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RESUMO

Introducdo: A doenca de Crohn (DC) e a retocolite ulceratiR€) sdo as duas
principais doencas que compdem a doenca inflamatétestinal (DIl). Estudos
indicam que varios genes estdo diferencialmenteresgps em DCuyvs. RCU.
Entretanto, os mecanismos moleculares de desemai e progressao das diferentes
formas da DIl ainda ndo foram elucidados. Consitajue os microRNAs (miRNAS)
séo potentes reguladores da expressédo génicamaf@himportante em varias doengas
humanas, estes podem constituir biomarcadores otengal diagndstico, progndstico
e terapéutico em DIl. Obijetivos: Identificar miRNAs desregulados em DIl,
distinguindo DC e RCU; identificar genes-alvo dofRMAs alterados e redes de
interacdo entre miRNAs e genes-alvo em DMiateriais e Métodos: Foi utilizada
estratégia de meta-analise para identificacdo desdde expressdo de miRNAs em DII.
Apos aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusgiam selecionados 10 estudos para
extracdo dos dados. Desses estudos, foram idadtoBcmiRNAs significativamente
desregulados (nivel de alteracdo ou FC>=2 e p<@@®)etadas informacdes sobre o
tipo e o numero de amostras analisadas (soro, plasntecido) de pacientes com DC
ou RCU, plataformas utilizadas para andlise deesgdo de miRNAs e validacdo dos
dados, entre outras. A seguir, foram aplicadagsrmaarhentas de bioinformatica mirwalk
2.0 para predicdo de genes-alvo regulados pelodNABR: STRING e BINGO para
identificacdo de redes de interacdo entre miRNAgmres-alvo e funcdes bioldgicas,
respectivamenteResultados: Entre os miRNAs com expressdo aumentada, foram
identificados 17 em DC e 62 em RCU. Entre os miRNAB expressdo diminuida,
foram identificados 18 em DC e 31 em RCU. Os miRN@¥® mostraram o maior
namero de interacdes com genes-alvo na DC forarial®p, let-7b-5p, miR-199a-5p,
MIiR-150-5p, MmiR-362-3p e miR-224-5p. Em RCU, os M8 desregulados e com
maior numero de interacdes foram miR-155-5p, miFBRAMIR-335-5p e MiR-16-5p.
Conclusbes e Perspectivas FuturasForam identificadas redes de interagdo entre
MiRNAs e genes-alvo associados a processos biokgle inflamacdo e resposta
imune. Os miRNAs identificados modulam vias molaoeg potencialmente envolvidas
na patogénese da DIl. Estudos como esse podemibcontpara a melhoria do
diagnéstico e no desenvolvimento de tratamentoscidinados e mais precisos para
pacientes com DC e RCU.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenca Inflamtoria Intestinal

A Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativ&l (R sdo as duas principais
doencas que compdem a doenca inflamatoria intéstipdl). As principais
manifestacdes clinicas ocorrem no trato gastrdines em especial no intestino
delgado e no colori).

A prevaléncia e incidéncia destas doencas variafmorde acordo com a regido e 0s
meétodos empregados no diagnostico. Em paises taislea prevaléncia fica entre 8 e
214 casos/1000,000 habitantes para RCU e 21 e@®00 para DC2.

No Brasil os estudos epidemiologicos sdo escassole enodo geral restritos a
determinadas regifes do pais. Dados do Governodtedestram que a regido Norte é
a que apresenta o menor numero de internacdesorgldas a DIl (1,16/1000.000
habitantes/ano), seguida pelas regides Nordedté/{®00.000 habitantes/ano), Sudeste
(2,42/1000.000 habitantes/ano), Sul (3,07/1000.6@6itantes/ano) e Centro-Oeste
(3,32/1000.000 habitantes/ano) (3).

As DlIs ocorrem em ambos 0s sexos, embora exista distreta predominancia do
sexo feminino nos pacientes com DC, sugerindolaén€ia de fatores hormona®.(
Ja na RCU essa predominéancia parece ser discra@mévor do sexo masculing.(
Ambas as doencas apresentam predominancia emduadssicaucasianos, indicando
uma correlacdo com as influéncias ambientais castido de vida e alimentacdo, além
de caracteristicas genéticas desses individuoss Es®res podem levar a modificacao

da resposta imune padréo e a formacéao de respsraatoria alteradas).



A distribuicdo das Dlls é bimodal, sendo que o pifmpico incide na faixa dos 15 aos
28 anos e o0 segundo entre 50 e 80 ahoBpr ocasido do diagnéstico, observa-se que a
média de idade dos pacientes portadores de RCUo&im@adamente 10 anos maior
guando comparada com os pacientes com DC, senda queioria desses ultimos é
diagnosticada no primeiro pico de incidéndia (

Com relagéo a distribuicdo anatémica, nos pacigotess, a DC tende a localizar-se
mais frequentemente no intestino delgado, pringipate na regido do ileo. Por outro
lado, nos pacientes tardios, ou seja, no segunao, pp doenca localiza-se
preferencialmente nos segmentos coléniéps (

Acredita-se que a etiopatogenia da DIl esta retedla a resposta imunoldgica anormal
a microbiota bacteriana da luz intestinal, assaciadilteracdes na funcdo de barreira
mucosa. Isso ocorre, pois o0 epitélio intestinalrgspnta uma barreira fisica para a
entrada de bactérias. Suas células revestidasepeptores de membrana especificos
sdo capazes de distinguir entre bactérias comermsaisvasoras, orientando sua
destruicdo e mantendo a homeostasia do sistema imi@stinal §).

Porém, para o desenvolvimento da DIl, observa-gendo basta apenas alteragdo da
barreira da mucosa intestinal. Ha fatores socioant@is, microbioldgicos,
imunoldgicos e genéticos que também estariam eithdvcomo fatores de risco, de
inicio e de manutencéo da doengg (

O risco de desenvolvimento de DC em um familiapdmeiro grau de um paciente
com DC é de 5-8%, enquanto o risco de desenvoltonda RCU em familiar de
primeiro grau de um paciente com RCU é de 2-5%.i0orrelativo de DC em
familiares de primeiro grau € de 4 a 15 vezes supeomparado com a populacdo em

geral, sendo que um em cada cinco pacientes cotef@@m familiar com DC1j.



A elucidacdo das bases genéticas da DC e da RCergedclarecer os mecanismos
moleculares e fisiopatogénicos envolvidos, ajudarcampreender as diferencas
fenotipicas observadas, compreender as difereotesm$ de apresentacado, intensidade,
extensdo e respostas terapéuticam disso, podera contribuir para alcancar agang

terapéuticos direcionados a mecanismos molecutspeificos em D@s RCU.

1.2 Doencga de Crohn (DC)

A doenca de Crohn (DC) é uma doenca inflamatobaica que pode afetar qualquer
parte do trato gastrointestinal, mas o0s locais masmumente envolvidos na
apresentacao sado o ileo terminal, a valvula iled@o ceco?). A doenca é limitada ao
intestino delgado em cerca de 40% dos pacientastestino delgado e colon estdo
ambos envolvidos em 30% e somente o célon nos DBVS dos pacienteg)( A
presenca de areas multiplas, separadas e nitidardetibeadas da doenca, resultando
em lesBes em salto, € caracteristica comum da p@le ajudar na diferenciacdo da
RCU ().

E causada por alteracdes nas céllildmlpertipo 1 (Th 1), a qual tem um padréo de
resposta imune que inclui aumento da producao ®elencina 2 e interferon gama
(IFN-y), os quais ativam os linfécitos citotoxicos e ndéagos §). Esses atuam sobre
as citocinas proé-inflamatérias, como a interleucina o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), e consequentemente ativam as interleucinas1B © TNFe € uma citocina
pro-inflamatoria e tem papel critico na inflamag@acientes com DC tém aumento na
producdo de TNk o0 qual resulta em concentracdes elevadas de ol N&s fezes,

sangue e mucos8)(



Como a DC geralmente inicia-se na idade adultaopeeccausa grande impacto na
qualidade de vida e capacidade laboral dos pasierdevido a ocorréncia de
complicagbes como abscessos, fistulas, obstrucaotekiino delgado e infeccoes, as
quais podem levar a hospitalizacdo e/ou cirurgidsalto indice de complicacdes
também contribui para gastos elevados com sa)d@lém disso, pacientes com DC
ativa tém maior nivel de estresse, angustia, aadéed qualidade de vida inferior, em
relacédo aos pacientes com doenca inatigy (

Clinicamente, a DIl caracteriza-se por inflamacédoeracdes da mucosa intestinal. A
inflamacdo transmural, acometendo todas as camddagparede, predispde ao
desenvolvimento de fistulas com penetracdo a Orgéljmcentes, tecidos e pele.
Aproximadamente 1/3 dos pacientes desenvolve distal 70% desses necessitam de
cirurgia devido a abscessos resultantes da evohagéical da doenc¢d().

