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Introduccion

En las ultimas décadas las enfermedades de tipo alérgico, como la rinoconjuntivitis, el
asma, la dermatitis atopica, la anafilaxia y la alergia alimentaria, entre otras, han emergido
como uno de los grandes problemas de salud en los paises desarrollados’?. Esta escalada en
la incidencia de dichas enfermedades ha motivado un creciente interés por el estudio de los
mecanismos moleculares y genéticos que desembocan en la aparicion de estas enfermeda-
des. El aumento en la incidencia de enfermedades alérgicas en los paises occidentales ha ido
acompafado de cambios significativos en el estilo de vida, como cambios en los habitos nu-
tricionales, en la exposicion a patdogenos y a agentes contaminantes, el tabaquismo, la reduc-
cion de los nucleos familiares, y el aumento en el uso de antibiodticos, que apoyan la hipotesis
de la higiene como una posible explicacion al incremento de las enfermedades alérgicas®*.

Durante afos, se han buscado factores de riesgo que permitieran predecir la predis-
posicion a padecer una enfermedad de tipo alérgico. Ademas de los factores ambientales,
se han buscado factores de origen genético (presentes en la secuencia del ADN y trans-
misibles de una generacion a la siguiente) mediante estudios de asociacion genémicos®#
Sin embargo, se ha observado plasticidad en los fenotipos asociados a un determinado
genotipo. Incluso la valiosa informacién obtenida de estudios realizados con gemelos mo-
nocigoticos apunta a que, a pesar de compartir la misma secuencia de ADN, las manifes-
taciones clinicas de la alergia pueden ser muy dispares®.
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Esta variedad en los fenotipos potenciales para un mismo genotipo indica que pa-
recen existir componentes adicionales que aportan complejidad a la regulacion de los
procesos que desembocan en la aparicién de la enfermedad alérgica, o que al menos,
condicionan su evolucién a lo largo del tiempo'®1''. La regulacién epigenética ha emergido
como la gran pieza que faltaba en el puzle para empezar a comprender las bases molecu-
lares de las enfermedades alérgicas'?.

En los ultimos afios, se ha puesto el foco sobre las modificaciones epigenéticas que
conducen a la aparicion de las enfermedades alérgicas o aquellas presentes en pacientes
alérgicos. Cuando en 1953, Conrad Waddington acufié el término epigenética lo definio
como “la forma en que los genotipos dan lugar a los fenotipos durante el desarrollo”?3,
desde entonces, se ha tenido que actualizar el término, que ya ha traspasado los limites de
la biologia del desarrollo e incluido nuevos mecanismos epigenéticos entonces desconoci-
dos™. De esta forma, actualmente se conoce como epigenética al compendio de cambios
de la célula que afectan a la expresion de genes sin modificar la secuencia de bases del
ADN. Estos cambios se producen en respuesta a sefiales internas o externas y son sus-
ceptibles de ser heredados'®'8. Entre los mecanismos epigenéticos, algunos afectan a la
estructura de la cromatina, modificando la expresion génica, otros afectan a la estructura
y estabilidad de distintos tipos de ARN, y otros dan lugar a diferentes ARN no codificantes
que influyen en los procesos postranscripcionales y traduccionales de los genes.

Las modificaciones epigenéticas se han clasificado principalmente en tres grupos,
en funcién del tipo de mecanismo que regule el cambio. Para una mejor comprension lec-
tora, las diferentes modificaciones epigenéticas se agruparan en: 1) metilacion del ADN, 2)
modificaciones postraduccionales de las histonas y 3) mecanismos dependientes de ARN
no codificantes (Tabla I). Ademas, se ha puesto recientemente de manifiesto la relevancia
de las modificaciones postranscripcionales, ya que modificaciones como la metilacién de
adeninas ejercen un efecto importante sobre la estabilidad y funcionalidad de los ARN19.
Por este motivo ya se ha acufiado el término epitranscriptémica para el estudio de dichas
modificaciones?°.

Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es la modificacion epigenética mas ampliamente estudiada,
y consiste en la adicidon de un grupo metilo en las citosinas o las adeninas del ADN. Esta
modificacion quimica no implica la alteracion de la secuencia de bases del ADN. Cuando
estas metilaciones ocurren en el nucleétido citosina, dan lugar a 5-metil-2’-desoxicitosina,
mientras que cuando lo hacen en el nucleétido adenina dan lugar a N6-metil-2’-desoxia-
denosina?'. La metilacion de la citosina en el ADN humano ha sido ampliamente estudiada
durante las Ultimas décadas?, mientras que la presencia de N6-metil-2’-desoxiadenosina
no ha sido corroborada en células humanas hasta esta ultima década y todavia no esta
definida su funcion en el desarrollo embrionario y en otras patologias en las que se han
detectado modificaciones en los niveles de metilacién de desoxiadenosina?3-26.
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Con respecto a la metilacién de la citosina, no todas las citosinas del genoma son
susceptibles de ser metiladas, esta modificacion sélo ocurre en dinucleétidos CpG. Las
zonas ricas en dinucleétidos CpG se denominan islas CpG y suelen encontrarse en regio-
nes intergénicas y, con frecuencia, en las regiones promotoras de los genes?’. La metila-
cion de las islas CpG de los promotores esta relacionada con la represién de la transcrip-
cion, asi, las islas CpG de genes que estan siendo transcritos de forma activa no suelen
presentar metilacion, mientras que los genes que no se transcriben, tienden a presentar
islas CpG con altos grados de metilacién?®. La metilacion de las citosinas reprime la trans-
cripcion de una forma directa, ya que provoca la condensacién de la cromatina e impide
que los factores de transcripcion se unan a sus secuencias diana en los promotores. Esta
represion de la transcripcién también ocurre de forma indirecta, ya que dicha metilacion
recluta proteinas modificadoras de las histonas, que conducen, a su vez, a un mayor grado
de compactacion del ADN, impidiendo asi la expresidn génica?.

TIPO DE MODIFICACION EFECTO
Metilacion de CpG en promotores Represién de la transcripcion
Modificaciones postranscripcionales
de histonas
Acetilacion Activacion de la transcripcion
Mono-/di-/tri-metilacion Activacion o represion de la transcripcion
Otras Muy variable
Mediados por RNAs
e |nactivacion cromosomica
e |Imprinting
IncRNA e Regulacion de la transcripcion
e Splicing
e Traduccion y silenciamiento de RNA mensajero
. e Silenciamiento génico
MIRNA e Degradacion de RNA
. e Silenciamiento de RNA
SIRNA e Degradacion de RNA
piRNA Silenciamiento de RNA
snRNA Splicing
Modificaciones postranscripcionales de ARN ribo-
snoRNA o .
sémico, de transferencia y snRNA
e Control de calidad de ARN no codificante
e Procesamiento de ARN mensajero
Y-RNA e Represién de la union inespecifica de ARN men-
sajeros a Ro60
e Replicacién del ADN

Tabla I. Resumen de mecanismos epigenéticos
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En el ambito de la Inmunologia, y en particular de las enfermedades alérgicas, se han
realizado numerosos estudios de la funcion y los efectos de la metilacién del ADN en los
promotores de diversos genes relacionados con la susceptibilidad de padecer enfermeda-
des alérgicas o con la diferenciacion de los distintos tipos celulares del sistema inmune y
su maduracion?®-32, De este modo, se ha comprobado que durante la diferenciacion de los
linfocitos CD4+ hacia linfocitos Th1, Th2 o Th17 se producen hipermetilaciones diferen-
ciales en diferentes regiones promotoras que, dependiendo del destino final de la célula,
implican la represion de la expresion de determinadas citocinas33-3%,

Asimismo, se han llevado a cabo diversos estudios de asociacion del epigenoma
completo, denominados EWAS por sus siglas en inglés (Epigenome-Wide Association
Studies), entre ellos uno de nuestro grupo, a fin de determinar patrones de metilacion dife-
renciales asociados a ciertas patologias®®%7, o incluso el efecto de la exposicion a diferen-
tes agentes sobre el patron de metilacion del ADN383°, que han dejado patente que tanto
los factores ambientales como la edad, tienen un efecto sobre el patrén metilacién de un
determinado tipo celular, y que determinados genes se veran expresados y reprimidos por
efecto de factores ambientales.

