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Resumo

Introducdo: Evidéncias emergentes indicam que as condicdes fisioldgicas e patoldgicas do nariz
sdo reguladas pos-transcripcionalmente por microRNAs, uma classe de pequenos RNAs nao codi-
ficantes. Recentemente, o microRNA-223-3p tem sido cada vez mais implicado na modulacao
da rinite alérgica.

Objetivo: Avaliar o papel e o mecanismo do microRNA-223-3p em um modelo de rinite alérgica
em camundongos.

Método: O nivel de expressao do microRNA-223-3p foi medido no soro de 41 pacientes com rinite
alérgica e 39 controles saudaveis com polimerase chain reaction quantitativo em tempo real.
Camundongos BALB/c foram usados para estabelecer um modelo de rinite alérgica através de
sensibilizacao intraperitoneal e teste de provocacao nasal com ovalbumina. O microRNA-223-3p
agomir/antagomir foi entdo administrado por via intranasal a camundongos apo6s provocacao
com ovabulmina por mais uma semana. Os sintomas de prurido nasal e espirros foram regis-
trados. A concentracdo sérica de imunoglobulina E especifica para ovalbumina, expressao
de microRNA-223-3p e niveis de citocinas pré-inflamatorias (IL-4, IL-5, IFN-y) na mucosa
nasal foram medidos por ELISA e polimerase chain reaction quantitativo, respectivamente.
As alteracoes histopatologicas foram avaliadas com coloracdo com hematoxilina e eosina.

DOl se refere ao artigo: https://doi.org/10.1016/j.bjorl.2020.05.020
* Como citar este artigo: Zhou Y, Zhang T, Yan Y, You B, You Y, Zhang W, et al. MicroRNA-223-3p regulates allergic inflammation by targeting
INPP4A. Braz J Otorhinolaryngol. 2021;87:591-600.
* Autor para correspondéncia.
E-mails: tdfyzw@163.com (W. Zhang), chenjing0408@hotmail.com (J. Chen).
" Yong Zhou e Ting Zhang contribuiram de forma igual como co-autores.
A revisao por pares é da responsabilidade da Associacao Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial.

2530-0539/© 2020 Associacédo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.bjorlp.2021.06.007
http://www.bjorl.org
https://orcid.org/0000-0002-5928-8489
https://orcid.org/0000-0001-7869-2578
https://orcid.org/0000-0001-8605-5130
https://orcid.org/0000-0002-3602-5264
https://orcid.org/0000-0002-4171-1621
https://orcid.org/0000-0002-3376-5152
https://orcid.org/0000-0002-5205-1091
https://doi.org/10.1016/j.bjorl.2020.05.020
mailto:tdfyzw@163.com
mailto:chenjing0408@hotmail.com
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Y. Zhou, T. Zhang, Y. Yan et al.

Resultados: Os niveis de microRNA-223-3p aumentaram significativamente em ambos os paci-
entes e camundongos com rinite alérgica. Além disso, a suprarregulacao dos niveis de
microRNA-223-3p através da administracao nasal de microRNA-223-3p agomir também aumen-
tou significativamente a concentracdo de IgE especifica para ovalbumina, as frequéncias de
prurido nasal e espirros, os niveis de citocinas pro-inflamatarias (IL-4, IL-5, IFN-v) e infiltracao de
eosinofilos na mucosa nasal de camundongos com rinite alérgica. Além disso, 0 microRNA-223-3p
antagomir pareceu melhorar significativamente os sintomas e a doenca da mucosa nasal. Pos-
teriormente, demonstramos pela primeira vez que o microRNA-223-3p regulou negativamente
a expressao de INPP4A ao se ligar a regiao 3’ nao traduzida (3’UTR) do gene INPP4A.
Conclusées: Esses achados indicam que o microRNA-223-3p desempenha um papel importante
na regulacao da doenca e dos sintomas da rinite alérgica, tem como alvo o gene INPP4A.

© 2020 Associacdo Brasileira de Otorrinolaringologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Publicado
por Elsevier Editora Ltda. Este & um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Em alguns individuos com predisposicao genética, fatores
como alérgenos, infeccdes e poluicdo podem desencadear
respostas imunes anormais, o que resulta em doencas alérgi-
cas das vias aéreas, como a rinite alérgica (RA)." Acredita-se
que a RA seja uma resposta imune mediada por IgE espe-
cifica para alérgenos e é caracterizada pelo aumento da
producao de citocinas T-helper 2 (Th2), infiltracao exces-
siva de eosindfilos e secrecao de muco.?® Entre as doencas
mais comuns em todo o mundo, a RA causa inflamacao
nao infecciosa da mucosa nasal e hipersensibilidade. Bro-
zek et al. relataram que a prevaléncia de RA autorreferida
foi de aproximadamente 2% a 25% em criancas e a taxa
confirmada de RA em adultos na Europa variou de 17% a
28,5%.* As principais manifestacées clinicas da RA incluem
rinorreia, prurido, espirros e congestao nasal, que podem
causar distarbios do sono e diminuicdo da atencao, afe-
tam gravemente a qualidade de vida, o desempenho escolar
e laboral dos pacientes.>® Além disso, a RA é a base de
muitas complicagdes, como sinusite, polipos nasais, conjun-
tivite alérgica, faringite, otite média, traqueite, bronquite
e asma.’ Estima-se que a asma ocorra em 15% a 38% dos paci-
entes com RA e a RA é um fator de risco para asma. Além
disso, a RA, moderada a grave, nao controlada, afeta o con-
trole da asma.* Os custos médicos causados pela asma sao
substanciais e os custos indiretos associados a baixa produti-
vidade sao ainda mais extensos. Dados publicados revelaram
que a incidéncia de RA tem crescido rapidamente nas ulti-
mas décadas.”

