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RESUMO

Fernandes JCR. Papel de miRNAs na regulacdo da via de produgdo de poliaminas/NO
em macrofagos derivados de THP-1 infectados com Leishmania amazonensis [tese]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina: Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Leishmania amazonensis € um protozoario que causa principalmente leishmaniose
cutanea em humanos. O aminodcido arginina exerce papel central na sobrevivéncia do
parasita no macrofago e no estabelecimento da infecgdo ao suprir ornitina, via arginase
1, precursor da via de poliaminas, que sdo moléculas essenciais para a proliferacédo do
parasita. Por outro lado, arginina pode levar a producao de 6xido nitrico (NO) via 6xido
nitrico sintase 2 (NOSZ2), principal molécula efetora leishmanicida. Ao contrario do que
ocorre em macréfagos murinos, estudos apontam auséncia de atividade de NOS2 em
macrofagos humanos. Diversos trabalhos demonstraram a importancia de microRNAs na
regulacdo da resposta imune na infeccdo por diferentes espécies de Leishmania e
hospedeiros. Neste estudo, investigamos a via de poliaminas/NO e regulacdes mediadas
por miRNAs que alteram a infectividade de L. amazonensis em macréfagos humanos
derivados da linhagem monocitica THP-1. Inicialmente, quantificamos o perfil de
expressao de miRNAs envolvidos na resposta inflamatéria e identificamos a modulacao
positiva de miRNAs pertencentes a familia miR-372/373/520, que compartiiham a
sequéncia seed AAGUGCU, responsavel pelo reconhecimento do mRNA alvo. Essa
sequéncia € idéntica a seed do miR-294 murino, previamente demonstrado como um
importante fator de promocdo da infeccdo ao reduzir o mRNA Nos2. Estudos em
colaboracdo demonstraram a regulacdo positiva desses miRNAs também em THP-1
infectada com L. braziliensis e L. infantum e em soro de pacientes com leishmaniose
visceral. Nossos resultados mostraram que a infeccdo de L. amazonensis nocaute de
arginase é reduzida apos 24h e correlaciona com a auséncia de regulacdo dos miRNAs
estudados. Para entender a importancia desses miRNAs na infecgéo por L. amazonensis,
inibimos os MiR-372, miR-373 e miR-520d sozinhos ou combinados e observamos que a
inibicdo de miR-372, mas ndo miR-373 ou MiR-520d sozinhos, foi capaz de reduzir a
proporcdo de macréfagos infectados e o nimero de amastigotas por macréfagos. A
inibicdo simultanea dos 3 miRNAs reduziu ainda mais a infec¢cdo, enquanto o uso de
mimicos aumentou a infeccdo, indicando um mecanismo sinergistico dos miR-
372/373/520d na promocgéao da infectividade. Esses miRNAs compartilham mRNAs-alvo
putativos que codificam proteinas envolvidas na tomada de aminoacidos, metabolismo
de poliaminas e ciclo da ureia, incluindo o principal transportador de arginina do
macréfago CAT2, cujo mRNA é aumentado com a inibicdo simultdnea dos miR-
372/373/520d. Por outro lado, o sitio alvo de NOS2 de camundongos néo é conservado
no 3’'UTR de humanos. De forma geral, nossos resultados mostraram baixa modulacéo
da via de NO/poliaminas a nivel transcricional e, para acessar o fenétipo do macréfago,
realizamos quantificacdo a nivel de metabdlitos utilizando metabolémica baseada em
espectrometria de massas. Nossos dados mostraram que a infeccdo aumenta a producéo
de componentes do ciclo da ureia e putrescina, enquanto a inibicdo dos miR-
372/373/520d reduz a producdo de putrescina, espermina e tripanotiona. N0OSS0s
resultados evidenciam que a corregulacéo da familia miR-372/373/520d na infeccéo por
Leishmania atua na regulagcdo de genes envolvidos no metabolismo de L-arginina,



culminando na producéo de poliaminas e favorecendo o estabelecimento e a manutencgéo
da infeccdo. Os mecanismos moleculares descritos podem ser base para o
desenvolvimento de terapias voltadas ao hospedeiro.

Descritores: Leishmaniose cutanea; Leishmania; Macréfagos; Expressado génica;
microRNASs; Metabolémica; Arginina.



ABSTRACT

Fernandes JCR. Role of miRNAs in the regulation of the polyamine/NO production
pathways of THP-1 derived macrophages infected by Leishmania amazonensis [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina: Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Leishmania amazonensis is a protozoan that causes mainly cutaneous leishmaniasis in
humans. The amino acid arginine exerts a central role in the parasite survival within the
macrophages and in the establishment of que infection since it supplies ornithine via
arginase 1 as a precursor metabolite of the polyamines’ pathway, that are essential
molecules for the parasite proliferation. On the other hand, arginine can lead to nitric oxide
(NO) production via nitric oxide synthase 2 (NOS2), the main effector leishmanicidal
molecule. Different from what occurs in murine macrophages, there are studies pointing
to the absence of NOS2 activity in human macrophages. Some studies show the
importance of microRNAs in the regulation of immune response in the infection by different
Leishmania and hosts species. In this study, we investigated the polyamines/NO pathway
and miRNA-mediated regulations that change L. amazonensis’ infectivity in human
macrophages derived from the monocytic cell line THP-1. Initially, we quantified the
expression profile of miRNAs involved in the inflammatory response and we identified
positive modulation of miRNAs from the miR-372/373/520 family, that share the seed
sequence AAGUGCU, responsible for the recognition of the target mMRNA. This sequence
is identical to que murine miR-294’s seed, previously demonstrated as an important factor
promoting infection by reducing the mRNA Nos2. Studies in collaboration demonstrated
positive regulation of those miRNAs also in THP-1 infected with L. braziliensis and L.
infantum and in the serum of visceral leishmaniasis patients. Our results show that the
infection by arginase knockout-L. amazonensis is reduced after 24h and correlates with
the absence of regulation of the studied miRNAs. To understand the importance of those
mMiRNAs in the infection by L. amazonensis, we inhibited the miR-372, miR-373 and the
miR-520d either alone or in combination and observed that the inhibition of the miR-372,
but not the miR-373 and miR-520d alone, was able to reduce the proportion of infected
macrophages and the number of amastigotes per macrophage. The simultaneous
inhibition of the 3 miIRNAs reduced even further the infection, while the use of mimics
increased the proportion of infected macrophages, indicating a synergistic mechanism of
the miR-372/373/520d promoting infectivity. These miRNAs share putative target-mRNAs
encoding proteins involved in the uptake of amino acids, polyamine metabolism and urea
cycle, including the main arginine transporter in macrophages, CAT2, whose mRNA is
increased with the simultaneous inhibition of the miR-372/373/520d. On the other hand,
the target site of mice NOS2 is not conserved in humans. In general, our results showed
low modulation of the NO/polyamines pathway at transcriptional level and, to access the
macrophage’s phenotype, we quantified the metabolites levels using mass spectrometry-
based metabolomics. Our data show that the infection increases production of urea cycle
components and putrescine, while the inhibition of miR-372/373/520d reduces the
production of putrescine, spermine and trypanothione. Our results evidence that the
coregulation of the miR-372/373/520d family in the Leishmania infection acts in the
regulation of genes involved in the L-arginine metabolism, culminating in the production
of polyamines and favoring the establishment and maintaining the infection. The



molecular mechanisms described could be the basis to the development of host-directed
therapies.

Descriptors: Cutaneous leishmaniasis; Leishmania; Macrophage; Gene expression;
microRNAs; Metabolomics; Arginine.
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1  INTRODUCAO

1.1. Leishmanioses e Leishmania

As leishmanioses se enquadram no grupo de doencas tropicais negligenciadas e
afetam cerca de 98 paises, sendo predominantes em regidées com baixa estrutura e de
conflito (Burza et al. 2018). Anualmente s&o reportados cerca de 1,3 milhdes de novos
casos (sendo a leishmaniose cutanea mais frequente, correspondendo a 0,7 a 1 milh&o
de casos) e cerca 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco (Akhoundi et al. 2016;
Burza et al. 2018).

Das aproximadamente 53 espécies descritas de parasitas do género Leishmania,
20 sao capazes de causar leishmaniose em humanos (Burza et al. 2018). Dessas, 15 ja
foram reportadas no Brasil (Herrera et al. 2020). As manifesta¢cfes da doencga variam com
a espécie de Leishmania e com as caracteristicas imunoldgicas do paciente. As formas
clinicas sao classificadas de acordo com a localizag&@o nos tecidos do paciente, e podem
ser divididas em leishmaniose cutanea, cutanea difusa, mucocutanea e visceral (Burza
et al. 2018). Atualmente, ndo h& vacinas disponiveis e h& ocorréncia de parasitas
resistentes aos tratamentos, que ainda sao toxicos (Burza et al. 2018).

Leishmania amazonensis causa a forma cutanea e cutanea difusa (caracterizada
por 10 ou mais lesdes em diferentes partes do corpo) da doencga (Lainson & Shaw, 1978;
Reithinger et al., 2007). Apesar de apresentar cura espontanea na maioria dos casos,
pode deixar cicatrizes (Reithinger et al. 2007). Cerca de 75% dos casos de leishmaniose
cutédnea ocorrem nas Ameéricas, em uma dinamica zoonética de transmisséo, sendo 0s
principais reservatorios roedores e gambas (Reithinger et al. 2007; Burza et al. 2018;
Herrera et al. 2020).

O género Leishmania (Ross 1903) integra a familia Trypanosomatidae. Séo
protozoarios flagelados heteroxénicos, pois vivem em duas classes de hospedeiros:
células fagociticas de mamiferos e o trato digestério de insetos flebotomineos. As
promastigotas metaciclicas sao regurgitadas durante o repasto sanguineo (Schlein et al.
1992; Bates 2018) de insetos flebotomineos fémea dos géneros Phlebotomus ou

Lutzomya (Burza et al. 2018). No hospedeiro mamifero, os parasitas séo fagocitados por
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neutrdéfilos, células dendriticas e macréfagos residentes, mas sdo nos macrofagos que

se multiplicam e estabelecem a infeccao (Kaye e Scott 2011) (Figura 1).

Migracdo para proboéscide Diferenciacdo para promastigotas
e metaciclogénese e multiplicagao

Repasto sanguineo

Liberacao de amastlgotas I

Ingestao de macrofagos
infectados no repasto sanguineo

O WMultiplicagéo
de amastigotas

Regurgitacao de ‘
astigotas metaciclicos ‘.

@ Fagocitose por €@ Diferenciacéo
macrofagos em amastigotas

Figura 1 - Etapas do ciclo de vida de Leishmania. A infec¢do inicia com a regurgitacdo de promastigotas
metaciclicas no hospedeiro mamifero (1) e se estabelece com a fagocitose (2) e diferenciacao
(3) de Leishmania em amastigotas. Os parasitas se multiplicam (4) no interior dos macrofagos,
gue sao ingeridos no repasto sanguineo (5) de flebotomineos. No inseto, as amastigotas
intracelulares sao liberadas (6) e se multiplicam ap0s diferenciagdo em promastigotas (7), que
migram para a probdscide e se tornam infectivas no processo de metaciclogénese (8). A
promastigota metaciclica é regurgitada no repasto sanguineo (9), dando continuidade ao ciclo.
Figura produzida pela autora com base em (Kaye e Scott 2011).

Flebotomineo

Hospedeiro mamifero
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L. amazonensis se multiplica dentro de um Unico vacuolo parasitoforo em
macrofagos (Carneiro e Peters 2021), onde é capaz de subverter os mecanismos de

resposta imunoldgica (Soong 2012).

1.2. Macréfagos humanos como modelo para o estudo da infecgédo por Leishmania
1.2.1. Linhagem THP-1

A linhagem celular THP-1 foi obtida inicialmente a partir de um isolado de um menino
de 1 ano com leucemia monocitica aguda em 1980 (Tsuchiya et al. 1980), e
posteriormente caracterizada como uma linhagem monocitica (Abrink et al. 1994). Desde
entdo, THP-1 vem sendo utilizada em diversos estudos de fung¢édo de mondcitos e, apos
a sua diferenciacao, de macréfagos (Chanput et al. 2014), sendo também, desde o inicio,
amplamente utilizada como modelo de célula hospedeira em estudos com Leishmania
(Ogunkolade et al. 1990; Singh et al. 2015; dos Santos et al. 2017; Gatto et al. 2020;
Souza et al. 2021; Ramos-Sanchez et al. 2022). O modelo de macréfago THP-1 € similar
ao modelo de células primarias diferenciadas de mondcitos de sangue periférico, as
PBMCs (Auwerx 1991), uma vez que, diferente da linhagem U937, apresenta mobilidade
ao ser exposta a quimioatraentes (Riddy et al. 2018).

A vantagem de se utilizar linhagem como modelo experimental € uma menor
variacao entre células, pois sua manutencdo é feita em meio controlado e padronizado,
enquanto a maior fonte de variacdo em culturas primarias se da entre os diferentes
doadores (Aldo et al. 2013; Pinto et al. 2020). A utilizacdo dessas células também tem
vantagens de custo, facilidade de obtenc&do de maior nimero de células, uma vez que
sdo imortalizadas e multiplicam com menor tempo de duplicacdo (Lund et al., 2016;
Tsuchiya et al., 1980). Entre as desvantagens estdo a caracteristica de background
maligno (Adati et al. 2009; Bosshart e Heinzelmann 2016), diferencas entre as células
provenientes de diferentes fornecedores (Noronha et al. 2020), diferencas de resposta a
estimulos com relagdo a PBMCs (Kohro et al. 2004; Schildberger et al. 2013; Shiratori et
al. 2017), cultura por longos periodos em condi¢cdes que ndo se assemelham ao ambiente
encontrado no soro (Chanput et al. 2014) e alteracdo de caracteristicas fenotipicas e
funcionais devidas ao tempo de cultivo, nimero de passagens e densidade de células

em cultura (Tominaga et al. 1998; Aldo et al. 2013).
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A diferenciagcdo da linhagem monocitica THP-1 é realizada com forbol miristato
acetato (PMA). Forbol ésteres sdo analogos de diacil glicerol e atuam translocando e
ativando isoenzimas do tipo proteina quinase C (PKC) do citosol para membranas. A
ativagao se da pela ativacdo de cPKCs, mais especificamente a isoforma PKCp (Barilli et
al. 2011). A cascata envolve a ativagdo da quinase associada a macréfago MAP3K?7,
central na diferenciacéo fenotipica e funcional do macréfago (Richter et al. 2016). Apds o
estimulo inicial para sua diferenciagdo, é realizado um periodo de “descanso” prévio ao
estimulo a ser estudado, uma vez que isso contribui para a reducéo da ativacéo de vias
relacionadas ao processo de diferenciacdo (Chanput et al. 2014). Apoés a diferenciacao,
macrofagos THP-1 exibem um fenoétipo de adesao, perda de proliferacdo, aumento da
capacidade fagocitica, producdo de espécies reativas de oOxigénio e expressao
aumentada de marcadores de diferenciagéo, como CD14 e CD11b (Chanput et al., 2014;
Kohro et al., 2004; Lund et al., 2016; Schwende et al., 1996; Starr et al., 2018).

No entanto, na literatura se encontra condicdes de cultivo e diferenciacao
extremamente variaveis, que podem ser fonte de variabilidade entre os estudos (Aldo et
al. 2013; Starr et al. 2018; Pinto et al. 2020). Alguns estudos nao identificaram a
modulacao de CD14, uma vez que dependendo das condi¢Bes de cultivo uma alta parcela
das células ja apresentam a expressdo desse marcador (Riddy et al. 2018) ou ainda
identificaram diminuicdo de CD14 durante a diferenciacdo em andlise protedmica (Pinto
et al. 2020). Outro estudo identificou, ainda, que diferencas na densidade de células em
cultura podem levar ao aumento ou diminuicdo em CD14 nos mondcitos antes e apods a
diferenciacdo em macrofagos, com diferengca nas citocinas moduladas durante a
diferenciacdo em diferentes condicbes (Aldo et al. 2013). Em THP-1 e mondcitos
primérios, CD14 foi implicado como importante na producédo de IL-8 em resposta a LPS
(Bosshart e Heinzelmann 2016), uma vez que junto com receptor do tipo Toll (TLR) 4 e a
proteina de diferenciacdo mieloide 2 (MD2) formam o complexo de resposta a LPS.

Alteracdo na concentracdo de PMA, tempo de incubacéo e troca de meio podem
levar a diferentes respostas a estimulos como LPS, indicando que concentracfes a partir
de 25ng/mL induzem fator de necrose tumoral (TNF)-a, IL-8, CCL4 e IL1B de maneira
dose dependente (Park et al. 2007), porém esse estudo desconsidera que o periodo de

descanso possa reverter esse estado hiperativado apds a diferenciacdo. No entanto,
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concentragfes altas de PMA (100nM), mesmo com periodo de descanso, podem induzir
secrecdo de TNF-a compativel com o perfil de macréfagos pro-inflamatorios (Lund et al.,
2016) e impedem a polarizacdo com estimulos como IL-10 (Mael3 et al. 2014). O uso de
baixas concentracdes de PMA foi descrito como uma boa estratégia para a detecgéo de

resposta a estimulos fracos e polarizantes (Park et al. 2007; Mael} et al. 2014).
1.2.2. Macréfagos murinos versus macrofagos humanos

A resposta a estimulos em macréfagos murinos e humanos difere em maltiplos
niveis, sendo possivel explicar a variacéo fenotipica de funcdo das células imunes com
base na evolugéo dos genes e sua regulacdo (Schroder et al. 2012).

Diversos estudos demonstraram diferencas funcionais de macréfagos murinos e
humanos frente a estimulos inflamatérios, incluindo adesdo (Schroder et al. 2012) e
mecanismos microbicidas, como o metabolismo de arginina, que sera apresentado no
subcapitulo 1.4 (Mestas e Hughes 2004; Thomas e Mattila 2014).

Em macréfagos murinos a resposta € bem caracterizada de acordo com o fundo
genético do hospedeiro, sendo que o paradigma M1 e M2 foi determinado na infeccéo de
camundongos das linhagens isogénicas BALB/c e C57BL/6 por L. major, respectivamente
com alta producao de Interleucina (IL)-4 e Interferon (IFN)-y por células T (Heinzel et al.
1989). No entanto, a padronizacdo na nomenclatura de macréfagos M1 ou M2 é
problematica e dificilmente se pode traduzir os achados de camundongos para humanos
(Murray et al. 2014).

RNA-seg e miR-seq de macréfagos humanos expostos a 28 estimulos diferentes
mostrou que o espectro de ativacdo pode ser visualizado nos transcritos em resposta a
diferentes estimulos. Essa resposta difere de macrofagos murinos e os microRNAs

(miRNAs) desempenham um importante papel nessa variabilidade (Xue et al. 2014).

1.3. MicroRNAs na regulacédo da expressao génica
1.3.1. Biogénese e acao de miRNAs

Diferentes classes de RNAs que ndo codificam proteinas controlam a expressao
génica, sendo os mais estudados os long non-coding RNAs (IncRNAs) (Fernandes et al.,

2019), capazes de controlar multiplas etapas, e os mMiRNAs, reguladores pos
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transcricionais. Cabe destacar que apenas recentemente os INcCRNAs foram implicados
na infecgcdo com Leishmania (Fernandes et al., 2023; Maruyama et al., 2022), enquanto
a implicacdo de miRNAs tem sido amplamente descrita e sera apresentada no
subcapitulo 1.3 2.

miRNAs possuem de 21 a 22 nucleotideos e atuam no silenciamento de mRNAs
alvo reconhecidos majoritariamente pela por¢ao 3’ nao traduzida (3°' UTR) (Grimson et al.
2007). O banco de dados miRBase (versdao 22) registra 1913 potenciais miRNAs
humanos (Kobayashi e Tomari 2016). O silenciamento mediado por miRNAs pode ocorrer
pela degradacdo do mRNA-alvo ou afetando o nivel de proteinas traduzidas a partir dele
(Baek et al. 2008). Diversos mecanismos s&o descritos: a) deadenilacdo ou
decapeamento do mRNA alvo, que pode ser degradado ou armazenado nos corpos de
processamento (P bodies) (Parker e Sheth 2007), b) repressdo do inicio da traducéo
(Humphreys et al. 2005), por bloqueio do 5’cap (Pillai et al. 2005) ou do acoplamento das
subunidades ribossémicas, c¢) bloqueio da juncéo de novos aminoacidos do peptideo em
formacdo ou d) protedlise (Pereira 2015). Os miRNAs atuam majoritariamente no
citoplasma, mas também podem ser encontrados no nucleo em condi¢cdes especificas
(Turunen et al. 2019) podendo mediar ativacdo de genes a nivel transcricional (Place et
al. 2008).

A biossintese de miRNAs se inicia no nucleo com a transcricdo dos miRNAs
primarios (pri-miRNAs) (Lee et al. 2002) pela RNA polimerase Il ou, menos
frequentemente, pela RNA polimerase lll, a depender da regido genémica (Borchert et al.
2006). Os miRNAs podem ser codificados em regides intergénicas, que podem codificar
um ou mais miRNAs em um cluster gerando, respectivamente, transcritos mono- ou
policistrénicos, ou de regides intragénicas, como € o caso dos miRNAs intrénicos (Figura
2). miRNAs intrénicos sdo frequentemente coexpressos com o0 gene hospedeiro
(Baskerville e Bartel 2005).

O transcrito inicial apresenta estrutura secundaria com segmentos de RNA em fita
simples e uma estrutura central em grampo com um segmento de RNA em fita dupla (Kim
et al. 2021). Sequéncias-motivo do pri-miRNA sdo reconhecidas e clivadas em sitios
especificos pelos componentes do chamado microprocessador: a enzima DROSHA,

endonuclease do tipo RNase lll, e o cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region
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8). O miRNA precursor (pre-miRNA) resultante da clivagem (Lee et al. 2003; Kim et al.
2021) sai do nucleo pela exportina 5 (Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004; Yi et al.,
2003). O processamento continua no citoplasma, onde a enzima RNAse Il Dicer cliva o
pre-miRNA isolando a regido de RNA em fita de aproximadamente 22 nucleotideos da
estrutura do grampo (Grishok et al. 2001; Hutvagner et al. 2001; Knight e Bass 2001).
Uma das fitas corresponde ao miRNA maduro e é incorporada ao miRISC (miRNA-
induced silencing complex). O complexo ribonucleoproteico é formado pelas proteinas
argonautas (AGO1-4) e cofatores, que atuam no silenciamento do mRNA alvo

reconhecido pelo miRNA associado (Kobayashi e Tomari 2016) (Figura 2).
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Figura 2 - Biogénese de microRNAs. A transcricdo ocorre no nidcleo mediada pela RNA polll (1) e o pri-
miRNA é clivado pelo complexo de microprocessamento composto por DGCR8 e Drosha (2),
originando o pre-miRNA que é exportado para o citoplasma via EXP5 (3). O pre-miRNA é
processado por Dicer/TRBP e origina um duplex de miRNA gque participa na formac¢éo do RISC
(5), sendo que o0 miRNA permanece associado a AGO e a fita passageira € liberada. RNA polll:
RNA polimerase II; DGCRS: do inglés, DiGeorge syndrome critical region 8; EXP-5: exportina-
5; TRBP: do inglés, TAR RNA-binding protein; AGO: argonauta; RISC: do inglés, RNA-induced
silencing complex. Figura produzida pela autora com base em (Ha e Kim 2014).

