ReVIS'l'CI Med ICA 2013 43):174-180pp
M Publicado en linea 01 de mayo, 2013;
www.revistamedicamd.com

Papel de los microARN en la Colitis Ulcerosa Cronica
Idiopatica
Jorge Luis De-Ledn-Rendoén y Jestus Kazuo Yamamoto-Furusho.

Autor para correspondencia

Jorge Luis De-Leon-Rendon. Clinica de Enfermedad Inflamatoria Intestinal, Departamento de
Gastroenterologia, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Vasco de Quiroga 15, Colonia
Seccion X VI, Tlalpan, C.P. 14000, México, D.F., México. Teléfono +52-55-55733418 Fax: +52-55-56550942.
Correo electronico: bass_spl@hotmail.com

Palabras clave: Colitis Ulcerosa Cronica Idiopatica, Enfermedad Inflamatoria Intestinal, microARN.
Keywords: idiopathic ulcerative colitis, intestinal inflammatory disease, microRNA

REVISTA MEDICA MD, Afio 4, nimero 3, febrero-abril 2013, es una publicacion trimestral
editada por Roberto Miranda De La Torre, Sierra Grande 1562 Col. Independencia, Guadalajara,
Jalisco, C.P. 44340. Tel. 3334674451, www.revistamedicamd.com, md.revistamedica@gmail.com.
Editor responsable: Javier Soto Vargas. Reservas de Derecho al Uso Exclusivo No. 04-2011-
080210253400-102. ISSN:2007-2953. Licitud de Titulo y Licitud de Contenido: en Tramite.
Responsable de la tltima actualizacion de este nimero Comité Editorial de la Revista Médica MD
Sierra Grande 1562 Col. Independencia, Guadalajara, Jalisco, C.P. 44340. Fecha de ultima
modificacion 30 de abril de 2013. Revista J Médica




Articulo de revision

Papel de los microARN en la Colitis
Ulcerosa Cronica Idiopdtica

De Leén-Rendén J, Yamamoto-Furusho J.

Resumen

La Colitis Ulcerosa Cronica Idiopatica (CUCI) es una enfermedad de origen multifactorial, de curso
cronico e incurable que se caracteriza por remisiones y exacerbaciones. A pesar de ampliar el
conocimiento de los mecanismos celulares y moleculares de la inflamacion intestinal, su etiologia y
patogénesis son desconocidas. Los microARN (miARN) son pequeiias regiones de ARN de cadena
sencilla, no codificantes, implicadas en la regulacion post-transcripcional del 30% de los genes
codificadores de proteinas. Las evidencias descritas destacan el importante papel de los miARN como
contribuyentes a la susceptibilidad de 1a CUCI. El objetivo del presente trabajo es revisar el papel de
los miARN en la CUClI y destacar su importancia como via para el descubrimiento de los mecanismos
delaenfermedad, sudiagnodstico y terapéutica.

Palabras clave: Colitis Ulcerosa Crénica Idiopdtica, Enfermedad Inflamatoria Intestinal, microARN.