Modificaciones postraduccionales de las histonas

El segundo grupo de modificaciones epigenéticas engloba gran variedad de mo-
dificaciones postraduccionales que ocurren en las histonas, las unidades proteicas que
forman los nucleosomas y que permiten el empaquetamiento del ADN de una forma co-
herente y con diferentes grados de compactacion?. Estas modificaciones postraduccio-
nales son uniones covalentes (que se producen en los extremos N-terminal o C-terminal
de las histonas) de distintos grupos funcionales, como grupos metilo, acetilo y fosfato,
pero también de unidades de mayor volumen, como los grupos SUMO (de alrededor de
100 aminodcidos), las ubicuitinaciones (de 76 aminodacidos), y las ADP-ribosilaciones*'.
En definitiva, todas estas modificaciones ejercen un efecto directo sobre la expresién de
los genes, ya que provocan el reclutamiento de diferentes complejos enzimaticos, cuyo
efecto final sera la induccion o la represion de la transcripcion de genes; o indirecto, ya que
también producen cambios en la compactacion de la cromatina, haciéndola mas accesible
para los factores de transcripcion y las polimerasas o produciendo un incremento de la
compactacioén de la cromatina, que conduce, a su vez, al silenciamiento génico*'.

Las posibles combinaciones de estas “etiquetas” en las histonas son tan numero-
sas que, para comprender el efecto de estas modificaciones postraduccionales, se ha
planteado la hipotesis del cédigo de histonas, segun la cual, el conjunto de modificacio-
nes postraduccionales en una regidon del genoma tendra un efecto inductor o represor de
la expresion®?. De esta forma, estudios exhaustivos han establecido que la acetilacién de
las histonas se asocia primariamente con activacion génica, mientras que la metilacion,
dependiendo de su posicion y grado (mono-, di-, tri-) se asocia tanto con activacion como
con represion*348, No obstante, incluso estos estudios no han sido capaces de descri-
bir de una forma integral como se regula la expresion génica. Estudios mas ambiciosos
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han intentado arrojar luz sobre qué combinacion de estas modificaciones se asocia a la
expresion génica y, de este modo, se han descrito en linfocitos T CD4+, 17 modifica-
ciones caracteristicas (H2A.Z, H2BK5ac, H2BK12ac, H2BK20ac, H2BK120ac, H3K4ac,
H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9me1, H3K18ac, H3K27ac, H3K36ac,
H4K5ac, H4K8ac and H4K91ac), que se encuentran presentes en las regiones promo-
toras de los genes que tienen una mayor expresion, respecto a las de aquellos que no
tienen este nivel de expresion*®. Este nivel de complejidad explica la dificultad para aso-
ciar determinada modificacion postraduccional a un grado de expresion o silenciamiento
del ADN. Aun asi, en el campo de la Inmunologia, y en el de la Alergologia en particular,
se han realizado numerosos intentos®® por comprender el espectro de modificaciones
postraduccionales de las histonas durante el desarrollo y diferenciacién celulares®'-53, la
asociacion con determinadas patologias alérgicas®%7, o los efectos ambientales sobre
estas modificaciones®8.

Mecanismos dependientes de ARN no codificantes

El ultimo gran grupo de mecanismos epigenéticos es el que engloba aquellos meca-
nismos mediados por ARN no codificantes. Este grupo es heterogéneo, tanto en los me-
canismos como en la naturaleza de los ARN. Estos ARN pueden producir efectos sobre la
expresion génica o actuar a nivel postranscripcional. Los papeles de los ARN ribosémicos
y de transferencia son de sobra conocidos y resulta evidente que los cambios en estos
ARN afectaran a la funcion celular.

