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l. RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecciosa parasitaria
causada por protozoarios do género Leishmania e estd entre as endemias com maior
impacto em salde publica, devido a sua distribuicdo globalizada e limitagGes referentes
ao diagndstico, tratamento e controle em areas endémicas. Nos ultimos anos, estudos tem
mostrado a capacidade de Leishmania spp alterar o transcriptoma de células e tecidos
infectados, modulando a expressdo de RNAs codificantes e ndo codificantes do
hospedeiro. OBJETIVO: Avaliar em pele e plasma a expressao de miRNAs reguladores
de genes super expressos em biopsias de pacientes com leishmaniose cutanea (LC)
causada por Leishmania braziliensis. METODOS: Foram obtidas duas bidpsias de pele
de vinte e cinco pacientes com LC infectados por L. braziliensis (pele lesionada e pele
sadia) e doze amostras de plasmas de individuos com LC e controles sadios. Para
extracdo do RNA de pele e plasma utilizamos os métodos do TRIzol e o kit comercial
MagMAX™ mirVana™ (Thermo Fisher), respectivamente. Para obtencdo de DNA
complementar (cDNA) utilizamos o kit comercialmente disponivel TagMan® Advanced
miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher). Os niveis de expressdo de miRNAs em
biopsias cutaneas e plasma foram detectados por gRT-PCR usando ensaios TagMan®
pré-desenhados (Thermo Fisher). Os dados foram analisados utilizando o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney para comparacdo dos dados de pele com LC e normal,
além de correlacdo de Spearman, analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e
curva ROC utilizando o software GraphPad Prism 5 para avaliacdo entre o perfil de
expressdao dos mMiRNAs e os parametros clinicos avaliados. RESULTADOS: Néo
observamos expressdo dos miRNAs selecionados no plasma. Em relacdo as bidpsias, dos
quatorze miRNAs testados, quatro mostraram expressao nos tecidos: miR-361-3p, -103a-
2-5p, -140-3p e -205-3p. Os miRNAs miR-361-3p e -140-3p foram significativamente
mais expressos nas lesdes de LC quando comparados a amostras de pele normal, (p=
0,0001 e p< 0,0001, respectivamente). Em adi¢do, observamos uma associacdo entre a
expressao do miR-361-3p e falha terapéutica (p= 0,0071) e correlacdo direta entre a
expressdo do miR-361-3p e com um maior tempo de cura das lesbes nos pacientes
avaliados (r= 0,5 e p= 0,007). Adicionalmente, analises complementares mostraram que o
miR-361-3p é capaz de identificar com boa sensibilidade (81,2%) e especificidade
(100%) pacientes que tendem a falhar ao tratamento inicial com Sbv (&rea sob a curva
ROC 0,95; p= 0,006). Finalmente, a curva de sobrevivéncia levando o tempo de cura
como desfecho mostrou que quanto maior a expressao do miR-361-3p, maior o tempo de
cicatrizacdo das ulceras de LC. CONCLUSOES: O miR-361-3p e miR-140-3p possuem
um perfil de expressdo diferenciado nas lesdes de LC em relacdo a pele normal de
pacientes infectados por L. braziliensis, mostrando que a regulacdo de miRNAs é
importante na patogénese da LC; O miR-361-3p foi correlacionado com falha terapéutica
e com maior tempo de cura da doenca, evidenciando o seu potencial como biomarcador
de progndstico na LC causada por L. braziliensis.

Palavras-chave: 1. miRNAs; 2. Leishmaniose Tegumentar Americana; 3. Expresséo
génica; 4. Dano tecidual; 5. Imunopatogénese



19

1. OBJETIVOS

11.1. PRINCIPAL
Avaliacdo de miRNAs candidatos envolvidos no controle de genes super expressos em

bidpsias de pacientes com leishmaniose cutanea (LC) causada por L. braziliensis.

11.2. SECUNDARIOS

v"Identificar miRNAs reguladores de genes super expressos em bidpsias de LC em
uma analise de transcriptoma em pacientes provenientes da area endémica de

Corte de Pedra-BA.

v Avaliar a expressdo de miRNAs candidatos em bidpsias de pele de pacientes
com leishmaniose cuténea classica (LC) e em amostras de pele normal obtidas

do mesmo paciente.

v" Avaliar a expressdo de miRNAs candidatos no plasma de pacientes com LC e

doadores sadios.

v" Correlacionar a expressao de miRNAs com os parametros clinicos de pacientes
com LC (enduracéo do teste Montenegro, tamanho da lesdo, numeros de lesdes,

tempo de cura, falha terapéutica).
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I1l.  INTRODUCAO

A Leishmaniose é uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Leishmania spp, parasitas intracelulares obrigatorios de mamiferos. A maioria destes
parasitas se albergam dentro de macrdfagos de tecidos infectados, porém outros tipos
celulas tais como as células dendriticas, linfocitos e neutrofilos participam na patogénese
desta doenca. A leishmaniose tegumentar americana (LTA) causada por L. braziliensis
pode causar desde a leishmaniose cutdnea (LC), associada a uma ou mais Ulceras
granulomatosas, até as debilitantes formas disseminada (LD) ou mucosa (LM) da doenca
(Marsden et al., 1985; Schriefer et al., 2009; Carvalho et al., 2012)

Ndo h& vacinas contra a leishmaniose, fazendo de novas abordagens para
desenvolver a base molecular para vacinas ou novos alvos farmacoldgicos uma &rea
crucial de continuidade em pesquisa basica e aplicada. A analise do transcriptoma por
meio de técnicas avangadas como microarranjos e RNA-seq tem ajudado a elucidar as
redes compostas por genes cuja expressdo € critica no processo de interagdo parasita-
hospedeiro. Novais et al., 2014, utilizando anélise transcricional em larga escala, analisou
diferencas no padrdo de expressdo génica entre amostras de leséo de LC e de pele normal
de pacientes infectados por L.braziliensis e identificou genes associados com o
desenvolvimento de lesGes e funcdo da resposta imune Thl, tais como as quimiocinas
CXCL-9 e CXCL-10. Anélise de funcdo in silico mostrou que genes associados a
ativacdo do inflamassoma, através da producdo de IL-1B e varios genes a jusante de INF-
y foram positivamente regulados, o que pode contribuir para o dano tecidual extenso
observado na doenga. Em contraste, 0s genes mais negativamente regulados foram
associados com manutencédo da funcéo da barreira epidérmica.

Os microRNA (miRNAs) s&o RNAs nédo codificantes compostos por uma

sequéncia de cerca de 22 nucleotideos que atuam como reguladores pos-transcrcionais
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por meio da interferéncia no processamento e estabilidade dos RNAs codificantes de
proteinas e na maquinaria de transcricdo (Bartel et al 2004; Cowland et al., 2007). Desde
a sua identificacdo, os miRNAs vem sendo associados a diversos processos bioldgicos e
patoldgicos, tendo sido relacionados a diversas doencas inflamatorias e infecciosas
(Cowland et al., 2007; Jinnin et al., 2014; Zhu et al., 2014; Chowdhari et al., 2017; Ono
et al., 2017). No entanto, em leishmaniose, poucos sédo os trabalhos publicados. Em
especial destaca-se os dados de Lemaire et al., 2013 que mostrou alteracGes na expressao
de miRNAs em macrofagos infectados por L. major, sendo alguns destes miRNAs
envolvidos na ativagdo de mondcitos através da sinalizacdo de TRLs. Em adicdo, Geraci
et al., 2015 mostraram que diferentes espécies de Leishmania ativam um perfil
diferenciado de expressdao de miRNAs espécie-especifica, sendo alguns destes associados
a vias importantes como JAK-STAT e TGF-B. Mais recentemente, alguns miRNAs
foram correlacionados com uma boa resposta ao tratamento da leishmaniose cuténea
humana causada por Leishmania braziliensis (Nunes et al., 2018)

O objetivo deste estudo é investigar a expressdo de miRNAs envolvidos na
regulacdo de genes relacionados a imunopatogénese de leishmaniose cutanea. Os
resultados de nossa pesquisa podem ajudar a identificar reguladores de moléculas chave
na resposta imune da doenca, assim como modificadores da resposta ao tratamento.
Nossos resultados em ultima instancia podem servir como ferramenta para identificacéo
de novos alvos para drogas ou reaproveitamento de drogas embora reconhecendo que o
desdobramento deste, assim como novos estudos sd@o necessarios para 0 avango desta

area.
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IV. REVISAO DE LITERATURA
IV.1. Definicdo e epidemiologia das Leishmanioses

As leishmanioses constituem um complexo grupo de doencas de carater zoondtico
causadas por parasitos do género Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae. S&o protozoarios que tém ampla distribuicdo geogréfica,
transmitidos ao hospedeiro vertebrado por flebotomineos infectados. A depender da
regido, estes insetos sdo conhecidos como mosquito palha, tatuquira, birigui, dentre
outros (Desjeux et al., 1996; Pearson et al., 1996)

A doenca representa uma das seis endemias parasitarias mais importantes no
mundo sendo considerada pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) uma doenca
negligenciada, pelo seu alto coeficiente de deteccdo, capacidade de produzir
deformidades e pela ineficiéncia das a¢fes de controle (WHO, 1990, 2015; Alvar et al.,
2012; Reveiz et al., 2013). Considerada um grande problema de salde publica, a
leishmaniose ocorre em 98 paises, afetando grande parte do continente americano, Asia,
Africa, Europa e Oriente Médio, Figura 1 (Alvar et al., 2012). A OMS estima uma
incidéncia total de 1,6 milhGes de novos casos por ano. Destes, 0,5 milhdo sdo casos de
LV e 1,2 milhdes sdo casos da LTA. Em dez anos, o numero de casos de LV no Brasil
reduziu 9%, passando de 3.597 casos, em 2005, para 3.289 casos, em 2015. Com relagédo
a LTA, nesse periodo houve uma reducdo de 27%, passando de 26.685 casos em 2005
para 19.395 casos em 2015. Em 2015, a regido Nordeste registrou o maior numero de
casos de LV (1.806), seguida pelas regides Sudeste (538); Norte (469); Centro-Oeste
(157); e Sul (5). Em relacdo a LTA, a regido Norte registrou 0 maior nimero de casos
(8.939); seguida do Nordeste (5.152); Centro-Oeste (2.937); Sudeste (1.762); e Sul (493)

(Brasil, 2017).
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Figura 1. Distribuicdo geografica da Leishmaniose Cutanea no mundo. A LTA E Endémica em
98 paises, afetando principalmente grande parte do continente americano, Asia, Africa, Europa e
Oriente Médio. A OMS estima uma incidéncia de 1,2 milhdes de casos por ano. No Brasil foram
registrados 19.395 casos em 2015 Fonte: OMS/2015.

Cerca de 90% dos casos de LV ocorrem em seis paises: India, Bangladesh,
Sudao, Brasil, Nepal e Etidpia (Alvar et al., 2012). No Novo Mundo a principal forma
da leishmaniose é a LTA, que se apresenta sob as formas clinicas: Leishmaniose
cutanea (LC), Mucosa (LM), Leishmaniose Disseminada (LD) e Leishmaniose
Cutéanea Difusa (LCD) (Marsden et al., 1985; Carvalho et al., 2012). Os dez paises
com maior nimero de casos estimados de leishmaniose tegumentar sdo: Afeganistéo,
Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo, Costa Rica e Peru, que Sdo 0S
responsaveis por aproximadamente 70-75% da incidéncia global da doenca (Alvar et
al., 2012).

No Brasil, devido ao aumento das atividades rurais e movimentos migratérios, a

doenca se espalhou por diferentes regides, colocando o pais entre os sete que concentram

90% dos casos de leishmaniose no mundo, com registro de casos em todas as regioes
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brasileiras (Brasil, 2017). A despeito do crescente nimero de estudos sobre a
leishmaniose nas Ultimas décadas e do crescente conhecimento de sua patogénese, pouco
se avancou em medidas de controle e tratamento da doenga. Em adi¢do, ndo hd uma
vacina que garanta protecdo a longo tempo que possa imunizar de forma segura

populagdes expostas.

IVV.1.1. A &rea endémica de Corte de Pedra-Ba

Uma importante area endémica de LTA encontra-se no sudeste do estado da Bahia,
na regido do municipio de Presidente Tancredo Neves, situado a 280 km de Salvador.
Nesse local esta localizada a vila de Corte de Pedra, reconhecida como uma das mais
importantes areas de transmissdo de L. braziliensis no Brasil. A éarea é caracterizada por
vegetacdo caracteristica da Mata Atlantica secundéria, abrangendo 10.000 Km? de area
geografica com cerca de vinte cidades circunvizinhas de populacdo com atividade

econdmica predominantemente rural, Figura 2.

Assim, pacientes desta area endémica tém sido acompanhados no Posto de Saude,
que se tornou o centro de referéncia para o tratamento e diagndstico da doenca na regido.
Desde entdo, médicos do Servico de Imunologia e médicos da Universidade Federal da
Bahia (UFBA) incluindo clinicos, imunologistas, infectologistas, dermatologistas e
otorrinolaringologistas trabalham quinzenalmente no posto de salde. Recentemente,
foram notificados entre 2012-2017, 6.597 casos de LTA na area endémica de Corte de

Pedra, conforme detalhado na Tabela 1.
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Tabela 1. Nimero de casos de LTA entre 2012-2017 na area endémica de LTA

ANO NUMERO DE CASOS
2012 1.858

2013 974

2014 727

2015 781

2016 873

2017 1.384

SINAN (http://sinan.saude.gov.br)
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Figura 2. Mapa de localizacdo da area endémica de LTA. A area é caracterizada por vegetacdo
caracteristica da Mata Atlantica secundaria, abrangendo 10.000 Km? de area geogréfica com cerca de
vinte municipios que perfazem esta area endémica de LTA (verde) localizado no sudeste do estado da
Bahia situado a 280Km de Salvador.

Hé cerca de 30 anos diversos estudos vém sendo conduzidos nesta area e conta com
0 apoio da equipe médica e pesquisadores do Servico de Imunologia da UFBA. Estes
estudos forneceram importantes avancos na compreensao da Imunopatogénese da doenga

e documentaram um aumento do nimero de casos mais graves, uma diminuicdo da

eficacia do antimonial pentavalente, mudancas demogréficas na area (Turetz et al., 2002;
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Guimaraes et al., 2009), e estabeleceram novos tipos de terapias para LTA (Almeida et
al., 2005; Machado et al., 2007; Machado et al., 2010). Os estudos realizados nesta area
também determinaram a incidéncia de LC e LM, e descreveram o aumento de formas
clinicas emergentes de LTA causadas pela infeccdo por Leishmania braziliensis, tais
como a LD e a LCA (Costa et al., 1986; Morgan et al., 2007; Guimaraes et al., 2009;

Machado et al., 2011).