Role of the microRNA in the idiopathic ulcerative
colitis
Abstract

The idiopathic ulcerative colitis (IUC)is a disease of multifactorial origin, chronic and incurable characterized by
remissions and exacerbations. Despite amplifying the knowledge on the cellular and molecular mechanisms of the
intestinal inflammation, its etiology and pathogenesis are unknown. The microRNA (miRNA) are small regions of
RNA of simple chain, non-coding, involved in the post-transcriptional regulation of 30% of the protein codifying
genes. The evidence described stand out the important role of the miRNA as contributors to the susceptibility of the
ICU, noting the importance as means of discovery of the disease mechanisms, its diagnosis and therapeutics.
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Introduccidén Estos pequeflos fragmentos de /in-4 (renombrados
La Colitis Ulcerosa Crénica Idiopatica (CUCI) se define ~ Posteriormente miARN) posefan complementariedad parcial
como una inflamacién difusa del colon, con compromiso del ~ 212 region no traducida 3'UTR del ARN mensajero (ARNm)
recto, y que se extiende de manera proximal y continua, ~d€ /in-14,'y la expresién de estos fragmentos disminuian la
localizdndose el proceso inflamatorio habitualmente en la  €Xpresion de proteinas de lin-14" El descubrimiento posterior
mucosa colonica (Figura 1)." de los miARN Jer-7 en C. elegans y su gran conservacion en
La lesién histopatologica caracteristica de la CUCI es la  diferentes especies, incluyendo seres 11113manos, devel6 el
presencia de abscesos en las criptas, con un infiltrado ~ Significado evolutivo de los miARN. ™" Mas tarde, los
inflamatorio de neutréfilos, células plasmaticas y eosinofilos  investigadores emprendieron la busqueda de mas miARN en
en la lamina propia."” Los sintomas y la gravedad de esta ~ MOSCas, gusanos, seres h}lmanos y otros mamiferos. Desde el
enfermedad dependeran de la extension, grado de descubrimiento delos primeros mlA:SRNs, se han descrito mas
inflamacion, y la actividad de las manifestaciones de 1,000 ITHARN enseres humanos. ) ) )
extraintestinales asociadas, aspectos que le confieren una LOS, miARN se transcriben de regiones intronicas o
heterogeneidad clinica significativa.'” intergénicas como transcritos primarios de microARN (pri-
Una variedad de genes que codifican para las proteinas que ~ MIARN).™ El transcrito pri-miARN es procesado por una
intervienen en la regulacién inmune se han postulado como ~ €ndonucleasa (Drosha) especifica de ARN de doble cadena,
posibles genes candidatos de susceptibilidad a la enfermedad, ~ que en conjunto con DGRS, a unos ~70 pares de bases dan
incluyendo citocinas como la interleucina (IL)-10, entre 1ugar aunbucle precursor'de miARN (pre-{mARN). El pre-
otros.’ Los genes clase IT del Antigeno Leucocitario Humano m}ﬁRN es exportado al citoplasma a través de la exportina
(HLA) participan en la patogénesis de la CUCI, debido a que 5.7 Una vez en el citoplasma, la endonucleasa Dicer corta el
sus productos estan involucrados en la respuesta inmune. Los ~ Pre-miARN en pequefios segmentos de ARN de doble
estudios de asociacién han demostrado que existen diversos ca’dena, posteriormente, la cadena madura de los miARN
alelos del HLA-DR que participan en la susceptibilidad ~ duplex se mcorpora al ARN, induciendo un complejo de
genética en la CUCI, tales como HLA-DRB1*0103, silenciamiento.” Los miARN pueden unirse a secuencias
DRB1*1502y DRB1*¥12."" complementarias en regiones blanco de la cadena 3'UTR del
Se piensa que la CUCI es una enfermedad heterogénea, ~ARNmM, lo que resulta enla degradacion dg dichas regiones o
compleja y poligénica, donde tanto los factores genéticos €N Suinhibicion transcripcional (Figura 2).
como ambientales juegan un papel importante para su ) Cada miARN puede dirigirse a cientos de ARNm en un
desarrollo, sin embargo, a pesar de ampliar el conocimiento ~ PO .celular,. y un solo ARNm es a.menudo el.blanco de
de los mecanismos celulares y moleculares de la inflamacion ~ multiples miARN. Por lo tanto, los miARN contribuyen a la

intestinal, su etiologia y patogénesis son desconocidas."** regulacion de mas de 30% de los genes codificadores de

proteinas, y estan implicados en el desarrollo, metabolismo,

. trol del ciclo celular, y algunos otros procesos como la
MicroARN contror & . ) ) O : ;

cro fibrosis.”” Los miARN han sido estudiados ampliamente en

Los microARN (miARN) son pequefias regiones de ARN
de cadena sencilla, no codificantes, de 22 nucleoétidos,
implicadas en la regulacion post-transcripcional del 30% de
los genes codificadores de proteinas.®

Los miARN fueron descritos por primera vez en 1993,
cuando Lee y colaboradores encontraron que el gen /in-4
controla el desarrollo del nematodo Caenorhabditis elegans, al
producir regiones de 22 nucleétidos no codificantes de ARN.’ — ,f’