O mecanismo subjacente a ocorréncia de RA é compli-
cado. Nas Ultimas décadas, considerou-se geralmente que a
RA é a consequéncia patoldgica da ativacao e infiltracao de
mastocitos, eosindfilos e basofilos, respostas imunes inade-
quadas ou exageradas do tipo 2 e a geracao e liberacao de
varios mediadores inflamatérios.® Sua principal terapia cli-
nica consiste no controle da doenca com anti-histaminicos,
antagonistas dos receptores de leucotrienos, estabilizado-
res de mastocitos, imunoterapia especifica para alérgenos,
corticosteroides intranasais e descongestionantes.’

Infelizmente, os mecanismos moleculares que mediam a
RA permanecem obscuros. Embora os medicamentos acima

aliviem os sintomas na maioria dos pacientes, eles nao
curam a doenca. Além disso, 20% dos pacientes com RA
que recebem tratamento ja apresentam melhoria subjetiva
e objetiva insuficiente.® Vale ressaltar que a imunoterapia
ainda se limita a pacientes com RA especifica a alergia ao
acaro. Mesmo que funcione, a possibilidade de recorrén-
cia ainda existe. Além disso, nem todos os participantes
terminam todo o curso do tratamento. Portanto, é urgen-
temente necessario entender melhor a patogénese da RA e
desenvolver novos tratamentos seguros que possam resolver
a doenca.

Os microRNAs (miRNAs), conhecidos como moléculas
reguladoras criticas, sdo uma grande classe de molécu-
las de RNA nao codificadoras, curtas, de cadeia Unica e
altamente conservadas, com 19 a 25 nucleotideos de compri-
mento codificado por genes enddgenos.'! Eles podem induzir
o silenciamento pos-transcricional de genes, ligam-se a
regiao 3’ ndo traduzida (3'UTR) de seus RNAs mensageiros
(mRNAs)-alvo, resultam em degradacao do mRNA ou repres-
sao translacional.’” Além disso, um (nico miRNA pode ter
milhares de alvos potenciais ao ligar-se aos seus mRNAs-alvo
através de sequéncias complementares de 6 a 8 nucleo-
tideos de comprimento.'"'* Além disso, devido a sua alta
estabilidade e vida (til relativamente longa, os miRNAs sao
otimos biomarcadores de doencas.'*"® Produzidos por uma
variedade de células, os miRNAs podem ser secretados em
fluidos corporais e desempenhar um papel fundamental em
uma ampla variedade de fungdes principais na maioria das
células, como o ciclo celular, proliferacao, diferenciacao,
apoptose e resposta imune, através da regulacao de mul-
tiplos genes-alvo.'>'®"7 Estudos recentes mostraram que
miRNAs sdo cruciais na patogénese de doencas imunoldgicas
e inflamatoérias, inclusive a RA."®°

Especificamente, evidéncias crescentes sugerem que o
microRNA-223-3p (miR-223-3p) pode estar envolvido na
inflamacéo alérgica, uma importante manifestacao da pato-
génese da RA.'®2° Portanto, neste estudo, investigamos se
e como o0 miR-223-3p regula a inflamacao alérgica, estabe-
lece um modelo de RA em camundongos. Nosso objetivo foi
determinar o nivel de expressao do miR-223-3p na RA e os
mecanismos moleculares subjacentes dessa doenca in vivo.
Dessa forma, propomos uma potencial op¢ao terapéutica.
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Tabela 1 Caracteristicas clinicas de controles saudaveis e
pacientes com rinite alérgica
Caracteristica RA Controle
saudavel
Caso (n°) 41 39
Sexo (mascu- 25/16 21/18
lino/feminino)
Idade (anos) 15,9+21,2 16,54+20,5
Duracao (anos) 2,7+1,2
Historia de asma 4,9%
(%)
Historia familiar 2/39
(Sim/Nao)
Historia de alergia 5/36
alimentar
(Sim/Nao)
Escore INSS
Rinorreia nasal 2,5+0,7
Prurido nasal 2,3+0,4
Espirros 2,2+0,6
Congestao nasal 2,1+0,7
Escore TNSS 8,5+1,2

INSS, Escore de Sintoma Nasal Individual (/ndividual Nasal Symp-
tom Score); TNSS, Escore Total de Sintomas Nasais (Total Nasal
Symptom Score).

