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MicroRNAs: papel no diagnéstico e tratamento da asma

MicroRNAs: role in the diagnosis and treatment of asthma
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RESUMO
A asma é reconhecida como uma doenca inflamatéria cronica das vias aéreas e que tem como T Instituto de Ensino e Pesquisa da Santa
caracteristicas a hiper-reatividade das vias aéreas, a hipersecrecdo de muco e a obstrucdo ao Casa de Belo Horizonte, MG.

fluxo aéreo, resultando em sintomas de gravidade varidvel. Na maior parte dos casos, a asma

estd associada a processo inflamatério crénico mediado por padrdo tipo 2 da resposta imune,

que pode ser induzido ou aumentado por alérgenos ambientais, irritantes primarios, exercicio,

infeccbes do trato respiratorio e comorbidades. Alteragdes epigenéticas sdo reconhecidas como

participantes do inicio e/ou da manutencdo da resposta tipo 2. MicroRNAs (miRNAs) sdo regula-

dores da expressao génica e tém papel importante na patogénese da asma. Sua caracterizagdo

na circulacdo sanguinea pode prover uma ferramenta de alta especificidade e sensibilidade

no diagnostico da asma. Seu papel em regular a expressdo de genes por mecanismos pos-

transcricionais através de interacdo com RNAs mensageiros (mRNA) pode oferecer o potencial

de constituir uma nova modalidade terapéutica desta doenca. A presente revisdo incluiu artigos Correspondéncia para:
originais, revisdes e consensos indexados nos bancos de dados PubMed, MEDLINE, LILACS, Ataualpa P. Reis
SCiELO e publicacdes on line nos ultimos 10 anos, e pretende apresentar o conhecimento atual E-mail: ataualpapreis@gmail.com
da importancia dos microRNAs no diagnoéstico e tratamento da asma.

Descritores: Asma, microRNA, diagnéstico e tratamento da asma.

ABSTRACT
Asthma is recognized as a chronic inflammatory disease of the airways, characterized N&o foram declarados
by bronchial hyperreactivity, mucus hypersecretion, and airflow obstruction, leading to conflitos de interesse associados

. - - . . . . a publicacdo deste artigo.
symptoms of variable severity. In the majority of cases, asthma is associated with a chronic @ publicacdo deste artigo

inflammatory process mediated by type 2 immune responses, which could be induced

or enhanced by environmental allergens, primary irritants, exercise, respiratory tract

infections, or comorbid conditions. Epigenetic modifications play an important role in the

onset and/or maintenance of type 2 responses. MicroRNAs (miRNAs) are key regulators

of gene expression and play an important role in the pathogenesis of asthma. Profiling

of miRNAs in the circulation could provide a highly specific and sensitive tool for the

diagnosis of asthma. Their role in regulating the expression of genes by post-transcriptional

modifications through interaction with messenger RNAs (mRNAs) could potentially become

a new treatment option for this disease. The present review article included original

articles, reviews, and consensus statements obtained from PubMed, MEDLINE, LILACS, and

SciELO, and other other publications available online over the past 10 years, and intends to Submetido em: 20/05/2015,
present the current state of knowledge on the importance of microRNAs in the diagnosis aceito em: 15/07/2016.
and treatment of asthma.
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INTRODUCAO