]

varios tipos de cancer y se ha comprobado que son
reguladores de genes supresores de tumores y oncogenes.”
Estudios de miARN en el linfoma y otras neoplasias malignas
hematologicas llevaron a esclarecer el papel de los miARN en
el sistema inmunoldgico.”?
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Figura 2. Muestra como un miARN regula la actividad post-transcripcional. Se corta de un precursor de
. o L. B .. . . horquilla en forma de pre-miARN para formar un miARN maduro. Posteriormente se une a la region no
Figura 1. Caracteristicas macroscopicas e histologicas de la Colitis Ulcerosa Cronica Idiopatica. traducida (3'UTR) del ARN mensajero del gen diana e inhibe su traducciéon. Tomado y modificado de
Tomada y modificada de Johns Hopkins/Clinical Gastroenterology and Hepatology. LeeR, Feinbaum R, Ambros V. Cell 1993;75:843-854.
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Papel de los miARN en el sistema

inmunolégico

El papel de los miARN, tanto en el sistema inmune innato
como en el adaptativo esta siendo ampliamente estudiado.”
El sistema inmune innato se activa a través del
reconocimiento mediante los patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs), por receptores tipo toll (TLR).”
Después de reconocer un PAMP, los TLR se unen a proteinas
adaptativas, como los miembros de la familia del factor de
diferenciaciéon mieloide (MyD88), lo que conduce a la
activacion de vias de transduccidn de sefiales como el factor
nuclear kappa-B (NF-kB) y la proteina activada por
mitégenos (MAP).” Estas vias de transduccién de sefiales,
posteriormente, dan lugar a la regulacion transcripcional o
post-transcripcional de citocinas como el interferén (IFN) -y,
IFN-B, o factor de necrosis tumoral (TNF)-a.** En modelos
murinos realizados en macrofagos, los ligandos de TLR
poliinosinico:dcido policitidilico (poly[I:C]),
lipopolisacaridos (LPS) y la citocina IFN-B inducen la
expresion de miR-155 a través de la MyD88 o el factor de
induccion transitoria (TRIF) adaptador de proteinas y la
cinasa Jun N-terminal y las vias de sefializacion de NF-kB. La
induccion de miR-155 por IFN-B requiere sefializacion
autocrina de TNF-a.*

Otro microARN, miR-146 también estd implicado en la
sefializacion de TLR en el sistema inmune innato. En
monocitos humanos, la expresion de miR-146a y miR 146b es
inducida por la exposicion a ligandos de TLR, LPS,
peptidoglicanos y flagelina.” MiR-146a reduce la expresion
de dos componentes de la cascada de sefializacion de TLR: el
factor asociado al receptor TNF (TRAF)-6 y el receptor
asociado a cinasa IL-1 (IRAK). Por tanto, el aumento en la
expresion de miR-146a conduce a una retroalimentacion
negativa que atenta la respuesta de TLR. Mientras que miR-
155 y miR-146 tienen una mayor expresion en macréfagos en
respuesta a la estimulacion con LPS, la expresion de miR-
125b se ve atenuada.”

Los miARN juegan un papel importante en el desarrollo de
las células T'y células B.* Se ha detectado que miR-150 regula
la transicion de los estadios pro- a células pre-B, y que la
sobreexpresion de este miARN impide el desarrollo de células
B.** La expresion de la mayoria de los miARN en células B
actuan en la diferenciacion celular etapa-especifica, y los
cambios en la expresion de los miARN pueden ser utilizados
para clasificar las subpoblaciones de células B.* La mayor
expresion de miARN se ha determinado en células T no
diferenciadas, y significativamente disminuida en células T
efectoras.”

Papel de los miARN en enfermedades

autoinmunes

La creciente comprension de la importancia de los miARN
en la inmunidad innata y adaptativa se ha acompaifiado de
numerosos estudios que se han realizado para identificar la
expresion de ARNm en trastornos autoinmunes como la
psoriasis, el eccema atdpico, artritis reumatoide (AR), asma 'y
lupus eritematoso sistémico (LES).**