IV. 2. Ciclo do parasita

O ciclo biologico da Leishmania é do tipo heteroxénico, passando o parasito por
uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro vertebrado, e outra extracelular no
inseto vetor. Predominam, respectivamente, as formas amastigotas e promastigotas nestes
ciclos, conforme mostrado na Figura 3.

Os vetores responsaveis pela transmissdo sdo mosquitos do grupo dos
flebotomineos, pertencentes aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia. Em particular, nas
Américas, a transmissdo € realizada pelo género Lutzomyia, onde, ja foram descritas
cerca de 350 espécies (Basano et al., 2004; Negréo et al., 2009). As principais espécies
transmissoras da LTA no Brasil sdo: Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu.
intermedia, Lu. wellcome e, Lu. migonei (Medeiros et al., 1999; Gontijo et al., 2003). Os
flebotomineos podem ser encontrados em ambientes silvestres, rurais e urbanos, além de
se adaptar em condi¢des climaticas diversificadas. De modo geral, possuem habitos
noturnos, entretanto, algumas espécies podem apresentar habitos diurnos no interior de
matas. As modificacBes em zonas de matas e/ou rurais tém proporcionado uma adaptacdo
destes vetores em domicilios e &reas periurbanas, fazendo com que a disseminacdo da
doenca se propague em regides endémicas (Cupolillo et al., 2003). Os habitos de vida da

populacdo também exerce um grande papel na transmissdo da doenca.
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Figura 3. Formas alternativas de Leishmania spp. Representacdo esquematica das principais
organelas intracelulares das formas promastigotas (A) e amastigotas (B). As formas promastigotas
estdo situadas no trato digestivo e intestinal dos flebotomineos, apresentando contorno alongado,
presenca de flagelo, citoplasma com pequenos vacuolos e nucleo apresentando posicdes variadas. As
formas amastigotas sdo encontradas em células do sistema fag6cito mononuclear apresentando
formato ovoide ou esférico, citoplasma com presenca de vactolos, um Unico nicleo, cinetoplasto e
rudimento flagelar (Medeiros et al., 1999) Fonte: figura “adaptada de Besteiro et al, 2007”.

De forma geral, o flebotomineo ao fazer o repasto sanguineo em individuos
infectados ingere as formas amastigotas encontradas nos macréfagos infectados, que se
convertem em promastigotas no intestino do vetor apOs sucessivos processos de
multiplicagdo por divisdo binaria. As formas promastigotas se transformam em
promastigotas metaciclicos, a forma infectante, através de um processo denominado
metaciclogénese. Estas formas migram para a faringe e cavidade bucal do inseto, aptas a
penetrarem nas células dos hospedeiros vertebrados no proximo repasto sanguineo do
vetor conforme ilustrado na Figura 4 (Brasil, 2007).

O flebotomo fémea infectado, ao fazer a hematofagia no hospedeiro vertebrado,

regurgita as formas promastigotas juntamente com a saliva. A saliva deste inseto

apresenta um papel importante na infectividade das formas promastigotas, pois funciona
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como vasodilatador e imunossupressor da resposta do hospedeiro vertebrado. Apds a
penetracdo, as promastigotas metaciclicas penetram nas células do sistema fagocitario
mononuclear (célula alvo) por um processo de fagocitose mediada por receptores e
ligantes na superficie dos macrofagos (Ribeiro et al., 1987; Titus & Ribeiro., 1990). No
interior dessas células, as promastigotas se transformam em amastigotas envolvidas pelo
vaclolo parasitoforo, que as separa do citoplasma celular. Os parasitos, dentro dos
macrdfagos, se multiplicam por divisdo binaria no interior dos vacuolos fagocitarios.
Apos a lise dos macrofagos as formas amastigotas sdo liberadas, sendo novamente
fagocitadas por outros macrofagos, dando continuidade ao processo infeccioso conforme
mostrado na Figura 4 (Person & Sousa, 1995; Medeiros & Roselino., 1999; Brasil.,

2007).
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Figura 4. Ciclo Evolutivo da Leishmania spp. Ciclo de vida da Leishmania sp. no hospedeiro
vertebrado. 1. Ao realizar repasto sanguineo o flebotomineo fémea infectado inocula promastigotas na
pele; 2. Promastigotas sdo internalizados por células fagocitarias; 3. Promastigotas se transformam em
amastigotas; 4. Os amastigotas se replicam nas células fagocitarias e eventualmente levam ao
rompimento da mesma, podendo infectar outras células fagociticas; 5. O flebotomineo fémea se
alimenta de sangue do hospedeiro infectado; 6. Ingestdo de células parasitadas; 7. As células
infectadas (geralmente macrofagos) passam para o intestino do flebotomineo e se transformam em
formas promastigotas; 8. Os promastigotas se dividem e se transformam na forma metaciclica
infectante, migrando para a proboscita do flebotomineo.

IV. 3. Aspectos clinicos e imunolégicos

Dentro das manifestacdes clinicas da LTA, a mais frequente é a LC, considerada a
forma cléssica da doenca. Nesta forma clinica, um dos primeiros sinais apos a infeccdo
por L. braziliensis é a presenca da linfadenopatia e a formacdo de uma papula seguida de
uma exoulceracdo no local da inoculagdo do parasito (Barral et al., 1992). A ulcera
leishmanidtica caracteristicamente possui fundo granulomatoso e bordas elevadas
(Carvalho et al., 1995; Pearson et al., 1996). Esta Ulcera na maioria das vezes pode
apresentar um tempo de cura prolongado, e, em alguns casos, apresentar cura espontanea
(Barral et al., 1992; Carvalho et al., 1995). A resposta imune em LC é complexa,

apresentando uma forte resposta inflamatoria, tipicamente Thl, com linfoproliferacao



30

importante e producdo de citocinas e quimiocinas préinflamatdrias que contribuem para a
patogénese da doenca (Bottrel et al., 2001; Bacellar et al., 2002; Folladoret al.,
2002; Vargas et al., 2010; Carvalho et al., 2012). Nesse processo destacam-se as
citocinas IFN-y, TNF, IL1B ¢ IL-12, além de quimiocinas como CCL2, CXCL-9 e
CXCL-10. Ja é bem documentada a producdo do IFN-y pelos macréfagos como
importante mecanismo de morte do parasita (Carvalho et al., 1995; Kaye et al., 2011).
Em adicdo, a producdo de TNF e de oOxido nitrico (NO) sdo também fatores chave no
controle da infeccdo por Leishmania (Murray et al., 1983; Bogdan et al., 2000). A LM se
desenvolve possivelmente como uma complicacdo da LC, com parasitas disseminando
por via hematogénica para o trato das mucosas. Prevalente em 3 a 5% dos casos ocorre
concomitantemente ou mesmo apos anos de cura da LC (Weigle et al., 1996; Blum et al.,
2004; Machado-Coelho et al., 2005). A LM comeca com eritema e ulceracdes nas
narinas, e pode evoluir para perfuracdo do septo nasal e lesGes inflamatérias destrutivas,
podendo obstruir a faringe ou a laringe e levar a desfiguragcbes marcantes caso nao tratada
(Franke et al., 1990). Nesta forma da doenca a exacerbacdo da resposta imune € ainda
maior ao que se observa na LC cléssica.

Nas formas cutanea e mucosa da LTA a despeito de existir uma resposta protetora,
0 desbalanco imune leva a evolucdo da doenca. Individuos com LC e LM produzem
concentracgdes altas de IFN-y, TNF, IL-6 e NO (Ribeiro de Jesus et al., 1998; Bacellar et
al., 2002), porém em vez de controlar a infec¢do, os individuos susceptiveis desenvolvem
uma inflamacdo exacerbada que concorre para o dano tecidual observado nas ulceras
cutaneas e mucosas. Todo esse processo é coordenado pelo recrutamento e atividade de
macrofagos, células NK, células TCD4+ e TCD8+. Em adicdo, a producdo de citocinas
reguladoras como TGF-B e, principalmente 1L-10, é menor nestas formas clinicas da

doenca (Bacellar et al., 2002). Vérias evidéncias apontam para a citotoxicidade como um


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R44

31

mecanismo imune que favorece uma resposta protetora (Brodskyn et al., 1997; Faria et
al., 2009). Em adicéo, estudos revelaram a presenca de células T CD8+ associada a dano
tecidual na leishmaniose mucocutanea devido a uma resposta inflamatoria destrutiva e
um numero elevado de células citotoxicas no sangue (Novaiset al., 2013, 2014 e
2017; Santos et al. , 2013). Recentemente, Novais et al, 2017 mostrou que em lesdes de
pacientes infectados por L. braziliensis, a ativagdo do inflammasoma gera IL-1B, o que
promove 0 aumento da inflamagdo, estimulando a producdo de quimiocinas e também
metaloproteinases de matriz, que degradam a matriz extracelular levando ao dano
tecidual.

Além das citocinas inflamatérias citadas, a participacdo de quimiocinas como
CXCL-10 e seu receptor CXCR3 ja foi documentada. De fato, estas quimiocinas tem
sido implicados na patogénese das lesbes leishmaniéticas (Vargas-Inchaustegui et al.,

2010).

A LD é uma forma emergente da doenca causada pela infec¢do por Leishmania
braziliensis, que se distingue das demais formas clinicas por suas caracteristicas clinicas
e imunoldgicas exclusivas (Costa et al., 1986; Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002).
Caracterizada pela presenca de um grande numero de lesbes cutaneas que abrange mais
de uma éarea do corpo com tipos variados de lesdes na pele (papulares, nodulares,
ulceradas) e uma alta frequéncia de envolvimento mucoso (Carvalho et al., 1994; Turetz
et al., 2002). O paciente tende a apresentar uma lesdo Unica inicial, geralmente nas
extremidades, seguida da disseminacdo que pode envolver todo o corpo, por vezes,
associada com febre e calafrios. A importancia da LD é delineada pela gravidade da
doenca, terapéutica desafiadora pelo alto grau de refratariedade e aumento da
prevaléncia (Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002). A LD em comparagdo com a

LC, tem sido associada com menor producdo de IFN-y e TNF, maior producao de 1L-10
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(Turetz et al., 2002) e anticorpos anti-Leishmania, com resposta de células T variavel

entre individuos afetados (Carvalho et al., 1994).

Casos de LCA tambem estdo emergindo na area endémica de Corte de Pedra. Sdo
definidos como individuos que ndo preenchem os critérios de LC, LM e LD e claramente
nédo apresentam fatores predisponentes, como imunossupressao (Guimaraes et al., 2009).
Estes pacientes apresentam lesdes atipicas de LC, tais como lesdes vegetativas,

verrucosas, crostosas e lupoides.

IV. 4. MicroRNAs estrutura e funcéo

O campo da epigenética tem atraido bastante atencéo na area de ciéncias bioldgicas.
Os eventos epigenéticos regulam a atividade e a heranca génica independente da
sequéncia de nucleotideos do DNA (Baylin et al., 2001; Das et al., 2004), e
correspondem a modificacdes que ocorrem no proprio DNA e a alteragcBes que se
processam na compactacdo deste polimero (Rothhammer et al., 2007). Os principais
mecanismos epigenéticos de controle da expressdo génica compreendem a modificacdo
covalente do DNA e/ou das histonas, e o controle da expressdo génica mediado por
miRNAs (Morris et al., 2005).

Durante muito tempo as regides ndo codificantes do genoma foram consideradas
lixo genético, devido a auséncia de informacdo para sintese de proteinas. Atualmente,
diversos estudos mostram que a informacao genética € muito mais complexa e nao segue
0 antigo dogma central da biologia molecular, uma vez que a maior porcdo do
transcriptoma produzido pelo genoma de eucariotos € composta por RNAs ndo
codificantes de proteinas (Hui et al.,2005; Nagalakshmi et al., 2008; Guttman et al.,

2009)
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A partir do ano de 2005 tornou-se claro que 0s genomas de animais e plantas
produzem muitos RNAs nédo codificantes com funcdo regulatoria (Mattick et al., 2009).
Em humanos e outros mamiferos, por exemplo, 0s RNAs ndo codificantes sdo transcritos
de ambas as fitas do DNA, até mesmo sobrepondo regides promotoras e de RNAs
mensageiros (Carninci et al., 2005; Kapranov et al., 2007). Esses RNAs ndo codificantes
regulam varios mecanismos intracelulares por intermedio de uma variedade de interagdes
RNA-DNA, RNA-RNA e RNA-proteina (Qi et al., 2006).

Os RNAs ndo codificantes podem ser classificados em moléculas de RNA que tem
funcdo estrutural, enzimética e reguladora. Entre aquelas com atividade reguladora estdo
0os miRNAs, que sdo pequenos RNAs ndo codificantes enddgenos constituidos por 19 a
25 nucleotideos que surgiram como reguladores-chave da expressdo de genes ao nivel
pos-transcricional através da degradacdo ou repressao da traducdo de moléculas-alvo de
mRNA, conduzindo a uma reducdo na disponibilidade de proteina (Bartel et al., 2004;
Cowland et al., 2007).

Ja é bem documentado na literatura que um Gnico miRNA pode regular a expressao
de mdltiplos genes e das suas proteinas codificadas. Neste sentido, miRNAs podem
influenciar diversas vias de sinalizacdo molecular e tem sido implicado na maioria das
principais funcdes celulares, como proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, resposta ao
estresse e regulacéo transcricional (Cowland et al., 2007; Kozaki et al., 2008).

No que remete ao historico dos miRNAs, Lee et al., 1993, descobriram o primeiro
miRNA, em Caenorhabditis elegans para o qual deram o nome de lin-4, um pequeno
RNA codificado a partir do locus lin-4 associado com o processo de desenvolvimento do
nematoide, por meio da regulacdo da expressdo da proteina lin-14. Ap6s o surgimento
dos primeiros miRNAs, muitos outros foram e ainda estdo sendo descobertos,
aumentando cada vez mais esta familia. Centenas de miRNAs foram encontrados em

vermes, assim como moscas, plantas e vertebrados (Pasquinelli et al., 2000; Carrington et
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al., 2003; Bartel et al., 2004), representando um novo nivel nos processos de regulacao
génica (Reinhart et al., 2000). Atualmente essas moléculas tém seu papel estabelecido em
termos de mecanismo de acdo, pela complementaridade ao mRNA alvo e a importancia
disso no controle das funcbes nas células eucariotas. Além disso, sabe-se que estes sdo
filogeneticamente conservados e que sdo codificados por genes localizados nas regifes
entre 0s genes codificadores de proteinas e por introns (Mattick et al., 2001, 2005, 2006;
Bartel et al., 2004). Quanto a nomenclatura, os miRNAs sdo nomeados pela identificacdo
da espécie seguida do nimero do miRNA, de acordo com a ordem de sua descoberta.
Assim, por exemplo, para denominar o microRNA 21 em Homo sapiens, utiliza-se a

nomenclatura hsa-miR-21 (Ambros et al., 2003).

