Unidn a iones

Desarrollo embrionario

Citoplasma

Proceso de modificacién de proteinas celulares
Organizacién del cromosoma

Proceso metabolico del compuesto de nitrogeno celular

Formacion de estructura anatomica involucrada en morfogénesis

-log10Pvalue

Figura 20. Top 10 de procesos biolégicos de las anotaciones GO en Mrcs, Mres+ies Y Mips @ las 24 h posestimulos. Proceso
bioldgico enriquecidos por | os nivel es diferenciales de RNAmM entre Mrces vs Mo (A), Mrcessies VS Mo (B) Y Mies vs Mo (C) a las 24

h posestimulo.



Continuando, el analisis de las vias KEGG reveld que alas 4 h posestimulo los microRNA acumulados
regularian RNAm asociados a glioma, leucemia mieloide crénicay la seializacidon de TGF-B en My (Figura
21A); protedlisis mediada por ubiquitina, y las vias de sefializacion de p53 y GhRH en Mys.ps (Figura 21B); y
cancer de proéstata, biosintesis de esteroidesyla via de seializacion de FoxO en Myps (Figura 21C) Alas 24 h
posestimulo, los microRNA regularian RNAm asociados ala guia del axén y vias de sefalizacion de lainsulina
en los Mirsaps (Figura22A); y el metabolismo fosfatoinositol, vias de cancer y de lainsulinaen M,y (Figura
22B). Paramas detallesdelanalisis de enriquecimiento GOy las vias KEGG referirse al Apéndice 10.11y 10.12.
Estos datos sugieren que los TcES inducen microRNA que regulan importantes vias metabdlicas, de

sefalizacion celulare inflamacién en los MDMO estimulados con LPS.

Después, validamos la produccién 4 microRNA por RT-qPCR (miR-125a-5p, mR-762, miR-484 y miR-
155-5p), ya que analisis previos y nuestro analisis bioinformatico muestran que estan involucrados en la
regulacién de RNAm asociados a inflamacion. A las 4 h posestimulo, encontramos que la acumulacidn del
miR-125a-5p aumentd en los Myps Y My, mientras que la exposicién alos TcES y LPS produjo un aumento
significativo respecto a los otros grupos. A las 24 h posestimulo, su acumulacion se mantuvo en los Mps y
Mreessps (Figura 23A). Este microRNA se ha asociado con reducir la produccién de las citocinas IL-6, IL-12 vy
TNFa!®, Porotrolado, laacumulacién del miR-762 aumentd en My Y Mrcesaps a las4 h posestimulo,yenlos
Mwps a las 24 h posestimulo(Figura 23B); este microRNA hace blanco en Irf7, asociado a respuesta
inflamatoria®. Continuando, el miR-484 aumentd su acumulacion en los My comparado con |0s Mrcesips Y
M.ps €n ambos tiempos posestimulo (Figura 23C). Nuestro analisis bioinformatico sugiere que el miR-484 hace
blanco potencialmente en Nfkb, Stat5a, Irf1, Myd88, Statl, y I/12a. Finalmente, el miR-155-5p, un microRNA
caracteristico de los macréfagos M,ps, aumentd suacumulacion enlos Mips Y Mresips respecto alos My a las
4y 24 h posestimulo (Figura 23D). El perfil de estos microRNA fue comparable conlos observados duranteel
arreglo de microRNA. En conjunto, nuestros resultados sugieren un papel para los miR-125a-5p, miR-762y

miR-484 en lamodulaciéoninmune de los TcES en los MDMO.
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4 h posestimulos
A)

Mrees vS. My Vias de sefializacién KEGG

Glioma
Leucemia crénica mieloide
Via de sefalizacion TGF-
Via de sefializacién insulina
Cancer prostatico
Via de sefializacion HIF-1
Miocardiopatia arritmogénica del ventriculo derecho (ARVC)
Interaccion con receptor ECM
Metabolismo fosfato inositol

Degradacion valina, leucina e isoleucina

v ] B
-log10Pvalue

o -

Mrees+Lps VS. Mg Vias de sefializacion KEGG

Protedlisis mediada por ubiquitina
Via de sefializacién p53
Via de sefializacién GnRH
Via de sefializacién del receptor de células T
Adhesion focal
Via de sefializacion insulina
Via de sefializacion TNF
Via de sefalizacién TGF-f3
Peroxisoma

Céncer prostatico

v ]

O -
7

-log10Pvalue

M pg vs. My Vias de sefializacion KEGG

Céncer prostatico

Biosintesis de esteroides

Via de sefializacion FoxO
Sintesis de hormona tiroidea
Leucemia aguda mieloide
Glioma

Infeccion HTLV-I

Leucemia cronica mieloide

% _

-log10Pvalue

Figura 21.Top 10 devias desefializacion KEGG en Mrees, Mrees+ies Y Mips a las 4 h posestimulos. Vias KEGG enriquecidas por los

niveles diferenciales de RNAm entre Mres vs Mo (A), Mres+ies VS Mo (B) y Mipss vs Mo (C) a las 4 h posestimulo.
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24 h posestimulos
A)

M+eessLps VS- M Vias de sefializacién KEGG

Guia del axén
Via de sefializacion insulina
Infeccion HTLV-I
Via de senalizacion de neurotrofina
Via de sefializaciéon ErbB
Lisosoma
Glioma
Diferenciacién de osteoclastos
Protedlisis mediada por ubiquitina

Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato

N N v >
-log10Pvalue

B)

M ps vs. Mg Vias de sefializacién KEGG

Metabolismo de inositol fosfato
Vias en cancer

Via de sefializacion de insulina

Depresion a largo plazo

Guia de axdén

Via de sefializacion AMPK
Ciclo celular
Via de sefializacion mTOR

Via de sefializacion de receptor de células T

Via de sefializacion TNF -

Q N 2 % ™
-log10Pvalue

Figura 22. Top 10 de vias de sefializacién KEGG en Mrces, Mres+ips Y Mips @ las 24 h posestimulos. Vias KEGG enriquecidas por

los niveles diferenciales de RNAm entre Mressips VS Mo (A) y Mips vs Mo (B) a las 24 h posestimulo.
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Figura 23. Validacidn e identificacion de microRNA en los MDMO estimulados. Los macréfagos se cultivaron con TcES (25
pg/ml), LPS (1 pug/ml) o una combinacion de TcES+LPS durante 4 (arriba) 0 24 h posestimulos (abajo). Los niveles relativos de
los microRNA seleccionados se determind utilizando el ensayo de TagMan miRNA des pués de normalizar utilizando al RNA 18s.
Los valores delos microRNA estdn dados en FC (veces de cambios) relativos al tratamiento de MDMO con PBS (FC + SD). Los

datos mostrados sonuna representacion de dos experimentos independientes.
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7. DISCUSION

En este trabajo se estudid el perfil de expresidon de los microRNA en macréfagos inflamatorios
expuestosalos TcES in vitro y, ademas, se determind que los TcES disminuyen la produccién de las citocinas
asociadas a inflamacionIL-6, IL-12 y TNFa, y de NO, aunque aumenta la acumulacion de RNAm asociados a
inflamacién. Los datos obtenidos muestran que los microRNA son uno de los mecanismos porel que los TcES

regulanlarespuestade los macréfagos en ambientesinflamatorios.

Primero, parasabersi en este modelose disminuiala produccién de citocinas asociadas ainflamacién
en macrofagos expuestos a los TcES, al igual que en los modelos in vivo**°, medimos la produccion de las
citocinasIL-6, IL-12 y TNFa, asicomo de lacitocinaasociadaaregulacion IL-10en MDMO expuestossolo TcES
0 a TcES y LPS. Observamos que en los Mps, los TcES aumentaron la produccidn de IL-10y redujeron a IL-6,
IL-12 y TNFa. Recientemente, se reportdque losES de los helmintos Trichinella spiralis, Schistosoma manson;,
Spirometra erinaceieuropaei e Hymenolepis diminuta también reducen la produccién de citocinas asociadas
a inflamaciony, portanto, la subsecuente inflamacion®°% probando que los TcES y otros ES de helmintos

regulan negativamente la produccidn de citocinas inflamatorias el hospedador.

Después, utilizamos RT-qPCR paraanalizarlos nivelesde losRNAm /16, 1110, 112by Tnfalas4hy 24 h
posestimulo. Paranuestrasorpresa, observamos que hubo una alta acumulacién del RNAm //l10en el Ms a
las 4 h y 24 h posestimulo, pero dicha acumulacidn no coincide con la produccién de la IL-10. Esto podria
deberse al aumento en laacumulacién del miR-155-5p que observamos mediante el arreglo y RT-qPCR, ya
que el miR-155-5p es un inhibidor de la IL-10'7%!%%, por lo que a pesar de la acumulacion de su RNAm, no
dejaria que se tradujera a citocina, explicando asi lo que observamos en los Mps. En linea con esto, en los
Mrees:ps 1@ acumulacion del RNAm /10 aumenta junto con la produccién de IL-10, mientras disminuye la
acumulacién del miR-155-5p alas 24 h posestimulo. Por otro lado, observamos elaumentoen laacumulacién

del RNAmM /16 enlos M. ps alas 24 h posestimulo, peronoasi de la producciénde lacitocina, lo que podria
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deberse a la acumulacién del miR-125a-5p, que lo tiene como blanco!>%187200201 yn fendmenos similar se
reporté con los ES de Acanthocheilonema vitea: la produccién de TNFa se redujo sin que su RNAm Tnf se

alterara®®2. Sinembargo, noindagaron en el mecanismo porel que podria estar ocurriendo.

Ya que la produccidn de citocinas es alterada por los TcES, quisimos saber si también el éxido nitrico
(NO). Si bien el NO es esencial para la respuesta antipatégenos de los macréfagos M1, la exposicon
prolongada a este producto dafia severamentelos tejidos del hospedador, porlo que durante patologias de
inflamacidn crénica es un problema’?°2, En nuestros resultados, observamos que los TcES inhiben la
producciénde NO, disminuyelaacumulaciondel RNAm Nos2, pero nolos niveles de NOS2, enzima necesaria
para su sintesis enlos macréfagos estimulados con LPS a las 24 h posestimulo. Estos resultados nos sugieren
gue, la inhibicion en la produccidon de NO sin que sea efecto de la disminucién en la producciéon de NOS2
podria deberse a factores de virulencia presentes en los TcES que aun necesitan ser identificados e

investigados en T. crassiceps y otros pardsitos293297,

Por otro lado, como esperdabamos, los niveles de ARG1 aumentaron en los M., desde las 4 h
posestimulo®’. Sinembargo, los TcES no modificaron la produccion de ARG1. Lo anterior concuerdan con un
estudio en el que los productos tegumentales de Fasciola hepatica tampoco inducen la produccidn de
moléculas asociadas a los macréfagos M2 in vitro, pero si in vivo2°8. La produccion de moléculas candnicas
M2, como laARG1, ha sidoreportadacomo dependientede lalL-4, la cual es producida porlas células T tipo
Tu2, células T naturalkiller (NK)y baséfilos, pero no por macrofagos?%°212, Sibien, el estimulo de los ES de los
helmintos solos no es suficiente parainducir la polarizacién funcional de los MDMO a un perfil M2, si lo es
para modificar negativamente laspropiedadesinflamatoriasde estascélulas. Porlotanto, los TcES no inducen
la produccién de moléculasasociadas a macréfagos M2, pero sicontrarrestan larespuestainflamatoriaenlos

macréfagos in vitro.

Debidoa que la acumulacion de RNAm de las citocinas nos mostré que diferian de la produccidn de

estas, pero no sabiamos si podia deberse a cambios en las vias de sefializacién de estas citocinasy no a
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microRNA, medimos otros RNAm asociados a inflamacién. Utilizamos la técnica de arreglos (nCounter
InflammationPanel, NanoString mRNAs) para determinar estos posibles cambios. De los 248 RNAm asociados
a inflamacidn que medimos, como esperdbamos, pocos aumentaron en los My comparados con los Mg a
las 4 h (42 vs. 120 RNAm, respectivamente) y 24 h posestimulos (36 vs. 104 RNAm, respectivamente). De
estos, los RNAm acumulados en los My se asocian a la fagocitosis, macréfagos M2 y respuesta
antinflamatoria. Porejemplo, incrementé laacumulacién del RNAm Pkca, cuyo producto es unaenzima para
la biogénesis de los fagolisosomas?!?2. Ademas, aumento la acumulacién de los RNAm Irf3, Cl1sy Ptgs, cuyas
proteinas se han asociado con microambientes antinflamatorios y macréfagos M2213220, A pesar de que
nuestros resultados sugieren que los TcES inducen la acumulacion de RNAm asociados a macréfagos M2, el
estimulo conlos TcES no es suficiente parainducirla produccidn de todos los marcadores M2 en macréfagos,

tal como otros han reportado?°®.

Si bien los Mrgs ¥ Mrasaps cOmpartieron incrementos en la acumulacion de RNAm, nosotros
pensamos que serian mas los compartidos entre estos grupos.Los RNAm compartidos fueron Irf3, Defal, C1s
e lfnalalas4 h; y RNAm Hspb1, Maffy Map2k6 a las 24 h posestimulos. Laacumulacion de losRNAm Irf3y
Clssugiere un perfil tipo macréfagoM2; ladel Ifnal quelos TcES podrian serreconocidosporlos TLR3, TLR7/8
o TLR9?21222: y |3 del Defal sugiere la inhibicién de la respuesta inflamatoria en macréfagos, ya que este
transcrito codificaalaproteinaHNP1, la cual tiene como blanco a citocinas asociadas a inflamacion y NO?232,
Finalmente, notamos el aumento enlaacumulacion del RNAmM TIr2 en 10s Mycesiips @ las 24 h posestimulo, lo
cual podriarelacionarse con el reconocimiento de los TcES, ya que previamente se reportédque TLR2 reconoce
a TcES??°. Los resultados sugieren que, aungue losTcES no inducen una activacién candnica de los macrdfagos
tipo M2, siinducen muchos de los RNAm que los ayudan a contrarrestar la inflamacidn. Por otra parte, no
esperabamos que 10s Mygs.ips Y Mips compartieran mas de 60 RNAm asociados ainflamacionalas4hy24h
posestimulos. Sinembargo, si la disminucién en la acumulacién de RNAm asociados a inflamacién en los

Mreessips cOmo Nox1, Ccl21a, Ccrdy Cxcr2 comparado con los Myps a las 24 h posestimulo.
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Los microRNA son pequefias moléculas de RNA no codificantes fundamentales para las funciones de
las células. Estas moléculas puedensilenciar la traduccién de los RNAm a través del apareamiento de bases
con secuencias complementarias enlos RNAmM?26, En la Gltima década, se hadescrito que son esenciales para
la diferenciacién de los macréfagos a sus diferentes perfiles de activacién, asicomo en la respuesta de estas
células a ES de helminto®110172.173.18 pgr consiguiente, analizamos el perfil de microRNA en los MDMO

inflamatorios expuestos alos TcES.

