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The worldwide increased incidence of type 1 diabetes (T1D) and the decreased genotypes that confer
increased risk to T1D indicate a strong environmental impact on the disease. These mechanisms could
occur through epigenetic modifications that operate on several gene expression patterns (methylation
and acetylation, among others). An alternative mechanism of gene expression inhibition are the mi-
croRNAs families. These small noncoding RNAs bind the of mRNAs, downregulating and can down-
regulate the expression of multiple genes. In this review we discussed the role of certain miRNAs in
three characteristics observed in T1D, such as inflammation, autoimmunity and apoptosis.
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Introduccion

a diabetes mellitus tipo 1 (DMI1) es el resulta-

I do de la destruccion autoinmune de las células
pancreaticas en mas del 90% de los casos nue-

vos. Antes de la aparicion de los sintomas de la enfer-
medad, las personas susceptibles pueden o no presentar
anticuerpos contra proteinas del islote pancreatico (estado
de pre-diabetes). A pesar de disponer de una diversidad
de auto-anticuerpos como marcadores de la patologia
(GADG6S, TA-2, TAA, ICA, y ZnT8) estos tienen un bajo
poder predictivo. La mayoria de los casos se diagnostican
en la infancia y adolescencia, y la terapia con insulina
es hasta el momento el {inico tratamiento disponible'.
Entre los factores ambientales que estan relacionados
como posibles iniciadores de la DM1 o aceleradores del
proceso autoinmune se describen: a la dieta o la intro-
duccion temprana de leche de vaca, algunos agentes vi-
rales (enterovirus, rotavirus) y el exceso de higiene en
edades tempranas (hipotesis de la higiene)**.Desde el
punto de vista genético, los estudios familiares muestran
una agregacion del componente genético en familiares de
primer grado. Los hermanos de un paciente con DM tie-
nen hasta 15 veces mayor riesgo en comparacion con la
poblacion general, y este riesgo se incrementa a 50 para
gemelos monocigoticos. Esta agregacion apoya la exis-
tencia de la susceptibilidad genética en la DM1 y en la

actualidad, se han identificado més de 20 loci que podrian
estar participando®. El mas importante de ellos continta
siendo la region del complejo mayor de histocompatibi-
lidad (MHC; cromosoma 6; locus llamado IDDM1) que
aporta aproximadamente el 50% de la heredabilidad en
la DM1. La asociacion mas fuerte con la enfermedad se
encuentra en los genes MHC de clase I (DR y DQ) que
participan en la presentacion antigénica. En concreto, los
haplotipos DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201 (DR3)
y DRBI1*04-DQA1*0301-DQB1*0302 (DR4) confieren
el mayor riesgo, mientras que DRB1*15-DQA1*0102-
DQBI1*0602 (DR2) otorgarian proteccion contra la en-
fermedad®’. Alrededor de un 70% de los DMI poseen la
combinacion DR3/DR4, sin embargo, esta combinacion
se encuentra en un 30-40% de la poblacion sana, lo que
demuestra que esa region genética otorga una importante
susceptibilidad, pero que no es absoluta. La hip6tesis mas
aceptada indica que, ademas de la region HLA, existe la
contribucion de un gran nimero de genes no-HLA que in-
crementan el riesgo para desarrollar DM1. Entre ellos se
describe a los genes CTLA-4, PTPN22, PDCD1, VNTR-
INS, entre otros®. Varios de estos genes estan asociados
a la inmuno-regulacidon negativa, es decir, colaboran fre-
nando una respuesta inmune ya activada. Junto a la pre-
sentacion de antigenos por medio del complejo HLA de
clase II, parecen cumplir un papel esencial en los proce-
sos de infiltracion de células T en el islote  pancreatico.
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microRNAs y DM1