Método

Amostras de RA humanas e Declaracdo de Etica

Quarenta e um pacientes com RA e 39 individuos sauda-
veis foram incluidos no atual estudo. A RA foi diagnosticada
de acordo com as diretrizes ARIA (Allergic Rhinitis and its
Impact on Asthma), revisao de 2016, ap6s a confirmacao do
historico da doenca, sintomas nasais, exame clinico e teste
cutaneo (skin prick test).* Os individuos controles saudaveis
nao apresentavam doencas nasais ou historico de asma. Os
detalhes das caracteristicas dos individuos estdo incluidos
na tabela 1. As amostras de sangue periférico coletadas dos
participantes foram imediatamente centrifugadas para iso-
lar o soro, a partir do qual o RNA total foi extraido para
ser submetido a PCR em tempo real. O estudo foi aprovado
pelo comité de ética de nossa instituicao e o consentimento
informado por escrito foi obtido de todos os participantes
(NUmero da Pesquisa: 2019-L062).

Animais

Trinta camundongos BALB/c de 8 semanas de idade foram
obtidos do centro experimental de animais de nossa uni-
versidade e alojados em uma instalacao de contencao de
risco bioldgico livre de patogenos especificos, mantidos em
um ciclo de 12 horas escuro /claro e em temperatura ambi-
ente de 20° + 1° C, com acesso livre a comida e agua. Todas
as experiéncias com animais feitas neste estudo seguiram
as Diretrizes do NIH e foram aprovadas pelo comité de
administracao de animais experimentais de nossa instituicao
(nimero de pesquisa: 20180529-001).

Modelo de producao de RA

Os camundongos foram divididos em seis grupos: con-
trole, RA (camundongos com RA tratados com PBS), agomir
mismatched (camundongos com RA tratados com agomir
mismatched), miR-223-3p agomir (camundongos com RA
tratados com miR-223-3p agomir), antagomir mismatched
(camundongos com RA tratados com antagomir mismatched)
e miR-223-3p antagomir (camundongos com RA tratados com
miR-223- 3p antagomir). O modelo de RA foi induzido de
acordo com o protocolo resumido na figura 1.2' Em resumo,
os camundongos foram sensibilizados com injecao intraperi-
toneal de 200 p.L de solucao salina com 25 g de ovalbumina
(OVA; grau V; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 2mg
de hidroxido de aluminio em gel nos dias 1, 7 e 14 Uma
semana apos a sensibilizacdo primaria, 3% de OVA diluidos
em 20 pL de solucdo salina foram pingados nas cavidades
nasais dos camundongos diariamente, do dia 21 ao dia 27,
para imunizacédo secundaria. Para o grupo controle (normal),
apenas solucao salina foi administrada na injecao intraperi-
toneal e teste provocativo intranasal do comeco ao fim.

Tratamento com administracao intranasal de
MiR-223-3p agomir ou antagomir

MiR-223-3p agomir, miR-223-3p antagomir, agomir mismat-
ched e antagomir mismatched foram sintetizados na RiboBio
Company (Guangzhou, China). Como mostrado na figura 1,
os camundongos foram tratados com uma administracao
intranasal de 5 pmoL/pL de miR-223-3p agomir ou miR-
223-3p antagomir diluido em 20 pL de solucdo salina até
3 horas depois do teste provocativo com OVA diariamente
nos dias 28 a 34. Os grupos agomir mismatched/antagomir
mismatched receberam por via intranasal 5 pmoL/pL de
agomir/antagomir mismatched diluido em 20 pL de solucao
salina, enquanto o grupo controle foi tratado apenas com
solucao salina.

Escore de sintomas

Cinco minutos apos o teste provocativo final com OVA no dia
22, as frequéncias de espirros e prurido nasal foram registra-
das por um observador cego duas vezes em intervalos de 15
minutos.?"?2 Os escores foram calculados da seguinte forma:
1 - esfrega repetidamente o nariz ou espirra menos de 3
vezes; 2 - esfrega repetidamente o nariz ou espirra entre
3 e 10 vezes; e 3 - esfrega o nariz e a face com gravidade
ou espirra mais de 11 vezes. Os camundongos com escores
maiores do que 4 foram tratados posteriormente.