Asma éreconhecidacomo umadoengainflamatoéria
crdnica das vias aéreas, caracterizada por hiper-reati-
vidade brénquica, hipersecrecdo de muco e obstrucdo
ao fluxo aéreo, resultando em sintomas com gravidade
variavel'. Pode ser exacerbada por alérgenos ambien-
tais, irritantes primarios, exercicio, infec¢cdes do trato
respiratorio ou comorbidades’. No mundo existem
atualmente cercade 300 milhdes de pacientescomasma
e para 2025 a previsdo é de 400 milhdes2. No Brasil, os
estudos utilizando o International Study of Asthma and
Allergies in Childhood (ISAAC) evidenciaram que a asma
€ muito prevalente, além de ser subdiagnosticada, e
colocaram o Brasilno oitavo lugar entre os paises com os
maioresindices. Em nosso pais foidemonstrada notavel
variacdo entre as regides, e os resultados referentes a
participacdo de varias cidades no estudo ISAAC, fase
11, tém confirmado as altas prevaléncias de asma entre
criancas e adolescentes brasileiros3>. A despeito da
melhora no diagndstico e dos avancos no tratamento
da asma, o controle desta doenca ainda permanece
ineficiente. Dados obtidos de European National Health
and Wellness Surveys, conduzidas na Franc¢a, Alemanha,
Itdlia, Espanha e Reino Unido, durante os anos de 2006,
2008 e 2010, mostraram que em 2010 a proporg¢ao de
asma ndo controlada foi de 53,5%, a julgar pelo Asthma
Control Test (ACT), e que ndo houve diminuicdo signi-
ficante em relagdo aos Ultimos 5 anos®. Estes dados
sugerem que, com nossos recursos farmacologicos
atuais, o controle da asma continua pobre apesar da
universalidade e da gravidade da doenca. Diferentes
fenotipos e endétipos de asmatémsido propostos, asso-
ciados a diferentes mecanismos ou caracteristicas, que
podem levar a resposta terapéutica variavel, indicando
gue o tratamento da asma deve ser personalizado’8.
Variosfatores contribuem parapobre controledaasma,
incluindo comorbidades (tais com rinossinusite créni-
ca e refluxo gastroesofagico), obesidade, exposicdes
ambientais, poluicdo atmosférica, fumaca do cigarro,
presencade doenca pulmonar obstrutiva cronica(DPOC)
associada, disturbios psicolégicos e falta de adesdo ao
tratamento®.

Na ultima década muito tem sido descrito a res-
peito de genes codificadores de proteinas, que sdo
transcritos em RNA mensageiros (mRNAs) e traduzidos
em proteinas no citoplasma, compreendendo 2% do
genoma humano. Além disso, foco tem sido dirigido
a RNAs nao codificadores de proteinas (nc-RNAs),
particularmente os microRNAs (miRNAs), envolvidos
em varias fungdes vitais no nosso corpo, incluindo a
regulacdo da expressdo génica, que pode ter um papel
preponderante na patogénese da asma'?. Esta revisdo
pretende demonstrar que a caracterizagdo de miRNAs
na circulagdo sanguinea pode ser um meio especifico
e bastante sensivel para se diagnosticar asma e sugerir

que a correcdo de defeitos da sua regulacdo pode levar
a novas modalidades terapéuticas desta doenca.

MicroRNAs

A denominacdo microRNA (miRNA) foi cunhada
quando pequenos RNAs conservadosfilogeneticamente,
com potencial de regular a expressao génica, foram
descobertos em C. elegans 2001'". No ano seguinte, foi
estabelecida asua presenca em plantas'?, e em seguida
foidemonstrado que os MiRNA-15 e miRNA-16 estavam
subexpressos ou deletados em leucemias linfociticas,
sugerindo que miRNAs estariam envolvido em cancer
humano'3. Os miRNAs sdo constituidos por uma cadeia
curta (aproximadamente 20 nucleotideos) de RNA de
fita simples, ndo codificadores de proteinas (nc-RNAs),
eregulamaexpressaode genes controlando atraducao
do RNA mensageiro (MRNA) que contém a instrugao
genética para produzir proteinas, através de interacao
direta entre sua regido 5' e a regido ndo traduzida do
MRNA alvo'#15, A ligacdo direta do miRNA a um mRNA
alvo poderesultar nadegradacdo do RNAouinibicaoda
tradugdoemproteina(Figura 1). miRNAs podem também
indiretamente alterar a expressao génica através de
efeitos globais na metilacdo e sua acdo em fatores de
transcricdoresponsaveis pela expressdo génica. Analise
computacional sugere que miRNAs podem regular até
um terco de todos os genes codificadores de proteinas
no genoma humano. miRNAs podem se ligar e regular
centenas de genes simultaneamente, e uma das ca-
racteristicas Unicas dos miRNAs é que eles podem ser
secretados no plasma, compartimento broncoalveolar
e liquidos organicos. De forma importante, miRNAs sdo
resistentes a degrada¢do por nucleases porque eles
sdo em geral englobados em nanovesiculas chamadas
exo0ssomos, e associados a argonauta-2, uma proteina
chave no complexo silenciador de RNA (RISC), que os
protege.Emconjunto, estes aspectos colocam os miRNAs
como potenciais marcadores sensiveis e ndo-invasivos
de diversas doengas, incluindo asma'®.