Os miRNAs séo capazes de se ligar em seus mRNA alvos e inibir sua estabilidade
e/ou traducdo por pareamento. Essa ligacdo impossibilita que 0s ribossomos consigam
traduzir a informacéo genética contida no mRNA, acarretando na diminuicéo da sintese
proteica do gene-alvo sem impactar nos niveis correspondentes de mRNA. De modo
geral, a regulagao mediada pelos miRNAs ¢é através da associagdo da regiao “seed” ou
seja regido semente do miRNA (nucleotideos 2-7 do miRNA) com a regido 3’ ndo
traduzida (3’ UTR) do mRNA alvo (Lewis et al., 2003). Este tipo de associa¢do entre 0s
miRNAs e 0 mRNA alvo sdo utilizadas como parametro para o desenvolvimento de
algoritmos que permitem a predicdo dos mRNA alvos dos miRNAs. No entanto, ainda é
desconhecida a propor¢do dos miRNAs que interagem com seus alvos segundo estas
normas e a quantidade de miRNAs que reconhecem regides do mRNA que ndo
compreende a regido 3° UTR. Estima-se que cada miRNA tenha muitos alvos e que cada
MRNA possa ser regulado por mais de um miRNA (Lim et al., 2005; Rajewsky et al.,

2006).
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A biogénese de um miRNA diz respeito a todos os eventos, a partir do gene, até se
chegar a0 miRNA maduro integrado ao complexo RISC (RNA-induced silencing
complex), ou seja transcrigdo no nucleo celular, maturacéo e incorporagdo do miRNA em
RISC (Ha et al., 2014). A maturacdo, por sua vez, refere-se as etapas que envolvem o (1)
processamento do pri-miRNA pela endonuclease chamada DROSHA, RNAse tipo I,
para produzir um RNA em formato de grampo ou “hairpin” com aproximadamente 65 a
67 nucleotideos (pré-miR); (2) transporte do pré-miR do ndcleo para o citoplasma pelo
fator de exportacdo exportina-5 (Exp-5); (3) clivagem do pré-miR no citoplasma pela
RNase tipo Il especifica para dupla-fita, Dicer em um RNA dupla-fita (dsSRNA) de
aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento; (4) selecdo de uma fita do duplex
como miR e incorporagdo no complexo ribonucléico RISC (Murchison et al., 2004; Kim
et al., 2005). O complexo miIRNA-RISC se liga a0 mRNA alvo de maneira sequéncia-
especifica, induzindo sua clivagem ou impossibilitando a ligagdo dos ribossomos
(Valencia-Sanchez et al., 2006). Esse processo é conhecido como silenciamento génico e

acarreta em deplecdo dos niveis proteicos, conforme Figura 5.
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Figura 5. Biogénese dos miRNAs. 1. Transcricdo do pri-miRNA pela RNA pol 1l ou Ill. 2. No
nicleo, os pri-miRNAs sdo processados pela Drosha produzindo grampos de pre-miRNAs 3. Séo
exportados ao citosol 4. pre-miRNAs séo processado pela Dicer em uma fita dupla de miRNA maduro
de 19-24 nucleotideos 5. Uma das fitas do miRNA madura é incorporada ao complexo RISC onde
pode regular a expressdo de mRNAs alvos 6. A outra fita serd degradada ou possivelmente preparada
para ser exportada da célula 7. Alguns miRNAs sdo encontrados empacotados em exossomos 8.
Exportados na presenca de proteinas ligadoras ou 9. em microparticulas 10) Uma vez no espago
extracelular os miRNAs podem ser importados por outras células ou degradados por RNases Fonte:
Erheridge et al., 2011.

Normalmente a interacdo mMIRNA-mRNA é imperfeita, ou seja, todos os
nucleotideos do miRNA ligados ao mRNA. Assim, a ndo obrigatoriedade de interacéo
completa somado ao fato de os miRNAs possuirem sequéncias pequenas, confere aos
miRNA fun¢bes redundantes em diversos processos, de modo que um Unico miRNA
pode regular centenas de genes-alvo distintos, além de cooperarem no controle de um

unico gene-alvo (Lewis et al., 2005; Miranda et al., 2006).

Finalmente, uma caracteristica dos miRNAs, a qual torna essas moléculas atrativas
para estudos moleculares, é a sua estabilidade. De fato, os miRNAs sdo moléculas mais

estaveis quando comparados a molécula de RNA mensageiro (MRNA). Devido a essa
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caracteristica, a sua expressdo pode ser mais facilmente quantificada em amostras
clinicamente relevantes, tais como tecidos e fluidos corporais como o plasma e soro e tém
sido considerados como biomarcadores sensiveis e minimamente invasivos para a

deteccdo de celulas tumorais circulantes (Hu et al., 2010).

IV. 5. ImplicacGes patoldgicas da desregulacdo de miRNAs

Vérios mecanismos podem levar a alteragdes na expressdo de miRNAS, incluindo
alteracbes gendmicas como amplificagdes e delecbes, mutagbes, polimorfismos,
alteragcBes epigeneéticas e alteracbes na maquinaria de biogénese de miRNAs. Essas
alteracOes sdo responsaveis pela desregulacao dos niveis de expressdo de miRNAS ou por
alteragdes nos genes-alvo dos miRNAs em celulas tumorais (lorio et al., 2012).

Por outro lado, estudos in silico predizem que aproximadamente 60% dos genes
podem ser regulados pelos miRNAs (Friedman et al., 2009). Durante a Gltima década,
uma série de estudos tem focado na biologia dos miRNAs, principalmente sobre a
desregulagdo dessas moléculas em diversas doencas. Desta forma, todos esses avangos
vislumbram a possibilidade do uso real de perfis de expressdo de miRNAs para fins
diagndsticos, progndsticos e terapéuticos. Esse fato é confirmado pelos mais de 273 testes
clinicos registrados na plataforma clinicaltrials.gov, que avaliam o uso de miRNAs como
biomarcadores ou candidatos a drogas (Blenkiron et al., 2007; Van Rooij et al., 2012).
Contudo, uma das primeiras evidéncias do envolvimento de miRNAs em doencas
humanas veio da area de oncologia, publicado por Calin et al., 2002, descrevendo a
delecéo ou regulagdo negativa de miR-15a e miR-16-1 na Leucemia Linfocitica Cronica
(LLC) (Calin et al., 2002). Adicionalmente, dados mostram que o miR-30a e 0 miR-155
circulantes foram considerados melhores marcadores de carcinoma de mama metastatico

do que os marcadores sanguineos gerais, antigeno carcionoembrionario (CEA) e antigeno
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carboidrato (CA) (Sun et al., 2012; Zheng et al., 2012; Zeng 2014). Neste sentido, o
nivel sérico do miR-155 € elevado em tumores primarios de mama, em relacdo a
individuos normais (Roth et al., 2010). Recentemente Zuo et al., 2018 mostrou a
importancia do miR-155 como alvo terapéutico, onde o silenciamento do miR-155 seria
uma maneira potencial de curar o cancer de mama. Em adicdo, segundo Wang et al.,
2013, a alta expressdo do miR-125b ndo estd somente associada com a resisténcia a
quimioterapia, mas também com a quantidade de células-tronco tumorais e com a
metéstase no cancer de mama. Sugerindo que miR-125b tem grande potencial a marcador
de prognéstico para a terapia do cancer.

Com os avancgos cientificos nessa area, especialmente pelo volume de dados
gerados em plataformas de sequenciamento de uUltima geracdo, o nimero de miRNAs

conhecidos, depositados na base de dados miRbase (http://www.mirbase.org/cqgi-

bin/browse.pl?org=hsa) aumentou consideravelmente, sendo atualmente 1881 sequéncias

de pré-miRNAs, que expressam 2.588 miRNAs maduros no genoma humano. A anéalise
de expressdo de miRNAs, integrada a predicdo dos genes-alvo regulados por miRNAs,
pode levar a elucidacéo de vias moleculares desreguladas em diversas patologias (Lodin

etal., 2015).

IV.5.1. miRNAs em doencas inflamatérias e neurodegenerativas

A maioria dos estudos associados ao uso de miRNAs como biomarcadores esta
relacionado a neoplasias, porém um grande numero de estudos vem documentando o
papel destes RNAs reguladores também em outras doencas, como descreveremos a
seguir. Em um estudo de pacientes com epilepsia, foi demonstrada uma elevada
expressao de miRNAs como Let-7d-5p, miR-130a-3p, miR-146a-5p e uma diminuicdo de

outros como miR-15a-5p e miR-194-5p no soro de pacientes, em comparacdo com


http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa
http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa
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individuos saudaveis (Wang et al., 2015). Outra doenca favorecida pelo estudo dos
miRNAs é a Esclerose Mdltipla. Diversos estudos demonstraram a desregulacdo da
expressdo de miRNAs em linfocitos T isolados do sangue periférico de pacientes com
esta doenca (Keller et al., 2009; Otaegui et al., 2009; Lindberg et al., 2010; Fenoglio et
al., 2011; Lorenzi et al., 2012).

Na doenca de Alzheimer (DA), foi observada a alteragdo dos niveis séricos
especificos de miR-98-5p, miR-885-5p, miR-483-3p, miR-342-3p, miR-191-5p e miR-
let-7d-5p nos pacientes em comparacdo com individuos saudaveis. Entre os miRNAs, o
miR-342-3p foi determinado como um bom preditor de DA, pois apresentou boa
sensibilidade e especificidade (Tan et al., 2014). Da mesma maneira, em liquido
cefalorraquidiano de pacientes com DA, foi demostrado que os niveis de miR-27a-3p
estavam reduzidos quando comparados com os niveis de individuos do grupo controle
(Frigerio et al., 2013). Assim como na DA, outra patologia importante associada ao
processo de envelhecimento é a doenca de Parkinson. Foi identificado e validado um
painel de miRNAs circulantes incluindo miR-19b, miR-24 e miR-195, com expressao
diferencial no soro de pacientes, tendo sido postulado que estas moléculas seriam capazes
de permitir o diagnostico da doenca (Cao et al., 2017).

As doengas cutaneas sdo caracterizadas por multiplos caminhos de comunicagao
intercelular, desencadeados por diversos estimulos e mediados por reguladores
heterogéneos, incluindo miRNAs. Na psoriase, foi descrito um papel relevante dos
mMiRNAs miR-31, miR-21 e miR-4516. As fun¢des destes miRNAs foram atribuidas a
desregulacdo de mecanismos de apoptose, migracdo de células T e hiperproliferacdo de
queratindcitos (Joyce et al., 2011; Meisgen et al., 2012; Xia et al., 2014; Yan et al., 2015;
Chowadbhari et al., 2017).

Na esclerose sisttmica (ES) foi demonstrado que o miR-29a medeia a regulacédo

pos-transcricional de colagenos, o que contribui para fibrose tecidual (Kawashita et al.,
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2011; Jinnin et al., 2014). Adicionalmente, foi descrito que os niveis séricos de miR-150
foram diminuidos em pacientes com ES e foram inversamente correlacionados com a
prevaléncia de cicatrizes ou de Ulceras, indicando potencial terapéutico de miRNASs no
diagndstico das doencas de pele (Honda et al., 2013).

O perfil distinto de expresséo dos miRNAs miR-203 e miR-483-5p foram
identificados no soro e na urina de criancas com dermatite atopica (DA), sugerindo, que
niveis aumentados de miR-483-5p no soro, pode ser indicativo de outras condicoes
atdpicas, como rinite e/ou asma, enquanto que a regulacdo negativa do miR-203 na urina,
foi apontado como um bom biomarcador de gravidade da inflamag&o de criancas com DA
(Yani et al., 2014).

Para outras condi¢cbes como doencas cardiovasculares e diabetes ha estudos na
literatura documentando a dosagem de miRNAs no soro com perspectivas de colocar 0s
miRNAs como biomarcadores para estas doencas. Foi demonstrado um papel significante
do miR-22, let-7, miR-21, miR-17, miR-1, miR-133 no infarto do miocérdio (IM),
incluindo efeitos regulatérios no estresse oxidativo, apoptose, autofagia, hipertrofia ,
fibrose e regeneracdo (Cheng et al., 2010; Chen et al., 2013; Huang et al., 2016;
Bostjancic et al., 2012). Do mesmo modo, os niveis circulantes dos miRNAs miR -19b-
3p e miR -181b-5p foram associados com altera¢cdes metabdlicas no miocardio durante o
desenvolvimento de cardiomiopatia diabética, sugerindo que estes mMiRNAs sdo
biomarcadores potenciais com eventual aplicacdo no diagndéstico clinico para prevenir
alteracfes metabolicas e funcionais em pacientes diabéticos assintomaticos (Copier et al.,
2017).

Foi estabelecida também a participacdo destas moléculas em doencas inflamatoria
intestinal. Particularmente, na doenga de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU), a

desregulacdo do miR-126, miR-155 e miR-21 foi associada a inflamacdo, ativacdo do
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sistema imune e diferenciacdo nestas doencas (O’Connell et al., 2007; Min et al., 2014;
Singh et al., 2014; Guan et al., 2015; Pathak et al., 2015; Svrcek et al., 2013).

Os relatos acima citados representam apenas uma pequena parte dos dados
disponiveis na literatura, mas exemplificam a ampla gama de evidéncias que colocam 0s
miRNAs na condicdo de importante fator epigenético envolvido na regulacdo da

expressdo génica em diferentes condi¢Bes imunopatoldgicas.

IV.5.2. miRNAs em doencas infecciosas, parasitarias e leishmaniose

A importancia dos miRNAs tem sido descrita em muitas enfermidades parasitarias.
Na infecgdo crdnica por helmintos, particularmente na esquistossomose, foi demonstrado
que os mMIiRNAs miR-10, miR-223, miR-454 e miR-3479-3p podem regular o
desenvolvimento do parasita, a patologia hepéatica e poderiam ser utilizados como
biomarcadores para o diagnostico da doenca (Cai et al., 2013; He et al., 2013; Zhu et al.,
2014).