Sao visualizadas ulceracbes mucosas superficilierés aftosas), acompanhado de
edema mucoso e submucoso e um aumento do numdiofdtgtos, plasmécitos e
macréfagos 7). Verifica-se, muito frequentemente, a destruighko arquitetura da
mucosa, com alteracdes regenerativas nas cripdist@cao vilosa. Sao, também,
visualizadas longas Ulceras profundas semelharfiesuaas e a hialinizacdo vascular e
a fibrose tornam-se evidente3).( A principal caracteristica € a visualizacdo de
agregados linféides nodulares transmurais, acongoimshpor alterages proliferativas
da mucosa e dos nervos plexos submucosos e micent®odem também estar
presentes granulomas, principalmente na submué&sses granulomas sédo agregados
de células epitelidides, envolvidos por linfocitfy. Podem ainda estar presentes
células gigantes multinucleadas e centros de grarad constituidos por material
hialino sendo raramente observada a presenca desee). Na auséncia de

inflamagdo da mucosa em exame de biopsia, ndo de @ssumir que 0 paciente



encontra-se em fase de remissdo da doenca, devidwaateristica descontinua da
doencall).

A DC pode se manifestar de diferentes formas @#ie com diferentes extensdes; o
guadro inicial pode ser bastante grave ou muitagesvansidioso, sugerindo que
caracteristicas genéticas individuais em associac@m fatores ambientais
desempenham um papel importante na apresentac&ioet&ga e na resposta ao
tratamento9).

A terapia convencional para o manejo da DC inclivedas drogas, como
aminossalicilatos, tiopurinas, metotrexato e coities®. A azatioprina e metotrexato
sdo as Unicas drogas do tratamento convencionatéguelemonstrado eficacia como
poupadores de corticoides. Entretanto, sdo agestexiados a varios efeitos adversos
e tém inicio de acao relativamente lergo (

Devido a limitada eficacia e os efeitos adversas tdatamentos convencionais, foram
desenvolvidas terapias biolégicas com acdo inibiddo TNFe, as quais vém
apresentando significativa eficacia no controle dodomas da DIl. Entre essas, o
Infliximabe (IFX), o Adalimumabe (ADA) e o Certalimabe Pegol para o tratamento

de pacientes com DQ@3).

1.3 Retocolite Ulcerativa (RCU)

Na RCU a inflamagéo esta restrita a mucosa intdstiolénica e pode se manifestar
desde uma forma leve até uma colite grave com aomgiimento sistémico. A doenca
pode restringir-se ao reto, acometer o hemicolguerslo ou todo o célon. A RCU é

classificada comoProctite quando envolve apenas o reRypctossigmoidite quando



afeta o reto e o célon sigméid€plite esquerda quando afeta o lado esquerdo do
intestino grosso Pancolitequando ha inflamacéo generalizada do colah (

Essas diferentes formas de apresentacdo, tantoeenos de extensdo como em
intensidade de inflamacdo, tém como um dos priigifi@ores as caracteristicas
genéticas individuais, ainda pouco eluciddiad& RCU uma doenca que evolui por
surtos, ocorrendo periodos de exacerbacdo e remiksdlesdes e dos sintomas, as
vezes ao longo de muitos anas§)(

O quadro clinico consiste em episodios de diadeimtensidade moderada a severa, na
maioria das vezes acompanhada de sangue vivo,a&3®@ urgéncia evacuatoria ou
tenesmo; a severidade da diarreia tende a cowakrese com a extensdo e a
intensidade da inflamacéo colonida)(

Assim como na DC, as manifestagbes sistémicas cladiga, febre, anorexia e
emagrecimento, sdo também encontradas na maicsigpatentes com RCU. A dor
abdominal é variavel de acordo com a intensidadeftianacéo, sendo em geral leve a
moderada, podendo tornar-se severa nas complicadae@&somo no megacoélon téxico
que carrega um risco de perfuracég).(

As alteragfes inflamatdrias ficam limitadas a macesa submucosa superficial, sem
acometimento das camadas mais profundas, excgioesanca de doenca fulminante
(13).

Na RCU é comum a alteracdo da arquitetura e a &eddg niumero de criptas do colon
ou até a atrofia da mucosa. Também ¢é freqienteeasemga de anormalidades
glandulares, de congestdo vascular na mucosa, demaee hemorragia, assim como
infiltrados de células inflamatdrias de neutréfjlbsfocitos, plasmaocitos e macréfagos.
Os neutrdfilos invadem o epitélio, habitualmente captas, dando origem a uma

criptite, podendo evoluir para a formacdo de alseseslas criptasfd) A presenca de



plasmacitos e multiplos agregados linfoides basdiada a alteracdo da arquitetura das
criptas sugere a presenca de processo inflamat@mico (4).

O tratamento convencional recomendado para pasiente RCU deve ser escalonado
e progressivostep-up, de acordo com a gravidade da doenca. Portadierekenca
leve devem ser tratados com aminossalicilatos, arqu pacientes com quadro
moderado e grave devem ser tratados com imunussopes e terapia bioldgica, sendo
estas drogas as mesmas utilizadas no tratameiiG ¢e).

Com a finalidade de melhor caracterizar o grau tdedade da doenca inflamatéria
intestinal e a diversidade clinica dessa afecclssificacdes e indices de atividades
foram criados (Truelove e Witts e a ClassificacadCtinica Mayo) 15).

Assim sendo, a DIl envolve uma complexa interagécedatores genéticos, ambientais
e imunoldgicos. Entretanto, os mecanismos envadviti® sua patogénese ainda sao
desconhecidos e ndo had um método “padrdo-ouro” pamdiar a gravidade da
inflamacg&o e diferenciar os subtipos clinicamemgérdos das DIl §). Estudos indicam
gue muitos genes estdo alterados em DC e RCU,ddéuoeles envolvidos na resposta
imune. Adicionalmente, ressalta-se a importanciandeanismos de regulagédo génica,
por meio da acdo de RNAs nao codificadores, comonosroRNAs (miRNAs). Os
mMiRNAs sdo RNAs pequenos, de ~18-22 nucleotideos camprimento, néo
codificadores de proteinas e importantes regulad@@s-transcricionais de genes
codificadores de proteinas7). De acordo com dados do miRBase (data de ac2gso:
de Dezembro, 2016) (www.mirbase.org), um bancoatms que fornece informacdoes
integradas sobre sequéncias de miRNAs, foram itkessoe caracterizados 2.588
mMiRNAs no genoma humanogf.Nos ultimos anos, os miRNAs tém sido evidenciados
como importantes moduladores da resposta imwmeNeste contexto, a identificacdo

de alteragcbes na expressao de mIRNAs emVRCRCU deve contribuir para a



caracterizagdo dos mecanismos moleculares da pasgéda DIl. Além disso,
MIiRNAs podem constituir biomarcadores clinicamergéevantes para melhorar o
diagnostico, progndéstico e ou impactar o desennmato de terapéuticas mais precisas

para pacientes com essas doencas

1.4 miRNAs: biogénese e papel em doencas humanas

A biogénese dos miRNAs tem inicio com a formacaametranscrito primério longo
(pri-miRNA) em forma de grampo (hairpin), o quaki@tetizado pela enzima RNA
polimerase I, a partir do DNA genémico No nuclegutar, a enzima Drosha (uma

RNAse Ill) cliva este pri-miRNA, formando um comptede ~650KDa acoplado ao
co-fator DGCRS8 (Di Georggyndrome critical regios) (18, 19).

O DGCRS8 contém dois dominios de ligacdo de RNA aldiph (dsRNA). A atividade
desse complexo em uma molécula de pri-miRNA resutaim miRNA precursor (pré-
mMiRNA) em forma de hairpin e de ~70 a 100 nuclemtédde compriment®(, 21).
Posteriormente a proteina Exportina-5 exporta o-npFENA do ndcleo para o
citoplasma, onde a enzima Dicer (RNAse Ill) em gatg com o complexo TRBP
(transactivating response RNA-binding proteidjva a regidao ddoop originando um
RNA de fita dupla (dsRNA) de ~22 nucleotideos; essdécula 26 é denominada
mMiRNA. O miRNA maduro de fita simples é entdo ipmado ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC, do inglés RNWucedSilencing Complex
O complexo RISC contém uma familia de proteinaoaémada Argonauta (Ago 1 e
Ago 2) e a proteina TRBR{, 21).

Como resultado desse processo, a fita funcionahi@®NA maduro é capaz de regular a

expressdo génica em nivel pos-transcricional; oamismo candnico de regulagéo



ocorre pela ligacdo, por pareamento complementabades, da extremidade 5 do
mMiRNA (denominado de sequénaaed a extremidade 3’ ndo traduzida (3' UTR) do
MRNA, levando a inibicdo da tradugcdo do mRNA pomblmgia incompleta ou a
degradacéo do mRNA por homologia completa Z1).

