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1. INTRODUCTION

The intestinal homeostasis depends on the interaction between bacteria
and the intestinal epithelium. This fact is clearly manifested in intestinal
inflammatory diseases in which dysbiosis is known to play a pathogenic role (1)
In addition, dysbiosis has been related to systemic diseases such as fatty-liver
disease, obesity or diabetes (2,3) The current view indicates that the intestinal
immune system and the microbiota maintain a collaborative alliance in which
the microbiota modulates the immune system and, in turn, the latter tolerates
microbiota and fights off invasive pathogenic bacteria (4). This partnership is
possible to a great extent due to non-specific receptor in innate immune cells
that recognize bacterial antigens. Among these receptors, TLRs are the best
characterized, together with the retinoic acid-inducible gene | (RIG-l)-like
receptors and NLRs (5,6)

Intestinal epithelial cells (IECs) are considered components of the intestinal
innate immune system that play a major role in the cross-talk with the
microbiota and the development of tolerance. In fact, IECs express TLRs, but
under homeostatic conditions expression is low, and the effects of their ligands
are correspondingly attenuated (7). Nevertheless, under inflammatory
conditions TLR expression is increased and contributes to inflammation and
immune tolerance (8).

In the last few years microRNAs (miRNAs) have been shown to be involved
in the regulation of the inflammatory response by microbiota-derived antigens.
These small non-coding RNAs regulate gene expression and, as such, are
involved in the pathogenesis of several diseases (9,10). A general mechanism of
action of miRNAs involves the regulation of protein expression both at the
transcriptional and translational level. Among the miRNAs associated to the
inflammatory response and the microbiota, miR-146a is strongly induced by
endotoxin through the stimulation of TLR4 in different cell types (11,12).
Furthermore, it has been shown to participate in the regulation of the immune
response limiting it to prevent its overstimulation (13—15). The response of miR-
146a knockout mice to endotoxin has given proof of the negative feedback
regulatory loop that controls pro-inflammatory signaling, as miR-146a knockout
mice are hyperresponsive to lipopolysaccharide. Thus, miR-146a is considered a
negative effector of the innate immune response (14). Although there are not
many studies assessing the role of miR-146a in intestinal inflammation, a study
indicated that miR-146a also protects against intestinal ischemia/reperfusion



injury (16). Nevertheless, late findings have introduced controversy regarding
the role of miRNA-146a in the intestinal inflammation. A recent study indicates
that knockout animals are resistant to DSS induced colitis, a chemical model in
which the intestinal barrier function is disrupted.

The current explanation for this apparent contradiction is based on the
ability of miR-146a to inhibit both inflammatory and intestinal barrier related
genes (14). In this study we aimed to better understand the regulation of miR-
146a in intestinal inflammation studying its expression in animal models of
colitis, its role in intestinal inflammation and the maintenance of immune
tolerance by IECs.

Characterization of the function of miR-146a in intestinal inflammation and
tolerance will contribute to better understand these processes and their
contribution to the pathogenesis of inflammatory diseases like inflammatory
bowel disease and even of systemic diseases in which a role for intestinal
microbiota has been suggested.

AIMS
Based on all the above, we proposed 5 main objetives in this doctoral thesis:
1. To determine changes in miRNA expression in human intestinal epithelial

cells, depending on the stage of cell differentiation and inflammation.

2. To study miR-146a expression in three animal models of colitis, that differ in
the involvement of the intestinal mucosal barrier and, accordingly, in the level of
contact with the intestinal microbiota.

3. To study the effect of bacterial antigens and cytokines on the expression of
miR-146a using IEC lines.

4. To confirm the hypothesis that miR-146a may contribute to prevent
overstimulation of the immune response.

5. To study the effect of bacterial antigens and cytokines on the expression of
miR-146a using organoids from mouse small intestine.



3. MATERIAL AND METHODS

To carry out these objectives, we used a wide variety of techniques,
including cell and tissue culture and isolation techniques, real time PCR,
microarray, histology techniques, shRNA gene silencing, Western Blot,
sobrerexpression of has-miR-146a-5p and ELISA as well as different
experimental models of colitis (TNBS, DSS and lymphocyte transfer model).
Differences among means were tested for statistical significance using Student’s
t-test when two groups were compared or by one-way ANOVA and a posteriori
Fisher-LSD test on preselected pairs. Analyses were carried out with the
SigmaStat 3.5 program (Jandel, San Jose, CA, USA). Differences were considered
significant at p < 0.05. The functional analysis of microarrays was carried out by
the program MeV (MultiExperiment Viewer) which allows to analyze microarray
data incorporating algorithms for clustering, visualization, classification and
statistical analysis in heatmaps.

4. RESULTS

¢ miRNAs: differentiation and inflammation

We used a specific microarray analysis for miRNAs involved in differentiation
which includes 84 miRNAs. We cultured Caco-2 cells at 2 (preconfluence), 7
(confluence) and 17 (postconfluence) days for testing differentiation. The
monolayers were cultured for the last 24 hours under proinflammatory
conditions adding II-1p and TNF to the medium.

Compared with the control sample (monolayers at day 2), 40 miRNAs in the
sample collected at 7 days and 75 miRNAs in the sample collected at 17 days
were overexpressed (Figure 2).

The clustering of miRNAs by families as miRBase (http://www.mirbase.org/)
indicated that between miRNAs whose expression is augmented with
differentiation are those belonging to families let7, miR1, miR15 or miR10
(Figure 3).

Moreover, of the 84 miRNAs studied, only miR302 was inhibited in
differentiated cells. Meanwhile, IL-18 and TNF induced variations in expression



in most miRNAs analyzed (Figure 1). Among those genes induced by TNF and IL-
1B include the families of miR10, miR15 and family members and cluster mirl7
miR17-92 (Figure 4).

In figure 4 they are clustered miRNAs that were more overexpressed. It is
important to note that the most overexpressed miRNA was miRNA 146a, being
one of the reasons why we decided to continue studying its role in inflammatory
bowel disease.

e miR-146a is overexpressed in several models of colitis

We assessed the expression of miR-146a in two different and widely used
chemically induced colitis models, namely TNBS colitis in rats and DSS colitis in
mice. In addition, we evaluated miR-146a levels in Ragl-/- mice transferred with
CD4+CD62L+ T cells from regular donor mice i.e. lymphocyte transfer colitis. In
the chemically induced colitis models the inflammatory reaction starts
immediately or shortly after the administration of the colitogenic agent (TNBS or
DSS) and is not strictly chronic (i.e. animals heal with time), while the transfer
model is characterized by a slow, insidious onset (6-8 weeks) and a true chronic
course. In addition, the latter model is lymphocyte driven as human
inflammatory bowel disease (IBD), while both TNBS and DSS colitis develop
virtually normally in the absence of lymphocytes. Colonic expression of miR-
146a as determined by gRT-PCR was upregulated in TNBS and DSS models but
not in the transfer model (Figures 8, 13 and 16 ).

e miR-146a is overexpressed in differentiated intestinal epithelial cells

Crypt and villus cells from mouse jejunum were isolated and the expression
of miR-146a was measured by qRT-PCR (Figure 17a). Levels were found to be
up-regulated in villi when compared to crypts. As expected, the expression of
iAP, a marker of |EC differentiation, followed the same pattern (Figure 17b).

e Proinflammatory cytokines and the bacterial components LPS and flagellin
induce miR-146a expression in intestinal epithelial cells

Caco-2 cells (human adenocarcinoma colonic cells) miR-146a expression was
sharply upregulated in response to IL-1B (fold change: 49.22 p<0.05 vs. C; n=4).
Similarly, quiescent IEC18 cells (nontumoral rat ileal cells) displayed low



expression of miR-46a, which shifted to a marked increase after stimulation with
LPS (a TLR4 ligand), flagellin (a TLR5 ligand) or TNF (Figure 20). Conversely, no
significant effect of CpG DNA (TLR9 ligand), peptidoglycan (TLR2 ligand),
muramyldipeptide (NOD2 ligand) or IL-1B was noted. The expression of TLR 2, 4,
5 and 9 and NOD-2 in IEC-18 cells was also studied and was directly correlated
with the observed stimulation of miR-146a, being TLR4 and TLR5 highly
expressed (Figure 22). As a positive control of the effect of IEC stimulation, MCP-
1 and IL-8 production were measured in IEC18 and Caco-2 cells, respectively.
The pattern of cytokine secretion paralleled that of miR-146a induction, as it
was confirmed in IL-1B treated Caco-2 cells (269.13 + 63.43 vs 3.56 + 1,34 pg/ml,
p<0,05 vs C; n=4) and in IEC-18 exposed to LPS, flagellin and TNF, but not to
other stimuli (Figure 21).

o Inflammatory mediators such as IL-1B and TNFa induce miR-146a
expression in organoids obtained from jejunum crypts of mice.

To test the effect of inflammation in a third model, closer to a physiological
model than IEC18 cells, we used a recently developed 3D intestinal culture
system allowing the generation and multiplication of “mini-guts” (termed
organoids) from mouse small intestinal epithelial stem cells (17).

We first studied the effect of proinflammatory cytokines (IL-1B, TNFa and
IFNy) on the secretion of GROa/CXCL1 in mouse jejunum organoids. After
I™ with

the respective cytokines. In general the addition of cytokines to the culture

incubation for 24 hours of the organoids grown for one week in Matrige

medium induced secretion GROa/CXCL1, in particular the results showed a
significant increase in secretion of this cytokine when added IFNy and TNFa
(Figure 30).

e Signaling through TLR4/MyD88 induces miR-146a expression in intestinal
epithelial Cells

MyD88 is a TLR adapter protein used by most TLRs to activate transcription
factor NF- kB with the consequent induction of proinflammatory cytokines. To
confirm that TLR ligand evoked induction of miR-146a depends on MyD88, gene
knockdown with interference RNA technology was applied to IEC18 cells.
Silencing MyD88 expression in IEC-18 cells resulted in the inhibition of miR-146a
associated with a decrease of MCP-1 induction by LPS (Figures 25 a-c). In



addition, TLR4 expression was similarly knocked down in IEC-18 cells, resulting
as expected in an attenuated MCP-1 response to LPS, and downregulated miR-
146a expression (Figures 25 b-d).

e Overexpression of miR-146a inhibits cytokine production in response to
LPS and IL-1 in intestinal epithelial cells

A role limiting the immune response to prevent overstimulation has been
attributed to miR-146a (13) In order to test the validity of this hypothesis in
intestinal epithelial cells, we overexpressed miR-146a in both IEC18 and Caco-2
cells and studied the effect on cytokine production (Figure 26). Transfection of a
small RNA mimic of miR-146a was employed for this purpose. Overexpression of
miR-146a in IEC-18 inhibited the production of MCP-1 and GROa in the culture
medium after 24 h of incubation both in basal conditions and after LPS
stimulation (Figure 26a). The studies with Caco-2 cells stimulated with IL-1B
confirmed these results, showing a decreased production of IL-8 and MCP-1 in
cells overexpressing miR-146a after IL-1p stimulation and in basal conditions
(Figure 26b).

5. CONCLUSIONS

1. The expression of miRNAs is regulated in differentiation and proliferation
processes in the intestinal epithelial cells Caco-2. These same miRNAs are also
regulated by proinflammatory cytokines. In particular, in differentiated cells, ie
with low proliferative levels, the expression of most of the miRNAs analyzed in
this study is increased. This is the case of tumor suppressors miRNAs such as
family let7, miR1, miR10 or miR15. Moreover, of the 84 miRNAs studied, only
miR302, whose expression has been related to cell reprogramming, was
inhibited in differentiated cells. IL-1B and TNF induce the expression of tumor
suppressor miRNAs belonging to the families miR10, miR15 and miR17, while
inhibit family let7 expression. This observed link between specific miRNAs and
processes of inflammation and epithelial differentiation suggests an association
between inflammation and cancer, which is consistent with the literature.

2. miR-146a is involved in maintaining the intestinal barrier function. This
conclusion is based on:



a) miR-146a expression is induced under conditions of proliferation and in
response to proinflammatory cytokines IL-1B and TNF in intestinal epithelial cells
and colonic inflammation in vivo in which there is epithelial damage.

b) miR-146a expression is induced by self molecules of intestinal microbiota in
human and murine intestinal cell lines and small intestinal mouse organoid, it
includes LPS and flagelin (bacterial antigens and TLR4 and TLR5 ligands)

c) miR-146 helps the innate tolerance inhibiting proinflammatory cytokine
expression in response to bacterial antigens.



Introduecién



1. RNA DE INTERFERENCIA (RNAI)

Uno de los avances mas importantes en la biologia molecular en las ultimas
décadas ha sido el descubrimiento de moléculas de RNA que se encargan de
regular la expresion de genes.

La funcidn principal que se le habia otorgado al RNA era la de formar parte
de la maquinara de produccién de proteinas. Hoy dia se sabe que el
silenciamiento mediado por RNAs es un mecanismo altamente conservado en la
naturaleza en el cual moléculas de RNA regulan la expresién de genes,
principalmente a nivel post-transcripcional, uniéndose a regiones no traducidas
del RNA mensajero (mMRNA). Antes de este descubrimiento, un fendémeno
denominado silenciamiento génico habia sido descrito en 1990, cuando
botanicos que estaban trabajando con petunias, trataron de incrementar la
expresion del gen codificante de la enzima (chalcona sintasa) encargada de la
génesis de pigmentos de antocianina, los cuales le proporcionan el color
purpura a las flores (18), esperando encontrar que las plantas sobre-expresaran
este gen y tuvieran un color purpura mas intenso. El resultado sorprendente fue
gue la sobreexpresion de la chalcona sintasa derivd en plantas con flores
blancas, el color natural cuando no se producen pigmentos de antocianina. La
conclusion extraida de este fendmeno fue que una copia extra del gen que
codifica la enzima parecia inhibir el gen enddgeno de la planta, por esta razon al
fendmeno se le llamd co-supresion. Un fendmeno similar fue descrito dos afios
mas tarde por Romano y colaboradores en un hongo conocido como
Neurospora crassa; y fue llamado quelling ("detener abruptamente") (19).
Ensayos ejecutados por varios grupos de investigacion habian puesto de
manifiesto en esa época que la supresidon era un fendmeno que ocurria a nivel
postranscripcional, por lo que se denomind a este fenédmeno Silenciamiento
Postranscripcional de Genes ("Post Transcriptional Gene Silencing" o PTGS). La
explicacion molecular de estos procesos no vio la luz hasta 1998. En este afio
Fire y Melo trataban de encontrar el modo eficaz de silenciar genes en
Caenorhabditis elegans, como estrategia para estudiar su funcion en el
desarrollo del nematodo. Para ello, inyectaron moléculas de RNA
complementario al mRNA del gen que querian silenciar en las células del
nematodo. En estos ensayos, ni el uso del mRNA sentido ni el del antisentido
produjeron efecto alguno. Inesperadamente, una mezcla de mRNA sentido y
antisentido, en la que ambos mRNA de cadena sentido habian hibridado
formando un RNA de doble hebra (RNAdh), produjo la ablacidn casi completa de
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la expresion del gen diana (20). Este fendmeno explicaba tanto la co-supresion
como el quelling, demostrando que el fenédmeno de PTGS era producido por la
RNAdh. Los RNAs que tenian la capacidad de silenciar la expresidon de secuencias
homologas se denominaron RNA de interferencia o RNAi. Por dicho
descubrimiento Fire and Melo fueron galardonados con el premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en el aflo 2006. Posteriormente se ha observado la
existencia de cientos de estos RNAi en plantas, animales y hongos (21).

Entre los aflos 1999 y 2000, el mecanismo molecular de la interferencia por
RNA fue descrito. A grandes rasgos, se observd que moléculas largas de RNAdh
eran cortadas en fragmentos pequefios de 21 a 25 nucleétidos. Tras el
procesamiento de dimeros, una de las hebras es incorporada en complejos
proteicos, sirviendo de guia hacia sus mRNA diana complementarios, cuya
expresion es silenciada.

Todos estos descubrimientos dejaron claro que el silenciamiento inducido
por RNAi es producto de la utilizacion de vias enddgenas de silenciamiento
destinadas al control de la expresidén génica y a la proteccion del genoma frente
a secuencias repetitivas de DNA (retroelementos y transposones). De hecho, ya
en 1993 se describié el primer microRNA endégeno (lin-4), en C. elegans (22).
Experimentos iniciales mostraron que las mutaciones en este gen producian
alteraciones en el desarrollo del nematodo y los autores sugirieron que éstas
eran consecuencia de la interaccion RNA-RNA entre lin-4 y la regidn 3’ no
traducida del mRNA de lin-14. Estos autores formularon una teoria segun la cual
el transcrito de lin-4 de 60 pares de bases se doblaba, formando una horquilla a
partir de la cual se escindia un miRNA maduro de lin-4. Es decir, predijeron con
bastante exactitud la via que se conoce en la actualidad como via de
silenciamiento de los miRNAs. Ademds, estos autores observaron que
secuencias del miRNA lind eran complementarias a secuencias de la region
3'UTR del gen Lin14, de lo que dedujeron que se producia una regulacién de la
sintesis proteica por interaccion RNA-RNA.

En los ultimos afios, la comunidad cientifica ha realizado grandes esfuerzos
para identificar pequeiios RNAs enddgenos capaces de mediar el silenciamiento
de forma natural en distintos organismos. En la ultima actualizacién de la base
de datos mas consultada para la busqueda de miRNAs (miRBase version 21, aio
2014) se recogen 28645 entradas correspondientes a moléculas precursoras de
miRNAs (concretamente pre-microRNAs), que originan 35828 miRNAs maduros
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repartidos en 223 especies distintas (http://www.mirbase.org/). Este dato no
hace mas que destacar el creciente interés por el mundo de los RNAs de
pequefio tamafio.

1.1 TIPOS DE RNAs PEQUENOS NO CODIFICANTES (sncRNA)

Se han descrito varias clases de moléculas pequefias de RNA que
desencadenan el proceso de silenciamiento por interferencia.

Los RNAs endégenos capaces de mediar el silenciamiento (sncRNAs) pueden
clasificarse en funcién de las proteinas que intervienen en su biogénesis, de su
modo de regulacion, o de su tamafio. Segun estos criterios, En nuestro genoma
se codifican al menos 3 clases de RNA pequeiios que median fendmenos de
silenciamiento. (Tabla 1). Las dos primeras clases, los RNA pequefios de
interferencia (endo-siRNA) y los microRNAs (miRNAs), son RNAs de 20-25 pares
de bases generados a partir de transcritos de doble cadena de mayor tamafo
mediante la accién de Dicer, una ribonucleasa Ill. Estos son cargados en un
complejo denominado de silenciamiento inducido por RNA (RISC), en su forma
citoplasmatica, o complejo de silenciamiento transcripcional inducido por RNA
(RITS), en su forma nuclear. RISC y RITS son complejos efectores que se dirigen a
secuencias dianas homalogas a las que se unen mediante los RNAs pequefios (es
decir, dirigidos por ellos). El centro de estos complejos es una proteina de la
familia argonauta que se une al DNA de doble cadena y lo procesa, eliminando
una de las hebras, de forma que queda unida a la que se denomina hebra lider.
Tanto los endo-siRNA como los miRNA estan implicados en fendmenos de
silenciamiento génico co-transcripcional y post-transcripcional, mediante la
degradacion de RNA y la inhibicidn de la traduccion. La principal diferencia entre
los endo-siRNAs y los microRNAs es que los primeros son muy especificos,
reconocen soélo a una diana con la que son totalmente complementarios,
mientras que los microRNAs son menos especificos y por tanto pueden regular
la expresidn de cientos de proteinas (23).
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Tabla 1. Tipos de sncRNAs.

Tamaiio
(nuclecdtidos)

Mecanismo de accién
(silenciamiento)

Eucariotas en las que se
conservan

Biosintesis por Drosha

Biosintesis por Dicer

Tipo de proteina
Argonauta

~21-25

Transcripcional
Post-transcripcional:
degradacion de RNA
bloqueo traduccional

Plantas, animales, hongos,

ciliados
NO
Si

Ago

~21-25

Transcripcional
(menos que siRNA)
Post-transcripcional:
degradacion de RNA
blogueo traduccional

Plantasy animales

Si
Si

Ago

~24-31

Transcripcional
(menos que siRNA)
Post-transcripcional:
degradacion de RNA

Animales

NO

NO

Piwi

Filogenéticamente, existen dos subfamilias o clases de proteinas argonautas:
la subfamilia argonauta (Ago) y la subfamilia PIWI. Mientras que las dos clases
de sncRNA descritos previamente se unen a proteinas de la subfamilia Ago, la
tercera clase se une a proteinas de la subfamilia PIWI (pi-RNA). Los pi-RNA
tienen una longitud de ~24-30 nucleétidos (mayor, por tanto, que los ya
descritos) y regulan fenomenos de degradacion de RNA y, en menor medida,
procesos de silenciamiento génico co-transcripcional. La biosintesis de este tipo
de RNA pequefio no esta mediada por proteinas DICER (24).

En Los siguientes apartados se realizara una revision de los principales
elementos y mecanismos que operan durante la biosintesis de RNAs de
pequefio no codificantes haciendo especial hincapié en los miRNAs, sus
generalidades, mecanismos de accidn entre otros.

1.1.1 miRNAs

Los miRNAs son RNAs pequefios con una longitud aproximadamente de 21-
25 nt, que no codifican proteinas, generados a partir de transcriptos enddégenos
gue pueden formar estructuras en forma de horquilla (25). Conforman una gran
familia de genes reguladores postranscripcionales que controlan muchos
procesos celulares y del desarrollo en eucariotas, cumpliendo una gran cantidad
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de funciones. Se estima que el 30% de todos los genes humanos son regulados
por mecanismos dependientes de miRNAs (26) y que un solo miRNA puede
regular alrededor de 200 diferentes transcriptos que pueden funcionar en
diferentes vias celulares (27), asi como un mismo mRNA puede ser regulado por
multiples miRNAs.

e Biogénesis y procesamiento de los miRNAs (/lustracion 1)

Los miRNAs se originan a partir de moléculas precursoras de tamano
variable, doble cadena y bucles a modo de horquilla, capaces de originar RNA
con estructuras secundarias (28,29), en un proceso secuencial de dos reacciones
las cuales son guiadas por Drosha y Dicer.

Los miRNAs son inicialmente transcritos en el nucleo celular a partir de
precursores largos de RNA llamados pri-miRNAs. Generalmente el miRNA es
sintetizado por la RNA polimerasa Il (30), sin embargo, cuando el miRNA esta
asociado a repeticiones Alu (son las secuencias moviles mas abundantes del
genoma humano las cuales constan de unos 300 pares de bases
aproximadamente, juegan un papel importante en la estabilidad gendmica y el
control epigenético de la expresidén génica), puede ser transcrito por la RNA
polimerasa Il (31). Un gran nimero de factores de transcripcién asociados a
RNA polimerasa Il controlan la transcripcion de miRNA, por lo que se trata de un
proceso de regulacién muy detallada segun el tipo de célula y las condiciones
especificas.

B Gen de miRNA
7 v

g TR W S S W —

Transcripcion

y v
Sompleloll 1 Pri-miRNA -3 Jo
microprocesador PVl T T .
‘.5 )
-
! Pre-miRNA 3 i
‘e L s ~
s e s
o8 Ple® i
Sacle,, o8
e regentoee _".-‘
Tesea vanse"®

CITOPLASMA

&
Pre-miRNA 3

v

Complejo RICS

Duplex de miRNA
Hebra guia
3" Seleccién de la cadena
P— 5 .
Hebra pasajera

PN

Degradacién Inhibicion de la traduccion

llustracion 1. Biogénesis de miRNAs.
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Horquilla
Pri-miRNA
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T miRNA

llustracion 2. Estructura y evolucion de los miRNAs

La mayoria de los pri-
miRNAs presenta una caperuza
("cap") en la regién 5' y una
cola de adeninas en la region 3'
(32), similar a la de los mRNA.
Un pri-mirRNA
contiene una region central o
troncal ("stem") de RNAdh, de
unos 30-40 nucledtidos, un lazo

estandar

u horquilla terminal ("loop") y
dos regiones de RNA de cadena
sencilla  (RNAcs) a cada
extremo opuesto de la regidn
central (/lustracion 2).

El primer paso del
procesamiento consiste en el
corte del pri-miRNA en el tallo
de la estructura en forma de
horquilla, liberandose lo que se
denomina pre-miRNA. Este
proceso se lleva a cabo en el
nucleo, interviene el llamado
complejo microprocesador en
el que se incluyen dos
proteinas: Drosha y la proteina

denominada en humanos

proteina de la regién del gen 8 critica para el sindrome de DiGeorge (DGCR8)

(Hustracion 3) (33—-35). Ambas proteinas intervienen en el reconocimiento del

pri-miRNA, gracias a la presencia de un domino de unién a RNAdh en Drosha y

de dos dominios de reconocimiento o unidon a RNAdh presentes en DGCRS,

mediante los que reconoce las zonas de pri-miRNA que solapan con segmentos

de RNA cadena simple y de doble hebra. El corte del pri-miRNA es catalizado por

Drosha gracias a dos dominios RNasa lll en tdndem. Como consecuencia se

obtienen un RNA con un grupo fosfato en su extremo 5' y un extremo 3' en el

gue sobresalen 2 nucledtidos con un grupo hidroxilo final, denominado pre-

miRNA (/lustracidn 2).
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Pri-miRNA Pre-miRNA
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(1364 aa) é é
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DGCR8 humano é
(733 aa)

Illustracion 3. Complejo microprocesador

A continuacidn, los pre-miRNAs se exportan desde el nucleo celular hasta el
citoplasma por medio de la proteina exportina5 (Xpo-5), una proteina nuclear
miembro de la familia de receptores transportadores nucleares que reconoce el
tallo de RNAdh y las bases que sobresalen en el extremo 3' del pre-miRNA
(36,37). Su funcidn es exportar pri-miRNA desde el nucleo al citoplasma. La
exportina 5 se une cooperativamente al pre-miRNA y a un cofactor unido a GTP
denominado Ran en el ndcleo. Una vez en el citoplasma liberara al miRNA tras la
hidrélisis del GTP (38).

En células humanas, una vez en el citoplasma, los pre-miRNAs se procesan
nuevamente, y se unen al denominado complejo de silenciamiento inducido por
RNA (RISC), formado por las proteinas Dicerl (39—41), TRBP (proteina TAR de
unién a RNA) (42) y Argonauta 2 (AGO2). Ademas de este complejo base
trimérico pueden unirse otras proteinas auxiliares que modifiquen su funcién.
Por ejemplo: proteinas que dirigen el mRNA a sitios generales de degradacién.
Una vez unido al RISC, el pre-miRNA es cortado cerca del lazo terminal por
DICER1, produciéndose un corte cerca de las posiciones nucleotidicas que
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flaguean la horquilla, dando como resultado un duplex de miRNA de doble
hebra de unos 22 pares de bases conocido como complejo miRNA::miRNA* (ver
mas adelante) que es procesado posteriormente por Dicer (43-45). Las
proteinas Dicer son homodlogos citoplasmaticos de las RNasas Il de
aproximadamente 200 kDa y se caracteriza por poseer:

a) Dos dominios con actividad RNasa lll con los que corta cada una de las
cadenas que conforman el pre-miRNA.

b) Un dominio de unidon a RNAdh.

¢) Undominio con actividad helicasa.

d) Un dominio denominado PAZ ("piwi/Argonaute/Zwile") que se une al
extremo 3' de RNAs pequefios.

La distancia entre el dominio PAZ y los dos dominios con actividad RNasa Il
es de 25 pares de bases de RNA, por lo que se suele decir que Dicer es una
"regla molecular".

Una vez cortado el RNAdh de ~22 pares de bases, una de las hebras del
duplex de miRNA::miRNA* permanecerd unida al complejo RISC (miRNA; hebra
guia), mientras la otra serd degradada (miRNA*; hebra pasajera), diversos
estudios sugieren que la eleccién de una u otra cadena del duplex se debe a
motivos termodindmicos relacionados con la inestabilidad del apareamiento de
bases en la regién 5' de cada cadena que conforma el diplex (46). Por ejemplo,
se degrada la hebra que tiene la secuencia GU en su extremo 5' frente a la que
tiene la secuencia GC. No obstante hay excepciones, ya que este proceso no es
muy exigente. De hecho, al menos en algunos casos cualquiera de las dos hebras
puede actuar como guia. El proceso de degradacidn de la hebra complementaria
es catalizado por la proteina argonauta (AGO2), que en principio es la Unica de
las 4 proteinas AGO descritas con actividad endonucleasa. Se ha indicado que
AGO2 solo puede cortar el RNA cuando las dos hebras son complementarias
(47), aunque algunos autores sostienen que este no es un requisito esencial. Por
otra parte, la existencia de complejos RISC que contiene una proteina AGO
distinta de AGO2 unida a miRNA monocatenarios ya procesados, indica la
existencia de mecanismos independientes de RISC y AGO2 encargados de la
eliminacion de la hebra pasajera.
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e Regulacion de la biogénesis de miRNAs

La regulacién de la biogénesis de miRNAs puede ocurrir a tres niveles:

a) Durante la transcripcion.

b) Mediante el fendmeno de la edicidon de moléculas de RNAdh.

c) Durante el procesamientos de los miRNAs por el complejo Drosha/Dgcr8
y por Dicer.

La transcripcién de pri-miRNA es controlada por factores de transcripcion
gue son especificos del pri-miRNA a expresar, del tipo celular, del proceso de
desarrollo en que se encuentren las células y de la respuesta de las células a
diferentes estimulos. Un ejemplo de este fendmeno es la existencia de un bucle
de retroalimentacién, en el que la activacidon del factor de transcripcion NF-kB es
capaz de regular la expresion de miRNA 146a, y este a su vez regula a las
proteinas amortiguadoras IRAK1 y TRAF6; convirtiéndose en un mecanismo de
compensacién eficaz para bajar el tono de la respuesta inflamatoria, asociada a
estrés celular (48-53). Otro ejemplo se produce tras el inicio del dafio en el DNA,
P53 activa la transcripcion del pri-miRNA-34 (pri-miRNA policistrénico que
contiene varios miRNAs de la familia miRNA-34) y la expresién de los miRNAs de
la familia del miRNA-34 induce la parada del ciclo celular (54) y un ultimo
ejemplo, asociado en este caso a células embrionarias seria, factores de
transcripcién especificos de células troncales embrionarias como Sox2 y Nanog,
que regulan promotores de genes de miRNA, siendo estos miRNAs
preferencialmente expresados en células troncales embrionarias (55).

Ademas la metilacidn de secuencias promotoras del genoma puede afectar a
la expresidon de los genes de miRNA del mismo modo que afecta al resto de
genes de un organismo. Algunos miRNAs actian como supresores de tumores y
se han observado patrones de hipermetilacion de estos miRNAs en lineas
celulares cancerosas (56).

El fendmeno de "edicion" de miRNAs genera modificaciones a nivel de la
secuencia de nucledtidos de las moléculas precursoras de miRNA, aumentando
la diversidad de formas maduras originadas a partir de un mismo gen de miRNA.
La deaminacién de nucledtidos de adenina, transforman estas bases puricas en
inosinas, que son reconocidas por la maquinaria celular como guaninas,
modificandose el apareamiento de bases de las moléculas precursoras de
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miRNAs que sufren la edicidén. En dicho mecanismo, participan las proteinas de
la familia ADAR. Las Adenosinas Deaminasas que actlan sobre RNAdh (ADAR)
son una familia de proteinas capaces de modificar la secuencia de nucledtidos
de las moléculas precursoras de miRNAs (57—-62).

Los cambios introducidos a nivel de secuencia pueden afectar tanto a nivel
del procesamiento de las moléculas precursoras durante la biogénesis de
miRNAs, como a nivel del reconocimiento miRNA y el mRNA objeto de la
regulacion. Asi, la edicidn del pri-miRNA-142 parece interferir en su posterior
procesamiento por el complejo Drosha/Dgcr8, provocando una reduccion de la
expresion de las formas maduras miR-142-3p y miR-142-5p (63). Un caso
parecido se observd en el procesamiento de las moléculas precursoras del
miRNA-151 en cerebro (64).

También la actividad del complejo microprocesador y de Dicer puede ser
modulada durante la biogénesis de miRNAs concretos. Por ejemplo, la
ribonucleoproteina hnRNPA1 ("heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1")
se une a la horquilla de pri-miRNA-18a facilitando su procesamiento por delante
del resto de los miRNAs de su mismo grupo (grupo miR-17-92)(65). La activacion
de la proteina ERK (quinasas reguladas por sefiales extracelulares, por sus siglas
en inglés) puede fosforilar a Trbp (proteina que forma un complejo con Dicer
para el procesamiento de los pre-miRNAs), estabilizando la unién Trbp/Dicer y
aumentando la eficiencia del procesamiento de pre-miRNAs (66).

Otro ejemplo lo tenemos en la relacién de lin-28 y la familia de miRNAs let-
7. Lin-28 es una proteina que ha sido caracterizada principalmente por la
capacidad de promover la diferenciacion celular (pluripotencia) regulando al
mMiRNA let7 (67). El pri-miRNA-let-7 se expresa tanto en células en diferenciacién
como en células diferenciadas. Sin embargo, los miRNAs maduros de la familia
let-7 sélo se detectan en células diferenciadas. Lin-28 parece impedir el
procesamiento del complejo Drosha/dgcr8 mediante su unién a la region de la
horquilla de pri-miRNA-let-7 (68,69). Ademas lin-28 también es capaz de unirse
al pre-miRNA-let-7 y evitar su procesamiento por Dicer (70). Este complicado
circuito regulatorio se cierra con la capacidad de la formas maduras de let-7
para regular postranscripcionalmente la cantidad de lin-28 (71,72).

A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos que operan
durante la biogénesis de miRNAs todavia estamos lejos de entender el proceso
en su totalidad. Poco se sabe acerca de la estabilidad y la permanencia de las
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moléculas maduras de miRNAs. Parece que los miRNAs unidos a Ago2 son
relativamente estables, y la mayoria de ellos tienen una vida media de mas de
14 horas (73,74). Sin embargo, algunos miRNAs parecen presentar cinéticas de
degradacion muy rapidas (73,75) sugiriendo la existencia de fendmenos de
regulacion especificos para cada miRNA o grupo de ellos.

Antes de explicar detalladamente los mecanismos de accién de los miRNAs,
haremos un inciso para comprender de una forma mas didactica los
mecanismos de la interaccién entre los miRNAs y sus mRNA diana.

e Interaccion entre miRNAs y sus mRNAs diana

Desde el descubrimiento del primer mRNA regulado por un miRNA a
principios de la década de los 90, andlisis bioquimicos, genéticos vy
bioinformaticos han revelado gran cantidad de regiones, dentro de la secuencia
de los mRNAs, susceptibles a unidon por complementariedad de bases a los
miRNAs. La mayoria de estas regiones parecen estar localizadas en las regiones
3' UTR de los mRNAs (76,77). Por otra parte, la secuencia de nucledtidos de la
region 5' de los miRNAs parece critica para la especificidad de unién entre
miRNA y su mensajero diana. A esta region se le denomina region "semilla"
(seed region), esta constituida por nucleétidos localizados entre las posiciones 2
y 7 en direccién 5'-3' de cada miRNA y ha de hibridar perfectamente con el
MRNA diana, incluso aunque el resto de mRNA no lo haga (78-80). Los
miembros de una misma familia de miRNAs presentan un alto grado de
homologia de secuencia en esta regidn. Ensayos in vitro han demostrado que los
nucledtidos de la regidon "semilla" por si solos podrian ser capaces de reprimir la
traduccién de mRNAs (81), y cdmo variaciones dentro de la regién "semilla"
afectan a la actividad de los miRNAs, reduciéndose los niveles de represion
traduccional de un mRNA determinado. Aunque la complementariedad de los
nucleétidos de la region "semilla" es fundamental para la represidon traduccional,
uniones adicionales de los nucledtidos que flanquean la region semilla del
miRNA, a la regidén 3' UTR del mensajero, aumentan la especificidad de la unién
miRNA/mRNA y su estabilidad (82-85). Siendo lo mas comdn un perfecto
apareamiento de nucleétidos de la region semilla del miRNA con los de la region
3' UTR del mRNA diana, existen ejemplos donde se producen errores en el
apareamiento de nucledtidos entre ambas regiones (76).