Uma série de estudos avaliando o papel dos miRNAs associados a disturbios
cardiovasculares na doenca de Chagas, causada pelo parasita Trypanossoma cruzi foi
relatado recentemente, destacando o papel de miRNAs como o miR-1, o miR-133a-2, o
miR-133b, 0 miR-208a e 0 miR-208b na patogénese, com implicagdes potenciais como
ferramentas diagndsticas e prognosticas (Ferreira et al., 2014; Linhares-Lacerda et al.,
2015, 2016; Navarro et al., 2015).

Espécies de Mycobacterium também podem modular miRNAs para fugir da
resposta imune do hospedeiro. Assim como outras bactérias patogénicas, a infeccdo por
Mycobacterium leva ao aumento da expressdo do miR-21 e miR-146a (Liu et al., 2012;
Wu et al., 2012; Das et al., 2013; Singh et al., 2013; Xu et al., 2013). O M. leprae,

tambem pode induzir a expressdo de miR-21 em monaocitos e macrofagos infectados.
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Atuando sobre CYP27B1 e IL-1B, o miR-21 pode inibir a sintese de dois peptideos
antimicrobianos dependentes da vitamina D e, portanto, permitir que o M. leprae persista
nas células (Liu et al., 2012). Recentemente Soares et al., 2017, identificou um perfil
diferencial de expressdo de varios miRNAs ( miR-142-3p, miR-142-5p, miR-146b-5p,
miR-342-3p, miR-361-3p, miR-3653, miR-484 e miR-1290) em lesGes de pele de
individuos com hanseniase e varias outras doengas de cunho autoimune, especialmente
aquelas relacionadas a resposta imune, sugerindo que esses miRNAs podem desempenhar
um papel importante na patogénese da doenga.

Os virus produzem miRNAs que possuem papel fundamental no ciclo replicativo
viral e durante sua infeccdo. Mukherjee et al., 2015, demonstraram que a expressédo do
miR-373 é regulada positivamente na infec¢do crénica pelo virus da hepatite C e modula
0 sistema imune inato, que por sua vez suprime a expressdo de JAK1, IRF9 e suas
moléculas envolvidas na via de sinalizacdo do IFN. Em adi¢&o, foi descrito também que o
miR-122 participa do processo de replicacdo do virus da hepatite C e quando inibido faz
com que a quantidade de particulas virais produzidas pelos hepatdcitos diminua
significativamente (Jopling et al., 2005; Jangra et al., 2010; Ono et al., 2017). Na
infeccdo por HTLV-1, estudos tem demonstrado diversos miRNAs do hospedeiro (miR-
24, miR-146a, miR-155, miR-221, miR-223, miR-18a, miR-93, miR-130b, miR-125b)
tem expressdo alterada em linhagens celulares, PBMCs e em células T CD4+ infectadas
podendo revelar mecanismos relacionados a patogénese desta doenca (Pichler et al.,
2008; Ghisi et al., 2011; D’Agostino et al., 2012; Nicolete et al., 2012; Rahman et al.,
2012; Tomita et al., 2012; Ruggero et al., 2014). Estes estudos demonstraram que a
infeccdo pelo HTLV-1 modula a expressdo de miRNAs humanos, podendo influenciar no
estabelecimento da infeccdo e/ou no desenvolvimento de doencas a ela associadas.

H& uma caréncia de estudos documentando a importancia dos elementos de

regulacao pos-transcricional na leishmaniose. No caso de miRNAs em particular, ha uma
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escassez de trabalhos hoje na literatura. A grande maioria dos estudos descritos sdo
espécies de leishmania que causam a forma visceral da doenga ou utilizam espécies que
sdo do novo mundo (Ghosh et al., 2013; Mukherjee et al., 2015; Singh et al., 2016). Em
relacdo a leishmaniose tegumentar ndo ha documentagdo destacando miRNAs envolvidos
na regulacdo do dano tecidual e na patogénese da doenca em amostras provenientes de
pacientes.

Ghosh et al., 2013, mostrou a importancia do miR-122 em ceélulas hépaticas,
durante a infeccdo experimental por L. donovani no figado de camundongos,
demonstrado que esse MiRNA tem expressao reduzida, associada também com a reducao
da sintese de colesterol do figado. O estudo mostrou que quando esse miRNA ¢é re-
administrado nesses camundongos, houve aumento da expressdo da regulagdo de
colesterol, indicando que esse miRNA ¢€ relevante para a entrada da leishmania na célula.
O grupo também mostrou que a proteina gp63, proteina importante na viruléncia da
leishmania, inibe a endonuclease Dicer do complexo que regula a formacdo dos miRNAs
maduros.

Lemaire et al., 2013, analisando o perfil de expressdao de miRNAs de macrdfagos
de doadoares sadios infectados por L.major observou mudangas rapidas na modulacdo de
20% dos miRNAs avaliados, sendo alguns destes miRNAs envolvidos na ativacdo de
mondcitos através da sinalizacdo de TLRs. Esses dados evidenciam que alteracdes nos
niveis de miRNAs resultam a notavel capacidade do parasito modificar as respostas do
hospedeiro e assegurar sua diferenciacdo e multiplicacdo intracelular. Em adigéo, Geraci
et al., 2015, avaliou o perfil de miRNAs de células infectadas com ambos, L.major e
L.donovani, identificando um padrdo de modulacdo negativa espécie-especifica da
maioria dos miRNAs maduros, especialmente na infeccdo por L.donovani, com alguns

destes miRNAs associados a vias importantes como a JAK-STAT e TGF-f, segundo
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andlises in silico. Esses dados d&o suporte a ideia de que a célula hospedeira sofre selecdo
e regulacdo miRNA especifica apds a infeccdo com parasitas de Leishmania.
Recentemente, Nunes et al., 2018 investigou o envolvimento de miRNAs e seus
genes alvos na LCL causada por L. braziliensis, usando conjuntos de dados de
transcriptomas seguidos de validagdo ex vivo. O estudo fornece evidéncias de que 0s
miR-193b, miR-671 e TREM-1 estdo associados com o processo inflamatério e com o
tempo de cicatrizacdo, revelando que esses miRNAs podem vir a ser utilizados como

indicadores preditivos de progndstico para LCL.



45

V- CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1. Aspectos bioéticos

O estudo faz parte de um projeto maior do National Institute of Health (NIH)
(Al030639), os procedimentos adotados nesse estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica e Pesquisa do Complexo Hospitalar Professor Edgard Santos da Universidade
Federal da Bahia, sob o cadastro (CEP-UFBA 22/2012), e da Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP: 1258513.1.000.5537). Todos os pacientes e individuos-controle
participantes do estudo forneceram consentimento informado por escrito para a coleta de

amostras e posterior anélise.

V.2. Selecéo dos pacientes e controles

Os participantes do estudo consistiram de pacientes com LC recrutados no posto
de satde de Corte de Pedra, uma vila localizada a 280Km a sudeste de Salvador e que
pertence ao municipio de Presidente Tancredo Neves-Ba. Médicos vinculados ao servico
de Imunologia da UFBA visitam a area a cada duas semanas e atuam, vinculados a
estrutura do posto, na assisténcia para a populacdo local acometida pela leishmaniose.
Desta forma, a referida unidade de salde tornou-se um centro de referéncia para o
diagndstico e tratamento da LC na regido, contemplando 20 municipios abangidos dentro
de uma 4rea de 10.000 Km?.

Os pacientes foram selecionados aleatoriamente no periodo de margo a novembro
de 2016. Para a elegibilidade dos casos, foram incluidos no estudo apenas pacientes
portadores de LC sem tratamento prévio. Todos os pacientes tiveram diagndstico clinico
confirmado por deteccdo de DNA do parasita por PCR. Caracteristicas demograficas,
duracdo da doenca, numero, localizacdo e tamanho das Ulceras foram registrados. Os

pacientes foram tratados com GLUCANTIME® antimoniato, conforme preconizado pelo
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Ministério da Saude do Brasil. Glucantime (Sanofi / Aventis) foi administrado por via
intravenosa diariamente em uma concentracdo de 20mg / Kg / dia por 20 dias. Foram
excluidos pacientes que apresentaram lesGes atipicas, gestantes ou menores de 18 anos de

idade.

V.3. Coleta de biopsias

A coleta de bidpsias de lesGes de LC foi baseada no recrutamento de casos novos
de leishmaniose cutanea apresentados no posto de saude de Corte de Pedra, e que ainda
ndo tinham iniciado o tratamento. As bidpsias de pele normal foram coletadas em
membro oposto aqueles que foram obtidos as bidpsias de LC. As bidpsias foram
realizadas utilizando punch de 4mm, e preservadas em RNALater Solution (Ambion) até

posterior extracdo de RNA.

V.4. Obtencéo do plasma

Foram coletados 4mL de sangue através de puncdo venosa em tubos contendo
Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) obtidos de doentes com LC e voluntarios nao
residentes na area endémica. Apds centrifugar a amostra a 12.000 (rpm) durante 10 min,

o0 plasma foi obtido e armazenado a -70°C.

V.5. Método in silico para predicéo dos alvos

A selecdo dos miRNAs candidatos foi feita utilizando-se a base de dados do
miRBase e a ferramenta de predi¢do TargetScanHuman, versdo 7.0. Esta Gltima, embora
identifique a partir de pareamentos completos na regido correspondente ao seed do
miRNA com a 3 UTR do alvo predito, permite também a identificagdo com base em
pareamentos fora dessa regido, desde que certas propriedades termodindmicas do duplex

sejam mantidas. Um aspecto importante na restricdo da analise a porcao 3° UTR do
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transcrito se deve ao fato da maioria dos miRNAs experimentalmente testados se ligarem
preferencialmente nessa regido. Além disso, o programa parte do pressuposto de que
interacOes verdadeiras entre miRNAs e alvos deveriam ser conservadas ao longo do
processo evolutivo. O miRbase, por sua vez, € um banco de dados online compreensivo e
periodicamente atualizado, que reune cole¢des de dados gerados por clonagem,
sequenciamento e predicdo computacional. O banco apresenta ferramentas de busca com
as quais é possivel identificar rapidamente uma sequéncia de miRNA por homologia as

sequéncias depositadas.

V.6. Extracdo do RNA

V.6.1. RNA de pele

Apds maceracdo usando o homogeneizador de amostras TissueRuptor (QIAGEN),
o RNA foi extraido de bidpsias cutaneas usando TRIzol® Reagent, da seguinte forma: o
tecido macerado foi transferido para tubos eppendorf de 1,5mL, depois foram
adicionados 500ul de TRIzol e 200ul de cloroféormio a cada tubo. A mistura foi
homogeneizada por inversdo e incubada durante 5 min a temperatura ambiente (TA) e
centrifugada a 12000 rpm durante 5 min em seguida, a fase aquosa contendo o RNA foi
transferida para um novo tubo de 1,5mL. Nesta fase de extracdo o RNA foi
cuidadosamente aspirado. A cada tubo foi adicionado 500ul de isopropanol e 2ul de
glicogénio. O material foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 min; O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 1 mL de etanol 75% com centrifugacao posterior a 7500
rpm durante 5 min; O sobrenadante foi novamente descartado por inversdo do tubo
durante 5 min ou até que o pellet estivesse completamente seco. O RNA foi ressuspenso
em 20ul de agua livre de RNase e sua concentragdo e grau de pureza foram aferidos por

meio do sistema Nanodrop®.
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V.6.2. RNA do plasma

O RNA do plasma foi extraido utilizando MagMAX™ mirVana™ Total RNA
Isolation Kit, seguindo precisamente o protocolo da seguinte forma: as amostras foram
digeridas utilizando Proteinase K, misturando-se 50ul de PK Digestion Mix com 150ul
de plasma em tubos eppendorf. O material foi homogeneizado e incubado a 65°C por 30
minutos. Para lisar as amostras e ligar o RNA ao RNA Binding beads, foram adicionados
100ul de Lysis Binding Mix a cada amostra e 20ul de RNA Binding beads. Apds misturar
o material, foram adicionados 270ul de isopropanol e a mistura foi homogeneizada. Para
purificar o RNA os tubos foram posicionados na MagnaRack por 5 minutos ou até a
solucgéo ficar clara. Cuidadosamente o sobrenadante foi descartado sem mexer 0 RNA
Binding beads e adicionado 150ul de Wash Solution 1 a cada amostra. Repetiu-se 0s
passos com 150ul de Wash Solution 2. Para tratar as amostras com TURBO Dnase e
religar o RNA ao RNA Binding beads, foi adicionado a cada tubo 50ul de TURBO Dnase
Solution e misturado em agitador. Logo apo6s, foi adicionado 50ul de Rebinding Buffer e
100ul de isopropanol. Os tubos foram posicionados na MagnaRack. Cuidadosamente o
sobrenadante foi descartado sem mexer o RNA Binding beads e adicionado 150ul de
Wash Solution 1 a cada amostra. Para eluir o RNA, foi adicionado a cada amostra 50ul de
Elution Buffer pré-aquecido, seguido de incubacdo. O sobrenadante foi tranferido para
tubos eppendorf e as amostras estocadas a -70°C.