No céncer, os miRNAs podem desempenhar papé€is ocmmgogenes ou genes
supressores tumorais, sendo conhecidos como onsorAliBuns miRNAs, como o
miR-21, apresenta expressdo aumentada em divensos de carcinomas e foi
demonstrado envolvido em vias de inflamacéo pmaifd@o celular, invasdo e metastase
(1). Esse miRNA também foi associado com infiltrag&macrofagos e expressao de
NOS2 em DIl (RCU ativa). Macréfagos e Oxido nitrismtase 2 (NOS2) sdo dois
componentes relacionados com a senescéncia e g@a resposta ao dano no DNA
(DNA Damage Response Pathwégp). Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) ou
mutac¢des podem ocorrer nos genes codificadoresRINAS (22), levando a alteragfes
nos sitios de ligacdo dos miRNAs, os quais podessgsaa modular diferentes genes.
Esse mecanismo pode levar a alteragbes no fenétimventualmente, implicar na
susceptibilidade ao desenvolvimento de R8)(

Os miRNAs estdo envolvidos em processos biologitoportantes, tais como
desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, apaptes proliferacdo celular24).
Desempenham papéis importantes em doencas humadasdo doengas cronico-
degenerativas. miRNAs tém sido evidenciados comomdrcadores com potencial
utilidade clinica no diagnostico, determinacdo dmgpdstico e tratamento de pacientes
com cancerds, 26). Uma caracteristica importante dos miRNAs € a stabiislade e
facilidade de deteccéo em fluidos corporais. Ptutaa expressdo de miRNAs pode ser

quantificada em amostras clinicamente relevangs,como plasma ou soro. De fato,



estudos tém demonstrado a utilidade de analiserdis de expressao de miRNAs como
biomarcadores no plasma ou no soro humaa@g, 28).
Estes fatores indicam que os miRNAs podem consfi#uiamentas para o diagndstico,

bem como moléculas potenciais para utilizacdoatartmento direcionado de doencas.

1.5 miRNAs em Doengas Inflamatorias Intestinais

Alteracdes em miRNAs em pacientes com DIl foramcd&s pela primeira vez por
Wu F. e colaboradores em 20@)( Nesse estudo, amostras de mucosa de pacientes
com RCU ativa apresentaram niveis aumentados deR8IAs e diminuidos de 3
mMIiRNAs em comparacdo com amostras de pacienteséjuapresentavam RCU. Esses
autores observaram que o miR-192, normalmente ssprem células epiteliais do
coOlon, estava significativamente reduzido em texide colon de pacientes com RCU
ativa 9). O miR-192 foi demonstrado regular negativamenexpressao de peptideo
2-alfa macréfagos inibitério, uma quimiocina CX(pexssa em células epitelia)

A identificacdo do perfil global de expressdo d&Nis circulantes foi realizada em
um estudo incluindo 20 pacientes com RCU e 20 iddivs controle (sem doenca)(
Por meio de uma analise de microarranjos de miRMAsautores identificaram 31
miRNAs diferencialmente expressos em individuos 8@ vs controles. O perfil de
expressao de miRNAs circulantes mostrou precis&@2¢do, especificidade de 96,2%
e sensibilidade de 89,5%, sugerindo que os miRNM&stificados podem constituir
biomarcadores com utilidade no diagnéstico ndosiveede RCU 17).

Perfis de expressdo de miRNAs se alteram duramisogressdo histolégica de um

tecido normal para um tecido displasico, como tamieén tecidos de pacientes com

DIl (31). A avaliacdo de um grupo de pacientes com RClkh @& comparagcdo com
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pacientes com RCU inativa mostrou padrdes distitesexpressdao de miRNAs
associados com a forma ativa inativa da doenca3@). A expressao diferencial de
mMiRNAs também foi relatada em varias condicfes-antmes, tais como a psoriase,
artrite reumatoide, lUpus e asndd).

O papel dos miRNAs na resposta imune inata e dilapteem sido cada vez mais
reconhecido. Enquanto alguns miRNAs estdo comumeeseegulados em doencas
auto-imunes, a maioria € especifico de cada doétssa diferenca sugere que alguns

mMiRNAs podem estar envolvidos na resposta imuncgironica, enquanto outros
apenas na inflamacao agudl(35).

Embora a DC e a RCU sejam os dois tipos predongsada DIl, classificados de
acordo com a historia clinica do paciente, exteesaparéncia histologica da doenca,
além de diferentes mediadores imuno-celulares &spde expressdo de citocinas
circulantes, aproximadamente 5-10% dos pacientes d¢éracteristicas ambiguas,
colocando-os numa categoria de colite indeterming® Niveis de expresséo
diferenciada de cinco miRNAs (miR-19b, miR-23b, riiB6, MiR-191 e miR-629)
possibilitaram distinguir o subtipo da DIl de l6cates com doenca inflamatoria
intestinal indeterminada. Destes, 15 pacientesaimepadroes de expressao de miRNAs
muito semelhantes aqueles com RG8).(

Paciente portadores de DIl de longa evolucéo téoo iaumentado de desenvolvimento
cancer colorretal (CRC). Considera-se que 5-10%cdsss de CRC ocorre devido a
alteracbes genbmicas do tipo instabilidade de resaiglites (MSI), as quais podem
ocorrer como consequéncia de mutacdes em genepa® ra erros no pareamento do
DNA (. Dois miRNAs, miR-155 e miR-21, relacionadmsn inflamacéo, apresentaram
expressdo aumentada ndo apenas na mucosa do egbacidntes com DIl sem CRC,

mas também em tecidos tumorais de pacientes coreritomparacdo com amostras
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controle de individuos saudaveis . Assim, alteragi®zs miRNAs, miR-155 e miR-21,
podem constituir um evento pré-neoplasico parasememlvimento de CRC devido a
MSI em pacientes com DIBY).

Acredita-se que os miRNAs miR-143 e miR-145 atuema@ supressores tumorais em
CRC, uma vez que esses inibem o crescimento daas@imorais e sdo reprimidos em
tumores do colon 38). Na RCU, esses mIiRNAS estavam com expressao
significativamente diminuida e os niveis de ex@esde seus genes-alviiRg-1 K-
RAS API5 e MEK-2) aumentados, os quais desempenham papéis impgertaat
regulacéo do ciclo celular, proliferagéo e apop{G8e

Analisando a expressao de miRNAs em bidpsias d@saudo célon de pacientes com
DIl e individuos saudaveis, foram identificadoscoimmiRNAs (miR-20b, miR-99a,
miR-203, miR-26b, e miR-98) com expresséo altemdaamostras de RCU ativa, em
comparacao com RCU inativa e controlgg).(Dois miRNAs, miR-125b-1-3p e let-7e-
3p, estavam com expressao aumentada (5 vezes raigracientes com RCU inativa
em relacdo a RCU ativa e controles. Quatro miRNAR{20b, miR-98, miR-125b-1-
3p, e let-7e-3p) foram validados pela PCR quantda(QRT-PCR) e estavam com
expressao alterada somente em amostras de paaemeRCU, sugerindo que devem
ser especificos desse subtipo de does@a (

A expressao reduzida do miR-124 regula a atividd&TAT3 (transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 3), um fator importanteresposta inflamatéria. Niveis de
STAT3 fosforilada e os genes que regW&EGF, BCL2 BCLXL e MMP9) estavam
aumentados em tecidos do coélon de pacientes pedgsatcom RCU ativa, em
comparagao com doenca inativa)(

Ao analisar 30 miRNAs presentes em amostras desibide tecido do célon, perfis

distintos de miRNAs foram identificados em amostlagpacientes com DWUs controle
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(miR-26a, miR-29b, miR-126, miR-127-3p, miR-324-3gpmo também entre os
subtipos DC e RCU (miR-196b, miR-199a-3p, miR-189+5iR-150, miR-223)1(7).

A expressédo diferencial de miRNAs no sangue p&déou no plasma podem ser
ferramentas Uteis para o diagndstico e diferenciae® subtipos da DII. As diferentes
células imunoldgicas circulantes associadas com eDRCU refletem a expresséo

alterada de miRNAs no sangue periféricdl) Por exemplo, o miR-126 pode

desempenhar um papel importante na regulacdo dammfdo em doencas
inflamatorias crénicas, agindo sobre o inibidormaalfo fator nuclear-kappa B (IkBa,
IKBA ou NFKBIA), um importante inibidor da via dénsilizagcdo NF-kB. Em um grupo
com RCU ativa, a expressdo de miR-126 estava migtifamente aumentada em
relacdo a RCU inativa(l).