AGO

Apesar de pequena, a sequéncia de miRNAs possui motivos funcionais, como a
ancora 5’, composta pelo primeiro nucleotideo, na qual ocorre 0 ancoramento a proteina
argonauta. O reconhecimento e pareamento por complementariedade ao alvo ocorre pela
sequéncia seed (geralmente dos nucleotideos 2 a 8). Também sédo caracterizadas as
regides: central (nucleotideos 9-12), que pode participar do pareamento ao mRNA-alvo,
e a regido da cauda 3’ (nucleotideos 17-22) (Wee et al. 2012). Em diversos organismos-

modelo o pareamento pela regido seed é necessario para a fungdo dos miRNAs (Wang
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2014; Broughton et al. 2016). A designacao da seed se da, necessariamente, na relacao
de um miRNA e seu alvo, uma vez que € o numero de bases complementares entre 0s
RNAs que define seu tipo (Brennecke et al. 2005; Grimson et al. 2007), ou seja, quando
composta por 6 bases complementares ao alvo, a seed € do tipo 6mer (nucleotideos 2 a
7), 7 bases complementares, tipo 7mer e 8 bases complementares, tipo 8mer. O
pareamento do tipo 7mer pode ser 7mer-m8 (nucleotideos 2 a 8) ou 7mer-Al
(nucleotideos 1 a 7 com uma adenina na posi¢ao 1), enquanto 8mer (nucleotideos 1 a 8)
reune as duas condi¢des, pareamento na posicéo 8 e adenina na posi¢ao 1 (Grimson et
al. 2007) (Figura 3).

6mer
5 NNNNNN 3 mRNA alvo
(I
3 NNNNNN 5  miRNA
765432
N,
seed
7mer
5 NNNNNNA 3 mRNA alvo
(I
3 NNNNNN 5  miRNA
765432
\_v_—’
seed
7mer-A1
5 NNNNNNN 3 mRNA alvo
i
3 NNNNNNN 5 miRNA
8765432
———
seed
7mer-m8
8mer
5 NNNNNNNA 3 mRNA alvo
i
3 NNNNNNN 5 miRNA

8765432
———

seed

Figura 3 - Classificacdo de pareamento da seed do miRNA com mRNAs alvo. O tipo de seed é definido
como 6mer, 7mer ou 8mer de acordo com o nimero de nucleotideos complementares a
sequéncia do mRNA alvo, que varia de 6 a 8 naregido 5 do miRNA. Produzida pela autora com
base em (Grimson et al. 2007). ORF: fase aberta de leitura, do inglés open reading frame; 3’
UTR: regidao 3’ ndo traduzida, do inglés 3’ untranslated region.
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Em estudo com transfeccdo de mimicos de miRNAs, a maior parte de mRNAs
modulados apresentam complementariedade do tipo 7-8mer, mas outros fatores
influenciam a eficacia da modulacédo, como pareamento complementar via regido 13-16
dos miRNAs, o posicionamento ao longo da regido 3'UTR, composicdao “AU” e a
proximidade a sitios de ligacdo de outros miRNAs coexpressos (Grimson et al. 2007). Por
esse motivo, miRNAs com sequéncias seed semelhantes ou idénticas tém alvos em
comum e podem atuar em uma mesma via. miRNAs com sequéncia distinta também
podem apresentar acao conjunta em redes regulatérias mediadas por miRNAs, uma vez
que, apesar de distintos, os genes-alvo podem estar envolvidos uma mesma via de
sinalizacdo ou metabdlica (Kehl et al. 2017).

Frequentemente, miRNAs que atuam em conjunto estdo organizados in tandem em
clusters genémicos e sdo expressos em conjunto de maneira policistrénica. Em sua
maioria, os clusters séo originados por duplicacdes génicas (miRNAs paralogos), levando
ao surgimento de miRNAs especializados (que compartiham ou ndo a seed), mas
funcionalmente relacionados, ao longo da evolugcdo (Wang et al.,, 2016). A funcao
cooperativa de miRNAs coexpressos implica em um mecanismo de repressdo mais
sensivel a pequenas mudancas nos niveis de miRNAs e a regulacdo torna-se mais
complexa, possibilitando mecanismos combinatérios (Grimson et al., 2007; Zhang et al.,
2019). miRNAs contendo a mesma sequéncia seed em uma mesma espécie sao
caracterizados como uma familia de miRNAs (Ha e Kim 2014) e, portanto, compartilham
mRNAs-alvo. No entanto, o pareamento pode se dar também na regido central e da
cauda 3’ dos miRNAs, afetando a eficacia do silenciamento de alvos e a especificidade
da regulacdo por membros de uma mesma familia de miRNAs, que compartilham a
sequéncia seed mas nao regides a 3’ (Broughton et al., 2016; Duan et al., 2022). Um dos
mecanismos de regulacédo e variabilidade que gera os chamados IsomiRs € a adi¢do ou
retirada de nucleotideos na regido 5 do miRNA, fazendo com que a sequéncia seed seja
deslocada (Bofill-De Ros et al. 2020).

1.3.2 miRNAs na resposta a infec¢ao por Leishmania

Foram identificados miRNAs especificos para diversas populacdes celulares

envolvidas no sistema imune em condi¢Bes basais e apds estimulos inflamatoérios (Rose
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et al. 2021). Particularmente, muitos miRNAs foram identificados como importantes na
polarizacdo de macrofagos murinos (Zhang et al. 2013b; Lu et al. 2016) e humanos (Graff
et al. 2012) por agao em alvos diversos, incluindo fatores de transcrigao (Li et al. 2018).

MiRNAs também foram estudados na infeccdo por Leishmania como importantes
reguladores das fun¢Bes do macréfago e reestruturacao da resposta imune (Lemaire et
al. 2013; Tiwari et al. 2017; Rashidi et al. 2021). Foi demonstrado que, durante a infec¢ao,
mMiRNAs regulam diversos processos, como a polarizacdo dos macréfagos e células T
CD4+, apoptose, autofagia, maturacdo do fagolisossomo e resisténcia a drogas
(Jafarzadeh et al. 2022).

E importante ressaltar que apenas o subgénero L. (Viannia) possui maquinaria de
RNAI intacta (Lye et al. 2010) e, portanto, os miRNAs e seus efeitos encontrados neste

estudo séao exclusivos dos macrofagos.

1.3.2.1 miRNAs modulados por Leishmanias dermotrépicas

O estudo de Lemaire et al. 2013 foi um dos primeiros a identificar a alteracdo do
perfil de miRNAs de macréfagos derivados de PBMCs infectados com L. major (Lemaire
et al. 2013). Demonstrou-se, ainda, que a alteracao do perfil € dependente de fatores de
transcri¢cao, no qual foi validada a ligagéo de HIF-1a na modulag&o positiva do hsa-miR-
210 (Lemaire et al. 2013).

Posteriormente, comecou-se a caracterizar o envolvimento de miRNAs em
processos celulares conhecidamente implicados na patogénese de Leishmania. Dada a
importancia do metabolismo de arginina, nosso grupo contribuiu com o achado de que os
MIRNAs murinos mmu-miR-294 e mmu-miR-721 sdo modulados positivamente e
promovem a infeccdo por inibicdo da Nos2 em macréfagos murinos de camundongos
BALB/c infectados com L. amazonensis (Muxel et al. 2017), enquanto mmu-miR-294 e
mmu-miR-410 regulam os transportadores de arginina CAT1/2 em macréfagos de
camundongos C57BL/6 (Acuia et al., 2022). Demonstramos, ainda, que mmu-let7-e é
modulado positivamente em macrofagos murinos C57BL/6 e que a inibicdo desse miRNA
também leva ao aumento de NOS2 e producgdo de NO (Muxel et al., 2018).

Nosso grupo de pesquisa também demonstrou que mmu-miR-294, mmu-miR-302d

e mmu-miR-30e estdo envolvidas no mecanismo molecular de agdo da melatonina na
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infeccdo por Leishmania em macrofagos murinos (Fernandes et al., 2019), previamente
demonstrada como importante na reducdo da infeccdo de Leishmania em hamster
(Laranjeira-Silva et al. 2015).

Os miRNAs estéo implicados também na viruléncia de L. guyanensis contendo o
virus de RNA de Leishmania 1 (do inglés, LRV1), uma vez que parasitas contendo o virus
LRV1 estimulam TLR3 e miR-155, levando a persisténcia do parasita (Eren et al. 2016).
O mmu-miR-155, apesar de caracterizado como miRNA inflamatério em diversos
modelos estudados, também permite a progressao da infeccdo de L. major em modelo
murino in vivo e in vitro em células dendriticas (Varikuti et al. 2021).

Além de macréfagos e células dendriticas, outras células apresentam modulacéo
de miRNAs. Foi demonstrado que neutrofilos expostos a L. amazonensis liberam miRNAs
associadas a AGO2 nas armadilhas extracelulares de neutréfilos (do inglés, NETS) e
modulam a resposta dos macréfagos (Linhares-Lacerda et al. 2020).

Alguns estudos exploram também miRNAs reduzidos durante a infecgdo, como 0s
mmu-miR-340 e mmu-miR-27a em macréfagos murinos RAW 264.7 infectados por L.
major (Hamidi et al. 2021). Nesse caso, a transfec¢cdo de mimicos foi capaz de reduzir a
infeccdo (Hamidi et al. 2021), revelando que tanto miRNAs aumentados como reduzidos
durante a infeccao por Leishmania s&o importantes mecanismos para a garantia de um
ambiente permissivo a infeccao.

Estudos envolvendo amostras de pacientes demonstraram que os miRNAs também
estdo modulados na doenca humana e que sdo bons marcadores de progndstico, como
avaliado em biopsias de pacientes com leséo por L. braziliensis (Nunes et al. 2018). Os
mMiRNAs modulados na lesdo também circulam, uma vez que foram demonstrados
marcadores de miRNAs em soro que diferem em pacientes com lesao ativa ou cura
espontanea em comparacao com individuos saudaveis (Souza et al. 2021). Esse ultimo
estudo também detectou alterac@o no perfil de miRNAs in vitro em macréfagos humanos
THP-1 e validou hsa-miR-548d como essencial para a infectividade de L. braziliensis
(Souza et al. 2021).

Ainda, Geraci et al. (2015) demonstraram que 85% dos miRNAs regulados por L.
major estavam reduzidos com relagcdo ao controle ndo infectado, enquanto mais da

metade dos miRNAs regulados na infec¢do por L. donovani estavam aumentados em
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macrofagos e células dendriticas derivados de mondcitos de doadores humanos (Geraci
et al. 2015), sendo um dos primeiros estudos a indicar que a resposta mediada por
mMiRNAs seria diferente na infeccdo por espécies de Leishmania dermotrépicas e

viscerotropicas.

1.3.2.2 miRNAs modulados por Leishmanias viscerotropicas

A modulacdo de miRNAs é essencial para o estabelecimento da infeccdo nos
macréfagos por L. donovani, uma vez que, quando precedida por estimulacdo com LPS,
a fosforilacdo de AGO2 impede a acdo de miRNAs e o estabelecimento da infeccéo. Por
outro lado, AGO2 mutante (insensivel a inibicdo por fosforilacdo) permite a acdo dos
mMiRNAs na reprogramacao do macréfago e a infec¢éo por Leishmania (Mazumder et al.
2013).

Alguns estudos avaliaram a infeccédo de macréfagos derivados de THP-1 com cepas
iIsoladas de pacientes com leishmaniose visceral (Diotallevi et al. 2018; Kumar et al.
2020a) ou cepas referéncia de L. infantum (Ramos-Sanchez et al. 2022), com destaque
para a regulacdo dos miRNAs miR-93-5p (Kumar et al. 2020a), miR-346 (Diotallevi et al.
2018) e miR-548d (Ramos-Sanchez et al. 2022). Esse ultimo estudo, ainda, validou a
expressdo de miRNAs encontrados in vitro também no soro de pacientes com
leishmaniose visceral (Ramos-Sanchez et al. 2022).

Kumar et al. (2020) demonstraram alteracdo de miRNAs também em linfocitos T
CD4* auxiliares em cocultura com macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados com L. donovani, limitando a polarizacéo dos linfécitos em Thl e favorecendo
o perfil Th2 (Kumar et al., 2020).

No entanto, poucos estudos demonstraram mecanismos pelo qual Leishmania pode
regular a expressdo de miRNAs do hospedeiro. O aumento da expressdo de miR-146a
na infeccdo por L. donovani se da pela acdo de um superenhancer, elemento
transcricional regulatorio em cis (Das et al. 2021). Ghosh et al. (2013) demonstraram que
a glicoproteina 63 (GP63) é exportada em exossomos por L. donovani e é capaz de clivar
Dicerl, que leva ao acumulo de pre-miR-122 e redu¢édo do miR-122 maduro, interferindo
no metabolismo de lipideos de camundongos infectados (Ghosh et al. 2013). Mais

adiante foi demonstrado que a infeccdo de macréfagos murinos com L. donovani leva ao
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aumento da expressdao de Ucp2 levando ao desacoplamento mitocondrial. O
desacoplamento impede a entrada de vesiculas extracelulares carregando o miR-122
proveniente do figado e, por outro lado, aumenta a exportacédo de vesiculas carregadas
com miR-146a (Ganguly et al. 2021). Goswami et al. (2020) identificaram a acdo de GP63
de L. donovani também na clivagem de HuR (do inglés, human antigen R), um exportador
de miRNAs, favorecendo o acumulo de miRNAs que levam a reducéo de citocinas proé-
inflamatérias em macréfago murino (Goswami et al. 2020). Colineau et al., (2018) por
outro lado, demonstraram reducdo nos niveis de miRNAs por L. donovani durante a
infeccdo de hMDMs por bloqueio da transcricdo de miRNAs por c-Myc (Colineau et al.
2018). Em macroéfagos peritoneais de camundongo BALB/c ocorre o estabelecimento de
um ambiente hipoxico e a expressdo de HIF-1la durante a infec¢do por L. donovani,
induzindo o miR-210 que impede a ativacdo e translocacdo de NF-kB ao nucleo,
producdo de citocinas pro-inflamatdrias e de radicais livres de oxigénio e nitrogénio
(Kumar et al., 2018). Por fim, estudos pré-clinicos de vacina baseada na cepa atenuada
de L. donovani nocaute de centrina colocam miRNAs também como pecas centrais na
imunizacdo em modelo de leishmaniose visceral (Gannavaram et al. 2019), corroborando
a ideia de que o estudo de miRNAs € essencial para o avanco no combate as

leishmanioses.

1.4. Metabolismo de arginina e resposta imune

1.4.1. Metabolismo de arginina em Leishmania

O aminoécido L-arginina é essencial para o cultivo de promastigotas axénicas de
Leishmania (Steiger e Steiger 1977), dessa forma, o parasita depende da tomada de
arginina via permease de aminoacidos 3 (AAP3). O gene que codifica esse transportador
esta presente em duas copias, organizadas in tandem no cromossomo 31 do genoma de
L. donovani (Ld-aap3 3.1 e Ld-aap3 3.2) e de L. amazonensis (La-aap3 5.1 e La-aap3
4.7) (Castilho-Martins et al. 2011). Apesar de apresentarem 98% de identidade na regiao
da fase aberta de leitura (ORF), as sequéncias 3’'UTR sao distintas entre as duas cépias,
assim como os mecanismos de regulacao de expresséao de cada copia (Aoki et al., 2017).
Nosso grupo demonstrou a localizagéo do transportador AAP3 de L. amazonensis na

membrana plasmatica e no glicossomo do parasita nas formas promastigotas e
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amastigotas (Aoki et al., 2017). A expressao de AAP3 é regulada também na fase
intracelular do ciclo de Leishmania, uma vez que a privacdo de arginina no hospedeiro
leva a uma resposta de privacdo (ADR, arginine deprivation response), que culmina no
aumento da expressao do transportador em L. donovani (Goldman-Pinkovich et al. 2016).
Essa regulagcéo parece ser importante, uma vez que L. donovani nocaute para a copia
regulavel de AAP3 (AAP3.2) é menos infectiva em BMDM de camundongo BALB/c e em
macrofagos THP-1 (Goldman-Pinkovich et al. 2020).

Leishmania apresenta a enzima arginase (Camargo et al. 1978; da Silva et al. 2002)
compartimentalizada no glicossomo (da Silva et al. 2008; Laranjeira-Silva et al. 2012;
Boitz et al. 2017) enquanto outras enzimas da via de producéo de poliaminas, como Odc,
AdometDC, e Spdsyn estéo localizadas no citoplasma (Roberts et al. 2004).

A enzima arginase € essencial para a sobrevivéncia da promastigota axénica, como
demonstrado pela caracterizacao de linhagens de Leishmania nocaute de arginase em
espécies como L. donovani (Boitz et al. 2017), L. mexicana (Roberts et al. 2004; Gaur et
al. 2007), L. major (Roberts et al. 2004) e L. amazonensis (da Silva et al. 2008). Esse nao
€ 0 caso das amastigotas intracelulares, pois ocorre tomada de ornitina e poliaminas do
hospedeiro (Boitz et al. 2017). No entanto, parasitas nocaute de arginase Sd4o menos
infectivos.

L. mexicana nocaute de arginase € menos infectiva in vivo e in vitro, ocorrendo
maior producdo de NO em macrofagos infectados pelo parasita nocaute e maior
producao de citocinas pré-inflamatérias nos linfonodos de camundongos infectados (Gaur
et al. 2007). L. amazonensis nocaute de arginase (La-arg’) ou com arginase sem sinal de
enderecamento para o glicossomo (Laranjeira-Silva et al. 2012) sdo menos infectivas em
macréfagos murinos. Outros estudos apontam que, independente da atividade de NOS2
do macréfago, L. major nocaute de arginase é menos infectiva e retarda o aparecimento
de lesdo em camundongos susceptiveis, provavelmente devido a reducéo da atividade
de ARG1 (Muleme et al. 2009). Em modelo visceral, L. donovani nocaute de arginase
apresenta menor carga parasitaria no figado, mas ndo no baco de camundongos
infectados em comparacao com o parasita selvagem (Boitz et al. 2017).

A auséncia de arginase no parasita também modula o transcriptoma de macréfagos

murinos comparado a infeccdo com L. amazonensis selvagem (Aoki et al. 2020) e de
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promastigotas comparadas com amastigotas axénicas (Aoki et al. 2017), incluindo
transcritos de fatores de viruléncia (Aoki et al. 2019), que poderiam explicar mais uma
razdo pela qual La-arg™ € menos infectiva.

Uma via alternativa de producdo de poliaminas em Leishmania € via arginina
descarboxilase (ADC) produzindo agmatina, que € posteriormente convertida em
putrescina pela enzima agmatinase (Aoki et al., 2017; Castilho-Martins et al., 2015). Os
transportadores de putrescina e espermidina ja foram investigados em L. donovani, L.
mexicana e L. major (Basselin et al. 2000; Hasne e Uliman 2005).

A producdo de espermidina e a tomada de glutationa do hospedeiro é essencial
para a producdo de tripanotiona (N1-N8-bisglutationil espermidina, T(SH)2) pela
tripanotiona sintetase (TryS) (Colotti e llari 2010), essencial para o controle redox do
parasita e defesa contra estresse oxidativo no macrofago (Colotti e llari 2010; Ali et al.
2022).

Diversos estudos ja haviam demonstrado a producdo de NO e citrulina em
Leishmania (Basu et al. 1997; Genestra et al. 2006a; Sarkar et al. 2011), sendo mais
recentemente demonstrada a presenca de uma NOS-like em L. amazonensis e L.
braziliensis em regides proximas ao glicossomo, mitocondria e bolso flagelar (Furtado et
al. 2021). Nosso grupo detectou o0 aumento da produgéo de L-ornitina em L. amazonensis
nocaute de arginase (Castilho-Martins et al. 2015) e demonstrou a importancia do papel
do NO produzido pelo parasita na metaciclogénese (Acufia et al., 2017), corroborando os
achados da literatura (Genestra et al., 2006), e na diferenciacdo de amastigotas axénicas
(Temporal et al. 2008). A evidéncia de producao de NO em promastigotas e amastigotas
corrobora os achados que demonstram que o papel biolégico dessa molécula esta
relacionado a sua concentra¢do no sitio de acdo e sinalizacdo (Somasundaram et al.
2020).

1.4.2. Metabolismo de arginina em macréfagos

O metabolismo de arginina é central na polarizacdo de macréfagos pro-inflamatoérios
(M1) e anti-inflamatorios (M2) (Rath et al. 2014). Apesar de macréfagos murinos M1
poderem regenerar arginina no ciclo citrulina-NO (Nussler et al. 1994), macrofagos

nocautes do transportador de aminoécidos catidnicos (CAT) 2 demonstraram aboli¢do
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(Nicholson et al. 2001) ou reducéo (Yeramian et al. 2006b) na producéo de NO, citrulina
e poliaminas em macrofagos murinos ativados.

O transportador CAT2 é codificado pelo gene solute carrier family 7 (SLC7) A2,
sendo CAT2B a principal isoforma responsavel pelo transporte de arginina em
macréfagos ativados, e é induzido por citocinas produzidas por Thl e Th2. Em
macrofagos em condi¢des basais, o transporte de arginina ocorre majoritariamente pelo
sistema y+L (transportadores heterodiméricos sensiveis a inibicdo por L-leucina) e via
CATL1 (gene SLC7A1) do sistema y+ (Yeramian et al., 2006).