Ademas existen otro tipo de particularidades que influyen en |Ia
especificidad de la unidn miRNA/mRNA. El aumento de bases AU cerca de la
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region semilla, el apareamiento adicional de los nucleétidos en posicidon 13 y 16
del miRNA a la regién 3' UTR del mensajero, la posicién del sitio de unién del
miRNA respecto del centro de la region UTR y del coddn de parada, son todos
factores que incrementan la eficacia de la degradacién de mRNAs mediada por
miRNAs (86,87).

e Mecanismo de accion de los miRNAs

El silenciamiento génico por miRNA se puede producir tanto a nivel co-
transcripcional como post-transcripcional: por remodelacién de la cromatina,
por disminucién de la estabilidad de mRNA o por inhibicion de la sintesis
proteica.

o Silenciamiento a nivel transcripcional

Existen dos mecanismos mediante los cuales el DNA se remodela y es
accesible para la transcripcidon por RNApol Il

a) Regulacion del desplazamiento de los nucleosomas a lo largo del DNA
mediante la hidrélisis de ATP.

b) Modificacidon covalente de las histonas. Las histonas H3 y H4 poseen
aminodacidos cargados en sus extremos amino terminales, que condicionan su
unién estrecha al DNA.

Se ha observado que estas colas pueden sufrir distintas modificaciones,
como acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, ubiquitinacion o sumoilacion.
Estas modificaciones se han denominado "cédigo de histonas". Por supuesto,
estas modificaciones afectan a la expresion génica. Desde el punto de vista
mecanistico la modificacién de histonas puede afectar a la frecuencia de
transcripcién bien permitiendo el acceso de factores de transcripcidén al DNA,
bien por unién directa a proteinas (cofactores o factores de transcripcion). Es
bien conocido que la metilacidon de histonas produce silenciamiento
transcripcional, mientras que la acetilacion favorece la expresion génica.

Los tres tipos de sRNA existentes pueden producir silenciamiento
transcripcional. No obstante, el mecanismo correspondiente a miRNA ha sido
poco estudiado. Ademds y como hemos indicado antes se sabe que el
silenciamiento transcripcional tiene lugar también en mamiferos (Tabla 1), pero
los mecanismos implicados son poco conocidos y se han descrito en otros
animales y en levaduras.
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o Degradacién de mRNA mediado por miRNAs

Ademas de actuar como inhibidores de la traduccién y la transcripcion (en
menor medida), estudios relacionan el incremento en la cantidad de miRNAs
con una reduccion de la poblacion de mRNAs (88—92). Al parecer se trata de un
mecanismo importante ya que la desestabilizacion de los mRNA diana es la
principal razén en la disminucidon de la sintesis proteica (93).

El miRNA puede producir silenciamiento mediante la degradacion de mRNA
diana bien en el citoplasma, bien en los llamados cuerpos de procesamiento
(cuerpos P). La primera via (degradacion citoplasmatica) se produce cuando el
miRNA y el mRNA diana no son totalmente complementarios. La segunda via se
produce cuando el mRNA diana y el miRNA son totalmente complementarios e
implica la localizacién del mRNA diana en cuerpos P.

Los cuerpos P son compartimentos celulares especializados que constituyen
estructuras dindmicas de ribonucleoproteinas implicadas tanto en |la
degradacion como en el almacenamiento de mRNA. Por tanto, los SRNA no solo
pueden dirigir el mRNA a los cuerpos P para su degradacidn, sino que pueden
secuestrarlos para que vuelvan a la maquinaria de traduccion mediante
mecanismos regulados una vez se desensambla el cuerpo P; por ello cambian
de tamafiio en respuesta a la actividad traduccional de la célula. La inhibicidn de
la traduccién conlleva un aumento del tamafio de los cuerpos P (94,95). Por el
contrario, la inhibicidn de la ruta de biogénesis de miRNAs dispersa y reduce el
tamafio de los cuerpos P, sugiriendo que la actividad de los miRNAs es esencial
para la formacidn de grandes agregados de ellos. Este mecanismo también se ha
relacionado con cambios en la represidn y activacidn del ciclo celular, lo que ha
llevado al concepto de que el miRNA no sélo silencia, sino que también podria
activar la traduccion. La degradacion y el almacenamiento de los mRNA en los
cuerpos P constituyen un mecanismo irreversible y reversible, respectivamente,
de regulacidn de expresion génica (96-98).

Otro tipo de granulos que participan en la degradacién de mRNAs mediada
por miRNAs, son los denominados granulos de estrés (94,99). Se han
relacionado con la eliminacién de mRNAs unidos a complejos miRNP (complejo
micro-ribo-nucleo-proteico, el miRNA unido al complejo RISC) en situaciones de
estrés celular (100).
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Aungque anteriormente hemos abordado tanto la Interaccidén entre miRNAs y
sus mRNAs diana asi como la degradacion de los mRNA, queremos esclarecer
que:

La eleccién entre la inhibicion de la traduccidn o la degradacién depende de
la estructura miRNA-mRNA, concretamente el nimero, el tipo y la posicidn de
las bases desapareadas, del nimero de apareamientos y de la distancia entre
estos y de la posicidn de las secuencias semilla en la regidon 3'UTR. De hecho, un
mismo miRNA unido a un mRNA diana distinto puede conducir a destinos
totalmente diferentes en cada caso.

o Silenciamiento a nivel traduccional

En los organismos eucariotas la traducciéon desde los mRNAs a proteinas
presenta tres etapas principales: iniciacion, elongacién, y terminacion de las
cadenas polipeptidicas.

La funcién del miRNA en el control de la sintesis proteica y de la degradacién
de mRNA estd siendo objeto de intenso estudio, por lo que actualmente existen
multiples hipdtesis al respecto. Dependiendo del modelo experimental
empleado, el bloqueo de la traduccion puede ocurrir a nivel de cualquiera de los
tres pasos (101).

I.  Represion de la sintesis de proteinas por miRNA

La mayoria de los estudios publicados coincide en que el miRNA puede
reprimir la expresion de proteinas a dos niveles distintos:

I.I Inhibicion del inicio de la traduccién

Se han descrito al menos dos mecanismos mediante los cuales los miRNAs
pueden inhibir el inicio de la traduccién. Por una parte, es bien conocido que
elF4E (factor de inicio de la traduccion) es esencial en la iniciacién de procesos
de traduccidon dependientes de Cap. En éstos, elF4E se une a la caperuza de
metil- guanosina trifosfato (m’ G), presente en el extremo 5' terminal de la
mayoria de los mMRNA de los eucariotas. Las proteinas argonautas poseen una
secuencia con similitud sustancial a la de elF4E, y hay datos que indican que las
proteinas argonautas podrian competir con éste por la unién a la caperuza m’ G
antes que se formen los polisomas. Algunos autores han descrito un mecanismo
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qgue incluye la induccion de la degradacién de la cola de poliA por RISC. Sin
embargo, se ha observado que en algunos mRNA no es necesaria la cola de
poliA para que se produzca la inhibicidn pero silam’ G (102,103).

El segundo mecanismo consiste en la asociacién de AGO2 con el F6 y con las
subunidades grandes de los ribosomas, evitando el ensamblaje de las mismas
(104).

I.Il Inhibicién de la elongacién

Diversos estudios han observado que para que se produzca la inhibicidon de
la traduccidon por miRNA de ciertos mMRNA no es necesaria la presencia de la
caperuza m’ G y que la inhibicién se produce una vez iniciada la traduccién, en el
proceso de elongacion. No obstante, existen diferencias entre estos estudios
gue han llevado a formular distintas hipdtesis que indicarian que los miRNA
pueden actuar separando ribosomas del mRNA durante la elongacién, o bien
propiciando la degradacién cotraduccional de la cadena polipeptidica naciente
(105-108)

.1l Inhibicién de la traduccion por desadenilacion

Por ultimo, se ha observado que el miRNA puede inducir la desadenilacidn
de mRNAs diana. Esta bien demostrado que existe una proteina que se une a la
cola de poli-A denominada PABPC1 (Poly-A-binding protein) que es capaz de
interactuar con el factor de iniciacion de la traduccidn 4G (elF4G). Este a su vez
se une a la caperuza a través de elF4E, formando un bucle en el mRNA diana.
Esta interaccién incrementa mucho el ritmo de traduccién. La desadenilacién de
mRNA diana mediada por miRNA evita la formacidn de estos bucles y por tanto
enlentece la traduccidon. No obstante, en humanos se ha observado que la
represién de la traduccion no depende de la eliminacion de la cola de poliA
(92,109)
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2. FISIOLOGIA DEL INTESTINO
2.1. ANATOMIA DEL INTESTINO

El tracto intestinal, desde el es6fago hasta el recto, es basicamente un tubo,
cuya pared estd compuesta por cuatro capas de tejido dispuestas en forma
concéntrica: mucosa, submucosa, muscular externa y serosa (110,111)
(llustracion 4) .

Intestino delgado Intestino grueso
Glandulas Vellosidad :
......... 5
- Serosa
Epitelio  «----
Lamina .. ' Vasos sanguineos
:: propria
Mucosa . R > I / .
.. Muscular de "3« 1 ,‘ g K, Musculo
. La mucosa S J longitudinal .-
P - . . .
VXA RSN :
e ot - Plexode .-
( Auerbach -
Nédul Mdusculo
odulos M . .
circular .
; Linfaticos 4 . Muscular
Submucosa : externa

Mesenterio

llustracion 4. Representacion esquemdtica de la estructura de la pared del tracto gastrointestinal

e Mucosa

La mucosa, a su vez consta de tres capas: una capa epitelial, una capa
subyacente de tejido conectivo como soporte denominado lamina propria y una
delgada capa de musculo liso, la muscularis mucosae.

o El tipo de epitelio va a depender de la funcion que éste
desempeiie en el tracto intestinal. En algunos sitios es
esencialmente protector (por ejemplo, el epitelio escamoso
estratificado del esdfago y el ano). En otros sitios, ejerce una
funcién secretora (por ejemplo, el epitelio secretor de moco del
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estdmago) o de absorcidn (por ejemplo, el epitelio columnar de
los intestinos delgado y grueso). El epitelio es responsable de la
absorcién y secrecién de nutrientes y agua asi, cometidos que se
producen simultdneamente, ademds recae sobre el epitelio la
importante tarea de la compactacion de las heces, que depende
de movimientos del agua a través del mismo. Este proceso esta
exquisitamente regulado para ofrecer un balance optimo de
ambos (110,111) Cuatro tipos de células diferenciadas median
las funciones del epitelio intestinal (ver mas adelante). La
abundancia relativa de cada uno de estos tipos celulares varia
notablemente dentro de los diferentes segmentos intestinales.
El epitelio intestinal no se concibe como una capa plana, mas
bien, se caracteriza por poseer invaginaciones que se
denominan criptas y prolongaciones llamadas vellosidades
luminales, es importante destacar que esto ocurre sélo a nivel
del intestino delgado, ya que en el colon sdlo existen
invaginaciones (criptas). Esta disposicion aumenta
enormemente la superficie epitelial del intestino delgado lo que
permite la eficiente absorcidn de nutrientes en la luz intestinal.
El proceso de proliferacion celular surge a partir de células
pluripotenciales situadas cerca de la base las criptas (112). La
formacién de nuevas células ocasiona el desplazamiento de las
células ya existentes desde la base de las criptas, en direccion a
la luz intestinal. A su vez, las células generadas se dividen varias
veces, dando lugar a mas células de su mismo linaje. En ambos
intestinos (delgado y grueso), estas células pluripotenciales
conforme van migrando se diferencian en cuatro tipos
funcionales de células funcionales: enterocitos, células
caliciformes (secretoras de moco), células enteroendocrinas
(secretoras de hormonas) y células de Paneth, (/lustracion 5).
Estas Ultimas a excepciéon de los otros tipos celulares se
desplazan a la base de la cripta, donde permanecen durante un
tiempo mayor que el resto de tipos celulares epiteliales y
contribuyen decisivamente a la defensa antibacteriana (ver mas
adelante). En el intestino delgado, el proceso descrito culmina
en la punta de las vellosidades, o de la parte superior de las
criptas, se descaman a la luz intestinal, previo paso por un
proceso de anoikis (una forma de muerte celular programada
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inducida por el desprendimiento de matriz extracelular),

dejando espacio para nuevas células. Este proceso de

renovacion epitelial ocurre cada 5-7 dias (113,114). Una

curiosidad interesante a destacar es que las Criptas pueden

multiplicarse a través de la fision lateral (115). A continuacidn se

indican las principales caracteristicas de los tipos celulares del

epitelio intestinal:

Y/
0‘0

Los enterocitos son células epiteliales columnares, con
un nucleo en posicién basal. Son descritas como células
polarizadas ya que presentan un polo apical absortivo y
digestivo, orientado hacia la luz (lumen), en contacto
con el contenido intestinal y un polo basal secretorio,
que esta en contacto con el tejido conjuntivo, los vasos
linfaticos y los capilares de la mucosa. Contienen
numerosas microvellosidades paralelas a su superficie
apical, las cuales forman una frontera estriada visible al
microscopio 6ptico. Cada microvellosidad contiene un
nucleo de microfilamentos de actina anclado a la
membrana plasmatica, que se extiende hasta la red
terminal, otra red de microfilamentos situada
inmediatamente debajo de las microvellosidades. Los
enterocitos se unen entre si, en sus polos apicales por
uniones estrechas (TJ, por sus siglas en ingles). Estos
complejos de unidn incluyen uniones de oclusién que
separan el lumen del espacio paracelular, y son mas o
menos permeables en funcidn del segmento intestinal
considerado. Como ya se ha mencionado anteriormente
la impresionante capacidad funcional del intestino tanto
para secretar y absorber agua es, en gran parte, el
resultado de su extensa superficie funcional, debido al
factor de ampilificacidn provocado por las vellosidades y
microvellosidades.
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llustracion 5. Tipos de células del epitelio intestinal.

El numero de células mucosecretoras o células
caliciformes, se va incrementando a medida que se
avanza en el tracto digestivo (proximal-distal). Son
células epiteliales columnares simples, cuya funcidn
principal es la de secretar mucina, que se disuelve en
agua dando como resultado una secrecidn viscosa
(moco) generando humedad en la zona La mucina y
evitando la desecacién del epitelio. El citoplasma de
estas células, estd ocupado en su mayoria por granulos
de mucina.

Células enteroendocrinas, de Kulchitsky o]
enterocromafines representan una porcidn muy
pequefia en el epitelio (<1%). Controlan parte de la
fisiologia intestinal a través de la secrecion de una
variedad de hormonas como la serotonina (estas
contienen cerca del 90% de los depdsitos de serotonina
en el organismo), somatostatina, sustancia P, motilina,
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péptido intestinal vasoactivo y secretina. Existen
multiples  subtipos celulares que se definen
especificamente por el tipo de hormona que generen
(116).

¢ Las células de Paneth residen en la base de las criptas,
principalmente en el intestino delgado. Se identifican
microscépicamente por su localizacién adyacente a las
células madre intestinales. La mayor parte de su
citoplasma estd ocupado por granulos formados por
varios compuestos antimicrobianos, tales como
defensinas, criptidinas y lisozimas, conocidas por su
importante papel en la inmunidad y en el control del
microambiente microbiano intestinal.

®

% Finalmente, cabe mencionar otro tipo de célula menos
conocidas como las células M las cuales recubren las
placas de Peyer's (117).

o Lamina propria y el tejido linfoide asociado: la lamina propria
sostiene al epitelio y a su vez lo conecta con la muscularis
mucosae. Contiene un gran numero de linfocitos y nddulos
linfaticos, a los que se le ha dado la denominacion de tejido
linfoide asociado al intestino (GALT, por sus siglas en inglés).
También se incluyen células plasmaticas, eosindfilos y algunas
otras células que migran desde el torrente sanguineo. El tejido
linfoide es una significativa fuente de células plasmaticas
productoras de IgA, una clase de inmunoglobulina que es
transportada hacia la luz intestinal a través de las células
epiteliales. En el intestino delgado existen unos agregados
granulares llamados Placas de Peyer's ubicados generalmente
en el lado del tubo digestivo opuesto a la unién con el
mesenterio. Asimismo la lamina propria provee a la superficie
epitelial de capilares sanguineos fenestrados y capilares
linfaticos, concretamente a lo largo de las vellosidades
intestinales en el intestino delgado, que aseguran que los
productos de la digestién puedan absorberse rapidamente.
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o Muscularis mucosae es la capa mas externa de la mucosa y esta
compuesta por dos capas finas de fibras musculares lisas que
estdn dispuestas en forma circular, en la capa interna vy
longitudinalmente en la capa externa. Su actividad contractil
permite el movimiento independiente y plegable de la mucosa,
que ayuda en gran medida en la absorcion y la digestidn. Las
fibras musculares lisas pueden extenderse desde la muscularis
mucosae hasta la punta de cada una de las vellosidades
intestinales. Su tono determina la altura de las mismas.

e Submucosa

Esta capa consta de tejido conectivo denso irregular fibroelastico, y conecta
la mucosa con la muscularis mucosae, ademas es la via por la que atraviesan
capilares y vasos de mayor calibre sanguineos y linfaticos, los cuales drenan y
nutren a la mucosa y a la muscular externa. Esta capa contiene un significativo
numero de fibras elasticas formando un nicleo de pliegues en la mucosa. En el
duodeno y el eséfago, la submucosa también contiene glandulas secretoras de
moco. Una importante propiedad de esta capa es que en su profundidad se
encuentra un plexo de fibras nerviosas auténomas y células ganglionares
conocido como plexo submucoso de Meissner.

e  Muscularis externa

La capa muscular externa se compone de dos capas de musculo liso; la
interior es de tipo circular y la exterior de tipo longitudinal. El tono muscular de
la capa circular interna determina el didmetro total del lumen intestinal.
Ademas, la muscular externa experimenta contracciones peristalticas que
impulsan el contenido intestinal hacia el ano. Al igual que la submucosa,
contiene redes de fibras nerviosas y células ganglionares que constituye el
plexo mesentérico de Auerbach, situado entre la capa circular y la capa
longitudinal de la muscular externa.

e Serosa

Es la capa mas externa de la pared del intestino y consta de una sola capa de
epitelio simple llamado mesotelio y una pequefia cantidad de tejido conectivo
subyacente, que es atravesado transversalmente por numerosos vasos
sanguineos. En las regiones en las que el intestino se une a tejidos adyacentes,
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el tejido conectivo no esta cubierto por células mesoteliales, sino que se mezcla
con el tejido conectivo asociado a las estructuras circundantes. En estos casos,
es comuUnmente conocido como adventicia.
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3. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

3.1 GENERALIDADES

La denominaciéon enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) hace
referencia a dos enfermedades
distintas

aunque ampliamente

relacionadas entre si, la
enfermedad de Crohn (EC) y la
colitis ulcerosa (CU) (118). Ambas
tienen en comun el ser
enfermedades inflamatorias del
intestino de caracter crénico vy
recurrente, de tratamiento dificil y

cuya etiologia es esencialmente

desconocida. Conjuntamente tanto la EC como la CU suelen cursar con sintomas
similares como dolor abdominal, vomitos, diarrea, fiebre, hematoquecia y
pérdida de peso, por eso en algunos pacientes, no es posible distinguir qué
forma de Ell esta presente dando lugar al término Colitis indeterminada. Hay, sin
embargo, diferencias importantes que distinguen estos procesos inflamatorios
como la localizaciéon de la inflamacidn, la apariencia y perfil inmunolégico (119)

EC CuU

Hlustracién 6. Distribucion anatémica esquemdtica de la
localizacion de la inflamacion en la enfermedad de Crohn (CD) y
la colitis ulcerosa (CU).

En las tablas 2 y 3 se resumen las diferencias.

e Localizacién de la inflamacién: En la EC, el proceso inflamatorio
puede afectar a cualquier segmento del tubo digestivo, desde la
boca hasta el ano (llustracion 6). Aproximadamente, el 50% de los
pacientes tiene afectado el ileon terminal, el 30% tanto el ileon
como el colon y en un 20% la enfermedad se limita sélo al colon. En
la CU el proceso inflamatorio afecta fundamentalmente al recto y se
extiende en direccién proximal, restringiéndose el dafio a la mucosa
coldnica (aunque en algunos pacientes, especialmente en pacientes

pediatricos, puede verse afectado todo el colon).

e Apariencia (Foto 1): La EC se caracteriza por una inflamacion

transmural de

contiguas, la pared del colon puede estar engrosada y, debido al
patrén intermitente de tejido enfermo y sano presenta apariencia

la mucosa gastrointestinal y por lesiones no
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de "empedrado".
Normalmente en |la Control EC c
CU, la pared del colon
es mas delgada y se
observa una
inflamacién continua
de la capa mucosa,
pudiendo también

afectar

ocasionalmente a la

Imagen 1. Histologia (Tincion hematoxilina y eosina) e

submucosa. A imdgenes de endoscopias de pacientes controles, con
menudo, la CU se EZ{:::,:Z,dad Crohn’s (EC) y Colitis ulcerosa (CU) en intestino
caracteriza por

sangrado gastrointestinal. El estudio radiolégico de pacientes con EC
muestran la presencia de signos caracteristicos como fistulas,
abscesos abdominales, asimetria y afectacidn del ileon. En
contraste, los pacientes con CU muestran un dafio continuo, sin
fistulas ni signos de dafio a nivel del ileon.

Perfil inmunoldgico: Antes de entrar en materia, es importante
acotar el origen de las células en el cual se basa el perfil
inmunoldgico que presenta la Ell. Las células T CD4+ coadyuvantes
virgenes (ThO) se diferencian en distintos linajes incluyendo Thi,
Th2, Th17 y T reguladoras (Treg). El destino celular de las células Th
depende del tipo y fuerza de los estimulos que estas reciben y de los
subsecuentes patrones de expresién génica. Cada uno de estos
linajes Th tiene funciones especificas en la homeostasis y defensa
inmune. Tradicionalmente, la Ell se ha regido en base al paradigma
Th1 o Th2, dependiendo a la patologia en estudio, la EC parece ser
una respuesta exacerbada de tipo th1, con un incremento de células
T productoras de Interferén Gamma (IFNy, por sus siglas en inglés),
interleukina (IL)-12 y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa, por sus
siglas en inglés), por el contrario, la CU ha sido calificada como de
tipo Th2, con secrecion de IL-4, IL-5, IL-13. Sin embargo como
veremos mads adelante, la idea excluyente entre Thl y Th2 es
demasiado simplista, y es posible que las dos respuestas coexistan
hasta cierto punto. Ademas, la contribucion de la respuesta Th17
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como efector en la Ell ha sido puesta de manifiesto, especialmente

en el caso de la EC (120,121).

Tabla 2. Diferencias entre Enfermedad de Crohn y Colitis ulcerosa.

Diferencia Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa
Lainflamacion puede ocurrir en . .
. Lainflamacién ocurre
o cualquiersegmento a lo largo del
Localizacion © - exclusivamente en la capa mucosa
tracto digestivo, desde la boca hasta
del colon.
el ano.
Inflamacién Inflamacion asimétrica, en parches. Inflamacion continua del colon.
La pared del colon luce engrosada .
L P R =NE Yol pared del colon luce mads delgada
Apariencia semeja en aparienciaa un

" o y ensefia una inflamacion continua
empedrado

Puede presentarse ulceraciones
profundas a lo largo del tracto
digestivoy lograr extenderse a todas
las capas de |la pared intestinal.

Lainflamacion sdlo es capaz de

Grado de inflamacién
afectar la capa de la mucosa.

Puede haber sangrado rectal al
momento de la defecacién.
Perfil Th2

Sangrado No es comun.

Perfil inmunoldgico Perfil Thl

La severidad de la enfermedad en pacientes con Ell es importante en el
manejo clinico de la misma y puede predecir los resultados a largo plazo. Se
puede evaluar objetivamente usando un indice de actividad de la enfermedad,
la clasificacién de Montreal. De esta forma la CU puede clasificarse en remision
clinica, colitis leve, colitis moderada y colitis severa. En el caso de la enfermedad
de Crohn abarca otros pardmetros como edad a la que se diagnostico dicha
patologia, su localizacion y la forma en que procede la misma.

Tabla 3. Sintomas de la Enfermedad de Crohn'y la Colitis ulcerosa

Sintomas de la Colitis ulcerosa.

Sintomas de la enfermedad de Crohn

. Dolor abdominal, calambres o . Dolor o molestia abdominal
hinchazén . Anemia causada por

. Anemia hemorragia grave

. Fiebre Diarrea con sangre

. Sangrado gastrointestinal Deshidratacion

. Doloren las articulaciones Fatiga

. Malabsorcién Fiebre

. Diarrea persistente o Dolorarticular
recurrente Pérdida del apetito

. Ulceras estomacales Malabsorcion

¢ Vémito Sangradorectal

. Pérdida de peso

Evacuaciones urgentes

Pérdida de peso
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3.2 EPIDEMIOLOGIA

Multiples estudios han evaluado la epidemiologia de la Ell en varias zonas
geograficas. Los andlisis epidemioldgicos demuestran que la Ell presenta una
prevalencia combinada de 300-400 casos por cada 100.000 habitantes en paises
desarrollados en la zona norte como en Norteamérica y Europa del norte, con
tasas de incidencias que van desde 3-14 casos por cada 100.000 habitantes
(122,123). Igualmente algunos estudios han indicado que la prevalencia es mas
baja en paises subdesarrollados y aquellos que se encuentran en la zona sur,
como América del Sur, el Sudeste de Asia y Africa (124), aunque recientemente
se ha observado un rdpido aumento en algunas de esta regiones, especialmente
en Brasil y China. La variacidon en las tasas de incidencia por ubicacién geografica
puede ser debida a factores ambientales, como la industrializacién, el
saneamiento, la higiene y el acceso a la atencidn sanitaria (124). Las tasas de
prevalencia y de incidencia también difieren segun la raza (ejemplo:
Afroamericanos, Asidticos, Hispanos y Caucasicos) y etnias (ejemplo: judios
frente a no judios) (125,126), lo que implica un importante papel tanto de los
factores ambientales como la influencia genética (127,128).

Con respecto a la variacién estacional, algunos estudios apuntan que existe
una mayor incidencia en primavera, sin embargo, la magnitud de esta asociacion
es débil, ya que los datos publicados al respecto son muy contradictorios (129-139).

La incidencia de la Ell puede haber cambiado con el tiempo (140-144), de
hecho, parece que la incidencia de EC se ha estabilizado y ahora es
aproximadamente equivalente a la CU en América del Norte y Europa.

Por otro lado, existe una correlacidn entre la Ell y la edad de inicio de la
enfermedad, apareciendo la mayoria de los casos de CU y EC en la adolescencia
y en adultos jévenes. La mayoria de los estudios muestran un pico de la
enfermedad entre los 15 y 25 afos. Numerosas investigaciones sugieren
también una distribucion bimodal de la edad para ambos trastornos con un
segundo pico entre 50 y 80 afios (139). No esta claro si este segundo pico esta
relacionado con una mayor susceptibilidad a la enfermedad como consecuencia
de un aumento de la edad, de la expresidn tardia de una exposicién ambiental
anterior o, como secuela de un mal diagnéstico.

La distribucién de la enfermedad en relacién al género, ha cambiado a lo
largo del tiempo, aunque en la actualidad hay un ligero predominio de EC en el
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género femenino y de CU en el género masculino (139,145). El predominio
femenino, especialmente en mujeres en la adolescencia tardia y la adultez
temprana, sugiere que factores hormonales pueden jugar un papel importante
en la expresion de la patologia (146,147).

3.3 ETIOLOGIA

La Ell es considera una enfermedad idiopdtica y multifactorial. A lo largo de
los afios han sido propuestas un gran numero de teorias para explicar la
patogénesis de la misma que abarca desde causas infecciosas, psicosomaticas,
sociales, metabdlicas, vasculares, genéticas, alérgicas, inmunoldgicas y
autoinmunes. En la actualidad existe un consenso general que afirma que la Ell
es el resultado de los efectos combinados de cuatro componentes basicos:
cambios globales en el medio ambiente, aporte de mdltiples variaciones
genéticas, alteraciones en la microbiota intestinal y alteraciones de la respuesta
inmune tanto innata como adaptativa. De igual manera también se ha acordado
gue ninguno de estos fendmenos por si solos tendria la facultad de
desencadenar o mantener una inflamacion intestinal, pero la interaccién de los
mismos podria determinar que emergiera el fenotipo clinico de la Ell. La
coexistencia de estos factores provoca una respuesta inmunolégica no regulada
a nivel de la mucosa intestinal, dando lugar a una inflamacién intestinal crénica.

e Predisposicion genética

Multiples variaciones genéticas han sido implicadas en la patogénesis de la
Ell. Aproximadamente del 10 al 25% de los individuos con Ell tienen un familiar
de primer grado con EC o CU (148-150). La evidencia mas fuerte de que los
factores genéticos contribuyen a una mayor susceptibilidad a padecer la
enfermedad viene dada por estudios con gemelos (151,152). Sin Embargo, no
existe un 100% de concordancia entre gemelos monocigéticos, lo que refleja la
influencia de otros factores (153—156). Aunque el componente genético es mas
fuerte en la EC que en la CU, y a pesar de poseer caracteristicas clinicas distintas,
alrededor del 30% de loci genéticos relacionados con la Ell son compartidas por
ambas afecciones, lo que podria indicar que estas enfermedades precisan vias
comunes (157,158). El andlisis de los genes y loci genéticos implicados en la Ell
muestran diferentes vias que son cruciales para la homeostasis intestinal,
incluyendo la funcion barrera, restitucion epitelial, defensa microbiana,
regulacion inmune innata, generacion de especies reactivas de oxigeno,
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autofagia, regulacion de la inmunidad adaptativa, estrés del reticulo
endoplasmatico y las rutas metabdlicas asociadas con la homeostasis celular.

Ademas, la Ell estd notoriamente asociada con sindromes genéticos bien
definidos, como el sindrome de Turner, el sindrome de Hermansky-Pudlak y la
fibrosis quistica en el caso de la EC (159). Aunque se ha observado que la
alteracion individual de ciertos genes en ratones, es capaz de producir un
sindrome similar a la Ell, estudios de asociacion del genoma completo (GWAS,
por sus siglas en inglés) han implicado a mds de 160 /oci de susceptibilidad en la
Ell.

El primer gen de susceptibilidad a Ell que se identificé fue NOD2 (dominio de
oligomerizacion por unién de nucledtidos que contiene la proteina 2) también
llamado IBD1 o CARD15. Se han caracterizado tres mutaciones distintas en este
gen (Arg702Trp, Gly908Arg y Leu1007insC). Estas mutaciones se relacionan con
la localizacidn ileal y no coldnica, excluyendo de esta manera a la CU (160,161).
NOD2/CARD15 se expresa en células epiteliales intestinales (IEC, por sus siglas
en inglés) (incluyendo, en particular, células de Paneth), células mononucleares,
y probablemente constituye un componente clave de la respuesta de la
inmunidad innata en la mucosa a las bacterias luminales (162). La proteina
codificada por este gen pertenece a la superfamilia de receptores de
reconocimiento de patrones moleculares que detectan polisacaridos
bacterianos y activa diversas vias inmunoldgicas entre ellas el factor de
transcripcién nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB, por sus siglas en inglés), componente clave en la respuesta
inflamatoria.

Tanto en la EC como en la CU se han encontrado variaciones en el gen del
receptor de IL-23 (IL23R) (163), desempefiando una actividad protectora en este
caso (164). También han sido implicados componentes de sefializacién del
receptor de IL-10 (IL-10R), incluyendo polimorfismos del gen IL10RA,
estreptotricina-acetiltransferasa (SAT3), tirosina quinasa 2 (TYK2), Janus quinasa
2 (JAK2) y la interleukina 10 (IL-10) per se.

En el cromosoma 12q12 se han identificado tres genes asociados a autofagia
ATG16L1, IRGM y LRRK2 relacionados con EC (165-167).

Asimismo, los cambios genéticos pueden afectar a secuencias de unién de
factores de transcripcién, accesibilidad a locus, eficiencia en la traduccién y a
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trans-reguladores tales como los ARN no codificantes y microRNAs (miRNAs). En
este sentido los loci implicados en la Ell contienen mas de 10 secuencias
codificantes para miRNAs, lo que apoya la idea de que la regulacidn de la
expresidon génica a través de miRNAs puede ser mecanisticamente relevante en
la Ell (164).

e Factores ambientales

Existen algunas causas ambientales como el consumo de tabaco, obesidad,
lactancia y algunos medicamentos, las cuales se han establecido firmemente
como influencia en el desarrollo de la Ell, de igual forma coexisten datos
contradictorios y el impacto preciso en alguna de estas causas sigue siendo
poco claro.

o Tabaco: fumar es, probablemente, el factor ambiental mas ampliamente
estudiado y cuyos datos epidemioldgicos son concluyentes, por tanto, esto
permite establecer una relacidn taxativa con la Ell. El habito tabaquico aumenta
el riesgo y la recurrencia de EC y puede tener un efecto protector en el
desarrollo de la CU (168-171). El riesgo de padecer CU aumenta dos afios
después de dejar de fumar y persiste durante 20 afios. La acentuacion del riesgo
asociado con dejar de fumar podria explicarse por perdida del efecto protector
del consumo de tabaco, lo que ocasiona la aparicién o desenmascara los
sintomas de la CU.

o Dieta: Dada la constante exposicion intestinal a numerosos antigenos
dietéticos luminales, parece razonable postular una relacidn entre la dieta y la
Ell. Sin embargo, no se han identificado antigenos patdgenos especificos. En
gran parte el conflicto de dilucidar este aspecto puede deberse a la dificultad en
reconstruir la dieta correspondiente. Existen estudios que han intentado asociar
dietas especificas con el desarrollo de la Ell y aunque se han obtenido resultados
contradictorios, algunos datos sugieren que una dieta de estilo "occidental"
(procesados, fritos y alimentos azucarados) se asocia con un mayor riesgo de
desarrollar EC, y, posiblemente, CU. Algunas investigaciones han implicado
factores de riesgo dietéticos con Ell, como la hipersensibilidad a la proteina de la
leche de vaca en la infancia (172), el consumo de azucar refinado (173-175),
disminuciéon de la ingesta de verduras y fibra (174,176), aumento en la ingesta
de grasa total, grasa animal, acidos grasos poliinsaturados y la proteina de la
leche (175-178). Ademas, varios estudios han apoyado el tratamiento de la Ell
con preparaciones a base de aceite de pescado que contienen acidos grasos
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esenciales poliinsaturados omega 3 (179,180). La ingesta dietética de estos
acidos grasos puede modular la respuesta inmune al disminuir la produccion de
citoquinas y leucotrieno B4, un mediador inflamatorio con potentes
propiedades quimiotacticas de neutrofilos (181). Curiosamente, la incidencia de
Ell es mas baja en Japdn, un pais con un alto consumo de pescado (176,182).

o Obesidad: No esta claro si la obesidad pueda asociarse con un mayor
riesgo de desarrollar Ell (183,184). No obstante, la acumulacion de grasa intra-
abdominal puede contribuir a la inflamacién de la mucosa y esto a su vez puede
afectar la evolucién de la Ell ya establecida (185-187).

o Infecciones: Un desequilibrio o disbiosis en el microbioma intestinal
puede contribuir al desarrollo de la Ell. Se ha sugerido una correlacidon entre
microorganismos especificos, gastroenteritis aguda y Ell (188-191). Muestra de
este hecho, se ha sugerido una asociacién entre la susceptibilidad a EC y agentes
infecciosos especificos (virus del sarampion, Mycobacterium paratuberculosis,
paramixovirus) si bien, no ha sido demostrado actualmente (192-196). Existe la
hipdtesis que explica como la microflora intestinal normal puede contribuir al
desarrollo de la Ell en individuos susceptibles. Este acontecimiento se apoya en
algunos estudios en los cuales se ha observado que animales que son
manipulados genéticamente para ser susceptibles a la Ell no desarrollan la
enfermedad cuando son criados en un ambiente libre de gérmenes (197,198).

o Lactancia y otras circunstancias perinatales: La lactancia materna
estimula el desarrollo y la maduracion de la mucosa gastrointestinal, asimismo,
se ha descrito que la leche materna posee propiedades inmunoldgicas per se
(199-202) ademas de contar con la facultad de proteger de infecciones
gastrointestinales en la infancia (203,204). Aunque, hay estudios que
desestiman la asociacion de la lactancia materna con la EC (205) o la CU, se ha
confirmado el hecho de una elevada incidencia de enfermedades diarreicas en
la infancia con un posterior desarrollo de CU (206)(207). Otro factor a considerar
es el retraso en el consumo de la leche de vaca como consecuencia de la propia
alimentacion con leche materna. No obstante no se han encontrado evidencias
de asociacion entre alergias alimentarias y el desarrollo de Ell (208,209).

o Antibidticos: Se ha planteado la hipdtesis de que la alteracién de la flora
intestinal por el uso de antibidticos, es un factor de riesgo para la Ell. Aunque el
uso de antibidticos podria estar asociado con la Ell, es importante recalcar que
aun no se ha podido constatar si se trata de una asociacion causal (205,210-
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212). Sin embargo, estudios recientes muestran que, antibioticos a los que se le
han conferido propiedades inmunomoduladoras como la minociclina, consiguen
figurar como una ventaja en modelos experimentales de Ell debido a su
capacidad para restaurar el equilibrio microbiano en el intestino, mientras que
hay un descontrol de la respuesta inmune alterada (213-215).

o Isotretinoina: Se han reportado casos que vincula el uso de tratamiento
para combatir el acné vulgaris con Isotretinoina con el desarrollo de Ell (216—
223).

o Antiinflamatorios no esteroideos (AINES): Los AINES pueden aumentar el
riesgo de desarrollar Ell con una variedad de efectos que van desde inflamacion
asintomatica de la mucosa a la estenosis, obstruccidon, perforacidon y hemorragia
grave (224). El mecanismo de accién de los AINES es bloquear la ruta de la
ciclooxigenasa en el metabolismo del acido araquidénico (225). Teniendo en
cuenta el posible papel de las prostaglandinas en la inflamacién intestinal, no es
del todo sorprendente que estos farmacos puedan influir en la Ell. Los datos
disponibles relativos al uso de inhibidores selectivos de la COX-2 sugieren que la
mayoria de los pacientes toleran el tratamiento, al menos, a corto plazo sin
exacerbacion de la enfermedad (226,227). El uso de AINES y aspirina puede
interrumpir las acciones que ejerce la ciclooxigenasa a nivel de la barrera
epitelial intestinal, lo que podria perturbar la interaccidon entre el microbioma
intestinal y las células inmunes que se encuentran en el mismo. Adema3s, los
AINES y la aspirina alteran la agregacion plaquetaria, la liberacidn de
mediadores de la inflamacioén, y la respuesta al estrés microvascular, los cuales
son acontecimientos clave en la patogénesis de la Ell. Aunque varios estudios
indican que los AINES aumentan el riesgo para el desarrollo de la Ell (228,229) y
pueden exacerbar la Ell subyacente (230-233), el riesgo absoluto parece ser
menor y algunos pacientes con Ell parecen ser capaces de tolerar AINES, sobre
todo cuando son administrados a bajas dosis (234,235).

o Anticonceptivos orales y terapia de reemplazo hormonal: pueden
predisponer al desarrollo de la Ell a través de efectos trombéticos en la
microvasculatura. Sin embargo, dada la existencia de datos discordantes en
relacién con una asociacion vy, si esta presente, el riesgo parece ser bajo (236—
239).

o Apendicectomia: Un numero de estudios han sugerido que la
apendicectomia puede proteger contra el desarrollo de la CU, pero el
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mecanismo del efecto protector es desconocido (191,240-243). Una hipotesis es
que las alteraciones en la respuesta inmune de la mucosa que conducen a
apendicitis o las resultantes de la apendicectomia pueden afectar a los
mecanismos patogénicos de la CU (244,245).

o Factores psicosociales: Estudios sobre la asociacién existente entre
factores psicoldgicos y el riesgo de desarrollar Ell han arrojado resultados
inconsistentes (246—248). Sin embargo, el estrés parece tener un papel en la
exacerbacion de los sintomas en pacientes con Ell establecida, posiblemente a
través de la activacion del sistema nervioso entérico y la produccién de
citoquinas proinflamatorias (249,250).

e Factores inmunoldgicos y microbianos

La barrera fisica del epitelio intestinal se complementa con la presencia en la
mucosa de un sistema inmune innato perfectamente desarrollado, preparado
para la defensa frente a la incursion de patégenos y a su vez limita la
consecuente respuesta inflamatoria generada y asi mantener un estado de
hiporespuesta a las bacterias comensales. No obstante, también es un brazo
efector que media la inflamacidn intestinal. Alteraciones en la respuesta inmune
han sido ampliamente vinculadas a la patogénesis de la Ell y son numerosas las
investigaciones existentes acerca de la ejecucion de estos roles (251).