Segundo a base de dados de miRNAs publicados,
a mIRBASE (http://www.mirbase.org/), existem atual-
mente cerca de 13.464 miRNAs maduros identificados
em mamiferos, cerca de 2.588 hsa-miRNAs ou miRNAs
humanos e porvoltade 1.915 mmu-miRNAs ou miRs de
camundongos. A biogénese dos miRNAs envolve uma
fase nuclear de transcricdo por uma RNA polimerase
do tipo Il (transcritos primarios ou pri-miRs), catalisa-
da pela endonuclease do tipo lll, a Drosha, que forma
o pré-miR e uma fase de transporte deste Ultimo do
nucleo para o citoplasma pela exportina-5, localizada
na membrana nuclear. A fase citoplasmatica envolve
uma endonuclease do tipo Ill altamente conservada, a
Dicer, que catalisa o pre-miR a duplex de 22 nucleoti-
deos ou miRNAs maduros'®17. O complexo no citosol
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Figura 1- Biogénese do miRNA. A biogénese do miRNA envolve varios passos,
iniciando-se no nucleo da célula, onde um pré-miRNA é ativamente
transportado ao citoplasma e processado em um miRNA de dupla
fita por uma enzima denominada Dicer. Uma das fitas deste miRNA é
incorporada ao complexo silenciador RISC, enquanto a outra é degra-
dada. Esta parte incorporada tem uma sequéncia complementar na
regido 3"UTR do mRNA alvo e a traducdo ndo acontece por bloqueio
do ribosoma ou degrada¢do do mRNA

é denominado complexo silenciador (RISC) e forma o
miRISC. Este, por suavez, é guiado ao mRNA apropriado
via ligacdo complementar entre uma sequéncia de 6 a
8 nucleotideos, Unica para cada miRNA, e um elemen-
to de reconhecimento (MRE) existente na regido 3’ do
mMRNA alvo'3.14,

Sabemos hoje que a maioria dos miRNAs sao codifi-
cadosnogenomahumanoem“genesde miRNA". Assim,
principios genéticos também se aplicam aos miRNAs,
isto &, variantes genéticas com SNPs (polimorfismos
genéticos de troca de base Unica) ou mutac¢des pontu-
ais em suas sequéncias podem regular sua expressao
e funcionalidade em seus alvos. Exemplos incluem
alteragdes nas regides promotoras dos genes, em sitios
de “splicing” no caso de miRNAs intrénicos, ou mesmo
altera¢des na afinidade de ligacdo entre o miRNA ma-
duro e sua sequéncia alvo no RNA mensageiro ou com
enzimasacessorias envolvidasemsuabiogénese. Alguns
miRNAstambém sdo produtos secundariosdo mRNAde
genes codificadores de proteinas. Umexemplo dissosao
miRNAs que originam-se de introns removidos durante
0 processo de maturacdo do transcrito primario.