Existem duas isoformas da enzima arginase que catalisam a hidrélise de L-arginina
a ureia e ornitina, e dependem de manganés como cofator (Kanyo et al. 1996). A arginase
1 (ARG1) é citoplasmaética, enquanto a arginase 2 é encontrada na mitocondria. Em
humanos, os granuldcitos possuem ARG1 compartimentalizada em granulos azurofilicos
e a enzima atua em um mecanismo microbicida, uma vez que leva a deplecao de arginina
no fagolisossomo (Munder et al. 2005).

Diversos estudos demonstraram que a expressao de ARG1 € um componente anti-
inflamatério em macréfagos M2 pois limita a disponibilidade de substrato L-arginina para
a enzima NOS2 (Rath et al. 2014). ARGL ¢ induzida por IL-10, IL-4 e prostaglandina E2
(PGE2) (Corraliza et al. 1995) e pelo reconhecimento de receptores do tipo Toll (TLR) (el
Kasmi et al. 2008; Muxel et al. 2018a) em macréfagos murinos.

Em macréfagos alveolares humanos, a ARGL1 é sinergisticamente induzida com o
aumento de adenosina monofosfato ciclica (CAMP) em combinacédo com IL-4 ou TGF-
(Erdely et al. 2006). No entanto, outros estudos falharam em detectar expresséo de ARG1
ou atividade de arginase em macrofagos humanos (primarios ou THP-1) com o
tratamento com IL-4 (Munder et al., 2005; Raes et al., 2005).

A enzima ARG2 foi demonstrada como essencial na reprogramacédo metabdlica
mitocondrial em resposta a IL-10 em macrofagos murinos. O estudo detectou mRNA e
proteina ARG2 em macrofagos humanos THP-1, mas nao validou todos os mecanismos
de reprogramacdo metabdlica nessas células (Dowling et al. 2021). Esses dados
corroboram a demonstracao anterior de que a delecédo de ARG2 aumenta a resposta pro-

inflamato6ria de macréfagos infectados por Helicobacter pylori (Hardbower et al. 2016).
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Por outro lado, a enzima ARG2 tem um componente pro-inflamatorio, j& que permite a
producado de espécies reativas de oxigénio (ROS) mitocondrial (Ming et al. 2012).

A ornitina, produto da arginase, € precursora na via de producao de poliaminas, ao
ser metabolizada em putrescina pela atividade de ornitina descarboxilase (ODC).
Putrescina, por sua vez, é convertida em espermidina pela espermidina sintase (SRM), e
esta é substrato da espermina sintase (SMS) na producéo de espermina (Latour et al.
2020). Putrescina, espermidina e espermina sdo poliaminas, pequenas moléculas
policatidbnicas que regulam diversos processos celulares como a replicacdo do DNA,
traducdo de proteinas, crescimento celular e diferenciacdo (Pegg 2009). As poliaminas
podem ser imunomoduladoras, uma vez que espermina impede a producéo das citocinas
pro-inflamatérias TNF, IL-1, IL-6, proteina inflamatoria do macréfago (MIP)-1a e MIP-1[3
em macrofagos humanos (Zhang et al., 1997) e a reducado de putrescina, espermidina e
espermina correlaciona com o aumento da producgao de citocinas como TNFa, IL-6 e IL-
12 em macréfagos murinos (Wei et al. 2022) enquanto o aumento de poliaminas
correlaciona com aumento de IL-10 na infeccao por L. donovani (Mandal et al. 2017).

A produgdo de NO, importante molécula microbicida, e citrulina, via NOS2, é
induzida por uma variedade de estimulos pré-inflamatorios em macréfagos murinos,
como LPS ou as citocinas IL-1B3, IFN-y, ou TNF-a (Modolell et al. 1995). No entanto, 0
acumulo de NO em resposta a estimulos classicos como LPS, IFN-y e TNFa nao ocorre
em macré6fagos humanos ou em quantidades muito baixas <0,1 umol de nitrito/108
células/24 h (Schaffner et al. 1993; Weinberg et al. 1995; Thomas e Mattila 2014). Dentre
outros motivos, macrofagos humanos sdo incapazes de sintetizar tetrahidrobiopterina
(BH4) (Denis 1994; Albina 1995), cofator essencial, junto com NADPH, para a atividade
de NOS2 (Marletta et al. 1988), mas a adicdo desse cofator ndo € suficiente para a
producdo de NO (Schaffner et al. 1993; Weinberg et al. 1995). Estudos demonstraram
gue a regulacdo de NOS2 em macrofagos humanos primarios (alveolares e derivados de
sangue periférico) e na linhagem THP-1 ocorre a nivel transcricional, nos quais, diferente
dos macréfagos murinos, ha uma intensa repressao epigenética do gene de NOS2
(Gross et al. 2014).

Cocultura ou transferéncia de sobrenadante de linfécitos T diferenciados nos perfis

Th1l ou Th2 induzem, respectivamente, atividade de NOS2 e ARG1 em macroéfagos e,



49

associado a mecanismos de regulacéo, favorecem a expresséao e atividade mutuamente
exclusiva de uma das enzimas (Rath et al. 2014). ARG1 e NOS2 competem pelo
substrato L-arginina e apresentam papeis antagdnicos na imunidade. Além da
competicdo direta pelo substrato, a hidroxilagcdo de L-arginina leva a formacédo do
intermediario L-hidroxi-L-arginina (abreviado como NOHA ou LOHA), que atua como um
inibidor de arginase (Rath et al. 2014).

1.4.3. Resposta imune e metabolismo de arginina na infec¢do por Leishmania

Diversos estudos apontam que o metabolismo de arginina via ARG1 ou NOS2 séo
centrais na resposta a infeccao por Leishmania pelo macréfago hospedeiro (Muxel et al.,
2018). De um lado, a sintese de poliaminas mediada por atividade de ARG1 favorece a
sobrevivéncia e o crescimento do parasita (Kropf et al. 2005). Por outro, NO é um dos
principais fatores leishmanicidas (Liew et al. 1990; Mauel et al. 1991; Iniesta et al. 2001).
Ainda, a deplecdo de arginina extracelular afeta a atividade de células T CDA4+,
favorecendo a infec¢do por L. major (Modolell et al., 2009; Munder et al., 2009).

A polarizacdo de macréfagos € mediada por citocinas. Foi demonstrado que TNF
regula positivamente Nos2 e negativamente Argl na infecgdo por L. major em
camundongos da linhagem C57BL/6 selvagem, mas que em camundongos nocaute de
Tnf ocorre alta frequéncia de coexpressao ARG1-NOS2 e a producao de NO é reduzida
(Schleicher et al. 2016). Por outro lado, tratamento com IL-4 aumenta a acetilacdo da
histona 3 no promotor e enhancer putativo de Argl, aumentando sua expressao,
enquanto a adicdo de TNF impediu essa inducéo (Schleicher et al. 2016).

A adicdo concomitante de LPS e IFN-y reduz a infectividade de L. infantum e L.
major em camundongos C57BL/6 selvagem, mas ndo em camundongos nocautes de
Nos2 ou tratados com o inibidor N¢-metil-L-arginina (LNMA), demonstrando que as
citocinas medeiam a ativacdo de NOS2 e controle da infeccéo (Iniesta et al. 2001). Mais
recentemente foi demonstrado que a inducéo de IFN-y € essencial para o recrutamento
de mondcitos permissivos a infeccdo (Carneiro et al. 2020), enquanto NO reduz o
recrutamento de fagocitos permissivos a infeccdo (Formaglio et al. 2021).

Apesar da auséncia de inducdo de NOS2 em macrofagos humanos, como

explicitado no subcapitulo 1.4.2, existem estudos que apontam a presenca de NO na
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limitacdo da infecgdo humana (Sarkar et al. 2011), mostrando ser mais complexo do que
as condicbes observadas in vitro. Bidpsias de pacientes de area endémica de L.
mexicana, com leishmaniose cutanea localizada, apresentam maior marcacao imuno-
histoquimica para NOS2 do que a cutanea difusa (Qadoumi e Becker 2002) e dados de
colaboradores demonstraram o aumento de citrulina no plasma de pacientes com
leishmaniose difusa comparado com a doenca localizada (Malta-Santos et al. 2020).

Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-10 ou TGF-B aumentam a atividade de
arginase via ARG1 e a proliferacdo de L. major em macrofagos de camundongos BALB/c
e C57BL/6 (Iniesta et al. 2002). Fatores de crescimento como o fator de crescimento de
fibroblasto 2 (FGF-2) e o Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) estao
envolvidos na progressao da infec¢ao por L. donovani via inducdo de ARG1 (Osorio et
al. 2014). A adicéo do inibidor NOHA reduz a porcentagem de macrofagos infectados e
0 numero de amastigotas por macrofagos sem mediar a producdo de NO, apenas
reduzindo a atividade de arginase, cujo efeito pode ser revertido com adi¢cao de L-ornitina
exdgena (Iniesta et al. 2001). Outro grupo corroborou esses resultados, demonstrando
gue nor-NOHA pode inclusive levar a cura espontanea de camundongos BALB/c
susceptiveis a infecgcdo com L. major (Kropf et al. 2005). Na infeccao in vivo, arginase
parece desempenhar papel importante para a progressdo da lesdo e as diferencas
observadas nos modelos experimentais de camundongos BALB/c e C57BL/6 (Iniesta et
al., 2005; Tomiotto-Pellissier et al.,, 2021), mas ndo € essencial para 0 processo de
resolucdo espontanea da infec¢do (Paduch et al. 2019).

Uma vez que a atividade de arginase e NOS2 dependem da disponibilidade de
arginina, um elemento central na regulacdo da infeccdo € a atividade de seus
transportadores. A linhagem de camundongo C57BL/6 possui uma dele¢do no promotor
do gene SLC7A2, reduzindo a tomada de arginina e a susceptibilidade a infeccéo por
Leishmania quando comparada a linhagem BALB/c (Sans-Fons et al. 2013). A infec¢do
de L. amazonensis em BMDM nocaute de CAT2 ou inibicdo do transporte utilizando os
analogos de arginina LNMA e dimetil L-arginina simétrica (L-SDMA), mostrou que IFN-
y+LPS ou IL-4 sdo incapazes de induzir, respectivamente, a morte ou multiplicacdo dos
parasitas na auséncia do principal transportador de arginina quando comparados ao

macrofago selvagem (Wanasen et al. 2007). Foi demonstrado que IFN-y induz a
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expressao e a atividade do transportador CAT2 na infeccdo de macréfagos murinos por
L. amazonensis (Wanasen et al. 2007). Em macréfagos humanos THP-1, a reducéo da
tomada de arginina via CAT2 reduz a infecgéo de L. donovani, enquanto o aumento dessa
tomada e a atividade de ARG1 induzem a producéo de poliaminas, aumento de IL-10 e
reducao de IL-12 e TNF-a (Mandal et al. 2017).
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Figura4 - Representacdo esquemética dos componentes do metabolismo de arginina em macrofagos
infectados com Leishmania. Arginina é transportada principalmente por CAT1 e CAT2 em
macrofagos infectados, e pode ser metabolizada primariamente por ARG1 e NOS2,
produzindo respectivamente, ornitina e NO. Ornitina segue para a via de producdo de
poliaminas via SRM e SMS, ou é internalizada na mitocéndria e, no ciclo da ureia, € convertida
em citrulina, seguido de arginosuccinato e novamente em arginina. No parasita, arginina é
internalizada pelo transportador AAP3 e segue na via de producdo de poliaminas via ARG ou
NO via NOS-like. AAP: permease de amino acido, CAT: transportador de aminoacidos
catidnicos, ARG: arginase, ASL: argininosuccinato liase, ASS: argininosuccinato sintetase,
OTC: ornitina transcarbamilase, ODC: ornitina descarboxilase, SRM: espermidina sintase,
SMS: espermina sintase, AMD: adenosil metionina descarboxilase. Produzida pela autora com
base em (Muxel et al., 2018).
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1.5. Metaboldmica

1.5.1 Técnicas metabolémicas

Metabolémica é a técnica de identificacdo e quantificacdo de metabdlitos de baixo
peso molecular, comparando diferentes condi¢cdes (Goodacre et al. 2004), sendo que a
cobertura dos metabdlitos detectados nas amostras depende grandemente da plataforma
selecionada. A combinacédo de diferentes métodos garante dados complementares e
maior cobertura do metaboloma (Lioupi et al. 2021).

Apos a extracdo dos metabdlitos, as amostras sao analisadas por uma ou por uma
combinacdo de técnicas de separacdo, entre elas a cromatografia liquida (LC),
cromatografia de gases (GC) e/ou eletroforese capilar (CE). Para acoplar os metabdlitos
separados ao sistema de espectrometria de massas (MS), as entidades quimicas séo
ionizadas por um eletroesprei (ESI) para LC e CE, uma técnica branda que leva a pouca
fragmentacao, ou impacto eletrénico (El) para GC. A detec¢do dos metabdlitos também
pode ocorrer com meétodos espectroscopicos, como ressonancia magnética nuclear
(NMR), porém, nessa técnica, a cobertura de metabdlitos € baixa. A cromatografia liquida
de interacdo hidrofilica (HILIC) oferece alta resolucdo de separacdo de metabdlitos
polares baseada na eluicdo de um gradiente de solvente orgéanico e dgua (Goodacre et
al. 2004; Lioupi et al. 2021). CE € uma técnica de separacdo util para a analise de
metabalitos polares baseada no movimento dependente de voltagem de analitos em um
solvente (Goodacre et al. 2004; Lioupi et al. 2021).

A deteccéo utilizando MS do tipo tempo de voo (do inglés, time-of-flight TOF) gera
um espectro que procede para a etapa de integracdo de picos. Os dados sdo entdo
exportados para uma matriz tridimensional contendo informacfes de massa-carga (m/z)
exata, tempo de retencédo ou migracéo (RT e MT, respectivamente) e a intensidade dos
picos (equivalente a abundancia dos metabdlitos). Apés multiplas etapas de
processamento, os dados sdo submetidos para as analises estatisticas uni- e
multivariantes gerando uma lista de features significativamente alteradas. As features
prosseguem para anotacdo baseada nas informagcdes de massa experimental exata e os
tempos de migracdo ou retencdo. Outras informacdes como formacdo de adutos,
multimeros, cargas multiplas e fragmentos (gerados na fonte ou em células de colisao)

sdo usados para a anotacdo dos metabdlitos (Godzien et al. 2018). A lista final de
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metabdlitos identificados é entdo usada para analisar as vias metabdlicas afetadas e as
consequéncias biologicas dessas modificacoes.

Além de ser amplamente utilizada na descoberta de biomarcadores para doencgas,
a metabolémica pode ser uma ferramenta importante para a descoberta de mecanismos

bioldgicos e moleculares (Johnson et al. 2016; Kloehn et al. 2016).

1.5.2 Metabolémica no estudo de leishmanioses

Leishmania ocupa diferentes nichos em seu ciclo de vida, cujos estimulos levam aos
processos de diferenciacdo que envolvem adaptacdes metabodlicas (Rosenzweig et al.
2008). No entanto, a maior parte dos estudos de mudancgas metabolicas e descobertas
de biomarcadores a nivel genémico em macréfagos infectados com Leishmania foram
realizados por transcriptdmica (Rabhi et al. 2012) e prote6mica (Veras et al. 2018).

A metabolbmica foi utilizada para caracterizar o metabolismo do parasita
(Akpunarlieva et al., 2017; Castilho-Martins et al., 2015; Crepaldi et al., 2019; Saunders
et al., 2014; Westrop et al., 2015) e se mostrou uma ferramenta util, uma vez que 0s
mecanismos de controle pds-transcricionais e pos-traducionais dificultam o acesso ao
fenétipo do parasita utilizando apenas transcriptémica e protebmica (Scheltema et al.
2010; Kloehn et al. 2015; Atan et al. 2018).

A caracterizacdo metabdlica de células hospedeiras infectadas por metabolémica foi
realizada explorando apenas poucas espécies de Leishmania e tipos de macréfagos in
vitro (Lamour et al. 2012; Muxel et al. 2019; Mamani-Huanca et al. 2021b). Mais
recentemente, foi realizada metabolémica em lesGes cutaneas experimentais na infeccao
por L. mexicana (Volpedo et al.,, 2022) e em hamsters modelos para leishmaniose
visceral por L. donovani (Lesani et al. 2022).

Nosso grupo investigou o metaboloma de BMDMs de camundongos da linhagem
BALB/c (Muxel et al. 2019) e C57BL/6 (Mamani-Huanca et al. 2021b) mostrando que o
metabolismo de arginina € central nos modelos experimentais.

Andlise metabolémica de BMDM de BALB/c infectado com L. major mostrou que
apenas macréfagos previamente ativados com IL-4 apresentam atividade de arginase
durante a infeccdo, mas ambos nao ativados ou ativados com TNF e IFN-y apresentam

producdo de NO ap0s a infecgdo com Leishmania (Lamour et al. 2012).
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A metabolémica também foi utilizada para desvendar o mecanismo na infec¢éo por L.
mexicana nhocaute para centrina, uma linhagem atenuada e forte candidata para
vacinacdo, demonstrando que a via das pentoses fosfato estd aumentada e sua inibicdo
leva ao aumento de NO e citocinas pro-inflamatorias como IL-12 e IL-1B (Volpedo et al.
2022a).

Levando em conta os dados da literatura, nossa hipétese é que Leishmania é capaz
de estabelecer a infec¢do via modulacdo de miRNAs do hospedeiro importantes na
regulacdo do metabolismo de poliaminas/NO. Nossos resultados mostraram que o
parasita pode mediar alteracdes no macréfago hospedeiro em multiplos niveis, uma vez
gue, ao modular uma familia especifica de miRNAs do hospedeiro, € capaz de regular o
transportador de arginina e diversos outros alvos putativos, resultando em uma

reprogramacao metabolica favoravel ao estabelecimento da infeccao.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivos gerais

Avaliar como a alteragéo do perfil de miRNAs do hospedeiro modula o metabolismo
de arginina e a infectividade de L. amazonensis em macréfagos humanos derivados de
THP-1.

2.2  Objetivos especificos

2.2.1. Comparar o perfil de miRNAs expressos diferencialmente em macrofagos
derivados de THP-1 infectados com L. amazonensis selvagem e L. amazonensis
nocaute de arginase em relacdo aos macrofagos nao-infectados;

2.2.2. Analisar por bioinforméatica as possiveis interacdes entre os mMIRNAs
candidatos e mRNAs de genes envolvidos com o0 metabolismo de poliaminas/NO;
2.2.3. Avaliar a expressao génica de mRNAs relacionados com o metabolismo de
poliaminas/NO;

2.2.4. Investigar o papel funcional de miRNAs na infeccdo e na modulacao das vias
de metabolismo de poliaminas/NO utilizando ferramentas de inibicdo de miRNAs;
2.2.5. Quantificar metabdlitos de macrofagos THP-1 infectados com L.

amazonensis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Organismos

3.1.1 Parasitas e cultivo

Promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) selvagens (La-WT) e
modelo nocaute de arginase (La-arg’), obtido a partir da mesma linhagem (Laranjeira-
Silva et al. 2012), foram mantidos em meio M199 (L-glutamina e sais de Hanks, sem
bicarbonato de sddio, Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) inativado (Gibco), 5 ppm de hemina, 100 yM adenina, 50 U
penicilina, 50 pg/mL estreptomicina e tampao Hepes-NaOH 40 mM e NaHCOs 12mM, pH
6,85 a 25°C. O meio para La-arg € acrescido de 100nM de putrescina, 50mg/mL de
higromicina e 10mg/mL de puromicina. A curva de crescimento foi realizada com 5x10°
parasitas em 10mL de meio no indculo inicial com contagens em camara de Neubauer

por 9 dias.
3.1.2 Mondcitos e diferenciacdo dos macréfagos

Os macrofagos foram derivados de diferenciacéo da linhagem celular de mondcitos
humanos THP-1 (American Type Culture Collection, ATCC®, VA, USA, TIB-202™). A
linhagem foi mantida em sua forma monocitica em estufa a 34°C e 5% CO2 em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 contendo bicarbonato de sédio (2g/L) e L-
glutamina (2,05mM) (LGC Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) acrescido de 10% SFB
inativado (Gibco), penicilina (20 U/mL) e estreptomicina (20 pg/mL) (Pen-Strep, Gibco).
Mondcitos foram testados e certificados livres de micoplasma (FJ et al. 1992).

A diferenciacdo em macréfagos foi feita por incubagdo com 30ng/mL de forbol 12-
mistrato 13-acetato (do inglés, phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) por 72 horas e, ap6s, mantidas por 72 horas em meio RPMI fresco antes da
infeccdo (34°C/5% CO2). O fendtipo do macrofago resultante foi avaliado por andlise
citométrica (BD Accuri™) para a presenca dos marcadores CD14 (eBioscience, CD14
FITC As2-8) e CD11b (Invitrogen, PE-Cyanine5 M1/70), analisado no software FlowJo
(FlowJo LLC, Ashland, USA).
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3.2 Infeccao

Os mondcitos foram plaqueados de acordo com a area da placa (4x10° para placas
de 6 pocos e 1x10° para placas de 24 pocos). Apés a diferenciacéo, os macréfagos foram
expostos a promastigotas La-WT ou La-arg" na fase estacionaria do crescimento na
proporcao de 5 parasitas/macrofago (MOI 5:1). ApGs 4 horas (34°C / 5% CO3) a cultura
foi lavada com PBS 1X para remover os parasitas ndo fagocitados e o meio RMPI foi
reposto. Os procedimentos de contagem da infeccdo ou extragdo do RNA foram feitos
nos periodos de 4h, 24h, 48h e/ou 72h apos a infec¢do. As células foram desaderidas
gentilmente com raspagem apos tratamento com 100uL de PBS-EDTA 1mM, e fixadas
com paraformaldeido (PFA) 1%.

A infeccao foi avaliada em citdmetro de fluxo com imagem FlowSight®, permitindo
a analise visual dos macrofagos na amostra. Para isso, os parasitas foram marcados
previamente a infeccdo com o Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (Invitrogen). O calculo
foi feito proporcionalmente para que cada 1x108 parasitas fossem diluidos em 1 mL de
PBS 1x e 5uM CFDA SE. A marcagao foi feita por 20 minutos a 25°C, seguida de lavagem
com RPMI 10% SFB para retirar o excesso de reagente.