Preparacao de amostras de tecido

Os camundongos foram sacrificados 24 horas apos o teste
provocativo intranasal final. Para a RT-PCR, a mucosa
nasal dos camundongos foi obtida, imediatamente imersa
em nitrogénio liquido e armazenada a -80° C até o uso.
Para as analises histolégicas, as cabecas dos camundongos
foram removidas e fixadas em paraformaldeido a 4% por
24 horas a 4°C. Os tecidos nasais dos camundongos foram
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Dias 1 7 14

Administracéo intranasal de miR-233-3p
Agomir/CN/antagomir
Até 3h depois de cada provocagao

com OVA
21 28 35

Sensibilizagao
OVA/alum.i.p

Figura 1

Provocagéo intranasal

1144444

Eutanasia
com OVA

Diagrama esquematico do experimento animal. Camundongos BALB/c foram injetados intraperitonealmente com ovalbu-

mina (OVA) e hidroxido de aluminio (alimen) nos dias 1, 7 e 14 para promover a sensibilizacdo primaria. Uma semana apos a injecao
intraperitoneal final, os camundongos foram submetidos a provocacao intranasal com OVA por uma semana para induzir a imunizacao
secundaria, seguida de tratamento intranasal com agomir mismatched/miR-223-3p agomir/mismatched antagomir/miR-223-3p
antagomir diariamente até 3 h depois de cada provocacdo com OVA por 7 dias.

descalcificados, desidratados em concentracoes crescentes
de etanol e depois embebidos em parafina.

Analise por RT-PCR quantitativa em tempo real
(qRT-PCR)

O RNA total foi extraido das células ou dos tecidos da mucosa
nasal dos camundongos com reagente TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e entdao a concentracao e a pureza
do RNA foram determinadas. O miRNA sérico foi isolado
com o kit de isolamento miRcute soro/plasma miRNA (Tian-
gen Biotech, Pequim, China) de acordo com as instrucoes
do fabricante. Dois microgramas de RNA foram transcritos
reversamente para cDNA e a qRT-PCR foi feita de acordo
com as instrucdes para o Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, EUA). Os primers especificos do gene
alvo estdo listados na tabela 2. As condicdes de reacao para
gRT-PCR foram as seguintes: pré-desnaturacdo a 95° C por
10 min, seguida de 40 ciclos de amplificacao a 95° C por 20s,
reacao de annealing a 62°C por 30s e extensao a 72° C por
30s. Para a qualificacdo do nivel de expressao do miR-223-
3p, o controle de pico sintético cel-miR-39 foi usado como
controle invariavel para o miRNA sérico, enquanto U6 serviu
como referéncia interna correspondente para o miRNA celu-
lar. Os niveis médios de transcrigcao de IL-4, IL-5 e IFN-y na
mucosa nasal e INPP4A celular foram normalizados para os

niveis de GAPDH. Os dados foram calculados com o método
2-AACT.

Cultura de células e transfeccao de miRNA

Adquirimos células HEK293T do Cell Bank of Chinese Aca-
demy of Medical Science (Xangai, China), que foram
mantidas em meio RPMI-1640 com 10% de FBS, 100 U/mL
de penicilina e 100 U/mL de estreptomicina (Invitrogen)
em uma incubadora umidificada com 5% de CO, a 37°C.
Nos diferentes grupos, a transfeccao foi feita com miR-
223-3p agomir ou antagomir ou seus controles negativos
correspondentes (GeneChem, Xangai, China) diluidos em
meio Opti-MEM | (Invitrogen) e transfectados para células
HEK293T com Lipofectamine 2000 (Invitrogen) de acordo
com as instrucées do fabricante.

Medidas quantitativas de imunoglobulina E (IgE)
especifica para OVA

Para avaliar reacoes alérgicas, os niveis séricos de IgE espe-
cifica para OVA foram medidos com kits ELISA de fase
solida (Cusabio, Wuhan, China). Os procedimentos foram
feitos de acordo com as instrucées do fabricante. Resumi-
damente, amostras de soro foram colhidas de camundongos
no momento da morte e depois pipetadas em placas de 96
pogos pré-revestidas com mAb de IgE anti-camundongo puri-
ficado. Adicionou-se as placas a peroxidase de rabano (HRP)
conjugada com IgE anti-camundongo. As reacbes foram
desenvolvidas com 3,3, 5,5-tetrametilbenzidina e termi-
nadas pela adicao de H,SO4. A densidade o6ptica (DO) foi
registrada por um lumindmetro ajustado a 450 nm.

Analises histologicas

Para a avaliacao da histologia nasal, cortes coronais de apro-
ximadamente 4 um de espessura foram obtidos do vestibulo
nasal e corados com hematoxilina e eosina (H&E). O niUmero
de eosindfilos na mucosa nasal foi contado sob um micros-
copio optico (aumento de 400 x).

Analise estatistica

Todos os dados foram analisados com o software GraphPad
Prism (versao 8.3; GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
EUA) e sdo expressos como média + desvio-padrao (DP). As
correlacdes entre os quatro grupos foram calculadas com a
analise de variancia unidirecional seguida pelos testes post
hoc de comparacao multipla de Tukey; um valor de p <0,05
foi considerado estatisticamente significante.