Embora os estudos citados acima indiguem o enveltionde miRNAs em DIl, a
maioria dos estudos € baseado em um painel limdadmiRNAs e ndo ha dados de
expressao global de miRNAs circulantes e sua @gdiel com mecanismos de interacao
entre genes potencialmente regulados por miRNA®HMA anélise de expressao de
MiRNAs integrada a analise de expressao dos gévesragulados por miRNAs
alterados, contribuird para elucidar quais viaggieas ou mecanismos estao associados
a patogénese de DII. Particularmente, miRNAs podemnstituir biomarcadores Uteis na

diferenciacéo de pacientes com DIl ativa e inativa.
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2. OBJETIVOS

1. Identificar perfis de expressao de miRNAs em Diilizando meta-analise de dados
da literatura.

2. Aplicar estratégias de andlise bioinforméticeapdentificar:

2.a. miRNAs-alvo potencialmente regulados pelosNAiR

2.b. redes de interacéo entre miRNAs e mRNAs-alvo
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Estratégia de Busca

A meta-analise foi realizada para a identificac@alddos de expressdo de miRNAs em

Dlls (DC e RCU). Para tal, utilizamos pesquisa rend®» de dados PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmé@d com as palavras-chavemicroRNA AND

inflammatory bowel disease (mesh terms)”, “microRIAID Crohn’s disease (mesh
terms)”, “microRNA AND ulcerative colitis (mesh tas)”, no periodo de 02 a 07 de
Junho de 2016. Para a sele¢cédo dos artigos, forgades filtros incluindo a data da
publicacdo (artigos publicados nos ultimos 10 aB0686-2016), estudos da doenca em

humanos, publicados na lingua Inglesa e com taégpmdivel na integra.

3.2. Critérios de incluséo e exclusao

A) Critérios de inclusdo: Estudos que analisaram expressdo global de miRMAs e
Dlls (D e RCU), incluindo tecidos, plasma e/ou sbronano, doenca em individuo
adulto, incluindo a andlise de amostras controke, imtividuos sem doenca ou
saudaveis, estudos incluindo validacdo dos dadakadeos completos disponiveis
publicamente ou como material suplementar.

B) Critérios de excluséo:Estudos utilizando exclusivamente modelos experiaign

in vitro ouin vivo, revisao de literatura e relatos de casos.
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3.3. Extracéo dos dados

O desenho do estudo da meta-andlise seguiu as etafgaeclaracdo de Prisni) e

esta representado Ragura 1.
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Figural. Delineamento do estudo de meta-analise.

112 Artigos excluidos:
- 04 Amostras Pediatricas;

- 14 Sem analise global;

- 01 Sem expressdao de
microRNA,

- 02 Sem validacao dos
dados;

- 34 Outros tipos de artigog
(Reviséo da literatura,
editoriais e relato de caso)

- 02 Baseados em
polimorfismo;

- 01 Baseado em
tratamentos;

- 09 Néo focado na doencq;

- 13 Associados & outras
doencgas;

- 01 Estudosn vitro;
- 03 Estudosin vivo;

- 28 Néo disponivel o
artigo completc
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Apos a aplicagdo dos critérios de inclusao e e&olukram incluidos 10 estudos, dos
guais foram coletados o0s seguintes dados: miRNAsifisativamente alterados,

direcdo da alteracdo no nivel de expressédo (audeewota diminuida), tipo de amostra
estudada (soro, plasma ou tecido), nimero de aamsodtr pacientes com DC e/ou RCU
nos grupos teste e de validacdo dos dados, platafartilizada para analise da
expressdo global dos miRNAs, plataforma utilizadavalidagédo dos dados, nome do

autor e data da publicacéo. Estes dados estaceatadss ndabela 1, abaixo.
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Tabela 1.Descricao dos artigos utilizados na meta-analise.

Estudos Tipode  N°amostral Plataforma P- N° Plataforma
incluidos  Amostr (teste) utilizada no value amostral utilizada na
a screening validacdo validacdo
Lin etal.2014 TC CD (n=9) Sequenciamento <0,05 N=18 QRT-PCR
de alto
desempenho
(IMlumina)
RCU (n=10)
Iborra et al. TC CD (n=18) miRNA array com <0,05 N=33 QRT-PCR
2013 sondas TagMan®
RCU (n=18)
Schaeferetal TC CD (n=33) miRCURY LNA N=33 QRT-PCR
2015 microarray
(Exigon)
RCU (n=23)
S CD (n=30) N=34
RCU (n=30)
Duttagupta et S RCU (n=20) miRNA array <0,05 N=20 QRT-PCR
al. 2012 (Affymetrix)
Wu et al. TC CD (n=6) NCode Multi- <0,05 N=13 QRT-PCR
2010 Species miRNA
microarray
(Invitrogen)
RCU (n=5)
Goten et al. TC CD (n=10) miRNA array <0,05 N=10 QRT-PCR
2014 (Affymetrix)
RCU (n=7)
Wu et al. TC CD (n=17) NCode Multi-  <0,05 N=15 QRT-PCR
2008 Species miRNA
microarraylnvitrog
en)
RCU (n=30)
Peck et al. TC CD (n=21) Sequenciamento <0,05 N=15 QRT-PCR
2015 de alto
desempenho
(Illumina)
Coskunetal. TC RCU (n=39) Geniom Biochip  <0,05 N=20 QRT-PCR
2013 miRNA array
Wu et al. S CD (n=19) miRCURY LNA <0,05 N=13 QRT-PCR
2011 array (Exigon)
RCU (n=23)
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3.4. Andlise dos dados

3.4.1 Analise de predicdo dos genes-alvo e redesidieracdo miRNA-mRNA em

Doenca Inflamétoria Intestinal

Os miRNAs significativamente desregulados (FC >52<6,05) foram utilizados em
andlise de bioinformatica para identificacdo dos NAR-alvo preditos a serem
regulados pelos miRNAs. Esta analise foi realizigtante o més de Setembro de 2016,

utiizando a ferramenta miRWalk 2.0, disponivel eittp://zmf.umm.uni-

heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/(43-45. A ferramenta miRWalk permite a

realizacdo de uma analise abrangente dos possitieis de ligacdo entre miRNAs e
alvos moleculares (mMRNAs), resultantes da comparag&ultanea entre diferentes
bancos de dados. A seguir, foi realizada pesqusaenes-alvo identificados no banco
de dadosExpression Atlas do Instituto de Bioinformatica &weu European

Bioinformatics InstituteEBI) (https://www.ebi.ac.uk/gxa/homédata de acesso: 23 de

Setembro de 2016). Esse banco de dados fornecemaxfbes sobre padrbes de
expressdo génica, permitindo realizar buscas pelmendo gene ou proteina,
fornecendo informacfes de quais genes sdo expressotecidos especificodd).
Portanto, essa busca foi realizada como estratigiaerificacdo da expressdo dos
genes-alvo identificados, em tecido intestinal.

Adicionalmente, realizamos andlises de enriquedingrara a identificacdo das

principais funcdes bioldégicas dos genes-alvo doRNWis, utilizando a ferramenta

STRING 10.0 fttp://string-db.ord/ (data de acesso: 31 de Setembro de 2016). A
ferramenta STRING consiste em um banco de dadd&giios e de identificacdo de

interacBes entre proteinas, sendo que as interagdentificadas podem ser
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conhecidas/validadas ou preditd3)( Nessa analise, os genes-alvo identificados foram
mapeados em suas respectivas proteinas, as quassigpoez foram utilizadas para a
identificacdo de interagcbes na ferramenta STRINA. ferramenta Cytoscape

(http://www.cytoscape.oryyfoi utilizada para visualizagéo das redes daagio.

A seguir, foi realizadea andlise de enriquecimento para identificacdo wedes
bioldgicas das proteinas codificadas pelos genes-dbs miRNAs. A analise de
enriguecimento resultou na identificacdo de catagode Ontologia de Gen&éne
Ontology GO), assumindo a seguinte estrutura estatisée@liacdo da super-
representacdo das categorias GO, hipergeométriaagplare-representacao, correcdo de
teste multiplo usando correcdo de Benjamini & Haebb(FDR) com p <= 0,05 e

conjunto de referéncia: Genoma Inteiro.
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil de expressdo de miRNAs desregulados r2oenca Inflamétoria

Intestinal

De acordo com o desenho desse estudo de metaeanatis critérios de incluséo e
exclusag(Figura 1), foram selecionados 10 estudos com dados completegpressao
de miRNAs em DC e RCU. A meta-andlise identificoiRNAs com expressao
diferencial estatisticamente significativa (defanicbmo nivel de alteracdo em relacdo as
amostras controle, dold change FC>2 e p <0,05) em plasma e/ou tecido intestinal de
pacientes com DC e RCU. Nas amostras de pacieote®d€, foram identificados 35
mMIiRNAs desregulados, sendo 17 miRNAs com expressfmentada e 18 com
expressado diminuiddTabela 2) Nas amostras de pacientes com RCU, foi idendifica
um maior nimero de miRNAs desregulados (93) condpam a DC, sendo 62

mMiRNAs com expressao aumentada e 31 com expresaduttia(Tabela 3)
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Tabela 2: miRNAs desregulados nas amostras de pacientes cemcB de Crohn.