As células foram desaderidas com PBS/EDTA (acido etilenodiaminotetracético)
1mM e fixadas com PBS/PFA 1% nos periodos de 4h, 24h, 48h e 72h ap6és a infeccao.
No momento da contagem, as células foram ressuspendidas em 25uL de PBS 1X. A
analise dos dados foi realizada no software IDEAS utilizando a ferramenta Wizard Spot
Count, capaz de calcular a ocorréncia de parasitas fagocitados e, assim, a média de
amastigotas por macrofago infectado, por sobreposi¢cdo dos canais 1 e 2 (Figura 5). O

indice de infeccéo é obtido multiplicando-se os dois parametros.
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos gates e fluxo de andlise de dados da citometria de imagem.
(a) selecéo de eventos com células focadas, (b) selegdo de células Unicas a partir de células
focadas, e resultado da ferramenta spot count para (c) macréfagos nao infectados e (d)
macrofagos infectados, com imagens representativas da contagem de 1 a 8 parasitas

intracelulares.

3.3 Manipulacéo de acidos nucleicos

3.3.1 Extragédo de RNA

As células foram lisadas com Qiazol e as amostras foram mantidas a -20°C até o

ensaio de extragdo de RNA. O RNA total foi obtido com o “miRNeasy Mini Kit” (Qiagen)

segundo o manual do fabricante. A andlise quantitativa e qualitativa foi realizada no
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espectrofotbmetro NanoDrop. A pureza do RNA extraido foi avaliada pela razdo das
absorbancias A260/A280, que deve ser por volta de 2. As amostras foram diluidas para

1pg/10uL e utilizadas nas reacdes de transcricdo reversa.
3.3.2 Transcricao reversa e RT-gPCR de microRNAs

Na transcricdo reversa para a sintese do cDNA de miRNAs maduros foi utilizado o
“‘miScript Il RT Kit” (Qiagen) a partir de 2ug do RNA total, segundo as recomendacdes do
fabricante. O produto foi diluido em 150pL de &gua livie de RNase e armazenado a -
20°C. Para o RT-gqPCR foi utilizado o “Human Inflammatory Response & Autoimmunity
MIRNA PCR Array: MIHS-105Z" e o0 “miScript SYBR PCR Kit” (Qiagen). As reagbes foram
feitas em termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems) a 95°C por 15 segundos
seguido de 40 ciclos programado para 94°C por 15 s, 55°C por 30s e 70°C por 30s. Para
identificar miRNAs diferencialmente expressos o valor do C: de cada amostra foi
subtraido do valor de C: dos genes normalizadores (Pequeno RNA nucleolar (SNORD)
61, SNORD68, SNORD72, SNORD95, SNORD96A e RNU6B) para a obtencédo do valor
de AC:. O AAC:foi obtido pela diferenca do AC: do grupo do macroéfago infectado (La-WT
ou La-arg’) pelo AC:do macréfago nédo infectado. O valor de Log2FC (log2 Fold change)
foi obtido pelo log2(2-24CY). O cutoff selecionado para miRNAs expressos diferencialmente
foi de Log2FC >1 ou <-1. Os miRNAs indicados como diferencialmente expressos foram
validados com os miScript Primer Assay (Qiagen) e normalizados com SNORD95.

Para quantificar os precursores de miRNAs, pri-miR e pre-miR para os miR-372 e
miR-373 0s oligonucleotideos iniciadores para a reacdo de PCR foram desenhados

conforme indicado na literatura (Schmittgen et al. 2004) (Tabela 1).

Tabela 1 - Oligonucleotideos iniciadores para avaliagdo da biogénese de miR-372/373.

Alvo Fw Rev
Pre-miR-372 GATTGGGTGAGGGGGCG GACGCTCAAATGTCGCAGC
Pre-miR-373 GGCCTCAAATGTGGAGCACTA GACGCTCAAATGTCGCAGC

Pri-miR-372/373 TACTCAAAATGGGGGCGCTT ACACCCCAAAATCGAAGCACT

3.3.3 Desenho dos primers e preparacao de DNA molde para curva padréo

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (Tabelas 1 e 2) foram desenhadas
utilizando a ferramenta Primer-BLAST do National Center for Biotechnology Information

(NCBI) a partir da sequéncia de referéncia (RefSeq) dos genes de interesse, de modo
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gue os primers flanqueiem uma sequéncia intrénica garantindo a ndo amplificacdo do
DNA gendmico, confirmado pelo tamanho do amplicon e sequenciamento. O produto de
PCR foi clonado no vetor pGEM T Easy (Promega, Madison, WI, USA) e o inserto foi
confirmado por seu tamanho apds digestdo com a enzima de restricdo EcoRI e sua
sequéncia pelo método de Sanger (sequenciamento no Centro de Estudos do Genoma
Humano, Instituto de Biociéncias). Por fim, o plasmideo foi linearizado com digestdo com
Scal para servir como DNA molde para a construgéo da curva padrédo de amplificacéo,
com numero de copias conhecido, a partir de diluicdo seriada para uma concentracéo de

10'a 108 moléculas a cada 5 pL.

Tabela 2 - Oligonucleotideos iniciadores para genes de interesse.

Alvo Fw Rev

NOS2 AAGCCTACCCCTCCAGATGA CTTTGTTACCGCTTCCACCC
ARG1 AAGGATTATGGGGACCTGCC CGCTTGCTTTTCCCACAGAC
CAT1 CTCATTTAAGGTTCCCTTCCTGC CAGCATCCACACAGCAAACC
CAT2 CCTTATGGCTTTACGGGAACG TTCTGGGGATTCCGAACTTCTT
oDC1 GACCACGCACATGTAAAGCC CAATCCGATCGAGGCCATCA
AMD1 GAGTGAGCTTGACCCAGCAG TCACGAATTCCACTCTCACGA
SRM ACAGCCCTCAAGGAAGATGGT GGAACAGGGACTGGCAGAACT
SMS CGAAAAACGTGTGGCGATGT TCCCTTCTTTGGCGTACCTC
GAPDH GGCAAATTCAACGGCACACT CCTTTTGGCTCCACCCTTCA

3.3.4 Transcrigcdo reversa e RT-gPCR de mRNAs

A transcricao reversa foi realizada a partir de 2ug do RNA total, 3ug de Random
Hexamer Primer e 2 yL de dNTPs (10uM) com agua livre de RNase q.s.p 24 L, que foram
incubados por 5 minutos a 70°C no termociclador (Mastercycler Gradient, Eppendorf).
Com os tubos no termociclador a 8°C foram adicionados a reag¢ao 8uL de tampao de
reacao 5x (250mM TrisHCI (pH 8,3); 250mM KCI; 20mM MgCl2 e 50mM DTT), 2 uL da
enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, Waltham, MA), ou &gua livre
de RNase nas reagdes controle, e 2 uL de RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific).
Seguiu-se incubagdes subsequentes de 5 min a 37°C, 10 min a 25°C, 60 min a 42°C e
10 min a 70°C.

Para o RT-gPCR, a preparacao da reagao foi feita a partir de 5 yL do cONA/mRNA
diluido 10x, 2x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 0,2 uM de
cada primer e agua livre de RNase para um volume final de 20 uL. A reacao foi realizada
no termociclador PikoReal 96 RealTime PCR System (Thermo Scientific) iniciando a 2
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min a 50°C, 10 min a 94°C, e em seguida 40 ciclos de 30s a 94°C e 30s a 61°C. Ap6s o
ajuste dos thresholds, os valores de C: foram normalizados a partir do controle endégeno
GAPDH. O AAC: foi obtido pela diferenca do AC: do grupo do macréfago infectado (La-
WT ou La-arg) pelo AC:ido macréfago néo infectado ou, nos ensaios de inibigéo, a
diferenca do AC: do grupo do macréfago infectado por La-WT néo tratados e o AC: dos
macrofagos infectados e transfectados com controle negativo ou inibidores de miRNAs.
O valor de Log2FC (log2 Fold change) foi obtido pelo logz2(224Y).

3.4  Analise do papel dos microRNAs
3.4.1 Anadlise in silico dos alvos potenciais de microRNAs e enriquecimento de vias

Os alvos putativos foram determinados segundo os algoritmos do TargetScan
(Agarwal et al. 2015) e microRNA.org (Betel et al. 2010). O compartilhamento das
sequéncias seed foi confirmado a partir das sequéncias de miRNAs contidas no banco
de dados miRBase (Kozomara et al. 2019). O TargetScan Human 7.2 foi utilizado para
acessar genes mutuamente regulados pelos membros da familia miR-372/373/520, cuja
lista foi usada para a analise de enriquecimento na ferramenta Reactome, para analisar

alvos putativos relativos a vias metabdlicas.

3.4.2 Transfeccao dos inibidores ou mimicos de miRNAs
Apos a diferenciacdo de 1x10° macréfagos/poco em placas de 24 pogos ou 4x108
macrofagos/poco em placa de 6 pocos, foram adicionados 50 nM dos inibidores ou
mimicos de miRNAs, miRVana (Thermo Scientific), hsa-miR-372-3p, hsa-miR-373-3p
e/ou hsa-miR-520d-3p incubados previamente por 15 minutos a temperatura ambiente
com o HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen) - 6 YL para 24 pogos € 15 uL para 6
pocos - em 250 pL de meio RPMI 1640 (LGC). O ensaio de infecc¢éo foi feito apds 24h.

3.4.3 Quantificacdo de proteina apos transfeccao de mimicos de miRNAs

A determinac¢do do nivel da proteina CAT2 foi feita por citometria de fluxo utilizando
0 equipamento BD Accuri ™ C6 e software FlowJo. Placas de 24 pocos com 1x10°
macréfagos/poco foram infectados com La-WT ou tratados com mimicos de miRNAs por
24 horas, conforme supracitado. Apds, as células foram desaderidas com 100 uL de
PBS/EDTA 1mM e transferidas para placas de 96 pocos, centrifugadas e fixadas com 1%
PFA. A permeabilizacéo foi feita com 100 pL do BD Cytofix/Cytoperm por 20 minutos e
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lavagem com o BD Perm/Wash, seguido da marcacdo com o anticorpo primario anti-
CAT2 (Santa Cruz CA, USA, sc-87038) na concentracdo 1:100 overnight a 4°C e o
anticorpo secundario Donkey anti-Goat 1gG (Invitrogen PA1-29953) na concentracdo
1:200 por 2 horas a temperatura ambiente. Apds a marcacao, as células foram lavadas

com o BD Perm/Wash, ressuspendidas em 100 uL de PBS e analisadas no citdmetro.

3.4.4 Validacdo com pmiRGLO

Os vetores pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector (Promega)
foram construidos clonando a sequéncia 3'UTR de SLC7A2 (CAT2) contendo a
sequéncia de pareamento de miRNAs de interesse ou sequéncias mutadas (Tabela 3)
apos o gene da luciferase Firefly, seguindo as recomendacdes do fabricante. Macrofagos
(1 x 108) da linhagem RAW 264.7 (TIB-71, ATCC) foram transfectados com 5 ug do vetor
pmiRGLO utilizando o reagente de transfeccdo FuGene HD (Promega) e tratados com
50nM de mimicos de miRNAs. Apés 24 horas da transfeccdo, os macréfagos foram
desaderidos com PBS 1mM EDTA, lavados com PBS 1X, diluidos em meio RPMI e
transferidos para microplacas pretas de fundo transparente de 96 pocos. A reacao de
luciferase foi feita utilizando o Dual-Glo® Luciferase Assay (Promega), segundo

recomendacdes do fabricante, e lidos no luminémetro GloMax® (Promega).

Tabela 3 - Sequéncias de DNA de fita simples para anelamento e clonagem no vetor pmiRGLO.

3’UTR Seed Orientacéo
Sequéncia

CAT2.2 3947-3953 Senso
CTAGCGGCCGCCCCCATAAATTGTGTAGCACTTTT
CAT2.2 3947-3953 Antisenso

CTAGAAAAGTGCTACACAATTTATGGGGGCGGCCGCTAGAGCT

CAT2.2 mutada 3947-3953* Senso
CTAGCGGCCGCCCCCATAAATTGTGTAGACTTTT

CAT2.2 mutada 3947-3953* Antisenso
CTAGAAAAGTCTACACAATTTATGGGGGCGGCCGCTAGAGCT
CAT2.1 1327-1333 Senso
CTAGCGGCCGCCATGATGACAGAGGGAGCACTTGT

CAT2.1 1327-1333 Antisenso
CTAGACAAGTGCTCCCTCTGTCATCATGGCGGCCGCTAGAGCT
CAT2.1 mutada 1327-1333* Senso
CTAGCGGCCGCCATGATGACAGAGGGAGACTTGT

CAT2.1 mutada 1327-1333* Antisenso
CTAGACAAGTCTCCCTCTGTCATCATGGCGGCCGCTAGAGCT
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3.5 Dosagem de 6xido nitrico (NO) e nitrito

A presenca NO foi avaliada com a marcacao das células com DAF-FM (4-amino-5-
metilamino-2',7'-difluorofluoresceina, Thermo Scientific) analisada por citometria de fluxo
(Sarkar et al. 2011; Muxel et al. 2017; Fernandes et al. 2019b). A quantificacdo foi feita
nos periodos de 4h e 24h em macroéfagos infectados, estimulados com 200ng/mL LPS
ou controle néo infectado e nao tratado. As analises de células positivas e intensidade de
fluorescéncia (NO+ e NO MFI) foram feitas no software IDEAS com base nos controles
ndo marcados e background de anticorpo secundario.

Para o ensaio de Griess, 50 yL do sobrenadante foram mesclados com 50 pyL do
reagente de Griess, composto por 25 pL da solugédo 0,1% de N-(1-Naphthyl)
ethylenediamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich) e 25 puL de 1% sulfanilamide em 2,5%
H3POa4. Depois de 10 minutos, a absorbancia foi medida a 570nm. A quantidade de

NaNO: foi calculada em comparac¢do com a curva padréo de 3 a 100 uM.

3.6 Metaboloma

3.6.1 Preparacdo de amostras

O quenching metabdlico foi feito com o esfriamento das placas em gelo com adicao
de PBS gelado. O material foi centrifugado e todo o sobrenadante foi retirado, e o pellet
foi congelado a -80°C. Para a extracdo dos metabdlitos, os pellets foram agitados em
vortex com 350uL de metanol/agua (4:1) gelado, seguido por 4 ciclos de
congelamento/descongelamento (1 minuto cada) em nitrogénio liquido/gelo e
processamento no TissueLyzer LT (Qiagen, Germany) com 25 mg de beads de vidro
(710-1180 um, G1152, SigmaAldrich, Germany) por 10 minutos a 50 Hz com 1 minuto
de intervalo com amostras mantidas no gelo. As amostras foram centrifugadas (10min,
15,700%g, 4°C) e 300 puL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo tipo
Eppendorf. Foi feita uma aliquota de 80 yuL de cada amostra para uso no instrumento
HILIC-LC-MS. O restante do sobrenadante foi secado no SpeedVac SPD121P (Thermo
Scientific) a 35°C por 2,5 horas. O residuo solido foi ressuspendido em 110 pL de uma
solucédo contendo 0,1M de &cido férmico contendo padrdes internos (0,2 mmol-L™ de
metionina sulfona, 0,2 mmol-L™* MES e 1 mmol-L™! paracetamol) e misturado por 15

minutos em um vortex. Apés a centrifugacao (10 min, 15700xg, 4°C), foram preparadas
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amostras de controle de qualidade (QC) mesclando 5 puL de cada amostra. Por fim, as
amostras de QC e 90 pL de cada amostra foram transferidos nos frascos de polipropileno
para CE (Agilent Technology, Waldbronn, Germany). As amostras foram estocadas a 4°C
antes e depois de cada corrida analitica. As amostras foram ordenadas de forma

aleatorizada nos instrumentos.
3.6.2 Plataforma CE-ESI-TOF/MS

O sistema CE-ESI-TOF/MS utilizado é composto por um sistema de eletroforese
capilar (7100 Agilent Technologies) acoplado ao espectréometro de massas TOF (6224
Agilent Technologies) equipado com uma fonte de ionizagdo em eletroesprei e uma
bomba para o suprimento do Sheath liquid do tipo 1200 Series Pump (Agilent
Technologies). O sistema foi controlado por meio do software MassHunter Workstation
versao B.06.01.

O Sheath liquid (6 pL-min~?) foi preparado com metanol/agua (1:1, v:v) adicionado
os compostos de referéncia purina (5x107% molxL™%, m/z 121.0509) e HP-0921
(hexakis(*H,*H,3H-tetrafluoropropoxy)phosphazene, 2.5x107° mol-L™%, m/z 922.0098)
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). A separacao foi realizada em capilar de
silice fundida com 100 cm de comprimento total e 50 um de diametro interno (Agilent
Technologies). No modo positivo (CE-ESI(+)-TOF/MS), utilizamos o0s seguintes
parametros de MS: fragmentador a 125 V, Skimmer a 65 V, octopolo a 750 V, presséo
do nebulizador de 10 psi, temperatura do gas de secagem a 200 °C, fluxo de 10 mL-min™*
e voltagem do capilar a 3500 V. Os dados foram adquiridos no modo positivo Dual-ESI
com um escaneamento completo de m/z 74 a 1000, numa taxa de 1,02 escaneamentos
por segundo. A corrida foi realizada em polaridade normal com eletrélito de fundo (do
inglés, BGE) composto de 1 mol-L™! &cido férmico em agua ultrapura com 10% (v/v)
metanol. O capilar novo foi pré-condicionado com inje¢éo (950 mbars) de NaOH 1 mol-L™
por 30min, seguido de agua MilliQ por 30 min e eletrolito de fundo por 30 min. As amostras
foram injetadas de forma hidrodinamica a 50mbar por 50s com stacking aplicando
eletrolito de fundo a 100 mbar por 10 segundos. A voltagem de separacao foi de 30 kV
com 25 mbar de pressao interna. O tempo da corrida foi de 40 minutos.

No modo negativo (CE-ESI(-)-TOF/MS) o sheath liquid foi composto de

metanol/agua (1/1, v/v) contendo massas de referéncia purina, trifluoroacetato de amoénia
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em acetonitrila:zagua TFANH4 (m/z 112.9856, Agilent) e HP-0921. Utilizamos os
seguintes parametros de MS: fragmentador a 120 V, Skimmer a 65 V, octopolo a 750 V,
pressao do nebulizador de 10 psi, temperatura do gas de secagem a 250 °C, fluxo de 1
mL-min~t e voltagem do capilar a 4000 V. Os dados foram adquiridos no modo negativo
Dual-ESI com um escaneamento completo de m/z 74 a 1000, numa taxa de 1,02
escaneamentos por segundo. Antes de cada analise, os capilares foram condicionados

com eletrdlito de fundo por 5 minutos.
3.6.3 Plataforma HILIC-MS

As amostras foram medidas utilizando um sistema de cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (UHPLC) (1290 Infinity, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
acoplado com um QTOF (6545 Agilent Technologies) com ionizacdo em eletroesprei
Agilent Jet Stream source (ESI (AJS)-QqQ-MS), 6470 Agilent Technologies, operada nos
modos positivo e negativo. A separagdo dos metabdlitos foi realizada por cromatografia
liqguida de interag&o hidrofilica (HILIC) em uma coluna XBridge Ethylene bridged hybrid
(BEH) Amide (2.1 mm x 100 mm, 2.5 um; Waters, Milford, MA, USA) com uma coluna de
guarda BEH amide (2.1 x 5 mm, 1.7 um; Waters) a 50°C.

No modo positivo (LC-HILIC(+)-QTOF), as fases méveis foram compostas de 10
mmol-L™ de formato de aménio, 2,5 umol-L* do reagente Infinitylab deactivator additive
(Agilent) e 0,1% de acido férmico diluido em (A) dgua ou (B) agua e acetonitrila
(H20/ACN, 10:90, v/v). No modo negativo, as fases méveis (pH=9) foram compostas de
10 mM de acetato de amdnio contendo 2,5 umol-L™ ! do reagente Infinitylab deactivator
additive (Agilent) diluido em (A) agua ou (B) &gua e acetonitrila (H2O/ACN, 15:85, v/v). O
gradiente consistiu em uma mistura das fases méveis A e B usando um gradiente nao
linear com inicio de 98% de fase mével B nos minutos 0-3, 70% B no minuto 11 e 60%
no minuto 12, 5% B nos minutos 16-18 e novamente 98% B nos minutos 19-20. As
amostras foram mantidas a 4°C e 3 pL foram injetados a 0.25 pyL-min~. Os top 10 ions

foram selecionados para MS/MS.
3.6.4 Processamento de dados e analise

Os eletroferogramas de massas foram alinhados usando o tempo de migracao de

padrées internos como parametros no software Mass Hunter Profinder (10.0, Agilent
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Technologies, Santa Clara, CA, USA). A deconvolucdo e integragdo dos picos foi
realizada no software Profinder 10.0. A matriz final contendo dados de area dos picos
para cada sinal foi processada para incluir valores faltantes utilizando algoritmos do
CEMBIO no MATLAB (MathWorks, R2015) e amostra foi normalizada utilizando o método
QC support vector regression correction (QC-SVRC) (Kuligowski et al. 2015) para dados
CE-ESI(+)-TOF/MS e pela soma total dos sinais (TUS) para dados CE-ESI(-)-TOF/MS
para corrigir variagdes instrumentais detectadas na variabilidade de amostras QC. Foi
aplicado um filtro baseado na porcentagem de variacdo de QCs para cada sinal, com o
limite de RSD de 30% para prosseguimento na analise. A identificacdo dos picos foi
baseada na massa exata de metabdlitos e no tempo de migracao relativo (do inglés,
RMT) (Mamani-Huanca et al. 2021a; Lépez-Lopez et al. 2022) acessados no banco de
dados CEU Mass (Gil de la Fuente et al. 2018), usando um erro maximo de 20 ppm. Além
disso, identificacdo de fragmentos e adutos e o uso cromatogramas de amostras com
fragmentacdo em fonte foram usados para corroborar a identificagdo, mas essas
amostras ou sinais foram eliminados da andlise estatistica. A confidéncia da anotacgéo foi
majoritariamente de nivel 2, indicando que a anotacdo se baseou em massa exata e
informacgdes adicionais (tempo, formacao de adutos, padrdo de fragmentacdo em fonte)
e nivel 1 para os metabdlitos dos quais foram analisados padrbes analiticos

correspondentes.

3.7 Anélise estatistica

3.7.1 Analises univariadas

Dados de Log2FC de qPCR foram analisados com o teste de t Student bicaudal de
uma amostra comparado a uma média teérica de 0 utilizando o software GraphPad Prism
9 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Dados aparecem como a média + erro
padrdo da média (SEM) e os valores de p foram apresentados, sendo p<0,05 considerado
significativo.