Se ha propuesto como causa de Ell en individuos genéticamente
predispuestos, una respuesta inmune exagerada a componentes luminales, si
bien, muchos aspectos de esta respuesta no se conocen con precision hasta la
fecha. En la caracterizacion de la respuesta inmune en la Ell activa, predominan
los linfocitos CD4+ de la mucosa (118,252). Tradicionalmente, en el contexto del
paradigma Th1 / Th2, se establecié que la EC diferia de CU en que la EC parecia
estar mediada por citoquinas Thl (IFN-y (253,254) e IL-12 (255,256)),
consecuencia de la activaciéon del factor de transcripcion transductor de sefial y
activador de la transcripcidon 4 (STAT-4, por sus siglas en ingles), necesario para
la diferenciacidon de células Th virgenes a células Thl (257). Por el contrario, la
CU se considera con frecuencia como una respuesta de tipo Th2, caracterizada
por el aumento de la produccién del factor de crecimiento transformante B
(TGF-B) e IL-5, pero sin alteracion en la expresién de IL-4 (258).

Después de la identificacidn y caracterizacién de la nueva subpoblacion de
células T, las Th17, productoras de IL17 en pacientes con EC (259,260),
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evidencias reciente sugiere que las observaciones atribuidas a las alteraciones
en las poblaciones de Thl y Th2 en realidad pueden resultar de la regulacién de
esta nueva poblacidn. Ademas, la microbiota tiene un papel importante en la
localizacion preferencial de las células Th17 en el intestino (261).

Las citoquinas relacionadas con el espectro de Thl / Th17 / Th2 son las
principales responsables del tipo de inflamacién que caracteriza a la forma de Ell
con la que estan asociados. Hay, sin embargo, un grupo bien conocido de
citokinas adicionales producidas por células epiteliales, células inmunes y células
del musculo liso, tales como TNFa,IL-1B e IL-6, que son mdas ambiguas en su
funcién ya que estan asociados con ambas formas de la Ell en mayor o menor
grado (252). Unido a esto, la reduccion del nimero de células T reguladoras
(Treg), caracterizada por CD4+, CD25+, y Foxp3, y que producen IL-10 y/o TGF-B,
podrian ser igualmente importantes (262). La microbiota también tiene un papel
en la promocidon de la respuestas de células Treg intestinales, ya que, por
ejemplo, en ratones libres de gérmenes la acumulacién de éstas células se
reduce a nivel coldnico y se ve incrementada por la introducciéon de
determinadas bacterias (263).

Por ultimo, hay otros tipos celulares que pueden mediar el mantenimiento y
desarrollo de la Ell, como las células T CD8+ (264,265), células asesinas naturales
T (NKT) (266), células asesinas naturales (NK) (267), células dendriticas (CD)
(268,269) y las células productoras de anticuerpos o linfocitos B (270), entre
otros. Un aumento de los procesos efectores y una disminucion en la funcion
reguladora de las células Ty de diversas citokinas inflamatorias podrian conducir
a un desequilibrio y la consiguiente inflamacidn crénica inmune.

3.4 TRATAMIENTO MEDICO EN LA Ell

El tratamiento médico de la Ell no proporciona una cura para la enfermedad.
Por lo tanto, el objetivo principal es inducir y mantener la remisién, para
mejorar la calidad de vida del paciente y para prevenir complicaciones de la
enfermedad. Existe una variedad de tratamientos, con diferentes ventajas y
desventajas. El tratamiento médico actual de la Ell se basa en el uso de
medicamentos antiinflamatorios e inmunosupresores con especificidad
restringida, efectos secundarios severos y beneficios a largo plazo limitados
(271,272).
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e Aminosalicilatos: El acido 5-aminosalicilico (5-ASA), también llamado
mesalazina, se ha caracterizado por ejercer efectos antiinflamatorios en la Ell,
especialmente en la CU, asi como diversos farmacos que contienen y liberan
dicha molécula y que han sido administrados desde hace algunos afos para el
tratamiento de esta patologia, como ocurre en el caso de la sulfasalazina (5-ASA
unido a sulfapiridina) (273—275), el primer farmaco que fue usado para provocar
la remisién de la CU activa (276). Los aminosalicilatos generalmente no tienen
problemas de tolerancia y presentan moderados efectos adversos (277).Su
efecto depende de la porcion 5-ASA (278,279), que en el caso de la sulfasalazina
es liberada de la sulfapiridina a nivel colénico por medio de las azoreductasas de
la flora intestinal, lo que justifica su ineficiencia en la EC manifiestada en el
intestino delgado. Los aminosalicilatos actuan tépicamente por lo que su
eficiencia depende de la concentracién alcanzada en el lumen (277,280,281).
Por tanto el farmaco ha de llegar intacto al lugar de la inflamacién, por lo que
generalmente la estrategia usada son las formulas de liberacién controlada.

Aunque no estd completamente dilucidado, su mecanismo de accién no se
debe a la modulacidn de la sintesis de prostaglandinas, como ocurre en el caso
de los salicilatos(282,283), sino que parecen alterar al factor de transcripcion
NF-kB con la consiguiente modificacion en la produccion de mediadores
inflamatorios. De este modo se ha demostrado que la sulfasalazina bloquee la
degradacion de IkBa (284-286), mientras que la molécula de 5-ASA en su forma
libre impide la fosforilacién del factor de transcripcién p65 o también llamado
RelA, el cual se une a NF-kB1 o NF-kB2 para formar el complejo NF-kB (287).

e  Glucocorticoides: Estos farmacos son eficaces para el tratamiento de la
Ell activa y, a menudo se administran para inducir la remisidn (288,289), pero no
como una terapia de mantenimiento (290). Sin embargo, el tratamiento con
glucocorticoides estd asociado con efectos secundarios bien conocidos, tales
como aumento de peso, hiperglucemia, diabetes, acné, estrias cutaneas,
cataratas, osteoporosis, y trastornos en la conducta (291,292). La budesonida,
un glucocorticoide de segunda generacion, tiene menos efectos secundarios y
una mayor actividad anti-inflamatoria, es un farmaco estdndar para EC
ileocoldnica (292,293). Estos medicamentos pueden crear resistencia y causar
dependencia, lo que limita su uso en la practica clinica.

e Inmunomoduladores:  6-mercaptopurina, azatioprina  (294,295),
tacrolimus, ciclosporina (296) o metotrexato, son farmacos que se administran
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opcionalmente para mantener la remision cuando fracasan esteroides
intravenosos (288,297). Este tipo de fdrmacos pueden provocar alergia y
toxicidad grave. No obstante, alguno de ellos se usan cada vez mas en el
mantenimiento de la remisién.

e Anti-TNF: Infliximab, es un anticuerpo monoclonal quimérico humano-
murino dirigido contra el TNFa, que se usa para inducir la remisidon y en casos
refractarios de la Ell (298,299). Su uso conlleva un alto riesgo de contraer
infecciones oportunistas como la tuberculosis, lo que ocasionaria la limitacién
del uso extensivo de tratamientos con anticuerpos para TNFa (300). Otros
anticuerpos son: adalimumab, certolizumab y etanercept. Adalimumab se
construyd a partir de un anticuerpo monoclonal totalmente humano y
etanercept es una proteina de fusidn que consta de una parte extracelular de
75kDa constituida por la porcién de reconocimiento de ligandos del receptor al
factor de necrosis tumoral (TNFr) y de otra parte constituida por la porcion FC
de la inmunoglobulina IgG1. El Certolizumab pegol es un farmaco anti-TNF
formado por el fragmento Fab' de un anticuerpo monoclonal murino
humanizado unido a dos moléculas de polietilenglicol. El certolizumab pegol
reconoce y neutraliza el TNF-a humano, soluble y unido a membrana. Aunque
estos farmacos significan un avance terapéutico en este campo, no dejan de
causar desconcierto en cuanto al costo y los efectos negativos a largo plazo que
pudieran generar. De igual forma es importante mencionar que existen otros
farmacos anti-TNFa implicados, como los inhibidores de TNF de pequefio
tamafio molecular.

e Otras categorias de modalidades de tratamiento incluyen antibiéticos o
probidticos.

A pesar de la amplia gama de farmacos utilizados en el tratamiento de la Ell,
las opciones terapéuticas disponibles actualmente no son completamente
satisfactorias. Esta es la razén por la que la cirugia sigue siendo una alternativa
terapéutica importante, como colectomia en el caso de la CU y anastomosis en
el caso de la EC. La dilatacidn endoscdpica con baldn es una alternativa seguray
eficaz para la reseccidn intestinal en algunos casos (301)
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Existen un gran nimero de estudios que se han centrado en la fisiopatologia
de la enfermedad en los que destacan nuevas dianas terapéuticas de crucial
importancia.

En la ultima década se han publicado abundantes investigaciones que
muestran la implicacién de los miRNAs en la Ell (302,303), este hecho ha abierto
un gran campo de estudio, proporcionando una potencial herramienta
farmacolégica.

Se ha descrito que estos minusculos reguladores genéticos ejercer su papel
como posibles blancos en la terapia de la Ell y al mismo tiempo pueden ser
utilizados como biomarcadores en diferentes enfermedades incluyendo la Ell
(304-306), lo que indica que pueden participar tanto en el tratamiento como en
el diagnostico de la misma.
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4. SISTEMA INMUNITARIO GASTROINTESTINAL

Uno de los aspectos mas relevantes de la fisiologia intestinal es el hecho de
que el sistema inmunoldgico del intestino presenta unas caracteristicas propias,
gue estdn dadas por las circunstancias especiales de un sistema que incorpora el
paso al interior del organismo de microorganismos luminales y de sus
componentes moleculares, al tiempo que absorbe agua y nutrientes. Siendo el
objeto principal del sistema inmunitario, diferenciar lo propio de lo ajeno, es
decir la amplia carga de antigenos procedentes de la alimentacidn y del nimero
y variedad de bacterias y otros microorganismos asentados a lo largo del tracto
gastrointestinal, supone una enorme presion antigénica dificil de controlar.
Teniendo en cuenta que la mayoria de dichos antigenos no suponen un riesgo
para el organismo, el reto consiste en mantener la capacidad para responder a
organismos potencialmente patdgenos, al tiempo que se tolera esa mayoria de
antigenos no dafiinos. A menudo, se utiliza el término "inflamacidn fisiolégica"
o "inflamacién controlada" para referirnos al estado basal de activacién del
sistema inmunitario gastrointestinal, aunque se trate realmente de un
oximoron.

Dado que la mucosa intestinal constituye la interfaz fisica entre nuestro
sistema inmunoldgico y los antigenos externos, no es de extrafiar que albergue
el tejido linfoide asociado a mucosas de mayor superficie y ademds contenga la
mayor proporcién de linfocitos del organismo. Asimismo cuenta con la
microbiota bacteriana mds abundante y diversa, de la que forman parte mas de
500 especies de bacterias (307,308). Para entender de qué forma el sistema
inmunolégico gastrointestinal esta alterado en la Ell, es necesario conocer
previamente su funcionamiento fisiolégico.

e Homeostasis inmunoldgica en condiciones intestinales fisioldgicas
(llustracion 6)

La homeostasis intestinal depende de complejas interacciones,
principalmente entre la microbiota que reside en el intestino, el epitelio
intestinal y el sistema inmune del hospedador. A continuacién se describird
desde distintos angulos los componentes y procesos de la funcidon de barrera
intestinal que participan en el mantenimiento de este equilibrio de
autorregulacion.
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o Microbiota intestinal y tolerancia oral: En general la microbiota
intestinal tiene la capacidad de modular la expresién de genes involucrados en
diferentes funciones intestinales tales como la absorcion de nutrientes, el
fortalecimiento de la barrera de la mucosa, el metabolismo de xenobiéticos, la
angiogénesis o la maduracion intestinal postnatal (155). Durante mucho tiempo,
se pensaba que durante un embarazo saludable el feto se desarrollaba en un
ambiente estéril y la relacidn simbidtica se preestablecia los primeros 2 o 3 afios
de vida, sin embargo, se ha descrito la existencia de una interaccién entre el feto
y microorganismos presentes en la placenta (309,310). Por estas razones existe
un interés creciente en la composicién de la microbiota la cual esta influenciada
primariamente por la madre (microorganismos placentarios, parto vaginal o
cesdrea, la lactancia materna o el uso de férmulas y factores genéticos)
asimismo, las propiedades de la microbiota, vienen definidas por factores que
dependen del individuo y de su entorno (particularmente su dieta). Los
mecanismos responsables del establecimiento y mantenimiento de la tolerancia
oral hacia la microbiota y hacia los antigenos procedentes de la dieta no estdn
del todo esclarecidos y comprenden un complejo conjunto de factores
anatémicos, celulares y humorales, que previenen la respuesta inmunolégica
contra estos antigenos, que si fueran presentados al sistema inmunolégico por
cualquier otra via (distinta a la oral), desencadenarian una respuesta
inflamatoria (311).

o Barrera epitelial: Originalmente se pensaba que la mucosa intestinal, y
en general el epitelio, funcionaban Unicamente como barrera ante una invasion
bacteriana. Sin embargo, actualmente se reconoce que las IEC, junto con el
resto de células del epitelio intestinal, mantienen una compleja y reciproca
relacién beneficiosa con la microbiota. Debido a que poseen una situacién
privilegiada al ser la primera linea en contacto con bacterias y antigenos
procedentes de la dieta, no es de extrafiar que, puedan actuar también como
células presentadoras de antigenos (APC). Recientes estudios muestran cémo el
epitelio intestinal no solo tolera la presencia de moléculas tipo PAMP (patrones
moleculares asociados a patdgenos, por sus siglas en inglés) procedentes de
bacterias comensales sino que también, aprovecha sefiales procedentes de la
microbiota entérica para el mantenimiento de la funcién barrera (1,5). Las IEC
no sélo estdn en contacto con antigenos en la cara apical, en la cara basolateral
tienen la capacidad de contactar con las principales poblaciones de linfocitos T
del sistema gastrointestinal: los linfocitos intraepiteliales que se encuentran
dispersos a lo largo del epitelio y los linfocitos T de la ldmina propia. Un hecho
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importante al cual hacer referencia es que las IEC en su cara apical presentan
moléculas que pueden actuar como receptores de antigenos como FcRn (312) o
DEC-205 (313), facilitando la entrada de antigenos al interior de la célula a
través de endocitocis mediada por receptores. La presentacion de antigenos a
linfocitos T tiene como objetivo el mantenimiento de la barrera intestinal, la
renovacion de células epiteliales dafiadas por estrés, infeccidon o neoplasia, y la
regulacién de la respuesta a los antigenos de la superficie de la mucosa.

Cabe destacar que la barrera epitelial no es una estructura estdtica sino
dinamica, regulada principalmente por citokinas que se encuentran en la
mucosa intestinal. Diversos estudios in vitro, realizados en monocapas de células
intestinales, muestran como IFN-y, L-4 e IL-13 parecen atenuar la funciéon
barrera (314,315).

o Reconocimiento antigénico e inmunoregulacién: el reconocimiento vy
procesamiento de antigenos luminales comienza a nivel epitelial (316). La
necesidad de desarrollar mecanismos reguladores entre el sistema inmunitario y
la microbiota surge del reto que supone, por un lado, proteger frente a
organismos patégenos y, por otro, tolerar aquellos organismos beneficiosos o al
menos no dafiinos para el organismo. El control de la microbiota recae en gran
medida en el sistema inmunitario innato, que utiliza distintos receptores los
cuales actian como sistema de comunicacién entre bacterias y hospedador.
Estos son denominados receptores de reconocimiento de patrones (PPR, por sus
siglas en inglés), o bien receptores de patrones moleculares o de patrones
moleculares asociados a dafio. Estos receptores tienen la capacidad de
reconocer moléculas con componentes microbianos especificos tales como
acidos nucleicos exclusivos de los microorganismos como el RNA bicatenario
gue poseen los virus en proceso de multiplicacidn, secuencias de DNA CpG sin
metilar que aparecen en las bacterias; ciertos rasgos propios de las proteinas
presentes en los microorganismos, como su inicio por N-formilmetionina, tipico
de las proteinas bacterianas, y lipidos e hidratos de carbono complejos,
sintetizados por los microbios, pero no por las células de los mamiferos, como
los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias gram-negativas, los acidos teicoicos
de las gram-positivas y los oligosacaridos que llevan mucha manosa, existentes
en las glicoproteinas microbianas, pero no en la de los mamiferos. Las tres
grandes familias PRR incluyen los TLR (receptores tipo Toll, por sus siglas en
inglés), los NLR (receptores tipo NOD, por sus siglas en inglés) y los RLR
(receptores tipo RIG, por sus siglas en inglés). La estimulacion de estos
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receptores implica la activacion de diversas vias de sefalizaciéon que culminan en
la produccidn de citokinas proinflamatorias y productos antimicrobianos (5).

Tabla 4. Patron de expresion de TLR y sus ligandos.

Lipopéptido bacteriano
TLR1/2  Proteinasprocedentes de protozoos parasitos (T
cruzi Te52, profillin}

Mayoria de las células incluyendo Membrana
células dendriticas e I1EC plasmatica

Lipoproteinas bacterianas/lipopéptidos,
peptidoglicanos, acido lipoteicoico, porinas, zimosan
Proteinas viricas estructurales { Lipoarabinomanano) 1EC, células de Paneth, leucocitos

L . L , Membrana
TLR2 Lipidos procedentes de helmintos mononucleares periféricos, células : i
asmatica
Componentes de la pared celular de hongos HSP60  dendriticas, monocitos y células T P
HSP70, HSP96 HMGB1, acido hialurénico de caracter
endogeno
RNA virico, Poly-mRNA {1:C}, Poly {1:C,,U) IEC, células dendriticas, Endosomas
TLR3 , , , Endosomas
mRNA enddgeno Células NKy células T
Lipopolisacarido bacteriano
proteinas de envoltura virica
Protozoos parasitos
Glicoinositolfosfolipidos (Trypanosomea cruzi) . ,
P {Irypan IEC, células de Paneth, macrafagos, Membrana
TLR 4 Componentes de la pared celular de hongos ., . ., .
i células dendriticas y células T plasmatica
HSP22, HSP6O, HSP70, HSP96, HMGB, defensina 1f,
dominio A de la fibronectina, acido hialurénico,
sulfato de heparina, fibrindgeno, proteina A
sulfactante
IEC, células de Paneth, monocitos,
. , . ) Membrana
TLRS Flagelina células dendriticas, células NKy L.
. plasmatica
células T
i L i L i IEC, alta expresion en células By
Lipopéptidos bacterianos, acido lipotecoico ) . i ., Membrana
TLRG/2 X . i células dendriticas, baja expresion L
Modulina soluble en fenol, zimosan . plasmatica
enmonocitos y NK
RNA de cadena simple de origen virico IEC, células B, células dendriticas, §
TLR7 ) X ) Endolisosoma
RNA endogeno monaocitosy células T
RNA de cadena simple de origen virico IEC, monocitos, células dendriticas, §
TLRB ) | ) Endolisosoma
RNA endégeno células NKy células T
Motivos CpG no metilados procedentes de bacterias, 1EC, células de Paneth, células
virus o protozoos parasitos dendriticas, células B, leucocitos Endolisosoma
TLRO Hemozoina procedente de protozoos parasitos mononucleares periféricos, ymembrana
{Plasmodium) macrafagos, células NK y células plasmatica
Oligodesoxinucledtidos CpG enddgenos microgliales

i L. i Células B, células dendriticas,
TLR10  Desconocido, podriainteraccionar con TLR2 y TLR1 : ) Intracelular
monocitosy células T
Superficie celular de bacterias uropatogénicas, Membrana

TLR11 , ) . ; N L.
Moléculas tipo profilina de Toxoplasma gondii plasmatica

49



Los receptores tipo Toll son receptores transmisores de sefales de
membrana que ocupan un lugar fundamental en la defensa innata contra los
microorganismos. Los genes de los TLR han permanecido muy conservados
durante la evolucidn y estan presentes en Caenorhabditis elegans, Drosophila y
en mamiferos, de hecho estos fueron descritos por primera vez en Drosophila
melanogaster (317,318). Existen de 10 a 15 receptores del tipo TLR
(dependiendo de la especie) identificados hasta la fecha, estos estan
individualmente especializados, pero considerados como un conjunto son
capaces de reconocer la mayor parte de los PAMP. Pueden localizarse tanto en
la superficie como intracelularmente, segun el tipo. La localizacién y sus ligandos
mas comunes se describen en la Tabla 4. Estructuralmente los TLR presentan
una regién extracelular que contiene repeticiones ricas en leucina (LRR)
(319,320), y una regién intracelular denominada dominio TIR (debido a su
similitud con la familia de receptores de IL-1), encargada de transmitir la sefial.
Una vez unido el ligando, se produce una homo- o heterodimerizacién del
receptor. Existen 5 proteinas adaptadoras que contienen el dominio TIR y que
actdan en distintas combinaciones dependiendo del TLR (MyD88, TIRAP, TRIF,
TRAM y SARM) (321). Todos los TLR presentan MyD88 como proteina
adaptadora, a excepcion de TLR3. El reclutamiento de distintas proteinas
conlleva a la activacion de diversos factores de transcripcién y la consiguiente
produccién de citoquinas proinflamatorias y otras acciones. TLR4, es,
probablemente, el TLR mds estudiado, responde a LPS mediante una via
dependiente y otra via independiente de MyD88. A través de la via dependiente
de MyD88, IRF5, NF-kB y AP1 son activados, iniciandose la transcripcion de
genes proinflamatorios. La via independiente de MyD88 implica la activacidn de
NF-kB e IRF3 y la consiguiente produccion de interferones tipo | (322). (Esquema
1)
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Esquema 1. Ruta de sefializacion

Con la finalidad de examinar la relacion existente entre las IEC y las
bacterias comensales, se han realizado un gran nimero de trabajos que tratan
de dilucidar si el epitelio intestinal expresa TLR en condiciones fisiolégicas y, de
ser asi, si dicha expresion en el epitelio es de tipo espacial o regional. Debido a la
expresion de estos receptores en diferentes tipos celulares como macréfagos,
células dendriticas, células B, células T y células estromales, resulta complejo
determinar la expresidn de TLR, especificamente en IEC, partiendo de tejidos
intestinales. Es por esto que técnicas como inmunohistoquimica, separacion
enzimatica de células epiteliales intestinales o microdiseccién por captura laser
han sido utilizadas para demostrar que las IEC pueden expresar débilmente
tanto TLR2 como TLR4 en tejidos sanos de colon humano (323-325). TLR3
parece expresarse abundantemente en intestino delgado y colon humano sano,
mientras que TLR5 se expresa predominantemente en colon (324). Algunos
estudios indican que en IEC de intestino delgado humano se expresan TLR1,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9 (323).
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En la Ell se producen alteraciones en la expresion de TLR. IEC procedentes
de pacientes con Ell mostraron una expresion muy elevada de TLR4 y similar o
baja expresidon de TLR2, TLR3, TLR5 y TLR9 (324,326—328). Por otro lado se ha
demostrado que las citokinas inflamatorias y antigenos bacterianos regulan la
expresion de TLR en IEC (328-331) lo que puede dar lugar a una expresion
selectiva de los receptores en funcién del tipo de peligro (332). Estudios actuales
muestran que IFN-y y TNF-a inducen la transcripcién de TLR4 y su correceptor
LY96 (antigeno 96 de linfocito, por sus siglas en inglés, también conocido como
MD2[proteina de diferenciacién mieloide]) (328,330) mientras que IL-4 e IL-13
disminuyen la respuesta de las IEC a LPS, ligando del TLR4, lo que sugiere que las
citokinas tipo Th2 podrian disminuir la expresién de TLR4 por parte de las IEC
(329,333). Estudios que comparan ratones libres de gérmenes (germ-free) con
ratones convencionales revelan que las bacterias comensales inducen Ia
expresion de ciertos TLR (TLR2, TLR4 y TLR5) (334). Mediante
inmunohistoquimica se ha detectado la expresion de TLR9 en la cara apical del
borde en cepillo de colon de ratones con microbiota entérica, pero no en
ratones libres de gérmenes (335).

La expresién de TLR en el intestino también estd regulada de manera
espacial, es decir existe expresidn polarizada, apical o basolateral. Si bien Ia
expresion de TLR2 y TLR4 es baja en colon adulto sano (324), TLR4 tiene una alta
expresion en la cara apical de IEC coldnica procedentes de pacientes con EC,
aunqgue no en CU (324). El analisis de IEC polarizadas humanas in vitro indican
que TLR5 se expresa solamente en la cara basolateral, donde puede
desencadenar la produccion de citokinas y quimiokinas en respuesta a flagelina
basolateral (336—338). En consecuencia la flagelina luminal sélo podria activar
al TLR5 tras dafio en la barrera epitelial (338), sin embargo otro estudio indica
que TLR5 esta presente en la cara apical de ileon de ratéon (339). En cuanto al
TLR9, su estimulacidn apical da lugar a una inhibicion de NF-kB, mientras que
una estimulacidon basolateral lo activa. De hecho, la activacion apical de TLR9
inhibe la respuesta inflamatoria desencadenada tras la estimulacidn basolateral,
alcanzando lo que se conoce como un estado de tolerancia cruzada (Cross-
tolerance). Esto siguiere que no solo la localizacion, sino también la funcion de
los TLR puede ser polarizada (337).

Estas respuestas divergentes de los TLR en funcidn de la exposicion apical o
basolateral al ligando son consistentes con la hipdtesis de que las respuestas
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inmunoldgicas de los TLR hacia los PAMP varian en funciéon de la existencia o no
de una brecha en la barrera epitelial.

Tras el reconocimiento antigénico, los TLR desencadenan una respuesta
tanto innata como adaptativa, mediante vias de sefializacidn intracelulares que
culminan en la activacién de factores de transcripcion como NF-kB, y proteina
guinasa activada por mitégenos (MAPK, por sus siglas en inglés), lo que induce la
produccién de citokinas proinflamatorias. En ausencia de patdgenos, la
interaccion de los TLR con la microbiota estd relacionada con la proliferacion de
células epiteliales, la produccién de IgA, el mantenimiento de las uniones
estrechas y la expresion de péptidos antimicrobianos, contribuyendo asi a la
homeostasis intestinal y al mantenimiento de una barrera intestinal intacta
(340).

Los NLR aportan mecanismos de defensa adicionales en la mucosa intestinal
(341,342). NOD1 y NOD2 se expresan en el citosol celular de células
presentadoras de antigenos (APC) expuestas a patdégenos que contienen
peptidoglicano (343). A nivel basal, la expresién de NOD1 y NOD2 en células
epiteliales intestinales es baja o nula, aunque esta expresion se incrementa en
casos de inflamacidn o en presencia de citokinas proinflamatorias (344,345). En
el intestino delgado, los mayores niveles de expresiéon de NOD2 se dan en
células de Paneth (346,347). En modelos de sobreexpresion de NOD2, la
estimulacion con muramildipéptido se traduce en la activaciéon de NF-kB, lo que,
junto con la habilidad de las citokinas inflamatorias como TNF-a para activar
NOD2, sugiere que este participa en la respuesta inmune innata contra
patogenos microbianos (344,348,349). Sin embargo la funcion de NOD2 es
objeto de debate ya que estudios con roedores y humanos han mostrado
resultados discordantes: tanto una pérdida como una funcién excesiva del
receptor en células que contienen mutaciones en el gen CARD15 (350).
Especificamente, la funcion de NOD2 en células epiteliales intestinales esta
insuficientemente caracterizada, aunque la produccion reducida de a-
defensinas en ratones con mutaciones en el gen CARD15 sugiere que éste regula
la funcion de células de Paneth (351,352). Sin embargo, la importancia de este
hecho es incierta, ya que ratones sin la forma activa de las a-defensinas o sin
células de Paneth no desarrollan espontdneamente inflamacién intestinal
cronica (352,353).
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o Procesamiento antigénico: La respuesta inmunitaria en el GALT se
genera primariamente en las placas de Peyer's, estructuras constituidas por
foliculos linfoides localizados en la submucosa del intestino, caracterizados por
una elevada poblacién de linfocitos, macréfagos, DC y células M. La superficie
luminal consta de un epitelio especializado denominado epitelio asociado a
foliculo (FAE, por sus siglas en inglés), Formado por células M y otras células
situadas en las inmediaciones. El FAE presenta unas caracteristicas estructurales
y funcionales que facilitan el acceso de antigenos luminales, como ausencia de
microvellosidades, la reduccion de hidrolasas y un niumero reducido de células
de Paneth y caliciformes (354). Las células M desempefian un rol importante en
el paso de antigenos a lo largo de la barrera epitelial; no obstante, no poseen
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC Il, por sus siglas en inglés).
En consecuencia, se supone que no cuentan con la capacidad de procesar
antigenos, limitandose a liberarlos intactos a la regién subepitelial de las placas
de Peyer's, donde son procesados y presentados por APC profesionales (355).
Aunque las células M son la via mas estudiada y conocida para el paso de
antigenos, a través del epitelio intestinal, en el intestino delgado
concretamente, existen otras vias (356). Asi por un lado podemos encontrar una
via de paso asociada a células caliciformes o por otro, las denominadas fugas
paracelulares (paracellular leak), mediante las cuales los antigenos de pequefio
tamafio (menores a 10 kDa), que no pueden ser captados por DC de la lamina
propria, llegan directamente a los nddulos linfaticos mesentéricos donde las DC
residentes los captan y se desarrolla la respuesta inmunoldgica; ademas, las DC
de la lamina propria tienen la capacidad de penetrar a través de las uniones
estrechas de las células epiteliales, exponiendo las dendritas a la luz intestinal,
adquiriendo la propiedad de reconocer antigenos directamente a ese nivel
(357). Aunque los linfocitos B y los monocitos/macréfagos pueden actuar como
APC, las DC han sido descritas como las mas eficientes del organismo.