Papel de los microARN en CUCI

En un andlisis de microarreglos de miARN en el cual se
compar6 la piel de pacientes con psoriasis, con eccema
atdpico y controles sanos, reveld un aumento en la expresion
de 12 miARN y disminucién en la expresiéon de 17 miARN en
pacientes con psoriasis.” El aumento en los niveles de miR-
146a en leucocitos de piel psoriasica puede afectar la via de
sefializacion de TNF-a a través de TRAF-6 e IRAK-1, como
ha sido descrito en macréfagos.’* La modulacion de la via de
seflalizacion de TNF-a mediada por sus inhibidores
constituye un tratamiento eficaz para la psoriasis, ya que ésta
citocina estd involucrada en la quimio—atraccion entre las
células inmunes y los queratinocitos.®” Ademas de la
expresion diferencial de los miARN observada en las células
inmunologicas, los queratinocitos de pacientes con psoriasis
también tienen perfiles de expresion de miARN tnicos,
siendo una de sus caracteristicas el aumento en la expresion
de miR-203.* El Supresor de Sefializacién de Citocinas 3
(SOCS-3), un blanco putativo de miR-203, se encuentra
disminuido en la piel psoriasica, y la deficiencia de SOCS-3
conduce a la activacién sostenida de la transduccion de
sefiales y la transcripcion de STAT-3 (transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3) en respuesta a la IL-6, una
citocina presente en las lesiones psoridsicas.”* Por lo tanto,
la supresion de SOCS-3 por miR-203 puede llevar a la
activacion sostenida de STAT-3, a la infiltracion de la piel con
leucocitos y al desarrollo de placas en la psoriasis.™

La psoriasis ha llamado la atencion por sus caracteristicas
como una enfermedad con respuesta Th17, la expresion de
IL-17 se ve incrementada en las lesiones de la piel y el suero de
los pacientes con la enfermedad. Ichihara y colaboradores®
sostienen la hipodtesis de que los miARN contribuyen al
mecanismo subyacente en la sobreexpresion de la IL-17. Este
grupo de investigadores cuantificé los niveles séricos de miR-
1266, un regulador antagonista de la IL-17A en pacientes con
psoriasis, estos niveles se determinaron con la expectativa de
encontrar una disminucién en los niveles de miR-1266, lo que
puede dar lugar a la induccién de IL-17. Sin embargo, las
pruebas realizadas mediante reaccion en cadena de la
polimerasa reversa (RT-PCR) demostraron que los niveles de
miR-1266 en suero fueron considerablemente mayores en los
pacientes con psoriasis que en los controles sanos;
concluyendo que la presencia de miR-1266 en suero, puede
ser un marcador potencial para una nueva enfermedad. Sin
embargo, consideran que miR-1266 no regula la expresion
directa de IL-17A, pero puede estar implicado en la
patogénesis de la psoriasis mediante la regulacion de otras
moléculas diana.”

Se han observado algunos miARN en AR, documentando
un aumento en la expresiéon de miR-155 y miR-146 en
fibroblastos sinoviales de pacientes con AR comparado con
pacientes con osteoartrosis.”” Ademas, miR-155 se encuentra
incrementado en monocitos CD14+ en el tejido sinovial de
pacientes con AR comparado con la cantidad de células
CD14+ en sangre periférica.”

Como se ha observado en macréfagos estimulados con
TNF-a, LPS y poly(I:C) también se aumenta la expresion de
miR155 en los fibroblastos sinoviales.” El aumento en la
expresion de miR-155 se correlaciona con la disminucion en
la expresion de metaloproteasas MMP-1 y MMP-3 en estas
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células.” Aunque la accién directa de miR-155 en MMP-1 y
MMP-3 no se ha establecido, puede tener un papel regulador
de dafio tisular inducido por metaloproteasas en AR.” Los
niveles de miR-146 se encuentran elevados en macréfagos
CD68+, algunos subtipos de células T CD3+ y células B
CD79+ entejido sinovial en AR.*

En pacientes con LES, la expresion de miR-146a esta
disminuida en sangre periférica en comparacién con los
controles sanos." Este hallazgo fue asociado a un aumento en
la actividad clinica de la enfermedad y con la reactivacion de
laviadel IFN tipoI.* Alcompararla expresion de miARN en
pacientes con LES, parpura trombocitopénica idiopatica
(PTI) y controles sanos se identificoé un grupo de 13 miARN
que tienen el mismo patrén de expresion en LES y PTL* Tres
miRNAs (miR-184, miR198 y miR-21) tienen una expresion
diferente en LES comparado con los controles pero no existen
modificaciones respecto a lo observado en PTT.* En biopsias
de rifidon tomadas de pacientes con nefritis lupica, se
expresaron 66 miRNA en comparaciéon a los controles.”
Estos miRNA no fueron los mismos que se identificaron en
células mononucleares de sangre periférica de pacientes con
LES.*