Expressao aumentada Expressao diminuida
MiRNA MiRNA
miR-140-3p miR-140-5p
miR-140-5p miR-855-5p
miR-188-5p miR-375-3p
miR-127-3p miR-150-5p
miR-491-5p miR-149-5p
miR-142-3p miR-200b-3p
miR-142-5p miR-224-5p
Let-7a-5p miR-497-5p
Let-7b-5p miR-505-3p
miR-26a-5p miR-143-3p
miR-146b-5p miR-29c¢c-3p
miR-31-5p miR-1247-5p
miR-223-3p miR-196b-5p
miR-199a-5p miR-378a-3p
miR-362-3p miR-149-3p
miR340-3p miR-199a-5p
miR-532-3p miR-362-3p
miR-532 -3p
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Tabela 3: miRNAs desregulados nas amostras de pacientes etoodiite Ulcerativa.

Expressdo aumentada

Expressao diminuida

MiRNA MiRNA
miR-140-3p miR-31-5p miR-138-5p miR-516a-5p miR-194-5p
miR-140-5p miR-708-5p miR-16-5p miR-196b-3p miR-335-5p
miR-532-5p miR-223-3p miR-23a-3p miR-192-3p miR-10b-3p
miR-142-5p miR-27a-5p miR-23b-3p miR-141-3p miR-338-5p
miR-199a-3p miR-363-3p miR-24-3p miR-378a-3p miR-19b-3p
miR-28-3p miR-155-5p miR-26a-5p miR-378a-5p miR-192 -5p
miR-548a-3p miR-193b-5p miR-29a-3p miR-200a-3p miR-629-5p
miR-501-5p miR-150-5p miR-126-3p miR-194-3p miR-629-3p
miR-146b-3p miR-551b-5p miR-126-5p miR-200b-3p miR-16-5p
miR-188-5p miR-503-5p miR-195-5p miR-196b-5p miR-505-5p
miR-362-5p miR-146b-5p miR-199a-5p miR-192-5p miR-28-5p
miR-769-3p miR-212-3p miR-28-5p miR-10b-5p miR-151-5p
miR-769-5p miR-21-3p miR-151-5p miR-200b-5p miR-505-3p
miR-330-3p miR-29b-1-5p miR-103-2-5p miR-200c-3p miR-199a-5p
miR-423-3p miR-1273d miR-340-3p miR-200a-5p miR-340-3p
miR-339-3p miR-99b-3p miR-362-3p miR-196a-5p
miR-361-3p miR-146a-5p miR-532-3p
miR-509-3p MiR-584-5p miR-3180-3p
miR-671-3p miR-29b-2-5p
miR-628-5p miR-21-5p
miR-455-3p let-7i-5p
miR-548c-3p miR-424-3
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A fim de avaliarmos a existéncia de relacdes emiRNAs desregulados em D&
RCU, construimos diagramas de Verffig(ras 2 e 3, utilizando o programa

interactiveVenn 48). A Figura 2mostra os miRNAs com expressao aumentada e a

Figura 3 os miRNAs com expressao diminuida.
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Figura 2: Diagrama de Venn mostrando os miRNAs com expresafinentada,
comuns e exclusivos a DC ou RCU.
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Figura 3. Diagrama de Venn mostrando os miRNAs com expredisdimuida, comuns
e exclusivos a DC ou RCU.

4.2 Predicdo de genes-alvo regulados por miRNAs

Os dados da analise de predicdo demonstraram vgepss-alvo potencialmente
regulados pelos miRNAs identificados, os quais famdih proteinas com funcgdes
bioldgicas importantes na DII. A lista de genesalpotencialmente regulados pelos
mMiRNAs esta disponivel no link:

(https://drive.google.com/file/d/0B8IG6RzgXyLcdGFIWZNTAZzcTQ/view?usp=sharing

Nossos resultados revelaram um maior nimero deagiies entre genes com fungdes
biolégicas no processo inflamatério e resposta idterea imune. Esses genes estdo
apresentados nas redes de interacad-igasas 4, 5, 6 e 7Esse estudo de meta-analise
permitiu identificar quais miRNAs possuem expresafierada em DC vs. RCU, bem

como os genes-alvo regulados por miRNAs e sua®ésnigioldgicas associadas a essas

doencas.
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4.3 Processos bioldgicos

A analise de enriquecimento identificou os procgsbmlogicos potencialmente
envolvidos na DII. As funcdes bioldgicas enriquesi@ estatisticamente significativas,
conforme identificado pela andlise no banco de sla@@, estdo apresentadas nos
Graficos 1 e 2para a DC e no6&raficos 3 e 4para a RCUOs dados completos da
analise de enriquecimento/identificacdo das fund@iekgicas dos genes-alvo estdo
disponiveis no link:

https://drive.google.com/file/d/0B8JG6RzgXyLcNmdM&Zm9vMDag/view.
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Processo Biologico - Doenga de Crohn & regulaciio positiva de
transdugdo de sinal
intracelular

B Regulacdo da transdugdo de
sinal intracelular

m Regulagdo da comunicagao
celular

B Regulagdo da sinalizagdo

M regulagdo positiva de
sinalizagdo

m regulagdo do processo do
sistema imunoldgico

Gréfico 1. Processos biologicos estatisticamente significatigmp<0,05) e associados
com genes-alvo dos miRNAs com expressao aumentadzCe

Processo Bioldgico - Doenga de Crohn

B Resposta a substancia
organica

B Resposta ao composto
contendo oxigénio

B Regulagdo positiva do
processo bioldgico

B Resposta inflamatoria

H Regulado do processo do
sistema imune

® Outros

Gréfico 2: Principais processos biolégicos estatisticamergaifgiativos (p<0,05) e
associados com genes-alvo dos miRNAs com expreasaiauida em DC.
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Processo Bioldgico - Retocolite Ulcerativa
B Regulagdo da localizagdo

M regulagdao do movimento
componente celular

M resposta celular ao estimulo
quimico

M resposta celular a substancia
organica

H resposta inflamatdria

m regulagdo do processo do
sistema imunoldgico

™ Outros

Gréfico 3: Principais processos biologicos estatisticamengaifgativos (p<0,05)
associados com genes-alvo dos miRNAs com expressaentada em RCU.

Biological Process - Ulcerative Colitis

B Regulagdo positiva do processo
bioldgico

M Resposta a substancia organica

m Regulagdo positiva do processo
celular

B Regulagdo da resposta ao
estimulo

H Resposta inflamatoria

m Regulagao do processo do
sistema imunoldgico

™ Outros

Gréfico 4: Principais processos biologicos estatisticamengaifgativos (p<0,05)
associados com genes-alvo dos miRNAs com exprekiséiouida em RCU .
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Quanto as analises dos genes-alvo dos miRNAs cgressdo aumentada na DC,
foram identificados como principais processos lgimds, com o0s respectivos nimeros
de genes indicados em cada processo: regulacdontancacédo celular (59 genes),
regulacdo de vias de sinalizacdo celular (57), le&@go de transducdo de sinal
intracelular (39), regulacao positiva de sinaliza¢ZB genes), regulacdo do processo do
sistema imunoldgico (31), regulacdo positiva desdacdo de sinal intracelular (30)..
Os genes-alvo dos miRNAs com expressdo diminuidaD@mestao envolvidos nos
seguintes processos, com respectivos nimeros és:gegulacao positiva de processos
bioldgicos (162 genes), resposta a substancia iceydhl2), resposta a compostos
contendo oxigénio (78), regulagdo do sistema imBAg resposta inflamétoria (23) .
Em RCU, os genes-alvo dos miRNAs com expressao raaaee desempenham papéis
nos processos bioldgicos de: resposta celular andss quimicos (97 genes),
regulacéo da localizagcao (96), resposta celulartbatancia organica (84), regulagéo do
sistema imune (58), regulagcdo de componentes oeful®1l), resposta inflamatéria
(24). Quanto aos genes-alvo dos mMIRNAs com expresdiéninuida, foram
identificados como principais processos biologicegulacdo positiva de processos
celulares (231 genes), regulacdo da respostaraubssi (195), resposta a substancias
organicas (169), regulacdo do sistema imune (IrEQulacdo positiva de processos

bioldgicos (63), resposta inflamatoria (52).
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5. DISCUSSAO