REGULAGAO DOS MicroRNAs NA ASMA

Os miRNAs sdo moléculas reguladoras de RNA e
sdocomponentesintegrais daprogramacao genéticana
maioria das células humanas, sendo que esta fungao
ocorre devido a modifica¢cdes pods-transcricionais'®-20,
Diversas linhas de evidéncias sugerem que o silencia-
mento epigenético dos genes codificadores de miRNA
seja um dos mecanismos responsaveis pela reducao
global dos miRNAs em cancer?'. Na asma, que é uma
inflamagdo de padréo de resposta tipo 2, um dos meca-
nismos propostos para desencadeamento ou aumento
desta inflamacdo é o virus respiratério sincicial (VRS),
patdégeno responsavel por infec¢des graves do trato
respiratério?2. O genoma do VRS codifica diversos miR-
NAs humanos que regulam a expressao de citocinas e
quimiocinas, sugerindo assim que o VRS utiliza miRNAs
das células hospedeiras para ativar o sistema imune23,
O sistema de reconhecimento molecular através de
toll-like receptors (TLR), capaz de reconhecer patégenos
invasores e ativar o sistema imune inato ou adaptativo,
esta intimamente ligado aos miRNAs.

Em modelo murino, a exposicdo de vias aéreas a
acarosinduziu a produ¢do de mmu-miR-126. No entan-
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to, esta resposta ndo foi observada em camundongos
knockout para o gene TLR4, o que sugere que alguns
miRNAs estdo ligados a resposta inata do hospedei-
ro. Quando a expressdo de mmu-miR-126 foi inibida
nas vias aéreas dos camundongos expostos a acaros,
ocorreu a supressdo completa da resposta inflamaté-
ria nos animais, atenuando a hipersecrecao de muco
e inibindo 0 acimulo de eosinéfilos nas vias aéreas e
tecido pulmonar?4. Alguns mRNAs sdo reguladores dos
sinalizadores de TLR. O mmu-miR-21 regulou negativa-
mente o TLR4 apds estimulagdo por lipopolissacarideos
(LPS), diminuindo a expressdo de IL-1225. Além disto,
o mmu-miR-21 tem funcdo regulatéria por alterar os
mRNAs dos genes que codificam estas proteinas e
originar uma proteina proé-inflamatéria denominada
PDCD4, que diminui a producdo da interleucina IL-102>.
Esta dupla funcdo do mmu-miR-21 demonstra a com-
plexidade da regulacdo dos miRNAs. Desta maneira, os
TLR e os miRNAs podem se juntar e atuar como sinais
basicos regulatérios de liga¢cdo do sistema inato com a
inflamag¢do na asma?2426.27,

Em estudos em humanos, uma familia de miRNAs
denominada hsa-Let-7 foi descrita, com propriedades
regulatoérias e capacidade de inibir a expressao de IL-
1328, sendo considerada um dos maiores reguladores
na modulacdo de IL-13 e, consequentemente, da infla-
macao tipo 2.

O miRNA murino mmu-miR-145 funciona como
regulador negativo damaquinaria pro-inflamatéria, em-
bora o alvo deste miRNA ndo tenha ainda sido descrito.
Sabe-se que ele é altamente expresso nas vias aéreas
de animais experimentais com exposi¢do as proteinas
dos acaros ambientais?°.

Ohsa-miR-146 éumregulador negativodos TLR apés
estimula¢do por LPS e também inibe a apoptose das
células epiteliais bronquicas induzida por citocinas®.

O mmu-miR-155 também é um regulador proé-
inflamatério positivo que atua apés estimulacdo dos TLR
por LPS e pode regular a inflamacao de tipo 2 através
do fator de transcricdo PU.1. Por outro lado, pode ser
um dos responsaveis pela acdo anti-inflamatéria dos
glicocorticosteroides, neste caso por regulagdo negativa
do miRNA-1553031,

Finalmente, foi demonstrado que mmu-miR-106a
inibe IL-10 de maneira poés-transcricional. Em modelo
experimental de inflamacdo alérgica em vias aéreas,
knockdown de mmu-miR-106a causou diminuicdo de
varios aspectos da asma ja estabelecida, tais como:
hiper-reatividade brénquica, inflamag¢do devias aéreas,
metaplasia de goblet cells, e fibrose subepitelial, em
paralelo a aumento dos niveis de IL-10 nos pulmdes32.
Este modelo representa uma prova in vivo da regula¢do
deIL-10 mediada por miRNA, com potencial de reverter
uma condicdo asmatica estabelecida.