A concentracdo e a pureza de RNA foram determinadas por medigcdes de
densidade dptica (260nm e 280nm) usando Nanodrop® e, finalmente, os acidos nucleicos

foram armazenados a -70 ° C até a sua utilizacao.
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V.7. Sintese de DNA complementar cDNA

Utilizando RNA previamente extraido de bidpsias de pele e de plasma, a obtencéo
de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit comercialmente disponivel
TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems), seguindo
precisamente as orientacdes do fabricante. De forma resumida: as amostras de tecido
foram diluidas na concentracdo final 10ng e o plasma foi utilizado concentrado. Para
reacdo de cauda poly(A) foi adicionado em tubo eppendorf o mix da reagdo poly(A) com
0s seguintes componentes: 0,5ul de 10x Poly(A) Buffer, 0,5ul ATP, 0,3ul Poly(A)
Enzyme e 1,7ul dgua livre de Rnase. Em uma placa de reacdo foi adicionado 2 pl da
amostra ¢ 3 pl do mix de reacdo poly(A). As amostras foram incubadas em um
termociclador e obedeceram a seguinte ciclagem: (I) 45 minutos a 37°C, (1) 10 minutos
a 65°C e (I11) Hold 4°C. Para ligagdo do adaptador foi adicionado em tubo eppendorf o
mix de reacdo de ligacdo com os seguintes componentes: 3ul de DNA ligase Buffer 5x,
4,5 ul 50 PEG 8000, 0,6 ul ligacdo do adaptador 25x, 1,5 de RNA ligase ¢ 0,4 pl de 4gua
livce de Rnase. 10 pl do mix foi transferido para cada pogo da placa de reagdo.
Posteriormente obedecendo os tempos de ciclagens: (1) 60 minutos a 16°C, (I11) hold
4°C. Para reacdo da transcriptase reversa foram utilizados os seguintes componentes para
preparar 0 mix de reacdo: 6ul de RT Buffer 5x, 1,2ul ANTP mix, 1,5ul primer RT
universal 20x, 3ul enzima RT 10x e 3,3ul de Rnase-free water. Para cada poco da placa
de reagdo foi adicionado 15ul do mix. As amostras foram incubadas seguindo os devidos
tempos de ciclagens: (I) 15 minutos a 42°C, (I1) 5 minutos a 85°C e (111) hold 4°C. Para
reacdo de amplificacdo de miRNAs (miR-AMP) os componentes utilizados para preparar
0 mix de reagdo foram: 25ul de Master mix miR-AMP 2x, 2,5ul primer miR-AMP 20x e
17,5ul de agua livre de RNase. Em uma nova placa foi adicionado 45ul do mix de reagdo
miR-AMP e 5ul do produto de reacdo RT. As amostras foram incubadas seguindo os

seguintes tempos de ciclagens: (I) 5 minutos a 92°C — 1 ciclo (11) 3 segundos a 95°C e 30
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segundos a 60°C - 14 ciclos (111) 10 minutos a 99°C — 1 ciclo (1V) hold 4°C. O produto

final da reacdo miR-AMP foi estocado a -20°C, até 2 meses.

V.8. Avaliacédo da expressdo de miRNAs por RT-PCR quantitativa (QRT-PCR)

Utilizando o equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems),
Para as reacdes de qRT-PCR, as amostras foram preparadas como descrito a seguir: 2,5ul
de cDNA, 5ul de TagMan Universal Mastermix, 2ul de agua livre de DNAse-RNAse e
0,5ul de ensaio em um volume final de 10ul. As condi¢6es de amplificagcdo obedeceram a
seguinte ciclagem (I) 5 minutos a 50°C, (1) 10 minutos a 95°C, (I11) 15 segundos a 95°C
e (IV) 1 minuto a 60°C, sendo os ciclos 3 e 4 repetidos 40 vezes. Todas as amostras
foram utilizadas em duplicatas. A expressdo dos miRNAs foi normalizado para o nivel de
hsa-miR-24-3p correspondente para cada amostra a fim de controlar a variabilidade entre
as amostras. Liang et al., 2007 relatou a expressao estavel do hsa-miR-24-3p em 40
tecidos normais.

Por fim, a comparacdo dos padrdes de expressdo dos miRNAs de interesse foi
realizada utilizando o método de Ct comparativo, onde ACt corresponde ao valor de
Ct do gene alvo subtraido do valor Ct do gene enddgeno, e AACt corresponde ao valor
ACt de cada alvo em lesdo subtraida do o ACt da pele normal (amostra calibradora).

-AN
2 Ct

Todos os dados foram plotados em unidades de expressdo relativa ( ) em relacdo ao

grupo controle.
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V.9. Delineamento do estudo

A pesquisa constituiu-se em um estudo transversal, onde foram selecionados
pacientes do posto de salde de Corte de Pedra-Ba, &rea endémica de LC. O estudo foi
desenvolvido no Servico de Imunologia do Complexo Hospitalar Universitario Professor
Edgard Santos — UFBA. O Servigo de Imunologia possui estrutura adequada para a

realizacdo do trabalho.

V.10. Analise estatistica

Para avaliacdo da expressdo dos miRNAs os dados foram representados em
unidades de expressdo relativa entre os grupos de comparacdo. A significancia estatistica
foi avaliada pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacao entre dois
grupos. A anélise de correlagdo foi analisada pelo teste de Spearman. Em adicéo, analises
de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier com o objetivo de
diferenciar o tempo de cura de acordo os valores de expressdao dos miRNAs. Uma curva
ROC foi feita com a finalidade de predizer a sensibilidade e especificidade de quem vai
curar ou falhar de acordo com os valores de expressdo do miRNA. Valores de p< 0,05
foram considerados estatistiticamente significante, e, para todas estas analises o software

GraphPad Prism 5 foi utilizado.
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VI. RESULTADOS GERAIS
V1.1. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas da populacao estudada

Um total de vinte e cinco pacientes com LC foram recrutados para o estudo. No
geral, a média de idade foi de 32 anos + 9,7 e a proporcao de homens:mulheres foi de
18:7. Em seguida, dividimos os pacientes em dois grupos de acordo com a resposta ao
tratamento com antimonial pentavalente (Sbv). Definimos como “cura”, aqueles
pacientes que tiveram a necessidade de apenas um curso de Shv, com tempo de cura de
até noventa dias; enquanto que o grupo “falha” eram aqueles que precisavam de dois ou
mais cursos de Sbv ou outra droga alternativa, com tempo de cura superior a noventa dias
para curar suas leses. Essa estratificacao foi utilizada para realizar anélise de correlacdo
quanto a resposta terapéutica e tempo de cicatrizacdo. Os dados clinicos e demograficos
dos pacientes estdo detalhados na Tabela 2. Em adicdo, doze amostras de doadores de
sangue provenientes da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA)
foram obtidas para os estudos em plasma. Estes doadores ndo possuiam histdria presente
ou pregressa de leishmaniose, assim como, outras doencas e comorbidades e ndo residiam

em area endémica.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes com leishmaniose cutanea que curaram

ou falharam na terapia com antimonial pentavalente

ASPECTOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

RESULTADO DO TRATAMENTO

Cura Falha Valor de p

Idade, média, (DP) 32+9/7 22+39 0,037
Sexo, %

Masculino 15/20 (75) 3/5 (60) 0,596

Duracéo da doencga, mediana, (1Q) 81,5 (65 -120) 160 (137,5-178) 0,008

Numero de lesGes, mediana, (1Q) 15 (1-2) 1(1-2,5) 0,765

Area da maior lesdo, mediana, mm? (1Q)  163,5 (84-537,5) 42 (25-301) 0,071

Area da IDRM, mediana, mm2 (1Q) 180 (25-440) 225 (144-240) 0,759

Lesdes nos membros inferiores, % 50 40 1,000

Tempo de cura, mediana, (1Q) 50 (36,2-59) 120 (120-143) 0,001

DP= Desvio padrdo; 1Q = Intervalo interquartil; IDRM= Intradermorreacdo de Montenegro.

VII1.2. Resultados do objetivo 1: Identificar miRNAs reguladores dos genes hiper-

expressos em uma analise de transcriptoma realizada em pacientes provenientes da area

endémica de Corte de Pedra-Ba.

Considerando os genes documentados na literatura e identificados a partir de um

estudo de transcriptoma realizado em pacientes infectados provenientes da area endémica

de Corte de Pedra-Ba, foram selecionados os miRs: 361-3p, 103a-2-5p, 140-3p, 1265,

205-3p, 584-5p, 7161-3p, 3646, 1252-3p, 4313, 153-5p, 5011-5p, 6885-3p e 4753-3p.

Nessa escolha foram utilizados os bancos de dominio publico TargetScanHuman 7.1

(http://www.targetscan.org/vert_71/) e miRBase (http://www.mirbase.org/). Os genes-

alvo para cada miRNA selecionado encontram-se na Tabela 3 abaixo. Devido ao seu
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efeito redundante, é possivel observar que um Unico miRNA aparece regulando diferentes

genes alvo.

Tabela 3 — Lista dos miRNASs selecionados para andlise por qPCR e seus respectivos genes alvo

mMiRNA

hsa-miR-361-3p
hsa-miR-103a-2-5p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-1265
hsa-miR-205-3p
hsa-miR-584-5p
hsa-miR-7161-3p
hsa-miR-3646
hsa-miR-1252-3p
hsa-miR-4313
hsa-miR-153-5p
hsa-miR-5011-5p
hsa-miR-6885-3p

hsa-miR-4753-3p

# DE
ACESSO
miRbase

MIMAT0004682

MIMATO0009196
MIMAT0004597

MIMATO0005918
MIMAT0009197
MIMATO0003249

MIMAT0028233
MIMAT0018065

MIMATO0026744
MIMAT0016865
MIMAT0026480
MIMAT0021045
MIMATO0027671

MIMAT0019891

GENES ALVO

TNF e GZMB

CXCLY9, FLI1, GBP5, GNLY
NKG7
CXCL10,GBP5,CXCL9

FLI1, CXCLOY, IL1-B, IL6
GBP5,CXCL9
GBP5,CXCL9,MMP1

GZMA
GZMA
GZMB

CXCL9,CXCL10,GBP5,IDO1
CXCL9,CXCL10,GBP5,IDO1
FLI1,GZMB,CXCL9

FLI1,MMP1,CCL8

SEQUENCIA DO miRNA MADURO

UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAUUU

AGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUG
UACCACAGGGUAGAACCACGG
CAGGAUGUGGUCAAGUGUUGUU

GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUC
UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
UAGAUCUUUGACUCUGGCAGUCUCCAGG

AAAAUGAAAUGAGCCCAGCCCA
CAAAUGAGCUUAAUUUCCUUUU
AGCCCCCUGGCCCCAAACCC

UCAUUUUUGUGAUGUUGCAGCU
UAUAUAUACAGCCAUGCACUC
CUUUGCUUCCUGCUCCCCUAG

UUCUCUUUCUUUAGCCUUGUGU

MiRNA, microRNA; hsa-miR, homo sapiens

O desenho dessas moléculas foi disponibilizado pelo software TargetScanHuman
gue mostra a regido de ligacdo do miRNA ao gene-alvo, conforme exemplos mostrados

na Tabela 4.


http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004682
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0009196
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004597
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0005918
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0009197
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003249
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0028233
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0018065
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0026744
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0016865
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0026480
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0021045
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0027671
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0019891
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Tabela 4. Regido de ligagdo dos miR-361-3p, 103a-2-5p e 205-3p aos seus respectivos genes

alvos.

POSIGAO NA REGIAO 3'UTR

PAREAMENTO PREDITO

REGIAO ALVO (Superior) E miRNA (Inferior)

TNF

hsa-miR-361-3p

5

3’

...GGAGACCGGGGUAUCI(IZEJIGIGGGGA...

UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU

GZMB

hsa-miR-361-3p

..AUGCAGUGUGGCCGGCUGGGGGC...

UUUAGUCUUUAGUGUGGACCCCU

...CCAUUGAGUUGUGCGliCIEIGIGIGIGAC...

UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU

...UGGAGACUCAAGUAGLi(i‘-:IGIGIGIGAC...

UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU

...AGGAAACUGUGCCCACIZIUIGIGIGIGGU...

UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU

CXCL9

hsa-miR-103a-2-5p

..AGCU UCUCCAACAAUA,IAIGI,?IAGCA...

GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA

FLI1

hsa-miR-103a-2-5p

...GUCAUGGUUCUGAGA/IAiAIGI/IAiA\IGCU...

GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA

GBP5

hsa-miR-103a-2-5p

5

3’

...GCUUAAGGGCUAAAGmGAAGCC...

GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA

GNLY

hsa-miR-103a-2-5p

5.

GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA

CAACCUUGUCCUGUGGAIAI\GAAGCA...

CXCL9

hsa-miR-205-3p

..AUUUAAAACAU UACUCiLiCI-}AAAUU...

CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG

...GUUAUACCUUGUAAULIJliJi.;AAAUAU...

CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG

IL6

hsa-miR-205-3p

3’

..uu UAUGUAUUAGUUUIUI(.I;??AIUAA...

CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG

IL1p

hsa-miR-205-3p

5

3°

...UACUGUUCAAUGGUUCIUICI-}?AAUA...

CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG

A fita 5 corresponde ao miRNA e afita 3"corresponde ao gene alvo.
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VI. 3. Resultados do objetivo 2: Avaliar a expressdo dos miRNAs em biopsias de pele

de pacientes com Leishmaniose Cutanea Classica (LC) e em amostras de pele normal.

Para determinar se a patogénese da leishmaniose cutdnea é acompanhada pela
alteracdo da expressdo de miRNAs que regulam genes nas lesdes de LC, os niveis de
expressdao de miRNAs candidatos foram comparados entre bidpsias de lesdes de LC
(N=25) e bidpsias de pele normal distante da lesdo (N=25). Dos quatorze miRNAs alvos
avaliados, apenas quatro apresentaram expressao tecidual detectavel: miR-361-3p (TNF
e GZMB), miR-103a-2-5p (CXCL9, FLI1, GBP5, GNLY), miR-140-3p (NKG7) e miR-
205-3p (FLI1, CXCL9, IL1-8, IL-6). Os miRNAs miR-361-3p e -140-3p foram
significativamente mais expressos nas lesdes de LC quando comparados a amostras de
pele normal, (p=0,0001 e p< 0,0001, respectivamente), conforme demonstrado na Figura
6. Os miR-103a-2-5p e -205-3p embora também estivessem mais expressos em lesées do
qgue em pele normal, ndo alcancaram significancia estatistica, como mostrado na Figura

7.
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Figura 6. Comparacdo da expressao relativa dos miR-361-3p (A) e miR-140-3p (B) em amostras
de pele lesionada e amostras de pele normal de pacientes de LC. Avaliacdo por gPCR. Todos 0s
valores foram representados em unidades de expressdo relativa (27*“") da lesdo em relacéo & pele
normal de cada individuo. As barras representam a mediana dos grupos. Os dados foram analisados
utilizando o teste ndo paramétrico de Mann Whitney pelo programa GraphPad Prism.
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Figura 7. Comparacdo da expressdo relativa dos miR-103a-2-5p (A) e miR-205-3p (B) em
amostras de pele lesionada e amostras de pele normal de pacientes de LC. Avalia¢do por gPCR
em tempo real. Todos os valores foram representados em unidades de expresséo relativa (2**“") da
lesdo em relacdo a pele normal de cada individuo. As barras representam a mediana dos grupos. Os
dados foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney pelo programa GraphPad
Prism.
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VI. 4. Resultados do objetivo 3: Avaliar a expressdo de miRNAs no plasma de

pacientes com LC e doadores sadios.

O método de gPCR também foi utilizado para avaliacdo do perfil de expressdo de
miRNAs no plasma de pacientes infectados por L. braziliensis e em individuos nédo
residentes na area endémica e provenientes de banco de sangue que serviram como
controles. Nao detectamos expressdo dos miRNA testados nos plasmas avaliados tanto

em pacientes, quanto em controles sadios.