O efeito global da expressdo de miRNAs na expoegghica e suas fungdes
envolvidas ainda é pouco entendido em Dlls. Nesksncas, estudos tém sido
realizados para a identificagao de perfis moleeslatterados, entretanto a maioria dos
achados ainda ndo foram aplicados na pratica alirpara melhorar o diagnéstico
diferencial e o tratamento de pacientes com DgreEestes, o estudo de Bai e cols.(49)
integrou perfis globais de expressao génica ermdgbes sobre vias bidlogicas em DC,
RCU e carcinoma colorretal (CRC). Os autores atiim estratégia semelhante a do
nosso estudo, para a identificagdo de mecanisntpdacs por miRNAs alterados
nessas doencas. Nesse estudo, os autores ideatificdteracoes em miRNAs e vias
moleculares compartilhadas nas trés doencas, adgajue a DC, a RCU e o CRC tém
alteragcbes moleculares e funcbes bioldgicas comiemeriteradas durante o
desenvolvimento e progressao dessas doencas. Q$ARIiIRIR-125b, miR-335 e miR-
155 foram identificados como mediadores de viasabtdicas. Adicionalmente, vias de
sinalizacao dos receptores do tipoll-like foram identificadas como reguladas pelos
MiRNAs miR-124, miR-146a e miR-221/222. Os mecanssinioldgicos relacionados a
regulacéo do sistema imune e inflamacao foram ashsithilares aos encontrados em
nosso estudo. Adicionalmente, os miRNAs identiftsadomo alterados nesse estudo
também foram identificados em nossa meta-analas, domo o miR-335-5p com
expressdo diminuida em RCU e miR-155-5p com ex@oeasmentada em RCU. Em
nossos dados, esses dois miRNAs apresentaram umdegraimero de interacdes
génicas. Vias de sinalizagéo envolvendo o oncog@te e o fator de transcricdo NFkB
foram identificadas em uma analise integrativa ddod transcritbmicos em RCU e

carcinoma colorretal (50)
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Em outro estudo (51), o papel do miR-155 na inflgéo intestinal foi avaliado
em pacientes com RCU ativa (N=20) comparado convithabs saudaveis (N=16). A
expressao aumentada do miR-155 (FC 1,22 e p<Ogd3phfirmada pela QRT-PCR
nas amostras de pacientes com RCU. A seguir, osegutealizaram estudos funcionais
utilizando miR mimmicse inibidores do miR-155 e detecgdo com lucifergsea
demonstrar que o0 miR-155 regula o gdf@XO3a nas células de adenocarcinoma
colorretal, HT29. Em pacientes com RCU ativa, cegeXO3aestava com expressao
diminuida enquanto o miR-155 com expressao auman@sl ensaios mostraram que o
miR-155 regula dOX033 diminuindo a expressao da proteina sintetizadaepse
gene. Além disso, o silenciamento BOXO3ae a expressdao aumentada do miR-155
induziram o aumento dos niveis de IL-8 em céluld@Htratadas com TNE; pela
supressao de | kappa B alfaBh). Portanto, 0 miR-155 deve desempenhar um papel na
inflamacédo intestinal de pacientes com RCU ativaduweando a diminuicdo da
expressdo deOX0O3a Esse processo deve ativar a via de sinalizac&atdonuclear
kappa B (NkB).

No microambiente intestinal, a comunicacdo extwaepermite que os Varios
tipos de células coordenem e executem funcdes dial® importantes para a
manutengdo da fisiologia celular. Nesse microantejea ocorréncia de resposta
inflamatoria ¢ um processo complexo que envolvendugdo de varios genes
relacionados com a inflamacéo e a ativagdo donssstenune para eliminar agentes
patogénicos e evitar o aparecimento de doengas@R@)iR-155 foi identificado como
um componente da resposta de macrofagos primauiferantes tipos de mediadores
inflamatorios, tais como lipopolissacaridos baeteos (LPS), interferofi- (TFN-3),
acido polyriboinosinic-polyribocytidylic (poli ICg fator de necrose tumoral(TNF-

a)(35). A expressao aumentada do miR-155 foi associadaa aumento da liberagcéo
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de citocinas durante o processo inflamatério (58)demonstrado que o miR-155 ¢é
capaz de controlar a intensidade da resposta iaftaia a estimulos microbianos por
direcionamento do receptor de tipo Toll / interieael (TLR / IL-1) em células
dendriticas humanas (53).

Takagi e cols. (54) utilizaram microarranjos d&kRMAs para a identificacéo de
MiRNAs alterados na mucosa colbnica de pacient@sRGU. Os autores analisaram 2
amostras de bidpsia coldnica de pacientes com daenestado ativo (grau Matts >2) e
2 amostras de voluntarios saudaveis. Os resulfadas validados pela metodologia da
QRT-PCR em 12 amostras de biépsia colbnica de masieccom RCU ativa e 12
amostras de voluntarios saudaveis. Nesse estuskprassdo aumentada dos miRNAs
miR-21 e miR-155 foi validada e associada com cemedvimento da inflamacéo
intestinal em RCU.

O miR-155 pode ser considerado um miRNA chave cesdo ao
desenvolvimento de Dlls de acordo com diversosdestuA transcricdo do miR-155 é
regulada pelo complexo AP-adtivator protein-) (35)e o fator de transcricao nuclear
kappa B (NFkB) (55). O miR-155 regula a respostaneninata e adaptativa, as quais
controlam a produgéo de anticorpos e liberacaatdeirras celulares (52). O miR-155
foi considerado um facilitador de respostas préaimatorias celulares em um modelo
de DIl onde os camundongo&nockout (miR-155) estavam protegidos do
desenvolvimento de colite experimental (56). Remmente, o miR-155 foi
demonstrado regular muitos genes importantes em deéainflamacéo, incluindo o
SOCS10 silenciamento d8OCSIem miofibroblastos intestinais aumentou a libevaca
de IL-6 e IL-8, sugerindo que mediadores inflamaginduzem a expressao do miR-

155 nos miofibroblastos intestinais em pacientesn d®®CU. Pela diminuicdo da
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expressdo do SOCS1, o miR-155 desencadeia o fenidiilamatorio associado ao
desenvolvimento da RCU (57).

Recentemente, Chen e cols. (58) identificaramragif® na expressdo de
mMiRNAs relacionadas a exposicdo ao arsenito, umaafaoxica do metal pesado
arsénio. A exposicdo ao arsenito pode causar deemga epitélio intestinal.
Experimentosn vitro com as células hepéticas humanas L-02 e THLEBstormadas
com arsenito, mostraram que exosomos (microvesittdasportadoras de moléculas e
utilizadas em mecanismos de sinalizagdo celulametelos dessas células hepéticas
foram capazes de induzir o aumento da express@oiRd55 e das propriedades proé-
inflamatdrias celulares. As células transformadam arsenito transferiam o miR-155
dentro de células L-02 normais, via exossomos. &Nessudo, a inibicdo do fator
nuclear kappa B (NkB) via silenciamento de RNA (si-RNA) resultou nandiuicdo
da expressdo do miR-155 em exossomos derivadosdiialas L-02 transformadas,
blogueando a inflamacgéo; esses achados indicaranagjcélulas transformadas com
arsenito secretam exossomos para promover a irfomaO miR-155 foi
correlacionado com a comunicacao inter-celular adalipor exossomos em células
hepaticas normais e neoplasicas. Nas células egasd arsenito, a expressao
aumentada do miR-155 foi correlacionada positivammeoom a expressdo das
interleucinas IL-6 e IL-8. Portanto, os resultaddssse estudo mostraram que
exossomos derivados de células L-02 transferemRa1Bb para as células vizinhas, as
quais induzem a atividade pro-inflamatéria das laéllhepaticas normais. Os achados
desse estudo corroboram o conceito de que miRNAgades de exossomos estao
envolvidos em mecanismos de comunicagao celulantieira carcinogénese induzida
por agentes quimicos ambientais. O papel do angbitarh sido demonstrado em

estudos adicionais. Em um modelo de camundongeraafies na expressdo do miR-
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155 e da proteina TNFa foram associadas a inflasnegédica intestinal induzida pelo
consumo de alcool (59). Nesse estudo, a defici@wiaiR-155 preveniu o aumento de
endotoxinas resultantes do consumo de alcool eeqoeste inflamacéo intestinal em
camundongos.

A acédo de componentes medicinais foi associadasamoleculares reguladas
pelo miR-155 em modelos experimentais de DIl. Qdestde Wu e cols. (60) utilizou
um modelo experimental de reseccao ileocecal, daeumdongos IL-10(-/-) para
investigar a inflamacao pos-cirdrgica devido a tomasse intestinal. Camundongos IL-
10(-/-) foram tratados com um extrato isolado de &ripterygium wilfordii Hook Fou
Triptolide, a qual tem sido usada para tratameat®@ por varios anos na medicina
Chinesa. Os autores investigaram os efeitos dantixtito com Triptolide na inflamacao
intestinal, pela inibicdo da via molecular do missASHIP-1. Como um dos alvos
moleculares do miR-155, o geSé&lIP-1é um inibidor de muitas vias de inflamag&o. O
SHIP-1 ou INPP5D codifica a enzima fosfatidil-inositol-3,4,5-trifleso 5-fosfato
expressa nas células hematopoiéticas (61) . Ortestim com Triptolide diminuiu a
severidade da inflamacéo intestinal pds-cirurgictoiecapaz de suprimir a via de
sinalizacdo do miR-155/SHIP-1, atenuando a expoedad citocinas pro-inflamatorias
em camundongos IL-10(-/-), ap0s resecc¢ao ileocésae estudo demonstran,vivo,
que a via molecular do miR-155/SHIP-1 desempenha papel importante em
condi¢des inflamatérias.