Los ARN no codificantes se clasifican en funcién de su tamafio; asi, los que constan de
una secuencia de mas de 200 nucleétidos se denominan ARN largos no codificantes (IncR-
NA). Estos IncRNA tienen funciones variadas, que incluyen la inactivacién cromosémica®® y
el sellado genémico (imprinting)®?, la regulacion de la transcripcidn de genes especificos®!, la
regulacién postranscripcional mediante ayuste (splicing)®?, la traduccion®y el silenciamiento
de ARN, mediado por la maquinaria del ARN de interferencia®. En el ambito de la investiga-
cion de las enfermedades alérgicas, varios estudios han mostrado la expresion diferencial
de IncRNA en diferentes patologias, como la dermatitis atopica®® o el asma®¢7, por ejemplo,
que revelan su gran potencial como biomarcadores en enfermedades alérgicas.

En contraposicion con los IncRNA, los ARN pequefios poseen un tamanio inferior a
los 200 nucledtidos. Dentro de este grupo se encuentran los micro ARN (miRNA), los ARN
pequenios de interferencia (siRNA), los ARN asociados a Piwi (piRNA) y los ARN nucleola-
res pequefos (snoRNA), los ARN nucleares pequefios (sSnRNA) y los ARN citoplasmaticos
pequefios (Y-RNA). Sus mecanismos de accion son diversos, siendo el mas estudiado el
mecanismo de interferencia del ARN14, proceso por el que estos ARN no codificantes se
unen al ARN mensajero y conducen a su degradacioén, su secuestro o la inhibiciéon de su
traduccion®®.

Dentro de este grupo, los mas estudiados son los micro ARN (miRNA), cuyo tamafo
va de 17 a 25 nucleétidos y cuya secuencia permite la unién a diversos ARN mensajeros
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de una forma mas inespecifica que los ARN pequefos de interferencia (siRNA). Diversos
estudios funcionales han puesto de manifiesto que los miRNA estan involucrados en la
préctica totalidad de procesos celulares y que las alteraciones en su expresion estan aso-
ciadas a muchas patologias humanas®.

Entre los micro ARN relacionados con el sistema inmune, miR-21, miR-146a y miR-
155 son los que mas extensamente se han estudiado, habiéndose demostrado de for-
ma fehaciente que regulan tanto la respuesta inmune como la inflamacién de tejidos en
enfermedades alérgicas’®. Adicionalmente, se esta empezando a plantear su uso como
biomarcador en las enfermedades alérgicas, ya que se ha descrito en diferentes patolo-
gias tanto la presencia de determinados miRNA en suero, como su posible funcion en la
comunicacion intercelular’-73,

Y-RNA: Nuevas perspectivas en la regulacion de la
respuesta inmune

Otro de los ARN pequefios no codificantes cuya relevancia va en aumento en el
campo de la inmunologia es el grupo de los Y-RNA o ARN citoplasmaticos (cytoplasmic
RNAs), en contraposicion a los ARN nucleares pequefios o U ARN (nuclear RNAs). En am-
bos casos, estos ARN fueron descubiertos como componentes de complejos ribonucleo-
proteicos que eran diana antigénica de anticuerpos producidos por pacientes con lupus
eritematoso sistémico (LES)™.

Los snRNA U1a, U1b, U2 U4, U5 y U6 fueron descubiertos en extractos nucleares
como componentes de complejos ribonucleoproteicos junto con las proteinas RNP y Sm
(ambas con capacidad antigénica en el LES)”5. Este complejo es conocido como snRNP
y forma parte del ayustosoma (spliceosome), cuya funcién en el procesamiento del ARN
mensajero es ampliamente conocida’®.

Asimismo, los Y-RNA fueron descritos como componentes de complejos ribonu-
cleoproteicos de origen citoplasmatico junto con las proteinas Ro60 y La (RNP-Ro60),
que igualmente fueron caracterizadas como antigenos de autoanticuerpos presentes en
pacientes con LES7. Al igual que los snRNA, los Y-RNA muestran un alto grado de con-
servacion a lo largo de la escala evolutiva, y se han encontrado ortélogos de la RNP-Ro60
desde las bacterias hasta los mamiferos””-78. En los humanos se han descrito 4 Y-RNA
diferentes, RNY1, RNY3, RNY4 y RNY5 y mas de 1.000 pseudogenes, con una identidad
en torno al 90% con algunos de los 4 RNY, y que son el producto de eventos relativamente
recientes de retrotransposicion’®7°. Los Y-RNA tienen un tamafio que varia entre los 75y
los 115 nucledtidos y, aunque difieren ligeramente en sus estructuras primaria y secun-
daria, poseen una estructura tipica que consta de un tallo de doble hélice, con las bases
apareadas, formado por los extremos 5’ y 3’ del ARN. Proximo al extremo 5’ se encuentra
una citosina no apareada que forma una protuberancia en la estructura necesaria para el
reconocimiento por parte de Ro60"7.
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Imagen 1. Ilustracion del ciclo de vida de los Y-RNA