Nuestro andlisis muestra que l0s Mys.ps Y Mips comparten la acumulacion de microRNA que tiene
como blanco vias inflamatorias. Porejemplo, el miR-146a-5p aumentd en ambos grupos a las 4 h, pero solo
enlos Mrgs.ps alas 24 h posestimulo; este microRNAtiene como blanco alos RNAmM Traf6, Irak1, Irak2, Nfkb,
StatlyApl, loscualesforman parte de las vias de sefializacidn de los TLR, NF-kBy STAT133:227-229 | o anterior
también es apoyado por el analisis de enriquecimiento KEGG que hicimos, el cual indica que parte de los
blancos estan en lasvias de NF-kB, TNFy MAPK (Figura 21y 22). Si bien esperdabamoslaacumulacién de este
tipo de microRNA en los M;ps, como parte de la retroalimentacidn negativa necesaria para evitar la
sobreactivacion de la respuesta inflamatoria’>>1¢623° notamos que la la regulacion inducida por los TcES es
mas evidenteyfuerte, demostrando que los TcES inducen microRNA que tiene como blanco vias asociadas a

inflamacion.

Como pruebade loanterior, los Mygs.ps tuvieron mayor laacumulacién de los let-7i y let-7e, los cuales
tienen como blanco al RNAm TIr4, ocasionando que se reduzca el reconocimiento de antigenos46:23123,
también aumentaron al miR-24-3p, el cual reduce la producciénde IL-6 y TNFa en macréfagos?33. Asimismo,
la produccién de los miR-146a-5p, miR-365-3p y miR-24-3p en 10s Mrgsups ¥ Mres ha sido reportada
previamente en macréfagos expuestos a los ES de E. multiocularis y S. japonicum’3?3* Estos resultados
confirman que los TcES inducen microRNA que tienen como blanco vias asociadas a inflamacién y que hay
moléculas conservadas en los ES de los helmintos que inducen los mismos microRNA para modular

negativamentelarespuestainflamatoria del hospedador.
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Por ultimo, seleccionamos 4 microRNA para validar su acumulacién mediante RT-gPCR que
previamente hansido reportados que tienen como blanco RNAmasociadosainflamacion.Laacumulacién del
miR-125a-5p aumentd en los My Y Myps. Sin embargo, el estimulo combinado de los TcES y LPS indujo un
efecto aditivo en la produccién de este microRNA a las 4 h posestimulo. La maduracion del miR-125a-5p
aumenta después de la sefializacion a través de TLR2/TLR4 y es fundamental para reducir los niveles de las
citocinas IL-6, IL-12 y TNFa, ya que hace blanco en las vias de NF-«kB y KFL4, funcionando como un bude de
retroalimentacion negatival®0187.200201 | 3 sefjalizacidon de los TcES a través de TLR2 en células fagociticas fue
previamente descrito en nuestro equipo de trabajo?25235,

Continuamos con el miR-762 que aumentd en 10s Mg Y Mresaps @ las 4 h posestimulo. EI miR-762 ha
sido reportado con aumentos en su acumulacion en cancer de mama y ovario, y tejido ocular, sitios en los
que los macréfagos se diferencian a M2236240, Ademads, usando las herramientas bioinformaticas
encontramos que /112b, 116, Tnf, Nfkby Cd86 son posibles blancosde este microRNA en 10s Myees Y Mrcgsips, LO
anterior, nos sugiere que participariaenlasupresion de RNAm asociados ainflamacién en macréfagos M1.

El miR-484 aumentd entodoslos gruposde MDMO a las4 h posestimulo. Sinembargo, su produccién
se mantuvo solo en los Mg a las 24 h posestimulo. El miR-484 ha sido identificado en multiples tipos de
cancer y en el cortex cerebral, ambientes en los que se activan los macréfagos a M22412%¢_ Nuestro analisis
bioinformatico muestraque los RNAm //1b, Nfkb, Stat5a, Irf1, Myd88, Statl e IL-12a son posibles blancos del
miR-484, lo que sugiere unafunciénenlatoleranciainmune.

Finalmente, el miR-155-5p se ha reportado que se produce en macréfagos estimulados con LPS y se
sabe que mejorala respuestainflamatoriaal hacer blanco en las moléculas reguladoras del sistemainmune
como los RNAm de Shipl, Socsl, Il13ra y C/ebp8B, asi como por aumentar la vida media del RNAm
Tnf146:175.176,230,247243 'Como esperabamos, el miR-155-5p se produjo enlos Mps, perotambién en [0S Myes.ips
a las 24 h posestimulo, aunque en estos la acumulacién es significativamente menor con respecto a los
primeros. La produccidn tardia en los Mys..ps podria deberse a que el miR-155-5p funciona también en un

bucle de retroalimentacion negativa en macrdéfagos inflamatorios?7259251, Ademads, los productos de
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Angiostrongylus cantonensis también inducen la produccién del miR-155-5p2°2, por lo que seria interesante
estudiarmasla funcién del miR-155-5p durante la exposicién a ES de helmintos.

Nuestros resultados nos permiten proponer que en 1os Mys..ps, |0s LPS son reconocidos por TLR4, el
cual se dimerizay recluta a las moléculas adaptadoras TIRAP y MyD88, con lo que se inicia la respuesta
inflamatoria. Unavezactivado, MyD88 activa a las proteinas IRAK1, IRAK2 e IRAK4, que activan a TRAF6y este
a TAK1, TAB2 y TAB3; estos ultimos, activan al complejo IKK, con lo cual se activa NF-kB, que transloca al
nucleo paratranscribirlos RNAm Tnf, 16, 1112a e 1112b (Figura 24)>%?4°. Sin embargo, los TcES son reconocidos
por TLR2225235 induciendo una via de sefializacién, aln desconocida, que activaria la transcripcion y
maduracién de microRNA como miR-125a-5p, el cual tiene como blancos a los RNAm 116, Il12a, Tnfy Tir4
(Figura 24). El miR-762 también hace blanco sobre estos RNAm y, junto con el miR-484, en el RNAm Nfkb.
Ademads, el miR-484tiene como blanco a los RNAmM Myd88. Finalmente, la produccién de IL-10inhibe al miR-
155-5p de manera dependiente a STAT3, con lo cual SHIP1 se liberaria e inhibiria a STAT1*27°, Ademas, de
estos microRNA, otros acumulados, pero que no comprobamos su expresidontienen como blanco RNAm de la
via de TLR4, como el miR-146a-5p que tiene como blanco al RNAm J/rak4, y otras vias en las que seria
importante explorarsu funcién.

También consideramos que nuestros resultados apuntan a que los TcES dependen de laactivacion de
las vias inflamacion para que sus moléculas asociadas a regulacién sean transcritas o adquieran funcion,

incluyendo alos microRNA.
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Figura 24. Modelo hipotético de la via de sefializacion inducida macréfagos Mrces+ips. Los LPS son reconocidos por el TLR4, €
cual se dimeriza y recluta a TIRAP y MyD88 para iniciar la respuesta inflamatoria. Ya activada, MyD88 activa a las proteinas
IRAK, que activan a su vez a TRAF6, TAK1 y, por ultimo, a NF-kB, el cual transloca al ntcleo y transcribe a genes asociados a
inflamacién como Tnf, Il6, ll12a e I12b. Los TcES serian reconocidos por TLR2, induciendo una via de sefializacion aun
desconocidaquellevariaa la transcripcién del miR-125a-5p, el cual tiene como blancoa los RNAm 116, l112a, Tnfy Tir4. El miR-
762 también haria blanco sobre estos microRNA y, junto con miR-484, en NfkB. Ademas, el miR-484 tiene como blanco a
Myd88. Por ultimo, la citocina IL-10 bloquea |a transcripcion del miR-155-5p, el cual tiene como blanco a Ship1, por lo que

SHIP1setraduceybloquea laactividadde STAT1. Diagrama esquematico hecho con PPT-Toolkit-Immunology, Motifolio, Inc,,
Ellicott Citty, MD, USA.
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En resumen, nuestro trabajo demuestra que, si bien los TcES inhiben la produccién de NO, esto es
independiente de la produccién de la enzima NOS2 en macréfagos derivados de médula ésea (MDMO)
estimulados con los LPS, por lo que podria estar asociados factores de virulencia del parasito. También que
los TcES no son suficientes para inducir la expresién de ARG1 en MDMO. Por ultimo, que los TcES, en
macroéfagos, disminuyen la produccién de las citocinas asociadas ainflamacion IL-6, IL-12y TNFa, a través de
la induccion de microRNA como el miR-125-5p, miR-762 y miR-484, los cuales tienen como blanco RNAm
asociados con las vias de sefalizacion de estas citocinas y otras vias inflamatorias. Lo anterior, modifica la
acumulacién de RNAm asociados a inflamacién, perotambién aumentalade RNAm asociados a fagocitosis,
macrofagos M2 y respuestaantinflamatoria. Estos resultados estantambién apoyados por nuestro andlisis in
silico. En conjunto, los microRNA moldean el perfil del transcriptoma de los macréfagos y por consecuendia,
determinan cdmo serdlarespuestainmune del hospedador.

Aunque este trabajo no demuestrade maneradirectalainteraccidon entre los microRNAylos RNAm, si
encontramos una clara asociacion entre los microRNA inducidos por los TcES y los RNAm involucrados en
multiples vias inflamatorias como sus blancos. Los préximos estudios que se hagan en el laboratorio al
respecto deberan enfocarse en encontrar los blancos y funciones de los microRNA aqui descritos en los
Mreessips. LO anteriorcon el finde, enun futuro, utilizar los microRNA inducidos porlosTcES como tratamiento
en enfermedades autoinmunes. Finalmente, los hallazgos aqui presentados aumentan nuestro
entendimiento de cémo los productos ES de los helmintos regulan negativamente lainflamacion y ofrecen un

nuevo acercamiento al tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias en un futuro cercano.
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8. CONCLUSIONES

La exposicidnalos TcES inhibe la produccién de NO de manera independiente ala disminucién de la
enzimaNOS2 en macréfagos estimulados con LPS.

La exposicidonalos TcES no induce laproduccidon de ARG1 en macréfagos estimulados con LPS.

Los macréfagos expuestos a los TcES y LPS aumentan la acumulacién de RNAm asociados a
inflamacidn, fagocitosis, macréfagos M2y respuesta antinflamatoria.

La exposiciona los TcES aumenta la produccion de la citocina IL-10 en macréfagos estimulados con
LPS.

La exposicionalos TcES conllevaalaacumulaciénde losRNAmMII6, 1112b y Tnf. Sin embargo, los niveles
de sus proteinas estaban disminuidas en macréfagos estimulados con LPS.

La exposicion alos TcES aumentalaacumulacion de miR-125a-5p, miR-762y miR-484 en macrofagos
estimulados con LPS, los cuales tienen como blanco a RNAm asociados a vias inflamatorias.

La exposicidonalos TcES disminuye laproduccién de las citocinas asociadas ainflamacién IL-6, IL-12y
TNFa, lo cual seria a través de la induccion de microRNA como miR-125-5p, miR-762 y miR-484,
guienestienen como blanco RNAm asociados alas vias de sefializacidn de estas citocinas y otras vias

inflamatorias.
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Helminth parasites modulate immune responses in their host to prevent their elimination and to establish chronic infections. Our
previous studies indicate that Taenia crassiceps-excreted/secreted antigens (TcES) downregulate inflammatory responses in rodent
models of autoimmune diseases, by promoting the generation of alternatively activated-like macrophages (M2) in vivo. However,
the molecular mechanisms triggered by TcES that modulate macrophage polarization and inflammatory response remain unclear.
Here, we found that, while TcES reduced the production of inflammatory cytokines (IL-6, IL-12, and TNFa), they increased the
release of IL-10 in LPS-induced bone marrow-derived macrophages (BMDM). However, TcES alone or in combination with
LPS or IL-4 failed to increase the production of the canonical M1 or M2 markers in BMDM. To further define the anti-
inflammatory effect of TcES in the response of LPS-stimulated macrophages, we performed transcriptomic array analyses of
mRNA and microRNA to evaluate their levels. Although the addition of TcES to LPS-stimulated BMDM induced modest
changes in the inflammatory mRNA profile, it induced the production of mRNAs associated with the activation of different
receptors, phagocytosis, and M2-like phenotype. Moreover, we found that TcES induced upregulation of specific microRNAs,
including miR-125a-5p, miR-762, and miR-484, which are predicted to target canonical inflammatory molecules and pathways
in LPS-induced BMDM. These results suggest that TcES can modulate proinflammatory responses in macrophages by inducing
regulatory posttranscriptional mechanisms and hence reduce detrimental outcomes in hosts running with inflammatory diseases.

1. Introduction

Helminth infections induce polarized T 2-type biased
immune responses that play a role in parasite expulsion,
tissue repair, and regulation of unrelated inflammatory and
autoimmune responses in the host [1-3]. The striking ability
of helminth parasites in conferring protection from diseases
of immune dysregulation has increased the attention into

the immunomodulatory mechanisms evoked by these patho-
gens. Previous studies in our laboratory, using a murine
model of cysticercosis, demonstrated that chronic infection
with the helminth Taenia crassiceps or administration of its
excreted/secreted products (TcES) ameliorates the develop-
ment of experimental ulcerative colitis, autoimmune enceph-
alomyelitis (EAE), and type 1 diabetes [4-8]. The ability of T.
crassiceps and TcES to counteract these inflammatory



responses was demonstrated to be dependent on a popula-
tion of macrophages that produced markers of alternative
activation (M2), such as PD-L2, IL-4Ra, MR, IL-10, ARGI,
YML1, and FIZZ1 [9].

Macrophages can be activated towards an M2 phenotype
after being stimulated with IL-4 produced by Ty;2 lympho-
cytes during parasitic infections or exposure to allergens
[10, 11]. In contrast, released IFN-y and pathogen or
danger-associated molecular patterns (PAMPs or DAMPs)
during infections or tissue injury, respectively, promote clas-
sical (M1) activation in macrophages [1, 12]. Although a cru-
cial role for T. crassiceps-induced M2 macrophages in
regulating detrimental autoimmune and inflammatory
responses has been demonstrated [3], the transcriptional
events elicited by TcES that modulate macrophage activation
have not been elucidated.

Helminth infections and/or their antigens can trigger
the levels of microRNAs to modulate inflammatory
responses in the host [13-15]. MicroRNAs are small non-
coding RNAs that regulate cell functions posttranscription-
ally through direct binding to the 3'-UTR (untranslated
region) of target messenger RNAs (mRNAs), resulting in
the destabilization of mRNAs and repression of translation
[16]. Recently, microRNAs have been associated with
helminth-induced M2 macrophages in vitro and in vivo.
For instance, Riickerl et al. reported that macrophages
obtained during acute (3 weeks) Brugia malayi infection
induced microRNAs associated with M2 macrophages,
such as miR-199-5p, miR-378-3p, and miR-125b-5p [15].
In addition, Guo and Zheng identified distinct micro-
RNAs, including miR-146a-5p, miR-155-5p, miR-21a-5p,
miR-146b-5p, miR-99b-3p, miR-125a-5p, and miR-378,
in RAW 264.7 macrophages cocultured with metacestodes
of Echinococcus multilocularis. In these studies, the authors
suggested a role for these microRNAs in targeting impor-
tant inflammatory mRNAs (Tnf, Illa, I1l6, Il12a, Il12b,
Ccl22, and Ccl18 mRNA) [14]. Thus, microRNAs may be
a key mechanism elicited by helminths in the regulation
of inflammatory responses in the host.