Tu e cols., 2012 (62) avaliaram a acao da TanshirlbA, um constituinte
medicinal ativo da raiz d8alvia miltiorrhizg também utilizada na medicina Chinesa e
a qual acredita-se que possui propriedades atdRiatorias e anti-tumorais.
Considerando que o0s mecanismos associados a esspdegades ainda sao

desconhecidos, os autores estabeleceram um moal@dlamacao entre macréfagos e
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células de carcinoma colorretal (CRC). Os resufagwmstraram que 0 composto
Tanshinona IIA inibiu a proliferacdo das célulagoomtais HCT116 e HT-29 pela
diminuicdo das citocinas inflamatérias como o faternecrose tumoral alfa (TN¥j-e
IL-6 produzidas pela linhagem celular de macréfagdédv264.7. Os autores também
identificaram o geneéSHIP1 como alvo do miR-155, sendo que a Tanshinona IIA
restaurou os niveis de expresséo da proteina StéifPtélulas RAW264.7. A expressao
do miR-155 estava aumentada nos macrofagos, ptmsivie devido ao aumento
concomitante deAP1l, um ativador transcricional do miR-155. O tratatbenom
Tanshinona IlIA preveniu o aumento A1 e induziu a expressao do miR-155. Os
autores sugeriram que a interrupcdo da conduc¢&ndbentre macrofagos ativados e
células tumorais pode representar uma nova esadg¥gpéutica e que o miR-155 pode
ser um alvo potencial para a prevencao da inflamaglacionada ao cancer. A rsposta
inflamatdria induzida por macréfagos foi comprovaddar associada a expressao do
miR-155 (63). Esses achados confirmam que tratamelat inflamacdo cronica
intestinal € uma estratégia importante para a pgedo desenvolvimento de doengas
como o carcinoma colorretal.

Em conjunto com nossos dados, os estudos suplesitandicam que 0sS
mMiRNAs exercem efeitos-chave associados a variagbés bioldgicas, especialmente
inflamag&o e regulacdo do sistema imune, as qéaaiggortantes no desenvolvimento

e progressao das DII.
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6. CONCLUSAO

Foram identificadas redes de interacdo entre miRNMAgenes-alvo associados a
processos biolégicos de inflamacédo e resposta im@we MiRNAs identificados
modulam vias moleculares potencialmente envolvidas patogénese da DIA
expressdo desregulada de miRNAs estad associadacéefu biologicas importantes,
principalmente na regulacdo do sistema imune ensieBémento da inflamacéao
intestinal em DC e RCUEstudos como esse podem contribuir para a mellaria
diagndstico e no desenvolvimento de tratamentoscidimados e mais precisos para

pacientes com DC e RCU.
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ABSTRACT

Crohn’s Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UCg dne two main Inflammatory
Bowel Diseases (IBD). Although several genes haenlreported as deregulated and
differentially expressed in CBs UC, the molecular mechanisms associated with IBD
development and progression are still unknown. oRt&tAs (miRNAS) are gene
expression regulators with important roles in hunthseases and may represent
biomarkers applicable to improve diagnosis, prepiognosis and treatment of patients
with IBD. Our objectives were to identify deregield miRNAs that can distinguish CD
from UC, as well as to identify miRNA target gersasd miRNA-mRNA interaction
networks and biological functions associated withse different forms of IBD. We
performed a meta-analysis and integrated data fddfifierent studies on miRNA
expression in IBD. Ten studies were selected, basegpecific inclusion and exclusion
criteria. Of these, we extracted information omgigantly deregulated miRNAs (fold
change, FC>=2 and p<0,05), sample type and numlatform used in both test (global
MIiRNA expression data generation) and validatiore #sther applied bioinformatic
analyses using MirWalk 2.0 for miRNA target pretiotand STRING and BiNGO to
identify miRNA-mRNA interaction networks and biologl functions potentially
associated with IBD. Our results showed that 17 NAR were over-expressed in CD
and 62 were over-expressed in UC. Among the undareesed miRNAs, 18 were
found in CD and 31 in UC. These data show a mugndri number of miRNAs
deregulated in UC (N=93 miNAs) compared to CD (N=®IRNAs). Among the
mMiRNAs with the higher number of target interacipm CD, we identified let-7a-5p,
let-7b-5p, mMiR-199a-5p, mMiR-150-5p, MiR-362-3p amiR-224-5p. In UC, most
mMiRNA-target interactions were found for miR-155-3piR-24-5p, miR-335-5p and

miR-16-5p. Deregulated miRNA-mRNA networks wereretated with key biological
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functions of immune system regulation and inflamorat Studies such as this may
contribute to the identification of miRNAs and tatggenes as clinically applicable
biomarkers, which may contribute to help improveagiiosis and lead to the
development of more tailored treatment strategiegéatients with the different forms

of IBD.

INTRODUCTION

Crohn’s Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC)e ahe two main
Inflammatory Bowel Diseases (IBD) that occur in gaestrointestinal tract mainly in the
small intestine and colon (1). IBD etiology is leskd to be mainly related to abnormal
iImmune response to intestinal bacterial microbiassociated with alterations in the
intestinal mucosal barrier (1).

Gene regulation mechanisms are currently beenoegblas key molecular
alterations associated with IBD pathogenesis, maithirough non-coding RNA
molecules such as microRNAs (miRNAs). miRNAs arealknRNAs (~18-22
nucleotides) that play an important role in poatifrcriptional regulation of gene
expression (2). Since miRNAs have been shown tasainmune response modulators
(2), the identification of miIRNA expression changesCD vs UC may contribute to
comprehensively characterize the molecular mechemnisaderlying IBD pathogenesis.

MIRNA expression changes have been first desciibgatients with IBD in a
study by Wu et al. (3). These authors showed tat¢pts with active UC had increased
levels of 8 mIRNAs and decreased levels of 3 miRNAsheir intestinal mucosa; in
addition, reduced expression of miR-192 was astatiaith active UC (3). Circulating
MIRNA expression data has been also shown in a studuing 20 patients with UC

compared to 20 controls (2), where the authorstifieth a subset of 31 deregulated
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MIiRNAs having 92,8% precision, 96,2% specificityda8D,5% sensibility, suggesting
that these miRNAs may be biomarkers applicableém-invasive diagnosis of UC (2).

It has been shown that miRNA expression changescdor and are associated
with histological changes from normal to dysplagtgsue and in intestinal mucosal
tissue from patients with IBD (4). In addition, nNRs have different expression
profiles in patients with actives inactive UC (5). Differentially expressed miRNAs
have been also shown in auto-immune related comditsuch as psoriasis, rheumatoid
arthritis, lupus and asthma (6). The role of miRNiAsinnate and adaptive imune
reponse has indeed been established and theredeneg that some miRNAs may be
involved in chronic immune response while otherg amostly related to acute
inflammation processes (7, 8).

Five miRNAs (miR-20b, miR-99a, miR-203, miR-26b, miR-98) were
deregulated in mucosal colon biopsies from patievite activevs inactive UC and
controls (9). 2/5 miRNAs (miR-125b-1-3p and let3j®r were over-expressed in
inactive UC (9). miR-124 has also been shown tahaer-expressed and to regulate
STAT3gene, which encodes an important protein involwvethflammatory response.
Phosphorylated STAT andEGF, BCL2 BCLXL e MMP9 levels were increased in
colon tissues from pediatric patients with activempared to inactive UC (10).
Different miRNA profiles including miR-26a, miR-29ImiR-126, miR-127-3p, miR-
324-3p were identified in patients with IB&s controls and specific miRNAs (miR-
196b, miR-199a-3p, miR-199-5b, miR-150, miR-223ssified CDvs UC (2).

Although the above studies indicate that miRNAs iak@lved in IBDs, most
have not used global miRNA expression analysisvege limited to analyze candidate
mMiRNAs or small miRNA panels representing only ~16Pthe total number of known

MIiRNAs in the human genome. In addition, most @sidlo not show data validation

50



and do not correlate miIRNA-mRNA targets and altebemlogical functions in IBD.

Our meta-analysis study is thus novel since itgrates global miRNA expression data
with target genes expressed in intestinal tissogoltantly, such information may
contribute to elucidate the molecular pathways @ased with the pathogenesis of CD

and UC.