Como ya se ha descrito, la base genética de la DM1
no tiene un patréon de herencia mendeliana, por lo tanto, el
mejor modelo para explicar la susceptibilidad implica un
numero diverso de genes que confieren pequeiios efectos
sobre el riesgo’. Ademas, debido a la heterogeneidad de
estos genes, algunos loci pueden tener fuertes efectos so-
bre una poblacion particular o un subconjunto de familias
y no tener ningun efecto en otro grupo. De este modo se
entiende que la DM 1 se aproxima mas a un modelo epi-
genético, donde existe un mayor nivel de complejidad a
la observada considerando solo las variaciones genéticas
(polimorfismos). Dentro de los mecanismos epigenéti-
cos se encuentran los miRNAs!®. Los miRNAs son una
clase de ARNs no codificantes de una sola hebra (21-25
nt) que se transcriben a partir de ADN, pero que no se
traducen en proteinas, y que se cree que funcionan, al
menos en animales, mediante la inhibicion de la traduc-
cion del ARNm a través de apareamientos imperfectos en
la region 3 ‘no traducida (3> UTR) de estos!'!. El primer
indicio de que los miRNAs podrian estar involucrados en
la regulacion de la funcion de las células B fue la identi-
ficacion de dos miRNAs expresados especificamente en
islotes pancreaticos humanos: miR-375 y miR-376'. El
miR-375 regula negativamente la secrecion de insulina
estimulada por glucosa, controlando principalmente la
expresion de miotrofina y también se encuentra relacio-
nado con la regulacion de la via de sefializacion de PI3K.
Desde entonces, se han descrito una serie de miRNAs que
son capaces de regular la funcion B pancreatica (miR-9,
miR-410, miR-130a)'*!, desarrollo del pancreas' y re-
generacion de la célula B pancreatica'®. Si bien hay es-
casa evidencia al respecto, estos estudios presentan bue-
na evidencia de como los miRNAs pueden presentar un
papel importante en la serie de eventos moleculares que
ocurren en el pancreas. Estudios bioinformaticos entre
las regiones cromosdmicas de 530 miRNAs con genes de
susceptibilidad a DM1 mostr6 la existencia de 27 miR-
NAs que se encuentran en loci humanos asociados con
DMI1. Curiosamente, los blancos objetivos previstos para
estos miRNAs incluyen genes relacionados con la auto-
inmunidad, con células B, moléculas co-estimuladoras de
células T y CD28 (miR-16-2), INFy y FasL (miR-551b,
miR-877) y secrecion de insulina (miR-375). Como cada
miRNA puede dirigirse a multiples mRNAs, a menudo en
combinacién con otros miRNAs, estas moléculas crean
complejas redes reguladoras de la expresion génica'’. La
exposicion cronica a citoquinas pro-inflamatorias induce
cambios en la expresion de los genes causando alteracion
en la via de sefializacioén de dichos genes'®. Reportes re-
cientes han demostrado que la exposicion de células f§ a
citoquinas pro-inflamatorias produce cambios en la ex-

presion de tres microRNAs: miR-21, miR-34 a y miR-
146; produciendo alteraciones en la produccion de insu-
lina y en la apoptosis, encontrdndose que los niveles de
expresion de estos miRNAs estdn aumentados en islotes
de ratones diabéticos".

microRNAs e inflamacién

El papel de los miRNA en diversas enfermedades hu-
manas (por ejemplo, cancer, enfermedades autoinmunes
e inflamacion) puede relacionarse a través de diferentes
mecanismos, como la inactivacion epigenética. La expre-
sion de un miRNA puede ser inducida por una variedad
de estimulos como el estrés celular, la hiperglicemia o
la inflamacion. Tanto la induccién como la represion de
los miRNAs en respuesta a diferentes estimulos puede
influir en procesos bioldgicos con efectos pro o antiinfla-
matorios. Se han descrito diversos miRNAs que podrian
actuar como mediadores de la inflamacion a través de
la regulacion de genes de quimioquinas. Entre los que
se han descrito, destacan miR-132, miR-146 y miR-155,
que pueden activarse por mediadores inflamatorios, in-
cluyendo los componentes de la ruta NF-kf. Estudios
recientes han demostrado que en macrofagos se expre-
sa miR-155 en respuesta a TNF-a e IFN-B. A su vez,
miR-146a y miR-146b son capaces de inhibir al recep-
tor de IL-1 y TNF-a. También se ha descrito que miR-9
se sobre-expresa en neutrofilos y monocitos después de
la activacion de TLR4, luego del estimulo con TNF-a,
IL-1B, pero no por IFN-y. Otros multiples miRNAs han
sido asociados a respuesta inflamatoria como miR-21,
miR-147, miR-513 y miR-98, evidenciando el papel de
los miRNAs como importantes reguladores de la infla-
macion?2!,