Além disto, os miRNA tém papel importante na
programacdo fenotipica da resposta de células da
imunidade tipo 2, tais como mastoécitos, eosindfilos,
linfécitos T, macrofagos, neutrdéfilos e células epiteliais
brénquicas, no sentido de aumentar a producdo de
citocinas e outros mediadores que promovem a infla-
macdo caracteristica da asma3334. A interleucina IL-13
tem papel chave na patogénese da asma e funciona
como uma citocina efetora na indu¢do da resposta
inflamatéria. Tem sido proposto que ela modula o
fendtipo do musculo liso brénquico e regula os niveis
de mmu-miR-133, resultando no aumento da expres-
sdo da proteina RhoA, que por sua vez aumenta a
contragdo do musculo liso brénquico3>38. A Figura 2
descreve as evidéncias de participagdo dos miRNAs
na resposta alérgica da asma.

MicroRNAs NO DIAGNOSTICO DE ASMA

MicroRNAs tém sido detectados em diferentes
fluidos corporais, tais como plasma, urina e saliva3?-41,
No plasma, a quantidade de miRNAs pode ser usada
para distinguir pacientes com cancer de individuos
saudaveis e, portanto, podem ser utilizados para diag-
noéstico, prognostico e como biomarcadores de varios
tipos de cancer3?4243, Estudos recentes relatam que
miRNAs podem ser usados como biomarcadores em
diferentes condicBes alérgicas e patologias respirato-
rias. Em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva
crdnica (DPOC), quatro miRNAs foram detectados no
plasma e agem como reguladores negativos: hsa-miR-
20a, hsa-miR-28-3p, hsa-miR-34c-5p e hsa-miR-10044,
Em pacientes com esogafite eosinofilica (EEo), foram
detectadosnoplasmaeemtecidode bidpsia esofagiana
os hsa-miR-146a, hsa-miR-146b e hsa-miR-223 que fun-
cionam como biomarcadores de EEo%>. Alguns trabalhos
correlacionam o padrdo de expressao de miRNAs e
asma em humanos, e podem indicar o seu papel como
biomarcadores. Em um dos trabalhos, apds exposi¢ao
alergénica e sequenciamento de nova geracao (next
generation sequencing, NGS), foi observada indugdo de
miRNAs no tecido pulmonar, sugerindo seu importante
papel na doenca“t. Dentre os miRNAs induzidos, estao:
hsa-miR-106b, 205, 145 a, 133a, e Asth-miR-1 e Asth-
miR-2. Na asma experimental, diversos miRNAs foram
encontrados diferentemente expressos nos tecidos
pulmonares, e foiencontrado que o mmu-miR-21 estava
regulado positivamente quando os animais foram desa-
fiados com ovoalbumina (OVA) ou quando receberam
IL-13 inalada, resultando em expressao aumentada de
resposta do tipo 247. Tém sido observadas diferencas
significativas no contelddo de miRNAs em exosomos
de lavado broncoalveolar de pacientes com asma nao-
sintomatica leve. Apds exposi¢do alergénica, analise de
microarranjos apontou a expressao alterada de cerca



90 Braz) Allergy Immunol. - Vol. 3. N° 3, 2015

EANRN

Hiperplasia de

Aumento

i @R goblet cells / Producdo Migragéo de Apoptose induzida
o mﬁscuI:Iiso aumento da de IgE eosinéfilos por citocinas
producdo de muco
\ t Eotaxma
Resposta T2

o ¢

‘ STAT3

'STAT6\

MicroRNAs: papel no diagnéstico e tratamento da asma - Reis AP et al.

l
1
1
) ?
/W\ ,
miR-133 PDCD4 W\

W\\ ‘l‘_socsu?)