Las DC son células clave en el control de la inmunidad o la tolerancia hacia
bacterias comensales. En individuos sanos, tras el reconocimiento de antigenos
comensales las DC muestran un fenotipo inmaduro, caracterizado por una alta
capacidad fagocitica y una baja expresidn en su superficie de moléculas MHC-Il y
de miembros de la familia B7: CD80 y CD86, por lo que no se induce una
respuesta en las células T naive (ThO), fendmeno denominado anergia (358). Las
DC son activadas directamente a través de antigenos bacterianos que se unen a
reconocedores de patrones como TLR, o indirectamente a través de citokinas
proinflamatorias producidas por macréfagos, como TNF-a o IL-1. Como
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consecuencia de estos estimulos se transforman en APC potentes caracterizadas
por una baja actividad fagocitica, y una elevada expresion tanto de MHC-Il como
de moléculas co-estimuladoras. En este estado las DC tienen la capacidad de
captar, procesar y presentar los antigenos transportados a través de la barrera
epitelial por las células M. Asimismo como hemos mencionado anteriormente,
las DC tienen la capacidad de expresar proteinas asociadas a TJ lo cual les
permite irrumpir a través de la barrera epitelial sin dafarla, entrando en
contacto directo con los antigenos del lumen. Una vez han madurado migran
hacia los ganglios linfaticos, lugar en el cual activan a linfocitos T naive hacia
respuestas de tipo Thl, Th2 (359-361), Th17 o bien Treg. Igualmente participan
en el proceso de cambio de isotipo a IgA en células B a través de BAFF y APRIL o
indirectamente a través de un incremento en la produccién de IL-6 (362).

o Diferenciacién de células T colaboradoras: Una vez que los antigenos
son procesados por las APC, estas tienen la capacidad de ensefar los péptidos
resultantes a través de MHC-Il a las células T naive (ThO), lo que genera su
activacion y seguidamente su diferenciacién. La naturaleza del antigeno que
activa a los linfocitos, provocara la liberacién de un tipo u otro de citoquinas por
parte de las APC y, de la misma forma, en funcién de la naturaleza de estas
citoquinas se producird la diferenciacion a uno u otro linaje de células T
colaboradoras. Continuando este patrdn, las citokinas IL-12, IL-18, IL-23 y TNF-a
dirigen la polarizacion de las células ThO hacia el subtipo Th1, de forma tal que
cuando ocurra la activaciéon exhibirdn un fenotipo Thl y producirdn altas
cantidades de citokinas Thl (IL-2, IFN-y, TNF-a), las cuales participan en la
perpetuacidn de la reaccién inflamatoria; la diferenciacidn hacia el subtipo Th17
se encuentra mediado por IL-6 y cantidades reducidas de TGF-B (363—366). Estas
células presentaran un fenotipo caracterizado por la expresién de IL-17, IL-22 o
IL-21, entre otras. La induccidn del subtipo celular Th2 estad a cargo de la IL-4,
gue a su vez, como ocurre en el caso de la respuesta Th1, es la principal citokina
en la respuesta Th2, junto a IL-5 o IL-13. En cuanto a las células Treg, la
induccion es protagonizada nuevamente por TGF-B3 pero en esta ocasion en altas
cantidades, generando la secrecidn de citokinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-B),
con el propdsito de sosegar o contrarrestar la respuesta inflamatoria, pero que
en el contexto de la Ell no van a ser suficientes, primando la respuesta de
caracter proinflamatorio. El subtipo Th3 desarrolla funciones de cardcter
protector y antiinflamatorio, ya que también son capaces de generar TGF-B.
Aparte de tener un papel importante en la activacion linfocitaria previamente
descrita, las citokinas generadas por las APC poseen propiedades
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proinflamatorias per se, causando la activacién de diferentes tipos celulares,
como linfocitos presentes en la lamina propria, IEC y macréfagos residentes en
la mucosa intestinal, difundiendo y prolongando asi la reaccién inflamatoria.
Ademas hay una produccién de quimiokinas debido a la activacion de
macréfagos y células epiteliales, lo que causa la formacion de un gradiente
guimiotactico que favorecera la extravasacion y el movimiento de leucocitos
desde el torrente sanguineo hasta el foco inflamatorio (367).

e Disfuncidn del sistema inmunoldgico intestinal (Figura 6)

Partiendo de la hipdtesis que acepta que la Ell resulta de una respuesta
inadecuada del sistema inmunoldgico de la mucosa intestinal hacia la microbiota
entérica y otros antigenos luminales, no es de extrafar que emerjan distintas
incognitas acerca de este particular escenario. El como y por qué estos
elementos son capaces de generar una respuesta inflamatoria inapropiada sigue
siendo un interrogante a dia de hoy. La evidencia experimental de estudios in
vitro, con animales y en humanos sugiere que varios eventos individuales
pueden iniciar alteraciones inflamatorias cuya perpetuacién hara que converjan
en una serie de eventos finales comunes (eventos secundarios).

o Eventos primarios: La funcién barrera intestinal se construye sobre la
base del epitelio, el cual constituye una barrera fisica que separa el dominio
luminal del interior de la mucosa, y que regula en buena medida el
funcionamiento de los demds componentes, que incluyen la capa de mucus, los
péptidos antimicrobianos, la IgA secretora y el sistema inmunoldgico intestinal.
En sentido amplio, podemos considerar asimismo la propia microbiota como
parte de este sistema, en la medida en que su composicién (y su propia
presencia) influye decisivamente en la capacidad de contencidon de la mucosa
intestinal. Desde finales de los afios 70 se conoce la relacién entre las
alteraciones de la permeabilidad a macromoléculas y la Ell. Esta alteracion es
compleja, debido a que la propia inflamacién tiende a aumentar dicha
permeabilidad, de forma que es dificil separar causa y efecto (368—371). No
obstante, se han identificado alteraciones de la permeabilidad en parientes
consanguineos de pacientes de Ell (que presentan mayor riesgo) previamente a
la aparicidn de la enfermedad, asi como otras similares en modelos animales de
colitis no inducida por medios quimicos (en los que la colitis se instaura de
forma gradual) (1). Algunos de los mecanismos que podrian explicar el dafio en
la funcién barrera y que por ende implica alteraciéon en la resistencia y la
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permeabilidad de esta, son la ruptura de las TJ por parte de las células T o una
alteracion del sistema nervioso entérico (369)(372).

Otro hecho destacable es que el sistema inmunitario innato en el epitelio en
la Ell no funciona con normalidad. Una de las causas, es la modificacion de la
comunicacion entre el sistema inmunitario y la microbiota en la que, como se ha
indicado anteriormente, los PRR (TLR, NLR) juegan un papel clave. Un mal
funcionamiento de estos puede derivar en la pérdida del control de Ia
inflamacién causando la instauracién de la Ell. Actualmente existen datos con
caracter controvertido en lo que respecta al desempefio de los TLR. Deplecion
de TLR4, Myd88 o del modulador esencial de NF-kB (NEMO, por sus siglas en
inglés) en IEC o en células no hematopoyéticas implican un defecto en la
defensa contra la infecciones bacterianas o la inflamacién (373)(374)(375), sin
embargo la expresién de TLR4 estd aumentada tano en la EC como en la CU
(376). Por otra parte, TLR3 se encuentra disminuido en pacientes con EC pero no
en CU, posiblemente, debido a su expresion en la cara basolateral; en cuanto a
la expresidn de TLR5, generalmente se encuentra suprimida en la Ell, aunque en
la mucosa dafiada la flagelina puede acoplarse al receptor y agravar la
inflamacién. Pese a todos estos datos, muchos estudios han demostrado un
aumento en la expresion de TLR en la mucosa en Ell.

Los estudios genéticos han revelado la importancia de NOD2 en la Ell. Se ha
observado un incremento en la expresién de éste en IEC, lo que puede
desencadenar la activacion de la cascada de NF-kB, hecho que comprometeria la
habilidad que posee la mucosa de eliminar eficientemente patdgenos, dando
lugar a la consiguiente inflamacion crénica. Diversas citokinas proinflamatorias
como TNF-a e IFN-y pueden ser responsables del aumento en la expresién de
este receptor, ademas un dato relevante es que como consecuencia de un
exceso en respuesta al LPS bacteriano existe un aumento en los niveles de
expresion de MD2, TNF-a e IFN-y en el intestino inflamado (377). Al igual que
con el TLR4, la relacién que existe entre el desarrollo inflamatorio y la alteracion
de NOD2, en cuanto a mayor o menor eficiencia en su funcionalidad, es
bastante debatida. Algunos datos sugieren que el progreso de la Ell es el
resultado de una menor eficiencia de NOD2 como consecuencia de la alteracidn
genética (165). Sin embargo, como se ha descrito al inicio de este apartado, un
aumento en la funcién de NOD2 potenciaria la actividad de NF-kB; aunado a
esto, un estudio reveld la posible participacion de este receptor, no solo a la
hora de potenciar la actividad de NF-kB, sino que ademas podria estar
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involucrado en el procesamiento de la IL-13, hecho que ha sido desarrollado en
un modelo experimental (378).

Otros mecanismos alterados en el sistema inmunitario en la Ell, es el
reconocimiento y presentacién de antigenos por parte de APC profesionales.
Estudios in vivo e in vitro sugieren que las células dendriticas reconocen de
forma incorrecta las bacterias comensales posiblemente debido a una respuesta
alterada o exacerbada de los PRR, induciendo una respuesta inflamatoria tipo
Thl y posiblemente Th17. De hecho se ha observado un incremento en la
expresion de TLR4 en células dendriticas en la Ell (379). Se ha demostrado un
aumento en la frecuencia de APC con fenotipo activo o maduro en la mucosa
inflamada (379), asi como la escasez de APC circulantes inmaduras,
potencialmente tolerogénicas (380). En células dendriticas humanas
procedentes de pacientes con Ell se ha observado un incremento en la
expresion de marcadores de destino al intestino (en inglés “gut homing”) y una
respuesta aberrante a estimulos tipo LPS o CpG (380). La incapacidad de
regulacidn por parte de estas células podria contribuir a la activacién repetitiva
de células T de memoria, ocasionando la permanencia de la inflamacién.

Las APC no profesionales, como las IEC, que en condiciones normales
inducen anergia en células T CD4+, en presencia de citokinas como IFN-y y TNF-a
adquieren un fenotipo activo y aumentan la expresion de moléculas de
histocompatibilidad (381). En pacientes con Ell se ha observado que las IEC
expresan moléculas coestimuladoras alternativas de linfocitos T como CD1d,
gue inducen la estimulacion mediante vias no dependientes de MHC-II, siempre
y cuando los antigenos alcancen la cara basolateral de las IEC donde se expresa
esta molécula (382).

En el paciente de Ell se instaura una respuesta de tipo crénica debido la
incapacidad de controlar el estado de inflamacién fisiolégica en el intestino.
Ademas, existe un desequilibrio entre células T reguladoras y efectoras. En
periodos activos de la enfermedad, las células T efectoras (Thl y Th2)
predominan sobre las células Treg. La EC se caracteriza por ser una respuesta
inmunitaria principalmente dominada por linfocitos Th1, mientras que en la CU
predomina la respuesta Th2. En lamina propria en la EC prevalecen los linfocitos
T CD4+ CD45R0+. Las células T CD4+ son principalmente Thl y producen TNF-a,
IFN-y e IL-6. No obstante en la CU predomina la IL-5 y en menor medida IFN-y.
En la EC, la activacion de células T podria ser el resultado de la liberacion de IL-
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12, IL-23 e IL-18 por células dendriticas y macréfagos (256). Sin embargo en la
CU una de las citokinas claves seria la IL-13 (383). Otras citokinas de caracter
antiapoptético como IL-2, IL-6, IL-5, IL-17 e IL-18 también estan presentes en la
Ell.

Asimismo, la subpoblacién de linfocitos Th17 también es responsable de la
inflamacién en la Ell. Las citokinas implicadas en este subtipo son la IL-17, IL-22 e
IL-21. En pacientes con EC se ha observado un incremento en IL-17 e IL-22
(384,385). Estudios en animales sugieren que la mejoria observada en la terapia
con anti-IL-12 podria deberse a la IL-23, ya que comparten la subunidad p40. La
deplecién del gen que codifica la proteina IL-23 p19 inhibe la colitis producida
en el modelo de ratones con delecion génica de IL-10-/-, mientras que la
deplecion de IL-12p35 no, sugiriendo que la IL-23 y no la IL-12 es importante en
el efecto beneficioso observado en este modelo (386).

o Eventos secundarios: Las vias inflamatorias iniciadas por los
acontecimientos anteriormente descritos convergen en una serie de eventos
finales comunes. En primer lugar, en la Ell el reconocimiento de antigenos por
parte de las APC profesionales provoca la migracién de células del sistema
inmunitario provenientes del torrente circulatorio a la mucosa. El inicio de este
procedimiento estda a cargo de moléculas quimioatrayentes tales como IL-8,
MIP-1a, MIP-13, RANTES (Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and
Secreted, por sus siglas en inglés), MCP-1 (proteina chimotactica de monocitos
1), MCP-2 (proteina chimotactica de monocitos 2) y MCP-3 (proteina
chimotactica de monocitos 3), las cuales induce cambios conformacionales en
moléculas de adhesidon en linfocitos, (integrina a4pf7 o el receptor de
quimioquinas 7) y granulocitos (L-selectinas). Los macréfagos activados
producen citokinas proinflamatorias como IL-1 o TNF-a provocando el aumento
en la expresion de ligandos de moléculas de adhesién en el endotelio vascular
de los vasos sanguineos de la mucosa (E-selectinas y P-selectinas, ICAM-1,
VCAM-1, CACAM-1, VEGF-A), promoviendo la adhesidon de leucocitos y la
extravasacion al tejido (387,388).

En la mucosa se acumulan gran cantidad de metabolitos y mediadores
de inflamacion que dafian el tejido como oxido nitrico, radicales de oxigeno,
prostaglandinas, leucotrienos, histaminas y metaloproteasas (389-391).

Ademds de la inflamacion intestinal, la Ell se asocia a una variedad de
sintomas que afectan a distintos drganos mas o menos distantes del tracto
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gastrointestinal. La mayor parte de estos sintomas se deben al efecto generado
por las citokinas proinflamatorias que se han producido en exceso durante la
inflamacién intestinal. Entre ellos se encuentran la respuesta de fase aguda, la
caquexia o la pérdida de peso (392,393), alteracidén de los habitos alimenticios
como la anorexia (394) o fiebre (395). Las consecuencias hematoldgicas son
multiples: anemia (396-404), alteraciones de la coagulacion, cambios en los
factores hemostaticos, trombocitosis, y aumento de la agregacién plaquetaria, o
leucocitosis (405). Existe una gran controversia en lo que se refiere a las
leucemias o linfomas asociados a la Ell, ya que existen evidencias que apoyan
qgue el mayor riesgo observado se debe al uso de terapias inmunosupresoras y
no a la propia afeccién (406-408).

Por ultimo la Ell estad asociada con el riesgo de padecer cancer colorrectal,
como consecuencia del mantenimiento sostenido del proceso inflamatorio
crénico. El riesgo es directamente proporcional a la duraciéon, la extension y
gravedad de la Ell (409-411). La base molecular que explica la relaciéon en
cuestién esta siendo dilucidada en profundidad en la actualidad. Estudios han
sugerido que el factor de transcripcién nuclear NF-kB podria jugar un papel muy
importante como elemento clave en dicho fendémeno (412), ya que controla la
transcripcién de genes que codifican para moléculas implicadas en el proceso
inflamatorio y a su vez han demostrado una relacién con el desarrollo de cancer.
Asi mismo, las rutas que se encuentran por encima de la activacién de NF-kB
pueden desempenar un rol importante en el desarrollo del proceso maligno,
como por ejemplo la interaccidn entre los TLR y sus respectivos ligandos que, en
ciertos casos dan lugar a la activacion de dicho factor de transcripcion.

Con la finalidad de ampliar la comprensién de esta patologia, se explicaran
concisamente las vias de sefializacibn mds representativas que estan
relacionadas con la Ell.
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HOMEOSTASIS INFLAMACION
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llustracion 7. Homeostasis y disfuncion del sistema inmunoldgico gastrointestinal.

4.1 VIAS DE SENALIZACION INTRACELULAR RELACIONADAS CON LA
INFLAMACION EN Ell

Existe una gran diversidad de vias de sefalizacion que culminan en la
activacion de diversos factores de transcripcion, dando lugar a la expresidn de
genes inflamatorios inducibles. Para un mayor entendimiento de los
mecanismos de sefializacion de cada agente, debe definirse el amplio repertorio
de transductores de seiial y sus interacciones en este sistema. Esto incluye la
produccién de segundos mensajeros, la activacién de proteina quinasa y la
distribucién subcelular de estos transductores, poniéndolos en contacto con sus
dianas apropiadas.

Para efectos de esta Tesis Doctoral. se exnondran a groso modo las vias de
se lustracion 7. Homeostasis y disfuncién del sistema inmunoldgico gastrointestinal.  de este

trabajo experimental.
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4.1.1 FACTOR DE TRANSCRIPCION NUCLEAR KAPPA B (NF-kB)

NF-kB es un factor de transcripcién que ha sido implicado en una gran
variedad de fendmenos celulares como la proliferacién celular, la diferenciacion
y la respuesta inmunitaria tanto innata como adaptativa (413,414). Fue
descubierto como parte de la maquinaria de transcripcidon de los genes de la
cadena k de las inmunoglobulinas en linfocitos B (de ahi su nombre). La familia
NF-kB estd formada por factores de transcripcion diméricos que contienen
dominios RHD (en inglés “Rel-homology domains”) capaces de unirse a
secuencias de DNA, conocidas como elementos de respuesta a NF-kB (5’-
GGGRNNYYCC-3’; R, purina; Y, pirimidina; N, cualquier nucleétido), que estan
presentes en las regiones promotoras y amplificadoras de varios genes. En
células de mamiferos, la familia NF-kB estd compuesta por 5 miembros: p65
(RelA), RelB, C-Rel, p105 (NF-kB1; precursor de p50) y p100 (NF-kB2; precursor
de p52) (415-418). Las proteinas NF-kB forman homo o heterodimeros,
regulando la expresién de diferentes genes, involucrados en la respuesta
inmunolégica innata y adaptativa, la inflamacién, fendmenos anti-apoptdticos,
la proliferacidn celular y el estrés. La localizacion citoplasmatica de NF-kB es
regulada por una familia de proteinas inhibidoras denominadas IkB, cuyos
principales miembros son IkBa, IkBB e |kBe (419-421) (Esquema 2). Diversos
estimulos (citokinas, productos bacterianos, estrés oxidativo, entre otros.)
conducen a la activacién del complejo IKK, compuesto por dos subunidades
efectoras, IKKa e IKKB y una subunidad reguladora, IKKy o NEMO (422,423). La
activacion de IKK finalmente dard lugar a la activacion de NF-kB y posterior
translocacion al nucleo. La activacién de NF-kB puede producirse a través de dos
vias distintas: la via clasica o candnica y la via alternativa (424). La via clasica
implica la fosforilacién de IKKPB, y la consiguiente fosforilacion por esta de 1kB, su
ubiquitinacion por la subunidad 26S del proteasoma y degradacion, liberando el
dimero NF-kB en su forma activa (425,426). El heterodimero compuesto por
p50/RelA (o variantes de esta férmula) translocan al nucleo, lugar en el que
regula la expresién génica. Algunos de los estimulos de la via clasica son capaces
de accionar la via alternativa a través de la activacidon de IKKa y NIK. Esta via
implica el procesamiento de p100 dando lugar a p52. IKKy no es estrictamente
necesario en la activacidn de esta via. La ubiquitinizaciéon de p100 no implica su
degradacion completa por el proteosoma, sino que genera un producto activo
capaz de unirse al DNA: p52. IKKy no es estrictamente necesario en la activacion
de esta via. La ubiquitinizacién de p100 no implica su degradacidn completa por
el proteosoma, sino que genera un producto activo capaz de unirse al DNA: p52.
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Este proceso es mas lento que la activacién de la via clasica e implica una
activacién retardada de complejos que contienen p52 como p52/RelB. La
activacion de la via alternativa parece estar restringida a algunos miembros de
TNFR y virus oncogénicos (427-429).

La estimulacién de la mayoria de los TLR induce la translocaciéon de NF-kB al
nucleo, lugar en el que regula la expresidn de diversos genes implicados en la
respuesta inflamatoria innata y adaptativa. Se ha relacionado la activacion
constante de NF-kB con el desarrollo de inflamacién crénica y dafo tisular.
Diversos modelos experimentales de colitis en animales manifiestan una
activacion de NF-kB y, en concordancia con estos datos, el bloqueo de dicho
factor supone una mejoria del estado de los animales y de la colitis (430,431).

Por el contrario, la activacién de NF-kB también estd implicada en el
mantenimiento de la integridad del epitelio y ofrece proteccién frente a la
muerte celular mediante la induccion de la expresién de proteinas
antiapoptéticas (432,433). La falta de activacién de NF-kB en ratones con
delecién génica de NEMO en epitelio intestinal supone el desarrollo de una
inflamacién crdénica grave (373), de forma que la estimulacién de NF-kB podria
ser beneficiosa para el mantenimiento de la integridad del epitelio y jugar un
papel protector en el desarrollo de la colitis. De hecho, una de las teorias mas
aceptadas recientemente formula que es necesario un estado de activacion
basal para el correcto funcionamiento del sistema inmunitario intestinal.
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Esquema 2. Ruta de sefializacion de NFkB.

4.1.2 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE (MAPK)

Las MAPK son componentes de cascadas de sefalizacion en las cuales
distintos estimulos extracelulares (estrés celular, factores de crecimiento,
citokinas, etc.) confluyen para iniciar una respuesta inflamatoria (434). Son un
grupo heterogéneo de enzimas responsables de la fosforilacion de aminoacidos
de serina y treonina en distintas proteinas. Existen siete familias de MAPK que
pueden dividirse en dos grupos: las MAPK clasicas (ERK1/2, p38, JNK y ERK5) y
las MAPK atipicas (ERK3, ERK4, ERK7 y NLK) (435,436).

La unién del ligando a un receptor inicia una cascada de sucesos
responsables de distintas respuestas celulares. Las MAPK actian como
intermediarios durante este proceso. Después de la activacion del receptor,
MAP3K es activada y fosforila a MAP2K. Esta a su vez activa a MAPK, la cual
tiene la capacidad de unirse y fosforilar otras proteinas, de translocarse al
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nucleo para activar mecanismos moleculares como la transcripcion de distintos
genes o inducir otras acciones como la migracién celular (437). (Esquema 3)

La regulacién de la accidn de las MAPK es producida a diferentes niveles, por
una parte, controlando, la presencia o ausencia de alguna proteina en concreto
gue pertenece a la cascada (435,438) o por medio de la accién de fosfatasas que
actian como reguladores negativos de las MAPK (439).
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Esquema 3. Ruta de sefializacion de las MAPK.

El papel de MAPK en procesos inflamatorios en el sistema gastrointestinal ha
sido justificado en diversos estudios, siendo ERK, p38 y JNK las MAPK mas
estudiadas. Existen estudios que indican que la participacidn de ERK5 potencia
las sefales antiinflamatorias y a su vez promueve la proliferacion vy
supervivencia de macréfagos (440)(441). La activacion de ERK1/2 conlleva a la
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activacidon de proteinas proinflamatorias como fosfolipasa A y de factores de
transcripcién como Ets-1, Elk y c-myc. Estos factores de transcripcién estan
implicados en procesos inflamatorios como la migracidon y la proliferacion celular
(442)(443)(444). ERK1/2 participa en vias de sefializacién inducida por IL-21 e IL-
1 (445)(446). El papel regulador de p38 en la produccién de citokinas ha sido
demostrado tanto en colonocitos in vitro como en macrdéfagos en un modelo de
colitis experimental en ratones (447)(448)(449). P38 puede activar distintos
factores de transcripciéon como PPARa o Cdx-2, este ultimo implicado en la
diferenciacidon de células epiteliales intestinales (450)(451). Ademas, diversos
genes relacionados con la respuesta inmunitaria innata en el sistema
gastrointestinal e incluso el factor de transcripcion anteriormente descrito NF-
kB son regulados por p38 (448)(452)(453). JNK es responsable de la fosforilacion
de c-jun, perteneciente a la familia de factores de transcripcion AP1
responsables de la transcripcion de una gran cantidad de genes incluyendo
genes que modifican diversas citokinas (454)(455)(456)(457)(458).

4.2 MODELOS EXPERIMENTALES EN Ell

En los ultimos afios se ha producido un notable avance en el conocimiento
de los factores involucrados en la iniciacién y perpetuacién de la Ell. No
obstante, hoy por hoy no se han logrado identificar con exactitud los complejos
mecanismos fisiopatoldgicos implicados en esta enfermedad. Las limitaciones
analiticas y el hecho de no disponer de modelos experimentales que
reproduzcan con fidelidad la etiopatogenia de la enfermedad en humanos, son
algunas de las causas del desconocimiento actual de la Ell. Sin embargo, la
aparicién de la protedmica y la tecnologia de microarrays posiblemente paliaran
las deficiencias en el conocimiento de las alteraciones genéticas y epigenéticas
asociadas. No obstante, para profundizar en la fisiopatologia de esta afeccion,
actualmente se dispone de sistemas experimentales que son de gran utilidad ya
gue entre otras cosas nos permiten estudiar el posible efecto terapéutico de
nuevos compuestos. La mayoria de estos modelos estan basados en la induccién
gquimica, transferencia de células del sistema inmunitario o modificaciones
genéticas. En algunos casos la enfermedad surge espontdneamente. Podemos
clasificar los modelos animales en tres categorias de acuerdo al defecto en la
inmunidad que desencadena la enfermedad:

Defectos en la integridad y/o permeabilidad de la mucosa: modelos de
colitis inducida por agentes quimicos (DSS, TNBS u oxalazona), ratones mutantes
quiméricos para N-cadherina, ratones eficientes en keratina 8, ratones
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deficientes en MDR1, ratones deficientes en IKK-y/IKKap en células epiteliales
del intestino y modelos de inflamacién espontanea (ratones SAMP1/Yit).

Defectos en el sistema inmunitario innato: ratones deficientes en STAT3 en
células mieloides, ratones deficientes en A20.

MRE ‘modelo de

Defectos en el sistema inmunitario adaptativo: ratones TNF
transferencia de células CD45RB", ratones transgénicos para STAT4, ratones

deficientes en IL-10, ratones con delecién génica de TCRa (459).

4.2.1 COLITIS INDUCIDA POR SULFATO DE DEXTRANO SODICO (DSS)

Este modelo fue descrito por Okayasu en 1990 (460). La administracion de
DSS en el agua de bebida induce una colitis aguda que se caracteriza por diarrea
sanguinolenta, ulceraciones e infiltracion de granulocitos (461). El DSS es téxico
para las células del epitelio intestinal de las bases de las criptas, afectando
directamente a la integridad de la membrana. La respuesta aguda se caracteriza
por un aumento en la produccidn de citokinas secretadas por macréfagos (IL-6,
TNF-a, IL-18 y GM-CSF). El modelo DSS es especialmente Util para estudiar la
contribucidn del sistema inmunitario innato en colitis, asi como los mecanismos
de reparacidn intestinal. La inmunidad adaptativa no parece estar implicada de
forma obligatoria en este modelo de colitis (al menos en la fase aguda) dado que
en ratones deficientes en células Ty B C.B-17°™ o Ragl'/' también se produce
inflamacién (462). En determinadas cepas la administracién de DSS durante
varios ciclos provoca una colitis crénica que puede ser combinada con una dosis
inicial y Unica del carcinégeno azoximetano (AOM) dando lugar a un modelo de
inflamacién asociado a cancer colorrectal (463). En la fase crdnica, la
inflamacién estd mediada por linfocitos Thl y Th2 productores de IFN-y e IL-4
que han sido activados en la fase aguda (464).

4.2.2 COLITIS INDUCIDA POR ACIDO TRINITROBENCENOSULFONICO (TNBS)

El modelo de colitis por TNBS fue descrito originariamente por Morris et al.
En el afio 1989, en ratas (465). Dado que el TNBS no es toxico de forma directa
para el epitelio, se administra por via intrarrectal en una solucién de etanol al
50%, el cual dafa al epitelio y permite el acceso del TNBS a la mucosa. Se
consiguen efectos similares si el TNBS es inyectado directamente en la mucosa
(sin etanol). El TNBS se comporta como un hapteno, desencadenando una
respuesta de hipersensibilidad retardada previa reaccién con las proteinas
tisulares (haptenacién). En ausencia de TNBS la respuesta inflamatoria al etanol
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es aguda y se resuelve completamente en unos 3-4 dias. Por el contrario, la
combinacion de TNBS/etanol produce una respuesta que se prolonga durante
semanas (hasta 8 semanas con una dosis de 30 mg/mL). El modelo fue adaptado
posteriormente al ratdn, el cual parece presentar una respuesta inmunoldgica
mas "pura" de tipo Thil, frente al caracter mixto del modelo en rata, y una
respuesta inicial al etanol mas leve (466). En el modelo en ratén la cronicidad
solo se consigue a través de un protocolo con administraciones repetidas y
periddicas, o mediante un proceso de presensibilizacion (467).

En ambos casos se desarrolla una inflamacién transmural, con pérdida de
peso, anorexia y diarrea. Se produce una necrosis epitelial, seguida de una
inflamacién de la mucosa, con formacidn de granulomas y una marcada fibrosis,
ademas de alteraciones funcionales como trastornos en el transporte
hidroelectrolitico y en la motilidad. La mucosa presenta un infiltrado
caracterizado por la presencia de linfocitos T CD4+ que liberan grandes
cantidades de IFN-y e IL-12, pero no IL-4 (466) asi como también células
productoras de IgG e IgM (468). Los linfocitos T reguladores tienen la capacidad
de inhibir la colitis de tipo Th1 desarrollada en este modelo (468)(469).

4.2.3 MODELO DE COLITIS INDUCIDA POR TRANSFERENCIA CELULAR

La reactividad de linfocitos T hacia autoantigenos existe normalmente,
aunque estd controlada mediante mecanismos de inmunoregulacidn. Powrie y
col. demostraron que la inyecciéon de células T CD4+ CD45R" a ratas atimicas,
daba lugar a un proceso inflamatorio inexistente en el caso de una inyeccién con
células T CD4+ no fraccionadas (con mezcla de células CD45" y CD45"),
sugiriendo la actuacién de un mecanismo inmunoregulador que evita la
inmunoreactividad. Mds tarde, Morrisey y col. demostraron los mismos
hallazgos tras la inyeccién de dichas poblaciones celulares en ratones con
inmunodeficiencia severa combinada (SCID, por sus siglas en inglés) (470)(471).
Aunque existen diferentes variaciones de este modelo (472), basicamente el
proceso inflamatorio desencadenado se caracteriza por una hiperplasia severa
de células epiteliales intestinales. Pasadas unas semanas tras la transferencia,
los ratones comienzan a perder peso y a presentar diarrea. Esta colitis no remite
y da lugar eventualmente a la muerte del animal. El colon presenta un marcado
engrosamiento debido tanto a la hiperplasia del epitelio como a la infiltracién de
linfocitos y macrofagos en la lamina propria y la mucosa. El intestino delgado no
se ve afectado, solamente se observa una infiltracion difusa de células
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mononucleares en la lamina propria. La enfermedad se puede prevenir por
medio del tratamiento con anti-IFN-y, anti-TNF-a o IL-10 (473), lo que indica que
es una colitis mediada por células efectoras de tipo Th1.

5. IMPLICACION DE LOS MIRNAS EN ENFERMEDADES

Como se ha mencionado inicialmente, los miRNAs estan implicados en
diversos procesos biolégicos celulares esenciales, como el desarrollo, Ia
diferenciacidn y proliferacién, entre otros (474). No obstante, se ha confirmado
que la desregulacién en la biogénesis y funcién de los miRNAs contribuye al
desarrollo de enfermedades, por lo que estos pequefios reguladores genéticos
han emergido en las ultimas décadas como potenciales biomarcadores y dianas
terapéuticas en una amplia variedad de patologias. Algunas patologias a las que
se han asociado estos reguladores genéticos son: cancer, enfermedades
vasculares, enfermedades inmunes, infecciones, entre otras (475,476).

La primera evidencia que relaciona la deteccién de anormalidades en la
expresion de miRNAs en seres humanos fue en el afio 2002, y proviene de un
estudio realizado en pacientes con leucemia linfocitica crénica (CLL, por sus
siglas en inglés) (477), en el que se examino una delecidn recurrente localizada
en el cromosoma 13g14.3; encontrandose que la regidn comin mas pequeiia de
la delecién codifica para 2 miRNAs: miR-15a y miR-16-1, lo que sugiere su papel
como genes supresores de tumores (478); cuando estos miRNAs se expresan
normalmente se unen a la region 3’UTR del mRNA de la proteina anti-apoptdtica
BCL2, lo que provoca la inhibicion de su traduccién, y pueden activarse los
mecanismos usuales de muerte celular programada; la ausencia de miR-15a y
miR-16-1 induce niveles elevados de esta proteina y el bloqueo de la apoptosis
(479,480). Otros ejemplos de miRNAs que funcionan como supresores
tumorales son las familias de let-7 (481) y miR-34 (482,483).

Los miRNAs también pueden actuar como oncogenes. El ejemplo mejor
estudiado es el del cluster miR-17-92. Este incluye 6 miRNAs maduros (miR-17,
miR-18a, miR-19a, miR19b-1, miR20a y miR-92-1) que comparten un transcrito
primario comun generado del loci 13g31.3 (484). El clUster esta amplificado en
varios tipos de linfomas y también en cancer de pulmédn, colon, pancreas y
préstata (485-487). Su expresion puede ser regulada directamente por los
factores de transcripcion c-myc y E2F (488)(489). La sobreexpresion de este
cluster se asocia con el desarrollo de tumores. De igual forma, miR-21 (490-492)
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miR-155 (493) y miR-272/miR-273 (494) son otros ejemplos de miRNAs que
actlian como oncogenes.

Recientemente patrones de expresion de miRNAs se han reportado en
muchos canceres humanos. Se estima que mas del 50% de los genes humanos
de miRNAs se encuentran en las regiones asociadas o en sitios fragiles de los
cromosomas, que son puntos criticos para supresidon génica, amplificacién y
mutaciones (495).

En sintesis, podria decirse que cuando se altera la expresion de los miRNAs
se desencadena la ganancia o pérdida de funcién en las células cancerigenas,
por lo que las definiciones de oncogenes y supresores tumorales se han
ampliado para incluir a los miRNAs, ademads de los clasicos genes que codifican
proteinas (496,497). Otro aspecto de interés es que los patrones de expresion
de los miRNAs son tejido-especificos, por lo que un mismo miRNA puede actuar
como un oncogén o un supresor tumoral dependiendo del contexto (498).

Aunque la mayor parte de los estudios realizados con miRNAs han sido en
cancer, trabajos recientes han sefialado que los miRNAs también desempefian
un rol importante en la regulacidon de la inflamacidon. Se ha demostrado que
cambios en la expresion de miRNAs pueden actuar sobre la respuesta
inflamatoria en humanos y que la sobreexpresién y/o la inhibicion de estas
moléculas regulan la liberacién de gran numero de citokinas inflamatorias.
Distintos miRNAs como miR-132, miR-146a y miR-155 pueden ser regulados por
mediadores inflamatorios como NF-kB, TNF-a, IFN-B y componentes
microbianos como los PAMP, dando lugar a la expansién y desarrollo de
granulocitos/monocitos durante la inflamacidon (499,500). Otro ejemplo lo
constituye miR-9 que puede ser inducido por agonistas del TLR-2 y TLR7/8 y por
las citokinas proinflamatorias TNF e IL-1B, pero no por el IFN-y (501). Asimismo
se ha puesto de manifiesto que ciertas modificaciones en el incremento de
concentraciones de microRNA-146a y microRNA-223 en estados sépticos, son
debidas al sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (502,503). En este
sentido, existen muchas evidencias que respaldan que los miRNAs estan
involucrados en el desarrollo de células inmunes y en el control de sus
funciones, sugiriendo su implicacion directa en el desarrollo de la inflamacion y
de las enfermedades autoinmunes (EAI) (500,504-510). Ademas, diferentes EAI
como la artritis reumatoide (AR), el lupus eritematoso sistémico (LES), el
sindrome de Sjogren, la esclerosis multiple (EM), la purpura trombocitopénica
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idiopatica, la psoriasis (PS) o la Ell, se han asociado con diferentes patrones de
expresion de miRNAs (506,508-511).

La expresion aberrante de miRNAs en algunas de estas enfermedades
inflamatorias y autoinmunes ha sido motivo de amplia investigacién, ya que
podrian afectar transcritos claves en la aparicion de estas patologias (512). Por
ejemplo, en la artritis reumatoide, se ha descrito que miR-155 y miR-146 estan
sobreexpresados en fibroblastos sinoviales de pacientes en relacidon a sujetos
sanos. La expresién de miR-155 es aumentada por moléculas proinflamatorias
tales como TNF e IL-1B, aumento que produce un efecto inhibitorio en la
expresion de metaloproteinas en fibroblastos sinoviales (513). Por otro lado,
miR-146, miRNA cuya funcién mas descrita es restringir la via NF-kB, es
sobreregulado por citokinas proinflamatorias (514,515). En el caso de psoriasis,
se ha descrito una sobreexpresién de miR-21 y miR-146a en muestras de piel de
pacientes en relacion a individuos sanos. En el caso del LES, se ha demostrado
gue la mayoria de los genes relacionados a esta patologia contienen al menos
un sitio blanco para miRNAs. Por ejemplo, una de las propiedades que se le ha
atribuido a miR-146a es la de actuar como regulador negativo de la sefial de TLR,
y se ha observado que su expresién estd disminuida en pacientes con LES.
También, este miRNA ha sido descrito como un regulador negativo de la via de
sefializacion de IFN tipo I, llevando a cabo su funcién a través de la regulacion
del factor de regulacién de interferon 5 y de la proteina de transduccién de
sefiales y transcripcién, STAT1; por lo tanto, la disminucidén de la expresién de
miR-146a en las células mononucleares de sangre periférica podria contribuir al
aumento en la produccién de IFN tipo 1 en el LES (516).Existen otros estudios en
los cuales se ha demostrado que los miRNAs podrian ser la causa de la
citotoxicidad mediada por citokinas de las células B pancreaticas. Esta toxicidad
es alcanzada cuando IL-1B y TNF inducen la expresion de miR-21, miR-34a y
miR146a en los islotes pancreaticos, produciendo dafio en las células B como
consecuencia del aumento en la produccion de citokinas proinflamatorias (517).

Estos estudios revelan que los miRNA no regulan solamente el desarrollo de
células de la inmunidad innata o adaptativa, sino que también acompasan el
delicado equilibrio de su respuesta (303,509). El conocimiento del papel de los
miRNAs en la regulacion de la inflamacidn es un campo de estudio importante
gue puede significar una comprension mas profunda de la patogénesis de la Ell.