Rutas putativas de liberacion de Y-RNA al espacio extracelular y posibles funciones de los Y-RNA transferidos a las células diana.
Tras la transcripcion (1), los Y-RNA son exportados al citoplasma (2). En el citoplasma, la unién de Ro60 estabiliza el Y-RNA
(3), donde puede unirse a otras proteinas de union a ARN, influyendo en su localizacion o destino (4). Los Y-RNA pueden ser
empaquetados junto con otras proteinas de union en vesiculas intraluminales de los cuerpos multivesiculares (5) y secretadas
en exosomas (6) o empaquetadas en microvesiculas (7). Las vesiculas extracelulares son captadas por las células receptoras y
endocitadas (8) pudiendo llegar a compartimentos endosomales donde podrian activas los receptores del tipo Toll (TLR) (9). La
activacion de los TLR también ocurre tras la internalizacion de los complejos RNP opsonizados (10), liberados por las células
emisoras tras su translocacion a través de la membrana plasmatica (11). Se ha comprobado que los Y-RNA desnudos pueden
inducir apoptosis (12). La activacion de la ruta TLR conduce a la transcripcion de varios citocinas pro- y anti-inflamatorias (13).
Adicionalmente y de forma mas especulativa, los Y-RNA también podrian interactuar con otras proteinas de union a RNA en las
células receptoras (14). Imagen adaptada de 87.
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A pesar de que los Y-RNA han sido menos estudiados que los snRNA, se han descri-
to dos funciones de estos ARN (Imagen 1). La méas conocida es formar parte de un com-
plejo ribonucleoproteico con Ro60 y otras proteinas®. Los estudios funcionales de dicho
complejo sugieren un papel en el control de calidad de ARN no codificantes que precisan
un plegado especial, como es el caso de los ARN ribosémicos o ARN de transferencia®'#?;
en el procesado de ARN mensajeros; y uniéndose a los extremos 3’ libres de ARN cuyo
plegamiento es incorrecto®. La unién de los Y-RNA a la proteina Ro60, y a otros compo-
nentes del complejo, regularia este control de calidad y afectaria a la unién del complejo
a determinados ARN diana, afectando a la disponibilidad o localizaciéon subcelular de los
complejos RNP8', También se ha descrito que los Y-RNA actiian como represores de la
union inespecifica del extremo 3’ de ARN a Ro608°. Los estudios realizados en Deinococ-
cus radiodurans sugieren, a su vez, una funcién de este complejo en la via de degradacion
del ARN®, La otra funcion de los Y-RNA descrita tiene que ver con la replicacion del ADN,
que es independiente de su asociacion al complejo ribonucleoproteico de Ro608. Aunque
no se conoce el mecanismo exacto por el que sucede, se ha observado que determinados
Y-RNA inducen un aumento en la replicacion del ADN, observandose un incremento de la
union de Y-RNA a la cromatina durante la replicacion, posiblemente asociada a los com-
plejos de los origenes de replicacion®.

Ademas de las funciones descritas, su presencia en espacios extracelulares, ya sea
formando complejos ribonucleoproteicos o asociados a vesiculas extracelulares, apunta
a que pueden tener un papel en la transmision de sefiales, amplificacion o modulacién de
diferentes respuestas a nivel local o sistémico en las células receptoras de estos Y-RNA®.
Se han encontrado Y-RNA en espacios extracelulares y en varios tipos de fluidos corpo-
rales como la saliva, el fluido seminal y especialmente en el suero sanguineo, donde es el
tipo de ARN mas abundante®8.

