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diagnéstico del asma”
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Los eosindfilos son granulocitos diferenciados que desempefian un papel clave en
la patogénesis del asma. En procesos alérgicos y en el asma estas células son reclutadas
a la via aérea desde la médula Osea a través del torrente sanguineo’. Una vez en las vias
respiratorias, los eosindfilos liberan proteinas catidnicas, citoquinas, quimiocinas y media-
dores lipidicos contenidos en sus granulos citoplasmicos?. Estas moléculas pueden actuar
sobre otras células y sobre los propios eosinoéfilos, y puede contribuir a la perpetuacion de
la inflamacion y el dafio tisular®.

Los eosindfilos pueden liberar exosomas que contienen una gran cantidad de pro-
teinas y microRNAs (miRNAs) que seran transferidos a las células receptoras. De esta
manera los eosindfilos pueden transportar miRNAs a otras células.

Los miRNAs son secuencias de ARN de cadena simple de 19-24 nucleotidos de
longitud que no se traducen en proteinas. Actian como reguladores de la expresién gé-
nica al unirse a la region 3’ no traducible del ARNm diana (regién UTR), lo que resulta en
la inhibicion de la traduccion de proteinas o degradaciéon de ARNm. Los MiRNAs tienen
diferentes perfiles de expresion dependiendo del tipo de célula y estado de la enfermedad.
Los miRNAs presentes en suero son muy estables y resistentes a las RNasas sanguineas y
se ha descrito que algunos estan diferencialmente expresados en varias patologias respi-
ratorias*. Todas estas caracteristicas hacen a los miRNAs un campo emergente en el asma
alérgica, concretamente como posibles biomarcadores.

El asma es una enfermedad que cuesta en Espafia 3.022 millones de euros anuales,
diagnosticando por sintomas compatibles®, esto hace que sea de gran utilidad y necesario
encontrar un posible biomarcador diagnéstico con una elevada sensibilidad y especifici-
dad para poder disminuir el sobre tratamiento y el sobre diagnéstico. El objetivo de estas
lineas es traer la informacién disponible del grupo de investigacion en el que trabajo sobre
la expresion diferencial entre miRNAs de individuos sanos y asmaticos, y para evaluar si la
expresion de los microRNAs en suero se puede utilizar como biomarcador de diagndéstico
y seguimiento en individuos asmaticos.
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Se han publicado estudios que investigan la expresién diferencial de miRNAs en
fluidos biolégicos entre pacientes con asma y controles, al igual que su papel en los sub-
conjuntos de células inmunitarias. En estos estudios®, se ha abordado el desarrollo de
miRNAs como marcadores de respuesta al tratamiento. El miRNA-146a se ha implicado
en la autoinmunidad y la inflamacién alérgica y el miRNA-155 en el desarrollo de la atopia®.
Estos hallazgos recientes necesitan ser confirmados, pero adelantan que los miRNAs pue-
den tener un papel potencial como biomarcadores del estado de la enfermedad o como
respuesta al tratamiento. El uso de los miRNAs como terapia para el asma quedaria por
determinar y su uso como dianas terapéuticas en el pulmon no esté claro.

En el trabajo realizado por el grupo de Inmunologia y Alergia del Instituto de investi-
gacion sanitaria de la Fundacién Jiménez Diaz’ para identificar las diferencias de miRNA
en eosindfilos de sujetos asmaticos y sanos, analizaron el miRNAome en 6 muestras de
eosinofilos de asmaticos y 4 muestras de individuos sanos. Los investigadores observaron
539 miRNAs maduros en eosindfilos y 24 de ellos se expresaron diferencialmente entre
ambos tipos de eosinofilos (sanos y asmaticos).

De estos, 14 estaban “upregulados” en eosindfilos de asmaticos y los otros 10 esta-
ban regulados a la baja. Estos resultados obtenidos por la técnica NGS (Next generation
sequencing) fue validada por PCR cuantitativa (QPCR).