5.1 IMPLICACION DE LOS miRNAs EN ElI
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Como se describe en los parrafos anteriores, emergentes manifestaciones
han ilustrado que los miRNAs juegan un rol crucial en el desarrollo de un gran
numero de enfermedades mediante la regulacion de diversas moléculas y vias
centrales de sefializacién (84,518). Hasta la fecha, el efecto y funcién de los
miRNAs en la Ell, es poco conocido, sin embargo se ha sugerido la existencia de
miRNAs relacionados con Ell los cuales podrian contribuir a el establecimiento
de la homeostasis inmunoldgica a nivel de la mucosa intestinal (519).

Actualmente existen pocos estudios y revisiones que analicen patrones de
expresion de miRNAs en pacientes con Ell (302,520-526). El primer estudio en
CU donde el miRNA fue directamente examinado en la mucosa de estos
pacientes fue realizado por Wu y col. (520). En este trabajo se analizé la
expresion de miRNAs en pacientes con CU activa e inactiva, EC, sindrome de
intestino irritable (Sll), colitis infecciosa (Cl) y colitis microscopica (CM), asi como
en sujetos sanos. Se identificaron diferencias en los patrones de expresion de
miRNAs en la mucosa de pacientes con CU en brote de actividad comparando
con inactivad y de individuos sanos. Se demostré que los niveles de miR-192
estaban significativamente disminuidos en los pacientes con CU activa. Ademas
se observd que el miR-192 se expresaba predominantemente en las células
epiteliales coldnicas y que regulaba la expresion del péptido inflamatorio de
macrofagos 2 alfa (MIP-2a), citoquina expresada por las células epiteliales. Asi
pues, en las células epiteliales del colon, el TNF inducia la expresion de MIP-2 a
provocando una reduccidn de la expresion de miR-192. Otros miRNA analizados
como miR-21, miR-375, miR-422 y miR-23a, tenian patrones de expresion
distintos segun el tipo de patologia (Sll, ClI, CM, EC) y al ser comparados con
tejidos de sujetos sanos. Todos estos hallazgos demuestran que cada miRNA
puede estar interviniendo en los diferentes aspectos de la inflamacién y que
ademds son moléculas capaces de regular la expresion de las citokinas
expresadas por las células del epitelio intestinal.

Posteriormente, otro estudio realizado en mucosa de 12 pacientes con CU
activa confirmé el aumento de miR-21 e identificé ademas un aumento del miR-
155 (521). Otro tercer estudio también llevado a cabo en mucosa, pero esta vez
en CU y en EC, identific diferencias en los patrones de expresion de los miRNAs
entre ambas enfermedades asi como entre la mucosa inflamada y no inflamada
y al compararlas con sujetos sanos control (522). Todos estos datos apoyan la
idea de que las alteraciones en la expresion de miRNAs preexisten en la mucosa
no inflamada de los pacientes con EC y CU y que podrian tener un papel crucial
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en la sensibilizacién de la mucosa quiescente a factores ambientales y/o
inductores de la Ell (flora comensal) y en el inicio y/o recaida de la inflamacion.

El grupo de Wu F y colaboradores ha publicado dos trabajos (523,524)
realizados en pacientes con EC y con CU en diferentes estadios y distintos
patrones de la enfermedad, uno en mucosa y otro en sangre periférica, siendo
este ultimo el primer estudio Illevado a cabo en sangre periférica de pacientes
con Ell. En cuanto al estudio realizado en mucosa (523), se identificaron
diferentes regiones en el colon-intestino (recto, sigma, colon transverso, ciego e
ileon terminal) con patrones de expresion especificos en cada una de ellas v,
ademads, se hallaron patrones de expresidon distintos entre los diferentes
subtipos de EC (EC de colon y EC ileal). Finalmente, se identificaron 5 miRNAs
expresados de forma distinta en la mucosa de los pacientes con EC activa de
colon al comparar con mucosa de sujetos sanos y, de igual forma, se encontré
gue existia un aumento significativo en la expresion de 4 miRNAs en la mucosa
de pacientes con EC activa ileal. En la (tabla 5) se recoge un resumen de cada
uno de los estudios mencionados en este apartado, donde se plasman los
distintos miRNAs en funcién de su expresion y tipo de patologia inflamatoria
intestinal.

73



Tabla 5. Resumen de los estudios de microRNA en Enfermedad Inflamatoria
Intestinal. CUa: colitis ulcerosa activa; CUi: colitis ulcerosa inactiva; Ctr:
control; ECa: enfermedad de Crohn activa; ECi: enfermedad de Crohn
inactiva; miR-: microARN; I*: aumento de expresion; | : disminucion de

expresion
Referencia miRNA Expresiony
enfermedad
{519) Mucosa miR-16, miR-21, miR-23a, miR-24, miR-| T en CUavs
29a, miR-126, miR-195, Left-7f Ctr
miR-192, miR-375, miR-422h L enCUavs
Ctr
{520) Mucosa miR-21, mi-R155 T~ en CUa vs
Ctr
(522) miR-23b, miR-106, miR-191 “I* en ECa colon
Mucosa ws Ctr
miR-19b, miR-629 <l- en ECa colon
vs Ctr
miR-16, miR-21, miR-233, miR-594 I en ECaileon
vs Ctr
{521) Mucosa miR-29a, miR-29b, miR-126%, miR-127-| > en CUiy CUa
3p. miR-324-3p vs Ctr
miR-188-5p, miR-215 miR-320a, miR- | .| en CUiy CUa
346 ws Ctr
miR-196a T sélo en CUI
vs Ctr
miR-7, miR-31, miR-125b, miR-223 T sélo en CUa
vs Ctr
miR-26a, miR-29b, miR-320b, miR-34¢- | ‘T~ en ECay ECi
S5p, mMiR-126*miR-127-3p, r -133hb, vs Ctr
miR-155. miR-196a, miR-324-3p miR-
21, miR-22, miR-29¢, miR-31, miR-
106a, miR-146amiR-146b-5p, miR-150
miR-9*, miR-30a*, miR-30c, miR-223 T+ sélo en ECi
vs Ctr
miR-9, MiR-126, miR-130a, 181c, miR- I sélo en ECa
375 ws Ctr
miR-29a, miR-29b, miR-30c, miR- ‘T~ en ECiy CUI
126*miR-127-3p, miR-196a, miR-224- vs Ctr
3p
miR-29a, miR-29b, miR-126%, miR-127- T~ en CUay
3p,. miR-224-2p ECaws Ctr
miR-150, miR-196b, miR-199%a-3p. miR-| ‘T en ECa vs Ctr
199b-5pmiR-223, miR-320a
(523) Sangre miR-19%a-5p. miR-362-3p, miR-532-3p, | ‘I en ECa vs Ctr
miRplus-E1271
miRplus-F1065 <l- en ECavs Ctr
miR-340* ‘I~ en ECa y ECi
vs Ctr
miR-149* -l en ECay ECi
vs Ctr
miR-28-5p, miR-151-5p, miR-199a-5p, “T en CUa vs
miR-340*, miRplus-E1271 Ctr
miRs-103-2*%, miR-362-2p. miR-532-3p | > en CUay CUi
vs Ctr
miR-505% - en CUa vy CUi
vs Ctr
miR-28-5p, miR-151-5p, miR-103-2*%, T en CUavws
miR-340*miRplus-E1153, miR-532-3p, CDa
miR-149*
miR-505* .J- CUawvs ECa

En relacidon al estudio que se realizé en sangre periférica (524), se demostré
que existen diferencias entre patrones de expresiéon de miRNAs en individuos
sanos y pacientes que cursaban con diferentes subtipos de Ell. En consecuencia,
se observé que 7 miRNAs fueron expresados de forma diferente en los pacientes
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con EC activa comparado con individuos sanos, sin diferencias al hacer
subgrupos de pacientes con EC (ileal y cdlica). Asimismo, entre los pacientes con
CU activa e individuos controles, 9 miRNAs fueron expresados de forma
diferente, sin observar tampoco diferencias en los subgrupos de CU (pancolitis y
colitis distal). Finalmente, se encontraron 8 miRNAs que permiten distinguir EC
activa de CU activa (7 aumentados y 1 disminuido significativamente en CU
activa comparado con EC activa (Tabla 5).

Se asume que la inflamacién crénica que se produce en la Ell es una
situacidon preneoplasica con elevado riesgo de degeneracion. La incidencia de
cancer colorrectal (CCR) en la Ell estda aumentada, siendo en el caso de la CU de
3/1.000 personas/afio, 5 veces superior a la poblacion general (527,528). Se ha
publicado un estudio que revela que los niveles elevados de miR-31 se
correlacionan con la progresidn de inflamacidn crénica a displasia y cancer en la
mucosa coldnica de la Ell, siendo capaz de distinguir el cancer esporadico del
asociado a la Ell (529). Estos hallazgos sugieren que miR-31 podria ser util como
biomarcador de deteccién precoz o prediccidon de displasia y CCR. Ademads se ha
observado que miR-31 regula la expresién del factor inhibidor del FIH-1 (factor
inducido por hipoxia), el cual estd muy implicado en la angiogénesis y la
progresiéon tumoral.

La evidencia que existe hasta el momento del papel de los miRNAs en la Ell
demuestra que tienen una funcién importante en la patogenia de la enfermedad
todavia a la espera de dilucidar en profundidad. Existen patrones de expresion
especificos para la EC y la CU, que permiten diferenciar ambas patologias y sus
distintos estadios evolutivos (actividad-quiescencia).

5.2 miRNA 146a Y Ell

La familia miR-146 estd compuesta por dos miembros, miRNA-146a vy
miRNA-146b, en humanos se localizan en los cromosomas 5q33.3 y 10q24.32,
mientras que en ratdn reside en cromosoma 11 y 19 respectivamente; ambos
poseen la region semilla idéntica y mRNA diana putativos, pero difieren en su
forma madura sélo por dos nucleétidos en la regiéon 3' y en la estructura
secundaria (tallo-bucle). En 2006 David Baltimore y col. Publicaban un estudio
que resulté muy significativo para la investigacion de miRNAs, plantearon la
existencia de un bucle de retroalimentacién que implicaba a miRNA 146a con la
sefializacion a través de TLR. El estudio consistia en evaluar las posibilidades de
participacién que miRNAs podian tener en la respuesta inmune innata, para ello,
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analizaron la expresion de 200 miRNAs a través de la activacion de TLR4,
posterior a la exposicidon con LPS, (499), como resultado encontraron que la
induccion de la transcripcion de miR146a tanto por LPS, como por TNF e IL-1B
era dependiente de NF-kB, ademas que a su vez, la familia de receptores
asociados a factor de necrosis tumoral (TRAF6) y la interleucina-1 asociada al
receptor quinasa (IRAK1), resultaron ser dianas potenciales de miR-146a, lo que
significa que este miRNA puede actuar como un regulador negativo y ofrecer un
fino ajuste de la respuesta inmune. Una respuesta exacerbada o demasiado
prolongada puede tener efectos perjudiciales, lo que deriva en trastornos
inflamatorios agudos y crénicos. En este sentido, el estudio anteriormente
citado demostraba el estricto rol que ejercen las células del sistema
inmunoldgico a diferentes niveles para controlar la respuesta inmune. Asimismo
esta investigacion (499) dio a conocer un sistema de retroalimentacién delicado
por el cual el reconocimiento de componentes bacterianos por parte de TLR
desencadena la activacion de NF-kB, el cual acaba regulando a los propios genes
de miRNA 146a, y a su vez regula de manera negativa a las proteinas
amortiguadoras IRAK1 y TRAF6; un mecanismo de compensacién eficaz para
bajar el tono de la respuesta inflamatoria, que al no ser controlada, podria
desatar una sucesion de efectos adversos.

El miR-146a ha sido ilustrado como una de las moléculas clave de la
respuesta inflamatoria y, ademas, ha sido relacionado con poseer un papel
central en la oncogénesis (48,530).

La implicacion de miRNA 146a en la Ell ha sido poco estudiada, sin embargo
estudios como los que se han resefiado a lo largo de este trabajo y estudios
actuales confirman la estrecha relacién de este regulador genético con esta
afeccidn, principalmente con el caracter inflamatorio de la misma, ya que es
evidente que es un elemento importante en la respuesta inmunitaria, asi como
distintas cascadas de sefializacion relacionadas con la fisiopatologia de la Ell.
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El intestino es el hogar de la mas amplia coleccidon de microorganismos. La
capacidad que posee el sistema inmunoldgico para co-evolucionar con la
microbiota durante la vida postnatal permite que el hospedador y la microbiota
coexistan en una relacion mutuamente beneficiosa (531). La homeostasis
intestinal depende fundamentalmente de la interaccién que surge entre el
epitelio intestinal y las bacterias. Este hecho se manifiesta claramente en las
enfermedades inflamatorias intestinales en las cuales se sabe que la disbiosis
juega un papel patogénico (1). Ademads, la disbiosis se ha relacionado con
enfermedades sistémicas como el higado graso, la obesidad o la diabetes (2,3).
Actualmente se conoce que el sistema inmune intestinal y la microbiota
mantienen una alianza de colaboracidén en el que la microbiota modula al
sistema inmunoldgico y, a su vez, este Ultimo tolera la microbiota y combate las
bacterias patdgenas invasoras (4). Esta sociedad es posible en gran medida
debido a la sefializacién de antigenos de naturaleza bacteriana sobre los
receptores de reconocimiento de patrones microbianos conservados (PRR, por
sus siglas en inglés) que se expresan en las células del sistema inmune innato.
Entre estos receptores se encuentran: los RLR (receptores tipo RIG-I; gen de
acido retinoico inducible 1), los NLR (receptores tipo NOD, nucleotide-binding-
oligomerisation) y los TLR (receptores tipo Toll) que son los mejor caracterizados
(5,6).

Las células epiteliales intestinales (IEC) son consideradas componentes del
sistema inmune innato intestinal, las cuales ejercen un rol importante en la
comunicacion que se establece con la microbiota y el desarrollo de la tolerancia.
De hecho, las IEC expresan TLR, pero en condiciones homeostaticas la expresion
es baja y los efectos de sus ligandos se corresponden a un comportamiento
tolerante ante dichas sefiales (7,339), proporcionando el mantenimiento de la
barrera epitelial a través de induccién de fendmenos como la proliferacion
celular, la produccién de IgA, la conservacién de las uniones estrechas y la
expresion de péptidos antimicrobianos (340). Sin embargo, en condiciones
inflamatorias la expresion de TLR se incrementa y contribuye a la inflamacién y
la tolerancia inmune.

En los ultimos afios se ha demostrado la participacion de los microRNA
(miRNA) en la regulacion de la respuesta inflamatoria en consecuencia a los
antigenos derivados de la microbiota. Estos pequefios ARN no codificantes
regulan la expresion de genes y, en virtud de ello, estdn involucrados en la
patogénesis de varias enfermedades. Un mecanismo de accién comun de los
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miRNAs implica la regulacién de la expresién proteica tanto a nivel
transcripcional como a nivel traduccional. Entre los miRNAs asociados a la
respuesta inflamatoria y la microbiota, esta miR-146a, fuertemente inducido por
la endotoxina a través de la estimulacién de TLR4 en diferentes tipos celulares.
Ademas, se ha demostrado su participaciéon en la regulacién de la respuesta
inmune limitandola, previniendo de esta manera la sobreestimulacidon de la
misma. En este sentido, miR-146a es considerado un efector negativo de la
respuesta inmune innata. Sin embargo no existen muchos estudios que evallen
el papel de miR-146a en la inflamacidn intestinal y los mas recientes han sido
controvertidos.

Atendiendo a las premisas anteriormente formuladas, se establecen los
siguientes objetivos para la presente tesis doctoral:

1. Determinar los cambios en la expresion de miRNA en células humanas
del epitelio intestinal, en funcion del estadio de diferenciacién celular y
de inflamacion.

2. Estudiar la expresion de miRNA-146a en tres modelos animales de
colitis, que difieren en la participacién de la barrera intestinal y por
consiguiente en el nivel de contacto con la microbiota intestinal.

3. Estudiar el efecto de antigenos bacterianos y citokinas sobre la
expresion de miRNA-146a en lineas celulares del epitelio intestinal.

4. Confirmar la hipdtesis de la posible contribucién de miRNA-146a en la
prevencion de la sobreestimulacidn de la respuesta inmune.

5. Estudiar el efecto de antigenos bacterianos y citokinas sobre la
expresion de miRNA-146a en el modelo de cultivo de organoides
intestinales.
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MATERIALES

Todos los reactivos empleados, excepto donde se indique lo contrario, han sido
suministrados por Sigma® (Madrid, Espafia).

1. ENSAYOS IN VIVO

2.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y MODELOS DE Ell.
Durante la elaboracién de esta tesis doctoral se emplearon ratas y ratones de
diferentes cepas.

e Ratas

Se emplearon ratas Wistar hembras con un peso medio de 180-220 g,
suministradas por Harlan Laboratories® (Barcelona, Espana). Dichos animales se
mantuvieron en jaulas de Makrolon® (3-4 ratas por jaula) equipadas con filtros
de 45 um (Tecniplast, 1290D420R) sometidas a ciclos de 12 horas de luz y
oscuridad, a una temperatura constante de (22-25 °C) con libre acceso a agua
autoclavada y comida (Harlam-Tekladd 2014). Todos los experimentos
realizados han sido aprobados por el Comité de Bienestar Animal de la
Universidad de Granada y se han llevado a cabo en conformidad con la Directiva
para la Proteccién de Animales Vertebrados utilizados para la Experimentacion
y para otros fines Cientificos de la Unién Europea (86/609/EEC).

e Modelo de colitis experimental por acido trinitrobencenosulfénico
(TNBS)

La colitis fue inducida de acuerdo al método descrito por Morris y Col. (465)
con modificaciones menores. Resumiendo, la colitis fue inducida en ratas en
ayuno (8 horas previas a la induccidn) y anestesiadas con isoflurano, mediante la
administracién intrarrectal de 10 mg de TNBS disuelto en 0.25 mL de etanol al
50% (v/v), por medio de una canula de teflon insertada aproximadamente 8 cm
a través del ano. Las ratas del grupo control (grupo no colitico) recibieron 0.25
mL de PBS. Una vez retirada la canula, se esperaron 30 seg adicionales antes de
ser colocadas en la jaula. Durante el desarrollo del protocolo experimental
fueron registrados diariamente: el consumo de agua y comida, peso corporal y
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la presencia de diarrea. El sacrificio de las ratas se realizé 5 dias después de la
induccion de la colitis.

++» Disefio experimental de la inducciéon de colitis por TNBS (Esquema 4)

En el caso del modelo de colitis por TNBS, tras un periodo de aclimatacidn de
7 dias, las ratas (de aproximadamente 200g) fueron distribuidas al azar en 2
grupos: Control (n= 5) y TNBS (n= 6). El grupo control (no colitico) recibié un
enema de solucién salina en la misma cantidad y condicién que las ratas que
recibieron TNBS. El sacrificio de los animales se realizé 5 dias después de la
induccion de la colitis por dislocacién cervical previa anestesia con isoflurano. A
continuacién, se procedid a extraer el colon y se limpio con PBS para eliminar los
restos de heces. Asi mismo se retiraron las adherencias mesentéricas. El tejido
se mantuvo sobre una superficie refrigerada hasta su posterior congelacion. Las
muestras coldnicas fueron pesadas, y la longitud fue determinada al someterlas
a un peso constante de 2 g. Posteriormente, el colon fue abierto
longitudinalmente y se realizd la valoracidn del dafo macroscépico por parte de
un observador ajeno al experimento. Para evitar posibles sesgos, se documenté
mediante fotografia el aspecto del mismo por su cara mucosal, y se evalud el
dafio a posteriori por otros observadores cegados respecto a la identidad de la
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Esquema 4. Modelo de colitis inducido por
TNBS en rata
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El criterio de valoracién del dafio colénico macroscépico fue calculado
basandonos en una escala de 0-25 de a cuerdo con los siguientes criterios:
adherencias (0-3), obstruccién (0-2), hiperemia (0-3), fibrosis (rigidez y
deformacién, 0-5), necrosis (0-5) y otras caracteristicas (dilatacion proximal,
fragilidad y cicatrizacién, 0-4). El colon fue dividido en cinco segmentos
longitudinales para la determinaciéon posterior de diversos parametros, que
fueron congelados en nitrégeno liquido y conservadas a -80°C hasta su uso; de
igual modo se obtuvo un segmento transversal adyacente al dafio que se
empled para la extraccion de RNA, y que se mantuvo a -20°C en RNAlater™.
Todas las determinaciones bioquimicas se realizaron dentro de 2 las dos
semanas posteriores a la recoleccion de las muestras.

e Ratén

Ratones C57BL/6J Wild Type y RAG1 knock out (KO) hembras, con una edad
comprendida entre 8-10 semanas, suministrados por Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). Dichos animales fueron alojados por grupos, en condiciones
especificas libres de patégenos (SPF, por sus siglas en inglés), en jaulas de
Makrolon® sometidas a microventilacion automatica y a ciclos de 12 horas de
luz y oscuridad, a una temperatura constante de (22-25 °C) con libre acceso a
agua autoclavada y comida (Harlam-Tekladd 2014). Todos los experimentos
realizados han sido aprobados por el Comité de Bienestar Animal de la
Universidad de Granada (referencia 150-2007) y se han llevado a cabo en
conformidad con la Directiva para la Proteccion de Animales Vertebrados
utilizados para la Experimentacion y para otros fines Cientificos de la Unidn
Europea (86/609/EEC).

e Modelo de colitis experimental por sulfato de dextrano sdédico
(DSS)

La colitis fue inducida mediante la administracién de DSS (36-50 KDa, ICN
Biomedicals, Costa Mesa, CA) en el agua de bebida. Para ello se utilizd una
concentracién del 2.5% (m . V') por un periodo de 7 dias. El estado de los
animales fue monitorizado, controlando diariamente la apariencia general, el
peso corporal, el consumo de agua y comida, asi como la posible presencia de
sangre en heces y consistencia de las mismas, que son signos destacados en la
patologia de este modelo.
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++» Disefio experimental de la induccién de colitis por DSS (Esquema 5)

La colitis se indujo mediante la administracién de DSS al 2.5% (P/V) en el
agua de bebida durante 7 dias a ratones C57BL/6J WT hembras, momento en el
cual son sacrificados. Los ratones fueron distribuidos en dos grupos: control no
colitico (n=6) y DSS 2.5% (n=8). Diariamente se registré el peso corporal y la
ingesta total de agua y comida en ambos grupos. Una vez sacrificados los
animales por dislocacién cervical previa anestesia con isoflurano, se procedié a
extraer el colon y se limpid con PBS para eliminar los restos de heces. Asi mismo
se retiraron las adherencias mesentéricas. El tejido se mantuvo sobre una
superficie refrigerada hasta su posterior congelacion. Las muestras colénicas
fueron pesadas, medidas bajo un peso constante de 2 g y sometidas a una
valoracidon macroscépica focalizada esencialmente en dos pardmetros: Fibrosis e
hiperemia. El colon fue dividido en cinco segmentos longitudinales para la
determinacién posterior de diversos parametros, que fueron congelados en
nitrégeno liquido y conservadas a -80°C hasta su uso; de igual modo se obtuvo
un segmento transversal de la regién distal que se empled para la extraccién de
RNA, y que se mantuvo a -20°C en RNAlater™ Ademas, se obtuvieron fracciones
de tejido de aproximadamente 0.5 cm? para ser cultivados en medio de cultivo
DMEM (ver explantes de tejido coldnico). Todas las determinaciones
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e Modelo de colitis experimental por transferencia linfocitaria

La colitis fue inducida mediante la transferencia de una subpoblacién purificada
de células T naive (virgenes o no diferenciadas) CD4+ CD62L+ a ratones RAG1 KO
(ratones que carecen de linfocitos T y B maduros). Las células T naive CD4+
CD62L+ fueron obtenidas por separacidn magnética en columnas (Miltenyi
Biotec®, Bergisch Gladbach, Alemania) a partir de esplenocitos aislados de
ratones C57BL/6J WT. Una vez obtenidos, estos esplenocitos han de ser cernidos
utilizando un filtro de 70 uM (cell strainer BD Falcon™) para obtener asi una
suspension monocelular con la cual proceder a la separacién. En un primer paso,
tras lavar esta suspension celular con tampdn MACS (PBS 1X, 2% albumina, 1
mM EDTA), se aislaron las células T CD4+ por seleccion negativa mediante el
marcaje de células no CD4+ con anticuerpos especificos (anti-CD8a, anti-CD45R,
anti-CD11b, anti-CD25, anti-CD49, anti-TCRy/8 y anti-Ter-119). En un segundo
paso, el marcaje especifico CD62L permitid el aislamiento de células T naive
CD4+ CD62L+ mediante seleccidn positiva. Las células T naive CD4+ CD62L+
purificadas fueron lavadas, resuspendidas en PBS 1X frio a 1.5X10°%mL vy
finalmente inyectadas intraperitonealmente en un volumen de 0.2 mL a ratones
RAG1 KO. El grupo control recibié el mismo volumen pero sélo de PBS. Los
ratones fueron monitorizados durante 8 semanas tras la transferencia, siendo
controlado semanalmente el peso corporal de cada uno de ellos, calculando el
porcentaje de pérdida respecto al dia de la inyeccién de células T naive CD4+
CD62L+ o PBS (Valor inicial de peso corporal). Ademas, también se evaluaron
semanalmente parametros como diarrea, presencia de sangre en heces
(Hemoccult Sensa, Beckman Coulter, Miami, Florida, EEUU) vy valores
hematoldgicos. La transferencia de linfocitos T CD4+ CD62L+ a ratones RAG1 KO
da lugar a una progresiva pérdida de peso, siendo significativa entre las semanas
4 y 8 tras la transferencia. Los animales mostraron una media del 10% de
pérdida peso alrededor de la semana 8, lo cual junto con los parametros
anteriormente mencionados, permite establecer el indice de actividad de la
enfermedad (DAI) el cual ayuda a determinar el momento 6ptimo de los
animales para dar inicio a algun tratamiento farmacoldgico. La evaluacién del
DAl se establece de la siguiente manera: consistencia de heces (0: sin sangre, 1:
algo blandas y/o prolapso rectal, pero manteniendo estructura, 2: blandas y/o
pérdida de estructura, 3: diarrea), sangre en heces (0: sin sangre, 1: sangre
oculta, 2: sangre visible), incremento de peso corporal menor del 2% respecto a
la semana anterior (+1). Cuando los animales alcanzaron un DAl comprendido
entre 2.5 y 3.5, basandonos en la evaluacidn anteriormente descrita, se
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considera instaurada una colitis clinicamente significativa. Los datos del estudio
de expresion de miR-146a reflejados en el apartado de Resultados de esta tesis
doctoral, fueron obtenidos de dos estudios farmacoldgicos en ratén. El sacrifico
de los animales se realizé 12 dias después de la instauracidon de la colitis. Las
muestras de ratones control y ratones coliticos seleccionadas para el andlisis
realizado fueron escogidas al azar. Parte de estos resultados se ven reflejados en
la publicacién anexa a esta tesis doctoral.

+» Disefio experimental de la induccidon de colitis por transferencia
linfocitaria (Esquema 6)

En el modelo de induccién de colitis por transferencia linfocitaria, los ratones
fueron distribuidos en dos grupos diferentes: un grupo control (n=5) los cuales
fueron inyectados intraperitonealmente con PBS y un grupo de animales
coliticos (n=7) que recibid intraperitonealmente la transferencia linfocitaria
usando como vehiculo PBS. La colitis se indujo a ratones RAG1 KO. Una vez
sacrificados los animales por dislocacidn cervical previa anestesia con isoflurano,
se procedid a extraer el colon y se limpid con PBS para eliminar los restos de
heces. Igualmente, se retiraron las adherencias mesentéricas. El tejido se
mantuvo sobre una superficie refrigerada hasta su posterior congelacion. Las
muestras coldnicas fueron pesadas, medidas bajo un peso constante de 2 g, y
posteriormente fueron cortadas en tiras longitudinales para la determinacién

./ lnstauraciéndc'acohtis
momento de la recoleccion de -
Esquema 6. Modelo de colitis inducido por

transferencia linfocitaria en raton

posterior de diversos oo
parametros, que fueron |
congelados en nitrégeno 3
liquido y conservadas a -80°C W
hasta su uso; de igual modo se GRUFO GRUFO
obtuvo un segmento P Lol p i Colee ot !
transversal de la region distal |
que se empled para la
extraccion de RNA, y que se n=5 n=7
mantuvo a -20°C en RNAlater™ RAG~/- RAG~/-
Todas Ias determinaciones 3 FRTTTTTTN S R LITee pesenneenennee “ :
bioquimicas  se  realizaron Semana 1 2 3 4 gdfa, diaz  diatz
dentro de 2 semanas desde el | Sm;,as Sacrificio

las muestras.

86



e Histologia

Uno de los fragmentos transversales de tejido procedente de colon de
ratones del grupo control (RAG1 KO) y ratones del grupo transferencia (RAG1 KO
transferidos con células adoptivas procedentes de ratones WT) fue fijado en
paraformaldehido 4% (p/v). Se elaboraron bloques de parafina que sirvieron
como soporte para la realizacion de cortes de aproximadamente 5 um de
seccion mediante un micrétomo. Los cortes fueron montados en portas y
sometidos a una tinciéon de eosina-hematoxilina con el objetivo de estudiar la
morfologia e integridad del tejido. Las imagenes fueron captadas por un
microscopio Leica DMI3000B acoplado a una cdmara Leica DFC420.

2. ENSAYOS IN VITRO

1.1 LINEAS CELULARES

Las dos lineas celulares del epitelio intestinal empleadas (Caco-2 e IEC18)
fueron obtenidas del Servicio de Cultivo Celular de la Universidad de Granada.
En todos los casos se empled como medio de cultivo DMEM (Dulbeccos’s
Modified Eagle Medium), suplementado con suero bovino fetal (10%), L-
glutamina (2mM), antibidticos (1%: penicilina (100 U/mL), estreptomicina (0.1
mg/mL) y anfotericina B (2.5 pg/mL). Los diversos cultivos se mantuvieron en
una atmoésfera con el 5% de CO, y a 37°C. Las células fueron mantenidas en
placas de 78 cm?”hasta su confluencia. El medio de cultivo fue renovado cada 2-3
dias. Los estimulos empleados fueron Lipopolisacarido (LPS, 1ug/ml), Flagelina
(FLA, 100 ng/ml), CpGDNA (fosfato de guanina citosina, 50nM), Peptidoglicano
(PDG, 2ug/mL) y Muramildipéptido (MDP, 5ug/ml) suministrados por Hycult
Biotech®, Holland, en el caso de IEC18. En cuanto a la linea celular Caco-2 se
empled 1L1-B (10ng/ml) y TNF (20ng/mL) para la estimulacion de la linea celular.
Las células no tratadas se utilizaron como control negativo.

En general, los experimentos con IEC18 y Caco-2 se llevaron a cabo al
alcanzar la confluencia, excepto en tres casos: un experimento en el que se
cultivaron células Caco-2 a 2, 7 y 17 dias de confluencia con la finalidad de
observar la implicacidon de diferentes miRNAs en diferenciacidn y proliferacion
celular; un experimento en el que se emplearon células silenciadas mediante
particulas lentivirales (ver mas adelante), en el que se evitd la confluencia con el
fin de impedir la aparicién de células satélites, y otro experimento que implica la
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transfeccion con lipofectamina de miRNA 146a imitador, en el que las células
son sembradas a una determinada concentracién, tal y como se detalla mas
adelante.

1.2 ESTUDIO DE LAS ViAS DE SENALIZACION: NF-kB

Para determinar las diferentes vias de seializacidn, las células IEC18 fueron
tratadas con Bay 11-7082 (10uM), un inhibidor selectivo de la fosforilacion de
IkB-a, wortmanina, (1 uM) un inhibidor de la fosforilacién de PI3K que inhibe la
via de sefalizacidon de Akt, e inhibidores de MAPK como: p38 (SB203580, 10
uM), ERK1/2 (PD 98059, 10 uM) y JNK (SP 600125, 10 uM). Todos los inhibidores
se disolvieron en DMSO.

1.3 SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE GENES MEDIANTE
PARTICULAS LENTIVIRALES

El silenciamiento de Ia
expresion de genes (knock-
down) en la linea celular de
enterocitos IEC18 se realizd
mediante la transfeccién de
particulas lentivirales las
cuales contienen horquillas
denominadas shRNA (short
hairpin RNA) que expresan
siRNA funcionales (RNA de
interferencia) tras su

procesamiento mediante la

enzima Dicer. El Imagen 2. Células IEC18 . Control de transfeccion
silenciamiento en cuestidn se usando BLOCK-iT™ Alexa Fluor® Red Fluorescent Oligo

realizo siguiendo el protocolo establecido por Santa Cruz Biotechnology, Inc®.
Las células diana, IEC18 en nuestro caso, fueron sembradas en placas de 12
pocillos con medio de cultivo DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle Medium),
suplementado con suero bovino fetal (10%), L-glutamina (2mM), antibidticos
(1%: penicilina [100 U/ml, estreptomicina [0.1 mg/ml] y anfotericina B [2.5
ug/ml]), 24 horas antes de la transfeccion. Al dia siguiente, cuando las células
alcanzaron el 50% de confluencia se les afiadid Polybrene® (sc-134220) a una
concentracién final de 5 ug/ml. El Polybrene® es un policatién capaz de

88



neutralizar las interacciones por cargas producidas entre la cdpside viral y la
membrana celular, incrementando la unién entre ambas. A continuacion las
células fueron infectadas con particulas lentivirales shRNA control (sc-108080),
SshRNA MyD88 (sc-106986-V) y shRNA TLR4 (sc-156001-V), en cada caso. lLa
eficiencia de la transfeccién fue comprobada utilizando particulas lentivirales
copGFP (sc-108084). Tras 24 horas de la transfeccion las células fueron lavadas
con DMEM suplementado sin Polybrene® e incubadas de nuevo 24 horas. Para
seleccionar los clones estables en la expresidon del shRNA, las células fueron
divididas 1:3-1:5 e incubadas durante 24-48h mas. A continuacion la seleccidn
de los clones estables para la expresion de shRNA fue realizada mediante
seleccion con puromicina dihidroclorhidrica (sc-108071) en un rango de
concentracién entre 2 y 10 ug/ml afiadida al medio de cultivo. Este fue
reemplazado cada 3-4 dias con puromicina afiadida de forma extemporanea,
hasta que las colonias resistentes fueron identificadas. Una vez seleccionadas,
las colonias fueron expandidas y se comprobd la expresion estable de shRNA
mediante RT-PCR y western blot.

1.4 TRANSFECCION DE RNA PEQUENO miRNA-146a IMITADOR EN
CELULAS IE18 Y Caco2

Antes de iniciar los experimentos de transfeccién fueron establecidas las
condiciones optimas de la misma usando BLOCK-iT™ Alexa Fluor® Red
Fluorescent Oligo (invitrogen), un oligonucleétido marcado con fluorescencia, el
cual puede evidenciar la insercion del RNA de doble hebra en la célula usando
lipidos catidnicos (Lipofectamina® RNAIMAX Transfection Reagent, Invitrogen™)
de esta manera se puede evaluar cualitativamente la transfecciéon en células
vivas mediante microscopia de fluorescencia, como puede verse en la Imagen 2.