Dados de metaboloma foram analisados usando algoritmos do CEMBIO no
MATLAB (R120151, Mathworks). A normalidade e homoscedasticidade dos dados de
area correspondente a cada sinal foi avaliada com os testes de Kolmogorov e Levene,
respectivamente, com alfa 0,05. Sinais obedecendo a normalidade foram testados com o

teste de t Student com variancias iguais ou diferentes, enquanto dados ndo normais foram
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testados por Mann-Whitney. O valor de p corrigido por FDR (teste de Benjamin-Hochberg)
foi calculado e considerado significativo quando < 0,05.
Para as demais andlises foi realizado teste t Student ndo pareado bicaudal de duas

amostras ou ANOVA, quando correspondente a multiplas comparacdes.
3.7.2 Analises multivariadas

A analise multivariada (do inglés, MVDA) foi realizada utilizando o software SIMCA
16.0.1 (Umetrics, Umea, Sweden). A analise de componentes principais (PCA) apos
escalonamento univariado (UV) para CE-MS+ ou transformacédo log seguido de
escalonamento Pareto para CE-MS- foi usada para validar a qualidade da performance
analitica, enquanto a andlise discriminante por minimos quadrados parciais (do inglés,
PLS-DA) e a ortogonal (OPLS-DA) foram realizadas para discriminar a variagao entre os
grupos, calculando a qualidade do modelo por variancia explicada R? e variancia predita
Q2. As variaveis VIP (do inglés, variable importance in projection) e P(corr) (partial
correlation coefficient) dos graficos S ou Volcano foram obtidos a partir do modelo OPLS-
DA, nos quais |P (corr)| < 0.5 e VIP>1 indicam importancia da variavel na discriminacao

entre os grupos testados.
3.8 Etica

Protocolo de pesquisa n°0023/18 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo (ANEXO A).
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4 RESULTADOS

4.1  Caracterizacdo dos modelos celulares utilizados

A linhagem monocitica THP-1 foi diferenciada em macréfagos e os marcadores
fenotipicos de diferenciagcdo foram acessados para a caracterizacdo da linhagem
utilizada. Os resultados mostram que, em média, 17,3% dos mondcitos expressam CD14
(Figura 6a), mas nao ha expressado de CD11b em THP-1 antes da diferenciacao (Figura
6b). A diferenciacdo com PMA leva ao aumento da porcentagem de células que
expressam CD11b (48,6%) enquanto em média 16,1% das células sdo positivas para

CD14 e nao ha diferenca significativa entre mondcitos e macréfagos (Figura 6).

a b
macréfago - ? ® macrofago ?.
.Q ® p<0,0001
monacito (o] :O mondocito
[ N B
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células CD14+ células CD11b+

Figura 6 - Frequéncia de células CD14+ e CD1lb+ analisadas como marcadores fenotipicos de
diferenciacdo de macréfagos THP-1 por citometria de fluxo. Monécitos THP-1 e macréfagos
derivados de THP-1 ap6s diferenciacdo por 72 horas com 30ng/mL de PMA seguido de 72
horas com meio RPMI sem PMA foram analisados por citometria de fluxo para avaliar a
marcagdo com anti-CD14 (a) e anti-CD11b (b). Os resultados foram analisados utilizando o
teste t de Student bicaudal ndo pareado e foram considerados significativos quando p<0,05
(N=3).

Os parasitas utilizados, L. amazonensis M2269 selvagem (La-WT) ou nocaute de
arginase (La-arg’) também foram caracterizados. A curva de crescimento mostrou que
ambas as cepas atingem a fase estacionaria por volta do dia 7 e que a cepa nocaute tem

maior nimero de parasitas por mL do que a cepa selvagem nos dias 5, 7 e 9 (Figura 7).
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Figura 7 - Curvade crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis selvagem (La-WT) e nocaute
de arginase (La-arg’). Parasitas foram contados em camara de Neubauer apés 2, 5, 7 e 9 dias.
Valores de p foram calculados com os testes de ANOVA de duas vias e post-hoc de Sidak
comparando o numero médio de parasitas/mL nas garrafas de La-WT x La arg- no mesmo dia
de crescimento. N=3.

Quantificamos o transcrito de arginase do parasita (La-ARG) e observamos que
La-arg" de fato ndo expressa o transcrito. Por outro lado, o transcrito de La-ARG é mais
expresso em amastigotas La-WT ap0Os 24 horas de infeccdo em macrofagos THP-1

comparado com a expressao apos 4 horas de infec¢éo (Figura 8).
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Figura 8 - Quantificacdo absoluta de La-ARG em L. amazonensis (La-WT e La-arg’). RT-gPCR a partir de
cDNA de RNA total extraido ap6s 4 e 24 horas da infec¢do de macréfagos THP-1 por La-WT
ou La-arg" (N=4 pocos). A quantificacdo absoluta do transcrito foi feita com base na curva
padrdo de concentracdes. A andlise foi feita utilizando-se ANOVA de uma via com post-hoc de
Sidak para 4 comparacdes de interesse ("La-WT 4h vs. La-arg” 4h", "La-WT 4h vs. La-WT 24h",
"La-WT 24h vs. La-arg” 24h", "La-arg" 4h vs. La-arg” 24h"). Valores absolutos de p, quando
menores do que alfa (0,05) estdo representados na figura. La-ARG: arginase, La-GAPD:
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.
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Para caracterizar a infeccao das cepas utilizadas, formas promastigotas em fase
estacionaria do crescimento (dia 7) foram cocultivadas por 4 horas com macrofagos THP-
1 com MOI 5:1. A propor¢do de macrofagos infectados e média de amastigotas por
macrofago foi acessada por citometria de fluxo por 4, 24, 48 e 72 horas. A analise mostrou
gue La-WT e La-arg  nédo apresentam diferencas nas primeiras 4h de infeccao (Figura 9),
relativo ao momento de fagocitose do parasita. No entanto, La-arg™ apresentou menor
proporcdo de macrofagos infectados apds 48 e 72 horas (Figura 9a) e menor numero de
amastigotas por macrofago (Figura 9b) e indice de infeccdo (Figura 9c) ap0s 24, 48 e 72
horas. A cepa La-arg” ndo teve diferencas significativas na propor¢do de macréfagos
infectados nos periodos estudados (Figura 9a), indicando que nao houve invasdo de

novos macrofagos nao infectados inicialmente.

a b p<00001  p<D,0001 c
8 8
08 7 p=0,0008 —‘
7 3
_ 1 p<0,0001
[} p<00001 | P<0,0001 g edr— a% 6 p<00001  p=0,0041
208 k) | &
8 - - £ £
B 8 P<D.0001 | pepy 0001 -g p<0,0001
B4 o % 4 p<D,0001 g 4
'ﬂé p=0.0169 _Eg 8
Q [ 5 o | poooot | g 0001
8 2 p=0,0057 1 = P00
=02 o & o T .
E
<

T T \ T oL ; ; : 0 T T T
4
24 4 72 4 o 48 72 4 2 48 72

Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)

@ LaWT @ Laarg

Figura 9 - Infeccdo de macrofagos derivados de THP-1 por La-WT e La-arg. A infec¢do foi quantificada
no citdbmetro FlowSight usando os parametros de internalizacao e spot count nos periodos de
4,24, 48 e 72 horas. Os graficos mostram (a) a propor¢cédo de macréfagos (M@) infectados (M@
infectados/totais), (b) média do nimero de amastigotas por macréfago infectado e (c) o indice
de infeccéo, que foi obtido multiplicando-se os dois parametros anteriores. O valor de p foi obtido
pelos testes de ANOVA de duas vias e post-hoc de Sidak comparando La-WT e La-arg" no
mesmo tempo de infeccdo e comparando a mesma cepa em relacdo ao tempo anterior de
infeccao (24hx4h, 48hx24h, 72h x 48h). N=4.

4.2  Andlise do perfil de miRNAs modulados na infec¢do por Leishmania

Para investigar quais miRNAs podem ser importantes para a modulacao da resposta
do macrofago mediante a infeccdo por Leishmania, foi utilizado um gPCR array com
oligonucleotideos especificos para 84 miRNAs relacionados com resposta imune. As
figuras 10 e 11, referentes, respectivamente, a infeccdo com La-WT e La-arg,, mostram

a distribuicdo de log(2-2°Y) de miRNAs destacando os residuos com expressao diferencial
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na comparacdo com os valores dos macréfagos néo infectados (Figuras 10 e 11). As
figuras ainda destacam os miR-520d, miR-302a/c, miR-372 e miR-373, pois estes
pertencem a uma mesma familia de miRNAs.
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Figura 10 - Expressdo de miRNAs de macréfagos THP-1 infectados por L. amazonensis selvagem. Cada
ponto representa o valor de 22¢t (ACt = média Ct miRNA — média geométrica dos Cts de
controles enddgenos) dos miRNAs nos macréfagos ndo infectados ou infectados com La-WT
nos periodos de 4h e 24h apo6s a diferenciagdo. miRNAs apontados pertencem a familia miR-
302/372/373/520d. Pontos marcados em laranja representam miRNAs modulados
positivamente ou negativamente.
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Figura 11 - Expressdo de miRNAs de macréfagos THP-1 infectados por L. amazonensis nocaute de
arginase (La-arg’). Cada ponto representa o valor de 2"2¢t (ACt = média Ct miRNA — média
geométrica dos Cts de controles endogenos) dos miRNAs nos macréfagos nao infectados ou
infectados com La-arg™ nos periodos de 4h e 24h apds a diferenciacdo. miRNAs apontados
pertencem a familia miR-302/372/373/520d. Pontos marcados em laranja representam
miRNAs modulados positivamente ou negativamente.
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Apbs os testes estatisticos e correcdes para multiplas comparacoes, identificamos
8 miRNAs regulados positivamente na infeccédo por La-WT (miR-202, miR-300, miR-372,
miR-373, MiR-381, miR-520d, miR-543 e miR-545), sendo os mesmos mMiRNAs, com
excecdo de miR-300, modulados na infeccédo por La-arg  apos 4 horas de infeccdo. No
entanto, apés 24 horas de infeccdo, nenhum miRNA aparece significativamente

modulado na infeccéo por La-WT ou La-arg (Tabela 4).

Tabela 4 - Quantificacdo de 84 microRNAs apos 4 e 24h de infec¢do de macréfagos THP-1 por La-WT ou
La-arg. Sao representados os valores de Log2 Fold Change (Log2FC), dos quais valores
maiores que 1 ou menores que -1 estdo destacados e foram submetidos as andlises estatisticas.
Valores de p foram determinados por teste t bicaudal de duas amostras comparando
macréfagos ndo infectados e infectados (P) e corrigidos (Padj) pelo método linear de dois
estagios de Benjamini, Krieger e Yekutiele. Valores de p ajustado < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

4h 24h
La-WT La-arg La-WT La-arg
Log2FC Log2FC Log2FC  Log2FC
(P; Padj) (P;Padj) (P;Padj) (P;Padj)

hsa-let-7a-5p -0,4141 -0,3537  -0,5888  0,35355
hsa-let-7b-5p 0,07025 0,35423 0,46069  0,0857
hsa-let-7c-5p -0,0666 0,11796 -0,1201 0,62854
hsa-let-7d-5p 0,29184 0,41857 0,29772 0,33685
hsa-let-7e-5p 0,42191 0,67843 0,03844 0,85591
hsa-let-7f-5p -0,0249 -0,2831 0,00101 0,47695
hsa-let-7g-5p 0,01207 0,05575 0,19535 0,21574
hsa-let-7i-5p -0,6652 -0,654 0,40795 0,36267
hsa-miR-101-3p 0,00346 -0,091 0,49313 0,09464
-1,5513 -1,7023
hsa-miR-106b-5p (0,102259; (0,35499;  0,40577 -0,0367
0,357094) 0,31062)
hsa-miR-125a-5p 0,18625 -0,0469  -0,1494  0,24074
hsa-miR-125b-5p 0,3575 0,63589 -0,0395 0,11676
hsa-miR-128-3p 0,12948 0,40643 0,14418 0,39506
hsa-miR-130a-3p 0,19131 0,52797 -0,4229 0,21586
hsa-miR-130b-3p -0,3432 -0,0766 0,0827 0,2181
1,23063
hsa-miR-1324 0,68715 0,39287 0,59579  (0,15524;
0,30508)
hsa-miR-144-3p -0,3553 0,17607 -0,1076 0,42718
hsa-miR-145-5p -0,2231 -0,0595 0,05492 -0,0265
hsa-miR-15a-5p 0,08366 0,0686  0,14574 0,06461
hsa-miR-15b-5p -0,0274 -0,071 0,11143 0,24403
hsa-miR-16-5p -0,1504 0,02772 0,25036 -0,1821

hsa-miR-17-5p 0,38626 0,46216 0,26123 -0,0297
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4h 24h
La-WT La-arg La-WT La-arg
Log2FC Log2FC Log2FC  Log2FC
(P; Padj) (P;Padj) (P;Padj) (P;Padj)
hsa-miR-181a-5p 0,29842 0,2005 0,33697 0,08963
hsa-miR-181b-5p 0,13435 0,10501 -0,1912 0,19333
hsa-miR-181c-5p -0,391 0,24391 0,57114 0,17556
hsa-miR-181d-5p 0,23756 0,20727 -0,0577 0,43018
hsa-miR-186-5p -0,0583 0,19686 0,51096 -0,0158
hsa-miR-195-5p -0,1644 -0,3675 0,1564 -0,0469
hsa-miR-19a-3p 0,7946 0,25653 0,54122 -0,2272
hsa-miR-19b-3p 0,58756 0,38968 0,3364 -0,2784
3,36772 3,10585
hsa-miR-202-3p (0,001002;  (0,00451;  0,70699 0,11876
0,001590) 0,02368)
hsa-miR-20a-5p 0,07341 -0,2726  0,39298 0,15225
hsa-miR-20b-5p 0,2806 0,17044 0,41251 0,29113
hsa-miR-21-5p 0,18396 0,33262 0,04768 0,19396
1,17498 1,10487
hsa-miR-211-5p (0,057784; (0,08920; 0,65682 0,32815
0,183440) 0,10407)
hsa-miR-23a-3p 0,06392 0,01421  -0,4199 0,24683
hsa-miR-23b-3p -0,2428 0,0049 -0,123 0,3421
hsa-miR-29a-3p 0,30498 0,28345 0,35907 -0,0618
hsa-miR-29b-3p -0,1407 -0,2262  0,22959 0,08079
hsa-miR-29¢-3p 0,36255 0,24111 0,22589 -0,1357
1,35586 1,61955
hsa-miR-300 (0,000140; (0,05362; -0,3644  0,74252
0,000147) 0,07038)
hsa-miR-301a-3p 0,42557 0,4453 -0,4925 -0,1885
hsa-miR-301b-3p 0,42632 0,43029 0,06323 0,16517
1,29825 1,01257
hsa-miR-302a-3p 0,75719 (0,23875;  0,43093  (0,19370;
0,13244) 0,30508)
hsa-miR-302b-3p 0,39375 0,35907 -0,6565 0,74132
1,27435 1,99233
hsa-miR-302c-3p (0,020283; (0,11993; -0,4383 0,41251
0,057950) 0,12593)
hsa-miR-30a-5p -0,3281 -0,1551  0,11023 0,149
hsa-miR-30b-5p -0,1769 -0,09 -0,7406  0,32562
hsa-miR-30c¢-5p -0,3103 -0,2102 -0,0569 -0,2139
hsa-miR-30d-5p -0,122 -0,1507 0,52677 0,17441
hsa-miR-30e-5p 0,05728 0,03731 0,52717 0,27202
hsa-miR-340-5p 0,85758 0,65434 0,54468 -0,2346
hsa-miR-34a-5p -0,0345 0,16659 0,4917 0,16298
hsa-miR-34c¢-5p -0,0032 0,1149 0,38869 0,60065
hsa-miR-372-3p 4,89975 5,49616 1,58275 0,95271




4h 24h
La-WT La-arg La-WT La-arg
Log2FC Log2FC Log2FC  Log2FC
(P; Padj) (P;Padj) (P;Padj) (P;Pad))
(0,000000; (0,00079;  (0,04524;
0,000000) 0,00830) 0,09500)
_ 5,8643 5,81492  1,65787 -1,144
hsa-miR-373-3p (0,010257; (0,02210;  (0,16681;  (0,99989;
0,025550) 0,04305) 0,17515) 1,00000)
hsa-miR-374a-5p 0,10769 0,1573 0,13093 0,06364
2,83015 2,64764
hsa-miR-381-3p (0,000018; (0,03227;  0,21325  -0,1289
0,000028) 0,04841)
hsa-miR-410-3p 0,79751 0,65297 -0,5291 0,34676
hsa-miR-424-5p 0,35851 0,48532 0,36983 -0,1008
hsa-miR-449a -0,1308 -0,0215 0,34028 0,66129
hsa-miR-449b-5p 0,10528 0,73101 0,1564  0,54112
hsa-miR-454-3p -0,2812 -0,2622  -0,3425 0,03759
hsa-miR-497-5p -0,093 0,12181 -0,0821  -0,0106
hsa-miR-511-5p 0,48512 0,37484  -0,0547 0,7337
hsa-miR-513b-5p -0,3827 0,3173 -0,4614  0,46613
hsa-miR-519c¢-3p -0,236 -0,3151  -0,5888 0,45238
hsa-miR-519d-3p 0,56013 0,35355 -0,2711 0,60824
3,01403 2,74222
hsa-miR-520d-3p (0,010257; (0,02460; 0,4321 0,97988
0,026050) 0,04305)
hsa-miR-520e 0,35997 0,43189 0,00518 0,69857
hsa-miR-524-5p 0,58919 0,65031 -0,2292 0,36737
2,97089 2,92987
hsa-miR-543 (0,000969; (0,02193; -0,3432  0,21039
0,001230) 0,04305)
1,94703 2,17651
hsa-miR-545-3p (0,007140; (0,02444; 0,0686 -0,0556
0,013600) 0,04305)
hsa-miR-548c-3p -0,2634 0,14209 0,31034 0,26159
hsa-miR-548d-3p -0,4434 -0,077 0,40479 0,64081
hsa-miR-548e-3p 0,48553 0,33754 0,30147 0,20589
hsa-miR-590-5p 0,4351 0,13934 0,29772 -0,2531
hsa-miR-607 -0,5031 -0,5664  -0,3313  0,35355
hsa-miR-655-3p -0,1581 -0,7767 0,0049 0,15108
hsa-miR-656-3p 0,31174 0,31115 -0,7269  0,84607
hsa-miR-875-3p 0,31615 0,69305 -0,4465 0,82204
hsa-miR-9-5p 0,08488 -0,1321  0,04222 0,23401
hsa-miR-93-5p 0,33971 0,38294  -0,1589 0,0588
hsa-miR-98-5p -0,0233 0,04949 0,00518 0,39715

75
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Os miRNAs miR-302a/c, miR-372, miR-373 e miR-520d foram validados por RT-
gPCR, utilizando oligonucleotideos especificos para cada (Figura 12). A analise com
oligonucleotideos individuais confirma a modulacdo positiva de miR-372, miR-373 e miR-
520d (Figura 12a-c) apés 4 horas de infeccéo por La-WT e revela que, apds 24 horas, 0s
MiIRNAs permanecem modulados. No entanto, miR-302a/c, que apareceram com alto
log2FC no array, ndo foram significativos no ensaio de valida¢ao (Figura 12d,e). Por outro
lado, a infecgao por La-arg- modula positivamente miR-372 (Figura 12a), miR-373 (Figura
12b) e miR-302c (Figura 12e) apenas apos 4 horas de infec¢cdo, mas ndo miR-520d
(Figura 12c), como indicado nos resultados de gPCR array, e miR-302a (Figura 12d).

Apo6s 24 horas de infeccéo, La-arg- modula negativamente miR-373 (Figura 12b).

a b c
o 8., i) 10— p<0.0001 [15) 4
§ ""’-[’”":ﬂm § P<0.0001 8 p=00001  pgo015
c O ) @ Sl T 2 2
0L 4| % 02 5 p00005 0= °
%Q P=0.0133 %QQ &o %}% 0 a» e
o 2 o o9 %
— R g = rc:; 0_ ............................. &~
U T oy e o -2 o
e 0 % c p=00007 o
E @ £ E
- 2 I | -~ -5 | |* E 4 T T
4 24 4 24 4 24
Tempo (h) Tempo (h) Tempo (h)
d 5 4- €5 15 "d’fs‘
a ° B 400 ®
S et ess L5 eilifes
(Ll-_) Z 0 .%.%_ E zZ 0.5 i @ LaWwT
%l-’(‘g ) % g % %% 0.0—g @ Laarg-
ol - oA .
oy (6] o 0.5
® 1 e )
o -4 EE 1.0
E 6 | T E 1.5 | T
4 24 4 24
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 12 - Validacao da expressao dos miRNAs miR-373, miR-372, miR-520d, miR-302a e miR-302c por
RT-gPCR em macréfagos infectados com La-WT ou La-arg". Os valores individuais de log2FC
relativos ao controle endégeno SNORD95 e normalizado pelos valores do macréfago néo
infectado sdo mostrados em circulos e a barra central representa a média+ SEM (N=4). O
valor de p foi determinado pelo teste t de Student de uma amostra bicaudal comparando a
média tedrica 0. Um ponto foi removido na analise de miR-373/SNORD95 apés ter sido
detectado como outlier pelo teste de Grubbs.