Although we have previously demonstrated a role for the
TCcES in preventing STAT1 phosphorylation in inflammatory
macrophages [17], the influence of TcES in macrophage
polarization and the transcriptional pathways regulating this
process remain unknown. Here, we determined the effect of
TcES alone or in combination with LPS or IL-4, in the regu-
lation of multiple mRNA transcripts and microRNAs
induced in macrophages. Our results indicate that TcES
decreased the production of inflammatory cytokines (IL-12,
TNFa, and IL-6) in LPS-induced macrophages but has a lim-
ited role in inducing directly the production of M1- and/or
M2-associated molecules. The immune-modulatory ability
of TcES was further associated with increased levels of spe-
cific microRNAs, which are predicted to target, according
to our bioinformatic analysis, numerous inflammatory
mRNAs involved in the TNF and NF-«B signaling pathways.
These findings suggest a role for TcES in modulating the
transcriptional profile of macrophages via altering their
microRNA profile and, consequently, the inflammatory
properties of these immune cells.

Journal of Immunology Research

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement. All experiments in this study were per-
formed according to the guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals adopted by the US National Institutes
of Health. The Institutional Animal Care and Use Committee
(IACUQC) at the Research Institute at Nationwide Children’s
Hospital and the Ohio State University approved all
protocols.

2.2. Mice. Adult 6- to 8-week female BALB/c mice were
purchased from The Jackson Laboratory. All animals were
maintained in a pathogen-free environment and estab-
lished as breeding colonies in the Transgenic Mouse Facil-
ity at the Research Institute at Nationwide Children’s
Hospital or in specific pathogen-free conditions at the
Ohio State University Laboratory Animal Resources. The
mice were housed in sterilized polycarbonate cages with
basic filter top caging containing pine wood shavings and
were offered mouse ration and water ad libitum. The cages
were held in Isolation and Containment cubicles (Britz
and Co., Wheatland, WY).

2.3. Parasites and TcES. Metacestodes of T. crassiceps (ORF
strain) were harvested under sterile conditions from the
peritoneal cavity of female BALB/c mice after 8-10 weeks of
intraperitoneal (i.p.) infection. The cysticerci were washed
four times in physiological saline solution prior to maintain-
ing them in culture with a sterile saline solution at 37°C for
24h. The supernatant was recovered and centrifuged for
10 min at 1000 g. The heavy fraction of TcES was concen-
trated using the 50kDa Amicon Ultra Filter (Millipore),
30min at 1000 g. Protease inhibitors were added to the
>50kDa fraction, and samples were stored at -70°C until
further use.

2.4. Bone Marrow-Derived Macrophages (BMDM). To gen-
erate bone marrow-derived macrophages (BMDM), we
followed the protocol previously described [18]. Briefly,
bone marrow cells were obtained by flushing femurs and
tibias from BALB/c mice with a sterile saline solution.
The isolated cells were plated in 100 mm Petri dishes at
1x10° cellsymL in Dulbecco’s modified Eagle’s media
(DMEM, Mediatech, Herndon, VA), supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Life Tech-
nologies, Grand Island, NY), 1% penicillin/streptomycin,
1% glutamine, and 20ng/mL of macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF, BioLegend). On day 7, the cells
were harvested, washed, counted, and replated in culture
media (without M-CSF) at a density of 2x 10° cells/well
(12-well plate, Falcon polystyrene). BMDM were incubated
with either TcES (25ug/mL), Escherichia coli LPS
(Img/mL, Sigma-Aldrich), interleukin-4 (20ng/mL),
TcES+LPS or TcES+IL-4. After 4 and 24h poststimula-
tion, BMDM were harvested for flow cytometric and
transcriptomic analysis. The supernatants were recovered
for cytokine detection by ELISA.

2.5. Flow Cytometric Analysis. Flow cytometric analysis was
performed as previously described [19]. Briefly, harvested
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BMDM were incubated in 1 yg/mL of anti-mouse Fc receptor
antibody in 100mL PBS containing 0.5% BSA plus 0.02%
NaN; (FACS buffer) for 15min on ice. Subsequently,
single-cell suspensions were stained for 15min at 4°C with
blue-fluorescent reactive dye, L23105 (Life Technologies) to
discriminate dead cells. After washing, 1-3 x 10° cells were
surface-stained in FACS buffer for 15 min at 4°C with anti-
bodies recognizing CD11b (Alexa Fluor 700, BioLegend),
F4/80 (Brilliant Violet 785, BioLegend), CD86 (Brilliant Vio-
let 421, BioLegend), PD-L1 (PE-Cy7, BioLegend), and PD-L2
(PE, BioLegend). Surface-stained cells were washed three
times with FACS buffer and treated with Fix/Perm reagent
according to the protocol of the cytofix/cytoperm kit (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). The cells were intracellu-
larly stained in FACS buffer containing anti-Nos2 (PE,
eBiosciences) and anti-h/m arginase 1 (APC, R&D sys-
tems) for 30 min at 4°C and further collected on an LSR
IT cytofluorometer (BD, Franklin Lakes, NJ). Stained cells
were gated according to size (SSC-A) and forward scatter
(FSC-A) to eliminate debris. Doublets were excluded from
the analysis by using forward scatter height (FSC-H) and
ESC-A. Data analysis was performed using FlowJo Software
(FlowJo, LLC).

2.6. Cytokine Assay. Supernatants from cell cultures of stim-
ulated macrophages were recovered at 4 and 24 h poststimu-
lation, and the levels of the cytokines IL-10, IL-6, TNFq, and
IL-12 were measured by ELISA according to the manufac-
turer’s instructions (PeproTech).

2.7. RNA Extraction and Arrays. Total RNA was extracted
from BMDM stimulated with LPS (M;pg), TCES (M gs)s
LPS+TCES (M| gs,1ps)> OF culture media (M,) using QIAzol
reagent (QIAGEN), according to the manufacturer’s
specifications, and stored at -80°C. Next, RNA was purified
following the miRNeasy kit protocol (QIAGEN). RNA
concentration and integrity were determined using a Nano-
Drop™ spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,
DE) and Agilent Bioanalyzer 2100, respectively. For
transcriptomic analysis, 50 ng/uL of RNA was used for the
nCounter Inflammation Panel (NanoString mRNAs) and
the nCounter miRNA Assay set (microRNAs). Both mRNA
and microRNA arrays were performed following the manu-
facturer’s instructions at the Genomics Shared Resource,
OSU. Data analysis for the nCounter Inflammatory Panel
(mRNA) and for the nCounter miRNA Assay set was con-
ducted using the nSolver™ Analysis Software according to
the manufacturer. For the nCounter Inflammatory Panel
(mRNA), we normalized using the normalization factor
and subtracted the background (mean of negative
controls +2 standard deviations). Next, we normalized
using the geometric mean of housekeeping genes as reported
[20]. Then, using the normalized counts, we calculated the
fold change (FC) by comparing M.rs, Mrpcpsirps and M pg
to M. For the nCounter miRNA Assay set, we first normal-
ized using the normalization factor. The background was
subtracted from the data using the mean of negative
controls + 2 standard deviations. Finally, we used the top 75
microRNAs [21]. The normalized counts were used to

calculate the FC by comparing My zg, Mipcgg,rpss and M pg
to M,. Of the 566 total probes measured in the assay, 183
and 236 microRNAs for 4h and 24h, respectively, were
identified and used for analyzing significant changes in
microRNA levels among samples. MultiExperiment Viewer
(MeV) was used to generate heat maps, which represent
log,-transformed data.

2.8. Real-Time PCR. TagMan gene expression assays
(Applied Biosystems) were used to quantify and/or validate
the levels of mRNAs and microRNA transcripts. cDNA was
generated from mRNAs, using a 15 4L RT reaction consisting
of 2.0 uL of Buffer (10x), 0.8 4L 100 mM dNTPs (100 mM),
1.0 uL reverse transcriptase, 2.0 uL of mRNA primer, and
1 pug of total RNA. RT reaction was incubated for 30 min at
16°C, 30 min at 42°C, and 5min at 85°C. For microRNA
levels, a 15 uL reaction was prepared with 2.0 uL of buffer
(10x), 0.2uL 100mM dNTPs (100mM), 1.0uL reverse
transcriptase, 0.2 L RNAse inhibitor (20 U/uL), 3.0 uL of
microRNA primer, and 100 ng of total RNA. RT reaction
was incubated as mentioned before. For both mRNA and
microRNAs, quadruplicate real-time PCR reactions were
performed in the 7500 Real-Time PCR system. The amplifi-
cation reaction mix was composed of 10 yL of TagMan Uni-
versal PCR Master Mix (2x), 1 yL of the specific mRNA or
microRNA probe, and 1uL of specific microRNA ¢cDNA.
The reactions were preincubated for 10 minutes at 95°C
and amplified with 40 cycles consisting of 10sec at 95°C,
40 sec at 60°C, and 5sec at 72°C (fluorescence acquisition).
To assess possible bias for reference RNA, we used 18S
RNA, Actb, and Gapdh mRNAs. Relative quantification was
calculated by 2722, All nRNA and microRNA assays were
tested for reproducibility and linearity (PCR efficiency was
between 1.9 and 2.0 for all assays). All primers were pur-
chased from Applied Biosystems. The primer sequences are
shown in Table S1.

2.9. mRNA and MicroRNA Target Gene Prediction and
Bioinformatics Analysis. Target mRNAs of differentially
produced microRNAs were predicted using DIANA-
TarBase database v6.0, which includes experimentally vali-
dated targets from the literature. To explore the potential bio-
logical function of the microRNAs’ profile and their targets,
DIANA-mirPath v2.0 (http://snf-515788.vm.okeanos.grnet
.gr/) was used to perform enrichment analysis of micro-
RNA’s target mRNAs in the KEGG pathway and in GO
terms [22].

2.10. Statistical Analysis. Data analyses were performed using
GraphPad Prism 6 software. Statistical comparisons were
performed by using Student’s t-test. p values less than 0.05
were considered significant. Graphed data are presented as
mean + SD or SEM.

3. Results

3.1. TcES Reduces the Inflammatory Response of LPS-Induced
BMDM. Previously, we demonstrated the ability of TcES in
reducing the development of inflammatory and autoimmune
diseases in rodent models [4-8]. The effect of TcES in



counteracting detrimental inflammatory responses in vivo is
associated with the emergence of polarized macrophages
towards an M2 phenotype [4, 5, 11]. Although studies in
our laboratory indicate a role for TcES in blocking the IFN-
p/STAT1I signaling pathway in macrophages [17], the effect
of TcES in inducing directly M2 macrophages remains to
be elucidated. To define the macrophage profile elicited by
TCES, we first determined the levels of the inflammatory
cytokines IL-12, IL-6, TNFea, and IL-10 in cultures from
BMDM. The cells were stimulated (Figure 1(a)) for 4h or
24 h with TcES (henceforth M.;..;.¢), E. coli lipopolysaccharide
(Mpps), interleukin-4 (My,), TcES+LPS (Mr.gsiips)s
TcES+IL-4 (Mygi.a)» or PBS (Mg). Supernatants
obtained from My s displayed higher levels of IL-10
and deficient levels of inflammatory cytokines (IL-6 and
TNFa) compared to all the groups at 4h poststimulus
(Figures 1(b) and 1(e)). However, IL-10 production by
Mrs did not continue at 24h. Interestingly, we found
that exposure of macrophages to TcES and stimulated
with LPS (Mg, 1ps) significantly reduced the production
of IL-12, IL-6, and TNFa compared to those in M, ,q at
24h (Figures 1(c) and 1(e)). Increased IL-10 levels were
observed in supernatants from My ¢, ps compared with
all groups at 24h (Figure 1(b)). A similar trend was iden-
tified in the levels of the mRNA for Tnf at 24h poststim-
ulus (Figure 1(f)), whereas levels of IlI0 mRNA were
similar between all groups at 24h (Figure 1(g)). Our
results suggest that TcES play a role in downregulating the
production of proinflammatory cytokines in LPS-induced
BMDM, by increasing the production of a regulatory
cytokine.

To gain insight in the phenotypic profile induced by TcES
in macrophages, we used flow cytometry technique to
determine the production of intracellular nitric oxide syn-
thase (NOS2), and arginase-1 (ARGL1), as the conventional
markers for M1 and M2 profiles, respectively, in BMDM.
Our results showed that while M;pq and M;; , presented
increased percentages of NOS2" and ARG1" macrophages,
respectively, M. ¢ displayed limited production of these
molecules (Figures 2(a) and 2(d)). Additionally, similar per-
centages of NOS2" BMDM were found between My gs,1ps
and M, g, and comparable ARG1" BMDM were observed
when analyzing My gg .4 Versus My , (Figures 2(a) and
2(d)). Levels of mRNA Argl by RT-qPCR showed similar
trends as the flow cytometric analysis (Figure 2(f)). While
the levels of Nos2 mRNA were upregulated in M gq,;ps
compared to M,, but significantly reduced compared to M pg
(Figure 2(e)). These data suggest that the stimulus with TcES,
either alone or in combination with LPS or IL-4, has a limited
role in inducing the production of canonical M1 or M2
markers. Nevertheless, these antigens play a role in downreg-
ulating the proinflammatory response to LPS in BMDM.

3.2. TcES Modify the Proinflammatory mRNA Profile of LPS-
Induced BMDM. Because our data suggest a novel role for
TcES in attenuating the proinflammatory response of LPS-
induced BMDM, and the current M1/M2 paradigm scarcely
describes the influence of TcES in the transcriptional profile
of macrophages, we performed a proinflammatory mRNA
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array screen (see “mRNA array” for details) on My, M, pg,
Mo and Mg, pe at 4 and 24h  poststimulus
(Figure 3). Commonly produced mRNAs among the groups
of M ps, Mg and My g, ps are displayed in Table S2.
As expected, our results indicate increased levels of multiple
proinflammatory mRNAs in M;ps with respect to M,
(Table 1 and Table S3), including Ilia, 1I6, Il12a, 1112b, Tnf,
and Nos2, among other mRNAs, at 4 and 24h
poststimulus. These molecules correspond to previously
reported markers for LPS-stimulated macrophages [1]. In
contrast, M g downregulated the levels, with respect to
M,, of cytokines, chemokines, and transcriptional factors
distinctive of MIl-activated macrophages, while displaying
upregulated levels mainly associated with enzymes, as
MAPK pathway, at 4 and 24h poststimulus (Table 1 and
Table S4). Noticeably, although M zs,;1ps presented 132
and 96 upregulated mRNAs (Table S5), these macrophages
only shared 6 and 3 upregulated mRNAs with My at 4
and 24h poststimulus, respectively. However, M| zq.1ps
shared 89 and 65 upregulated mRNAs with M, ,4 at 4 and
24h poststimulus, respectively, including transcripts for
cytokines, chemokines, receptors, and transcriptional
factors as Illa, Il1b, 1l6, 1l12a, I112b, Ccl3, Ccl5, Ccl2, Ccl7,
Cd86, TIr2, Statl, Stat3, and Nfkbl mRNA. The
differentially induced mRNAs between M gg,1ps and M pg
are shown in Table S6. Next, we validated 7 mRNAs
associated with M1 (Il1b, Statl, Cd86, Il6, and I112b) and
M2 (Stat6 and Chi3l3) macrophages by RT-qPCR. The
levels of these mRNAs were comparable to those observed
in the mRNA array (Figure 4), which attest for the high
quality of our array, supporting that a posttranscriptional
mechanism induced by TcES may have a role in
macrophage’s response to LPS. Interestingly, although the
levels of IL-6 and IL-12 in supernatants from My gg,1ps
were significantly reduced respect to M| pg (Figures 1(a) and
1(b)), the levels of their mRNAs of these cytokines were
comparable between My gq,ips and M;pe. These data
suggest that posttranscriptional mechanisms triggered by
TcES may have a role in modulating the production of
specific inflammatory cytokines.