Para evaluar si la firma de MiRNAs podria usarse como un biomarcador, analizaron si se
conservaba en suero. Analizaron los 14 miRNAs en sueros de 138 pacientes asmaticos y 39
sujetos sanos. De los 14 miRNAs, miR-1246, miR144-5p, miR-320a, miR-185-5p y miR-21-
5p se encontraron regulados al alza en los sueros de pacientes asmaticos en comparacion
con los controles sanos. La calidad del biomarcador de cada miRNA para el diagnoéstico de
asma se determiné mediante la curva ROC, estableciendo un area bajo el valor de la curva
(AUC) por encima de 0.7. El miR-185-5p resultdé como el mejor biomarcador de asma, con un
AUC de 0,78, seguido de miR-320a (AUC = 0,72). El miR-185-5p mostré en esta poblacion
un mejor rendimiento diagndstico que la periostina sérica, un biomarcador descrito ante-
riormente (AUC 0,56). Los autores también quisieron estudiar si estos miRNAs tenian una
expresion diferente en el grupo asmatico dependiendo de la gravedad de la enfermedad. La
expresion de miR-185-5p estaba relacionada con la gravedad, ya que es mayor en los asma-
ticos intermitentes y leves en comparacién con los controles, e incluso ligeramente mayor en
los asmaticos persistentes moderados y severos. Cuando analizaron las curvas ROC, solo
miR-185-5p tiene un AUC superior a 0.7 cuando se compara cada subgrupo de gravedad
con individuos sanos. Cuando estudiaron si la expresion de este miRNA tenia alguna relacion
con otros indicadores de gravedad, la expresion de miR-185-5p era mayor en pacientes con
asma de inicio en la edad adulta (> 18 afios) en comparacion con el asma de inicio precoz, y
también era mayor en pacientes que ingresaron al menos una vez en la unidad de cuidados
intensivos. Otro miRNA que podria estar relacionado con la gravedad de la enfermedad es
miR-1246, que esta altamente incrementada su expresion en los eosindfilos de los asma-
ticos en comparacién con los controles y ademas encontraron una sobreexpresion en los
pacientes tratados con antileucotrienos en comparacion con los asmaticos no tratados (P
<0.01). Cuando estudiaron si habia diferencias en la expresion de los miRNAs cuando se
compararon pacientes asmaticos con o sin pdlipos nasales, sinusitis, rinitis o atopia, no se
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observaron diferencias estadisticamente significativas. Otro hallazgo interesante que encon-
traron los autores fue una correlacion significativa entre la expresion de algunos miRNAs y
valores espirométricos como la capacidad vital forzada (CVF) y el volumen espiratorio forzado
en el primer segundo (VEMS). Estos resultados podrian sugerir que a una mayor expresion de
estos miRNAs habria un mayor empeoramiento de los valores espirométricos.

Para una mejor discriminacién entre asmaticos y sanos, los autores crearon un modelo
de regresion logistica multivariable utilizando los valores de corte de miR-185-5p, miR-1246
y miR-144-5p. El modelo que combina estos tres miRNAs mostré un AUC de 0,86, con una
sensibilidad de 0,89 y una especificidad de 0,77. También crearon dos modelos de Random
Forest, un método de aprendizaje automatico supervisado utilizado para la clasificacion de
muestras segun un conjunto de variables, en este caso la expresién de los miRNAs en
suero. El primer modelo se ejecutd para discriminar entre el estado de salud y el de asma,
y el segundo para crear un modelo predictivo para clasificar a los sujetos en funcién de la
gravedad de la enfermedad asmatica (intermitente, leve persistente, persistente moderada
y persistente grave). Al usar miR-185-5p, miR-320a y miR-320b en el primer modelo, fueron
capaces de clasificar a los sujetos en asmaticos o sanos con un AUC de 0.84 y una sensibi-
lidad y especificidad de 0.75. En el segundo modelo, encontraron que la expresién de miR-
320a, miR-185-5p y miR-144-5p puede clasificar a los sujetos en funcion de la gravedad
con un AUC de 0,75, una sensibilidad de 0,5 y una especificidad de 0,87. En resumen, este
es el primer estudio que muestra el perfil de expresion diferencial de miRNA en eosindfilos
asociados con la patologia del asma. Ademas, algunos de estos miRNAs se encontraban en
el suero y se podrian integrar en modelos estadisticos para el diagnéstico de asma.

Para poder establecer si los MiRNAs son estables a lo largo del tiempo cuando la
enfermedad asmatica se mantiene estable, se disefié un nuevo estudio, en el que se utilizd
otra cohorte de pacientes distinta®, utilizando las sondas de MiRNAS arriba mencionadas.
Fueron seleccionados 20 pacientes asmaticos de manera arbitraria, en estos pacientes,
los miRNAs se midieron mediante PCR cuantitativa. Estos mismos miRNAs se han vuelto
a medir entre seis y 12 meses mas tarde en las visitas de seguimiento. No se hicieron
cambios en el tratamiento recibido para el asma. Las mismas mediciones se realizaron
en pacientes sanos (no asmaticos, no atépicos) y los resultados obtenidos se compara-
ron entre pacientes sanos y asmaticos y entre asmaticos en visita basal y en las visitas
de seguimiento. Al hacer el analisis estadistico para datos pareados, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos en asmaticos al
inicio del estudio y en las visitas de seguimiento en ninguno de los miRNAs analizados.
Al comparar los datos en pacientes sanos (no asmaticos, no atopicos) versus pacientes
asmaticos al inicio del estudio, se encontré una sobreexpresion estadisticamente signifi-
cativa (p <0,005) de los miRNAs miR-1246 y miR-320-a en pacientes asmaticos. La falta
de diferencias significativas entre la visita basal y las visitas de seguimiento en pacientes
asmaticos (para quienes no se realizaron cambios terapéuticos) significa que los miRNAs
permanecen estables a lo largo del tiempo en el mismo paciente, cuando la enfermedad
asmatica permanece estable. A su vez, se ha encontrado una sobreexpresion en pacien-
tes asmaticos versus sanos en miRNAS 1246, 320-a y 320-b, por lo que podrian tener un
papel como biomarcadores de diagnéstico en el asma, ademas estos mismos miRNAs
también salian sobreexpresados en el trabajo ya comentado’, lo que hace estos resulta-
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dos reproducibles. Este es el primer estudio que muestra la estabilidad de los miRNAs a
lo largo del tiempo en sujetos asmaticos. Ademas, algunos de estos miRNAs estan so-
breexpresados en pacientes asmaticos versus sanos, por lo que podrian integrarse como
biomarcadores para el diagnéstico de asma.
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