Uma vez que os miR-372 e miR-373 pertencem a um mesmo cluster e, portanto,
sdo coexpressos, quantificamos o mMIRNA priméario resultante dessa transcricdo

policistronica, o pri-miR-372-373 e 0s transcritos originados do primeiro processamento,
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0os miRNA precursores pre-miR-372 e pre-miR-373. A andlise mostrou que ndo ha
diferenca significativa desses transcritos intermediarios apos 4 ou 24 horas de infec¢éo
(Figura 13).
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Figura 13 - Anadlise de transcritos intermedidrios da biogénese de miR-372 e miR-373. Os valores
individuais de log2FC relativos ao controle endégeno GAPDH sao mostrados em circulos,
sendo o vermelho ao macréfago infectado com La-WT e azul La-arg'. As barras mostram a
média das replicatas + SEM. SignificAncia estatistica foi determinada pelo teste bicaudal de t
Student de uma amostra ndo pareado. PRIMIR: miRNA primario e PREMIR: miRNA precursor.
4.3 Andlise do estado transcricional de genes relacionados com o transporte e
metabolismo de arginina e producdo de NO em macrofagos THP-1 infectados com

Leishmania

Para acessar o estado de inducdo transcricional dos genes relacionados ao
metabolismo de arginina do macréfago, quantificamos os MRNAs de genes que codificam
os transportadores de aminoacidos CAT1 (SLC7Al) e CAT2 (SLC7A2), e as enzimas
NOS2, ARG1, ODC, AMD1, SRM e SMS. N&o foi observado alteragdo no Log2FC de
genes do metabolismo de arginina nos macréfagos infectados com La-WT comparados
a macrofagos nao infectados (Figura 14a-h). A infeccdo por La-arg- modulou
positivamente SLC7A2 apos 4 horas de infeccao (Figura 14b) e ARGL1 (Figura 14d) apos
24 horas de infeccdo. AMD1 e SMS foram modulados negativamente apos 4 horas de
infeccéo e SMS foi modulado positivamente apos 24 horas de infeccao por La-arg (Figura
14f,h).
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Figura 14 -  Quantificacdo relativa dos mRNAs envolvidos no transporte e metabolismo de arginina por
RT-gPCR em macrofagos THP-1 infectados com L. amazonensis. Os valores individuais
normalizados por GAPDH sao mostrados em circulos, sendo vermelho correspondente ao
ao macrdéfago infectado com La-WT e azul a La-arg-. As linhas horizontais mostram a média
das replicatas + SEM. SignificAncia estatistica foi determinada pelo teste bicaudal de t
Student de uma amostra. SLC7A1L: solute carrier family 7 member 1 and SLC7A2: solute
carrier family 7 member 2, NOS2: oxido nitrico sintase 2, ARG: arginase, ODC: ornitina
descarboxilase, AMD1: S-adenosilmetionina descarboxilase, SRM: espermidina sintase,
SMS: espermina sintase.

Uma vez que o transcrito de NOS2 nao é induzido, utilizamos a técnica de Griess
para quantificacdo de nitrito (Figura 15) e citometria de fluxo com o marcador DAF-FM
(Figura 16). Em ambas as técnicas, os dados mostram que LPS néao foi capaz de induzir
a producdo de NO. Apds 4 horas observamos reducdo da porcentagem de células
produtoras de NO apds estimulo com LPS comparado com os niveis basais em células
nao infectadas ou estimuladas (Figura 16a). Por outro lado, a infeccdo por ambas, La-

WT e La-arg aumentaram a concentragao de nitrito apos 4 horas de infeccao (Figura 15),
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porém utilizando o marcador DAF-FM observamos aumento da porcentagem de
macrofagos produzindo NO apenas na infec¢do por La-arg  (Figura 16). Vale ressaltar
gue as concentragOes indicadas estdo abaixo da curva padrdo do kit de Griess e,

portanto, sdo muito baixas.
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Figura 15 - Quantificagao de nitrito em macréfagos THP-1 infectados com La-WT e La-arg" com o método
Griess. Macréfagos THP-1 (1x10°) foram diferenciados em placas de 24 pocos. Apds 4 e 24
horas de infec¢do por La-WT, La-arg” ou estimulo com 200ng/mL de LPS o sobrenadante foi
recolhido para a reacédo de Griess. Os valores obtidos foram extrapolados abaixo da curva
padréo do limite de deteccao do kit comercial (2,5uM de NO ;). Valores de P obtidos com o
teste de ANOVA e post-hoc de Sidak comparando com o macréfago néo infectado no periodo
correspondente. N= 8 para nao infectado, La-WT e La-arg” e N=4 para LPS.
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Figura 16 - Producdo de NO acessada por marcacao intracelular com DAF-FM por citometria de fluxo. a,
porcentagem de células positivas para DAF-FM e b, média de intensidade de fluorescéncia
(MFI) de DAF-FM. A significancia estatistica foi acessada utilizando-se o teste de ANOVA e
post-hoc de Sidak comparando os diferentes tratamentos com o macréfago néo infectado no
periodo correspondente (N=3).
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4.4  Andlise do papel dos miRNAs miR-372, miR-373 e miR-520d e possiveis alvos

moleculares

Para avaliar o papel dos miRNAs validados como modulados durante a infecgéo,

realizamos a inibicdo de miRNAs utilizando 50uM de oligonucleotideos antisenso

customizado para 0s mMiR-372-3p, mMIR-373-3p e miR-520d-3p. A inibicdo por

oligonucleotideos antisenso modificados impede que os miRNAs maduros se associem

ao miRISC e exergam sua agao sobre o mRNA alvo. Quantificamos o impacto da inibigdo

dos miRNAs, individualmente ou em conjunto, avaliando a infeccdo de L. amazonensis

por citometria de fluxo apés 4 e 24 horas (Figura 17).
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Infectividade de L. amazonensis selvagem em macrofagos THP-1 mediante inibicdo de miR-

372, miR-373 e/ou miR-520d. Os macréfagos foram tratados com 50 uM de oligonucleotideos
controles com sequéncia aleatéria ou com oligonucleotideos antisenso dos miR-372, miR-373
e miR-520d individualmente ou em conjunto. A infec¢do foi acessada por citometria de fluxo
com imagem com o marcador CFSE. a, propor¢do de macrofagos infectados e b, nimero de
parasitas internalizados por macréfago infectado. Sao representados os valores individuais
das replicatas (N=4) + SEM. Valores de p foram determinados por ANOVA de uma via de
multiplas comparacdes post-hoc de Sidak (20 comparagdes) e os valores de p ajustado estdo
mostrados na figura.

A inibicdo de miR-372, mas ndo de miR-373 ou miR-520d sozinhos, foi capaz de

diminuir em 14,5% apods 4 horas e 11,4% apés 24 horas a propor¢gdo de macréfagos

infectados por L. amazonensis comparado com macrofagos tratados com um

oligonucleotideos aleatorio, o controle negativo (NC). A inibicdo conjunta de miR-372,
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miR-373 e miR-520d diminuiu a proporc¢ao de macréfagos infectados por L. amazonensis
em 30,6% ap0s 4 horas e a reducéo foi mantida ap6s 24 horas, com 24,7% menos células
infectadas em relag@o ao grupo de macréfagos tratados com o controle negativo.

Na analise das médias de parasitas internalizados, aqui referidos como
amastigotas por macrofago infectado, houve reducéo apés 4 horas de infeccdo com a
inibicdo de miR-520d e miR-372/373/520d em conjunto, mas ndo de miR-372 e miR-373.
No entanto, ndo houve efeito aditivo na inibi¢do conjunta, e o valor foi similar & inibicéo
de miR-520d sozinho (Figura 17b). ApGs 24 horas de infeccéo a inibicdo de miR-372
reduziu a média de parasitas internalizados enquanto a inibicdo de miR-372/373/520d
em conjunto ou mMiR-520d sozinho levou a um pequeno aumento na média de
amastigotas/macroéfagos.

Por outro lado, observamos aumento da proporcéo de macrofagos infectados apos
4 horas de infeccdo quando transfectados mimicos dos miR-372, miR-373 e miR-520d
comparado com oligonucleotideos scramble (NC), mas ndo observamos diferenca na

média de intensidade de fluorescéncia (Figura 18).
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Figura 18 - Infectividade com o tratamento de mimicos dos miR-372/373/520d. a, proporcdo de
macréfagos infectados e b, média de intensidade de fluorescéncia de L. amazonensis
marcadas com CFSE. Valores de p foram determinados por ANOVA de uma via de mltiplas
comparacdes post-hoc de Sidak (N=4).
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Para avaliar se houve efeito compensatorio na expressdo de miRNAS,
guantificamos os niveis dos 3 miRNAs maduros mediante a inibicdo de cada um deles,
uma vez que esse efeito poderia explicar a auséncia de efeito da inibicdo dos miRNAs
sozinhos nas analises de infectividade. Observamos que a inibicdo de um miRNA da
familia ndo aumenta o nivel de expressdo de outro miRNA de forma compensatoria
(Figura 19). Ainda, a inibicdo de miRNAs por oligonucleotideos antisenso nao diminui o

nivel de miRNA maduro, mas sim sua a¢cdo no mRNA-alvo.
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Figura 19 - Quantificacdo relativa dos niveis de miR-372, miR-373 e miR-520d mediante inibicdo de
miRNAs. Significancia estatistica foi determinada pelo teste bicaudal de t Student de uma
amostra e os valores de p ndo foram significativos para nenhuma comparagéo.

Para investigar possiveis alvos relacionados ao metabolismo de arginina
acessamos a lista de alvos putativos do banco de dados TargetScan. Nessa analise,
identificamos que 0 MRNA de CAT2 (SLC7A2) é alvo putativo predito e possui dois sitios-
alvo para a familia miR-372/373/520d no 3’'UTR, nas posigbes 1327-1333 e 3947-3953
(Figura 20a). Verificamos que, semelhante aos resultados de infectividade, a inibigdo em
conjunto de miR-372, miR-373 e miR-520d, mas ndo os miRNAs individuais, foi capaz de
aumentar a quantidade de transcrito SLC7A2 do transportador de aminoacidos catiénicos
CAT2 apos 4 e 24 horas de infeccao (Figura 20b).
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Figura 20 - Quantificacdo de SLC7A2 apds inibicdo de miR-372, miR-373 e/ou miR-520d. a, sequéncia
3'UTR de SLC7A2, b, gPCR do mRNA SLC7A2. SLC7A2: gene do transportador de
aminoacidos catidnicos CAT2. Os dados correspondem ao ddCt normalizado por GAPDH
guantificado na amostra e subsequentemente normalizado com o dCT do macréfago infectado
com La. Os valores de p<0.05 estdo mostrados na figura e foram determinados por ANOVA
de uma via de mdltiplas comparacdes post-hoc de Sidak. Os valores individuais de log2FC e
a média de N=4-5 + SEM sdo mostrados.

A transfeccdo de mimicos de miR-372, miR-373 e miR-520d em macré6fagos THP-
1 nado infectados ou a infeccdo com Leishmania, que também induz os miR-
372/373/520d, foram capazes de reduzir a proteina CAT2 em termos de porcentagem e
intensidade de fluorescéncia (Figura 21).
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Figura 21 - Quantificacdo da proteina CAT2 apds a transfec¢do de mimicos de miR-372, miR-373 e miR-
520d. a, Porcentagem de células CAT2* b, média de intensidade de florescéncia em células
CAT2*. CAT2: transportador de aminoacidos catidnicos 2, MFI: Média de intensidade de
fluorescéncia. Os valores de p<0.05 estdo mostrados na figura e foram determinados por
ANOVA de uma via de mdltiplas comparacdes post-hoc de Sidak. Os valores representam a
média de N=4 replicatas + SEM.
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Realizamos a transfec¢@o de mimicos de miR-372, miR-373 e miR-520d e vetores
expressando luciferase controlada pelo 3’'UTR do gene SLC7A2, que codifica CAT2, em
macréfagos RAW para validar a interacdo observada a nivel de mRNA e proteina.
Observamos reducéo da razdo das luciferase Firefly e Renilla em relagdo ao vetor mutado
no sitio 1327-1333, mas nao no sitio 3947-3953 (Figura 22).
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Luc”e(ﬁffz; e *UTR CAT2 SLC7A2 3'UTR sitio 3947-3953 mutado
SLC7A2 3UTR sitio 3947-3953 o o
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SLC7A2 3'UTR sitio 1327-1333
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Figura 22 - Quantificagéo da atividade de luciferase controlada pelo 3'UTR de SLC7A2 com sitio alvo para
0s miR-372/373/520d. a, vetor pmiRGLO com sequéncia do 3’'UTR de SLC7A2 contendo a
sequéncia seed de reconhecimento dos miR-372/373/520d e tratados com mimicos dos miR-
372/373/520d, b, Raz&o dos valores da luciferase firefly (FL) pela luciferase renilla (RL)
normalizada pelos valores obtidos pelo vetor pmiRGLO vazio. Cada barra representa
média + SEM (n =4). Significancia estatistica foi determinada pelo teste bicaudal de t Student,
sendo p < 0.05 considerado significativo.

Investigamos também o sitio putativo no 3’'UTR do transcrito de NOS2, uma vez que
nosso grupo demonstrou a modulacdo do mMRNA de Nos2 murino pelo miR-294,
homologo ao miR-372 (Muxel et al. 2017). Analise do alinhamento de 3’'UTR de diferentes
espécies na plataforma TargetScan Human mostrou um mismatch na regido
complementar a seed dos miRNAs comparando a sequéncia de NOS2 humano e murino.
Em camundongos, a guanina na posi¢ao 6 na seed 7mer-m8 no 3UTR garante sitio de
ligacdo para miR-294, enquanto em primatas ha uma mutacao para citosina que impede
a acdo de miRNAs com a seed AAGUGCU (Figura 23a). Analise no TargetScan e
microrna.org também mostrou que ndo ha sequéncia seed em outro ponto do 3’'UTR
humano que seja complementar ao homologo humano miR-372/373 e o miR-520d.
Assim, como esperado, a inibicdo dos miRNAs ndo afetou os niveis do transcrito de
NOS2 (Figura 23Db).
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Figura 23 - Analise do alvo do sitio de ligacdo no 3’'UTR do mRNA de NOS2 murino e humano. a, Sitio
para miR-294 no 3'UTR de NOS2 de camundongos ¢ do tipo 7mer-m8 e ndo esta conservado
na sequéncia de 3’'UTR humano, impedindo o pareamento da seed dos miR-372/373/520d b,
gPCR de NOS2 mediante inibicdo de miRNAs miR-372, miR-373 e/ou miR-520d utilizando
oligonucleotideos antisenso. Os dados correspondem ao ddCt normalizado por GAPDH
guantificado na amostra e subsequentemente normalizado com o dCT do macréfago infectado
com La. Os dados foram avaliados com ANOVA de uma via de multiplas comparag@es, sendo
gue a ANOVA néo foi significativa. Os valores individuais de log2FC e a média de N=4-5
+ SEM s&o mostrados.

4.5  Andlises metabolémicas e a relacdo da familia miR-372/373/520d com alteracdes

metabodlicas

Dado que os miRNAs miR-372/373/520d atuam em conjunto e tém como alvo o
principal transportador de arginina em macroéfagos infectados com Leishmania, utilizamos
a técnica de metaboloma para entender as alterag6es que ocorrem durante a infeccao a
nivel fenotipico e, dentre elas, quais podem ser moduladas com a inibicdo conjunta dos
miR-372/373/520d. Desta forma, preparamos amostras de macrofagos ndo infectados
(NI), infectados com L. amazonensis (La), e amostras de macrofagos infectados tratados
com oligonucleotideo de sequéncia aleatéria (NC, controle negativo) ou com sequéncia

antisenso para 0os miR-372/373/520d (miR). O metaboloma foi determinado pelas
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técnicas de CE e HILIC, em polaridade positiva e negativa, acoplados a espectrometria
de massas para maior cobertura.

Os dados de CE-MS e HILIC-LC-MS/MS foram analisados com o método néo
supervisionado PCA-X para avaliar a distribuicdo dos controles de qualidade (QCs), cujas
amostras foram distribuidas homogeneamente na corrida analitica. Apos a normalizacao
dos dados, o agrupamento dos QCs (destacados em amarelo na figura) demonstra que
a variabilidade das demais amostras, correspondentes aos grupos experimentais NI, La,
NC e miR (cinza), no espa¢o multivariante é devido a variacdes biologicas e ndo a
flutuacdes analiticas (Figura 24).

a b

R?=0.530 R?=0.766

R’=0.442 R?= 0.405

QCs Samples

Figura 24 - Agrupamento de amostras de controle de qualidade (QCs) com método ndo supervisionado
PCA-X. Em amarelo, amostras de QC, em cinza, amostras correspondentes aos grupos NI,
La, NC e miR. a, CE-ESI(+)-TOFMS, b, CE-ESI(-)-TOFMS, c, HILIC-LC(+)-MS/MS e d, HILIC-
LC(-)-MS/MS.

A anadlise das amostras apos eliminacdo dos QCs mostrou que o método de PCA

nao supervisionado ndo separa claramente os grupos experimentais (Fig.25a-d).
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Figura 25 - Analises de dados multivariadas do metaboloma de macréfagos THP-1 nao infectados ou
infectados com L. amazonensis, com ou sem a inibicdo dos miR-372/373/520d. a-d PCA-X, e-
h PLS-DA,; i-l OPLS-DA para La x NI e m-p OPLS-DA para miR x NC. N= 18 para CE-ESI(+)-
TOFMS, N=10 para CE-ESI(-)-TOFMS, N= 18 para HILIC-LC(+)-QTOF, N=18 para HILIC-
LC(+)-QTOF. Em laranja macroéfagos infectados com L. amazonensis (La), em cinza,
macréfagos nao infectados (NI), em azul, macréfagos infectados com La e tratados com
inibidores de miR-372/373/520d (miR) e em vermelho controles negativos tratados com
oligonucleotideos de sequéncia aleatdria (NC).

A analise dos grupos por método supervisionado PLS-DA demonstrou boa

separacao (destacados em clusters) para os dados obtidos em polaridade positiva, ja que

a sobreposicdo dos grupos La e NC era esperada, uma vez que a transfeccao dos

oligonucleotideos com sequéncia aleatoria ndo deveriam apresentar efeitos fenotipicos
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(Fig.25e,9). Em polaridade negativa (Fig. 25f,h) somente os grupos infectados (La, NC e
miR) separam do grupo néo infectado (NI).

A partir dos modelos de multivariada OPLS-DA gerados (Figura 25i-p) foi possivel
obter valores relativos a importancia de variaveis na projecado (VIP) e de correlacéo
(P(corr)), que estao representados na tabelas 5 e 6 para os metabdlitos considerados
significativamente aumentados ou diminuidos na analise univariada.

Na analise univariada encontramos 554 features com alteracdes significativas
durante a infeccao (La x NI), das quais 78 foram anotados como metabdlitos com nivel
de confidéncia 2 (Tabela 5). A maioria dos metabolitos foram diminuidos (86,6%, 75 de
86).

Tabela 5- Anotacdo de metabdlitos determinados como significativos (p FDR < 0.05) nos dados de
macroéfagos infectados com La (La) x ndo infectados (NI). RMT, relative migration time; RSD,
relative standard deviation; FC, fold change; FDR, false discovery rate; P(corr), partial
correlation coefficient; VIP, variable importance in projection.

Nome Massa E'IMT RSD Log2FC p FDR P(corr) VIP
Glicina 75,0325 0,75 3,55 -0,79 9,4x10°%  -0,69 1,04
Putrescina 88,0995 0,46 752 3,36 3,5x10* 0,98 2,18
Alanina 89,0479 0,81 291 1,71 1,3x10% 0,91 1,54

90,0319 0,76 712 -0,39 8,8x10°  -0,64 0,99
90,0316 3,04 464 -0,60 8,8x107  -0,84 1,68

Acido latico

Z-Acido aminobutirico/
3-Acido aminobutirico/

4-Acido aminobutirico 103,0634 9,42 3,11 -1,39 2,9x10°  -0,76 1,58
Colina 104,1070 0,64 2,79 -1,03 4,3x10%  -0,86 1,20
Serina 105,0424 0,87 4,17 -0,30 1,3x102  -0,42 0,66
Creatinina 113,0584 0,68 549 -1,37 1,5x10° -0,78 1,40
Maleamato 115,0266 9,72 5,09 -1,77 2,9x10°  -0,77 1,59
Prolina 115,0633 4,55 4,19 -0,57 1,1x102  -0,50 1,25
Acido succinico 118,0266 0,77 6,13 -0,69 2,6x10% -0,79 1,18
Niacinamida 122,0479 1,84 3,14 -0,57 2,3x10%  -0,75 1,27
Taurina 125,0141 1,53 28,03 -1,53 1,5x10° -0,81 1,36
Acido piroglutamico 129,0428 1,61 481 -0,83 3,2x10* -0,64 1,01
1-Pirrolina-3-hidroxi-5-

carboxilato 129,0426 4,75 298 -0,77 8,5x10% -0,65 1,33
trans-4-hidréxiprolina 131,0584 1,01 3,19 -0,49 1,1x102%  -0,39 0,80
Creatina 131,0693 0,80 3,02 -155 5,5x10°  -0,90 1,47
Isoleucina 131,0943 0,89 3,05 -0,30 2,5x102  -0,38 0,71

Leucina 131,0946 3,15 3,74 0,87 1,6x10*4  -0,71 1,50




Nome Massa S'I\FAT RSD Log2FC p FDR P(corr) VIP
Asparagina 132,0532 0,90 368 -0,83 55x10° -0,69 1,06
Ornitina 132,0900 0,64 387 1091 51x10° 0,94 1,63
Acido aspartico 133,0371 0,97 3,44 -0,49 1,0x10%  -052 0,85
Acido malico 134,0213 10,3 6,45 -1,35 2,9%x10° -0,76 1,57
Fosfato de etanolamina 141,0190 1,46 12,51 -1,85 2,4x10°6 -0,87 1,61
4-Acido guanidinobutirico 145,0848 0,75 4,98 -142 1,2x108  -0,87 1,41
Glutamina 146,0684 0,93 532 042 7,1x10°% 0,49 0,75
Glutamato 147,0528 0,94 319 -0,87 2,9x10° -0,74 1,10
Tiomorfolina 3-carboxilato 147,0350 4,58 4,06 -0,86 2,2x10? -0,47 1,06
Xantina 152,0333 2,68 13,95 2,03 1,6x10% 0,67 1,40
Histidina 155,0691 0,68 4,74 0,77 1,1x105 0,71 1,01
2-Acido amino adipico 161,0684 0,93 10,45 -2,09 1,1x107 -0,85 1,68
Carnitina 162,1122 0,77 3,49 -1,30 3,1x10® 0,87 1,32
Acido aconitico 174,0158 9,32 260 -1,77 2,8x10° -0,76 1,56
Arginina 1741115 1157 191 -0,44 8,8x10* -069 1,28
Citrulina 175,0954 0,95 18,81 1,77 9,7x10° 0,77 1,45
Fo§focolina 183,0655 1,48 525 -142 4,6x106 -0,86 1,42
2-Acido fosfoglicérico/