3.3. TcES Modulate the Profile of MicroRNAs in LPS-
Stimulated BMDM. MicroRNAs participate in diverse bio-
logical processes at the posttranscriptional regulatory level.
The complementary binding of microRNAs to mRNAs
reduces either transcription or translation of mRNA tran-
scripts [16]. Recently, a handful of studies indicate a role
for helminth parasites and their antigens in inducing micro-
RNAs to modulate host immune responses [14, 15, 23]. To
determine whether the ability of TcES in attenuating the
inflammatory response of BMDM is associated with the pro-
duction of specific microRNAs, we performed a microRNA
array (see “microRNA array” in Materials and Methods for
details) in My, M ps, Mg and Mygg,ipe at 4 and 24h
poststimulus. As a result, we identified 7 and 89 upregulated
microRNAs in M, pg at 4h and 24 h, respectively. M. dis-
played 13 (4h) and 3 (24h), and My gg,1ps sShowed 19 (4h)
and 28 (24h) upregulated microRNAs (Figure 5). The top
10 up- and downregulated microRNAs in M; pg, My gg, and
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F1Gure 1: TcES regulates the production of inflammatory cytokines in LPS-induced macrophages. (a) Flow diagram of general experimental
design. For differentiation of macrophages, bone marrow progenitor cells were cultured with rM-CSF at 37°C 5% CO, for 7 days. On
completion day, BMDM were washed and stimulated with the following stimuli: LPS (1 pg/mL), TcES (25ng/mL), or both for 4 or 24
hours. The supernatants, total RNA or cells were harvested for later procedures. (b) Kinetics levels of IL-10, (¢) IL-6, (d) IL-12, and (e)
TNFa in supernatants from stimulated BMDM. Evaluation of the levels of (f) Tnf and (g) I/lI0 mRNA by RT-qPCR in groups of
stimulated macrophages mentioned above (n =6, 3 replicates condition). mRNA levels are represented as mean relative (+SD). Data are
representative of 3 independent experiments using 3 replicates per stimuli. Significance was calculated using ¢-test. *p < 0.01, **p < 0.05,

and ***p < 0.001.

Mrgs.1ps are shown in Table 2. The complete lists of micro-
RNAs are shown in Table S7-S9. Additionally, we found 4
and 2 microRNAs shared among the groups of stimulated
BMDM at 4 and 24h, respectively (Table S10).
Interestingly, M pq,1ps shared 6 upregulated microRNAs
with My and only 3 with M, at 4h poststimulus.
However, M gq.1ps did not share microRNAs with My gg
and shared 22 with M;pg at 24h poststimulus. Finally,
M cpsips differentially induced 3 and 20 microRNAs
compared to M;ps at 4 and 24h poststimulation,
respectively (Table S11). These data suggest that TcES
induce the early production (4h) of microRNAs, followed
by the stimulus with LPS (24h), in Mg, ps- This
phenomenon is associated with an increased number of
upregulated microRNAs in M., . compared to M, pg (13 vs.
7 microRNAs, Figure 5) at 4h poststimulation.

To assess the potential biological relevance of the upreg-
ulated microRNAs in the transcriptional profile of activated
macrophages, we conducted bioinformatic analysis as GO
terms and KEGG pathway analysis by comparing M s,
M gseLps OF M| pg vs. M at both 4 and 24 h poststimulus.
The GO terms in Mg and My g, ps Were mainly enriched
for the biological process associated with anatomical struc-
ture development, cell differentiation, and cellular protein
differentiation process at 4h poststimulus (Figures 6(a) and
6(b)). Anatomical structure development, cell differentiation,
and chromosome organization were predicted to be a target
by microRNAs in My, while organelle, anatomical struc-
ture, and cell differentiation were enriched in M g, ps at
24 h poststimulus (Figures 6(d) and 6(e)). Lastly, GO terms
enriched for M, ¢ are chromosome organization, biosyn-
thetic process, and protein complex as well as organelle,

anatomical structure, and cell differentiation at 4 and 24h
poststimulus, respectively (Figures 6(c) and 6(f)). The KEGG
pathway enrichment analysis revealed that at 4h stimulus,
upregulated microRNAs were regulating glioma, chronic
myeloid leukemia, and TGF-f signaling pathway in My g
(Figure 6(a)); ubiquitin-mediated proteolysis, p53, and
GhRH signaling pathway in My gq . ps (Figure 6(b)); and
prostate cancer, steroid biosynthesis, and FoxO signaling
pathway in M, .4 (Figure 6(c)). In contrast, the KEGG enrich-
ment pathways at 24h poststimulus were axon guidance,
insulin signaling pathway, and HTLV-I infection in My gg
,Lps (Figure 6(e)) and inositol phosphate metabolism, path-
ways in cancer, and insulin signaling pathway in M| pq
(Figure 6(f)). For more details of GO enrichment analysis
and KEGG pathways, refer to Table S12 and Table S13.
These data suggest a role for TcES in inducing microRNAs
that regulate important metabolic, cell signaling, and
inflammatory pathways in LPS-stimulated BMDM.

Next, we selected and validated by RT-qPCR four micro-
RNAs (miR-125a-5p, miR-762, miR-155-5p, and miR-484),
which are potentially involved in the regulation of inflamma-
tory mRNAs, as indicated by previous studies and our bioin-
formatics analysis. We found that both M, s and My g
showed increased levels of miR-125a-5p (Figure 7(a)), a
microRNA reported to reduce the production of inflamma-
tory cytokines (IL-6, IL-12, and TNFa) [24]. The levels of
miR-125a-5p were sustained in M; pg and M gg,1ps until
24h poststimulus (Figure 7(b)). The combined stimuli of
TcES and LPS induced an additive effect in the levels of this
microRNA at 4 h poststimulation (Figure 7(a)). Furthermore,
M gs and Moy e, 1 ps Showed increased levels of miR-762, a
microRNA  known to directly target the mRNA of
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FIGURE 2: T¢ES do not modify the production of canonical M1/M2 macrophage markers. Representative dot plots, obtained by flow
cytometry, of (a) F4/80*NOS2* and (b) F4/80*ARG1" BMDM, after 24 h poststimulus with one of the following stimuli: LPS (1 yg/mL),
TcES (25ng/mL), IL-4 (20 ng/mL), TcES+LPS, TcES+IL-4, or PBS. Bar graphs representing the percentage of (c) F4/80"NOS2" and (d)
F4/80"ARG1" BMDM at 24 h poststimulus. (e) Evaluation of the levels of Nos2 and (f) Argl mRNA by RT-qPCR in BMDM stimulated
for 24h (n=6, 3 replicates condition). mRNA levels are represented as mean relative (+SD). Data are shown as a representative of two
independent experiments. Significance was calculated using t-test. *p < 0.01, **p < 0.05, and ***p < 0.001.

inflammatory transcription factor Irf7 [25], at 4 h poststimu-
lus (Figure 7(c)). This microRNA was later produced in M, pq
at 24 h poststimulation (Figure 7(d)). In addition, miR-484
was highly produced in M ;s compared to both My g1 ps
and M;pq at 4 and 24h poststimulus (Figures 7(e)-7(f)).
Our bioinformatic analysis suggests that miR-484 can poten-
tially target Nfkb, Stat5a, Irfl, Myd88, Statl, and Il12a
mRNAs. Finally, miR-155-5p, a well-defined microRNA in
M1 macrophages, was upregulated in M;ps and My g, ps
compared to Mg at 4 and 24h poststimulation
(Figures 7(g)-7(h)). The profile of these miRNAs was com-
parable to those observed in the microRNA array. Alto-
gether, our findings suggest a role for miR-125a-5p, miR-
762, and miR-484 in the immunomodulatory effect of TcES
in BMDM.

4. Discussion

Helminth parasites and their antigens can counteract pro-
inflammatory responses generated during autoimmune
diseases [3]. In our laboratory, we have previously demon-
strated that infection with the helminth parasite T. crassi-
ceps or the administration of TcES reduced the symptoms
of EAE, type I diabetes, and ulcerative colitis, in part due
to the polarization of macrophages in vivo towards an M2
phenotype [4-8, 26]. However, the functional role of TcES
in regulating the activation and inflammatory response of
macrophages remains unknown. In this study, we evalu-
ated the effect of TcES on the polarization towards an
M2 profile, inflammatory immune response, and transcrip-
tomic profile of macrophages in vitro.
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We first measure the production of the cytokines IL-6,
IL-10, IL-12, and TNF& in BMDM-stimulated with TcES
alone or in combination with LPS and observed that TcES
increased the levels of the regulatory cytokine IL-10 and
reduced the release of the inflammatory cytokines IL-6,
IL-12, and TNFa in supernatants from LPS-stimulated
BMDM. TcES alone did not increase the production of
inflammatory cytokines but induced the release of IL-10
in BMDM. The levels of both mRNAs of Il10 and Tnf
measured by RT-qPCR showed similar trends when com-
pared to the levels of cytokines obtained by ELISA assay, sug-
gesting a consistent role for TcES in regulating cytokine
production by inhibition of their transcripts.

Here, we evaluated the production of NOS2 and ARG in
BMDM stimulated with TcES alone or in combination with
IL-4 or LPS. M1 macrophages normally produce NOS2,
which metabolizes L-arginine to nitric oxide (NO), while
M2 macrophages produce ARGI, which metabolizes L-
arginine to produce prolines and polyamines [2, 27]. We
found that whereas BMDM stimulated with IL-4 or LPS
alone showed increased levels of ARGI and NOS2, respec-
tively, TcES did not alter the production of both NOS2 and
ARG], after 24 h poststimulation. Our data are in agreement
with previous studies using Fasciola hepatica tegumental
antigens, which also failed to directly induce the production
of molecules associated with M2 macrophages in vitro but
not in vivo [28]. The production of M2 canonical molecules
such as ARG1 has been reported to be IL-4-dependent, which
is produced by T,;2 T cells, natural killer T cells, and baso-
phils but not macrophages [29-31]. Therefore, helminth
antigen stimulation alone is not enough to induce functional
polarization of BMDM towards M2; however, they influence

the inflammatory properties of these cells. Therefore, TcES
do not induce the production of M2-associated molecules
but counteract inflammatory response in macrophages
in vitro.

Recent studies indicate a regulatory role for helminth
antigens obtained from Trichinella spiralis, Spirometra
erinaceieuropaei, Schistosoma mansoni, and Hymenolepis
diminuta in reducing cytokine production and subsequent
inflammation [32-41]. However, the analysis of a small num-
ber of inflammatory products and/or conventional M1 and
M2 markers poorly describes the effect of these antigens in
the proinflammatory profile of macrophages. Therefore,
using array approaches (nCounter Inflammation Panel,
NanoString mRNAs), we determined the levels of multiple
mRNAs involved in macrophage inflammatory response.
As expected, My g displayed a lower number of upregulated
inflammatory mRNAs, when compared to M p¢ at 4 (42 vs.
120 mRNAs) and 24h poststimulus (36 vs. 104 mRNAs).
Mg induced mRNAs associated with phagocytosis, M2
macrophage, and anti-inflammatory response. For instance,
M. s showed increased levels of Pkca mRNA necessary for
the biogenesis of phagolysosomes [42]. In addition, My gg
increased levels of Irf3, Cls, and Ptgs mRNAs which have
been previously associated with anti-inflammatory microen-
vironments and identified in M2 macrophages [43-53].
Although our results suggest that TcES induce mRNAs asso-
ciated with M2 macrophages, the stimulus with these
helminth-derived molecules is not enough to induce a full
expression of all M2 markers in macrophages as observed
in previously reported studies [28].

In contrast, My _gg,ps and M, ¢ shared more than 60
proinflammatory mRNAs at both 4 and 24h
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F1cure 4: Validation and identification of mRNAs in stimulated BMDM. Macrophages were cultured in the presence of TcES (25 pg/mL),
LPS (1 ug/mL), or both TcES+LPS for 4 (left bar) and 24 h (right bar) poststimulation. Relative levels of selected mRNA were determined
by TagMan mRNA assays after normalization with 185 RNA. The levels of mRNA are represented as fold change relative to the PBS-
treated group (FC + SD). Data shown are representative of two independent experiments (n =6, 3 replicates condition). Significance was

calculated using ¢-test. *p < 0.01, **p < 0.05, and ***p < 0.001.
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Ficure 5: Differentially and commonly produced microRNAs in stimulated BMDM. The heat map shows the top 25 of microRNAs produced
among M; pg, Mo and My g, 1ps 4h and 24 h poststimulus. Each row represents a microRNA, and each column represents a specific
sample. The color scale illustrates the relative level of microRNAs: green, increased production; red, decreased production; and black,
mean value. Venn diagram showing the unique and overlapping microRNAs. A total of 22 and 96 modified microRNAs were found at 4

and 24 h poststimulation.

poststimulation. Interestingly, we observed reduced levels
of different inflammatory mRNAs, e.g., NoxI, Ccl2la,
Ccr4, and Cxcr2, in My ge,ps With respect to M;p¢ at
24h poststimulus. Noteworthily, although the levels of
Il6, 1l12a, and I112b mRNAs were similar between My g
Lips and M pe, reduced levels of these cytokines were
detected in supernatants from M ¢, ps With respect to
M, ps. A similar phenomenon has been reported for
Acanthocheilonema viteae antigens, in decreasing TNFa
production in macrophages without altering Tnf tran-
scripts  [35], suggesting the participation of other

posttranscriptional mechanisms. Additionally, Mg and
Megsips shared levels of the mRNAs for Irf3, Defal,
Cisl, and Ifnal at 4h, and Hspbl, Maff, and Map2ké6
at 24h post stimulus. While levels of Irf3 and Clsl
mRNAs suggest an M2-like profile, levels of Ifnal mRNA
suggest that TcES could be recognized through TLR3,
TLR7/8, or TLRY [54, 55]. To note, Defal mRNA codifies
protein HNP1 (human neutrophil-a defensin), which
inhibits macrophage-driven inflammation through targeting
proinflammatory cytokines and NO [56, 57]. Lastly, we
noted that TIr2 mRNA was upregulated in M gs,1ps
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FiGure 6: Top 20 of GO biological processes and KEGG pathways in My gg, M cgs,1ps> and My pg at 4 (black) and 24 h poststimulus (gray).
GO biological processes and KEGG pathways enriched by the upregulated differentially produced microRNAs between M g vs. M, (a and
d), Mpegs,rps V8- My (b and e), and My pg vs. M, (c and f) at 4h and 24 h poststimulus, respectively.

at 24h post stimulus, which could be attributed to TcES’s microRNAs, small noncoding RNA molecules, have
own recognition, as previously have been reported to  emerged as a key component of macrophage posttranscrip-
recognize TcES [58]. These data suggest that posttran-  tional regulation [59]. These molecules can silence the trans-
scriptional events may be involved in the regulatory  lation of mRNAs via base-pairing with complementary
mechanism triggered by TcES in regulating macrophage  sequences within the RNA molecules. Hence, we further
inflammatory responses. analyzed the microRNA profile in BMDM stimulated with
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FIGURE 7: Validation and identification of microRNAs in stimulated BMDM. Macrophages were cultured in the presence of TcES (25 pug/mL),
LPS (1 pg/mL), or a combination of TcES+LPS for 4 (left bar) and 24 h poststimulus (right bar). Relative levels of selected microRNAs were
determined by TagMan miRNA assays after normalization with 18S RNA. MicroRNA levels are represented as fold change relative to PBS-
treated BMDM (FC + SD). Data shown are representative of two independent experiments. Significance was calculated using ¢-test. “p < 0.01,

**p <0.05, and ***p < 0.001.

TcES alone or in combination with LPS. Our analysis
demonstrated that My g, 1ps shared regulatory micro-
RNAs with M, pq. For example, miR-146a-5p was upregu-
lated in M g, 1ps and M;pg at 4h and only in My g, 1ps
at 24 h poststimulus. This microRNA has been reported to
dampen proinflammatory responses in macrophages
through the inhibition of TLRs, NF-«B, and STAT signaling
pathways by targeting the mRNAs of Traf6, Irakl, Irak2,
Nfib, Statl, and Apl [60-63]. This evidence is supported
by our KEGG enrichment analysis, which indicates that over-
produced microRNAs in M gs,1ps target mRNAs involved
in NF-«B, TNF, and MAPK signaling pathways. Of note,
these data also confirm our hypothesis that TcES target pro-
inflammatory pathways and support our previous findings
indicating a role for TcES in blocking the IFN-y/STAT1 sig-
naling pathway in macrophages in vitro [17].