MATERIALS and METHODS
Search Strategy
Our search strategy was based on publicly availatbhta on PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), which weretrreved by using the following

keywords: “microRNA AND inflammatory bowel diseaGaesh terms)”, “microRNA
AND Crohn’s disease (mesh terms)”, “microRNA ANDcerative colitis (mesh
terms)”. A through literature search was performedtween July 2-7, 2016.
Additionally, studies were selected by activatihg following filters during the search:
publication date (articles published in the pastyg&@rs, from 2006-2016), studies in
human disease, published in English language aw®dfil text articles. Upon retrieval
of studies, we further applied inclusion critersudies on global miRNA expression
analysis in IBD (CD and UC), including intestinaluoosal tissues, plasma and or
serum, disease affecting human adults, and whictuded control samples from
healthy individuals, studies including data validatand with data publicly available in
the manuscript text or in supplementary materialwath downloadable raw data.
Exclusion criteria applied were: studies exclugivesing experimental models, vitro

or in vivo, literature review or case reports.
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Data Extraction

Meta-analysis study design followed the Prismaestant (11), as shown in
Figure 1. We included 10 eligible studies according tdusmn and exclusion criteria,
from which the following data were collected: ligtsignificantly deregulated miRNAs
(FC>=2, p<0.05), direction of deregulation (over-under-expressed), type of sample
analyzed (plasma, serum and or colon tissue takebidpsy or surgery), number of
samples from patients with CD and or UC in both tsd validation sample sets,
platform used for global miRNA expression analyaigl validation, first author name
and date of publication. These data are showrabie 1
Target mRNA prediction and miRNA-mRNA interaction networks in CD and UC

Significantly deregulated miRNAs (FC >=2 and p<%),0were used for
bioinformatic analysis, in order to identify predid mRNA targets of miRNAs. This
analysis was performed during the month of Septen#is6, using the miRWalk 2.0

tool, available at_http://zmf.umm.uni-heidelberdapgps/zmf/mirwalk2/ (12-14). The

miRWalk tool allows a broad analysis of all possilbinding sites between miRNAs
and target mMRNA molecules, resulting from simultarsee comparison using several
different databases. Further, we performed seartdrethe identified miRNA target
genes in  the European Bioinformatics Institute (EBI database

(https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) (date of accespt&nber 23, 2016). This database

provides information on gene expression pattedi®yig to perform searches by gene
or protein name, as well as gene and protein esimesin specific tissues_(46).
Therefore, this analysis allowed to verify targeing expression in intestinal tissue,
which is important as we filtered our data for gemnehich are more likely to be

meaningful for development of diseases such as IBD.
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Additionally, enrichment analysis was carried tmtdentify the main biological

functions of miRNAs and target genes, using STRINGD (http://string-db.org/) (date

of access: September 31, 2016). STRING is a corepsde biological and protein-
protein interaction database, which allows to idgnknown/validated or predicted
interactions (15). In our study, target genes idiedtwere mapped on their respective
proteins, which were then used for protein-protetaraction identification in STRING.

In addition, Cytoscape_(http://www.cytoscape.orgg@s used for data visualization.

Enrichment analysis for biological function iderd#tion used Gene Ontology (GO)
tool following the statistical structure: evaluatiof over-represented GO categories,
hypergeometric for over-represented functions, iplelt correction Benjamini &

Hochberg (FDR) test with p<=0,05 and complete gemasreference.

RESULTS

Distinct sets of miRNAs are significantly deregulatd in CDvs. UC

Herein, we foucused on the identification of sfgaintly dergulated miRNAs,
defined as miRNAs with fold expression change ofeast 2 times (under- or over-
expression) compared to controls and p <0,05. deroto consider a larger number of
studies (and respecting our study to inclusiorerd), we selected articles reporting
global miRNA expression changes in plasma and tesimal tissue from patients with
DC and or UC. Some studies included both CD andad@ some include DC or UC.
By filtering the data according to disease type, were able to classify miRNA
expression data in D@ UC. This analysis allowed us to look for miRNA®t were
specifically deregulated in each disease, as welc@mmonly deregulated in both

diseases.
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In CD, we identified 35 deregulated miRNAs (17 eegpressed and 18 under-
expressed)(Table 2). A total of 93 miRNAs was deregulated in UC, whishmuch
larger compared to the total number of miRNAs delagd in CD. Of these 93
MIiRNAS, 62 were over- and 31 were under-expre¢$alle 3). In order to determine
specific va common miRNAs deregulated in these diseases, evlormed a Venn
diagram analysis, using interactiveVenn tool (M@nn diagram data for over- and

under-expressed miRNAs are showrrigures 2 and 3 respectively.

MiRNA-MRNA networks in CD and UC and biological pracesses

MiRNA target genes identified play biological rolestentially associated with
IBD development and progression. The completedfstarget genes is available at

(https://drive.google.com/file/d/0B8JG6RzgXyLcdGFTW2NTAzcTQ/view?usp=shar

ing). Our results showed a greater number of intenas between genes with biological
functions associated with inflammation and immuesgponse regulation, as shown in

Figures 4,5, 6 and 7

Enrichment analysis was performed in Gene Ontol@®) and allowed us to
identify statistically significant biological prosses involved in IBD. Data for DC are
shown in Graphs 1 and 2 and for UC are shown ipi&& and 4. Results are available

for download at

https://drive.google.com/file/d/0B8JG6RzgXyLcNmdM&Zm9vMDag/view.

DISCUSSION

Effects of global miRNA-mRNA deregulation leading tltered biological

functions in IBD is still poorly understood. Hemgiwe have identified a subset of
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mMiRNAs that play important regulatory roles in arfimation and immune response
regulation. Previous studies heva shown molecuianges associated mainly with UC,
such as Takagi et al. (17) that showed miRNA exgioaschanges in colonic mucosa of
patients with UC. Although in their study they usedy two biopsy samples of patients
with active UC and two from healthy controls, thdata were validated in other 12
biopsy samples of patients with active UC and 18trabs, confirming that over-

expression of miR-21 and miR-155 were both coreelatith intestinal inflammation in

UC.

Gene expression profiles have been investigateBaet al. (18)with the goal
of identifying common molecular changes associatgd disease progression in CD,
UC and colorrectal carcinoma. They identified thdéregulated miR-125b, miR-335
and miR-155 play a role in regulation of metabgathways. In addition, Toll-like
receptor (TLR) signaling was identified as regudatey miR-124, miR-146a e miR-
221/222. Similar to our study results, they alsovetd that mechanisms of immune
system regulation and inflammation were regulatg@niRNAs. Some of the miRNAs
identified in the study by Bai et al. were commordgntified in our study, such as
decreased expression of miR-335-5p and increaga®sion of miR-155-5p, both in

UC. In our data, these miRNAs had a large numbertefactions with mRNA targets.

miR-155 over-expression (FC=1,22 and p<0,03) vex®@ated with intestinal
inflammation in 20 patients with active UC compated .6 healthy controls. Functional
studies using miR-155 mimmics and inhibitors wetgthfer performed, using a
luciferase assay, to demonstrate that miR-155 Bpalty regulatesFOX0O3ain HT29
colorrectal adenocarcinoma celBOXO3a expression was inversely correlated with
miR-155 levels in patients with active UC. Ressh®wed that miR-155 is able to bind

a regulate$OX0O3aby decreasing its gene and protein expressiondel@lock-down
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of FOXO3a and miR-155 over-expression also induced IL-8 Ieva HT29 cells
treated with TNFe,, by suppressing | kappa B alfacBlo). Therefore, miR-155 may
play a role in intestional inflammation in patientsth active UC by modulating
decrease®OXO3aexpression, which may occur via activation of NaclEactor kappa

B (NfkB) pathway (19).

In the intestinal microenvironment, extracellut@mmunication allows several
cell types to coordinate biological functions reqdi for maintaining appropriate
cellular and tissue physiology. In this microenmmeent, the inflammatory response is a
complex process that encompass induction of sevegerles associated with
inflammation and immune response activation, ireottd eliminate pathogens and to
avoid disease (20). Of note, miR-155 has beeniitehais a component of macrophage
response to distinct inflammatory mediators, sustbacterial liposaccharides (LPS),
interferong (TFN-B), polyriboinosinic polyribocytidylic acid (poli I and tumor
necrosis factora (TNF-o) (8). Over-expressed miR-155 has been correlatgd w
increased cytokine release during inflammation 84 was shown to control the
inflammatory response intensity to microbial stimul Toll receptors/interleukin-1

(TLR/IL-1) in human dendritic cells (8).

Therefore, miR-155 can be considered a key miRMNA&oeiated with the
molecular pathogenesis of IBD development. miR-tt&Bscription is regulated by the
activator protein-1 AP-1) complex (8) and the transcription factor Ml Factor
kappa B (NFkB) (21). miR-155 regulates inate andpsgte immune response, which
control antibody production and cellular cytokimdease (22).miR-155 has been shown
to facilitate pro-inflammatory response in a mokeeckoutmodel (miR-155 -/-) (23).
Recently, miR-155 was demonstrated to regulate geneflammation pathways such

as SOCS1 Silencing of SOCS1in intestinal miofibroblasts increased releasdlLo6
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and IL-8, suggesting that inflammatory mediatorsluce miR-155 expression in
intestinal miofibroblasts in patients with UC. BeateasingSOCSlexpression, miR-

155 may trigger the inflammation phenotype assediatith UC development (24).

Together with our findings, miRNAs are likely tdap effector roles in
inflammation and immune response regulation, wtaoh important for development

and progression of the different forms of IBD.
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