La exposicion prolongada a IL-1B o TNF-a produce
aumento en la expresion de miR-21, miR-34, y miR-146 a
en células P pancreaticas de ratones'?, lo que se corrobora
con otros estudios realizados en miR-29 que demostraron
que la exposicion prolongada a citoquinas aumento la ex-
presion de miR-29 en células B, la misma que se acompa-
6 de la baja regulacion de las proteinas anti-apoptoticas
lo que desencadend la apoptosis de dichas células®®. Se ha
demostrado que la estimulacion mediante TNF-a induce
la expresion de algunos miRNAs, incluyendo a miR-146a
y miR-155, lo que afecta la patogénesis de algunas enfer-
medades como la Artritis Reumatoide®.

Esto sugiere que miR-155 tiene un papel como regu-
lador de la inflamacidn; sin embargo, cuando se analizd
a otro microRNA, como miR-146a, se observéd que se ac-
tivd con concentraciones mucho mas bajas de LPS (0,1
ng/ml) lo que sugiere que este miRNAs es mucho mas
sensible a cambios en su entorno®. miR-146" juega un rol



importante como un regulador negativo de inflamacion,
proliferacion de células mieloides y del cancer®. La baja
expresion de miR-146a en ratones produce el aumento
excesivo de citoquinas pro inflamatorias (TNF-o and IL-
6) en respuesta a LPS?. El “knockout” de miR-146a en
ratones produce esplenomegalia, linfoadenopatias, infla-
macion multi-organica y dafio tisular, que se acompafia de
niveles altos de anticuerpos y de citoquinas pro inflamato-
rias, lo que sugiere la participacion de este microRNA en
el control del sistema inmune®.

microRNAs y autoinmunidad

Se conoce que algunos miRNAs estan relacionados en
el desarrollo y funcion de las células inmunes maduras.
miR-155 ha mostrado ser un factor clave para la respuesta
inmune innata y adquirida ya que es necesario para la di-
ferenciacion y funcion de las células T. Ensayos en rato-
nes deficientes en miR-155 muestran inmunodeficiencia y
defectos en la funcion las células dendriticas, células B y
linfocitos T. miR-150, que es expresado especificamente
en los linfocitos maduros, puede bloquear el desarrollo
de células B cuando se expresa tempranamente. miR-181
esta implicado en la sensibilidad de las células T en res-
puesta a antigenos a través de regulacion de fosfatasas en
la via de sefializacion del receptor de células T y miR-223
esta relacionado a la regulacion en la maduracion de gra-
nulocitos y la respuesta inflamatoria?’.

Estudios de perfiles de expresion han demostrado una
desregulacion de la expresion de los genes de miRNAs en
diversos tumores y también se ha visto que algunos miR-
NAs como el miR-15 o miR-16 podrian tener funciones
como oncogenes 0 como supresores de oncogenes, regu-
lando genes pro-apoptoticos como BCL-2 que esta alta-
mente expresado en leucemia linfocitica cronica®®. Algu-
nos miRNAs han sido involucrados con la autoinmunidad
y la destruccion de las células B, mediante el cambio de
expresion de éstos en células T de individuos afectados
con DM1. Se ha observado aumento en la expresion de
miR-510 y baja expresion en miR-191 y miR-342 en pa-
cientes con DM con respecto a individuos sanos, lo que
sugiere el rol de los miRNAs en enfermedades autoinmu-
nes’’.