Mpps.ips also overproduced microRNAs previously
reported to target inflammatory mRNAs; for instance, let-7i
and let-7e target TIr4 mRNA, which causes a drop in the rec-
ognition of proinflammatory antigens [64-66]. Moreover,
miR-24-3p production in macrophages has been reported
to significantly decrease the production of IL-6 and TNF«
[67]. Furthermore, M gs,1ps and My g shared upregulated
microRNAs previously reported to be elicited in macro-
phages exposed to E. multilocularis antigens (e.g., miR-
146a-5p) and S. japonicum (miR-365 and miR-24) [14, 68].
These data suggest the presence of conserved antigens among
helminths that could trigger similar posttranscriptional
mechanisms to modulate immune responses in the host.

Finally, we selected four upregulated microRNAs to vali-
date their levels by RT-qPCR and confirm the high quality of
our array. We observed increased levels of miR-125a-5p in
Mr.gs and M pg, as early as 4 h poststimulus. The combined
stimulus with TcES and LPS induced an additive effect in the
levels of this microRNA. miR-125a-5p has been reported to

increase after TLR2/4 signaling and has a key role in reducing
the production of inflammatory cytokines (IL-6, IL-12, and
TNFa) by targeting NF-xB and KFL4 signaling pathways
[24, 69-71]. These data are associated with our previous
studies suggesting that TcES is a ligand of TLR2 in phago-
cytic cells [58, 72]. In addition, miR-762 was selectively
induced in Mg and My.gg,1ps at 4h poststimulus. miR-
762 has been demonstrated to increase in ovarian and breast
cancer and ocular tissue [73-75] where macrophages nor-
mally acquire an M2-like phenotype [76, 77]. Furthermore,
by using bioinformatic tools, we found I112b, Il6, Tnf, Nfkb,
and Cd86 mRNAs as possible targets of miR-762 in M. pg
and My .gs,1ps- The microRNA miR-484 was found to be
upregulated in all the groups of stimulated BMDM at 4 h;
however, its levels were only sustained in M ;¢ at 24 h post-
stimulation. miR-484 has been previously identified in multi-
ple types of cancers [78-82] and the cerebral cortex [83];
such microenvironments are known to promote an anti-
inflammatory phenotype in macrophages. Our bioinformatic
analysis shows that Il1b, Nfkb, Stat5a, Irfl, Myd88, Stat1, and
IL-12a mRNAs are possible targets for miR-484, which sug-
gest a possible role for miR-484 in immune tolerance.
Lastly, we observed that miR-155-5p was upregulated in
M, ps at 4h and Mg, ps and M, pg at 24 h poststimulus.
miR-155-5p is a well-defined microRNA induced by LPS in
macrophages, which enhances the proinflammatory
response by targeting the immunomodulatory mRNAs
Shipl, Socsl, Il13ra, and C/ebpp and increasing the half-life
of Tnf [64, 84-88]. However, antigens of another helminth,
Angiostrongylus cantonensis, also upregulated miR-155-5p
[89]. Therefore, it would be of interest to further study the
role of miR-155-5p during exposure to helminth antigens.
In summary, our study demonstrates a role for TcES in
regulating the production of key inflammatory cytokines,
possibly by inducing microRNAs that target inflammatory



20

transcripts and promoting the release of IL-10 in macro-
phages. This phenomenon shapes the transcriptomic profile
of macrophages and consequently the outcome of the
immune response. Although we found clear associations
between TcES-induced microRNAs and mRNAs involved
in multiple inflammatory pathways as their targets, our study
has the limitation that we did not prove a direct interaction
between microRNAs and mRNAs. Therefore, future studies
in our laboratory will focus on elucidating the functional
roles and significance of the different microRNAs described
here. These findings increase our understanding of how
released molecules from helminths regulate inflammation
and may offer new approaches for the treatment of autoim-
mune and inflammatory diseases.
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HNP1: Human neutrophil-«a defensin

IL-4Re:  IL-4 receptor «

IGFBP5: Insulin-like growth factor binding protein 5

IL-10: Interleukin-10

IL-12:  Interleukin-12

1L-4: Interleukin-4

IL-6: Interleukin-6

KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

LPS: Lipopolysaccharide

M-CSE:  Macrophage colony-stimulating factor
MHC:  Major histocompatibility complex
MR: Mannose receptor

mRNAs: Messenger RNAs

NO: Nitric oxide

Nos2:  Nitric oxide synthase

PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns

PD-L2: Programmed death ligand 2

T¢ES: Taenia crassiceps-excreted/secreted antigens
TLR: Toll-like receptor

TNFa:  Tumor necrosis factor «

UTR:  Untranslated region.
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Table S1: sequence of primers used in RT-qPCRs to amplify
the specified mRNAs (A) or microRNAs (B). Table S2:
mRNAs commonly upregulated (>2-fold change) in BMDM
with TcES (MTCcES), LPS (MLPS), or TcES+LPS (MTCcES
+LPS) at both 4 (left) or 24 h (right) poststimulus. Table S3:
transcripts up (A) or downregulated (B) at 4 or 24h post-
stimulus with LPS (MLPS). Table S4: transcripts up (A) or
downregulated (B) at 4 or 24h poststimulus with TcES
(MTCES). Table S5: transcripts up- (A) or downregulated
(B) at 4 or 24h poststimulus with TcES+LPS (MTcES
+LPS). Table S6: mRNAs expressed differently (>2 FC)
between BMDM stimulated with TcES+LPS (MTcES+LPS)
and with LPS (MLPS) at 4 (left) or 24h (right). Table S7:
microRNAs up- (A) or downregulated (B) at 4 or 24 h post-
stimulus with LPS (MLPS). Table S8: microRNAs up- (A)
or downregulated (B) at 4 or 24h poststimulus with TcES
(MTCES). Table S9: microRNAs up- (A) or downregulated
(B) at 4 (left) or 24h (right) poststimulus with TcES+LPS
(MTCES+LPS). Table S10: microRNAs upregulated (>2-fold
change) in BMDM with TcES (MTcES), LPS (MLPS), and
TcES+LPS (MTCcES+LPS) at both 4 (left) or 24 h (right) post-
stimulus. Table S11: microRNAs expressed differently (>2
FC) between BMDM with TcES+LPS (MTcES+LPS) and
with LPS (MLPS) at 4 (left) or 24h (right) poststimulus.
Table S12: KEGG pathway analysis. Significantly enriched
KEGG pathways (p < 0.05) are presented for BMDM with
TcES (MTCcES), TcES+LPS (MTcES+LPS), or LPS (MLPS)
at 4 (left) or 24 h (right) poststimulus. Table S13: GO biolog-
ical process annotations of the target genes of differentially
expressed microRNAs. According to p value, GO terms of
biological process are shown in BMDM with TcES (MTcES),
TcES+LPS (MTcES+LPS), or LPS (MLPS) at 4 (left) or 24h
(right) poststimulus. (Supplementary Materials)
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10.2 PRIMERSDE RNAmM Y microRNA

RNAmM

Secuencia(5’a3')

110
e
Tnf
Nos2
Argl
11b
Statl
Staté
1112b
Cd86
Chi3I3

TCTCCTAGCCAATAAAGTATAGAGC[G/AJCCAGCAGGATCTTATAAGTTTCTCA
GATCCAGGCAGCAACAAAAAGTGGG(T/CIAAATGTAAAGAATGTTATGTAAATT
ATCAAGAGCCCCTGCCAGAGGGAGA[A/CICCCAGAGGGGGCTGAGGCCAAGCCC
CTCTAACAGGCTGCTATGTCTGCAT[C/T]TGCCTGGACCAGGGAGGAAGGGGCT
TTGACTGACTGGAGAGCTCAAGTGC[A/C]GCAAAGAGAAGTGTCAGAGCATGAG
CAGGTGCATCGTGCACATAAGCCTC[G/TITTATCCCATGTGTCGAAGAAGATAG
TGTGAAAGATGTAATAAAATACACA[T/CITTTCCCCCTACCAGATCCATGATGG
AGATGCAGCAGGCAGGGCCCTCTC[AT/-JACACTGGAGGGCCACATGGCCAGGC
AAGTGGGGTGAAAGGAGTCTGGGGC[G/A]GTACAAAAGGGCCTCTGGAACCTTG
GAATAGTTAACCAAGTGCTAAATCC[G/AITGTTTTCAAAATGTGGTCAGGTACC
CAGGGTCCCAGGACACTGCCCTGAG[G/T]CTGAAGTCCCTCTTTACCTGTCCTC

microRNA

Numero de acceso

R Secuenciamadura
en lamiRBase

mmu-miR-125a-5p
mmu-miR-155-5p
mmu-miR-484

mmu-miR-762

MIMAT0000135 UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA

MIMAT0000165 UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU
MIMAT0003127 UCAGGCUCAGUCCCCUCCCGAU
MIMAT0003892 GGGGCUGGGGCCGGGACAGAGC

100



10.3 RNAmM CON MAYOR ACUMULACION EN M_ps

4 h posestimulo

24 h posestimulo

Cuentas normalizadas FC Cuentas normalizadas FC
(comparado con Mo) (comparado con M)
RNAmM Mo Mups Mips RNAmM Mo Mups Mups
Citocinas Citocinas
e 1.0 5140.9 5140.9 1112a 1.0 252.8 252.8
Il1a 11.7 49078.2 4198.0 116 1.0 165.3 165.3
1112b 1.0 957.3 957.3 1112b 1.0 95.5 95.5
1112a 1.0 739.4 739.4 113 1.0 71.1 71.1
Ifnb1 1.0 244.8 244.8 1l1b 719.4 44290.1 61.6
1110 1.0 199.1 199.1 Ifnb1 1.0 30.7 30.7
113 1.0 192.6 192.6 Tnf 35.3 368.0 10.4
111b 719.4 138467.7 192.5 1115 41.6 182.1 4.4
115 41.6 5850.8 140.5 118 82.5 299.0 3.6
1123a 1.0 33.4 33.4 Tnfaip3 459.9 1499.3 3.3
Csf2 1.0 20.4 20.4 Receptorde citocina
1118 82.5 1415.3 17.2 1123r 1.0 215.8 215.8
Csf1 177.7 2981.3 16.8 Il1rn 108.8 1135.1 10.4
17 1.0 16.5 16.5 Quimiocina
Receptorde citocina Ccl5 29.8 897288 3007.4
I1rn 108.8 1690.7 15.5 Cxcl3 1.0 823.1 823.1
ll1rap 131.4 419.7 3.2 Cxcl9 1.0 332.7 332.7
Quimiocina Cxcl10 29.8 1354.7 45.4
Cxcl3 1.0 2285.7 2285.7 Ccl22 9.0 401.7 44.8
Cxcl10 29.8 66103.7 2215.6 Cxcl1 44 .4 839.9 18.9
Cxcl9 1.0 1699.8 1699.8 Ccl3 2449 3527.3 14.4
Ccl22 9.0 4844.7 540.2 Cxcl2 48.0 676.7 14.1
Cxcl1 44.4 13364.7 301.3 Receptorde quimiocina
Cxcl2 48.0 10504.2 218.9 Cxcrl 44 776.8 175.2
Ccl7 18.9 4018.7 212.1 Ccr7 1.0 90.4 90.4
Ccl17 1.0 188.7 188.7 Receptor
Ccl2 276.6 40108.1 145.0 Cd40 53 685.1 128.3
Ccl8 1.0 131.3 131.3 Ager 1.0 13.9 13.9
Ccl20 1.0 24.3 24.3 Tir1 224.0 2779.5 12.4
Ccl24 33.5 533.2 15.9 Cxcr2 1.00 7.18 7.18
Cxcl5 1.0 2.1 2.1 Ptgir 9.9 50.9 5.2
Receptorde quimiocina Tir3 24.4 118.2 4.8
Cxcrl 4.4 2313.1 521.8 Traf2 70.7 340.3 4.8
Receptor Cysltrl 219.5 708.7 3.2
Ccr3 17.13 39.94 2.33 Ptgerl 1.00 2.97 2.97
Cd55 1.0 4.7 4.7 Cysltr2 8.97 26.52 2.96
Cd86 159.6 1004.3 6.3 Cerl 128.73 287.27 2.23
Cysltr2 9.0 23.0 2.6 Ccrd 1.00 2.13 2.13
Ly96 690.3 1647.6 2.4 Tir9 534 109.0 2.0
Nod1 5.3 303.5 56.8 Tir6 295.7 596.8 2.0
Ptgerl 1.00 4.71 4.71 Factor de transcripcién
Ptgerd 87.0 295.7 3.4 Cebpb 1696.5 4240.6 2.5
Ptgfr 1.0 8.6 8.6 Ddit3 204.9 758.3 3.7
Tirl 2240 2317.1 10.3 Hifla 1866.1 5984.2 3.2
Tir2 404.5 34223 8.5 Irf1 675.8 1416.1 2.1
Tir3 24.4 324.4 13.3 Irf7 113.3 7850.7 69.3
Tir6 295.7 1331.8 4.5 Mafg 23.5 90.4 3.9
Tir7 316.5 1205.2 3.8 Stat1 242.1 3753.6 15.5
TIr9 53.4 120.8 2.3 Stat2 139.6 1426.2 10.2
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Traf2 70.7 484.9 6.9 Stat3 590.52 121420 2.06
Factor de transcripcion Proteinasinflamatorias
Irf7 113.3 4702.5 41.5 Oasl1 33.5 4271.7 127.6
Irf1 675.8 21990.3 32.5 Ltb4rl 1.0 21.5 21.5
Stat2 139.6 2695.5 19.3 Lta 1.0 3.8 3.8
Stat1 242.1 3469.3 14.3 Myd88 295.66 686.81 2.32
Nfkb1 451.7 4328.0 9.6 Nirp3 113.3 251.1 2.2
Mafk 60.7 370.1 6.1 Enzima
Stat3 590.5 3140.5 5.3 Ptgs2 4.4 640.5 144.5
Cebpb 16965 7491.1 4.4 Argl 1.0 40.0 40.0
Relb 566.9 2224.4 3.9 Nos2 21.7 717.1 33.1
Rela 462.6 1774.2 3.8 Mapkapk5 1.0 19.0 19.0
Nr3ci1 551.5 2015.6 3.7 Oasla 469.9 5426.6 11.5
Max 174.1 629.8 3.6 Oas2 425 411.8 9.7
Hifla 1866.1 6550.3 3.5 Nox1 1.00 8.86 8.86
Irf5 10369 3041.3 2.9 Flt1 1.00 2.97 2.97
Bcl6 52.5 132.6 2.5 Ptk2 72,5 2133 2.9
Tcf4 858.2 2156.5 2.5 Mapkapk2 361.0 862.6 2.4
Proteinainflamatoria Map2k1 111582 223701 2.00
Ptgs2 4.4 24080.8 5432.4 Proteinas del complemento
Oasli 33.5 16894.5 504.8 Cfb 1.0 179485 17948.5
Tslp 1.0 29.5 29.5 C3 89.7 2762.7 30.8
Nirp3 113.3 2969.5 26.2 C4a 1.7 11.4 6.7
Myd88 295.7 1941.2 6.6 C8a 1.00 4.65 4.65
Enzimas c9 1.00 2.13 2.13
Nos2 21.7 1667.2 76.9 Proteinas antiapoptdticas
Tnfaip3 459.9 17487.0 38.0 Hsh2d 1.0 8.9 8.9
Pla2g4a 12.6 468.0 37.1 Proteinas antivirales
Ripk2 58.9 1560.2 26.5 Ifitl 38.9 4153.1 106.7
Oas2 42.5 697.6 16.4 Ifit2 251.2 234394 93.3
Oasla 469.9 6466.8 13.8 Ifit3 110.6 8825.6 79.8
Flt1 1.00 9.93 9.93 Mx1 132.4 3067.2 23.2
Argl 1.0 9.9 9.9 Otras
Mapkapk2 361.0 3174.4 8.8 Ifi44 626.8 192766 30.8
Map2kl 11158 3995.2 3.6 Daxx 46.2 251.9 5.5
Map2k4 491.6 1577.2 3.2 Fxyd2 1.00 3.81 3.81
Map3ks ~ 232.2 537.1 2.3 Rapgef2 187.7 660.7 3.5
Proteinas del complemento Prkch 366.4 1134.3 3.1
c3 89.7 2563.7 28.6 Ifi2712a 2205.4 6384.6 2.9
Proteinasinmunes Keap1 127.8 290.6 2.3
Chi3I3 24.39 55.60 2.28
Otras
Ifi44 626.8 29527.6 47.1
Daxx 46.2 1625.4 35.2
Rapgef2 187.7 1744.2 9.3
Kngl 4.4 23.0 5.2
Birc2 300.2 1110.0 3.7
Keap1 127.8 458.8 3.6
Ifi2712a 22054 5259.7 2.4
Gnb1 35582 7253.6 2.0