Resultados

Aumento da expressao de miR-223-3p no soro de
pacientes com RA

As principais caracteristicas clinicas de controles saudaveis
e pacientes com RA sao mostradas na tabela 1. Em nos-
sos resultados, o nivel de expressao de miR-223-3p no soro
de pacientes com RA foi significantemente maior do que
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Tabela 2 Sequéncias de primers usadas na PCR quantitativa

Genes Sequéncias de primers (5’ a 3’)
miR-223-3p - UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
IL-4 Forward CAAACGTCCTCACAGCAACG
Reverse AGGCATCGAAAAGCCCGAAA
IL-5 Forward AAATTCCTGTAGCGCAGGCT
Reverse ACCCTGATGCAACGAAGAGG
IFN-~y Forward AGCCTCAGGAAGCGGAAAAG
Reverse CTCATTGAATGCTTGGCGCT
INPP4A Forward AAAGTGTGGCTGAACGTGGA
Reverse GCTGTCCGGGTTACCTTTCT
GAPDH Forward GGTTGTCTCCTGCGACTTCA
Reverse CCCTAGGCCCCTCCTGTTAT
ué Forward CGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAAC
Reverse GCTTCACGAATTTGCGTGTCATCCTTGC
A Fkkk 1B
40+ ?
8
[ u 0.8
E (9). 301 & .
[Ose] k]
2§ 204 W
S 2 IH
g =N 8 ol
w [T [— * ............ 0.2
10 . . oo i ' _ AUC=0.845
Contro|e RA 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Especificidade

Figura2 O miR-223-3p é altamente expresso e serve como um biomarcador clinico em pacientes com RA. (A) O nivel de expressao
de miR-223-3p em pacientes com RA (n=41) foi significativamente maior do que em participantes saudaveis (n=39). (B) Analise da
curva ROC do diagnostico de RA para o marcador miR-223-3p. AUC: area sob a curva. A significancia estatistica foi avaliada com o
teste t de Student bicaudal. A barra de erro indica o DP. (**** p <0,0001).

em individuos saudaveis (fig. 2A). As curvas ROC (receiver
operating characteristic) foram geradas para a expressao
de miR-223-3p e a sensibilidade e especificidade foram
calculadas com base nas curvas ROC. A sensibilidade e a
especificidade do miR-223-3p sérico foram determinadas
através da construcdo de uma curva ROC com uma area rea
sob a curva (AUC) de 0,845, revelou um poder diagndstico
relativamente alto na diferenciacdao entre pacientes com
RA e controles saudaveis (fig. 2B). Esses resultados suge-
rem coletivamente que o miR-223-3p pode ser um potencial
regulador positivo dos fatores pro-alérgicos da RA e um bio-
marcador clinico promissor em pacientes com RA.

Expressao diferencial do miR-223-3p na mucosa
nasal de camundongos com RA

Para investigar os efeitos do miR-223-3p na resposta alérgica
na RA, o miR-223-3p foi superexpresso ou down-regulado
na mucosa nasal de camundongos com RA através da
administracao intranasal de miR-223-3p agomir ou miR-223-
3p antagomir. Como mostrado na figura 3, a expressao de
miR-223-3p estava significativamente elevada em camun-
dongos com RA em comparacao com o grupo controle
e até aumentou ligeiramente em camundongos com RA

tratados com miR-223-3p agomir. Por outro lado, a expres-
sdo de miR-223-3p foi muito menor em camundongos apds
administracao nasal de miR-223-3p antagomir do que em
camundongos com RA. Esses resultados sugerem que o
miR-223-3p pode facilitar a RA e fornecer evidéncias de
transducao genética bem-sucedida nesses camundongos.

Expressao de IgE especifica para OVA e sintomas
alérgicos em camundongos com RA

Também avaliamos os efeitos do miR-223-3p na resposta
alérgica em camundongos com RA, medimos IgE especifica
para OVA no soro desses camundongos. A concentracao de
IgE especifica para OVA aumentou significativamente em
camundongos com RA em comparacao com camundongos
normais (fig. 4A). Além disso, a up-regulacao dos niveis de
miR-223-3p através da administracao intranasal de miR-223-
3p agomir aumentou a concentracao de IgE especifica para
OVA, que foi muito menor no grupo tratado com miR-223-
3p antagomir (fig. 4 B-C). Além disso, os sintomas alérgicos
nasais, inclusive as ocorréncias de prurido nasal e espirros,
foram contados 30 minutos apds o Ultimo teste provoca-
tivo com OVA no dia 34. Como mostrado na figura 4D,
o escore dos sintomas aumentou acentuadamente em
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Figura 4 Efeitos do miR-223-3p na IgE especifica da OVA e sintomas alérgicos em camundongos com RA. (A) Os valores de DO da
IgE especifica para OVA no soro dos grupos controle e RA foram medidos com ELISA. (B) Os valores de DO da IgE especifica para OVA
no soro dos grupos agomir mismatched e agomir miR-223-3p foram medidos com ELISA. (C) Os valores de DO da IgE especifica para
OVA no soro dos grupos antagomir mismatched e miR-223-3p antagomir foram medidos com ELISA. (D) Os escores de sintomas dos
trés grupos acima foram calculados. A barra de erro indica o DP. (*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001).