Las células IEC18 y Caco-2 fueron sembradas en placas de 12 pocillos a una
concentraciéon de 2X10° y 4X10° respectivamente. Transcurridas 24 horas las
células fueron transfectadas con mirVana™ miRNA-146a Mimic (secuencia corta
de doble cadena de RNA modificada quimicamente, la cual imita la funcién del
miRNA enddgeno) y su correspondiente control negativo a una concentracion
de 30 nmol en el caso de IEC18 y 60 nmol en el caso de Caco-2 usando
Lipofectamina® RNAIMAX Transfection Reagent (Invitrogen™).
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http://bioinfo.invitrogen.com/genome-database/edit?lineKey=3619549894&cartKey=39187760&assayType=MIRNA&packageId=mimic_Virt1&SKU=4464066&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MC10722
http://bioinfo.invitrogen.com/genome-database/edit?lineKey=3619549894&cartKey=39187760&assayType=MIRNA&packageId=mimic_Virt1&SKU=4464066&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MC10722
http://bioinfo.invitrogen.com/genome-database/edit?lineKey=3619549894&cartKey=39187760&assayType=MIRNA&packageId=mimic_Virt1&SKU=4464066&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MC10722
http://bioinfo.invitrogen.com/genome-database/edit?lineKey=3619549894&cartKey=39187760&assayType=MIRNA&packageId=mimic_Virt1&SKU=4464066&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MC10722
http://bioinfo.invitrogen.com/genome-database/edit?lineKey=3619549894&cartKey=39187760&assayType=MIRNA&packageId=mimic_Virt1&SKU=4464066&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MC10722

3. ENSAYOS EX VIVO

AISLAMIENTO DE VELLOSIDADES, CRIPTAS Y CULTIVO DE ORGANOIDES DE
YEYUNO DE RATON

Los organoides de ratdon fueron generados a partir de criptas aisladas de
yeyuno de ratén y mantenidas en cultivo.

o Aislamiento de vellosidades: El yeyuno aislado de ratones Wild
Type (WT, por sus siglas en inglés), fue abierto longitudinalmente, y
lavado con tampdn fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). A
continuacién, el tejido fue dispuesto exponiendo la mucosa para
realizar un legrando de las vellosidades de la superficie con la ayuda
de un cubre-objetos y seguidamente se procedié al aislamiento de
RNA.

o Aislamiento de criptas El yeyuno aislado de ratones WT, fue abierto
longitudinalmente, lavado con PBS y cortado en trozos de
aproximadamente 5 mm. A continuacion, se lavé nuevamente con
PBS frio y dichos fragmentos fueron incubados en EDTA 2mM (en
PBS) durante 30 min, bajo rotacién lenta (40 xg) a 4°C. Una vez
finalizada la incubacién se elimind la solucion de PBS/EDTA y se
resuspendieron vigorosamente los fragmentos en PBS frio con una
pipeta de 10 mL. De esta forma, las vellosidades quedan
suspendidas en el sobrenadante, el cual puede ser descartado o
reservado para el posterior aislamiento de RNA. El sedimento
restante fue resuspendido con PBS de igual forma que en el paso
descrito anteriormente y centrifugado (500 xg 5 min), de forma que
el sobrenadante resultante queda enriquecido en criptas. Esta
fraccion fue pasada a través de un filtro de 70 mm (cell strainer BD
Falcon™) para eliminar el material residual de las vellosidades y esta
ultima porcién fue centrifugadas a 200 xg durante 3 min para
separar las criptas de otros tipos celulares. La fraccion final esta
formada fundamentalmente por criptas, la separacion de criptas,
que seran utilizadas a continuacion para el cultivo de organoides o
para aislamiento de RNA.
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o Cultivo de organoides (17,532): Un total de 500 criptas fueron
mezcladas con

50|JL de . ® Dominif)—cripta
. &5
Matrigel™ (BD ¢ .
s> 2 o> g1 Lumen 9
. . N\ L A\ 73
Bioscience) v S G,
sembradas en Dominio-villus >
Dias 1 5 9 13

placas de 24
pocillos.

Después de la \/ A

polimerizacién

de| M atri gelTM llustracion 8 e imagen 3. Establecimiento de organoides intestinales procedentes
’ de yeyuno. Ilustracion 9. Representacion esquemdtica de organoide intestinal de

se ana d ieron yeyuno con el lumen, el cual corresponde al lumen intestinal.

Imagen 3. Evolucién temporal del aislamiento de una cripta.

500uL de medio

de cultivo para Criptas (Advanced DEMEM/F12 (invitrogen,
Barcelona, Espafia)) al que fueron adicionados factores de
crecimiento (10-50 ng/mL EGF (Petrotech), 500 ng/mL R-sponding 1
(medio condicionado de células HEK293T transfectadas de forma
estable con Rspol, las cuales fueron proporcionadas por CJ. Kuo,
Departamento de Medicina de Ila Universidad de Standford,
California) y 100 ng/mL de noggin (Petrotech). El medio de cultivo
junto con estos factores fue renovado cada dos dias. Para realizar el
pase de los organoides, estos son separados del Matrigel™
disociandolos mecédnicamente en dominios de criptas individuales y
posteriormente fueron transferidos a Matrigel™ fresco. Este
procedimiento fue realizado cada 1-2 semanas a una ratio de
division de 1:4. Un ejemplo de la evolucién del crecimiento en el
tiempo se muestra en la ilustracion 8.

EXPLANTES DE TEJIDO COLONICO

En este experimento se utilizaron los ratones hembras de 8 a 10 semanas
C57BL/6J WT a los que se les indujo la colitis administrandoles DSS al 2.5% en el
agua de bebida y su correspondiente grupo control al que se le administro agua
de bebida sin DSS, tal como se ha descrito previamente (ver Disefio
experimental de la induccién de colitis por DSS). Una vez extraido el colon y
lavado, se abre longitudinalmente y se realiza un corte transversal de un
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fragmento en la zona préxima al extremo distal que es dividido en fragmentos
de aproximadamente 0.5 cm’. Para eliminar en la medida de lo posible
microorganismos provenientes del contenido del lumen intestinal, los
fragmentos son sumergidos durante al menos 15 minutos en una solucion
enriquecida en antibidticos. Seguidamente los fragmentos de tejido intestinal
fueron sumergidos en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) inactivado (10% v/v), L-glutamina
(2mM) y antimicrobianos (1% v/v: penicilina [100 U/ml], estreptomicina [0.1
mg/ml] y anfotericina B [2.5 pug/ml]) e incubados durante 24 horas en una
atmdsfera con el 5% de CO, y a 370 C. Para terminar, el medio de cultivo fue
recogidos y centrifugado a 10000 rpm/5 min /4°C para eliminar restos de tejido
y el sobrenadante fue conservado a -80°C hasta su utilizacién para la
determinacién de citokinas por ELISA.

4. TECNICAS EXPERIMENTALES

5.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MIELOPEROXIDASA (MPO) Y
FOSFATASA ALCALINA (AP) EN COLON

Una de las muestras de colon obtenidas tras el sacrificio del animal, fue
homogenizada en un tampdén compuesto por Tris Base (50 mM) y HTAB al
0.5%(P.V'"). Se tomd una alicuota para determinar la actividad AP y el resto de la
muestra se sometid a un triple proceso de congelacién-descongelacidon-
sonicacidn, proceso que facilita la ruptura de las estructuras celulares,
favoreciendo de este modo la liberacion de la enzima. Tras la ultima
descongelacidn, se centrifugd el homogenado a 7000g durante 10 min a 4°Cy se
procedié a la determinacién de la actividad MPO. Esta se llevé a cabo mediante
un método espectrofotométrico basado en el uso de o-dianisidina y H,0,, segln
describié Krawisz en 1984 (533), con minimas modificaciones. Para ello se
afiadieron 50 pL del sobrenadante a 150 pl del reactivo de coloracién preparado
de forma extemporanea, y compuesto por clorhidrato de o-dianisidina (0.668
mg. mL™) y peréxido de hidrégeno al 0.0005% (V.V'') en tampdn fosfato sédico
(50 mM, pH 6). El incremento de absorbancia se determind a 450 nm. La
actividad MPO se calcula por interpolacion de una curva patrdn, realizada con
peroxidasa de rdbano. Una unidad de MPO (U) se define como la cantidad
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necesaria para degradar 1 pmol/min de perdxido de hidrégeno a 25°C. Los
resultados se expresaron como mU/mg de proteina.

Por otro lado, la actividad fosfatasa alcalina fue determinada usando el
método espectrofotométrico descrito en 1946 por Bessey (534) y que
posteriormente fue adaptado por Sanchez de Medina y colaboradores en 2004
(535). En dicho protocolo la AP actta sobre el p-nitrofenilfosfato sddico dando
lugar a fosfato y a anilina, la cual presenta color amarillo, que se puede
cuantificar espectrofotométricamente. Para ello se incubaron por duplicado 5 pL
de muestra con 10 pL de agua, 25 pL de tampdn glicina 50 mM con 0.5 mM
MgCl, y 50 pL de reactivo (p-nitrofenilfosfato sédico 5.5 mM en tampdn glicina)
a 37°C durante diferentes periodos de tiempo en funcién del tipo de muestra
bioldgica. Asimismo, se determind rutinariamente la sensibilidad a la inhibicidn
por levamisol in vitro, midiendo en paralelo la actividad enzimatica en presencia
de distintas concentraciones de levamisol (0.1, 1 y 10 mM). Tras el tiempo
necesario de incubacién, se pard la reaccidon con 120 pL de NaOH 2N y se midié
la absorbancia a 405 nm. Los resultados se expresan como mU/mg de proteina.
Una unidad de AP (U) se define como la cantidad necesaria para degradar 1
pumol/min de p-nitrofenilfosfato sédico en condiciones estandar.

5.2. AISLAMIENTO DE RNA Y ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA
MEDIANTE RT-qPCR

Diferentes protocolos iniciales se llevaron a cabo, dependiendo de la
naturaleza del experimento. Asi:

e Tejido proveniente de rata y ratén fue recolectado y conservado en
RNAlater™ a -20°C hasta ser procesados para el aislamiento de RNA
total.

e lLas muestras procedentes de distintos tipos celulares aislados de
ratén, como criptas y vellosidades, fueron procesados directamente
para el aislamiento de RNA total.

e las células IEC18 y Caco-2 fueron cultivadas hasta alcanzar la
confluencia, momento en el que se adicionan al medio de cultivo
diferentes estimulos o citokinas proinflamatorias (dependiendo del
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modelo celular) durante 24 horas. Seguidamente, las células son
procesadas para el aislamiento de RNA total.

e Los organoides provenientes de intestino delgado de ratén fueron
cultivados durante 2-4 semanas, sembrados en placas de 48 pocillos
y crecidos durante dos semanas. Una vez transcurrido este tiempo,
diferentes citokinas proinflamatorias (IL-18, TNF e IFNy 1g/mL,
eBioscience) fueron adicionadas durante 24 horas al medio de
cultivo. A continuaciéon los organoides fueron procesados
directamente para el aislamiento de RNA total.

En todos los casos, el RNA total fue obtenido mediante Trizol (invitrogen,
Alcobendas, Espafia). La cuantificacion y la integridad del RNA se comprobd
mediante el espectrofotdmetro nanodrop ND-1000 (ratio de absorbancia
260/280 nm) vy electroforesis en gel de agarosa 1% utilizando midori green
(Nippon Genetics Europe, Dueren, Alemania) como marcador. A continuacion,
un 1ug fue retrotranscrito (en organoides el cDNA fue generado a partir de 500
ng), usando iScript cDNA synthesis kit Bio-Rad (Madrid, Espaia). Para realizar la
reaccion en cadena de la polimerasa se utilizd Sybr green como fluordforo
(Promega Madison, WI, EEUU). Los genes de referencia elegidos fueron la
subunidad 18s del RNA ribosémico, GAPDH o B-actina en algunos casos y U6 en
el caso de miRNA-146a. Como la administracidn de DSS oral puede interferir con
la amplificacion de cDNA mediante RT-PCR (536), para evitar este inconveniente
se utilizé el kit de purificacion de mRNA Dynabeads (Life Technologies,
Alcobendas, Madrid) que se basa en la complementariedad entre los residuos
de poly A del extremo 3' del mRNA y los residuos de oligo (dt),s unidos
covalentemente a la superficie de las bolitas magnéticas. En las muestras de
mMRNA purificado se utilizd como gen de referencia GAPDH. Las secuencias
especificas de RNA fueron amplificadas con el dispositivo CFX96 (Biorad
Laboratories®, California, EEUU). Los distintos cebadores empleados se
describen en la tabla 6.

El programa de PCR incluyd una etapa de pre-incubacién a 95 °C durante 10
min para activar la Tag-polimerasa antes de 40 ciclos de desnaturalizacion (95
°C, 30 seg), hibridacion (x* °C, 1 min) y extension (72 °C, 30 seg). El ciclo umbral
(Cy) del gen de interés se sustrajo de la media geométrica de los C; de los genes
de referencia (18s, B- actina, GAPDH y U6) para obtener AC;. La expresion
relativa de mRNA se calculé utilizando el método 2

GAPDH o U6 como genes de referencia (537).

utilizando 18s, B-actina,
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x *: La temperatura de hibridaciéon depende de la secuencia del cebador a

amplificar. Consulte la tabla 6.

Tabla 6. secuencia de cebadores utilizados en la PCR cuantitativa a tiempo real.

Humane Nombredelgen
pri-miR-146a
U6

Rata

18s
S100A8
IL-1p
1ICAM1
TNFa
ccLz/mep-1
IL-6
CXCL1
TLR2
TLRA
TLRS
TLR9
NOD2
TGFR
FOXP3
PrimiR-146a
Ue

Ratén

S100A8
1L-22
IL-17A
IL-27
IAP
TLR2
TLR4
IL-1p
IL-6
IFNy
TNFa
Xcna
iNOS
COX-2
REG3y
MMP3
CFTR
NKCC1
NHE3
DRA
pri-miR-146a
ue
18s
HPRT
p-actina

Hebrasentido{5°-3")} *

GCTTTGAGAACTGAATTCCATGGGT
GCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAA

GGACACGGACAGGATTGAC
GCCCACCCTTATCACCAAC
AATGACCTGTTCTTTGAGGCTG
GTCAAACGGGAGATGAATGG
GTCGTAGCAAACCACCAA
TCGGCTGGAGAACTACAA
GCTCTGGTCTTCTGGAGTTCCG
GCTCTGAGACAATGAACGCTACAC
AAAAACTGCTGAGATTTTGC
GATCAGAAACTCAGCAAAGTC
AAAAGCAGCAGTATTTGAGG
CCTTTGGTTTCCAGTAACATC
AACCTCAGCCATAACATCC
CGTGGCTTCTAGTGCTGACG
CCCAGGAAAGACAGCAACCTT
GCTCTGAGAACTGAATTCCATGGGT
GCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAA

GCCCTCTACAAGAATGACTTCAAG
ATCAGTGCTACCTGATGAAG
ACGTTTCTCAGCAAACTTAG

AATCTCGATTGCCAGGAG
CATGGACATTGATGTGATCC
CTAGAAGTGGAAAAGATGTCG
GATCAGAAACTCAGCAAAGTC

AAGGGCTGCTTCCAAACCTITGAC
AAGAAATGATGGATGCTACC

GCTCTGAGACAATGAACGCTACAC

CGTGGAACTGGCAGAAGAGG
COATGTGGATGCGTTTCA
GATGTGCAGTCCTATTTGGTC
AGTCAAAGACACTCAGGTAGA
CAGAGGTGGATGGGAGTGGAG
GCCTTGGCTGAGGGTAGAGTC
GGAAGATGATGGTGAAGTACAG
CTGCTGCAACTGGTATTCT
AAGCGCCTGGAGTCCTTTAAGTCA
ACTTTGAAGACAGGTTTGGCGTGG
GCTCTGAGAACTGAATTCCATGGGT
GCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAA
TGGTGGAGCGATTTGTCTGG
AGGGATTTGAATCACGTTTG
GATGTATGAAGGCTTTGGTC

95

Hebrasentido{3"-57) *

CGATGACAGAGATATCCCAGCTGAAG
ACGAATTTGCGTGTGTACTCCTTGLG

TCGCTCCACCAACTAAGAAC
TGCCCTCAGTTTGTGCAGAA
CGAGATGCTGCTGTGAGATITGAAG
TCTTCCTCTGGCGGTAATAG
GCTGACTTTCTCCTGGTATG
CTGAAGTCCTTAGGGTTGATG
TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
TTCTTCCACATCTATGCCACTTGAG
TACTAACATCCAACACCTCC
TGTTTCAATTTCACACCTGG
ACTAGGAAACCGTCCTTATG
CAGAAGTCCATATTCACAGTTC
ACTTCCAGCAGTAAGTCTAC
ACTGGCGAGCCTTAGTTTG
CTGCTTGGCAGTGCTTGAGAA
ATGACGATAGAGCTATCCCAGC
ACGAATTTGCGTGTGTACTCCTTGCG

ATCACCATCGCAAGGAACTCC
CATTCTTCTGGATGTTCTGG
CCCCTTTACACCTTCTTTTC
CTCAGAGTCAGAGAGGTG
AGACTGGTTACTGTCACTTG
TAGCATCCTCTGAGATTTGAC
TGTTTCAATTTCACACCTGG
TGCCTGAAGCTCTTGTTGATGTGC
GAGTTTCTGTATCTCTCTGAAG
TTCTTCCACATCATGCCACTTGAG
CAGGAATGAGAAGAGGCTGAGAC
CACACATTCCTCACCCTAAC
GCATCGTCCCCAATCTTGGTCTC
GAGTCTGCTGGTITGGAATAG
CACAGTGATTGCCTGAGGAAGAGA
GACGATGATGAACGATGGACAGAG
AGGCAGAGCTAGTGAAGAA
GTTTGTCAGCTCTGTTGTAATG
ATGCTGCTATTCCTCCGCTTCTGT
TATTTGAGGGAGTACACGCTGGCA
AGCTGAAGAACTGAATTTCACAGGTC
ACGAATTTGCGTGTGTACTCCTTGLG
ACGCTGAGCCAGTCAGTGTACG
TTTACTGGCAACATCAACAG
TGTGCACTTTTATTGGTCTC

Temperatura de
hibridacién
61
61

60
60
60
60
60
60
59
60
60
58
60
60
60
61
62
61
61

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
61
61
60
60
60



5.3. MICROARRAY: extraccion de RNA, hibridacion del microarray y
analisis de los datos

En el caso de este ensayo se realizaron dos experimentos independientes. En
el primero de ellos las muestras de mRNA aisladas fueron obtenidas a partir de
monocapas de células Caco-2 cultivadas a 2, 7 y 17 dias de confluencia,
considerando el grupo de 2 dias de confluencia como grupo control. El segundo
experimento se realizd en células Caco-2 al alcanzar la confluencia que fueron
distribuidas en tres grupos, un grupo control y dos grupos bajo condiciones
inflamatorias que se obtuvieron afiadiendo IL1-B y TNF al medio de cultivo,
considerando como grupo control células que no recibieron ningun tipo de
estimulacion. Como se ha descrito anteriormente, en ambos casos, el RNA se
purific6 con miRneasy Mini kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. El
control de calidad del RNA se realiz6 por medio del espectrofotémetro
nanodrop ND-1000 (ratio de absorbancia A,s:A,30 mayor o igual a 1.7. y ratio
Azs0:Az80 Mayor o igual a 2.0.) y mediante electroforesis en gel de agarosa 1%
utilizando midori green (Nippon Genetics Europe, Dueren, Alemania) como
marcador. Posteriormente se realizd la retrotranscripcién usando el kit
suministrado por QIAGEN (RT> miRNA first strand kit); este proceso incluyo:
incubacién a 37 °C durante 120 min, luego un calentamiento de la muestra a 95
°C durante 5 min para inactivar la transciptasa inversa, enfriamiento de la
muestra en hielo al menos durante 1 min y adicidn de agua libre de RNAsas
(cantidad indicada en el kit); finalmente, se analizo el perfil de expresion de 84
miARNs por PCR, utilizando un array de desarrollo y diferenciacién celular (RT?
miRNA PCR Array, MAH-103) suministrado por QIAGEN, es importante acotar
gue en ambos experimentos se utilizaron arrays que contenian los mismos
miRNAs y estos fueron suministrados por la misma casa comercial, aunque los
genes control variaron.

El perfil térmico del array incluyé una etapa de pre-incubacién a 95 °C
durante 10 min antes de 40 ciclos de desnaturalizaciéon (95 °C, 15 seg),
hibridacién (60°C, 30-40 seg) y extension (72 °C, 30 seg). La validacion del
analisis del array de miRNA fue desarrollada siguiendo las recomendaciones del
fabricante, exportando los valores recogidos a una plantilla de analisis de datos
habilitada por la casa comercial (Analyzing miScript miRNA PCR Array). La
expresion individual de cada miRNA fue normalizada en relacién a la expresion
de la media de SNORD44, SNORD47, SNORD48 y U6 en el caso del array de
distintos dias de confluencia y SNORD44, SNORD47, SNORD48 y RNU6-2 en el
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caso del array bajo condiciones inflamatorias. El analisis funcional de los
microarrays fue llevado a cabo mediante el programa MeV (MultiExperiment
Viewer), el cual permite analizar datos de microarrays incorporando algoritmos
para la agrupacién, visualizacién, clasificacién y analisis estadistico en formato
de mapa de calor o heatmaps.

5.4. DETERMINACION DE CITOKINAS

Tras el cultivo de las distintas lineas celulares con los diferentes estimulos
usados dependiendo de cada caso y los explantes colénicos, el sobrenadante se
recogié y centrifugd a 10000 rpm 5 min, para eliminar restos celulares. Las
distintas alicuotas se almacenaron a -80 °C hasta su posterior uso. Diversos kit
comerciales fueron empleados para la determinacion de las concentraciones de
citokinas en dichos sobrenadantes mediante la técnica de enzimo-inmuno
ensayo (ELISA, por sus siglas en inglés). Para ello se llevé a cabo un protocolo de
medida basado en las indicaciones del fabricante del kit en cada caso. Los kit
empleados fueron suministrados por: eBiosciences®, San Diego, CA, EEUU (IL-22,
IL-6 e IL-17A, todos ellos de ratén) BD Biosciences®, Erembodegem, Bélgica
(MCP-1 humana, de rata y ratén e IL-8 humana), y R&D System, Abingdon UK
(GROa de rata). Como control negativo se usaron células sin ningun tratamiento
con estimulos.

5. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados han sido expresados como media aritmética + error
estandar de la media (SEM). Para determinar la significancia estadistica se utilizd
un analisis de varianza de una via (ANOVA) y un test de significancia a posteriori
(Fisher LSD). La significancia estadistica se considerd para un valor de p<0.05. El
anadlisis estadistico se realizd mediante la plataforma informatica GraphPad
Prism (Califronia, EEUU).
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En los ultimos 20 aios, diversas investigaciones han tenido éxito en la
identificacion de genes de susceptibilidad para la Ell a través de estudios de
asociacion de genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) e immunochip
(http://www.ibdgenetics.org) (538). Estos estudios han sido de gran importancia

ya que han puesto en relieve vias mecanisticas, especialmente en la autofagia y
la inmunidad innata en la EC y disfuncidn de la funcidn barrera epitelial en la CU,
ademds de proporcionar pistas sobre nuevas estrategias terapéuticas. En la
actualidad existe un creciente interés en la exploracién de los mecanismos
epigenéticos de las enfermedades en general, con un notable progreso en los
estudios de metilacién de DNA, modificaciones de las histonas, secuencias largas
intergénicas de RNA no codificante y en la caracterizacion de la contribucion de
los miRNAs.

Publicaciones de alto impacto han revelado interacciones funcionales entre
los miRNAs y mecanismos claves implicados por GWAS en la Ell (539,540). Uno
de los principales objetivos de esta tesis doctoral fue realizar un estudio mas
profundo del papel de los miRNAs, concretamente en nuestro caso del miRNA-
146a en la inflamacion intestinal, con la finalidad de un mayor entendimiento de
la funcidn de este RNA de pequeino tamafio en la patogénesis de la Ell, ya que
esta ha sido poco descrita.

Por tanto en primer lugar nos planteamos como objeto dilucidar si existe
una relacidon en la expresion de miRNAs en condiciones de diferenciacion e
inflamacioén.

1. miRNAs: DIFERENCIACION E INFLAMACION

Entre las lineas celulares de intestino, las células Caco-2 son muy utilizadas
porque, a pesar de su origen cancerigeno, se diferencian en cultivo alcanzando
un fenotipo parecido al de IECs (enterocitos). De hecho, se considera que en las
células Caco-2 se produce el fendmeno de inhibicidn de su proliferacion por
contacto y que una vez inhibida la proliferacion comienzan a diferenciarse. Se
cultivaron células Caco-2 de modo que a los 7 dias de cultivo llegasen a
confluencia, por lo que a los 17 dias de cultivo las células se encontraban
diferenciadas. Como control se obtuvieron células cultivadas durante 2 dias. Con
el fin de confirmar el grado de diferenciacién de las células, se determinaron las
actividades fosfatasa alcalina y sacarasa/isomaltasa. Estas son enzimas que se
expresan en el borde en cepillo de enterocitos diferenciados (541). Como era de
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esperar, la actividad de ambas enzimas se vio incrementada al aumentar el
tiempo en cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Variacion de marcadores de diferenciacion en células Caco-2 cultivadas durante 2, 7
y 17 dias. (a) Actividad fosfatasa alcalina (mU/mg prot), (b) Actividad Lactasa (mU/mg prot),
n=3. Las células fueron cultivadas a 2 (pre-confluencia), 7 (confluencia) y 17 (post- confluencia)
dias. Como grupo control se usaron las células cultivadas durante 2 dias (pre-confluencia). Los
datos se representan como media + SEM; *p<0.05

Utilizando un microarray especifico para miRNAs involucrados en la
diferenciacidn, que contenia 84 miRNAs, observamos que, en comparacién con
la muestra control, 40 miRNAs en la muestra recogida a los 7 dias y 75 miRNAs
en la muestra recogida a los 17 dias se encontraban sobreexpresados (Figura 2).
Se considerd sobreexpresion cuando el Fold Change (FC, por sus siglas en inglés)
del grupo vs el grupo control era mayor de 2. Por otra parte, la expresidon de 56
miRNAs se incrementd cuando las células Caco-2 fueron cultivadas durante 17
dias en comparacién con las cultivadas durante 2 dias. En este caso el
incremento se considerd cuando la diferencia entre el FC a los 17 dias y el FC a
los 2 dias fue al menos de dos unidades. Es importante destacar que el patrén
de expresidn observado en la figura 3 corresponde a la agrupacion de miRNAS
por familias segiin miRBase (http://www.mirbase.org/) indicando que miRNAs
presentes en el array pertenecen a las familias Let7, miR1, miR15 o miR10. Por
ultimo, entre los miRNAs no pertenecientes a estas familias cuya expresion se
encontré mds incrementada se encontraron miR370 (FC=556,40), miR215
(FC=48,50) miR-378 (FC=39,67), miR181a (37,78), miR127-5p (FC=35,02),
miR192 (FC=30,09), miR122 (16,56) y miR26a (FC=13,8).
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Figura 2. Perfil de expresion de genes
implicados en la diferenciacion. Andlisis de
expresion de 84 genes de miRNAs en (a)
células Caco-2 cultivadas a 2, 7 y 17 dias de
confluencia, considerando el grupo de 2 dias
de confluencia como grupo control (n=3). (b)

Células Caco-2 cultivadas bajo estimulos
miRk122
miR 124
miR125a5p
miRk125b
miR 126
miR127-5p
miRk128a
miRk129-5p
miR130a
mik132
miR133b
miR 134
miR137
miR 141
miR142-3p
mik142-5p
miR 146a
miR146b5p
miR150

proinflamatorios adicionando al medio de
cultivo IL-18 (10ng/ml) y TNF (20ng/mL)
durante 24 horas, considerando como grupo
control células que no recibieron ningun tipo
de estimulacion (n=3). El andlisis funcional
fue llevado a cabo mediante el programa
MeV (MultiExperiment Viewer). La expresion
de los genes se muestra como un mapa de
calor (heatmap). Se considero sobreexpresion
cuando el FC del grupo estudiado vs el grupo
control era mayor de 2 e inhibicién cuando el
FC del grupo estudiado vs el grupo control fue
menor de 0.5.

No se localizaron miRNAs cuya

expresion se encontrara disminuida
miR218
miRk219-5p
miR22
miR222
miR223
miR23b
miR24
miR26a
miR301a
miR302a
miR302c
miRk33a

respecto al control (FC<0.5 vs grupo
control), con la excepcion de miR302a,
cuya expresién se encontré inhibida
tanto a los 7 dias como a los 17 dias
(FC=0,4 y FC=0,47, respectivamente).
Miembros de la familia miR17 y del

miR370
miR371-3p
miR375
miR378
miR424
miR452
miR488
miR498
miRk503
miR518b
miR520g
miR7
miRg
miRk92a
miR393
miRkR96

cluster (agrupacién de genes) miR17-92
han sido relacionados con procesos de
proliferacién/diferenciacion. En nuestro
caso, no se observaron variaciones en la

mayoria de los genes de este cluster con
la diferenciacién.  Unicamente la
expresion de miR18b y miR92 se vio incrementada (FC=15,89 y FC=7,16
respectivamente) (Figura 3).
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miR92a

Figura 3. Familias y cluster de miRNA. Expresion de genes de miRNA pertenecientes a las
familias Let7, miR1, miR15, miR10, MiR17 y cluster 17-92 de los 84 genes de analizados
en: (a) células Caco-2 cultivadas a 2, 7 y 17 dias de confluencia (n=3), considerando el
grupo de 2 dias de confluencia como grupo control y (b) Células Caco-2 cultivadas bajo
estimulos proinflamatorios adicionando al medio de cultivo IL-18 (10ng/ml) y TNF
(20ng/mL) durante 24 horas (n=3), considerando como grupo control células que no
recibieron ningun tipo de estimulacion. El andlisis funcional fue llevado a cabo mediante
el programa MeV (MultiExperiment Viewer.) La expresion de los genes se muestra como
un mapa de calor (heatmap). Se considerd sobreexpresion cuando FC del grupo estudiado
vs el grupo control era mayor de 2 e inhibicion cuando el FC del grupo estudiado vs el

grupo control fue menor de 0.5.

miR125a5p
miR125b _|

miR106b

]

Let7

miR1

miR15

miR10

MiR17 y
cluster miR17-92

Cuando se ordenaron en orden creciente los FCs de todos

aparecieron agrupados después de miR302a con FCs que variaron entre 0,51 y
0,92. Los FCs para estos miRNAs fueron: 0,51 para miR20b, 0,56 para miR17,
0,59 para miR20a, 0,63 para miR93, 0,85 para miR18a y 0,92 para miR106b

(Figura 4).

Con el fin de estudiar el efecto de citokinas proinflamatorias sobre la
expresion de miRNAs, las células fueron tratadas con IL-1B (10ng/mL) y TNF
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(20ng/mL) durante 24 horas. Nuestros resultados indican que tanto la IL-1B
como el TNF inducen variaciones en la expresidon de la mayoria de los miRNAs
estudiados (Figura 2). De hecho, el tratamiento con IL-18 o TNF indujo la
expresion de 40 y 27 miRNA respectivamente, mientras que se inhibid la
expresion de 33 y 37 genes. Entre los genes inducidos por TNF e IL-1B cabe
destacar los de las familias de miR10, miR15 y miembros de la familia miR17 y
del cluster miR17-92 (Figura 3). Por otra parte, los genes de la familia Let7
fueron inhibidos por estas citokinas a excepcidn de Let7a y Let7g cuya expresion
se vio inducida por IL-1B (Figura 3).

-
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La figura 5 recoge los miRNAs que e
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por la adicion de citokinas. El miRNA 3 r
mds sobreexpresado cuando las células misg7g
miR21
fueron tratadas con IL-1B fue el |.;7b
. . miR378
miR146a. Este efecto fue ademas miR127-5p
especifico del tratamiento con esta m!g}g;a
mi -
citokina, no observandose variacion miR1
. let7
alguna cuando las células fueron ,::7:
tratadas con TNF. Este miRNA ha sido let7c
miR122
ampliamente estudiado en distintos le%fwb
mi
tipos de cdncer y en células inmunes, de miR155
.7 Ve i ’
hecho su expresiéon estd fuertemente m;ggg;’
asociada con el factor de transcripcién 2:2139'59
NF-kB (importante enlace causal entre la migzga
inflamacién 'y la  carcinogénesis) m:R513b
i miR137
(542,543), sugiriendo que la miR18a
manipulacion de la expresién de miR- miR106b
146a pueda representar una dia na Figura 4. Agrupacion jerarquica de miRNAs.

84 genes se analizaron y fueron asociados
segun el patron de expresion en células
Caco-2 cultivadas a distintos grados de

terapéutica para varias enfermedades,

en la inflamacidn

aunque su papel

intestinal o en IECs ha sido poco
investigado, por esto, aunado a la alta
IL-1B,

hemos seleccionamos este miRNA para

especificidad de efecto de la

continuar nuestro estudio .
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control se usaron las células que fueron
cultivadas durante 2 dias (n=3). El andlisis
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programa MeV (MultiExperiment Viewer). La
expresion de los genes se muestra como un
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sobreexpresion cuando el FC del grupo
estudiado vs el grupo control era mayor de 2
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Figura 5. Sobreexpresion e inhibicion. Comportamiento de los genes de miRNA mds
sobreexpresados e inhibidos de 84 genes analizados. (a) células Caco-2 cultivadas a 2, 7 y 17 dias
de confluencia, considerando el grupo de 2 dias de confluencia como grupo control n=3. (b)
Células Caco-2 cultivadas bajo estimulos proinflamatorios adicionando al medio de cultivo IL-18
(10ng/ml) y TNF (20ng/mL) durante 24 horas, considerando como grupo control células que no
recibieron ningun tipo de estimulacion n=3. El andlisis funcional fue llevado a cabo mediante el
programa MeV (MultiExperiment Viewer). La expresion de los genes se muestra como un mapa
de calor (heatmap). Se considerd sobreexpresion cuando el FC del grupo estudiado vs el grupo
control era mayor de 2 e inhibicion cuando el FC del grupo estudiado vs el grupo control fue
menor de 0.5.

2. SOBREEXPRESION DE miR-146A EN VARIOS MODELOS
EXPERIMENTALES DE COLITIS.

Actualmente existen muy pocos estudios que evaluen el papel de miR-146a
en la inflamacidn intestinal. Con la finalidad de estudiar mas a fondo su funcién
se evalud la expresion de miRNA-146a en tres modelos de colitis experimental.

Cabe destacar que en los modelos de colitis inducida quimicamente la
reaccién inflamatoria comienza inmediatamente o poco después de la
administracion del agente colitico (TNBS o DSS) ya que se produce la erosidn
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directa de la capa epitelial intestinal, con lo que dicha reaccién inflamatoria no
es estrictamente crdnica, es decir, los animales se recuperan con el tiempo,
mientras que el modelo de transferencia celular adoptiva se caracteriza por un
inicio lento e insidioso (6-8 semanas) y un curso crénico.

En primer lugar se utilizé el modelo de colitis experimental por TNBS en
ratas. Dado que el TNBS no es téxico de forma directa para el epitelio, se
administra por via intrarrectal en una solucién de etanol al 50% que provoca la
erosion del intestino y permite el acceso del TNBS a la mucosa, donde se
comporta como un hapteno desencadenando una respuesta inmune previa
reaccion con las proteinas tisulares (468,544).

Como era de esperar, los resultados obtenidos muestran que las
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de la colitis inducida por TNBS fueron
consistentes y concuerdan con estudios previos realizados por nuestro grupo de
investigacion y otros autores (465,545-547). La administracion de TNBS induce
una respuesta inflamatoria grave a nivel coldnico, caracterizada por erosién en
la mucosa, necrosis epitelial temprana, fibrosis y edema, lo que se traduce en un
marcado incremento del indice de dafio macroscépico (IDM) (Tabla 7). El
proceso de inflamacidon colénica también se acompafia de diarrea y una
marcada pérdida de peso corporal con anorexia. Asimismo, y como
consecuencia del proceso inflamatorio, se origind un engrosamiento de la pared
intestinal y un acortamiento del colon que incrementaron la relacidn
peso/longitud coldnica en comparacion con el grupo control (Tabla 7).

Tabla 7. Pardmetros macroscépicos y bioquimicos en el modelo experimental de colitis por TNBS.
Actividades enzimdticas y variables macroscdpicas en el tejido coldnico de ratas control (grupo
control, n=5) y ratas que recibieron TNBS en etanol por via intrarrectal (grupo TNBS, n=6). El
sacrificio de los animales se realizé 5 dias después de la induccion de la colitis. Los datos estdn
expresados como media + SEM. *p < 0.05 versus grupo control.