FC-Veces de cambios
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10.4 RNAmM CON MAYORYMENORACUMULACION EN Mrces

4 h posestimulo

24 h posestimulo

FC
Cuentas normalizadas

(comparado con M)

FC
Cuentas normalizadas

(comparado con M)

RNAmM Mo Myces Mrees RNAmM Mo Mrees Mrees
Citocinas Citocinas
Ifnal 5.3 14.9 2.8 Ifnal 5.34 19.53 3.66
Quimiocinas Factores de transcripcion
Ccl21a 1.00 6.25 6.25 Maff 4.4 8.9 2.0
Factores de transcripcion Enzimas
Irf3 1.0 8.8 8.8 Prkca 1.00 12.15 12.15
Mafg 23.5 72.5 3.1 Alox5 1.00 8.87 8.87
Proteinas asociadas a inflamacion Map2ké 2.6 13.8 5.3
Defal 1.0 8.0 8.0 Plcb1 1.71 8.87 5.18
Enzimas Defal 1.00 3.13 3.13
Ptgsl 4435 91.43 2.06 Map3k9 1.00 3.13 3.13
Proteinas complementarias Myl2 1.71  3.95 2.31
Cls1 1.0 6.3 6.3 Proteinas antivirales
Proteinasantivirales Hspb1 1.0 4.8 4.8
Hspb1 1.0 4.5 4.5
Otras
Prkca 1.00 7.97 7.97
Mbl2 1.00 4.53 4.53
4 h posestimulo 24 h posestimulo
FC FC

Cuentas normalizadas

(comparado con M)

Cuentas normalizadas

(comparado con M)

RNAmM Mo Mrces Mices RNAmM Mo Mices Mices
Citocinas Citocinas
Tnfsf14 11.69  5.39 0.46 111b 719.35 31381 0.44
1112b 1.00 0.23 0.23 Quimiocinas
1123a 1.00 0.23 0.23 Cxcl2 47.98 21.17 0.44
111b 71935 106.92 0.15 Cxcl10 29.84 1.00 0.03
Quimiocinas Ccl24 33.47 8.87 0.27
Cxcl1 44.35 20.02 0.45 Receptores
Receptores Cd86 159.57 44.94 0.28
Cxcrl 4.43 1.00 0.23 Tir2 404.53 99.86 0.25
Factores de transcripcion Factores de transcripcion
Elk1 1.00 0.23 0.23 Cebpb 169647 590.88 0.35
Proteinas asociadas a inflamacién Relb 566.93 265.45 0.47
Lta 1.00 0.23 0.23 Proteinas asociadas a inflamacion
Enzimas Nirp3 113.30 53.95 0.48
Flt1 1.00 0.23 0.23 Enzimas
Proteinas complementarias Nos2 21.67 7.23 0.33
Cc2 1.00 0.23 0.23 Otras
Otras Ifit1 38.91 11.33 0.29
Kng1 4.43 1.95 0.44

FC-Veces de cambios
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10.5 RNAmM CON MAYORY MENOR ACUMULACION EN Mrces+Lps

4 h posestimulo

24 h posestimulo

Cuentas normalizadas

FC
(comparado con Mg)

FC

Cuentas normalizadas

(comparado con M)

RNAmM Mo Mhces+Lps Mrces+ps RNAmM Mo Mhces+Lps Mrces+ps
Citocinas Citocinas
16 1.0 5974.7 5974.7 1112a 1.0 338.7 338.7
Il1a 11.7 41578.9 3556.5 16 1.0 194.2 194.2
1112a 1.0 626.2 626.2 1112b 1.0 99.9 99.9
1112b 1.0 582.3 582.3 113 1.0 82.1 82.1
Ifnb1 1.0 291.1 291.1 111b 719.4 43835.0 60.9
1110 1.0 287.9 287.9 Ifnb1 1.0 21.4 21.4
113 1.0 188.7 188.7 Tnf 35.3 401.6 11.4
11b 719.4 1172493 163.0 Tnfaip3 459.9 1755.8 3.8
115 41.6 5982.8 143.7 115 41.6 153.4 3.7
1123a 1.0 19.5 19.5 1118 82.5 256.0 3.1
1118 82.5 1577.8 19.1 112 1.0 2.5 2.5
Csf1 177.7 3380.1 19.0 115 1.0 2.5 2.5
1117a 1.0 16.2 16.2 Receptoresdecitocinas
17 1.0 16.2 16.2 1123r 1.0 206.8 206.8
Csf2 1.0 11.3 11.3 ll1rn 108.8 1069.8 9.8
Tnfsf14 11.7 42.3 3.6 Quimiocinas
Ifnal 5.3 13.0 2.4 Ccl5 29.8 80194.4 2687.8
Receptoresdecitocinas Cxcl3 1.0 1206.0 1206.0
I1rn 108.8 1415.1 13.0 Cxcl9 1.0 410.0 410.0
ll1rap 131.4 448.9 3.4 Cxcl10 29.8 1158.8 38.8
Quimiocinas Ccl22 9.0 340.8 38.0
Cxcl3 1.0 2527.8 2527.8 Cxcl1 44 .4 1399.7 31.6
Cxcl10 29.8 61463.1 2060.0 Cxcl2 48.0 956.7 19.9
Cxcl9 1.0 1285.0 1285.0 Ccl3 244.9 4687.4 19.1
Ccl22 9.0 5981.2 666.9 Receptores de quimiocinas
Cxcl1 44 .4 13942.0 314.3 Cxcrl 4.4 778.6 175.7
Cxcl2 48.0 11523.2 240.2 Ccr7 1.0 68.5 68.5
Ccl7 18.9 4372.4 230.7 Receptores
Ccl17 1.0 182.1 182.1 Cd40 5.3 831.0 155.6
Ccl8 1.0 174.0 174.0 Ager 1.0 20.3 20.3
Ccl2 276.6 47309.6 171.0 Tirl 224.0 2895.4 12.9
Ccl20 1.0 14.6 14.6 Ptgir 9.9 62.2 6.3
Ccl24 33.5 466.8 13.9 Traf2 70.7 355.5 5.0
Cxcl5 1.0 9.7 9.7 Tir3 24.4 87.4 3.6
Receptores de quimiocinas Cysltr1 219.5 583.8 2.7
Cxcrl 4.4 2010.5 453.6 Tir2 404.5 975.6 2.4
Receptores Tir6 295.7 646.7 2.2
Nod1 5.3 300.9 56.3 TIr9 53.4 111.5 2.1
Ptgfr 1.0 24.4 24.4 Factores de transcripcion
Cer7 1.0 21.1 21.1 Cebpb 1696.5 4187.8 2.5
Tir3 24.4 349.7 14.3 Irf7 113.3 7191.7 63.5
Tir5 1.0 11.3 11.3 Statl 242.1 3513.3 14.5
Tir1 224.0 2529.4 11.3 Stat2 139.6 1264.6 9.1
Tir2 404.5 3925.1 9.7 Mafg 23.5 101.0 4.3
Traf2 70.7 642.5 9.1 Ddit3 204.9 859.3 4.2
Cd55 1.0 8.1 8.1 Maff 4.4 14.1 3.2
Cd86 159.6 1119.1 7.0 Hifla 1866.1 5799.7 3.1
Tir6 295.7 1618.5 5.5 Irf1 675.8 1592.5 2.4
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Cysltr2 9.0 43.9 4.9

Ptgerd 87.0 401.7 4.6

Ly96 690.3 1566.4 2.3

Factores de transcripcion

Irfl 675.8 25450.6

Statl 242.1 3679.5 15.2

(=)
[(=)

I3 1.0 11.3

Mafk 60.7 413.1 6.8

Cebpb 1696.5 8634.2 5.1

Rela 462.6 1914.5 4.1

Hifla 1866.1 6838.4 3.7

Mafg 23.5 81.3 3.5

Tcf4 858.2

2269.1 2.6

Proteinasinflamatorias

Oasl1 335 19093.6 570.6

Tslp 1.0 26.0

Myd88 295.7 2036.5 6.9

Lth 20.8

52.0 2.5
Enzimas

Pla2g4a 12.6 518.9

Ripk2 58.9 1828.3 31.1

469.9 6735.9 14.3

Oasla

Plch1 1.7 14.6 8.5

1115.8 3978.8

w
(<))

Map2k1

Argl 1.0 3.2

w
N

Proteinas del complemento

1.0 29.2

R
N
(o)
N

Proteinas antivirales

Proteinas proapoptéticas

Otras

Proteinasinflamatorias

Ltb4rl 1.0 29.8 29.8

Areg 1.00 2.54 2.5

Enzimas

Nos2 21.7 448.7 20.7

Mapkapk5 1.0 9.9

Argl 1.0 6.7

()]
~N

Ptk2 72.5 193.2

N
~

Proteinas complementarias

Q

89.7 2816.8

w
-
>

Proteinas antiapoptdticas

Proteinas antivirales

Ifit2 251.2 24552.9 97.7

Mx1 132.4 2876.5 21.7

Otras

Daxx 46.2 236.1 5.1

Prkcb 366.4 1040.5 2.8

Ifi2712a 2205.4 5327.4 2.4
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Ifi44 626.8

Daxx 46.2
Gngtl 1.0
Rapgef2 187.7
Kng1 4.4
Keap1 127.8
Birc2 300.2
Ifi2712a 2205.4
Gnb1 3558.2

32324.9
1706.3
13.0
1613.6
29.2
549.8
1169.5
6130.8
7863.2

51.6
37.0
13.0
8.6
6.6
4.3
3.9
2.8
2.2

FC-Veces de cambios
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10.6 RNAmM PRODUCIDOS DIFERENCIALMENTE ENTRE Mrces+Lps Y MLps

4 h posestimulo

24 h posestimulo

Cuentas normalizadas FC Cuentas normalizadas FC
(comparado con Mg) (comparado con Mg)
RNAm Mo Mrces+ips Mips Mrces+ips Mips RNAmM Mo Mhrces+Lps Mips Mhces+1ps Mips
Citocinas Citocinas
1117a 1.00 16.23 1.00 16.23 1.00 112 1.00 2.54 1.29 2.54 1.29
Tnfsf14 11.69 42.25 22.97 3.61 1.97 115 1.00 2.54 1.00 2.54 1.00
Ifnal 5.34 12.97 1.00 2.43 0.19 Quimiocinas
Receptores de quimiocinas Ccl21a 1.00 1.00 2.13 1.00 2.13
Cer3 17.13 1.00 39.94 0.06 2.33 Receptores de quimiocinas
Cer7 1.00 21.11 1.00 21.11 1.00 Cxcr2 1.00 1.00 7.18 1.00 7.18
Receptores Cerl 128.73 240.30 287.27 1.87 2.23
Ptgerl 1.00 1.00 4.71 1.00 4.71 Ccrd 1.00 1.00 2.13 1.00 2.13
TIr5 1.00 11.35 1.00 11.35 1.00 Receptores
Factores detranscripcion Cysltr2 8.97 5.69 26.52 0.63 2.96
Irf3 1.00 11.35 1.00 11.35 1.00 Ptgerl 1.00 1.00 2.97 1.00 2.97
Elk1 1.00 12.97 0.79 12.97 0.79 TIr2 404.53 975.55 802.04 2.41 1.98
Mafg 23.49 81.29 33.41 3.46 1.42 Receptores de quimiocinas
Proteinasinflamatorias Maff 4.43 14.06 1.00 3.17 0.23
Defa-rs1 1.00 6.47 1.00 6.47 1.00 Stat3 590.52 1101.23 1214.20 1.86 2.06
Lta 1.00 8.09 1.00 8.09 1.00 Proteinasinflamatorias
Ltb 20.76 52.01 32.11 2.50 1.55 Areg 1.00 2.54 1.00 2.54 1.00
Enzimas Myd88 295.66 588.02 686.81 1.99 2.32
Flt1 1.00 1.00 9.93 1.00 9.93 Enzimas
Masp1 1.00 4.84 1.00 4.84 1.00 Flt1 1.00 1.00 2.97 1.00 2.97
Plcb1 1.71 14.60 0.79 8.53 0.46 Map2k1  1115.82 2197.83 2237.01 1.97 2.00
Proteinas del complemento Map2k6 2.62 7.78 3.81 2.97 1.46
Cis 1.00 4.84 1.00 4.84 1.00 Nox1 1.00 1.00 8.86 8.85 1.00
c2 1.00 29.24 1.00 29.24 1.00 Proteinas del complemento
Proteinasinmunes C8a 1.00 1.00 4.65 1.00 4.65
Chi3I3 24.39 42.25 55.60 1.73 2.28 Cc9 1.00 1.00 2.13 1.00 2.13
Proteinas antivirales Proteinas antivirales
Hspb1 1.00 12.97 1.00 12.97 1.00 Hspb1 1.00 5.69 1.00 5.69 1.00
Proteinas proapoptoticas Otras
Bcl2l1 135.08 269.98 191.31 2.00 1.42 Fxyd2 1.00 1.00 3.81 1.00 3.81
Otras
Gngtl 1.00 12.97 1.00 12.97 1.00