camundongos com RA comparados com camundongos citocinas Th2 (IL-4, IL-5) e citocinas Th1 (IFN-vy). Além disso,
normais e até se tornou significantemente maior nos camun- todos esses niveis de citocinas aumentaram em camundon-
dongos com RA tratados com miR-223-3p agomir. O escore gos com RA tratados com miR-223-3p agomir em comparacao
dos sintomas pareceu diminuir nos camundongos tratados com camundongos com RA nao tratados (figs. 5A-B, D-E, G-
com miR-223-3p antagomir. -H). Os niveis de expressdao do mRNA de IL-4, IL-5 e IFN-y
foram atenuados pela administracao do miR-223-3p antago-
mir (figs. 5C, Fel).
A up-regulacdo do miR-223-3p aumenta os niveis
de citocinas nos ratos com RA
Promovendo o efeito do miR-223-3p na infiltracdo
Um estudo anterior relatou que a administracao intranasal de células inflamatérias nos tecidos da mucosa

do antigeno da OVA poderia induzir uma resposta linfocitaria nasal

Th2 na mucosa nasal, que gerou IL-5 através da ativacao de

células linfoides inatas.?®> Assim, investigamos a seguir se a Para a confirmacao adicional do efeito do miR-223-3p nas
up-regulacao do miR-223-3p aumenta a imunidade Th2 a OVA alteracbes patoldgicas na mucosa nasal de camundongos
in vivo. Nao é de se surpreender que os tecidos da mucosa com RA, as secoes de tecido embebidas em parafina foram
nasal de camundongos com RA produzam niveis mais altos de examinadas com a coloracao H&E. Consistente com os

596



Brazilian Journal of Otorhinolaryngology 2021;87(5):591-600

ey

*k

A 8 KHEE B 4
<5 <3
Z P4
[ o
€ 4 €2
) ¥
= -
=, =,

0 0

Controle RA Mismatched agomir

D2 . E.o

1.5 .
; %1 5
i e i
£1.01 €10
0 ©
! —
= 0.51 =05

0.0 T 0.0~ -

Controle RA Mismatched agomir
G 4 H 8
*x

<Z( 3 <Z( 6
i [
€ £
=2 - > 4
4 =
w w

n

C1.5' *

IL-4 mRNA
o

o
0

0.0 -

MiR-223-3p agomir Mismatched antagomir  MiR-223-3p antagomir

n

1.5

IL-5 mRNA

MiR-223-3p agomir

-

IFN-y mRNA
<)

Controle RA

Figura 5

0
Mismatched agomir

0.0
MiR-223-3p agomir Mismatched antagomir MiR-223-3p antagomir

MiR-223-3p aumenta os niveis de citocinas em camundongos com RA. Os niveis de expressao de mRNA de IL-4 (A - C),

IL-5 (D - F) e IFN-y (G - |) foram detectados por qRT-PCR. A significancia estatistica foi avaliada com o teste t de Student bicaudal.

A barra de erro indica o DP. (* p <0,05, ** p <0,01, **** p <0,0001).

MiR-223-3p agomir

B)& | 3 O =

Contagem de eosindfilos m

Figura6 MiR-223-3p promoveu uma resposta inflamatoria alérgica na mucosa nasal de camundongos com RA. (A - D) As alteracoes
patologicas na mucosa nasal de cada grupo foram analisadas com coloragdo H&E. (E) O nimero de eosinofilos em cada grupo foi

quantificado. (* p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).

resultados acima, a sensibilizacao por OVA induziu aparen-
tes alteracoes patoldgicas no epitélio da mucosa nasal. Pior
hiperemia, edema e estrutura caotica foram encontrados
no epitélio da mucosa nasal de camundongos com RA do que
em camundongos controle normais (fig. 6 A-B). Além disso,
todas essas alteracoes patoldgicas foram agravadas apos a
administracao de miR-223-3p agomir (fig. 6C) e o miR-223-
3p antagomir melhorou a inflamacéao alérgica (fig. 6D). Para
explorar o efeito do miR-223-3p na infiltracao de células
inflamatorias na mucosa nasal na RA, as células eosino-
filas foram subsequentemente contadas. Observamos um
numero significativamente maior de células eosinofilas na
mucosa nasal em camundongos com RA do que em camun-
dongos controle. Além disso, a administracdo intranasal de

miR-223-3p agomir aumentou acentuadamente o nimero de
células eosinofilas, o qual foi reduzido no grupo tratado com
miR-223-3p antagomir (fig. 6E). Esses dados demonstram
que o miR-223-3p pode promover patologia alérgica com
infiltracdo de células imunes na mucosa nasal de camun-
dongos com RA.