Relacion peso/ .. Actividad MPO Actividad AP Sensibilidad de Consumo de
Extension . . .
del dat colonica (mU/mg (U/mg AP a levamisol comida
(mg/cm) e dane proteina) proteina) (%) (g/rat. dia)

Grupo ~ Gananda DM longitud colénica
de peso

Control  12.9+1.3 —= 66.7+3.7 == 0.017+0.02 33.63+0.89 14.775+1.93 23.16+2.97

TNBS -59122* 11.5115* 230.5+£47.1*% 2.9:0.5% 9.8210.95% 132.6£10.16* 64.9+£1.81* 10.771£5.65%
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Los analisis bioquimicos realizados en el tejido coldnico revelaron un
incremento significativo de 648,1 veces en la actividad enzimatica de
mieloperoxidasa (MPQO), hecho debido presumiblemente al reclutamiento
neutrofilico en la mucosa coldnica de los animales coliticos (Figura 6a).
Andlogamente la actividad fosfatasa alcalina (AP) se incrementé 3,9 veces
(Figura 6b). Nuestro grupo de investigacion describié en estudios realizados
previamente que la actividad AP podia ser un buen marcador de inflamacién
intestinal ya que se encuentra incrementada en el colon de modelos preclinicos
de colitis en rata y ratdn (535), todos los modelos de inflamacién coldnica que se
examinaron en el estudio antes referido se caracterizaron por un significativo
estrés oxidativo e infiltracidon leucocitaria, lo que probablemente da lugar al
incremento en la actividad AP a nivel coldnico. Existen al menos 4 isoformas de
AP en humanos: fosfatasa alcalina intestinal (IAP) la cual se expresa
principalmente en intestino delgado y fosfatasa alcalina no especifica de tejido
(TNAP), la cual a su vez se diferencia en 3 isoformas (hepatica, renal y dsea) que
difieren a nivel de mRNA y en sus glucosilaciones. Investigaciones previas de
nuestro grupo de investigacion han descrito que la isoforma no especifica de
tejido es la responsable del incremento de la actividad observada en el colon de
los modelos animales y en células del epitelio intestinal (548).
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Figura 6a-c. Actividades enzimdticas (a) MPO (mU/mg prot), (b) AP (mU/mg prot) y (c)
sensibilidad a levamisol 0.1 nM (%) en el tejido coldnico de ratas control (grupo control, n=5) y
ratas que recibieron TNBS en etanol por via intrarrectal (grupo TNBS, n=6). El sacrificio de los
animales se realizé 5 dias después de la induccion de la colitis. Los datos se representan como
media + SEM ; *p<0.05.
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En este sentido, se evidencid un aumento de la sensibilidad al levamisol
(inhibidor especifico in vitro de AP) (Figura 6¢); es importante resaltar que el
incremento de la sensibilidad al inhibidor levamisol, apunta a un cambio de
isoforma, presumiblemente de la forma hepdtica a la renal. En sintesis, existe un
incremento de expresion de TNAP en el intestino inflamado que estd asociado al
cambio de isoforma, este cambio es achacable en parte a la infiltracion de
neutroéfilos y posiblemente otros leucocitos, que expresan este tipo de AP, pero
también a una modulacidon de la expresidn que tiene lugar en el epitelio (548).

La expresion coldnica de citokinas proinflamatorias fue estudiada mediante
PCR en tiempo real (Figura 7a-g). Los resultados muestran que el grupo de
animales coliticos exhibe un incremento significativo en la expresién de los
distintos parametros analizados: la proteina S100A8 (un marcador neutrofilico
gue junto con S100A9 forma el dimero calprotectina) ha sido estudiada con
interés por presentar niveles muy elevados en diversos trastornos inflamatorios,
incluyendo la Ell, de hecho, es un marcador ampliamente utilizado de actividad
inflamatoria en el intestino, a través de su deteccidn en heces; IL-1B (conocida
citokina proinflamatoria que destaca por su papel en la activacion de
macrofagos y por ser un factor mitégeno de linfocitos); ICAM1 (una molécula de
adhesidn intracelular util en la transmigracion de leucocitos); CCL2/MCP-1
(marcador de infiltracion de monocitos); TNF (citokina proinflamatoria originada
principalmente por macréfagos activados); IL-6 (citokina proinflamatoria
producida por macréfagos y linfocitos) y CXCL1 (quimiokina que desempefia un
papel importante en la migracion y activacién de linfocitos y neutrdfilos).
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Figura 7a-j. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de S100A8, IL18, CCL2/MCP1,
TNFa, CCXL1, IL-6, ICAM1, TLR2, TGBB y FOXP3 en tejido colonico de ratas control (grupo
control, n=5) y ratas que recibieron TNBS en etanol por via intrarrectal (grupo TNBS, n=6). El
sacrificio de los animales se realizé 5 dias después de la induccion de la colitis. La expresion
génica en tejido coldnico fue expresada como fold change basado en 2-AACt usando como gen
de referencia 18s. Todos los datos se expresan como incremento frente al grupo control, y se
expresan como media + SEM; *p<0.05.

Es importante destacar que hubo un amento significativo de la expresidén de
TLR2 (figura 7h), receptor transmenbrana que ejerce un papel fundamental en
el reconocimiento de patdgenos y la activacidon de la inmunidad innata. Asi
mismo se estudio la expresion de TGB-B y Foxp3 (figuras 7i-j). y se observé que
ambos parametros estaban significativamente incrementados. El TGF- es un
péptido multifuncional involucrado en la regulacion de los procesos de
proliferacién y diferenciacidn de diversos tipos celulares y es un factor necesario
para la induccién de la expresién de Foxp3 en linfocitos T reguladores.

Como se comenta al inicio, el principal propdsito de este estudio fue evaluar la
expresion de miR-146a tanto en los animales controles como en los coliticos,
con la finalidad de conocer su papel en la patogénesis de la Ell. El analisis de la
expresion del miRNA-146a por PCR a tiempo real mostré un incremento
significativo de su expresion en los animales coliticos frente al grupo control

(figura 8).
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Figura 8. Expresion génica medida por

PCR a tiempo real de miR-146a en tejido
colénico de ratas control (grupo control,
n=5) y ratas que recibieron TNBS en
etanol por via intrarrectal (grupo TNBS,
n=6). El sacrificio de los animales se
realizé 5 dias después de la induccion de
la colitis. La expresion génica de miR-146a
fue expresada como fold change basado

Niveles de mRNA(fold change)

en 2-AACt usando como gen de referencia 0

Control TNBS

U6. Todos los datos se expresan como
incremento frente al grupo Control, y se
expresan como media + SEM ; *p<0.05.

A continuacidn, y tras demostrar que la expresion de miR-146a se
encontraba incrementada en el modelo de colitis inducido por TNBS, decidimos
analizar la expresién de miRNA146-a en un segundo modelo preclinico de Ell, el
modelo de colitis en ratén inducido por sulfato de dextrano sédico (DSS). EI DSS
es un polimero sulfatado con capacidad tdxica sobre las células epiteliales
intestinales, ademas cuando es administrado por via enteral favorece el
aumento de bacterias anaerdbicas gram-negativas, lo que junto con el potencial
erosivo sobre la barrera intestinal y la inapropiada respuesta inflamatoria
propiciard la aparicion de lesiones intestinales (544,549). Previos estudios
realizados por nuestro grupo de investigacidon y otros autores avalan que La
suplementacion al agua de bebida con DSS provoca un estado colitico en
animales que han sido tratados bajo estas condiciones (550-552). En el presente
estudio, la colitis se indujo mediante la administracién de DSS al 2.5% (P/V) en el
agua de bebida durante 7 dias a ratones C57BL/6J WT hembras. Como se puede
observar en la Figura 9, los animales coliticos mostraron una caida del peso
corporal significativa a partir del quinto dia de la administracidn del DSS.
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Figura 9. Pérdida de peso corporal con respecto al dia O expresado en
porcentaje (%). de ratones que recibieron DSS (grupo DSS, n=8) al 2.5% (P/V) en
el agua de bebida durante 7 dias y de ratones control (grupo control, n=6). El
sacrificio de los animales se realizo 7 dias después de la induccion de la colitis.
Todos los datos se expresan como incremento frente al grupo control, y como
media + SEM; *p<0.05.

Igualmente, en este modelo se determind el peso corporal y la longitud del
colon (Figura 10a y 10b), asi como la relacion entre ambos parametros,
observandose en el grupo colitico un mayor peso del colon asi como un
acortamiento del mismo, lo que se tradujo en un incremento significativo de la
relacion peso/longitud coldnica (Figura 10c) comparandolo con el grupo control.

10a Peso 10b Longitud 10c Relacién Peso/Longitud
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Figura 10a-c. Pardmetros peso (a), longitud (b) y relacion peso-longitud (c) del colon
expresado en miligramos (mg), centimetros (cm) y relacion (mg/cm) respectivamente,
de ratones que recibieron DSS (grupo DSS, n=8) al 2.5% (P/V) en el agua de bebida
durante 7 dias y de ratones control (grupo control, n=6). Todos los datos se expresan
como incremento frente al grupo control, y como media + SEM; *p<0.05.
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Asi mismo, se analizé la secrecidon ex vivo de citokinas por medio de
explantes colénicos en cultivo, para asi confirmar el caracter inflamatorio de
dicho modelo (Figura 11a-d). Para ello se cuantificé la liberacién de MCP-1, IL-6,
IL17A e IL22 (estas dos ultimas citokinas inflamatorias secretadas por los TH17
gue promueven la infiltracién de neutrodfilos, lo que a su vez potencia la cascada
inflamatoria (553).
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Figura 11a-d. Produccion de las citokinas MCP-1 (a), IL-22 (b), IL-6 (c) e IL-17 (d) por los
explantes coldnicos expresada en pg/ug proteina de ratones que recibieron DSS (grupo DSS,
n=8) al 2.5% (P/V) en el agua de bebida durante 7 dias y de ratones control (grupo control,
n=6). Datos expresados como media + SEM). La medida de las distintas citokinas fue realizada
por ELISA. Todos los datos se expresan como incremento frente al grupo control, *p<0.05.

Por otro lado, se llevd a cabo el anadlisis de distintos parametros
hematoldgicos en sangre total en el Centro de instrumentacién cientifica de la
Universidad de Granada, sin detectar diferencias significativas entre los grupos,
si bien, se pudo observar una mayor poblacién de gldbulos blancos, asi como un
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mayor porcentaje de monocitos/macréfagos en el grupo de los animales a los
gue se les suministro DSS en el agua de bebida (Tabla 8).

Tabla 8. Poblaciones celulares sanguineas. WBC: gldébulos blancos totales (103/;1L).
RCB: glébulos rojos totales (lOs/uL). HGB: hemoglobina (g/dL). HCT: hematocrito. PLT:
plaquetas totales (103/;4L). MPV: volumen plaquetario medio (fL). PCT: trombocito.
PDW: distribucion de tamarfios de plaquetas de ratones que recibieron DSS (grupo DSS,
n=8) al 2.5% (P/V) en el agua de bebida durante 7 dias y de ratones control (grupo
control, n=6). Datos expresados como media + SEM.

GLOBULOS BLANCOS
WBC (totales) Linfocitos (%) Monocitos (%) Neutrofilos (%)

Control 2.62+0.77 82.1+2.44 9.32+2.35 6.62+1.62

DSS 3.21+0.70 80.44+2.58 10.49+2.02 544+1.31

GLOBULOS ROJOS
RCB (totales) HGB HCT

Control 8911034 13.92 +0.57 39.53+1.42

DSS 7.7210.66 12.10+0.66 33.89+2.94

PLAQUETAS
PLT MPY PCT PDW

Control  182.83 + 36.68 7.8510.33 0.14+0.02 42,18 +1.59

DSS 223.43+39.12 7.5110.23 0.17+0.03 39.83+1.97

Mediante PCR a tiempo real se determind la expresion en colon de S100AS,
IAP, Reg3y (en inglés, regenerating islet-derived protein Ill gamma, uno de los
péptidos bacterianos mas relevantes producido por las células de Paneth); TLR2,
TLR4 (ambos proteinas transmenbrana involucradas en el reconocimiento de
patégenos y la activacidon de la inmunidad innata) y las interleukinas I1L-22, I1L-17
e IL-27 (citokina caracterizada por poseer un efecto estimulador sobre la
proliferacién celular, involucrada en la regulacién de la homeostasis de los
epitelios que revisten las mucosas) encontrandose incrementos significativos en
todos los casos (Figura 12a-h).
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Figura 12a-h. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de S100A8 (a), IL22 (b), IL-17 (c), IL-
27 (d), IAP (d), TLR2 (f), TLR4 (g), y REG3y (h) en tejido coldnico de ratones que recibieron DSS
(grupo DSS, n=8) al 2.5% (P/V) en el agua de bebida durante 7 dias y de ratones control (grupo
control, n=6) expresada como fold change basado en 2-AACt usando como gen de referencia HPRT.
Todos los datos se expresan como incremento frente al grupo control, y se expresan como media +

SEM; *p<0.05.

Una vez confirmada el caracter inflamatorio del modelo, se procedié a

examinar la expresion de miR-146a, observdndose un aumento significativo en
el grupo colitico al igual que observamos en el modelo del TNBS (Figura 13).
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Figura 13 Expresion génica medido por

PCR a tiempo real de miR-146a en tejido 5 *
colénico de ratones que recibieron DSS g o

(grupo DSS, n=8) al 2.5% (P/V) en el agua E

de bebida durante 7 dias y de ratones 3 3

control (grupo control, n=6). La expresion %

génica de miR-146a fue expresado como E 2-

fold change basado en 2-AACt usando % L

como gen de referencia U6. Todos los E

datos se expresan como incremento 0-

frente al grupo control, y se expresan Control DSs

como media + SEM; *p<0.05.

Un tercer y ultimo modelo de colitis ensayado, fue el modelo de colitis
experimental por transferencia linfocitaria. Este modelo, considerado uno de los
mas cercanos a la enfermedad en humanos, difiere mecanisticamente de los
anteriores por su cronicidad y por tratarse de una colitis inducida por infiltracion
linfocitaria y por tanto, dependiente de linfocitos como la propia Ell. Por ende,
resultd interesante evaluar la expresién de miR-146a en un modelo de colitis
experimental donde no existiese un dafio epitelial directo.

La evolucién del peso corporal desde la transferencia celular adoptiva hasta
el comienzo del desarrollo de la colitis fue similar en ambos grupos (dato no
mostrado). Una vez establecida la enfermedad (entre la 4-6 semana)(472), se
observd una mayor afectacion del grupo colitico, evidenciada por una pérdida
de peso significativa, asi como un incremento significativo de la relacién peso-
longitud y de la puntuacidn del dafio colénico (Tabla 9).

Tabla 9. Pardmetros macroscépicos en el modelo experimental de colitis por
transferencia celular adoptiva. Variables macroscopicas en el tejido coldnico de ratones
transferidos con células T CD4+CD62L+ (grupo transferencia, n=7) y ratones control
(grupo control, n=5). Los animales fueron sacrificados 12 dias después de la
instauracion de la colitis. Los datos estdn expresados como media + SEM.

Peso/Longitud Puntuacién de dafio colénico Pérdida de peso
(mg/ecm) (ua) (% de pérdida de peso original of original)

Control 21.598+1.358 0+0 5.292+0.632

Transferencia 48.413+5.52 " 2.367+0.41° -1.781+0.769 "
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En cuanto al anadlisis macroscépico, se comprobd que en el colon de los
ratones transferidos con células T CD4+CD62L+ presentaba hiperemia a nivel de
la mucosa coldnica, engrosamiento de la pared intestinal, rigidez, pero no
necrosis (datos no mostrados), lo que se tradujo en los pardmetros
anteriormente comentados

El estudio histoldgico (tincidn hematoxilina-eosina) muestra dafio en el tejido
coldénico procedentes de animales del grupo colitico, observdandose destruccion
del epitelio con acortamiento de las criptas, pérdida de la arquitectura epitelial e
infiltracidn a nivel de la mucosa (Imagen 4).

Imagen 4. Imdgines histoldgicas 10X de muestras coldnicas procesadas y
tefiidas con Hematoxilina/Eosina en tejido coldnico de ratones transferidos con
células T CD4+CD62L+ (b, grupo transferencia, n=7) y ratones control (a, grupo
control, n=5). Los animales fueron sacrificados 12 dias después de la
instauracion de la colitis.

Al igual que en los anteriores modelos de colitis experimental, se observé un
aumento del reclutamiento neutrofilico en la mucosa coldnica del grupo colitico
evidenciado por un incremento significativo de la actividad MPO (Figura 14a), y
de la actividad AP coldnica (Figura 14b), asociado a un marcado incremento en
la sensibilidad al inhibidor especifico levamisol in vitro (Figura 14c), igualmente
significativo.
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Figura 14a-c. Actividades enzimdticas en el tejido colénico (a) MPO (mU/mg prot), (b) AP
(mU/mg prot) y (c) sensibilidad a levamisol 0.1 nM (%) de ratones control (grupo control, n=5)
y ratones transferidos con células T CD4+CD62L+ (grupo transferencia, n=7). Los animales
fueron sacrificados 12 dias después de la instauracion de la colitis. Los datos se representan
como media + SEM; *p<0.05.

Asi mismo, se analizé la expresién colénica de marcadores proinflamatorios
tales como: S100A8, IL-1B, IL-6, IFN-y, TNF-a, CXCL1, iNOS, COX-2, REG3y vy
MMP3, observandose un incremento significativo de todos ellos en los animales

coliticos frente al grupo control (Figura 15a-j).
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Figura 15a-j. Expresion génica medido por PCR a tiempo real de S100A8 (a), IL-18 (b), IL-6 (c), IFN-y
(d), TNF-a(d), CXCL1 (f), iNOS (g), COX-2 (h), REG3y (i) y MMP3 (j) en tejido coldnico de ratones
control (grupo control, n=5) y ratones transferidos con células T CD4+CD62L+ (grupo transferencia,
n=7). Los animales fueron sacrificados 12 dias después de la instauracion de la colitis. La expresion
génica en tejido colonico fue medida por PCR a tiempo real y expresado como fold change basado
en 2-AACt usando como gen de referencia 18s. Todos los datos se expresan como incremento
frente al grupo control, y se expresan como media + SEM; *p<0.05.

Ademas, analizamos las poblaciones hematoldgicas en sangre total en ambos

grupos, en concreto, se determind la poblacién de glébulos blancos vy linfocitos

totales, observandose una mayor poblacién de ambos tipos celulares en el

grupo colitico, sin apreciarse diferencias significativas en ningun caso (Tabla 10).

Tabla 10. Poblaciones celulares sanguineas, WBC gldbulos blancos totales (103/uL) y
linfocitos totales (1 03/uL ) de ratones control (grupo control, n=5) y ratones transferidos
con células T CD4+CD62L+ (grupo transferencia, n=7). Los animales fueron sacrificados
12 dias después de la instauracion de la colitis. Datos expresados como media+ SEM;
*p<0.05 versus grupo control.

GLOBULOS BLANCOS
WBC (totales) Linfocitos (totales)
Contraol 3.8040.40 3.3840.31

Transferencia 4.47+ 0.54 3.8710.84

Finalmente se determind la expresién de miR-146a en ambos grupos (Figura

16).
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Figura 16. Expresion génica medido por PCR a tiempo real de miR-146a en tejido colénico
de ratones control (grupo control, n=5) y ratones transferidos con células T CD4+CD62L+
(grupo transferencia, n=7). Los animales fueron sacrificados 12 dias después de la
instauracion de la colitis. La expresion génica de miR-146a en tejido coldnico fue
expresada como fold change basado en 2-AACt usando como gen de referencia U6. Todos
los datos se expresan como incremento frente al grupo Control, y se expresan como media
+SEM.
En resumen y tras analizar la expresién de miR-146a en los tres modelos
experimentales de colitis podemos decir que, este RNA pequefio se encuentra
incrementado en los modelos de colitis inducida por DSS y TNBS, pero no en el

modelo de colitis mediante transferencia linfocitaria.

3. miRNASE IECS

% Sobreexpresion de miR-146a en células epiteliales diferenciadas

Varios autores han descrito que la expresion de miR-146a se encuentra

aumentada en células inmunes maduras (543).; las células epiteliales
intestinales cumplen a cabalidad ambos criterios: son consideradas un
componente esencial de la respuesta inmune innata intestinal ya que
desempeiian un importante papel en la compleja relacidn existente entre la
microbiota intestinal y el desarrollo de la tolerancia, siendo esta “sociedad”
posible en gran medida debido a la expresidon de receptores que reconocen
antigenos bacterianos y como segundo criterio son células del epitelio intestinal
gue derivan de células madre intestinales situadas en la base de las criptas, las

cuales mediante un proceso de diferenciacién progresiva que se desarrolla en el
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eje cripta-vellosidad se convertirdn en una célula madura competente como
células caliciformes, células de Paneth, y enterocitos o células absortivas; en
este sentido y para dar continuidad con la hipdtesis anteriormente descrita, se
evalud la expresién de miR-146a en células diferenciadas (vellosidades) y células
indiferenciadas (criptas) de intestino delgado concretamente de yeyuno
procedente de ratones WT.

Los resultados obtenidos son consistentes con lo demostrado en otros tipos
celulares, existiendo un aumento de la expresién de miR-146a en vellosidades
intestinales cuando se compara su expresion con criptas de yeyuno de ratén
(Figura 17a).

El proceso de diferenciacidon epitelial puede ser caracterizado mediante Ia
monitorizacién del cambio en la expresion y/o actividad de enzimas, por tanto,
analizamos de forma paralela la expresion de miRNA-146a, la expresion de
fosfatasa alcalina en criptas y vellosidades como marcador especifico de células
epiteliales enterociticas maduras. Asi pues en la Figura 17b se puede comprobar
el incremento de fosfatasa alcalina intestinal en células diferenciadas del
epitelio intestinal de yeyuno de raton.
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Figura 17. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de miR-146a e IAP en
criptas y vellosidades de yeyuno de ratén (n=2-9). La expresion génica de miR-146a e
IAP en vellosidades y criptas fue expresada como fold change basado en 2-AACt usando
como gen de referencia U6 y 18s respectivamente. Todos los datos se expresan como
incremento frente al grupo control, y se expresan como media + SEM ; *p<0.05.
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«+ Citokinas proinflamatorias y componentes bacterianos como
LPS y flagelina inducen la expresion de miR-146a en células del
epitelio intestinal

Dado los resultados que anteceden, uno de nuestros siguientes objetivos fue
determinar el papel de miRNA-146a en la respuesta inmunoldgica intestinal
mediada por células epiteliales intestinales, usando enterocitos como parte
fundamental de la respuesta inmunoldgica innata a nivel de barrera intestinal.

Los modelos empleados fueron dos lineas celulares de epitelio intestinal, la
linea celular Caco-2 procedente de adenocarcinoma colénico humano vy la linea
celular IEC-18 procedentes de ileon fetal de rata, la cual es de tipo no tumoral.

Atendiendo a los resultados obtenidos previamente se corrobord la
expresion de miR-146a en la linea celular Caco-2 bajo el estimulo
proinflamatorio generado por IL-1B y en células que no fueron sometidas a
ningln tipo de estimulacién, este ultimo llamado grupo control; aunque la
variabilidad impide alcanzar el umbral de la significancia se observé un aumento
en la expresion de miR-146a bajo condiciones proinflamatorias (Figura 18).
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Control IL-1B

Figura 18 . Expresion génica medida por PCR a tiempo real de miR-
146a en células Caco-2 (n=6). La expresion génica de miR-146a en
células IEC-18 fue expresada como fold change basado en 2-AACt
usando como gen de referencia U6.

Paralelamente se determind como control positivo del efecto de la
estimulacion de las células Caco-2, la secrecion en el medio de cultivo de IL-8,
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guimiokina de la familia CXC la cual desempefia un papel fundamental en la
regulacion de la respuesta inflamatoria aguda, mediante la atraccién de
neutroéfilos y otras células inflamatorias y la secrecién de MCP-1, quimiokina de
la familia CC la cual ejerce un rol primordial en el reclutamiento de monocitos,
células T de memoria, células dendriticas entre otras. Los resultaron
confirmaron el incremento significativo en la produccién de IL-8 y MCP-1 en
células Caco-2 estimuladas con IL-1B durante 24 horas (Figura 19).
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Figura 19. Secrecion de MCP-1 e IL-8 tras 24 horas de tratamiento con IL-8 por células
Caco-2. La medida de MCP-1 e IL-8 fue realizada por ELISA. Todos los datos se expresan
como incremento frente al grupo control (células no estimuladas con IL-18) media
aritmética + SEM; *p<0.05 y son representativos de tres experimentos distintos. Grupo
control (n=6) y grupo estimulado con IL-18 (n=6).

Para dar continuidad al estudio utilizamos la linea celular IEC-18 en los
siguientes experimentos ya que, como se menciond anteriormente, se trata de
una linea celular de ileon de rata de cardcter no tumoral y por lo tanto debe
tener una conducta mds proxima al comportamiento normal de las células
epiteliales intestinales, ademds estudios previos de nuestro grupo de
investigacion indicaron que en la linea celular Caco-2 existia una baja expresion
del receptor transmenbrana TLR4 (datos no mostrados).

Las IEC expresan diferentes tipos de receptores que reconocen patrones
moleculares asociados a patogenos (342,554), los TLR son los mejor
caracterizados, ademas miR-146a es uno de los microRNAs que ha sido
fuertemente asociado a la relacién entre respuesta inflamatoria y la microbiota,
de hecho se ha descrito una alta induccion de la expresidn de miR-146a a través
de la estimulacion de TLR4 en diferentes tipos celulares (11,12).
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En este sentido, en vista de los resultados previamente obtenidos en la linea
celular Caco-2, se estudié el efecto de diferentes antigenos bacterianos y
citokinas en la expresion de miR-146a en la linea celular IEC18. los resultados
obtenidos indican que la expresion de miRNA-146a se incrementa
significativamente por diversos estimulos inmunolégicos, como el
lipopolisacdrido bacteriano (LPS) ligando de TLR4, flagelina (FLA) ligando de TLR5
y por TNF. Por el contario no se observd efecto significativo con CpG DNA
ligando de TLR9, peptidoglicano (PDG) ligando de TLR2, Muramildipéptido
ligando de NOD-2 e IL-1B (Figura 20).
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Figura 20. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de miR-146a en
células IEC-18 tras 24 horas de estimulacion con LPS (1 ug/mL), IL-8 (10
ng/mL), TNFa (10 ng/mL), flagelina (FLA, 100 ng/mL), CoG DNA (50 nM),
Peptidoglicano (PDG, 2ug/mlL), muramildipéptido (MURA, 5 ug/mlL). La
expresion génica de miR-146a en células IEC-18 fue expresada como fold
change basado en 2-AACt usando como gen de referencia U6. Todos los datos
se expresan como incremento frente al grupo Control, y se expresan como
media + SEM: *n<0.05 (n= 3-8).

Como control del efecto de la estimulacién determinamos la secrecion de
MCP-1. Los resultados demuestran un aumento significativo de la secrecién de
MCP-1 en células IEC18 estimuladas con LPS, FLA y TNF, no hubo incremento de
esta quimiokina bajo el efecto de otros estimulos como CpG DNA,
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peptidoglicano, muramildipéptido e IL-1B (Figura 21), siguiendo el patrén
anteriormente mostrado para la expresién de miR-146a.
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Figura 21. Secrecion de MCP-1 tras 24 horas de estimulacion con LPS (1 ug/mlL),
IL-8 (10 ng/mL), TNF (10 ng/mL), flagelina (FLA, 100 ng/mL), CoG DNA (50 nM),
Peptidoglicano (PDG, 2ug/mL), muramildipéptido (MURA, 5 ug/mL) por células

IEC-18. La medida de MICP-1 fue realizada por ELISA. Todos los datos se expresan
como incremento frente al grupo control, y se expresan como media + SEM;

Paralelamente se evalud la expresion de TLR 2, 4, 5, 9 y NOD-2 en células
IEC-18. Los resultados obtenidos se correlacionan directamente con lo
observado en cuanto a la expresiéon de miR-146a siendo los mas expresados

TLR4 y TLR5 (Figura 22).
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Figura 22. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de TLR 2, 4,5,
9y NOD-2 en células IEC-18 (n=3). La expresion estd normalizada con el
gen de referencia 18s.
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Dado que los
resultados expuestos
revelan que existe un
evidente efecto en la
expresion de miR-146a
consecuencia de la
estimulacion de
receptores asociados a
patdégenos por sus
respectivos ligandos,
como siguiente
cometido se planted el
estudio del mecanismo
de accién de dicho
efecto escogiendo al
ligando LPS como
representante idéneo
de los estimulos
inicialmente
empleados ya que, fue
el estimulo que
consiguié una mayor
expresion del mRNA
en cuestion y la
expresion de TLR4
(receptor analogo por
excelencia de LPS) se
encuentra
incrementada en la
linea celular IEC18.
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Figura 23. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de miR-146a
(a) y secrecién de MCP-1 (b) en células IEC-18 tratadas con inhibidores
de NF-kB y PI3K. La expresion génica de miR-146a en células IEC-18 fue
medida por PCR a tiempo real y expresado como fold change basado en
2-AACt usando como gen de referencia U6 (n=6). La medida de MCP-1
fue realizada por ELISA (n=2). Los datos han sido expresados como
media aritmética £ SEM y son representativos de dos experimentos
distintos +p <0.05 vs el grupo control, *p <0.05 vs el grupo estimulado
(LPS).

Para ello el estudio se enfocd en tres cascadas de sefializacion ampliamente

vinculadas a la respuesta inmune e inflamatoria.

La primera via inmunoldgica estudiada fue la via de NF-kB, el cual es activado en

respuesta a varios estimulos externos como interleucinas, factores de

crecimiento, infecciones virales y bacterianas, factores fisicos (luz UV, por ej.) y

para referirnos a efectos de este ensayo, LPS. Para conocer la implicacién de

esta via se utilizé Bay11-7082, un inhibidor farmacoldgico de la fosforilacion de
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Figura 24. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de miR-
146a (a) y secrecion de MCP-1 (b) en células IEC-18 tratadas con
inhibidores de MAPK. La expresion génica de miR-146a en células
IEC-18 fue medida por PCR a tiempo real y expresado como fold
change basado en 2-AACt usando como gen de referencia U6 (n=6).
La medida de MCP-1 fue realizada por ELISA (n=2). Los datos han
sido expresados como media aritmética = SEM y son representativos
de dos experimentos distintos +p <0.05 vs el grupo control, *p <0.05
vs el grupo estimulado (LPS).
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IkB, proceso indispensable
para la translocacion del factor
de transcripcién al ndlcleo
mediante la via clasica. La
inhibidor dio

lugar a un

presencia del
descenso
significativo de la expresion de
miR-146a asi
produccién de MCP-1 (Figura

como de |la

23a y b). Simultaneamente se
estudio la implicacion de otra
de las cascadas de sefializacion
implicada en la respuesta
inmune e inflamatoria como lo
es la via de sefializacién de
Akt. En este

estudiar la participacién de

caso, para
esta via se empled
wortmanina, un inhibidor de la
fosforilacion de
fosfatidilinositol 3 kinasa
(P13K, enzima responsable de
de Akt); Ia

presencia de wortmanina no

la activacion

dio lugar a cambios ni en la
expresion de miR-146a, ni en
la producciéon de MCP-1

(Figura 23a y b).

Para finalizar se estudié la implicacién de la regulacidon de la cascada de

sefializacion por las principales MAPK mediante el uso de inhibidores para p38,

ERK1/2 y JNK. Las MAPK son protein quinasas serina/treonina especificas que

responden a estimulos extracelulares y regulan varias actividades celulares,

como la expresion de genes, la proliferacién, la diferenciacién, la supervivencia

celular y la apoptosis. La expresién de miR-146a fue ligeramente disminuida en

presencia de los inhibidores de las vias p38 y JNK aunque dicha disminucidn no

llega a ser significativa en ninguno de los casos (Figura 24a). En cuanto a la
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secrecidon de MCP-1, tan sdélo es disminuida ligeramente por la inhibicidon de p38
sin que exista diferencia significativa (Figura 24b).

% La sefializacion a través del receptor TLR4 y la molécula adaptadora
MyD88 induce la expresidon de miR-146a en células del epitelio intestinal

Con el fin de caracterizar mejor la via de transduccién de sefial implicada en
la induccion de miR-146a por LPS, estudiamos la hipétesis de que el LPS actua
mediante la via de TLR4 dependiente de MyD88; para ello utilizamos lineas
estables de células IEC-18 en las que la expresion de TLR4, asi como de su
molécula transductora de sefial Myd88, fue silenciada mediante el uso de shRNA
introducido a través de particulas lentivirales. MyD88 actia como proteina
adaptadora comun a todos los TLR, exceptuando TLR3, para activar al factor de
transcripcién NF-kB con la consecuente induccién de citokinas proinflamatorias.
Al objeto de verificar este extremo, se estudié la expresiéon de miR-146a en la
linea celular IEC-18, silenciada para TLR4 y MyD88. Los resultados muestran que
el silenciamiento de la expresion de MyD88 en células IEC18 produce una
inhibicion en la expresidn de miRNA146a asociada a una disminucién en la
secrecion de MCP-1 inducida por LPS (Figura 25 a y c). Igualmente, el
silenciamiento de la expresién de TLR4, da lugar a una menor produccion de
MCP-1 en respuesta a LPS, y a una inhibicion de la expresion de miR-146a
(Figura 25 d y b).
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Figura 25. Vias de traduccidn de sefial involucradas en el efecto de LPS en la
linea celular IEC-18. Efecto del silenciamiento celular de MyD88 y TLR4 en la
expresion de miR-146a (a y b, n= 3) y secrecion de MCP-1 (c y d, n=4). La
expresion génica de miR-146a en células IEC-18 fue medida por PCR a tiempo
real y expresado como fold change basado en 2-AACt usando como gen de
referencia U6. La medida de MCP-1 fue realizada por ELISA. Los datos han sido
expresados como media aritmética * error estdndar de la media (SEM) y son
representativos de tres experimentos distintos +p <0.05 vs sh control, *p <0.05
vs sh Control + LPS.

En sintesis podria afirmarse que el aumento de la expresién de miR-146a tras
la adicion de LPS al medio de cultivo es inhibido significativamente cuando TLR4
y MyD88 se encuentran silenciados en células IEC-18.

+ La sobreexpresiéon de miR-146a inhibe la produccion de

citoquinas en respuesta a LPS e IL-1B8 en células del epitelio
intestinal

Existen estudios que describen que miR-146a ejerce un papel fundamental
limitando la severidad de la respuesta inmune a través de la prevencion de la
sobreestimulacion de la misma. Con objeto de probar la validez de esta hipdtesis
en células del epitelio intestinal, se sobreexpresé miR-146a en los dos modelos
celulares que han sido usados durante el desarrollo de este trabajo de
investigacion; para conseguir dicho cometido se realizd la transfeccion en
células Caco-2 e IEC18 de un “miRNA Mimic” (pequefio RNA modificado
guimicamente que imita artificialmente la actividad endégena de miRNA-146a
maduro) y se estudid el efecto de la misma en la produccion de citokinas.
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Figura 26. Efecto de la sobreexpresion de miR-146a en la secrecion de citokinas
sobre células IEC-18 (a) y células Caco-2 (b). El efecto del miR-146a mimic fue
estudiado midiendo en el medio de cultivo la secrecion de las diferentes
citokinas (MCP-1 y GROa en el caso de células IEC-18 y MCP-1 e IL-8 en el caso
de células Caco-2) tras 24 horas de estimulacion con LPS (IEC-18) e IL-18(Caco-2)
y posterior a la transfeccion (n=3). Los datos han sido expresados como media
aritmética + SEM y son representativos de dos experimentos distintos.*p <0.05

La sobreexpresion de miR-146a en células IEC-18, inhibe la secrecidn en el
medio de cultivo de MCP-1 y GROa a las 24 horas tanto en condiciones basales
como estimuladas con LPS (Figura 26a). Analogamente la sobreexpresion en
células Caco-2 estimuladas o no con IL-1B durante 24h, inhibe la secrecién en el
medio de cultivo de MCP-1 e IL-8 (Figura 26b).
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<+ Mediadores inflamatorios como IL-1B, IFNy y TNF inducen la
expresion de miR-146a en organoides intestinales procedentes
de criptas de yeyuno de ratén

Para finalizar realizamos el estudio de la expresidn de miR-146a en el modelo
de organoides intestinales el cual es considerado en la actualidad como el mejor
modelo disponible para el estudio de células epiteliales in vitro, teniendo en
cuenta las limitaciones inherentes al uso de lineas celulares.

Los recientes avances en la identificacién de células madre Igr5+ en la parte
inferior de las criptas intestinales de ratdn permiten esta técnica de cultivo en la
cual dichas células madre intestinales se expanden en forma de estructuras
tridimensionales denominadas “organoides” que a su vez van a contener
consistentes estructuras de criptas y un lumen interno revestido por células
diferenciadas, es decir la estructura basica del epitelio intestinal in vivo, en
sintesis, se forman estructuras similares a las de pequenfios epitelios intestinales.

Con el objetivo de estudiar el efecto de citokinas proinflamatorias (IL-18,
TNF e IFNy) en cultivos de organoides obtenidos de yeyuno de ratén se
determind la expresidon de distintas dianas moleculares tras una semana de
crecimiento y 24 horas de incubacién con las diferentes citokinas.