VI. 5. Resultados do objetivo 4: Correlacionar a expressdo dos miRNAs com o0s
parametros clinicos de pacientes com LC (tratamento, area da lesdo, &rea da
intradermorreacéo de Montenegro (IDRM) e nimero de lesbes ulceradas).

Antes das anélises de correlacdo propriamente ditas, iniciamos o manejo dos
dados fazendo andlises de associacdo. Neste ponto, observamos uma associagao
significante entre o nimero de cursos de antimonial pentavalente e a expressdo do miR-
361-3p, com maior expressdo em pacientes que tomaram dois ou mais cursos de
tratamento em comparacdo aqueles que receberam apenas um curso, (p=0,0071),
conforme demonstrado na Figura 8. No entanto, ndo houve associa¢do dos miR-140-3p, -
103a-2-5p e -205-3p com falha terapéutica e demais parametros clinicos (area da leséao,
area da IDRM e numeros de lesdes ulceradas). Em relagdo as andlises de correlacdo entre
a expressdo desses miRNAs com 0s mesmos parametros clinicos ja descritos, nossos
resultados mostram uma correlacdo positiva entre 0 numero de cursos de Shv e a
expressao relativa do miR-361-3p, mostrando que a expressdo deste miRNA foi maior em
pacientes que ndo atigiram a cura com um curso de Sbv (r= 0,6, p= 0,003) Figura 9.
Além disso, também encontramos uma correlacdo direta entre 0 mesmo miRNA e o

tempo de cura das lesbes (r= 0,5, p= 0,007), indicando que os individuos que expressam
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mais esse mMiIRNA demandam um tempo maior de cura das suas lesdes como mostrado na
Figura 10. Novamente, esse foi o inico miRNA que mostrou correlacdo significante em
relacdo a este pardmetro clinico. Os demais pardmetros avaliados ndo foram

correlacionados com nenhum dos miRNAs, como mostrado nas Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 8. Associacdo entre o nimero de cursos de antimonial pentavalente e expresséo do miR-
361-3p. Os pacientes elencados no grupo “cura” sdo aqueles que tomaram apenas um curso de
tratamento e cicatrizaram suas lesdes em até 90 dias. Os pacientes do grupo “falha” precisaram de dois
ou mais cursos de terapia com antimonial com processo de cicatrizagdo superior a 90 dias. Avaliacao
por gPCR em tempo real. Todos os dados foram representados em unidades de expressao relativa (2°
AACH "Os dados foram analisados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann Whitney pelo programa

GraphPad Prism.
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Figura 9. Analise de correlacdo de Spearman entre a expressao relativa do miR -361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p com o numero de cursos de Shv.
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Figura 12. Analise de correlacdo de Spearman entre a expressdo relativa do miR -361-3p, -140-3p, -
103a-2-5p, 205-3p com a area da IDRM.
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Figura 13. Analise de correlacdo de Spearman entre a expressdo relativa do miR-361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p com o numero de lesdes ulceradas.
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Como desdobramento das nossas analises iniciais, fizemos uma anélise de
sobrevida pelo método de Kaplan-Meier com o objetivo de diferenciar o tempo de cura
de acordo aos valores de expressdo dos miRNAs avaliados. Esta analise revelou que
quanto maior a expressao do miR-361-3p, maior o tempo previsto para cicatrizacdo da

Ulcera de LC (p= 0,002 e p= 0.010), conforme Figura 14.
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Figura 14. Andlise de sobrevida de Kaplan-Meier diferenciando o tempo de cicatrizacdo de acordo

com os valores de expressao do miR-361-3p.

Por fim, para avaliarmos se a expressdo do miR-361-3p pode ser utilizada como
um biomarcador de falha terapeutica, fizemos uma analise de curva ROC. Desse modo, a
curva ROC mostrou que os valores da expressdo do miR-361-3p sdo capazes de
discriminar corretamente os individuos que nédo responderam ao tratamento (AUC=0.95,
p= 0,006) com uma sensibilidade de 81,2% (IC=54,3-95,9) e especificidade de 100%

(1IC=39,7-100), utilizando o cut off de 9,5 (Figura 15). Estas mesmas analises foram
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realizadas para os outros miRNAs, porém ndo foram alcancados valores com

significancia estatistica. A Tabela 5 mostra os valores obtidos na anélise de curva ROC

de todos os miRNAs (&rea sob a curva, sensibilidade, especificidade e valor de P).
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Figura 15. Expressdo relativa do miR-361-3p na lesdo prediz falha terapéutica em pacientes com
LC. Os valores de expressdo do miR-361-3p discriminam significativamente os individuos que néo
responderam ao tratamento com um curso de Shv e sdo refratarios (area sob a curva ROC [0,95; p=

0,006).

Tabela 5. Valores obtidos na analise de curva ROC

MiRNA Areasoba Sensibilidade Especificidade  Cutoff  Valor de p
curva 95% IC 95% IC
miR-361-3p 0,95 81,20 100 <9,521 0,006
miR-140-3p 0,62 55,96 100 > 5,563 0,410
miR-103a-2-5p 0,65 50,80 100 > 49,72 0,308
miR-205-3p 0,51 55,96 100 > 5,563 0,926
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VII. DISCUSSAO

A LTA é considerada pela OMS uma das principais doencas negligenciadas e esta
entre as endemias com maior impacto em salde publica, devido a sua ampla distribuicao,
ocorréncia de formas clinicas debilitantes, além das limitacGes referentes ao diagndstico,
tratamento e controle. A patogénese e amplo espectro clinico dessa doenca estdo
relacionados a diversos aspectos, incluindo a interacdo entre o parasita e a resposta imune
e fatores genéticos e epigenéticos do hospedeiro. O numero crescente de casos de
leishmaniose, somando a refratariedade crescente dos tratamentos disponiveis e a
auséncia de métodos adequados de controle e profilaxia em grandes areas de transmissao
justificam a relevancia da continuacdo em pesquisas que identifiquem alvos para o
desenvolvimento de novos tratamentos e vacinas que garantam protecdo a longo termo
em populagdes expostas. Nesse contexto, estudos utilizando diferentes abordagens
moleculares vém esclarecendo vias e mecanismos que podem nortear a identificacdo de
antigenos e farmacos com potencial de aplicacdo e que podem, no futuro, ser traduzidos
em beneficios diretos para os pacientes, especialmente considerando areas endémicas
onde a condicdo socioeconémica da populacdo aumenta a dificuldade em lidar com as
consequéncias da leishmaniose.

Hoje se sabe que os miRNAs sdo importantes reguladores de vérias funcdes
celulares, com capacidade de inibir e ativar a expressao génica de diferentes formas em
situacdes fisiologicas e patoldgicas. Assim, alteracdes identificadas na expressdo de
miRNAs do hospedeiro podem elucidar mecanismos relacionados a imunopatogénese de
doencas infecciosas e parasitarias. Portanto, varios trabalhos tem sido realizados para
melhor esclarecer a funcdo dos miRNAs e o importante papel regulatério que estas

moléculas desempenham em diversas doencas.
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O papel dos miRNAs na leishmaniose tem sido pouco estudado, no entanto dados
anteriores mostram que essa classe de reguladores pode controlar diversas vias celulares
do hospedeiro, direcionando a infeccdo e regulando mecanismos que culminam no
desenvolvimento da doenca (Lemaire et al., 2013; Ghosh et al., 2013; Geraci et al., 2015;
Chamnanchanunt et al., 2017). Em relacdo a LTA, h& apenas um Unico trabalho,
publicado muito recentemente destacando miRNAs envolvidos na resposta ao tratamento
da doenca (Nunes et al., 2018). Na certeza de que é preciso adicionar conhecimento sobre
o0 tema & literatura, o presente estudo teve a finalidade de identificar miRNAs reguladores
de genes com expressdo diferenciada no transcriptoma de individuos com LC, a fim de
esclarecer o papel dessas moléculas na infeccdo causada por L. braziliensis e que leva ao
desenvolvimento da lesdo. Em adigdo, buscamos possiveis correla¢cbes com parametros
clinicos relevantes dessa doenca.

Nossos resultados mostram que 0os miRNAs miR-361-3p, -103a-2-5p, -140-3p e -
205-3p possuem um perfil de expressdo aumentada na lesdo de individuos infectados
com LC em relacdo a pele normal, evidenciando que a infeccdo por L. braziliensis altera
a expressdo dos miRNAs no ambiente tecidual. Com relacéo aos genes-alvo dos miRNAs
miR-361-3p e miR-140-3p, os genes TNF, GZMB e NKG?7 tiveram expressdo aumentada
nas lesBes de individuos infectados por L. braziliensis (Novais et al., 2014). De um modo
geral é postulado que ha uma relacdo inversa na expressdo do miRNA em relagdo aos
seus genes alvo, ou seja, a medida que a expressio do mMiRNA aumenta no
microambiente, a expressdo do gene tende a cair. Porém, ao contrario do esperado,
observamos que 0 miR-361-3p e 0 miR-140-3p se mostraram significativamente mais
expressos nas lesbes de individuos infectados. Essa expressdo elevada pode estar
ocorrendo numa tentativa desses miRNAs de conterem a expressdo também exacerbada
dos seus genes-alvo no sitio da lesdo. Alternativamente, uma outra abordagem que

poderia explicar este resultado seria que esses miRNAs induzam a expressdo desses
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genes na regido promotora. Desse modo, nossos resultados estariam de acordo com
Zhang et al., 2014, que, analisando a expressao do let-7i em células mononucleares do
sangue periférico de individuos com HIV-1, constatou que este miRNA se associa com a
RNA polimerase Il (POL I1) no ndcleo celular, onde se liga especificamente ao elemento
promotor TATA box de seu genes-alvo, elevando assim os niveis do mRNA e a producéo
de proteinas. Do mesmo modo, outros miRNAs celulares como 0 miR-138 e miR-92a,
também aumentaram as atividades do promotor através da ligagdo aos motivos TATA-
box. Adicionalmente, mais estudos demonstraram que diversos miRNAs podem induzir a
expressdo de genes se ligando a sequéncias complementares ao promotor (Place et al.,
2008; Li L-C et al., 2006). Estes achados indicam um mecanismo regulador adicional da
expressdo génica por miRNAs. Dessa forma, hipotetizamos que o aumento do miR-361-
3p e miR-140-3p pode induzir a expressdo de seus genes-alvos em lesdes de pacientes
infectados por L. braziliensis, colaborando para o aumento do dano tecidual observado.
Porém, apenas estudos funcionais poderiam esclarecer o real mecanismo de acdo que
ocorreria na infecgéo in vivo.

A busca por correlagbes com parametros clinicos foi uma estratégia empregada
neste trabalho com o intuito de explorar dados potencialmente relevantes no contexto da
patogénese da LC. Desta forma, resposta ao tratamento, tempo de cura, area da lesdo,
area da IDRM e numeros de lesBes ulceradas foram os parametros selecionados para
correlagdo com a expressao de miRNAs detectados. Nossos resultados mostram de forma
pioneira uma correlacdo direta entre um miRNA e ambos, resposta ao tratamento e tempo
de cura na LC. E demonstram de maneira consistente que um miRNA regulador de genes
importantes na imunopatogénese da LC como TNF e GZMB pode influenciar a resposta
inflamatoria ao ponto de refletir-se em desfechos clinicos relevantes como a resposta
terapéutica e o tempo de cura da doenca. Esses resultados tem um impacto muito grande,

pois indicam que 0 miR-361-3p poderia ter valor progndéstico na evolucdo da LC e torna
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esse marcador importante de se investigar do ponto de vista funcional. Da mesma forma,
0 miR-140-3p, apesar de ndo correlacionado a pardmetros clinicos pode ter um papel
importante na imunopatogénese pois estd com sua expressdo aumentada seja na tentativa
de regular o NKG7 ou, opostamente, contribuindo para 0 seu aumento, com
consequéncias diretas na formacdo da ulcera leishmanidtica.

Diversos estudos demonstraram o envolvimento dos miRNAs no desenvolvimento
da resposta imunolodgica. Desta forma, miRNAs circulantes detectados no plasma séo de
interesse clinico, devido a sua possivel aplicacdo como biomarcadores detectaveis de
forma minimamente invasiva. A quantificacdo de miRNAs circulantes € um desafio pelos
niveis proteicos elevados e pela baixa concentracdo de RNA no plasma e soro. Neste
estudo, ndo detectamos expressao dos miRNAs selecionados no plasma de pacientes com
LC e controles sadios. Isso pode ser explicado por dois motivos: (1) limitagdo na
capacidade de deteccdo do kit; (2) a expressdo dos miRNAs avaliados pode ter uma acao
mais local do que sistémica, tornando dificil a sua detec¢do no plasma.

Em relacdo aos genes regulados pelos miRNAs escolhidos para este estudo,
mecanismos citotoxicos mediado pelo recrutamento de células T NK e CD8+ em resposta
a infeccdo por L. braziliensis, induzem citocinas pro-inflamatérias como TNF e
consequentemente desempenham diversas fungdes dentro do organismo. Geralmente esta
ligado & resposta pro-inflamatdria, sendo produzido por macréfagos, celulas dendriticas,
neutrdfilos, linfocitos T e induz tanto a expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais quanto a producdo de quimiocinas por diversas células (Ribeiro-de-Jesus et
al., 1998; Bacellar et al., 2002; Carvalho et al., 2012). A enzima GZMB, também é uma
importante molécula efetora de citotoxidade, pois liga-se a superficie da célula-alvo e
entra no citoplasma, ativando a cascata das caspases e induzindo a apoptose (Novais et
al., 2013, 2014). Do mesmo modo, dados anteriores reportaram uma correlacdo positiva

entre a quantidade de GZMB de celulas T CD8 + e o tamanho da leséo (Santos et al.
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2013). A granzima B pode indiretamente promover a inflamacao através da ativacao de
citocinas como IL-18, IL-1p e IL-1a (Omoto et al. 2010, Afonina et al. 2011, Hiebert &
Granville 2012). Um provavel mecanismo de como as células citotoxicas medeiam a
inflamacdo e a lesdo tecidual na LC é que, apds a desgranulacao das células citotdxicas, a
granzima B e a perforina sdo liberadas no espaco extracelular, induzindo a apoptose de
macrofagos infectados e células residentes. Além disso, a granzima B pode contribuir
indiretamente para a inflamacdo pela ativacdo de citocinas pro-inflamatérias, como o
TNF, bem como a degradacdo dos substratos da matriz extracelular (MEC), contribuindo
para 0 dano tecidual (Campos et al.,, 2017) J& a quimiocina CXCL9 participa no
recrutamento de células inflamatorias, sendo que a expressao excessiva dessa quimiocina
traz mais células T CD8+ para a pele, exacerbando assim a imunopatogénese. (Novais et
al., 2014). O gene FLI1, desempenha um papel importante no processo de cura de lesdo e
polimorfismos em FLI1 foram previamente associados a susceptibilidade a LTA em
Corte de Pedra (Nakerakanti et al., 2006; Castellucci et al., 2011). O gene NKG7, o qual
é regulado pelo miR-140-3p, ativa células NK que produzem IFNy ativando macrofagos
para destruir microrganismos fagocitados. O gene IL1-B estda relacionado ao
inflammasoma, e promove aumento da inflamacdo, estimulando a producdo de
guimiocinas, como a IL-8, e também as metaloproteinases de matriz, que degradam a
matriz extracelular levando ao dano tecidual (Pirmez et al., 1993; Novais et al., 2017).
Nosso estudo mostrou que a regulacdo por miRNAs € importante na patogénese
da LC, contribuindo ndo so6 para o dano tecidual mas também para a falha terapéutica e
aumento do tempo de cura em individuos refratarios ao antimonial pentavalente. Em
ultima instancia, nossos resultados abrem perspectivas para novos estudos exploratérios
envolvendo os miRNAs, assim como a realizacdo de estudos funcionais que podem
agregar novas informacgdes uteis para o desenvolvimento de novas terapias e alvos

vacinais em LTA.
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VIIl. CONCLUSOES

1) Os miR-361-3p e miR-140-3p possuem um perfil de expressdo elevado nas lesdes
de LC em relagdo a pele normal de pacientes infectados por L. braziliensis,

mostrando que a regulacéo destes miRNAs e importante na patogénese da LC.