FC-Veces de cambios
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10.7 microRNA CONMAYORY MENOR ACUMULACION EN Mips

4 h posestimulo 24 h posestimulo
. FC . FC
Cuentas normalizadas Cuentas normalizadas
(comparado con Mo) (comparado con Mo)

microRNA Mo Mups Mups microRNA Mo Mups Mups

mmu-miR-546 1.0 76.7 76.7 mmu-miR-1933-5p 1.0 901.4

mmu-miR-574-3p 1.0 579.1

mmu-miR-674-5p 1.0 331.6 331.6

mmu-miR-489-3p 1.0 284.9

mmu-miR-1953 1.0 242.9 242.9

mmu-miR-1982-3p 1.0 238.2 238.2

mmu-miR-3474 1.0 219.5 219.5

mmu-miR-1929-5p 1.0 205.5 205.5

mmu-miR-876-5p 1.0 186.8 186.8

mmu-miR-7a-5p 1.0 158.8 158.8

mmu-miR-344-3p 1.0 154.1 154.1

mmu-miR-882 1.0 149.4 149.4

mmu-miR-139-3p 1.0 144.8 144.8

mmu-miR-501-3p 1.0 140.1 140.1

mmu-miR-141-3p 1.0 135.4 135.4

mmu-miR-467a-5p 1.0 135.4 135.4

mmu-miR-298-5p 1.0 130.8 130.8

mmu-miR-380-3p 1.0 126.1

mmu-miR-411-5p 1.0 121.4

mmu-miR-764-5p 1.0 121.4

mmu-miR-335-3p 1.0 116.8 116.8

mmu-miR-376a-3p 300.6 5006.5 16.7

mmu-miR-101b-3p 175.7 1919.5 10.9

mmu-miR-190b-5p 680.2 6314.1 9.3
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mmu-miR-1951
mmu-miR-1902
mmu-miR-222-3p
mmu-miR-664-3p
mmu-miR-377-3p
mmu-miR-125a-5p
mmu-miR-195-5p
mmu-miR-742-3p
mmu-let-7i-5p
mmu-miR-743b-5p
mmu-miR-1981-5p
mmu-miR-193b-3p
mmu-miR-466g
mmu-miR-99b-5p
mmu-let-7e-5p
mmu-miR-3471
mmu-miR-136-5p
mmu-miR-496a-3p
mmu-miR-30a-5p
mmu-miR-30e-5p
mmu-miR-741-3p
mmu-miR-1949
mmu-miR-297c-5p
mmu-miR-188-5p
mmu-let-7a-5p
mmu-miR-22-3p
mmu-miR-154-5p
mmu-miR-99a-5p
mmu-miR-130a-3p
mmu-miR-374b-5p
mmu-miR-130b-3p
mmu-miR-98-5p
mmu-miR-328-3p
mmu-miR-1839-5p
mmu-miR-101a-3p
mmu-let-7f-5p
mmu-let-7¢-5p
mmu-miR-652-3p
mmu-miR-378-3p
mmu-miR-21a-5p
mmu-miR-199a-3p

469.8 3680.1
545.9 4175.2
682.1 5081.2
168.2 1162.9
75.2 476.4
588.1 3301.8
126.8 635.1
101.5 495.0
4784.0 22823.3
98.6 457.7
188.8 854.6
701.8 31524
129.7 574.4
143.7 625.8
532.7 2311.8
210.4 887.3
145.6 597.8
142.8 574.4
211.4 840.6
96.8 364.3
656.7 2433.2
124.0 439.0
100.5 345.6
384.3 12329
6897.3 20815.9
21580.5 64187.4
559.9 1601.9
1065.4 3031.0
124.0 340.9
155.0 415.6
296.9 765.9
507.3 1251.6
118.4 284.9
134.3 312.9
379.6 868.7
5009.4 11325.3
3099.4 6888.6
251.8 546.4
510.2 1078.8
23295.1 48957.9
74.2 154.1

7.8
7.6
7.4
6.9
6.3
5.6
5.0
4.9
4.8
4.6
4.5
4.5
4.4
4.4
4.3
4.2
4.1
4.0
4.0
3.8
3.7
3.5
3.4
3.2
3.0
3.0
2.9
2.8
2.7
2.7
2.6
2.5
2.4
2.3
2.3
2.3
2.2
2.2
2.1
2.1
2.1

microRNA disminuidos en Mps

4 h posestimulo

24 h posestimulo

Cuentas normalizadas

FC

(comparado con M)

Cuentas normalizadas

FC

(comparado con M)

microRNA Mo Mps Myps microRNA Mo Myps Mps

mmu-miR-762 350.2 155.8 0.44 mmu-miR-338-3p 262.1 126.1 0.5
mmu-miR-125a-3p 300.0 100.2 0.33 mmu-miR-27b-3p 732.8 340.9 0.5
mmu-miR-1224-5p 1674.3 5144 0.31 mmu-miR-301a-3p 502.6 214.8 0.4
mmu-miR-380-3p 61.3 1.0 0.02 mmu-miR-1224-5p 1633.8 513.7 0.3
mmu-miR-467f 61.3 1.0 0.02 mmu-miR-103-3p 801.4 238.2 0.3
mmu-miR-539-5p 61.3 1.0 0.02 mmu-miR-23a-3p 9293.6 1732.7 0.2
mmu-miR-467c-5p 62.8 1.0 0.02 mmu-miR-27a-3p 10683.1 1956.8 0.2
mmu-miR-714 66.0 1.0 0.02 mmu-miR-221-3p 2241.7 368.9 0.2
mmu-miR-489-3p 92.7 1.0 0.01 mmu-miR-24-3p 3130.4 471.7 0.2
mmu-miR-2137 102.1 1.0 0.01 mmu-miR-15b-5p 2720.8 368.9 0.1

109



mmu-miR-145-5p 95.8 1.0 0.01

mmu-miR-340-3p 101.5 1.0 0.01

mmu-miR-423-3p 116.5 1.0 0.01

mmu-miR-185-5p

mmu-miR-362-3p 148.4 1.0 0.01

mmu-miR-152-3p 186.0 1.0 0.01

mmu-miR-107-3p 232.1 1.0 0.004

mmu-miR-148b-3p 1.0 0.003

mmu-miR-762 701.8 1.0 0.001

FC-Veces de cambios
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10.8 microRNA CONMAYORY MENORACUMULACION EN Mrces

4 h posestimulo

24 h posestimulo

Cuentas normalizadas FC Cuentas normalizadas Fc

(comparado con Mg) (comparado con M)
microRNA Mo Mrces Mrces microRNA Mo Mhces Mrces
mmu-miR-421-3p 1.0 102.6 102.6 mmu-miR-421-3p 1.0 93.7 93.7
mmu-miR-714 66.0 211.3 3.2 mmu-miR-362-5p 1.0 77.5 77.5
mmu-miR-484 130.4 306.4 2.4 mmu-miR-1929-5p 1.0 74.9 74.9
mmu-miR-350-3p 248.2 550.8 2.2 mmu-miR-743b-5p 98.6 1.0 0.0
mmu-miR-148b-3p 155.5 3334 2.1 mmu-miR-2134 120.3 1.0 0.0
mmu-miR-125a-3p 300.0 638.8 2.1 mmu-miR-1949 124.0 1.0 0.0
mmu-miR-191-5p 281.1 596.0 2.1 mmu-miR-2137 146.6 1.0 0.0
mmu-miR-30b-5p 763.3 1593.9 2.1
mmu-miR-103-3p 406.8 844.0 2.1

microRNA disminuidos en Mrs
4 h posestimulo 24 h posestimulo
FC FC
Cuentas normalizadas Cuentas normalizadas

(comparado con Mo) (comparado con Mo)
microRNA Mo Mrces Mrces microRNA Mo Mrces Mrces
mmu-miR-190b-5p 1909.9 870.9 0.5 mmu-miR-743b-5p 98.6 1.0 0.01
mmu-miR-1955-5p 1851.7 791.5 0.4 mmu-miR-2134 120.3 1.0 0.01
mmu-miR-664-3p 964.4 381.1 0.4 mmu-miR-1949 124.0 1.0 0.01
mmu-miR-380-3p 61.3 1.0 0.02
mmu-miR-539-5p 61.3 1.0 0.02
mmu-miR-467c-5p 62.8 1.0 0.02
mmu-miR-1193-3p 66.0 1.0 0.02
mmu-miR-199a-3p 73.8 1.0 0.01
mmu-miR-383-5p 75.4 1.0 0.01
mmu-miR-489-3p 92.7 1.0 0.01
mmu-miR-1953 97.4 1.0 0.01
mmu-miR-743a-3p 125.6 1.0 0.01
mmu-miR-410-3p 130.4 1.0 0.01
mmu-miR-1933-5p 207.3 1.0 0.005

FC-Veces de cambios
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10.9 microRNA CONMAYOR YMENOR ACUMULACION EN Mrces+Lps

4 h posestimulo

24 h posestimulo

Cuentas normalizadas

FC
(comparado con M)

Cuentas normalizadas

FC
(compared to Mo)

microRNA Mo Mocesues Mycesips microRNA Mo Mocesiips Mycesups
mmu-miR-155-5p 1.0 676.2 676.2 mmu-miR-155-5p 1.0 4272.7 4272.7
mmu-miR-546 1.0 112.8 112.8 mmu-miR-210-3p 1.0 285.4 285.4
mmu-miR-128-3p 1.00 88.90 88.90 mmu-miR-674-5p 1.0 171.6 171.6
mmu-miR-421-3p 1.0 84.3 84.3 mmu-miR-331-3p 1.0 127.7 127.7
mmu-miR-331-3p 1.0 74.1 74.1 mmu-miR-7a-5p 1.0 109.8 109.8
mmu-miR-484 130.36 341.63 2.62 mmu-miR-574-3p 1.0 96.8 96.8
mmu-miR-191-5p 281.14 690.69 2.46 mmu-miR-467a-5p 1.0 92.8 92.8
mmu-miR-30b-5p 763.32 1864.64 2.44 mmu-miR-1929-5p 1.0 88.8 88.8
mmu-miR-99b-5p 61.3 147.0 2.4 mmu-miR-489-3p 1.0 87.8 87.8
mmu-miR-148b-3p 155.49 360.16 2.32 mmu-miR-139-5p 1.0 83.8 83.8
mmu-miR-221-3p 18219 4164.7 2.3 mmu-miR-539-5p 1.0 81.8 81.8
mmu-miR-146a-5p 2586.8 5369.4 2.1 mmu-miR-1839-3p 1.0 81.8 81.8
mmu-miR-103-3p 406.79 840.00 2.06 mmu-miR-362-5p 1.0 80.8 80.8
mmu-miR-24-3p 15973 3280.2 2.1 mmu-miR-200b-3p 1.0 79.8 79.8
mmu-miR-29b-3p 28318 5796.8 2.0 mmu-miR-125a-5p 588.1 4260.9 7.2
mmu-miR-1902 545.9 2486.7 4.6
mmu-miR-146a-5p 4196.8 17577.3 4.2
mmu-miR-101b-3p 175.7 721.5 4.1
mmu-miR-222-3p 682.1 2609.4 3.8
mmu-miR-99b-5p 143.7 535.9 3.7
mmu-let-7e-5p 532.7 1374.1 2.6
mmu-miR-377-3p 75.2 193.6 2.6
mmu-miR-30e-5p 96.8 236.5 2.4
mmu-miR-376a-3p 300.6 705.5 2.3
mmu-miR-484 178.5 413.3 2.3
mmu-let-7i-5p 4784.0 10898.6 2.3
mmu-miR-30d-5p 600.3 1352.1 2.3
mmu-miR-467f 85.5 179.6 2.1
microRNA disminuidos en Mcesups
4 h posestimulo 24 h posestimulo
X FC i FC
Cuentas normalizadas (comparado con M) Cuentas normalizadas (comparado aMo)
microRNA Mo Mrcessips Mrcesips microRNA Mo Mrcessips Mrcessps
mmu-miR-190b-5p 19099 934.6 0.5 mmu-miR-326-3p 286.5 137.7 0.48
mmu-miR-1955-5p 1851.7 870.8 0.5 mmu-miR-361-5p 291.2 97.8 0.34
mmu-miR-1933-5p 207.3 84.3 0.4 mmu-miR-27a-3p 10683.1 3369.8 0.32
mmu-miR-125a-3p 300.0 108.3 0.4 mmu-miR-221-3p 2241.7 657.6 0.29
mmu-miR-664-3p 964.4 339.6 0.4 mmu-miR-23a-3p 9293.6 2421.8 0.26
mmu-miR-1224-5p 16743 577.9 0.3 mmu-miR-27b-3p 732.8 188.6 0.26
mmu-miR-1193-3p 66.0 1.0 0.02 mmu-miR-762 701.8 158.7 0.23
mmu-miR-2137 102.1 1.0 0.01 mmu-miR-1224-5p 1633.8 363.2 0.22
mmu-miR-210-3p 105.2 1.0 0.01 mmu-miR-199a-3p 74.2 1.0 0.01
mmu-miR-804 130.4 1.0 0.01 mmu-miR-145-5p 95.8 1.0 0.01
mmu-miR-208b-3p 96.8 1.0 0.01
mmu-miR-743b-5p 98.6 1.0 0.01
mmu-miR-742-3p 101.5 1.0 0.01
mmu-miR-872-5p 105.2 1.0 0.01
mmu-miR-2134 120.3 1.0 0.01
mmu-miR-1949 124.0 1.0 0.01
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mmu-miR-714 1.0

FC-Veces de cambios
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10.10 microRNA PRODUCIDOS DIFERENCIALMENTE ENTRE Mrces+Lps Y MLps