En primer lugar se estudio el efecto de la administracion de IL-1, TNF e IFNy
sobre la secrecion de GROa/CXCL1 en el modelo de organoides intestinales. La
adicion de citokinas TNF e INFy al medio de cultivo de los organoides intestinales
indujo un incremento significativo en la secrecion de GROa/CXCL1. Sin embargo
la adicion de IL-1B no incrementa la secrecion de la quimiokina en cuestidn
(Figura 27).
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Figura 27. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de GROa/CXCL1
en organoides procedentes de yeyuno de ratén WT. La expresion génica
en organoides procedentes de yeyuno de raton es expresada como fold
change basado en 2-AACt usando como gen de referencia 18s. Los datos
han sido expresados como media aritmética + error estdndar de la media
(SEM)*p <0.05 vs Grupo control.

La inflamacidn intestinal estd asociada a cambios profundos de tipo
fisiopatoldgico, entre los cuales se encuentran alteraciones tanto en el
transporte idnico epitelial como en la funcién de la barrera del epitelio
intestinal. Ambos factores contribuyen decisivamente a la disrupcion de la
barrera epitelial, hecho que favorece el establecimiento de la reaccién
inflamatoria (555-557). Defectos de barrera que impliguen mediadores
inflamatorios como los empleados previamente pueden ser reproducidos en
lineas celulares intestinales (368,369,371). En este sentido, con la finalidad de
corroborar la instauracion de la respuesta inflamatoria en el modelo de
organoides intestinales procedentes de yeyuno de ratén, se evalud la expresion
de moléculas ubicadas a nivel epitelial (transportadores de membrana) como
cftr (Abcc7), Nkeccl (Slc12a2), Nhe3 (Slc9a3) y Dra (Slc26a3) las cuales debido a
su localizacién y funcién estan presumibles afectadas en consecuencia de la
respuesta inmune desarrollada en la inflamacién. Los resultados obtenidos
muestran una disminucién de la expresion de los transportadores en la mayoria
los ensayos realizados. Asi pues, la expresion de Dra disminuye de forma
significativa cuando se administra al medio de cultivo cualquiera de las tres
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citokinas ensayadas (Figura 28a), IFNy redujo significativamente la expresion de
cftr (Figura 28b) y Nkccl (Figura 28c), mientras que IL-1B redujo de forma
significativa la expresion de Nhe3 (Figura 28d).
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Figura 28. Expresion génica medida por PCR a tiempo real de Dra (a), Cftr (b),
Nkccl (c) y Nhe3 (d) en organoides procedentes de yeyuno de ratén WT. La
expresion génica en organoides procedentes de yeyuno de ratén es expresada
como fold change basado en 2-AACt usando como gen de referencia 8-actina. Los
datos han sido expresados como media aritmética * error estdndar de la media
(SEM) *p <0.05 vs grupo control, (n=8-10).

Por ultimo, procedimos a estudiar la expresién de miR-146a en las diferentes
condiciones generadas anteriormente.

Los resultaron obtenidos revelaron el aumento de la expresién de miR-1462
cuando administramos al medio de cultivo cualquiera de los tres estimulos
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examinados. Sin embargo la variabilidad impide alcanzar el umbral de la
significancia en todos los casos (Figura 29).

12

10

Niveles de mRNA (fold change)

-

(_,0““ o e 4‘\45'@ o

Figura 29. Expresion génica medido por PCR a tiempo real de miR-146a en
organoides procedentes de yeyuno de ratén WT. La expresion génica en
organoides procedentes de yeyuno de ratén es expresada como fold change
basado en 2-AACt usando como gen de referencia U6. Los datos han sido
expresados como media aritmética + error estandar de la media (SEM) *p
<0.05 vs Grupo control, (n=3).
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El epitelio intestinal, en el que las IECs son el principal tipo celular,
constituye una barrera selectiva que media la absorcién de nutrientes y la
relacién con las bacterias y con el contenido general del lumen intestinal. Las
IECs son células que se regeneran constantemente y el epitelio intestinal es por
tanto un tejido con una tasa de proliferacion muy alta. Las IECs se generan a
partir de células pluripotenciales de las criptas y se diferencian en los distintos
tipos celulares a medida que ascienden por la microvellosidad. Las células ya
diferenciadas de las puntas de las microvellosidades sufren procesos de
descamacion y muerte por apoptosis. Estos procesos son muy importantes en el
mantenimiento de la homeostasia intestinal y estimulos como la inflamacién,
distintos farmacos o el estrés fisico, que inducen alteraciones en la funcién de
barrera intestinal, pueden incrementar la muerte celular e inducir por tanto la
aparicion de lesiones en el epitelio intestinal (558). En la reparacion de estas
lesiones es muy importante la proliferacion de las IECs que, ademas, deben
diferenciarse para poder ejercer sus funciones. Por otra parte, las caracteristicas
esenciales del cancer incluyen inhibicion o defectos en la diferenciacién celular e
incremento en la proliferacién. La busqueda de agentes que regulen la
diferenciacién y la proliferacion, y por tanto tengan influencia en la reparacién
de lesiones o protejan frente al inicio y la progresién del cancer, es un campo
muy activo de investigacion. Se ha observado que los miRNAs regulan procesos
de proliferacién y de hecho existen miRNAs supresores de tumores y miRNAs
con funciones oncogénicas, por lo que pueden constituir dianas terapéuticas
muy importantes. No obstante, el efecto de la diferenciacidon de IECs sobre la
expresion de miRNAs ha sido muy poco caracterizado. Por tanto, nuestro primer
objetivo en esta Tesis Doctoral fue estudiar el efecto de la diferenciacién y la
proliferacién sobre la expresion de miRNAs en IECs. Escogimos realizar nuestro
estudio en células Caco-2, por su capacidad de diferenciacidon in vitro y
utilizamos un array comercial de miRNAs relacionados con la proliferacion y la
diferenciacion.

Distintas bases de datos, como miRBase (http://www.mirbase.org), agrupan

los miRNAs por familias de genes relacionados. Se ha descrito ampliamente que
los miRNAs de las familias let7, miR1l, miR10 y miR15 poseen efectos
citostaticos, actuando como supresores de tumores. Asi, la inhibicion de la
expresion de genes de la familia let7 induce el desarrollo de adenocarcinomas
en el intestino y de otros tipos de cancer (559,560). De hecho, let7 inhibe la
proliferacién y la génesis de tumores mediante la represién de distintos
oncogenes como RAS, MYC o HMGA?2 (561,562). También se ha descrito que la
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familia miR15 ejerce efectos antiproliferativos y, en concordancia, se ha
observado que es frecuente la deleciéon de su locus (13q14) en leucemia
linfocitica y en cancer de colon (563-565). En el caso de la familia miR10, la
expresion de miR-10 y miR-100 se encuentra inhibida en distintos tipos de
cancer; no obstante, existen ciertas discrepancias, ya que se ha descrito
ocasionalmente que sus niveles también pueden incrementarse en esta
enfermedad (566). Nuestros datos indican que los genes de estas familias se
encuentran inducidos en células Caco-2 diferenciadas respecto a células no
diferenciadas. Otros miRNAs supresores de tumores cuya expresion se encontré
muy incrementada en células diferenciadas fueron miR-26a, miR122, miR127-
5p, miR181a, miR192, miR215, miR370 y miR378 (567-575). Como hemos
indicado, y a pesar de su origen oncoldgico, las células Caco-2 se diferencian y
polarizan en cultivo, de modo que su fenotipo es morfoldgica y funcionalmente
similar al de enterocitos del intestino delgado, adquiriendo microvellosidades y
desarrollando uniones estrechas (tight junctions), y expresando enzimas y
transportadores caracteristicos de este tipo celular (576). Es bien sabido que la
proliferacién de células Caco-2 se inhibe una vez llegan a confluencia,
iniciandose su diferenciacion. En nuestro experimento, determinamos las
actividades fosfatasa alcalina y sacarasa/isomaltasa, que son enzimas del borde
en cepillo del enterocito cuya expresion se incrementa con la diferenciacion, y
encontramos que aumentaban de manera directamente proporcional al tiempo
en cultivo. Ademas, nuestros datos coinciden con los publicados en otros tipos
celulares, indicando que la expresion de los miRNAs mencionados es
proporcional al grado de diferenciacion de las células (mayor a los 17 dias de
cultivo que a los 7 o los 2 dias) e inversamente proporcional a su estado
proliferativo (577).

La familia miR17 incluye los siguientes miembros: miR17, miR18a, miR18b,
miR20a, miR20b, miR93 y miR106. A su vez, en el entorno del gen que codifica
miR17 (a menos de 10 Kb), se encuentran los genes de una serie de miRNAs
(miR17, miR18a, miR20a, miR19-b, miR92-a). A esta agrupacion (cluster) de
genes con funciones comunes se le denomina miR17-92. Aunque la mayoria de
los miRNAs actian como supresores de tumores, inhibiendo la proliferacion,
miembros de la familia miR17 y del cluster miR17-92 se encuentran
incrementados en cancer, sugiriendo que pueden tener funciones oncogénicas
(578,579). En concordancia con estas observaciones, en nuestro caso la
expresion de estos miRNAs no se vio alterada tras la diferenciacién o incluso se
vio disminuida (miR18a, miR20a y b, miR17 y miR93 presentaron valores de
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FC<0.6). Los unicos miRNAs de este grupo cuya expresion se vio inducida por la
diferenciacidn fueron miR18b (FC= 15,89) y miR-92a (FC=7,16). miR18b ha sido
caracterizado como un gen supresor de tumores, y por tanto es légico que su
expresion se encuentre incrementada en células diferenciadas (580). Al igual
gue miR92a, miR21 (FC=2,42) o miR155 (FC=13,92) han sido caracterizados
como genes oncogénicos, pero en este caso sus niveles se mostraron
incrementados en células Caco-2 diferenciadas. Esta asociacion entre aumento
de expresién y diferenciaciéon celular (células no proliferativas) podria achacarse
al origen cancerigeno de las Caco-2 o al fenotipo especifico de estas células
(epitelio intestinal) (581).

De todos los miRNAs estudiados, sélo los niveles de miR302a se hallaron
disminuidos en células diferenciadas (17 dias frente a 2 dias en cultivo) teniendo
en cuenta el criterio FC<0.5. Es interesante destacar que la induccion de la
expresion de este gen se ha relacionado con el fendmeno de reprogramacion
celular. Este proceso consiste en la programacion de células somaticas
diferenciadas para que vuelvan a su estado embrionario (582). Por tanto la
inhibicién de miR302a se corresponde con la diferenciacion.

El efecto de la inflamacidn o de citokinas proinflamatorias sobre la expresidn
de miRNA en enterocitos ha sido muy poco estudiado. Ademads, estudios
recientes indican que los miRNAs pueden constituir un nexo entre inflamacién y
cancer (583), por lo que nos parecié interesante estudiar el efecto de estas
citokinas sobre la expresion de miRNAs relacionados con la proliferacién y la
diferenciacidn. En nuestro estudio constatamos que la adicién de IL-1B y TNF al
medio de cultivo de células Caco-2 tuvo un profundo efecto en la expresidon de
los miRNAs analizados, siendo este efecto especifico para cada citokina y muy
distinto del efecto de la diferenciacion. Concretamente, pudimos observar que
mientras que la diferenciacidn produjo principalmente la sobreexpresion de los
miRNAs medidos (74 miRNAs se sobreexpresaron (FC>2) y sélo 1 se inhibio
(FC<0.5), la adicién de cualquiera de las dos citokinas al medio produjo la
inhibicion de un gran ndmero de genes (32 en el caso del cultivo con IL-1B y 35
en el caso del cultivo con TNF). Por otra parte, los miRNAs modificados en el
mismo sentido (sobreexpresién o represion) tanto por IL-1B como por TNF
fueron mayoria, lo que sugiere que se trata de miRNAs importantes en el
proceso inflamatorio.
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La inflamacidn es un factor ambiental importante que promueve la génesis
de tumores y la progresidn de lesiones cancerigenas. Estudios recientes han
empezado a relacionar cancer e inflamacién y han puesto de manifiesto que la
familia de miRNAs let7 puede jugar un papel importante. Los let7 actian como
citostaticos (584). Ademas, diversos estudios han indicado que la estimulacion
de NF-kB, el principal factor de transcripcién implicado en la respuesta
inflamatoria, inhibe la expresion de los genes de la familia let7 (584,585). Se ha
descrito que el siguiente mecanismo puede ser responsable de la induccién de
tumores mediada por la inflamacién: la inhibicién de la expresidon de let7 por
NF-kB permite la expresion de citokinas proinflamatorias como la IL-6 (que es
una de sus dianas). Como consecuencia de la expresiéon de IL-6 se induce el
activador de la transcripcion 3 (Stat3), que es un factor de transcripcién que
favorece la proliferacidn, la angiogénesis y la supervivencia (586). Por tanto, se
cree que la abundancia de citokinas que activan Stat3 en el microambiente de
los tumores induce una red de sefales que promueve el crecimiento del epitelio
neopldsico y la inflamacidén vy, simultdneamente, suprime la respuesta
antitumoral del huésped. En concordancia, en diversos tumores de origen
epitelial se observa estimulacidén persistente de Stat3, lo que ademas se asocia
frecuentemente con un mal prondstico. Nuestros datos concuerdan con esta
teoria, ya que, como hemos indicado, en nuestro estudio la mayoria de los
miRNAs de la familia let7 se hallaron inducidos en células diferenciadas (no
proliferativas) e inhibidos en células estimuladas, tanto con IL-1 como con TNF.

Otros miRNAs que siguieron un perfil similar al de los let7, con expresion
incrementada en la diferenciacién e inhibida por citokinas, fueron miR214,
miR150, miR18b, miR142-5p, miR520g y miR127-5p.

Se ha propuesto que, al igual que let7, miR21 y miR155 pueden ser un nexo
entre la inflamacion y la generacidn de tumores (587). De hecho, se ha llegado a
proponer su uso, junto con el de miR146a, como marcadores de tumores
colorrectales (588), y son probablemente, junto con miR146a, los miRNAs mas
estudiados en la inflamacion (589). Tanto miR155 como miR21 se activan
transcripcionalmente como resultado de la activacién por NF-kB y AP-1. Ambos
miRNAs ejercen funciones complejas. De hecho, el papel funcional de miR21
depende de distintos factores como el tipo de célula o las sefiales inductoras.
Asi, miR21 limita el papel de las células hematopoyéticas en la inflamacion,
mientras que potencia el de las células no hematopoyéticas, inhibiendo ademas
la apoptosis y promoviendo la transformacidn de distintos tipos de células en
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células cancerigenas (590). Por otra parte, distintos estudios indican que miR155
puede actuar como un promotor o silenciador de tumores dependiendo del tipo
celular y de si la célula es cancerosa o no (591). En nuestro estudio tanto la
expresion de miR155 como de miR21 se incrementd en la diferenciaciéon y no se
alterd por ninguna de las citokinas estudiadas, con la excepcion de TNF, que
indujo la produccion de miR155 (FC=2). Nuestros datos en el caso del miR155
coinciden con los obtenidos por otros autores en miofibroblastos intestinales de
pacientes con Ell que fueron estimulados con IL-13 o TNF. Estos autores
observaron que el TNF, pero no la IL-1B, incrementaba los niveles de miR155
(592). Como hemos indicado arriba, los datos que hemos obtenido con estos
genes son complejos de interpretar, pero podrian ser especificos de este tipo
celular o podrian ser resultados del origen oncolégico de esta linea celular
concreta. Estudios con otros modelos, incluyendo organoides y estudios in vitro,
serian necesarios para confirmar cualquiera de estas hipodtesis.

Por ultimo, es interesante observar que entre los genes cuya expresion se
encontré mds incrementada por la adicion de IL-1B al medio de cultivo se
encontraron varios de la familia miR17 y del cluster miR17-92 (miR17, miR183,
miR20a, miR20b, miR93, miR106, miR192). Por su parte, la adicion de TNF
también indujo la expresiéon de miR18a, miR20b y miR192. Una busqueda en
PubMed con el criterio (miR17 OR miR17-92 cluster) AND (inflammation OR
immunity) indicé que sélo habia dos articulos coincidentes, y ambos estaban
relacionados con la proliferaciéon. Creemos que el estudio del papel de estos
miRNAs en la inflamacidn y su vinculacidn con la proliferacion podria ser de gran
interés en futuros estudios. En definitiva, nuestro estudio abre multiples
posibilidades de investigacién en el papel de los miRNAs en la inflamacién
intestinal en IECs y de su relacién con la proliferacién y diferenciacién celular y
por ende con el cancer.

Los datos de los arrays con miRNAs nos indicaron que miR-146a se
sobreexpresaba en células Caaco-2 diferenciadas y era el gen mas inducido
cuando las células se trataron con IL-1B. Decidimos continuar nuestro estudio
con este miRNA cuyas funciones en otros tipos celulares estaban siendo
descritas. miR-146a es producido en respuesta a LPS bacteriano y a citokinas con
el fin de regular la respuesta inmune (593)(594)(14). De hecho, existen estudios
gue demuestran que el miR-146 se expresa en células hematopoyéticas y ejerce
efectos antiinflamatorios en d6rganos linfoides, tales como la médula dsea, el
bazo y los ganglios linfaticos (595—-598). Sin embargo, su papel en el intestino
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inflamado sigue siendo controvertido y su contribucién a la regulaciéon del
sistema inmune innato por parte de las IECs ha sido poco estudiada. A pesar de
qgue el miR-146a es conocido por su papel antiinflamatorio, incluso a nivel
intestinal (protegiendo frente a la inflamacién intestinal provocado por el dafio
isquemia-reperfusion en el intestino (16)), estudios recientes han demostrado
gue también aumenta la susceptibilidad a colitis inducida por DSS en ratdn
(551). La explicacidén a esta paradoja se ha basado en la capacidad que posee
miR-146a para reprimir genes tanto proinflamatorios (protegiendo frente a la
inflamacién), como de genes que fortalecen la barrera intestinal, favoreciendo
un mayor contacto entre las células inmunes y los antigenos bacterianos
intestinales aumentando asi potencialmente la susceptibilidad a la colitis (551).
Con el fin de estudiar mas a fondo el efecto de miR-146a en la inflamacidn
intestinal utilizamos tres modelos experimentales distintos de colitis en
animales con efectos diferenciales sobre la barrera intestinal. Los modelos TNBS
y DSS inducen quimicamente la colitis y, aunque el mecanismo exacto por el
cual actuan todavia no ha sido completamente descrito, en ambos casos se
requiere de una alteracidn severa de la integridad de la barrera mucosa
intestinal, permitiendo asi el acceso de antigenos luminales y células
proinflamatorias a la lamina propia (599). Estos dos modelos difieren también
en otros aspectos. En el modelo de colitis inducida por TNBS, este actia como
hapteno combinado con las proteinas de la mucosa para desencadenar una
respuesta de hipersensibilidad retardada. Este mecanismo es util para modular
la respuesta inmune. Por ejemplo, permite la induccion de tolerancia mediante
la administracion de TNBS unido a proteinas alimentarias (600) o la reactivacion
de la colitis por administracién parenteral de TNBS (601). Ademas, con el fin de
tener acceso a la mucosa, el TNBS se administra en una solucion alcohdlica, que
produce una lesidon epitelial. Aunque el etanol provoca una reaccion
inflamatoria per se, esta es de corta duracidn en ausencia de TNBS. De hecho, la
semi-cronicidad de la colitis en este modelo se explica por causa del TNBS en
lugar de por el etanol. En la colitis por DSS el mecanismo principal es la toxicidad
epitelial, que es reproducible in vitro y se desarrolla lentamente durante varios
dias. El resultado es el incremento de la accesibilidad de antigenos luminales y
microorganismos a la mucosa intestinal, que conlleva en ultima instancia a la
instauracion de la colitis (602).

El tercer modelo utilizado consiste en la transferencia de linfocitos T virgenes
a ratones inmunodeficientes, que asi se repueblan progresivamente por los
linfocitos transferidos y,c omo consecuencia, desarrollan colitis leve después de
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varias semanas (603,604). En los tres modelos, y de hecho en practicamente
todos los modelos experimentales de Ell disponibles, es necesaria la presencia
de la microbiota intestinal para el desarrollo de la inflamacion. Sin embargo, el
compromiso de la barrera intestinal es mucho menor en el modelo de
transferencia que en los modelos de colitis inducida quimicamente (TNBS y DSS).
Nuestros datos indican que miR-146a se incrementa significativamente en los
modelos de TNBS y DSS, pero no después de la transferencia de linfocitos T
virgenes a ratones inmunocomprometidos. Este indicio apoya la hipdtesis de
que alteraciones en la integridad de la barrera mucosa y una alta carga
antigénica, que directamente estimulen el sistema inmune innato, son mas
importantes en la induccion de miR-146a que los estimulos inflamatorios de la
respuesta adaptativa. Una explicacion alternativa es que el miR-146a solamente
se induce débilmente en la colitis leve, tal y como se observa en la colitis
mediada por transferencia adoptiva, en el que la respuesta colitica es
tipicamente mucho menor que en los modelos por induccién quimica.

Las IECs constituyen la primera linea de defensa en el intestino y estdn en
contacto continuo con los antigenos intestinales. Estas células derivan de células
madre intestinales situados en la base de las criptas. Tras de la proliferacién de
las células madre, células indiferenciadas migran hacia la punta de las
vellosidades, trayecto en el cual sufren un proceso de diferenciacion progresiva
gue da lugar, a diferentes tipos celulares incluyendo células caliciformes, células
de Paneth y enterocitos o células absortivas. Resultados recientes demuestran
qgue la expresién de miR-146a se encuentra incrementada en las células
inmunitarias tras su maduracion (596). Nuestros datos son consistentes con esa
relacion entre la expresion de miR-146a en IECs y su diferenciacidn. Para ello,
aislamos IECs de las criptas (células indiferenciadas, tal y como comprobamos
por la baja actividad enzimatica fosfatasa alcalina) y de las vellosidades (células
diferenciadas) procedentes de yeyuno de ratén y encontramos que el miR-146a
estaba sobreexpresado en vellosidades intestinales en comparaciéon con las
criptas. Resultados reflejados en esta tesis doctoral demuestran que la
diferenciacidn de las células Caco-2 también induce la expresién de miR-146a
(fold change = 5,2). Sin embargo, el aumento de miR-146a no parece influir en la
diferenciacidn o la proliferacidn celular, al menos en los parametros que hemos
estudiados

Los TLRs estan estrechamente relacionado con la interaccidon existente entre
el sistema inmune innato y la microbiota (4). Las IECs expresan TLRs y producen
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citokinas en respuesta a su activaciéon. Asimismo, las IECs responden a la
inflamacién intestinal produciendo citokinas. Por lo tanto, estas células son
consideradas células inmunitarias innatas. La activacién de los TLR por sus
ligandos inducen la expresion de miR-146a en una variedad de tejidos
periféricos (16,596) y en diferentes tipos celulares (monocitos, neutrdfilos y
células dendriticas) (499). Moléculas como IL-1B3 y TNF también son capaces de
inducir la expresion de miR-146a en células THP-1 (499,605). Nuestros
resultados demuestran que estos efectos son también producidos en IECs. Los
ligandos de TLR4 y TLR5, asi como los de TNF inducen la expresién de miR-146a
en células IEC18 (605). IL-1B tuvo el mismo efecto en células Caco-2. Sin
embargo, no se observé efecto de ligandos de TLR9, TLR2 o NOD2,
presumiblemente debido a la baja expresion de estos receptores en las células
IEC18.

Un estudio realizado en el intestino de neonatos muestra como la expresiéon
de TLR4 a nivel intestinal se encuentra inducida durante el periodo neonatal con
la subsiguiente induccion de miR-146a (606). Al objeto de verificar este extremo
estudiamos la participacion de TLR4 y MyD88 (una proteina adaptadora que
participan en la transduccion de la sefial de todos los TLRs excepto TLR3).
Nuestros resultados demuestran que el aumento de la expresion de miR-146a
observado tras la adicion de LPS es suprimido cuando TLR4 o MyD88 son
silenciadas en las células IEC18, sosteniendo la hipdtesis de que la regulacidn de
la expresion de TLR4 o MyD88 en IECs puede ser una forma de regular la
expresion de miR-146.

Se ha propuesto a miR-146a como un mediador de la tolerancia inmune
innata en el intestino, que contribuye tanto en reacciones de tolerancia como en
la prevencion de la inflamacién inducida por dafio epitelial. La sobreexpresion
de miR-146a confiere tolerancia frente a la estimulacion con LPS en intestino de
raton (606), asi como frente a IL-1B, como se demuestra recientemente en
monocitos THP-1 (605). En nuestro estudio, la sobreexpresién de miR-146a en
células IEC18 dio lugar a una disminucién de la secrecidn de MCP-1 y GRO
cuando las células fueron estimuladas con LPS. EI mismo efecto fue observado
para la secrecion MCP-1 y IL-8 en células Caco-2 estimuladas con IL-1pB. Por lo
tanto, la sobreexpresion de miR-146a en células del epitelio intestinal
contribuye a la tolerancia inmune innata mediante la inhibicién de la expresion
de citokinas proinflamatorias. De ahi que, la estimulacién de IECs con LPS/IL-1
parece activar sefales tanto estimulantes como inhibitorias en relacion a la
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secrecién de citokinas. La influencia de la regulacion de miR-146a también
puede comprobarse indirectamente por muestreo secuencial del medio celular,
como en las células THP-1 estimuladas con LPS, donde de forma tardia se
manifiesta la reduccién de la secrecidon de TNF, coincidiendo con la expresién del
miR-146a.

En resumen, nuestros estudios contribuyen a entender mejor la regulacion
de miR-146a en la inflamacién intestinal demostrando que, en modelos
animales de colitis, su expresion se relaciona con el grado de alteracion de la
barrera intestinal y, por lo tanto, con el nivel de contacto con la microbiota
intestinal. También hemos demostrado que la expresién de miR-146a en IEC,
como se muestra con otros tipos celulares, esta inducida en las células
diferenciadas, y en respuesta a ligandos bacterianos y citokinas proinflamatorias
como IL-1B y TNF. La inducciéon de miR-146a por estos ligandos da lugar a la
inhibicién de la produccién de citokinas, tal y como se demuestra en los
experimentos en los que sobreexpresa miR-146a en células IEC-18. Por lo tanto,
nuestro estudio describe la importancia de la regulacién de miR-146a en la
interaccion entre células epiteliales intestinales, la microbiota intestinal y
estimulos inflamatorios, mediante un fino ajuste de la respuesta mediada por
células del epitelio intestinal.
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Conclusiones
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a)

b)

c)

La expresién de miRNAs estd regulada en los procesos de diferenciacion
y proliferacién en las células de epitelio intestinal Caco-2. Estos mismos
miRNAs estdn regulados también por citokinas proinflamatorias. En
concreto, en células diferenciadas, y por tanto poco proliferativas, se
induce la expresién de la mayoria de los miRNAs estudiados, entre los
gue se encuentran miRNAs supresores de tumores de las familias let7,
miR1, miR10 o miR15. Por otra parte, de los 84 miRNAs estudiados, sélo
la expresién de miR302, cuya expresién ha sido relacionada con la
reprogramacion celular, se encontré inhibida en células diferenciadas.
Por su parte, IL-1B y TNF inducen la expresiéon de miRNAs supresores de
tumores de las familias miR10, mimR15 y miR17, mientras que en
general inhiben la expresion de los miRNAs de la familia Let7. Esta
vinculaciéon observada entre miRNAs especificos y los procesos de
inflamacién y diferenciacion epitelial sugiere una asociacién a este nivel
entre inflamacidon y cancer, que es coherente con la bibliografia
existente.

miR146a esta implicado en el mantenimiento de la funcién de barrera
intestinal. Esta conclusidn se basa en los siguientes argumentos:

La expresidon de miR146a estd inducida en condiciones de proliferaciéony
en respuesta a las citokinas proinflamatorias IL-1B y TNF en células de
epitelio intestinal, asi como en la inflamacién colénica in vivo en la que
existe un dafio epitelial considerable.

La expresion de miR146a estd inducida por moléculas propias de la
microbiota intestinal, tanto en lineas celulares de epitelio intestinal
como en organoides de intestino delgado de ratdn, incluyendo el LPS y
la flagelina (antigenos bacterianos y ligandos de TLR4 y TLR5).

miR146 contribuye a la tolerancia innata, inhibiendo la expresién de
citokinas proinflamatorias en respuesta a antigenos bacterianos.
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Conclustons
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b)

The expression of miRNAs is regulated in differentiation and
proliferation processes in the intestinal epithelial cells Caco-2. These
same mMiRNAs are also regulated by proinflammatory cytokines. In
particular, in differentiated cells, ie with low proliferative levels, the
expression of most of the miRNAs analyzed in this study is increased.
This is the case of tumor suppressors miRNAs such as family let7, miR1,
miR10 or miR15. Moreover, of the 84 miRNAs studied, only miR302,
whose expression has been related to cell reprogramming, was inhibited
in differentiated cells. IL-18 and TNF induce the expression of tumor
suppressor miRNAs belonging to the families miR10, miR15 and miR17,
while inhibit family let7 expression. This observed link between specific
miRNAs and processes of inflammation and epithelial differentiation
suggests an association between inflammation and cancer, which is
consistent with the literature.

miR-146a is involved in maintaining the intestinal barrier function. This
conclusion is based on:

miR-146a expression is induced under conditions of proliferation and in
response to proinflammatory cytokines IL-1f and TNF in intestinal
epithelial cells and colonic inflammation in vivo in which there is
epithelial damage.

miR-146a expression is induced by self molecules of intestinal
microbiota in human and murine intestinal cell lines and small intestinal
mouse organoid, it includes LPS and flagelin (bacterial antigens and TLR4
and TLRS5 ligands).

miR-146a helps the innate tolerance inhibiting proinflammatory
cytokine expression in response to bacterial antigens.
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Abreviaturas
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Para una mejor comprension, se presentan a continuacidon las principales

abreviaturas utilizadas en esta Tesis:

Hg
5-ASA
ADAR
Ago
AINES
Akt
AP
AP-1
APC

AR

ATG 16L1
ATP

Baff

BCL2

Cap

CcD

CF

CFTR

Cl
CLL
C™m
COX
CpG

Ct

cu

c-myc

microgramos
Acido 5-aminosalicilico
Adenosinas deaminasas que actian  sobre RNAdh
Proteina Argonauta
Antiinflamatorio NO esteroideo
Proteina kinasa B
Fosfata alcalina
Proteina activadora 1
Célula presentadora de antigeno

Artritis reumatoide

Proteina relacionada con la autofagia-16-1
Adenosin trifosfato

Factor de activacion de células B
Protooncogén B-cell lymphoma 2

Caperuza

Cluster of differentiation

Fibrosis quistica
Proteina reguladora de la conductancia transmenbrana de la fibrosis quistica

Colitis indiferenciada
Leucemia linfocitica cronica
Colitis macroscopica
Ciclooxigenasa

Citosina fosfato guanina

Ciclo durante la gPCR en el cual la cantidad de fluorescencia detectada supera
el umbral determinado

Colitis Ulcerosa

Protooncogén de la familia myc
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Cxcll Quimiokina (C-X-C motif) ligando 1

DAI indice de actividad de la enfermedad

DC Célula dendritica

DGCR8 Proteina de la region del gen 8 critica para el sindrome de DiGeorge
DMSO Dimetilsulféxido

DNA Acido Desoxirribonucleico

DRA Del inglés “Down Regulated in Adenoma or Slc26a3”
DSS Sulfato de dextrano sédico

EAI Enfermedad Autoinmune

EC Enfermedad de Crohn

Ell Enfermedad Inflamatoria Intestinal

elF4E Factor de inicio de la transcripcion

EM Esclerosis mdltiple

endo-SiRNA RNA enddgeno pequeiio de interferencia
ERK Quinasa regulada extracelular

FAE Epitelio asociado a foliculo

FBS Suero fetal bovino

FLA Flagelina

Foxp3 Del inglés “Forkhead box P3”

GALT Tejido linfoide asociado al intestino

Gro Quimioquina de la familia CXC o Cxcl2
GWAS Estudio de asociacion del genoma completo
hnRNPA1 Riboproteina nuclear heterogénea Al

IAP Fosfatasa alcalina intestinal

ICAM Molécula de adhesién intercelular

IEC Células epiteliales intestinales
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IFNy
IgA
kB

IKK

IL-(x)R
iNOS
IRAK
IRF3
JAK2
INK
KO

LES
LOX
LPS
LY96
MAPK
MCP-1
MDP
MHCII
miRNA
mRNA
mL
MPO
MyD88

Nanog

Interferon y

Inmunoglubilina A

inhibidor de NF-kB

Quinasa de IkB

Interleukina

Receptor de (x) Interleukina

Oxido nitrico sintasa inducible

Quinasa asociada al receptor de IL-1
Factor regulador de interferéon 3
Quinasa Janus 2

Quinasa c-Jun N-terminal

Del inglés “Knock out”

Lupus eritematoso sistémico
Lipooxigenasa

Lipopolisacérido bacteriano

Antigeno 6 de linfocito

Protein quinasa activada por mitégenos
Quimioquina de monocitos 1 o CCL2
Muramildipéptido

Complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il
MicroRNA

RNA mensajero

mililitros

Mieloperoxidasa

Gen primario de respuesta a la diferenciacion mieloide

J

Del inglés “Tir Na Nog, the mythologic Celtic land of the ever-young”
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NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas
ng Nanogramos
NHE3 Transportador intercambiador Na*/H" isoforma 3 o Slc9a3
NKCC1 Co-transportador Na'/K'/2Cl" o Slc12a2
NK Células asesinas naturales
NKT Células asesinas naturales T
NLR Receptor tipo NOD
NO Oxido nitrico
NOD Dominio de oligomerizacion por unidn de nucledtidos
nt Nucleétidos
PABPC1 Proteina de union a Poly A
PAMP Patrones moleculares asociados a patégenos
PAZ Domino Piwi/Argonauta/Zwile
PBS Buffer fosfato salino
PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa
PDG Peptidoglicano
pi-RNA RNA asociado a Piwi
PI3K Fosfoinositol-3-quinasa
PPAR Receptor activado por el proliferador de peroxisomas
PPR Receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
pre-miRNA Precursor de miRNA
pri-miRNA Transcrito primario de miRNA
PS Psoriasis
PTGS Silenciamiento postranscripcional de genes
PTI Purpura trombocitopénica idiopatica
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P38

P53
RANTES
REG3y
RICK
RISC
RNA
RNAcs
RNAdh
RNAi
RLR
ROS
RNApol I
RT

RT-qPCR

SARM
S100A8
SAT3
SCFA

Sli
SncRNA
SOX2
STAT
TAK1

TCR

Protein quinasa 38 activada por mitégenos
Proteina supresora de tumores

Quimioquina (CC motif) ligando 5 o CCL5

Del inglés “Regenerating serine/threonine kinas”
Del inglés “Receptor-interacting serine/threonine kinase”
Complejo multiprotéico inductor del silenciamiento
Acido Ribonucleico

RNA de cadena simple

RNA de doble hebra

RNA de interferencia

Receptor tipo RIG

Especies reactivas de oxigeno

Polimerasa RNA |

Retrotranscripcion

Retrotranscripcion seguida de amplificacidn cuantitativa mediante reaccion en
cadena de la polimerasa utilizando fluoréforos marcadores de la reaccién de
amplificacion

Proteina inhibidora de la sefial de TRIF

Del inglés “S100 calcium binding protein A8 or Calgranulin A”
Del inglés “Streptothricin-acetyltransferase gene”

Acidos grasos de cadena corta

Sindrome de intestino irritable

RNA pequefio no codificante enddgeno

Del inglés “Sex Determining Region Y-box 2”

Transductor de la sefial y activador de la transcripcion

Linasa 1 activada por TGFf

Receptor de linfocitos T
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TGFB
Tho
Thl
Th2
Th17

TIRAP

T)
TLR
TNBS
TNF
TNFR
TRAF
TRBP
Treg
TRIF
TYK2
UTR
VCAM
WT

Xpo-5

Factor de crecimiento transformante
Célula T colaboradora virgen

Célula T colaboradora Tipo 1

Célula T colaboradora Tipo 2

Célula T colaboradora Tipo 17

Del inglés “ Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor
protein”

Uniones estrechas

Receptor de tipo Toll

Acido trinitrobenceno sulfénico

Factor de necrosis tumoral a

Receptor del Factor de necrosis tumoral o
Factor de activacion del receptor de TNF
Proteina TAR de union a RNA

Célula T reguladora

Del inglés “TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-
Tirosin quinasa 2

Region NO traducida

Molécula de adhesidn en el endotelio vascular
Del inglés “Wild type”

Proteina exportina 5
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