3-Acido fosfoglicérico 185,9948 0,46 17,95 -0,85 2,4x10% -0,80 1,18
N1-Acetil espermidina 187,1677 0,60 6,15 -0,70 1,1x10° -0,70 0,96
N-Acetil glutamato 189,0639 9,46 268 -1,75 3,6x10° -0,68 1,44
Acido citrico/Acido isocitrico 192,0277 1,63 551 -1,47 4,3x10“ 0,92 1,44
NS, NS-dimetil-arginina 202,1428 10,79 3,77 -0,94 1,6x10° -0,82 1,42
Acetil carnitina 203,1153 0,81 6,05 -1,82 2,3x10° -093 161
Triptofano 204,0873 0,94 848 -051 41x102 041 0,96
Quinurenina 208,0838 0,88 25,76 -2,01 4,3x105 -0,73 1,71
Propionilcarnitina 217,1311 0,83 458 -1,58 5,9x10° -0,80 1,49
Pantotenato 219,1101 1,55 24,42 -1,76 5,1x10°  -0,81 1,58
Cistationina 222,0728 0,87 464 12 0,05 0,41
Ribulose-5-Phosphate 230,0188 0,49 4,69 -0,66 2,3x10? -0,57 0,94
Citidina 243,0872 0,86 468 -1,13 6,6x10%  -0,47 1,04
Isovalerilcarnitina 245,1610 1,55 356 -0,95 4,6x102 -0,43 0,96
Validamina 7-fosfato 257,0670 3,31 17,70 -1,40 6,5x10 -0,55 1,23
Glicerofosfocolina 257,1026 1,53 366 -1,60 2,2x10° -0,90 1,50
Inosina ) 268,0804 1,45 22,06 -1,59 1,3x10* -0,67 164
Derivado ciclico 1 de Acido

argininosuccinico 272,1130 0,76 3,87 3,26 3,6x108 0,95 2,14
Sedoheptulose 7-fosfato 290,0385 0,52 452 -144 2,6x10* -0,84 1,24
5'-Metiltioadenosina 297,0882 1,63 326  -1,30 2,9x10° 0,82 1,67

89
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Nome Massa E'I\FAT RSD Log2FC p FDR P(corr) VIP

Glutationa 307,0831 0,94 15,60 -2,28 5,3x10* -0,83 1,23
N-Acetilneuraminato 309,1057 1,66 6,52 -2,38 7,6x10° -0,83 1,82
Beta-Citril-Glutamato 321,0696 21,27 2,57 -1,62 2,9x10° -0,83 1,71
Uridina monofosfato 324,0359 1147 293 -0,76 4,9x103 -0,58 1,30
Frutose-1,6-bisfosfato 339,9915 041 8,21 -0,44 3,5x102 -0,52 0,84
Adenosina monofosfato 347,0630 10,71 2,11 -0,68 9,5x10° -0,82 1,36
S-Adenosil metionina 398,1379 0,67 4,08 -1,25 1,2x103 -0,59 1,26
Uridina difosfato 404,0020 17,7 262 -1,06 2,9x10° -0,76 1,58
S-(2,2-Dicloro-1-hidréxi) etil

Glutationa 419,0371 21,26 5,16 -1,62 2,9x10° -0,84 1,72
Adenosina difosfato 427,0267 054 480 -151 6,2x10% 0,76 1,12
Guanosina difosfato 443,0249 20,14 3,11 -1,40 3,0x10° -0,82 1,70
Uridina trifosfato 483,9679 21,09 4,04 -264 4,1x10°% -0,84 1,73
Adenina trifosfato 506,9938 0,44 17,18 -4,18 6,2x104  -0,78 1,17
Guanosina trifosfato 522,9908 22,17 4,20 -3,90 2,9x10° -0,87 1,75
8-Oxo-Guanosina trifosfato 538,9898 2127 4,48 -1,59 2,9x10° -0,86 1,75
UDP-Glicose 566,0534 0,43 2,76  -192 5,1x10°  -0,91 1,31
UDP-Acido glucurdnico 580,0338 20,68 2,35 -2,10 2,9x10° -0,84 1,72
Ferrocitocromo 604,174 1044 796 -3,04 2,3x10° -0,97 1,55
UDP-N-acetil glucosamina 607,0796 0,44 442 -1,85 44x105 0,92 1,32
Glutationa dissulfeto 612,1496 0,99 424 -1,48 7,8x10% 0,87 124
Nicotinamida adenina

dinucleotideo 663,1087 1,58 3,29 -1,39 7,6x10° -0,84 1,40
Tripanotiona dissulfeto 721,2892 0,84 8,03 12 0,02 0,73

a Metabdlitos encontrados somente em macrofagos infectados nos quais nao é possivel calcular log2FC e
estatisticas. UDP: uridina difosfato

Por outro lado, encontramos 355 features significativamente moduladas diante da
inibicdo de miRNAs (miR x NC), dos quais 56 foram anotadas como metabdlitos com

nivel 2 de confidéncia (Tabela 6). A maioria (90,16%, 55 de 61) foram diminuidos.
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Tabela 6 - Anotacdo de metabdlitos determinados como significativos (p FDR < 0.05) nos dados de
macroéfagos infectados com La e tratados com inibidores de miR-372/373/520d (miR) x
controles negativos (NC). RMT, relative migration time; RSD, relative standard deviation; FC,
fold change; FDR, false discovery rate; P(corr), partial correlation coefficient; VIP, variable
importance in projection.

Nome Massa E'IMT RSD Log2FC p FDR P(corr) VIP
Acido piravico 88,0162 0,51 2,73 0,86 7,2x10° 0,63 1,06
Putrescina 88,0995 0,46 752 -0,75 6,3x107 -0,78 141
Alanina 89,0479 0,81 291 -0,78 6,8x10° -0,67 1,44
Serina 105,0424 0,87 4,17  -0,37 7,7x10°  -0,50 0,89
Prolina 1150633 0,95 3,75 -055 2,1x10° -0,58 1,20
Valina/Norvalina/Betaina 117,0790 0,88 3,46 -0,52 8,0x10° -0,50 1,02
Acido succinico 118,0266 0,77 6,13 -0,49 1,2x102 -0,61 1,06
Purina 120,0430 4,57 1291 -1,25 7,4x10° -0,62 1,52
1-Pirrolina-3-hidroxi-5-

carboxilato 129,0426 4,75 298 -0,52 2,8x102 -0,50 1,27
trans-4-hidréxiprolina 131,0584 1,01 3,19 -0,56 4,1x10° -0,52 1,23
Isoleucina 131,0946 3,42 4,72 -0,86 3,2x10° -0,65 1,65
Leucina 131,0946 3,15 3,74 -0,70 5,3x10°  -0,60 1,53
Asparagina 132,0532 0,90 3,68 -047 3,8x10° -0,55 1,12
Ornitina 132,0900 0,64 3,87 -0,64 6,8x10° -0,72 1,28
Acido mélico 134,0215 0,73 4,89 -0,40 2,9x102% -0,57 1,02
Acido urocanico 138,0425 2,28 3,88 0,98 1,7x102% 0,51 1,27
Fosfato de etanolamina 141,0190 1,46 12,51 -0,58 4,1x10° -0,52 1,17
Glutamina 146,0680 7,06 3,15 -0,74 4,4x10° -0,57 1,50
Lisina 146,1051 0,65 4,67 -0,36 1,4x10% -0,46 0,97
Metionina 149,0513 0,92 12,12 -0,54 1,3x10° -0,57 1,18
Histidina 155,0691 0,68 4,74 -0,67 3,2x10* -0,71 1,33
2-Acido amino adipico 161,0684 0,93 10,15 -0,98 1,4x102 -0,48 1,51
Carnitina 162,1122 0,77 349 -0,56 5,9x10° -0,52 1,17
Fenilalanina 165,0805 0,95 4,83 -0,64 8,4x104 -0,47 1,33
Dihidroxiacetona fosfato/

Gliceraldeido 3-fosfato 169,9979 0,46 8,09 -1,32 6,8x10° -0,70 1,15
Glicerol 1-fosfato 172,0131 0,47 6,10 -0,84 2,4x10°% -0,76 1,19
Arginina 174,1110 0,67 2,76  -0,66 3,1x10* -0,73 1,34
Citrulina 175,0954 0,95 18,81 -0,63 5,8x10° -0,52 1,23
Tirosina 181,0749 0,97 594 -0,46 4,1x10° -0,53 1,07
Ma}nitol 182,0793 4,57 3,79 -0,77 2,4x102% -0,48 1,32
2-Acido fosfoglicérico/

3-Acido fosfoglicérico 185,9948 0,46 1795 1@ -0,90 1,35

N1-Acetil espermidina 187,1677 0,60 6,15 1,65 1,4x107 0,89 2,12
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Nome Massa S'I\FAT RSD Log2FC p FDR P(corr) VIP
N© N°®-dimetil-arginina 202,1428 10,79 3,77 -0,65 4,2x102 -0,41 1,15
Espermina 202,2149 0,45 3,60 -0,79 4,4%x10° -0,46 1,29
Acetil carnitina 203,1153 0,81 6,05 -1,06 6,7x10°% -0,73 1,67
Triptofano 204,0873 0,94 8,48 -0,61 4,1x10° -0,58 1,27
Quinurenina 208,0838 0,88 25,76  -1,97 2,5x10*4  -0,77 2,30
Propionilcarnitina 217,1311 0,83 4,58 -0,98 3,2x104  -0,52 1,33
Cistationina 222,0728 0,87 464 -1,04 3,8x10* -0,60 1,64
Ribulose 5-fosfato 230,0188 0,49 469 -0,82 1,6x10° -0,68 1,13
Citidina 243,0872 0,86 4,68 0,68 3,4x102% 0,43 1,03
Glicero-3-Fosfocolina 257,1026 1,53 356 -0,61 7,4x10* -0,61 1,26
Derivado ciclico 1 de Acido

argininosuccinico 272,1130 0,76 3,87 -1,15 1,8x10° -0,76 1,73
Sedoheptulose 7-fosfato 290,0385 0,52 452 -0,85 2,4x10° -0,75 1,21
Glutationa 307,0831 0,94 15,60 -0,82 2,9x102% -0,59 0,98
5'-Metiltioadenosina 297,0902 1,96 259 -0,60 1,8x102 -0,45 1,20
Frutose 1,6-bisfosfato 339,9915 0,41 821 -1,17 5,0x10° -0,72 1,17
Adenosina monofosfato 347,0630 10,71 2,11 -0,58 2,6x10° -0,58 1,40
S-Adenosil metionina 398,1379 0,67 4,08 -0,49 3,4x102% -0,39 1,05
Guanosina difosfato 443,0249 20,14 3,11  -0,53 1,910 -0,39 1,16
Adenosina trifosfato 506,9938 0,44 17,18 -2,16 1,4x10° -0,93 1,39
Guanosina trifosfato 522,9908 22,17 4,20 -2,14 4,4x10° -0,52 1,37
Ferrocitocromo 604,1740 10,44 796 -1,30 1,8x10° -0,62 1,40
UDP-N-acetil glucosamina 607,0796 0,44 442 -0,83 1,4x103 -0,77 1,23
Glutationa dissulfeto 612,1496 0,99 424 -124 6,2x10% -0,85 1,27
Tripanotiona dissulfeto 721,2892 0,84 8,03 -0,99 2,1x10* -0,72 1,55

a Metabdlitos ndo encontrados em macréfagos com inibicdo de miRNAs nos quais néo € possivel calcular
log2FC e estatisticas. UDP: uridina difosfato

As maiores mudancas ocorreram em um conjunto de metabdlitos relacionados ao
metabolismo de arginina (Figura 26, 27). NOs observamos aumento dos niveis de
metabdlitos do ciclo da ureia e sintese de poliaminas nos macrofagos infectados com
Leishmania comparado com macréfagos ndo infectados (La x NI), como ornitina,
putrescina, citrulina, arginosuccinato (aqui identificado como seu derivado ciclico),
glutamina e tripanotiona dissulfeto (Figura 26). Por outro lado, a inibicdo dos miR-
372/373/520d (comparacao miR x NC) diminuiu arginina, ornitina, putrescina, espermina,

citrulina, arginosuccinato, prolina, glutamina e tripanotiona dissulfeto (Figura 26).
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Figura 26 - Intensidade (area) de picos de metabdlitos relacionados com ciclo da ureia, producdo de

poliaminas e derivados. Valores representam intensidade de sinal obtida para cada grupo
+ SEM (N=18). Valores de p ajustado por FDR (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001)
estdo mostrados na figura para as comparacdes La x NI e miR x NC. ns: ndo significativo, NI:
macrofago ndo infectado, La: macréfago infectado com L. amazonensis, NC: macrofago
infectado com L. amazonensis tratado com controle negativo e miR: macréfago infectado com
L. amazonensis com inibicdo de miR-372/373/520d.
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Noés também observamos alteragfes em poliaminas acetiladas, sendo que N-acetil
espermidina foi o inico metabdlito da via de poliaminas acumulado durante a inibicdo de
mMiRNAs (Figura 26f, 27e).

Para confirmar os achados, validamos os picos referentes a arginina, ornitina,
putrescina, espermidina, N-acetil espermidina, N-acetil espermina e tripanotiona
dissulfeto utilizando padrdes analiticos, e, portanto, atingimos o nivel 1 de confidéncia na
identificagdo, e quantificamos os niveis desses metabdlitos com curvas padréo (Figura
27).
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Figura 27 - Quantificacdo de metabdlitos identificados em nivel 1 e relacionados com a via de poliaminas
e tripanotiona. Valores representam a concentracdo em cada amostra obtida por meio de
interpolacdo com a curva padrao baseada em concentracdes conhecidas de padrbes
analiticos de cada metabdlito (N=18). Valores de p obtidos a partir de teste t ndo pareado
bicaudal estdo mostrados na figura para as comparagdes La x NI e miR x NC. ppm: partes
por milhdo, NI: macréfago néo infectado, La: macréfago infectado com L. amazonensis, NC:
macrofago infectado com L. amazonensis tratado com controle negativo e miR: macréfago
infectado com L. amazonensis com inibicdo de miR-372/373/520d.
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Para entender melhor quais genes-alvo poderiam ser responséaveis pelas alteracdes
metabodlicas mediadas por miRNAs, coletamos uma lista de 5206 genes humanos
contendo sitios para os miR-372/373/520 na 3'UTR do banco de dados TargetScan
Human 7.2. NOs observamos enriquecimento de vias do banco de dados Reactome
relacionados com o metabolismo de arginina (Tabela 7), como o ciclo da ureia (R-HSA-
70635), metabolismo de poliaminas (R-HSA-351202) e transporte de céations e anions
inorganicos e aminoacidos/oligopeptideos (R-HSA-425393) (Tabela 7). Com isso, foi
possivel estabelecer relagbes entre  o0s metabdlitos modulados e
enzimas/transportadores alvos putativos.

Nés encontramos alvos putativos dos miR-372/373/520 relacionados ao
metabolismo de arginina e ciclo da ureia, incluindo os principais transportadores SLC7A1
(CAT1) e SLC7A2 (CAT2). No ciclo da ureia, encontramos a N-acetil glutamato sintase
(NAGS), a aminoacilase (ACY1), a arginosuccinato liase (ASL), o transportador de
aspartato glutamato (SLC25A12), a ornitina translocase (SLC25A15), a arginase 2
mitocondrial e a ornitina transcarbamilase (OTC). Relacionados a sintese de poliaminas,
encontramos a S-adenosilmetionina  descarboxilase (AMD1), a Nl-acetil
espermina/espermidina oxidase peroxissomal (PAOX), agmatinase (AGMAT) e o inibidor
de antianzima 1 (AZIN1) (Tabela 7). Para melhor visualizar alvos preditos relacionados
com a via de arginina a sua relagdo com os metabdlitos modulados mediante inibicdo de

mMiRNAs agrupamos os dados em um resumo gréafico (Figura 28).
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Tabela 7 - Andlise de enriquecimento de vias Reactome a partir de metabdlitos significativamente
modulados na comparagdo miR x NC e respectivos genes preditos como alvos de miR-
372/373/520d. Alvos preditos no banco de dados TargetScan Human 7.2 de miR-
372/373/520d. FDR: False discovery rate.

Via enriquecida

FDR

Metabdlitos
(NUumero de moléculas;total de moléculas)

Metabolismo de aminoéacidos e derivativos

Metabolismo de Glutamato
e Glutamina
(R-HSA-8964539)
Catabolismo de triptofano
(R-HSA-71240)

Ciclo da ureia
(R-HSA-70635)

Metabolismo de poliaminas
(R-HSA-351202)

Traducédo

Aminoacilacéo de tRNA
(R-HSA-379724)

Processamento de tRNA

Modificacdo de tRNA no
nucleo e citosol
(R-HSA-6782315)

4,75x10°

1,46x10®

1,4x107?

1,37x10°3

1,8x101?

4,23x107

L-Alanina, Acido piravico, Ornitina,
L-Glutamina, L-Glutamato, L-
Prolina, Adenosina trifosfato (7;27)
L-Quinurenina, L-Valina, L-Alanina,
L-Tirosina, L-Isoleucina, Acido
piravico, L-Triptofano, L-
Fenilalanina, L-Leucina, L-Histidina
(10;34)

Citrulina, Ornitina, Acido
arginosuccinico, L-Arginina,
Adenosina trifosfato (5;22)
S-Adenosilmetionina, N1-
Acetilespermidina, L-Arginina,
Ornitina, Espermina, Putrescina
(6;21)

L-Valina, L-Arginina, L-Alanina, L-
Tirosina, L-Isoleucina, L-Triptofano,
L-Asparagina, L-Glutamina, L-
Prolina, Adenosina trifosfato, L-
Fenilalanina, L-Leucina, L-Lisina, L-
Histidina (14;26)

S-Adenosilmetionina, Acido
piravico, Acido succinico,
Adenosina trifosfato (4;29)

Transporte transmembrana mediado por SLC

Transporte de
cations/anions inorganicos,
aminoacidos/oligopeptideos
(R-HSA-425393)

Transporte de sais de bile e
acidos organicos, ions
metalicos e compostos de
amina

(R-HSA-425366)

2,46x1011

1,26x1008

L-Valina, L-Arginina, L-Alanina
L-Tirosina, Acido piravico, S-
Adenosilmetionina, L-Isoleucina,
Ornitina, L-Triptofano, L-
Asparagina, L-Glutamina, L-Prolina,
L-Fenilalanina, L-Leucina, L-Lisina,
L-Histidina (17;60)

L-Valina, L-Arginina, L-Alanina, L-
Tirosina, Acido piravico, L-
Isoleucina, L-Triptofano, Acido
succinico, L-Asparagina, L-
Glutamina, L-Prolina, Espermina, L-
Fenilalanina, L-Leucina, L-Lisina, L-
Histidina (16;79)

Alvos preditos
(NUumero de genes;total de genes)

RIMKLA, PYCRL, GLUL
(3:42)

AADAT, HAAO, SLC36A4,
IDO1 (4;48)

NAGS, SLC25A15, ASL,
ARG2, ORC1, OTC (6;32)

RPN2, AMD1, PAOX, PSMD1,
PSMB2, PSMD5, PSMB1,
PSMD12, PSMA4, PSMBS5,
AGMAT, AZIN1, PSMB9
(13;80)

SARS, DARS2, KARS, SARI1A,
PPA2, RARS2, LARS, AARS2,
YARS2, FARSB (10;68)

ADAT2, TYW3, TP53RK,
TYWS5, KIAA1456, THGLL,
ADAT1, TRDMT1 (8;72)

SLCYA7, SLC6A15, CTNS,
SLC38A1, SLC15A2,
SLC12A6, SLC36A4,
SLC17A6, SLC17AS,
SLC25A10, SNX12, SLC1AS5,
LAT2, SLC4A8, SLC9A2
(31;167), SLC7A1?, SLC7A22,
SLC25A122

RUNX1, EMB, SLC30A5,
SLCBA9, SLC31A1, SLCBALS5,
SLC11A1, SLC14A1,
SLC16A1, SLC30A6,
SLC22A15, SLC14A2,
SLC10A6, SLC30A7,
SLC16A7, DDI2, SLC39A6,
SLC5A7, SLC6AS5, SLC5A3,
SLC30A10, SLC40AL,
SLC44A1, SLC22A1,
SLC22A3, SLCA7AL,
SLC22A5, RHCG, SIT1,
(29:165)

a Metabdlitos e alvos putativos curados manualmente relacionados com a via metabdlica, porém ausentes no

Reactome
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Figura 28 - Via de metabolismo de arginina tem alvos putativos de modulacdo pelos miR-372, miR-373 e
miR-520d. ACY1: aminoacilase 1, AGMAT: agmatinase, AMD1: S-adenosilmetionina
descarboxilase, ARG: arginase, ASL: arginosuccinato liase, AZIN1: inibidor de antianzima 1,
NAGS: N-acetil glutamato sintase, OTC: ornitina transcarbamilase, PAOX: N1-acetil
espermina/espermidina oxidase peroxissomal, SLC25A12: solute carrier family 25 member 12,
SLC25A15: solute carrier family 25 member 15, SLC7AL: solute carrier family 7 member 1 and
SLC7A2: solute carrier family 7 member 2. Produzido pelo préprio autor.
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5 DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos modelos usados

Estudos com macréfagos derivados de mondcitos THP-1 utilizam diferentes
protocolos de diferenciacao resultando em células com marcadores fenotipicos variados
(Aldo et al. 2013). Por esse motivo, as células THP-1 resultantes do protocolo que foi
utilizado foram caracterizadas e observamos o0 aumento da expressao de CD11b (Figura
6b), mas ndo de CD14 (Figura 6a), similar ao que foi visto em painéis caracterizando a
linhagem antes e apds a diferenciacao (Mittar et al. 2011). No entanto, alguns estudos
reportam aumento de CD14 em macréfagos THP-1 diferenciados apos tratamento com
PMA em concentragdes de 20 a 100ng/mL (Starr et al. 2018; Jimenez-Duran et al. 2020).
Essa diferenca se deve, além de diferentes protocolos de diferenciacéo, ao regime de
cultivo das células, uma vez que culturas mantidas em baixa densidade nao induzem
CD14 apds diferenciacdo com PMA (Aldo et al. 2013). A auséncia de inducéo de CD14
(Figura 6a), no entanto, pode afetar a resposta dos macrofagos a LPS, uma vez que essa
molécula se associa a TLR4.