miR-145 -
omwsos&

miR-126

m|R 155
miR-21

IL-12p35

miR-146

—~

%

miR-21
TRAF6/IRAK1

Figura 2- Diagrama do papel dos miRNAs em processos envolvidos na patogénese da asma
associados a citocina IL-13, com miRNAs direta ou indiretamente regulando a sua
producdo. A IL-13 é produzida em resposta a sinalizagdo por TLR, que por sua vez é
também regulada pelos miRNAs. Alguns miRNAs servem como efetores da ativagdo
do TLR, enquanto outros funcionam como reguladores negativos
IgE = imunoglobulina E; IL = interleucina; SOCS = Suppressors of cytokine signaling;
TRAF6 = TNF Receptor Associated Factor 6; IRAK1 = Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 1

de 24 hsa-miRNAs nos asmaticos quando comparados
aos individuos saudaveis. A analise de vias biologicas
afetadas por esses miRNAs apontaram para citocinas
relacionadas a asma, como IL-13,IL-10, IL-6, e IL-848. Em
modelo experimental com asma aguda e asma crdnica,
0s MiRNAS 106a, 146b, 223, 29b, 483, 574p, 672, e 690
foram identificados e implicados na patogénese da
asma3249,

MicroRNAs NA TERAPEUTICA DA ASMA

Asma alérgica pode ser controlada com corticos-
teroides inalados®%-33, embora as formas mais graves
tenham dificil controle>* e o Unico tratamento que

leva realmente a inducdo prolongada de tolerancia

imunologica é a imunoterapia, que esta indicada nas
formas leves e moderadas, mas deve ser usada com
muita cautela nas formas mais graves>>->7. Portanto,
uma terapia biolégica que possa modificar a resposta
imune de maneira mais individualizada ainda esta
faltando no arsenal terapéutico>*8. A terapia com
miRNAs poderia ser uma resposta como novo grupo
de tratamento imunobiolédgico, com capacidade de
modular arespostaimune inibindo-a ou estimulando-a
positivamente>®, microRNAs poderiam ser modulado-
res da regulacdo génica, com papel central em sua
expressdo®. Além desta possibilidade de adicdo de
uma pequena molécula que modula a expressdo de
genes, a introdu¢do no organismo de uma menor
molécula que possa se acoplar a uma estrutura de



MicroRNAs: papel no diagnéstico e tratamento da asma - Reis AP et al.

Braz J Allergy Immunol. - Vol. 3. N° 3, 2015 91

miRNA, ao processamento do miRNA ou ao Complexo
RISC6', um dos responsaveis pelo miRNA maduro, pode
representar um novo desenvolvimento de tratamento
farmacolégico. Tratamento com miRNA-122 foi capaz
de silenciar a replicagdo viral do virus da hepatite C
em primatas®2, e o uso de miRNA-34 foi capaz de
inibir o metabolismo de célula tumoral em modelos
animais, tendo sido usado em ensaios clinicos®3. O fato
de o miRNA ser estavel no plasma humano, e a sua
capacidade de corrigir defeitos na resposta genética,
o torna um potencial tratamento para controlar ou
mesmo eliminar a resposta inflamatéria na asma.

CONCLUSOES

Embora o conhecimento dos miRNAs esteja no seu
inicio, o uso destes miRNAs pode ser uma oportunidade
deregularou suprimir ainflamacdo nas doengas alérgi-
cas. Apresenca de miRNAs como moléculas circulantes
estaveis as tornam potenciais biomarcadores clinicos
importantes paradiagndstico, tratamento e progndstico
da asma. Tendo papel de reguladores e moduladores
da resposta imune na inflamacdo alérgica, também se
tornam importantes para tratamento destas doengas
no futuro préximo. A possibilidade de serem usados
como particulas em aerossol nas vias aéreas humanas
aponta a probabilidade de seu uso como tratamento
da asma como medicamento por via inalatéria.
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