Aunque el nimero de estudios sobre los efectos de los Y-RNA extracelulares es to-
davia limitado, se ha descrito la participaciéon de los Y-RNA en la regulacion de la respuesta
inmune, asociandoles tanto efectos proinflamatorios como anti-inflamatorios®9-9'. Asimis-
mo, se ha descrito que los Y-RNA tienen funcidn inmunosupresora, ya que la presencia
de Y-RNA en plasma seminal tiene un papel inmunosupresor que reduce el rechazo de los
espermatozoides®3; que los parasitos nematodos liberan vesiculas con ARN que poseen
una estructura similar a los Y-RNA que suprimen la emision de citocinas en ratones®; y
que las células dendriticas con una funcién inmunosupresora poseen niveles mas altos de
Y-RNA que aquellas con un fenotipo inmunoactivador®.

Adicionalmente, hay estudios sobre los efectos proapoptéticos de Y-RNA en célu-
las sanas emitidos por células cancerigenas®; en macréfagos, por Y-RNA emitidos por
cardiomiocitos en la fibrosis fetal cardiaca®”’ y de Y-RNA emitidos por macréfagos en la
aterosclerosis®. En estas circunstancias, RNY3 es exportado a la membrana plasmatica
0 a vesiculas extracelulares y, cuando no esta formando parte de complejos ribonucleo-
proteicos, es capaz de activar la cascada proinflamatoria en macrofagos, al interactuar
con receptores de tipo Toll (TLR) con la consiguiente liberacion de TNF-a, mientras que
cuando esta unido a Ro60, esta interaccion con los receptores no es posible®®. No obs-
tante, en determinadas patologias autoinmunitarias, como el LES y el Sindrome de Sj6-
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gren, donde se generan anticuerpos contra componentes del complejo RNP-Ro60, la
presencia de dichos complejos expuestos en la membrana celular provocaria la unién
del antigeno-anticuerpo, que desencadenaria la respuesta proinflamatoria dependiente
de TLR®. Por su parte, la asociaciéon de vesiculas extracelulares con autoanticuerpos de
diversas enfermedades autoinmunes, produciria complejos proinflamatorios que contri-
buyen a dichas patologias®®.

Otros estudios han descrito como vesiculas extracelulares procedentes de linfoci-
tos B cancerigenos poseen Y4, que, ademas de inducir efectos inflamatorios mediante
la liberacion de CCL2, CCL4 e IL6 en los monocitos®!, induce la expresion de PD-L1 en
estas células, inhibiendo asi la activacién de linfocitos T1%°. También se ha descrito cémo
Y4 induce la produccion y liberacion de IL10 en macréfagos que reduce el dafio tras el
infarto®.

Adicionalmente, la abundancia de Y-RNA en sangre hace que sea interesante su es-
tudio como posible fuente de biomarcadores de diferentes patologias, como ya se ha visto
en diversos tipos de cancer®!10'-193 en aterosclerosis y en enfermedad arterial coronaria'®.

Se estd comenzando a entender el papel que desempefian los Y-RNA extracelulares
en la regulacién del sistema inmune. Nuestro grupo ha realizado un estudio pionero en
enfermedades alérgicas en el que hemos encontrado una asociacion entre el aumento en
la expresion de un grupo de Y-RNA vy la posibilidad de padecer alergia (Isidoro, M. et al.,
YRNAs overexpression and potential implications in Allergy, World Allergy Organization
Journal, in press) y, aunque por el momento no haya mas estudios similares, de acuerdo
con el papel de estos Y-RNA en algunos procesos inflamatorios, nuestro estudio abre la
posibilidad de que estos pequefios ARN desempefien una funcién en la modulacion de
la respuesta alérgica o que puedan ser utilizados como biomarcadores de la enfermedad
mas especificos o sensibles que los actuales.

En definitiva, podemos afirmar que la complejidad de los mecanismos epigenéticos
que subyacen a la aparicidon de las enfermedades alérgicas requiere un refuerzo en las
acciones del ambito de la investigacién de estas patologias, ya sea basica o traslacional,
que permitan abordar los retos de futuro que suponen para nuestra sociedad.
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