Por tanto, la expresion de miRNA se ha identificado en
varios trastornos autoinmunes. Los miARN en células
inmunes muestran una expresion variable, mientras que la
expresion de algunos miARN es comuin (miR-155 y
miR146a) en distintas enfermedades, ciertos miRNA
muestran expresion tejido-especifica dependiendo el estadio
delaenfermedad.”

Papel de los miRNA en la Colitis

Ulcerosa Crénica Idiopatica (CUCI)

Al igual que en los tejidos diana de los pacientes con
psoriasis y LES, los pacientes con CUCI también tienen
perfiles de expresiéon de miRNA tunicos. Mientras que la
expresion de algunos miRNAs es comun a otros trastornos
autoinmunes relacionados, la mayoria de éstos son tinicos.”
Un estudio realizado por Dalal y Known, en el cual se
estudiaron y compararon perfiles de microarreglos de
miARN en biopsias de colon de pacientes con CUCI activa,
inactiva y controles sanos; reveld que la expresién de tres
miARN (miR-192, miR-375, y miR-422b) se encontraba
significativamente disminuida en tejidos de pacientes con
CUCI, mientras que ocho miARN (miR-16, miR-21, miR-
23a, miR24, miR-29a, miR-126, miR-195, y let-7f) se
encontraban sobre-expresados en las biopsias de pacientes
con CUCI activa. MiR-192 y miR-21 fueron los miRNA
asociados a tejidos colonicos humanos con CUCI activa que
tuvieron mayor expresion.”

Se ha identificado un aumento en la expresion de genes
derivados de citocinas y quimiocinas en la mucosa coldnica.
De éstos, el péptido inflamatorio de macrofagos-2a (MIP-2a),
una citocina quimiotactica, mostré un sitio putativo de union
para el miR-192, y se confirmé su expresiéon por
inmunohistoquimica en el epitelio del colon y algunas células
mononucleares de la lamina propia de los tejidos con CUCI
activa. Mediante el ensayo de genes reporteros de luciferasa
en la linea de células de colon HT29 pudo confirmarse este

Papel de los microARN en CUCI

sitio de unién entre miR-192 y laregiéon 3'UTR de MIP-2a. La
estimulacién con TNF-a provocd un aumento en la expresion
de MIP-2a y la disminucion de la misma en miR-192.
Experimentos realizados en miR-192 han demostrado que
este miARN podria bloquear la estimulacién inducida por el
TNF-aregulandola expresion de MIP-2a.”

De los tres miARN en los que se encontrd una expresion
disminuida en CUCI activa, miR-192 se mantuvo sin cambios
en la CUCI inactiva en comparacion con pacientes sanos,
mientras que miR-275 y miR-422b mostraron un incremento
en CUCT inactivo. De los ocho miARN con mayor expresion
en la CUCI activa, cuatro tenian niveles similares de
expresion en CUCI inactiva (miR-23a, miR-16, miR-24, y
miR-29a), mientras que la expresién de miR-21, miR-126,
miR-195, y let-7f, se observaron consistentemente en los
individuos del grupo control. Esta diferencia sugiere que
algunos miARN pueden estar involucrados en la respuesta
inmune crénica y desregulada, mientras que otros miARN
estan involucrados sélo en la inflamacion aguda.”

Algunos reportes de Glinsky sugieren que los
polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP) asociados con el
trastorno bipolar, la enfermedad coronaria, EC, AR, diabetes
tipo I y diabetes tipo II tienen homologia con algunos
miARN.* La hipétesis de Glinsky menciona que las
alteraciones en la secuencia del ADN asociadas a una gran
cantidad de enfermedades humanas, pueden contribuir a
fenotipos de la enfermedad mediante la alteracion de la
funciéon y/o biogénesis de los miARN.“* Especificamente,
seis miARN (miR-558, miR-125, miR-199, miR-519, miR-
147, y miR-181) tienen homologia con SNP relacionados con
la EC, y cada uno de estos miARN es homologo a los SNP
asociados a por lo menos dos de las enfermedades
mencionadas anteriormente.”’