Verificacdo do INPP4A como um gene alvo do
miR-223-3p

Para investigar mais detalhadamente os mecanismos
pelos quais o miR-223-3p promoveu respostas e sinto-
mas alérgicos em camundongos com RA, os genes-alvo

597



Y. Zhou, T. Zhang, Y. Yan et al.

INPP4A' UTR &'

hsa-miR-223-3p 3'

UGACACAUAAUAAAUAACUGACA

ACCCCAUAAACUUUGACUGU

B 2.0

3 = 1

15

g | X 0T

S <

SF 1 ===

of

lg Z ﬁ

] 0.5

o

x

w

0.0 A r
o) &\@ «~{>‘\d\
N
of S
i oR
v o5
& >
®Q*

Figura 7  MiR-223-3p regula negativamente a expressao de INPP4A. (A) Figura esquematica do mRNA de INPP4A mostra um sitio
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potenciais do miR-223-3p foram previstos com o uso dos
bancos de dados de previsao de gene-alvo do miRNA
em TargetScan (http://www.targetscan.org/vert_71/),
miRWalk  (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) e
miRDB  (http://www.mirdb.org/). Especificamente, foi
previsto que o miR-223-3p pode ter diretamente como alvo
o inositol polifosfato 4 fosfatase (INPP4A), um gene conhe-
cido por estar envolvido em asma e disturbios alérgicos.?
Como mostrado na figura 7A, um fragmento de 8 pb da
3’UTR do gene INPP4A é complementar a sequéncia seed do
miR-223-3p. Para verificar essa previsao, a superexpressao
ou knockdown bem-sucedido do miR-223-3p nas células
HEK293T foi verificado por PCR quantitativo em tempo
real. Como mostrado na figura 7B, a superexpressao de
miR-223-3p por transfeccao de miR-223-3p agomir diminuiu
acentuadamente a expressao de mRNA do INPP4A, que foi
notavelmente restaurada via transducao do miR-223-3p
antagomir. Esses resultados sugerem que o miR-223-3p
pode promover respostas inflamatorias alérgicas, regula
negativamente a expressao de INPP4A.

Discussao

Nas ultimas décadas, os miRNAs surgiram como moléculas
reguladoras criticas as quais se acredita estarem envolvi-
das na patogénese de vérias doencas.”? Eles degradam
seus alvos cognatos e controlam a expressao génica no nivel
pos-transcricional, ligam as 3’UTRs de seus mRNAs alvo.?”
Estudos demonstraram que a estabilidade dos miRNAs pode-
ria ser explorada para modular clinicamente a expressao
génica em varias doencas, inclusive a RA.%%28 Por exemplo,
o miRNA-200a afetou a proliferacdo de células musculares
lisas das vias aéreas e a remodelacao das vias aéreas ao ter
o gene FOXC como alvo.?’ Além disso, a superexpressao do
miRNA-485 modulou a via de sinalizacao do TGF-B/Smads
em camundongos com asma cronica tendo como alvo o gene
Smurf2.3° Além disso, o miRNA-155 desempenha papéis cri-
ticos na expressao de fatores Th2 e na resposta inflamatoria
alérgica na rinite alérgica.’' Que seja de nosso conheci-
mento, o presente estudo € o primeiro a demonstrar que
0 miR-223-3p suprime a expressao de INPP4A e promove a
inflamacéo alérgica em um modelo de camundongos com RA.

Um estudo recente demonstrou que o miR-223 afeta a
via de sinalizacao de PI3K/Akt ao ter como alvo o IGF-1R e
pode se tornar um alvo promissor para o futuro tratamento
da asma e remodelacdo das vias aéreas.*? Além disso, foi
relatado que o miR-223-3p promove a apoptose e inibe
a proliferacao de células hep3B através da regulacdao do
NLRP3.33 Além disso, também foi relatado que o miRNA-
133b foi capaz de melhorar a inflamacao e os sintomas
alérgicos em um modelo murino de rinite alérgica, tendo
como alvo o Nlrp3.?" Adicionalmente, verificou-se que a
expressao do miR-223-3p é maior na sindvia dos pacien-
tes com artrite reumatoide (AR) do que na sindvia dos
pacientes com osteoartrite devido ao aumento do nimero
de células positivas para miR-223-3p.>* As células T de
pacientes com AR também apresentam niveis mais altos de
miR-223-3p.3>3¢ Em concordancia com um estudo anterior,
verificou-se que os niveis séricos de miR-223-3p aumenta-
ram em pacientes com RA em comparagao com individuos
saudaveis em nossa pesquisa. Esses resultados sugeriram
ainda que o miR-223-3p pode regular positivamente as
propriedades pro-alérgicas da RA. Dentre os pacientes com
RA dos quais as amostras foram obtidas, aproximadamente
4,9% tinham historico de asma, o que representou uma
proporcao muito baixa. Eles ndao enfrentavam uma crise
de asma no momento da amostragem e o intervalo entre
as crises e a amostragem foi muito longo (mais de dois
anos para todos os pacientes). Portanto, a asma nao é
considerada como tendo um impacto externo nos resultados
gerais de nosso estudo. Assim, administramos miR-223-3p
agomir ou antagomir nas cavidades nasais de um modelo de
camundongos com RA e investigamos os efeitos significantes
do miR-223-3p nos sintomas e patogénese da RA. Como
esperado, a expressao do miR-223-3p foi acentuadamente
promovida ap6s a administracdo do miR-223-3p agomir.
Além disso, foi determinado que a concentragdo sérica
de IgE especifica para OVA e as frequéncias de prurido
e espirro foram mais altas em camundongos com RA do
que nos camundongos controle. Essas manifestacoes foram
muito mais graves em camundongos tratados com miR-
223-3p agomir do que nos camundongos que pertenciam
ao grupo que constituia o modelo de RA. Indicaram que a
administracao intranasal de miR-223-3p agomir pode de
fato promover a resposta alérgica da RA. Em contraste,
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os niveis de IgE especifica para OVA e os escores dos
sintomas foram muito mais baixos nos camundon-
gos tratados com miR-223-3p antagomir do que
nos camundongos do modelo de RA, o que indica
que a administracao intranasal de miR-223-3p anta-
gomir pode aliviar a patologia e os sintomas da
RA.