2) O miR-361-3p foi correlacionado com falha terapéutica e com maior tempo de
cura da doenca, evidenciando o seu potencial como biomarcador de prognostico

na LC causada por L. braziliensis.
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IX. SUMMARY

American Cutaneous Leishmaniasis (ATL) is a parasitic infectious disease caused by
protozoa of the genus Leishmania and it is between the endemies with the greatest impact
on public health due to its globalized distribution and limitations regarding diagnosis,
treatment and control in endemic areas. In recent years, studies of the ability of
Leishmania spp. of altering the transcriptome of infected cells and tissues, has certainly
added knowledge to the mechanisms of disease immunopathogenesis. Objectives: To
evaluate in skin and plasma the expression of miRNAs that regulates genes highly
expressed in lesions of cutaneous leishmaniasis (CL) caused by Leishmania braziliensis;
To correlate the miRNAs expression with relevant clinical parameters of participants
(IDRM area, size of lesions, healing time and therapeutic response). Methods: Two skin
biopsies from twenty five patients with CL infected by L. braziliensis (injured skin and
healthy skin) and twelve plasma samples from individuals with CL and healthy controls
were obtained. For the RNA extraction of skin and plasma we used the methods of
TRIzol and the commercial kit MagMAX ™ mirVana ™ (Thermo Fisher), respectively.
To obtain complementary DNA (cDNA) we used the commercially available TagMan®
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher), following the manufacturer's
guidelines. Expression levels of candidate miRNASs in cutaneous and plasma biopsies
were detected by gPCR using pre-designed TagMan® assays (Thermo Fisher). Data were
analyzed using the non-parametric Mann-Whitney test for comparison of CL skin with
normal skin data; Spearman correlation, Kaplan-Meier survival analysis, and ROC curve
using GraphPad Prism 5 software were used for evaluations of the expression profile of
the miRNAs and the clinical parameters evaluated. Results: Of the fourteen miRNAs
tested, four showed expression in the tissues: miR-361-3p, -103a-2-5p, -140-3p and -205-
3p. The miRNAs miR-361-3p and -140-3p were significantly more expressed in the CL
lesions when compared to normal skin samples (p= 0.0001 and p< 0.0001, respectively).
In addition, we observed an association between the miR-361-3p expression and
therapeutic failure (p = 0.0071) and a direct correlation between the miR-361-3p
expression and greater healing time (r= 0.5 and p= 0.007). Additionally, complementary
analysis have shown that miR-361-3p is able to identify patients with good sensitivity
(81.2%) and specificity (100%) who tend to fail initial treatment with antimonial (area
under the ROC curve 0.95; p= 0.006). Finally, the survival curve taking the cure time as
the endpoint showed that the greater the miR-361-3p expression, the longer the healing
time of the CL ulcers. We did not observe expression of selected miRNAs in plasma.
Conclusion: miR-361-3p and miR-140-3p have a differentiated expression profile in the
lesions of CL in relation to the normal skin of patients infected by L. braziliensis,
showing that miRNAs regulation is important in the pathogenesis of CL; The miR-361-
3p was correlated with therapeutic failure and with healing time, evidencing its potential
as a prognostic biomarker in CL caused by L. braziliensis.

Keywords: 1. miRNAs; 2. American Cutaneous Leishmaniasis; 3. Gene expression; 4.
Tissue damage; 5. Immunopathogenesis
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XI. ANEXOS

X1.1. PRODUCAO CIENTIFICA

1. The miRNA 361-3p, a regulator of GZMB and TNF is associated with
therapeutic failure and longer time healing of cutaneous leishmaniasis

caused by L. (Viannia) braziliensis.
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ABSTRACT

L. (Viannia) braziliensis infection causes American Tegumentary Leishmaniasis (ATL),
with prolonged time to healing lesions. The potent inflammatory response developed by
the host is important to control the parasite burden and infection however an unbalanced
immunity may cooperate to the tissue damage observed. The mechanisms underlying
the pathological responses associated with ATL remain to be better understood. That
includes epigenetic regulation by non-coding MicroRNAs (miRNAs), sequences around
22 nucleotides that act as post-transcriptional regulators of RNAs encoding proteins.
The miRNAs have been associated with parasitic diseases, including leishmaniasis.
Here we evaluated miRNAs that targeted genes expressed in cutaneous leishmaniasis
lesions (CL) by comparing its expression in both CL and normal skin obtained from the
same individual. In addition, we evaluated if the miRNAs expression would be
correlated with clinical parameters such as therapeutic failure, healing time as well as
lesion size. The miR-361-3p and miR-140-3p were significantly more expressed in CL
lesions compared to normal skin samples (p = 0.000]1 and p <0.0001, respectively). In
addition, the miR-361-3p was comrelated with both, therapeutic failure and healing time
of disease (r= 0.6, p= 0.003 and r= 0.5, p= 0.007, respectively) . In addition,
complementary analysis shown that miR-361-3p is able to identify with good sensitivity
(&81.2%) and specificity (100%) patients who tend to fail initial treatment with
pentavalent antimonial (Sbv). Finally, the survival analysis considening “cure™ as the
endpoint showed that the higher the expression of miR-361-3p, the longer the healing
time of CL. Overall, our data suggest the potential of miR-361-3p as a prognostic
biomarker in CL caused by L. braziliensis.

Key words: miRNAs, American Cutaneous Leishmaniasis, Gene expression, Tissue
damage, Immunopathogenesis
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INTRODUCTION

American tegumentar leishmaniasis (ATL) is a complex, multifactorial disease that
results from environmental factors such as parasite polymorphisms, phlebotomine sand
fly components, as well as the host’s immune and genetic background (1). This disease
extends from Mexico to Argentina (2), and is caused by various species of the
Leishmania braziliensis and Leishmania mexicana complexes of parasites (3).
Leishmania (Viannia) braziliensis is responsible for the majorty of ATL cases in South
America, causing localized cutaneous (CL) and mucosal leishmaniasis (ML) (4). This
species has also been implicated in the emergence of new syndromes like disseminated
leishmaniasis (DL) and atypical cutaneous leishmaniasis (ACL) in Northeast Brazil.
The CL is the most common clinical form and is characterized by one or more
granulomatous ulcers often located in the upper and lower limbs, but also in the head,
face and trunk (5). This is a disease where the outcome of the infection depends on both
the extent of parasite elimination and the relative induction of potentially
immunopathologic responses (6). In this context, we believe that host-parasite
interaction hides key mechanisms of disease outcome and this interface is finely
regulated by epigenetic mechanisms. Broadly speaking, epigenetics refers to stimuli-
triggered changes in gene expression due to processes that arise independent of changes
in the underlying DNA sequence. Some of these processes have been elucidated and
include DA methylation (7), histone modifications and chromatin-remodeling proteins
(&), and DNA silencing by noncoding RNAs, including miRNAs (9). The microRNAs
are non-coding RNAs consisting of a sequence of about 22 nucleotides, which act as
post-transcriptional regulators by interfering in processing and stability of RNA coding
proteins. Since their identification, miRNAs have been associated to numerous
biological and pathological processes, including several inflammatory and infectious
diseases (10-14). Regarding leishmaniasis although there is now an increasing body of
evidence underpinning alterations of these small RNAs in different models {15-18),
there is a paucity of studies performed with human samples. As examples, data showed
changes in the expression of miENAs in human macrophages infected by L.major, with
some of these miIRMNAs involved in the activation of monocytes through TLR signaling
(19). In addition, there was a species-specific global downregulation in muBNA
expression among host cells following infection with L.major and L. donovani, which
showed enrichment of MAP kinase, JAK-STAT and TGF-J} signaling pathways after in
silico- predicted targets analysis (20). Finally, in a recent study, the miR-193b, miR-
671, and TREM! were correlated with faster wound healing in patients infected by
L braziliensis (21). All together these data support the idea that the host cell undergoes

selection and specific miRNA regulation after infection with Leishmania parasites.
However, it is necessary to add to the literature data on how these molecules are

expressed in specimens of patients. In this study we used a previously published
transcriptional analysis comparing CL lesion samples and normal skin of patients
infected L. braziliensis (GEO accession number GSE553664), which showed that genes
associated with inflammatory cell recruitment (CXCLY, CXCLIO and CCLE) and
cytotoxicity (GZMA, GZMB, and GLYN) were highly expressed in L braziliensis
lesions. In contrast, the most down-regulated genes were associated with maintenance
of the epidermal barrier function (22). Based on this previous study, we aimed to
identify the miRNAs that could act as regulators of differentially genes found in CL
lesions and thus, be potential markers of immune response and tissue damage, as well as
modifiers of clinical parameters such as disease severity, response to treatment and
healing time.
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MATERIAL AND METHODS

The Endemic Site

The study was conducted in the rural area of Corte de Pedra, Bahia, Brazil. where ATL
caused by L. braziliensis 15 endemic. The area of Corte de Pedra is characterized by
1solated sites of Atlantic forest with agricultural activities providing the main source of
income for the majority of its inhabitants (23). The occupational and domestic habits of
these individuals, which involve work on farms and homes built in clearings in the
woods, have increased the population exposure to L. braziliensis infection. Between the
years 2012 and 2017, 6,597 cases of ATL were reported in the region of Corte de Pedra.
As other endemic foci, the cure rates of antimonial pentavalent (Sbv) declined from
20% to 50% in the last 30 years (24-26).

Patient Recruitment and Clinical Data

Twenty five patients with CL, enrolled after diagnosis and prior treatment, of both sexes
and aged between 18 and 60 years, were recruited at the health clinic of Corte de Pedra-
BA. Patients who had other clinical forms of the disease, pregnant and carmers of
systemic diseases were excluded. CL was defined by the presence of one or a few
ulcerative cutaneous lesions with raised borders and no evidence of mucosal
involvement. All patients had clinical diagnosis confirmed by DNA detection of the
parasite by PCR in biopsy specimens. Demographic features, illness duration, number
of lesions, location and size of the ulcers were recorded. All patients were treated with
antimoniate of meglumine (Glucantime, Sanofi’Avetis), as recommended by the
Brazilian Minister of Health. The Glucantime (Sanofi/Aventis) was administration by
intravenous route daily in a concentration of 20mg/Kg/day for 20 days. Cure was
defined as a complete healing of ulcers in the absence of raised borders on day 90 and
failure by persistence of active ulcer or healing of the lesion but with raised edges. All
these data were taken into account in cur analysis, in an attempt to identify a correlation
between these data and the miRNA expresion. Finally, we classified the patients in two
groups according to treatment response to Sbv. We defined as “responders”, those who
cured their lesion with a single course of Sbv on day 90; while “refractories” were those
who needed two or more courses of Sbv or other alternative drug and took more than 90
days to heal their lesions. This stratification was used to perform correlation analysis
regarding therapy failure and healing time.

Sample Collection and RNA Extraction

95

Two tissue specimens were obtained from each patient: a normal skin biopsy was took
from a distant site of the CL lesion, whereas a CL biopsy was collected from the border
of the lesion. These biopsies were collected by a physician, using a 4mm punch and
immediately preserved in RNA Later Solution {Ambion), until further RNA isolation.
The tissue was intensely macerated using the TissueRuptor (Qiagen) followed by
TRIzol RNA isolation, according to manufacturer’s instructions. The isolated RNA was
resuspended in 20 pl of RNase-free water and concentration determined by optical

density measurements (260nm and 280nm) using Nanodrop®. Samples were stored at
70°C until use.

cDNA Synthesis and Evaluation of miRNA Expression by Quantitative RT-PCR

(qPCR)



By filtering information from the public databases TargetScan Human Prediction Tool
version 7.0 and miRBase (release 22) we choose candidate miRMNAs that were indicated
as regulators of the differentially expressed genes described by Novais er al., 2014 (22).
Reverse transcription and complementary DNA (cDNA) synthesis were performed
using the commercially available TagMan® Advanced miBRNA c¢DNA Synthesis Kit
{Thermo Fisher Scientific), following the manufacturer’s instructions. The expression of
candidate miRMNAs in skin biopsies of patients with CL was evaluated by the real-time
quantitative PCR (qPCR) technique using TagMan® Advanced miRNA assays (Thermo
Fisher Scientific) through the 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems®),
according to the protocol provided by the company. All reactions were performed in
duplicates and levels of miRNA target expression were normalized to the corresponding
endogenous hsa-miR-24-3p (27). The amplification cycling consisted of two
consecutive holds of 5 minutes at 30°C and 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles
of 15 seconds at 95°C and | minute at 60°C. The expression values were obtained by
the comparative delta (A) Ct method, where ACt corresponds to the Ct value of the
target gene subtracted from the Ct valued of the endogenous gene, and AACt
corresponds to the ACt value of each target in lesion subtracted from the ACt of normal
skin (calibrator sample). All data were plotted in units of relative expression (2-AACt)
relative to the control group.