Fasseu y colaboradores describen en el locus 14932.31 aun
grupo de tres miARN con alteraciones en la expresion en la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII).” Con la excepcion
de miR-382, estos miARN muestran alteraciones en su
expresion en tejidos de pacientes con CUCI inactivo (miR-
127-3p, miR-370). Estos miARN son intergénicos y
constituyen por lo menos dos unidades de transcripcién
distintos (miR-127 y miR-370). La alteracién en la expresion
de estos miRINA dentro de esta sub-regién cromosémica no es
un hallazgo normal, ya que tan sélo la expresiéon de 3
miARN en CUCI y en la Enfermedad de Crohn (EC), alterd
38 secuencias de DNA localizadas en una region de 44.74
kpb en 14q32.31. Estos autores especulan que la region
14932.31 puede representar un nuevo, mas aun no definido
locus de susceptibilidad en EII.*

Este mismo grupo de investigadores, hace referencia a la
estricta regulacion génica de miR-26a, miR-29b, miR-126%,
miR-127-3p vy miR-324-3p (miRNA comunes en varios
cromosomas) en CUCI inactiva y de EC, sugiriendo que la
alteracién en la expresion de miARN contribuyen a la
fisiopatologia de la EII.** Curiosamente, la regulacion en la
expresion de estos miARN se correlaciona con diferentes
funciones bioldgicas. Por ejemplo, se ha demostrado que estos
miARN juegan un papel importante en la regulacion del ciclo
celular o en la tumorigénesis de un amplio espectro de
tumores solidos (miR-26a, miR-29b, miR-127 3p y miR-
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324),”* en la regulacién de la transicién epitelio-
mesenquimal y la invasividad (miR-126*)""* o en el control de
la apoptosis (miR-29b y miR-126*)*"" y en relacién con la
mayor susceptibilidad de cancer colorrectal (5-10%) en
pacientes con EII. Cabe destacar que un estudio reciente ha
descrito que la familia de miARN, miR-29, regula la
permeabilidad de la membrana intestinal.” Esta observacion
podria estar vinculada con el aumento en la permeabilidad
intestinal observada en pacientes con EIL.”

Bian y colaboradores inspeccionaron el perfil de expresion
relacionado a apoptosis con los miARN mediante QRT-PCR
en un modelo murino de colitis realizado en ratones con
dextran sulfato de sodio (DSS).” Encontrando que la
expresion de miR-150 se elevd considerablemente, mientras
que c-Myb, un factor de transcripcion y un gen diana de miR-
150, redujo su expresion significativamente en el tejido
colénico después del tratamiento con DSS. Curiosamente, la
elevacion de miR-150 y baja regulacién de c-Myb también se
observaron en biopsias de tejido colonico de pacientes con
CUCI, en comparaciéon con un grupo control sano. Otro
hallazgo que apoya la presencia del proceso apoptotico
inducido por DSS en células colonicas es la disminucion en la
expresion de Bcl-2, una proteina anti- apoptotica que se sabe
también es regulada por c-Myb. En conjunto, la expresion
obligada de pre-miR-150 en células epiteliales de colon HT29,
losniveles elevados de miR-150y la disminucién de c-Myby
de Bcl-2, aumentan la apoptosis celular. Este estudio presenta
la primera evidencia de que el miR-150 y su blanco, el factor
de transcripcion c-Myb pueden servir como un nuevo
mecanismo que subyace a la alteracion del epitelio del colon
en la colitis inducida por DSS en un modelo murino y en el
desarrollo de CUCI en humanos.”

Estudio de los miARN en sangre

periférica

Recientemente, la deteccion de miARN en sangre periférica
se ha extendido a trastornos autoinmunes. " Debido a que
los mecanismos de estas enfermedades incluyen la accion de
los glébulos blancos, estos estudios se han realizado en células
mononucleares en sangre periférica (PBMC). Actualmente,
los perfiles de expresion de miARN en PBMCs mas
estudiados se encuentran AR y LES. " Sin embargo, se
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