Por otra parte, se han identificado miRNAs que estan
implicados en la regulacion del sistema inmune cuyas
alteraciones estan directamente relacionadas con desor-
denes inmunolégicos. Por ejemplo, miR-146a, miR-155
y miR-16, se han encontrado alterados en linfocitos T
de pacientes con Artritis Reumatoide (AR)* y se ha en-
contrado que miR-326 se encuentra alterado en células
mononucleares periféricas de pacientes con Esclerosis
Multiple®'.
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microRNAs y apoptosis

El papel de los miRNAs en la sefializacién apoptotica
aun no se ha determinado totalmente, sin embargo, varios
estudios muestran que podrian tener un papel preponde-
rante en este proceso.

La participacion de los miRNAs en la muerte celular
se informd por primera vez cuando se mostré que miR-14
regulaba la apoptosis en la Drosophila. miR-15a y miR-
16 inducen apoptosis mediante la participacion de Bcl2.
También miR-15a y miR-16 se encuentran significativa-
mente reducidos en el 68% de los pacientes con Leucemia
Linfocitica Cronica®. Trabajos realizados por Cimmino y
cols sugieren que estos dos miRNAs antagonizan el desa-
rrollo del tumor mediante regulacion de la apoptosis. Los
autores demostraron que la expresion de miR-15a y miR-
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Figura 1. Factores genéticos y ambientales en la etiologia de la DM1,
escenarios de regulacion epigenética. Adaptado de MacFarlane, 2009.
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16 tienen un efecto inverso sobre la expresion de Bcl2 en
células provenientes de pacientes con Leucemia Linfoci-
tica Cronica®.

miR-15 y miR-16 se han asociado a la regulacion de
Bcl-2. Esta molécula pertenece a la familia de protei-
nas que regulan la apoptosis celular y que contiene los
miembros pro-apoptdticos y anti-apoptéticos, todos los
cuales actiian como reguladores fundamentales en la via
intrinseca. La via intrinseca de apoptosis se desencadena
a través de diversos estimulos tales como farmacos cito-
toxicos y el estrés oxidativo. Se ha demostrado una co-
rrelacion inversa entre miR-15 y miR-16 con los niveles
de proteina Bcl-2. La transfeccion de miR-15 y miR-16,
da como resultado una reduccion completa en la expre-
sion de Bcl-2. Esto ha sido corroborado desde el punto
de vista de la fragmentacion del ADN. En conjunto, es-
tos datos indican claramente el miR-15 y miR-16 son
reguladores de Bcl-2 y podrian explicar el mecanismo
de la sobreexpresion de Bel-2 en un numero importante
de canceres humanos. La induccién de apoptosis en la
via Bcl-2 por miR-15 y miR-16 in vitro indica que la
desregulacion de estos miRNAs es un evento clave en la
evasion de la apoptosis®. Sin embargo, nuestros resulta-
dos recientes no han encontrado para DM1 una relacion
significativa entre estos miRNAs y otros que se han in-
vestigado, y el fenomeno de apoptosis®**°.

En resumen, existe importante evidencia que apoya
el papel de los miRNAs en distintos dmbitos tales como
la iniciacién y progresion de ciertos tipos de cancer, la
respuesta inmune, la autoinmunidad, la proliferacion ce-
lular, la muerte celular y la inflamacion, todos fenémenos
regulados directa o indirectamente via el factor NF-«p.
De tal modo que resulta plausible establecer posibles
convergencias entre determinados miRNAs y sus genes
blancos con las vias de sefializacion asociadas a NF-xf
en enfermedades que comparten mecanismos asociados
a la autoinmunidad, apoptosis e inflamacion, todos feno-
menos que se observan en las distintas fases de la DM,
tanto al inicio, como durante su progresion.
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