Statistical Analysis

The miRNAs data were represented in units of relative expression between comparison
groups. Association tests were performed using the non-parametric Mann-Whitney.
Correlation analysis between the miRNAs and clinical parameters was made by the
Spearman correlation test. In addition, survival analysis was estimated by the Kaplan-
meier method with the aim of differentiating the healing time according to the miRNAs
expression values. A ROC curve was made to predict who might cure or fail the Sbhv
treatment according to the miRMNAs expression values. A p value <0.05 was considered
statistically significant. For all analysis we used the GraphPad Prism 5 software.

Ethical Statement

This study adhered to the Declaration of Helsinki and was approved bv the Hospital
Universitario Professor Edgard Santos Ethics Committee at Universidade Federal da
Bahia (CEP 22/2012) and the Brazilian MNational Ethical Committee (CONEP:
1258513.1.000.5537). A written informed consent was obtained from every individual
who accepted to participate in this study.

RESULTS
Clinical and Epidemiological Characteristics of the Sample

Twenty-five patients with CL were recruited at the diagnosis in the Health Center of
Corte de Pedra, Brazil. The clinical and demographic of these patients who cure or
failure to antimony therapy are detailed on Table 1. Patients who failed were younger
than those who cured. There was no difference between the groups regarding the
gender, duration of the illness, number of lesions, size of the greater lesion and
percentage of ulcers in the inferior limb. As expected the healing time in those who
cured were shorter than in those who failed.
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Evaluation of the miRNAs Expression in Normal and CL Skin Biopsies of Patients
Infected by L.braziliensis.

The miRNAs 361-3p, 103a-2-5p, 140-3p, 1265, 205-3p, 584-5p, T161-3p, 3646, 1252-
3p, 4313, 153-5p, 5011-5p, 6885-3p and 4753-3p were evaluated in this study,
according to their association with the differentially expressed target genes found in
GSE5S5664 (Table 2). It i1s important to note that some of these miBENAs also target the
FLII gene that was previously associated to increased susceptibility to CL in families
from Corte de Pedra (28). We compared the biopsies of CL lesions and normal skin
from the same patient (N = 25) in order to determine if the pathogenesis of CL caused
by L.braziliensis 1s accompanied by an altered expression of miRNAs that regulate
genes expressed in CL lesions. Of the fourteen target miRNA evaluated, only four
showed expression in the tissues: miR-361-3p, -103a-2-5p, -140-3p. and -205-3p.
Interestingly, the miR-361-3p and miR-140-3p were significantly more expressed in the
CL lesions when compared to normal skin samples (p=0.0001 and p <0.0001,
respectively), as shown in Figure 1A, B. The miR-103a-2-5p and -205-3p although also
more expressed in lesions than in normal skin, did not reach statistical significance, as
shown in Figure 1C, D.

Correlation of the miRNA Expression with the Clinical Parameters of Patients
with LC (Lesion Size, Treatment Response and Healing Time)

We performed correlation analysis between the expression of the miRNAs and clinical
parameters, lesion size, # of courses of antimony therapy and healing time. There was a
positive correlation between the number of courses of antimonial pentavalent treatment
and the expression of miR-361-3p, showing that the miRNA expression was higher in
patients that fail to one therapy course of Shv (r= 0.6, p= 0.003), Figure 2A. Moreover,
we also found a positive correlation between the same miRNA and the healing time of
CL (r= 0.5, p= 0.007), indicating that the higher individuals express the miR-361-3p,
the longer is the time required to heal lesions, as shown in Figure 2B. The parameter of
lesion size was not correlated with this miRNA (Figure 2C). There were no significant
correlations between the other miRNAs and any of these clinical variables (data not
shown).

A ROC Curve and Survival Analysis Show that the Expression of miR 361-3p can
Predict with Good Specificity and Sensitivity the Therapeutic Failure and Healing
Time in CL.

To evaluate whether the expression of miR-361-3p can be used as a biomarker of
therapeutic failure, we performed a ROC curve analysis, for which we have established
a sensitivity of 81.2% (CI = 54.3-95.9) and specificity of 100% (CI = 39.7-100), using
the cut off 9.5. This result shows that miR-361-3p expression values are able to
correctly discriminate individuals who did not respond to treatment with one course of
Sbv and are refractories (AUC = 0.95, p= 0.006), as shown on Figure 3. The same
analysis was performed for the other miRNAs, but it was not significant {data not
shown). In addition, we performed a Kaplan-Meier survival analysis considering cure as
the outcome, with the objective of differentiating the healing time according to the
expression values of miRNA 361-3p. The data revealed that the higher the expression of
this miENA, the longer the time required to heal lesions (p = 0.002 and p= 0.010),
according to Figure 4.

97



DISCUSSION

Epigenetic modifications may provide an accessory source of fast-acting, reversible, and
readily available phenotypic variation that can be directly shaped by both host and
pathogen selection pressures (29-30). In this sense, while molecular biologists will
focus on identifving and characterizing circumstances where miRMNAs are acting as
gene regulatory switches, bioinformaticians will have to deal with the prospect that a
substantial fraction of all animal mRNAs could have their level of expression
influenced by miRNA regulation (31). The miENAs has been widely described in
various pathological conditions caused by parasites. In leishmaniasis, there is now a
body of evidence showing that the host's miRNAs repertoire is affected upon
Leishmania infection and that might interfere with immunity pathways (19-20,32-33).
Mevertheless, regarding LTA, the only documentation associating miRNAs with
L _braz=iliensis infection was recently published by Nunes er al 2018 (21). The present
study shows that miR-361-3p and -140-3p were significantly more expressed in CL
lesions as compared to the normal skin. Moreover we document that the miR-361-3p
expression was associated with failed to antimony therapy and consequently with a high
healing time of the cutaneous ulcers.

As one of the aims of the present study was to evaluate if miRNA expression was a
biomarker of severity of the disease and response to therapy we evaluated monthly the
clinical evolution and response to therapy of 25 patients with CL. While there was no
difference in the majority of the demographic and clinical manifestations in the two
groups the mean age was lower in those who failed in comparison with the responders
to antimony. Additionally the cure rate was higher than our more recent studies. The
percentage of failure to therapy was lower than we have usually observed that similar to
previous studies. We believe that the limited number of participants of the study was
responsible for these differences (24-26).

The observation that the miR-361-3p and 140-3p were more expressed in CL lesions
evidences that L braziliensis parasites presence alters the expression of miRNAs in the
tissue environment. Genes targeted by the miBRNA miR-361-3p (TNF, GZME) and miR-
140-3p (VKG7) also had increased expression in the lesions of individuals infected by
L. braziliensis (22). It is generally postulated that there is an inverse correlation between
the miRNA expressions in relation to its target genes, that 1s, as miRNA expression
increases in the microenvironment, the gene expression tends to go down. However,
unlikely expected, we observed that both miR-361-3p and miR-140-3p were up
regulated in the CL lesions. Thus we hypothesized two possible explanations for this
data: (1) This higher expression may be occurnng as an attempt of these miENAs to
contain the also exacerbated expression of their target genes at the lesion site; or (2)
Alternatively, these miRNAs could be inducing the expression of these genes at the
promoter region. In the latter case, our results would be in agreement with the report of
Zhang et al., 2014 (34), which showed that the miRNA let-71 associated to the RNA
polymerase Il in the cell nucleus, binds to the TATA box motif of interleukin-2 (IL-2)
gene and elevates both IL-2 mRNA and protein in peripheral CD4+ T-lymphocytes of
HIV-1 subjects. Likewise, other cellular miRNAs such as miR-138 and miR-92a also
increase promoter activities by binding to TATA-box motifs (34). Additionally, further
studies have demonstrated that several miRNAs can induce gene expression by binding
to complementary sequences in the promoter (35-36). All together, these findings
indicate an additional regulatory mechanism for gene expression by miRNAs. Thus, we
postulate that increased expression of miR-361-3p and miR-140-3p can up regulate its
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target genes in lesions of patients infected by L.brazifiensis, collaborating to the
worsening of tissue damage. However, we cannot ignore that these miENAs could be
up-regulated as a way to modulate other target genes in the lesions. As an example, the
miR 361-3p also targets the Filaggrin-2 (FL(:2) gene, associated with maintenance of
the epidermal barrier function.

Alternatively this miENA may be implicated with a pathological response as its
expression could be part of the cytotoxic mechanism mediated by the recruitment of NK
and CD&+T cells in response to L.braziliensis infection. These cell types induce the pro-
inflammatory cytokine TNF increasing cellular adhesion. necrosis and cyvtotoxicity (37-
39). Moreover, previous data documented a positive correlation between the frequency
of CD8+ T cell expressing granzyme B+ and lesion size (40). Granzyme B can
indirectly promote inflammation through the activation of cytokines such as IL-18, IL-
1B, and IL-la (41-43). One probable mechanism of how cytotoxic cells mediate
inflammation and tissue injury in CL is that, after degranulation of cytotoxic cells,
granzyme B and perforin are released into the extracellular space, inducing apoptosis of
infected macrophages and bystander cells. In addition, extracellular granzyme B may
indirectly contribute to inflammation by activating pro-inflammatory cytokines such as
TNF, as well as degradation of ECM substrates, resulting in tissue injury (44).

The search for correlations with clinical parameters was a strategy employed n this
study in order to explore potentially relevant data in the context of CL pathogenesis.
Thus, illness duration, response to treatment and healing time were parameters selected
for correlations with the expression of detected miRNAs. Our results show, in a
pioneering way, a direct correlation between the expression levels of a miRNA with
both therapeutic failure and healing time in CL. Furthermore, additional analysis
showed that the expression levels of miR-361-3p can predict with high sensitivity and
specificity patients that will not respond to the treatment with one course of Sbv and are
potential refractories. Likewise, survival analysis having the cure as the outcome
showed that the higher the miR-361-3p expression, the longer the healing time of CL
lesions. These results have an outstanding impact because it indicates that miR-361-3p
could have a prognostic value in the evolution of CL as a biomarker of failure to
therapy. The healing time of a CL ulcer is slow and a second course of Shv or use of an
altemative drug is only initiated after 90 days of the initiation of therapy. Our data
indicate that a high expression of 361-3p before therapy may indicate a patients who
have a high rate to failure to antimony therapy. In such case alternative drugs may be
used rather than antimony. Moreover our results open perspectives for new exploratory
studies involving miRNAs, as well as functional studies that may aggregate new
information useful for the development of new therapeutic targets in LTA.
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TABLEL Clinical and demographical characteristics of the CL patienis.

Demographic and Clinical Features

Age, mean, (50)

Gender, %o Male

Mness duration, median, (I0R)

MNumber of lesions, median, (IQR)

Size of the major lesion, median, mm? (IQR)
Percentage of lesions in the inferior limbs

Healing time, median (IQR)

Treatment Oulcomse

Cure Fail P value
N=20 N-3
32:9.7 22+39 0,037
15/20(75) 35 (60) 0,596
BL5 (65 -120) 160 (137.5 - 178) 0,008
1,5(1-2) 1(1-2,5) 0,765
163,5 (84-537.5) 42 (25-301) 0,071
s0 50 1000
50 (36,2-59) 120 (120-143) 0,001

S0 Neosolerd dnvnanos HIK- Teergesrn's Laagy
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TABLE 2. The miRNAs and their target genes.

miRNA ’ OF. ACCRS REGULATED GENES MATURE muRNA SEQUENCE
miRBase
hsa-miR-361-3p MIMATOO04682 TNF ¢ GZMB UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAULL
hsa-muR-1030-2-5¢ MIMATO09196 CXCLY, FLI1, GBPS, GNLY AGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUG
hsa-miR-140-3p MIMATOM4597 NKG7 UACCACAGGGUAGAACCACGG
hsa-muR-1265 MIMATO005918 CXCL10,GBPS,CXCLY CAGGAUGUGGUCAAGUGUUGUU
hsa-nuR-208-3p MIMATO009197 FLII, CXCL9, IL1-§, IL6 GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUC
hsa-miR-584-5p MIMAT0003249 GBPS.CXCL9 UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG
hsa-miR-7161-3p MIMATO028233 GBPS.CXCLIMMPI UVAGAUCUUUGACUCUGGCAGUCUCCAGG
hsa-muR-3646 MIMATO0O01 8065 GZMA AAAAUGAAAUGAGCCCAGCCCA
hsa-miR-1252-3p MIMATO0026744 GZMA CAAAUGAGCUUAAULUCCUULU
hsa-muR-4313 MIMATO016865 GZMB AGCCCCCUGGCCCCAAACCC
hsa-miR-153-5p MIMATO026480 CXCLI.CXCLI0.GBP5.IDO1 UCAUUUUUGUGAUGUUGCAGCU
hsa-miR-SO11-S5p  MIMATO021045  CXCL9.CXCLI0,GBPSIDOI UAUAUAUACAGCCAUGCACUC
hsa-miR-6885-3p MIMATO0027671 FLIL,GZMB.CXCLY CUUUGCUUCCUGCUCCCCUAG
hsa-miR-4753-3p MIMATO0019891 FLILMMPLCCLS UUCUCUUUCUUUAGCCUUGUGU




FIGURE 1. Relative gene expression of miR-361-3p (A), miR-140-3p (B), miR-103a-
2-5p (C) and miR-205-3p (D) between CL skin and normal skin samples from the same
patient. All values were represented by the equation 2-AACt of the lesion in relation to
the normal skin of each individual. The bars represent the median of the groups. Data
were analyzed using the non-parametric Mann Whitney test as implemented by the
GraphPad Prism program. The miR-361-3p and miR-140-3p were significantly more
expressed in LC lesions compared to normal skin samples (p = 0.0001 and p <0.0001,
respectively).

FIGURE 2. Spearman correlation analysis of the miR-361-3p in relation to healing
time (A), therapeutic failure (B) and lesion area (). There was a positive correlation
between this miRNA and the clinical parameters of therapeutic failure (r = 0.6, p =
0.003) and longer healing time {r = 0.5, p=0.007).

FIGURE 3. A ROC curve constructed using the relative expression values of miR-361-
3p from refractory (n = 4) and responders patients (n = 16) after antimonial therapy. The
miB-361-3p i1s able to identify with a sensitivity of 21.2% (1C=54.3-959) and
specificity of 100% (IC=39,7-100) patients who tend to fail imitial treatment with Shv.

H]

FIGURE 4. Kaplan-Meier survival analysis built considering “high” and “low’
expression values of the miR-361-3p and “cure" as the outcome. Data showed the
higher the expression of miR-361-3p, the longer the healing time of CL lesions (days).
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Figure 1. TIF
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Figure 3. TIF
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FProportion of patients not cured

Figure 4 TIF
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