Como a RA é um disturbio inflamatorio da mucosa nasal,
os pesquisadores descobriram que muitas células inflamato-
rias, como mastocitos basofilicos e eosinofilos, se infiltram
nas vias aéreas superiores.?’>3” Além disso, as reacoes de fase
tardia na inflamacéao alérgica sdo reguladas pelos eosindfi-
los. Ainfiltracdo dessas células inflamatoérias leva a produgao
de muitas citocinas pro-inflamatorias, leucotrienos e his-
tamina. Dessa forma, desencadeia sintomas alérgicos na
RA. E importante ressaltar que as respostas imunologi-
cas mediadas por Th2 resultam em doencas inflamatorias
alérgicas e a inflamacéo alérgica tipica da RA pode ser ini-
bida pelo esgotamento das células Th2. Um estudo recente
de Schwindt et al.®® descreveu que citocinas Th2, como
IL4 e IL5, atuam como reguladores da diferenciacao de
células T e da troca do isotipo IgE nas células B. Além
disso, os autores descobriram que as citocinas Th1 (IFN-
-v) podem ativar a producéo de citocinas das células Th2
na resposta alérgica. Neste estudo, as citocinas (IL-4, IL-5,
IFN-v) derivadas de células Th1 ou Th2 estavam aumen-
tadas na RA, desempenharam, assim, papéis importantes
na regulacdo das respostas imunoldgicas. Aqui, descobri-
mos que os niveis up-regulados das citocinas (IL-4, IL-5,
IFN-y) através da administracdo intranasal de miR-223-
3p agomir foram revertidos pelo miR-223-3p antagomir.
Além disso, descobrimos que a administracdo intranasal
de miR-223-3p agomir estimula a infiltracao de eosindfi-
los na mucosa nasal de camundongos com RA, enquanto
o miR-223-3p antagomir inibe essas alteracdes patoldgi-
cas. Esses resultados sugerem que o miR-223-3p pode
estar envolvido na regulacao dos efeitos pro-inflamatorios
na RA.

Estudos anteriores demonstraram que polimorfismos no
gene INPP4A estdao associados a asma em seres huma-
nos, possivelmente devido a menor estabilidade proteica.>*
Além disso, o INPP4A também demonstrou ser um regula-
dor (checkpoint) molecular crucial no controle da via de
sinalizacdo PI3K-Akt e é down-regulado na inflamacéo alér-
gica das vias aéreas.”” Além disso, o INPP4A esta envolvido
na regulacao da asma atopica e pode abrir novos caminhos
para a intervencao terapéutica, através da modulacdo da
via PI3K-Akt.2* E importante ressaltar que, neste estudo,
nossos dados revelaram que o miR-223-3p afetou a expres-
sdo de INPP4A ao se ligar diretamente a 3’UTR do INPP4A.
As células HEK293T transfectadas com miR-223-3p agomir
mostraram diminuicao da expressao de INPP4A, enquanto o
miR-223-3p antagomir aumentou a expressao génica acima,
sugeriu que o miR-223-3p promove a inflamacdo alérgica
ao inibir a ativacao de INPP4A em camundongos com RA.
Embora tenhamos confirmado o efeito-alvo do miR-223-3p
na expressao de INPP4A a nivel celular, determinaremos
ainda mais a relagao entre miR-223-3p e INPP4A através de
outros ensaios in vivo. Como os miRNAs sdo diretamente res-
ponsaveis por varios aspectos diferentes, como inflamacao,
ciclo celular, apoptose e migracao celular, o INPP4A é apenas
um dos mecanismos possiveis. Assim, também estudaremos

o papel principal dos miRNAs no mecanismo da RA sob outros
aspectos.

Conclusao

Nossos resultados sugerem que o miR-223-3p desempenha
um papel essencial no inicio e no desenvolvimento da
inflamacédo alérgica das vias aéreas. A superexpressao do
miR-223-3p estimula acentuadamente a doenca da RA ao
promover respostas inflamatorias, que incluem aumento da
IgE sérica especifica para OVA, infiltracdo de eosindfilos
e niveis de citocinas pro-inflamatorias, enquanto a down-
-regulacao do miR-223-3p teve um efeito anti-inflamatério
via regulacao negativa do INPP4A. Em geral, nossos resul-
tados mostram que o miR-223-3p desempenha um papel
importante na mediacao da inflamacéao alérgica, tendo como
alvo o gene INPP4A.
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