4 h posestimulo 24 h posestimulo
FC FC
Cuentasnormalizadas  (comparado con M) Cuentas normalizadas (comparado con M)
microRNA Mo Mrcesups  Mips Mrcesups Mips microRNA Mo Mycesips  Mips Mrcesips Mips

mmu-miR-331-3p 1.0 74.1 1 74.1 1.0 mmu-miR-673-3p 1.0 1.0 518.4 1.0 518.4

mmu-miR-484 130.4 3416 157.0 d 1.2 mmu-miR-1900

mmu-miR-24-3p 1597.3 3280.2 2588.2 . 1.6 mmu-miR-743a-3p

mmu-miR-221-3p 1821.9 4164.7 32312 g 18 mmu-miR-410-3p

mmu-miR-30b-5p 763.3 1864.6 1377.6 K 18 mmu-miR-876-5p

mmu-miR-29b-3 2831.8 5796.8 52209 d 18 mmu-miR-344-3

mmu-miR-664-3 964.4 339.6 5416 K 0.6 mmu-miR-882

mmu-miR-1955-5p 1851.7 870.8 1169.8 d 0.6 mmu-miR-139-3p

mmu-miR-210-3p 105.2 1.0 97.7 d 09 mmu-miR-712-5p

mmu-miR-714 66.0 85.5 1.0 13 0.02 mmu-miR-367-3p

mmu-miR-380-3p 61.254 71.80474 1.2 0.016 mmu-miR-298-5p

72.9445 12

mmu-miR-539-5p 61.254 0.016 mmu-miR-380-3p

mmu-miR-411-5p d 1.0 1214

mu-miR-764-5 1.0 1.0 121.4 1.0 121.4

|

mu-miR-335-3 1.0 1.0 116.8 1.0 116.8

|

mmu-miR-691 385.2 3053 43713 0.8 113

mmu-miR-190b-5p 680.2 6117 6314.1 0.9 03

mmu-miR-1951 469.8 352.2 3680.1 0.7 7.8

mmu-miR-195-5p 126.8 91.8 635.1

mmu-miR-743b-5p 98.6 1.0 457.7

mmu-miR-193b-3p 701.8 503.9 31524 0.7 4.5

mmu-miR-3471 2104 140.7 887.3 0.7 4.2

mmu-miR-496a-3p 142.8 79.8 574.4 0.6 4.0

mmu-miR-741-3p 656.7 3732 24332 0.6 3.7
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mu-miR-297c-5 100.5 143.7 345.6 14 34

|

mu-let-7a-5 6897.3 7277.0 20815.9 11 3.0

\\

mmu-miR-154-5p 559.9 598.7 16019 11 2.9

mmu-miR-130a-3p 124.0 131.7 3409 1.1 2.7

mmu-miR-130b-3p 296.9 384.2 765.9 193] 2.6

mmu-miR-328-3p 118.4 93.8 284.9

mmu-miR-101a-3p 379.6 383.2 868.7 1.0 23

mu-let-7c-5 3099.4 3166.2 68886 1.0 22

\7

mu-miR-378-3 510.2 5748 1078.8 11 2.1

|

mmu-miR-199a-3p 74.2 1.0 154.1

mmu-miR-467f 85.5 179.6 149.4 2.1 17

mmu-miR-30d-5p 600.3 1352.1 672.5 2.3 1.1

mmu-miR-139-5p 1.0 83.8 1.0 83.8 1.0

mmu-miR-361-5p 291.2 97.8 261.5

mmu-miR-326-3p 286.5 137.7 182.1 0.5 0.6

mu-miR-301a-3 502.6 3493 214.8 0.7 0.4

|

mu-miR-24-3 3130.4 2792.0 471.7 0.9 0.2

|

mmu-miR-29b-3p 6290.0 5942.2 695.9 0.9 0.1

mu-miR-365-3 1146 126.7 1.0 11 0.01

i\

mmu-miR-1983 127.8 1227 1.0 1.0 0.01

mmu-miR-362-3p 148.4

mmu-miR-152-3p 186.0

mmu-miR-324-5p 248.0 181.6 1.0 0.7 0.004

mmu-miR-350-3p 637.0 605.7 1.0 1.0 0.002

FC-Veces de cambios
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10.11 ANALISIS DE ViAS KEGG

4 h posestimulo

Mrces Mrces+ips Mips
Vias KEGG p-value #genes Vias KEGG p-value #genes Vias KEGG p-value #genes

TGF-beta signaling
pathway

0.001 38 p53 signaling pathway 0.003 35 Steroid biosynthesis 0.016 6

T cell receptor
signaling pathway

Acute myeloid
leukemia

Insulin signaling
pathway

0.001 68 0.004 51 0.019 17

Insulin signaling

0.005 65 HTLV-I infection 0.020 60
pathway

Prostate cancer 0.003 46

ECM-receptor TGF-beta signaling Chronic myeloid

0.040 22

0.004 31 0.006 35

interaction pathway leukemia

Valine, leucine and
isoleucine 0.005 22
degradation

Inositol phosphate

metabolism 0.010 26

Hepatitis B HTLV-I infection

HIF-1 signaling

HTLV-I infection
pathway

MAPK signaling Phosphatidylinositol
pathway signaling system

AMPK signaling

iy 0.016 58 Citrate cycle 0.017 16

Glycosaminoglycan
Pancreatic cancer 0.022 32 biosynthesis - 0.022 8
chondroitin sulfate

Chagas disease 0.026 42 Chagas disease 0.023 44

Estrogen signaling 0.030 M Notch signaling

pathway pathway 0.027 2

ECM-receptor

Citrate cycle 0.038 7 interaction

0.032 31

Axon guidance 0.039 54 Axon guidance 0.035 53

PI3K-Akt signaling
pathway

T cell receptor

. . 0.046 46
signaling pathway

0.037 132
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GnRH signaling

MAPK signaling

pathway 0.050 39 pathway 0.044 97
24 h posestimulo
Mhces Mhces+Lps Mps
KEGG pathway p-value #genes KEGG pathway p-value #genes

Axon guidance

Insulin signaling pathway
HTLV-I infection

Neurotrophin signaling pathway
ErbB signaling pathway
Lysosome

Glioma

Osteoclast differentiation
Ubiquitin mediated proteolysis
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
Circadian rhythm

N-Glycan biosynthesis

Viral carcinogénesis

Focal adhesion

Prostate cancer

Cell cycle

TNF signaling pathway

mTOR signaling pathway

Central carbon metabolism in cancer
Chagas disease (American trypanosomiasis)
Chronic myeloid leukemia

Dorso-ventral axis formation

Adipocytokine signaling pathway
TGF-beta signaling pathway
Gap junction

Glycosaminoglycan biosynthesis - heparan
sulfate / heparin

Steroid biosynthesis
Vitamin B6 metabolism

Phosphatidylinositol signaling system
Citrate cycle (TCA cycle)

Oocyte meiosis

Prolactin signaling pathway

GnRH signaling pathway

Inositol phosphate metabolism
Galactose metabolism

Thyroid cancer
Whnt signaling pathway

Pancreatic cancer
Cysteine and methionine metabolism
Small cell lung cancer

0.0030
0.0030
0.0032
0.0034
0.0038
0.0039
0.0052
0.0056
0.0060
0.0063
0.0071
0.0074
0.0084
0.0128
0.0154
0.0194

0.0198

0.0211
0.0211
0.0218
0.0218

0.0223

0.0233
0.0233
0.0239

0.0243
0.0243
0.0280

0.0295
0.0303
0.0378
0.0401
0.0419
0.0427
0.0432
0.0432

0.0432

0.0473
0.0494
0.0494

117

57
66
112
56
43
54
30
57
68
15
18
20
88
87
43
52

47

30
27
44
35

15

32
35
37

9
9
5

37
16
46
34
39
25
13
14

59

31
17
37

Inositol phosphate metabolism
Pathways in cancer

Insulin signaling pathway
Long-term depression

Axon guidance

AMPK signaling pathway

Cell cycle

T cell receptor signaling pathway
mTOR signaling pathway

TNF signaling pathway

HIF-1 signaling pathway
Pancreatic cancer

N-Glycan biosynthesis

Citrate cycle (TCA cycle)
Prostate cancer

Propanoate metabolism

Valine, leucine and isoleucine
degradation
Phosphatidylinositol signaling system
TGF-beta signaling pathway
Regulation of actin cytoskeleton
Chronic myeloid leukemia
SNARE interactions in vesicular
transport

Circadian rhythm

Vitamin B6 metabolism

Ubiquitin mediated proteolysis
Sphingolipid signaling pathway

Lysosome
Arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy (ARVC)

ErbB signaling pathway

Transcriptional misregulation in cancer
Wnt signaling pathway

Adrenergic signaling in cardiomyocytes
Central carbon metabolism in cancer
GnRH signaling pathway

Glioma

HTLV-I infection

Non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD)

Osteoclast differentiation
Adipocytokine signaling pathway
Bacterial invasion of epithelial cells
mRNA surveillance pathway

Focal adhesion

Glycosaminoglycan biosynthesis -
chondroitin sulfate / dermatan sulfate
Small cell lung cancer

Estrogen signaling pathway

Long-term potentiation

Spliceosome

Biosynthesis of unsaturated fatty acids

0.0006
0.0010
0.0010
0.0011
0.0011
0.0013
0.0014
0.0016
0.0016
0.0021
0.0023
0.0028
0.0029
0.0039
0.0044
0.0055

0.0055

0.0055
0.0064
0.0097
0.0097

0.0099

0.0103
0.0106
0.0106

0.0106
0.0133
0.0137

0.0180
0.0184
0.0184
0.0190
0.0210
0.0210
0.0210
0.0210

0.0210

0.0249
0.0261
0.0261
0.0261
0.0272

0.0303

0.0336
0.0410
0.0434
0.0452
0.0459

38
208
85
35
76
80
71
64
a1
61
67
42
27
22
54
18

32

50
45
114
45

20

21
6
85

72
66
38

51
90
75
75
35
51
36
140

81

68
40
44
57

109

12

48
53
39
76
16



Oxytocin signaling pathway 0.0490 83
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10.12 PROCESOS BIOLOGICOS DE TERMINOS GO

4 h posestimulos

Mhces Mhces+Lps Mips
Categoria GO: Categoria GO: Procesos Categoria GO: Procesos
. #igenes . #igenes . #genes
Procesos bioldgicos bioldgicos biolégicos
e ol e 1290 anatomical structure development 1253 chromosome organization 148
development
cell differentiation 908 cell differentiation 900 biosynthetic process 630
embryo development 382 embryo development 390 protein complex 614
cellular protein
u' ) p' I 871 cellular protein modification process 845 cell cycle 217
modification process
cellular nitrogen cellular nitrogen compound
compound metabolic 1456 . 5 P 1444 cell division 121
metabolicprocess
process
biosynthetic process 1291 biosynthetic process 1251 catabolic process 323
. L t ical struct f ti
chromosome organization 259 chromosome organization 255 .ana omlc.a strucre orrr.1a on 140
involved in morphogenesis
anatomical structure tomical structure f ti
formation involved in 291 'ana omlc.a structure orma lon 291 cell morphogenesis 122
. involved in morphogenesis
morphogenesis
homeostatic process 332 catabolic process 601 cell death 169
catabolic process 621 cell morphogenesis 231 chromosome 134
cytoskeleton organization 273 cell cycle 369 homeostatic process 153
cell morphogenesis 231 homeostatic process 304 cytoskeletonorganization 133
cell cycle 372 cell division 194 nuclearchromosome 55
leicacid binding t ipti
cell division 195  cell death 305  ucielcacc binding transcription 164
factor activity
cell death 315 cytoskeleton organization 251 nucleoplasm 192
toplasmi b -bounded
growth 165 growth 160 cy c.>p asmicmembrane-bounde 98
vesicle
cell motility 209 cell motility 200 response tostress 326
response tostress 666 response tostress 644 enzyme binding 193
cellular component 380 L R 365 pro.te.m binding transcription factor 82
assembly activity
developrnental 59 small molecule metabolic process 605 immune system process 240
maturation
I L3279 S TR 1T 142 developmental maturation 57 cellular component assembly 189
development
srialll oz zen e e 617 in utero embryonic development 138 growth 77
process
DNA metabolicprocess 227 circulatory system process 58 in utero embryonic development 76
circulatory system process 56 DNA metabolicprocess 221 small conjugating protein binding 26
vesicle-mediated
301 immune system process 425 endosome 120
transport
cofactor metabolic 76 nucleob'ase-containing compound 228 - 230
process catabolic process
. ribonucleoprotein complex .
immune system process 429 P P 50 developmental maturation 32
assembly
cell junction organization 48 cell proliferation 189 cell motility 95
protein ubiquitination involved in
cell proliferation 195 ubiquitin-dependent protein 41 DNA metabolicprocess 116
catabolic process
protein targeting 87 vesicle-mediated transport 159
ligase activity 107
cytoplasmicvesicle 77
Golgi apparatus 233
ubiquitin-protein transferase activity 96
ubiquitin proteinligase binding 61
endoplasmic reticulum 249
small molecule metabolic process 283
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cytoskeletal protein binding 107
poly(A) RNA binding 250
protein ubiquitination 95
PML body 28
negative regulation of transcription, 130
DNA-templated
intrinsic apoptotic signaling pathway
in response to DNA damage by p53 17
class mediator
transcription, DNA-templated 348
transcriptional repressor complex 23
nucleobase-containing compound 115
catabolic process
protein ubiquitination involved in
ubiquitin-dependent protein 24
catabolic process
circulatory system process 27
protein polyubiquitination 31
protein kinase binding 96
ribonucleoprotein complexassembly 26
transcription factor binding 97
proline-richregionbinding 11
cell junction organization 25
24 h posestimulo
Mrces Mrces+ips Mvps
Categoria GO: Procesos Categoria GO: Procesos Categoria GO: Procesos
L L. #genes sl . #genes L. #igenes
bioldgicos bioldgicos bioldgicos
19
anatomical structure development 3 cell 4177 cell 5903
1
cell differentiation 2 intracelular 3800 intracellular 5354
chromosome organization 52 organelle 3229 organelle 4527
anatomical structure anatomical structure
embryo development 65 1290 1773
development development
eell Wl r.ntrogen G 517 21 cell differentiation 947 cell differentiation 1290
metabolicprocess 2
biosynthetic process 13 ion binding 1963 ion binding 2704
cellular protein modification process 1; embryo development 402 embryo development 520
catabolic process 99 cytoplasm 3130 cytoplasm 4377
aall) e TS a1 cellular protein modification 847 cellular protein modification 1120
process process
cell motility 41 chromosome organization 251 chromosome organization 328
s 32 cellular rlntrogen compound 1353 cellular r.utrogen compound 1875
metabolicprocess metabolicprocess
anatomical structure formation anatomical structure formation
. . . 43 biosynthetic process 1208 . . . 411
involved in morphogenesis involved in morphogenesis
anatomical structure formation
in utero embryonic development 29 . . . 295 biosynthetic process 1646
involved in morphogenesis
cytoskeletonorganization 41 cell morphogenesis 254 cell morphogenesis 352
cell cycle 55 homeostatic process 324 protein complex 1657
cell division 31 protein complex 1159 homeostatic process 435
chromosome segregation 18 catabolic process 576 cytoskeleton organization 368
cellular component assembly 62 cell cycle 356 cytoskeleton 715
negative regulation of translation 11 cytoskeleton 503 cell division 271
positive regulation of mitoticcell 3 cell divisién 191 aalll @l 436
cycle
cytoskeleton organization 250 cell death 409
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cell motility 207 catabolic process 763

cytoplasmic membrane-bounded

- 186 developmental maturation 88
vesicle
endosome 241 cellular component assembly 528
cytoskeletal protein binding 243 chromosome 301
in utero embryonic development growth 199

developmental maturation 61 response tostress 858
endoplasmic reticulum 532 in utero embryonic development 183

protein binding transcription

vacuole 112 - 192
factor activity
enzyme binding circulatory system process 77
nucleoplasm enzyme regulatoractivity 320
. small molecule metabolic
Golgi apparatus 465 Y ' 791
process

cytoskeleton-dependent

41 Golgi apparatus 638

immune system process membrane organization

intracellular transport

macromolecular complex 222 macromolecular complex
assembly assembly

small conjugating protein binding ligase activity

translation factoractivity, nucleic

305

mitochondrion organization 77 acid binding 50
1l jugati otei
protein targeting 81 sma’ conjugating protein 39

binding
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