Neste estudo, utilizamos L. amazonensis M2269 selvagem e nocaute de arginase.
Dado que o crescimento da promastigota nocaute de arginase € reduzido in vitro
(Laranjeira-Silva et al. 2012), nds caracterizamos o crescimento dos parasitas utilizando
o protocolo de cultivo estabelecido no laboratério, com suplementacédo de 0,1 uM de
putrescina. Nosso grupo demonstrou anteriormente que adi¢cao de 10 uM, 30 uM e 50uM
de putrescina ao cultivo igualou o crescimento de La-WT e La-arg™ (Laranjeira-Silva et al.
2012). No entanto, na concentracdo utilizada, observamos que La-arg- mantém a fase
estacionaria com maior concentracdo de parasitas (Figura 7). Como esperado, La-ARG
nao € expressa nos parasitas nocautes, enquanto observamos aumento do transcrito em
amastigotas selvagens infectando macréfagos por 24 horas, comparado com as 4 horas
de infeccao (Figura 8).

Neste estudo, utilizamos promastigotas axénicas de ambas as linhagens no dia 7
da curva de crescimento e realizamos a infeccdo com MOI 5 em macréfagos THP-1.
Nossos dados mostram que La-WT tem maior indice de infeccdo em 24, 48 e 72 horas,

apos a infeccdo, mas é fagocitada igualmente apos 4 horas de infeccao (Figura 9),
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indicando que o metabolismo de arginina do parasita ndo é importante para a entrada do
parasita no macréfago, mas é importante para o estabelecimento da infeccdo em seus
periodos iniciais. Esses resultados corroboram os achados do nosso grupo em BMDMs
murinos, mostrando que La-arg” € menos infectiva que La-WT apos 24, 48 e 72 horas,
mas é fagocita igualmente apds 4 horas de infeccdo (Laranjeira-Silva 2012). O mesmo
comportamento é observado na infeccdo por L. major nocaute de arginase (Gaur et al.
2007).

5.2  Modulacdo de miRNAs na infeccéo por Leishmania

Utilizamos o modelo de macrofagos THP-1 para investigar o perfil de miRNAs apés
4 e 24 horas da infeccdo por La-WT e La-arg. O modelo THP-1 para este estudo é
interessante uma vez que macrofagos THP-1 e hMDMs polarizados com citocinas e/ou
padrdes moleculares de patdégenos in vitro modulam miRNAs de maneira semelhante
(Graff et al. 2012).

Nossos resultados mostram que, dos 84 miRNAs investigados neste estudo, La-WT
e La-arg- modulam 8 miRNAs de THP1 apds 4h de infeccdo (Tabela 4). Os miRNAs
induzidos durante a infeccdo diferem daqueles induzidos por estimulos de polarizacéo
classicos (Graff et al. 2012), indicando que os mecanismos de modulagdo durante a
infeccdo por Leishmania sao especificos.

Os miRNAs identificados diferem daqueles observados no estudo pioneiro de
Lemaire et al. 2013, que investigou a modulacdo de miRNAs em macrofagos primarios
humanos infectados por L. major (Lemaire et al. 2013). No entanto, o uso de RNA-seq
dificulta a comparacéao dos resultados com a técnica de RT-gPCR array no nosso estudo.
Essa escolha pode ser limitante por ndo investigar todas as possibilidades, mas também
auxilia na identificacdo da modulacdo de miRNAs relevantes e relacionados com a
resposta imune.

De fato, nosso grupo e colaboradores utilizaram a técnica de RT-gPCR array para
identificar a modulacdo de miRNAs em outros estudos, e observamos similaridades nos
diferentes modelos de infeccdo estudados. Nosso grupo identificou o aumento da
expressado de miR-294 (Muxel et al. 2017) em BMDM de camundongos Balb/c infectados
com L. amazonensis. Nas figuras 9 e 10 destacamos a modulag&do dos miRNAs miR-372,
miR-373, miR-520d, miR-302a e miR-302c em THP-1. Esses miRNAs apresentam a
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mesma sequéncia seed, responsavel pelo reconhecimento dos mRNAs-alvo, dos miR-
302d e miR-294 demonstrados em modelo murino. Ainda, o cluster miR-372-373 humano
€ homologo ao cluster miR-294-295 de camundongos, e os miRNAs podem ser
considerados equivalentes (Hertel et al. 2006). O cluster miR-302 é conservado em
humanos e camundongos, e nos observamos anteriormente a modulacéo positiva de
miR-302d na infeccdo de macrdfagos murinos por L. amazonensis (Fernandes et al.
2019b).

Também demonstramos anteriormente em trabalhos em colaboracdo que a
infeccdo de macrofagos THP-1 com L. braziliensis regula positivamente miR-372, miR-
302a e miR-302b apds 6h e 24h e miR-520d apds 24h de infeccédo (Souza et al. 2021).
O estudo também demonstrou que miR-373 e miR-302c estdo regulados positivamente
no plasma de pacientes com cura espontanea de leishmaniose cutanea comparado com
individuos saudaveis (Souza et al. 2021). Ainda, a infecgdo de THP-1 com L. infantum
modula positivamente os miR-302b, miR-372 e miR-373 apods 6 e 24 horas de infecgdo e
miR-302a € modulado positivamente apds 6 horas e negativamente apds 24 horas de
infeccdo (Ramos-Sanchez et al. 2022). Além disso, os miR-372, miR-372, miR-520d e
miR-302a/b estdo aumentados no soro de pacientes com leishmaniose visceral ativa
comparada com o soro de individuos saudaveis (Ramos-Sanchez et al. 2022).

Para validar a expressao dos miRNAs da familia miR-302/372/373/520, realizamos
RT-qPCR e observamos que apenas 0s miR-372, miR-373 e miR-520d foram regulados
positivamente apos 4 e 24 horas de infeccao por La-WT, enquanto miR-302a e miR-302c
nao foram significativos (Figura 12). Por outro lado, La-arg" é capaz de induzir os miR-
372/373/520 apenas apos 4 horas de infeccdo, mas ndo sustenta até as 24 horas (Figura
12). Esses resultados corroboram os dados de que o miRNA murino miR-294 é regulado
positivamente de forma similar apds 4 horas de infeccdo por ambos La-WT e La-arg,
enquanto apos 24 horas, La-arg" é incapaz de sustentar a elevagcdo de miR-294 (Muxel
et al. 2017). Dado que a abundancia de miRNAs pode ser controlada pela sua producéo
e degradacédo e que meia vida de miRNAs mais abundantes é de pouco mais de 10 horas
(Reichholf et al. 2019), as diferencas observadas ap6s 24 horas de infec¢cdo devem ser

resultantes de uma continuidade na indugao da expresséo desses miRNAs.
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Nosso estudo nao foi capaz de desvendar os mecanismos moleculares da inducao
desses miRNAs, mas as diferengas observadas na infec¢do de La-WT e La-arg™ (Figura
12) indicam que o metabolismo de arginina do parasita pode estar envolvido com a
modulacdo de miRNAs do hospedeiro. Além do metabolismo de arginina, promastigotas
e amastigotas de La-WT e La-arg” tém diferencas na expressao de importantes fatores
de viruléncia, como GP63 e lipofosfoglicano (LPG) (Aoki et al. 2019), que poderiam ser
responsaveis pela continua sinalizacéo de indugédo dos miR-372/373/520.

Por outro lado, o0 miR-548d, validado nos estudos em colaboracédo na infeccao de
macrofagos THP-1 com L. braziliensis e L. infantum, néo foi detectado neste estudo na
infeccdo por L. amazonensis (Tabela 4) (Souza et al. 2021; Ramos-Sanchez et al. 2022).

Essas evidéncias corroboram a tese de que, mesmo com a regulacdo de distintos
mMiRNAS, a regulagéo positiva de miRNAs contendo a sequéncia seed AAGUGCU é um
mecanismo conservado na interacdo de diferentes espécies de hospedeiro e Leishmania,
incluindo na infec¢ao por espécies viscerotropicas, e é consistente in vitro e in vivo.

Dado que miR-372 e miR-373 pertencem a um mesmo cluster, também nos
interessou investigar se a razdo da diferenca dos niveis dos miRNAs maduros (Figura
11) pode ser observada nos transcritos intermediarios da biogénese. E sabido que
mMiRNAs de um mesmo cluster podem ter regulagbes transcricionais, utilizando
promotores distintos (Rose et al. 2021), ou pés-transcricionais que permitem que, apesar
de sua transcricéo policistrénica, apenas alguns de seus membros sejam expressos a
nivel de miRNA maduro (Yu et al. 2006). A analise de precursores ndo mostrou
modulacao diferencial dos pri-miR-372/373 ou pre-miR-372/373 (Figura 13). Ainda, o
INcRNA C19MC-HG, que abriga o miR-520d, ndo foi diferencialmente expresso no
transcriptoma de THP-1 infectada com L. amazonensis (Fernandes et al. 2023). A
auséncia de modulacao dos pri- e pre-miRNAs quantificados pode ter ocorrido devido ao
fato de que o processo de biogénese dos miRNAs € completado rapidamente (Reichholf
et al. 2019). Ainda, o processamento de miRNAs pode ocorrer de forma cotranscricional
(Louloupi et al. 2017), sendo, nesse caso, possivel detectar diferencas apenas nos
mMiRNAs maduros (Figura 12).
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5.3 A familia de miRNAs miR-372/373/520d

A seed AAGUGCU esta presente em 28 miRNAs humanos (Zhou et al. 2017b). Essa
sequéncia foi denominada oncomotivo em um estudo que avaliou bibliotecas de
expressao de miRNAs e identificou que miRNAs contendo essa sequéncia em sua seed,
dentre eles miR-372, miR-373, miR-519¢c e miR-520c, foram capazes de aumentar a
proliferacdo de uma linhagem de cancer de pulmao (non-small-cell lung carcinoma,
NSCLC) interferindo com reguladores do ciclo celular (Zhou et al. 2017b). Outros estudos
também demonstraram a alta expressao da familia de miRNAs em outros tipos de cancer,
como hepatoblastoma (Cairo et al. 2010) e cancer gastrico (Zhang et al. 2013a). Por outro
lado, miR-520c e miR-373 atuam como supressores de tumor em cancer de mama,
inibindo RELA, TGFBR2 e as citocinas IL-6 e IL-8 (Keklikoglou et al. 2012). Em realidade,
a acado do miR-373 em estudos de céncer deixa claro que a consequéncia da ativacéo
de determinados miRNAs depende de contexto (Wei et al. 2015).

A seed AAGUGCU também é associada a pluripoténcia, sendo descrita inicialmente
em células germinativas e embrionarias, referentes ao cluster humano hsa-miR-371-373
e 0 homdlogo murino mmu-miR-290-295 (Wu et al. 2014). Este estudo demonstrou que
a sequéncia seed é suficiente, ao regular alvos mesmo com diferencas em outras por¢des
dos miRNAs, demonstrando que a transfeccdo de miR-372-373 em camundongos
nocautes para miR-290-295 foi capaz de retomar sua funcédo (Wu et al. 2014). Outros
estudos demonstraram que 0os miRNAs humanos miR-302b e miR-372 e murino miR-294
induzem pluripoténcia em fibroblastos (Subramanyam et al. 2011) e os miR-294 e miR-
302a murinos estao envolvidos no comprometimento da diferenciagéo para células tronco
epiteliais (Gu et al. 2016).

Os miRNAs de interesse também estao implicados na resposta imune. Os miR-302b
e miR-372 regulam o transporte de aspartato, glutamato e piruvato na mitocéndria, a
producdo de IFN-B, CCL5 e TNF-a e fosforilacdo de IRF-3 durante a resposta imune
antiviral em células HEK293 (Yasukawa et al. 2020). O miR-302b também ¢é ativado via
TLR na infeccdo de macréfagos alveolares por P. aeruginosa in vitro e in vivo e foi
demonstrado como importante regulador da resposta inflamatéria modulando
negativamente NF-kB, IL-183, IL-6 e TNF-q, via regulagédo direta de IRAK4 (Zhou et al.

2014). miR-302b também regula negativamente IL-13 em macrofagos THP-1 durante
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inflamacéo induzida por urato monossoédico (MSU) via modulagédo de IRAK4 (Ma et al.
2018).

A sequéncia do miR-520d esta localizada no intron 20 do maior cluster de miRNAs,
encontrado apenas em primatas, chamado C19MC ou cluster miR-519/520 (miR-519a-e,
520a-h), que contém aproximadamente 100kb e 49 genes para microRNAs (Bortolin-
Cavalille et al. 2009; Nguyen et al. 2017). Os miRNAs desse cluster sdo processados a
partir dos introns de um transcrito ndo codificante via RNApol Il chamado C19MC-HG (do
inglés, chromosome 19 mega cluster - host gene) (Bortolin-Cavaille et al. 2009). Esse
transcrito tem uma regulagdo complexa envolvendo, em alguns casos, transcricao via
RNA polimerase Il em sequéncias Alu que podem funcionar como promotores (Bortolin-
Cavalille et al. 2009). As andlises de expressao desse cluster relacionam uma ativacao
generalizada em células tronco embrionarias e células tronco pluripotentes induzidas
(Nguyen et al. 2017). Em adultos, o C19MC é expresso somente do alelo paterno pela
metilacdo do promotor do cromossomo materno (Noguer-Dance et al. 2010). Dentro do
cluster C19MC, aproximadamente 33% dos miRNAs possuem a sequéncia seed
AAGUGC, porém somente o miR-520d foi detectado modulado no nosso estudo (Tabela
4).

O C19MC é seguido pelo cluster miR-371/372/373 no mesmo Cromossomo
(Bortolin-Cavaille et al. 2009; Keklikoglou et al. 2012). A coexpressao de miR-372/373 e
miR-520d (Figura 12) vai ao encontro dos estudos que mostram que miRNAs com genes
préximos, mesmo quando apresentam promotores independentes, sdo frequentemente
coexpressos (Baskerville e Bartel 2005). Os miR-372 e miR-373 pertencem a um mesmo
cluster (Yu et al. 2006) e séo cotranscritos com a ligacdo de NF-kB ou Myc em seu
promotor (Cairo et al. 2010; Zhou et al. 2017a). Também foi demonstrado que HIF-1a é
capaz de induzir a expressao dos miRNAs 372-373 indiretamente, via TWIST1 (Loayza-
Puch et al. 2010).

O cluster miR-302/367 (miR-367, miR-302d, miR-302a, miR-302c e miR-302b) esta
localizado em uma porgédo intragénica do gene La-related protein 7 (LARP7) no
cromossomo 4 (Barroso-delJesus et al. 2008; Gao et al. 2015). Mesmo que a inducao de

miR-302a/c ndo foi significativa em nossa validagdo, esse dado € interessante pois
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corresponde a um miRNA com seed idéntica, validado na infeccdo por outras espécies
de Leishmania, em um cromossomo distinto.

Cabe mencionar que o miR-373 foi descrito como um ativador da transcricao de
genes com sequéncias complementares em algumas linhagens celulares tumorais.
Porém, como o mecanismo foi especifico e ndo reproduziu em diferentes linhagens
(Place et al. 2008), neste trabalho investigamos apenas as possiveis funcdes canbnicas

de miR-373 na regulacdo pés-transcricional de genes alvo.

5.4  Estado transcricional de genes relacionados com o metabolismo de arginina em

macréfagos THP-1 infectados por Leishmania e producdo de NO

N&o observamos inducéo, a nivel transcricional, de CAT1, CAT2, NOS2, ARG1,
ODC, AMD1, SRM e SMS na infecgéo por La-WT (Figura 14). Esses resultados diferem
do que foi observado na infeccdo de macrofagos murinos, em que ambos La-WT e La-
arg  induzem o mRNA Argl apos 4 horas de infecgdo e Cat2 apos 4 e 24 horas de
infeccdo, enquanto os MRNAs Catl e Nos2 s&o induzidos apenas apos 4 horas de
infeccdo por La-WT (Muxel etal. 2017; Fernandes et al. 2019b). Em macréfagos humanos
THP-1 e hMDM infectados por 48 horas com L. donovani, o transcrito de CAT2 aumenta
comparado ao macréfago néo infectado (Mandal et al. 2017).

Observamos uma pequena inducao de nitrito e na porcentagem de células positivas
para DAF-FM apds 4 horas de infeccdo, mas ndo na média de intensidade de
fluorescéncia (Figuras 15 e 16). Da mesma forma, LPS foi incapaz de induzir a producéo
de NO em THP-1, corroborando estudos anteriores (Ozleyen et al. 2021). Em macrofagos
murinos, a producdo de NO aumenta na infeccdo por ambos La-WT e La-arg e
permanece aumentada comparado ao macrofago néo infectado apos 4, 24 ou 48 horas
de infeccao (Muxel et al. 2017). De fato, sabe-se que NOS2 e NO né&o sédo induzidos em
macrofagos humanos e ocorre intensa repressao epigenética do gene (Gross et al. 2014).
Por este motivo, questionamos se 0s mecanismos observados pela acdo de miR-294 em
macrofagos murinos seriam relevantes na infeccdo de macrofagos humanos, uma vez

gue o alvo Nos2 validado anteriormente (Muxel et al. 2017) n&o € induzido.
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5.5 Agdao dos miR-372/373/520d na infec¢do por Leishmania

Dado que La-WT e La-arg” induzem os miR-372 e miR-373 de forma similar apos 4
horas de infeccdo (Figura 12) e que esses parasitas sao capazes de infectar os
macrofagos igualmente nesse periodo (Figura 9), nossa hipétese é que, como observado
em macréfagos murinos (Muxel et al. 2017), os miRNAs estejam relacionados com as
diferencas na infectividade observadas apos 24 horas de infeccao (Figura 9).

Para entender se os miRNAs da familia miR-372/373/520d podem estar
relacionados com a infectividade de Leishmania alteramos os niveis de miRNAs maduros
livres utilizando oligonucleotideos complementares inibidores ou mimicos.

Para avaliar o efeito da transfeccéo de oligonucleotideos, avaliamos a infecgcdo em
macréfagos previamente tratados com o reagente de transfeccdo e um oligonucleotideo
de sequéncia aleatoria. E esperado que esse oligonucleotideo n&o tenha efeito, mas
observamos uma pequena reducao da infecgcao em todas as condic¢des testadas (Figura
17). Assim, o controle utilizado na comparacédo da inibicdo de miRNAs foi o grupo
transfectado com o oligonucleotideo aleatério (controle negativo). Observamos que a
inibicdo de miR-372 sozinho, mas ndo miR-373 ou miR-520d, foi capaz de reduzir a
infeccdo. De forma interessante, a inibicdo conjunta dos 3 miRNAs apresentou um
aumento sinergistico dos efeitos observados (Figura 17).

Os efeitos distintos na inibicdo de um Unico miIRNA podem ocorrer pois miRNAs de
uma mesma familia podem ter alvos distintos devido a complementariedade adicional de
nucleotideos em sua porcdgo 3 (Broughton et al. 2016). Foi demonstrado
experimentalmente e matematicamente, baseando-se na termodindmica do pareamento
entre as bases, que os miRNAs da familia miR-372/373/520 tém afinidades diferentes
por seus alvos por outros determinantes além da seed (Hibio et al. 2012).

Dado que a inibicdo conjunta dos miRNAs aproximadamente duplicou os efeitos
observados na inibicdo de apenas miR-372, podemos inferir a existéncia de um
mecanismo cooperativo entre os miRNAs de uma mesma familia no desfecho da
infeccd@o, e que a auséncia de efeito na inibicdo Unica de miR-373 e miR-520d poderia
ser explicada por um efeito compensatério exercido pelos miRNAs da mesma familia que

nao foram inibidos.
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Para avaliar se a inibicdo de um miRNA pode compensar com aindu¢ao do aumento
de outro miRNA da mesma familia, quantificamos os niveis dos miRNAs e observamos
gue esse efeito ndo ocorre (Figura 19).

Por outro lado, quando transfectamos os macréfagos com mimicos dos miRNAs em
conjunto, observamos aumento da propor¢cdo de macréfagos infectados (Figura 18),
indicando que os miRNAs da familia miR-372/373/520d sdo benéficos para a infeccao. A
auséncia de efeito na média de intensidade de fluorescéncia, por outro lado, pode ocorrer
devido a saturacédo da quantidade de miRNAs em seus alvos, uma vez que a infeccao
por si sé aumenta os niveis desses miRNAs. Outros estudos utilizam mimicos de miRNAs
para compensar mMiRNAs reduzidos durante a infeccdo. Mesmo miRNAs nao
pertencentes a uma mesma familia podem ter fun¢cdes complementares na subversao da
resposta do macrofago, como demonstrado que a transfec¢cdo de mimicos para miR-340
e miR-27a reduz a infectividade de L. major (Hamidi et al. 2021).

Diferentes modelos de leishmaniose podem apresentar respostas diferentes a
miRNAs. Um exemplo é o miR-155, que auxilia na progressao da infeccéo por L. major
(Varikuti et al. 2021), modelo de leishmaniose cutanea, mas limita a infecgéo por L.
donovani em modelo visceral. A familia de miRNAs mmu-294 (Muxel et al. 2017) ou hsa-
373 (Souza et al. 2021; Ramos-Sanchez et al. 2022), no entanto, como demonstrado por
nosso grupo e colaboradores, € um elo comum na infeccdo de diferentes espécies de
parasitas e hospedeiro.

Dado que miRNAs atuam na regulacao pés transcricional de mMRNAs-alvo, a inibicao
de miRNAs pode resultar em regulacéo positiva de mRNAs-alvo, caso 0 mecanismo seja
de degradacdo do mRNA, ou na regulacdo positiva somente da proteina. A inibicdo de
apenas 1 miRNA nédo apresentou regulacéo a nivel de mRNA, mas a inibicdo em conjunto
dos miR-372, miR-373 e miR-520d levou a regulacéo positiva do mRNA SLC7A2 (que
codifica CAT2), tendo duas porgdes do 3UTR complementares a seed em um
pareamento do tipo 7mer-m8 (Figura 20).

Sabe-se que miRNAs podem ter acdo direta no nivel de proteinas sem afetar a
guantidade de mRNAs (Baek et al. 2008) ou o efeito a nivel proteico pode ser precedido
temporalmente do efeito a nivel de mRNA (Djuranovic et al. 2012). Tipicamente miRNAs

gue apresentam acao no nivel de mRNA alvo também interferem no nivel de proteinas
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(Baek et al. 2008) e alvos com alta expressao podem ter efeito a nivel de mRNA (Wang
et al. 2019).

Para isso, investigamos os niveis de CAT2 a nivel proteico por citometria de fluxo.
A transfeccdo de mimicos dos miR-372/373/520 em macrofagos nao infectados ou a
infeccdo por Leishmania reduziram a expresséo proteica de CAT2, indicando que os
mMiRNAs induzidos por Leishmania podem atuar na regulacdo de CAT2 (Figura 21).
Estudos em macrofagos THP-1 mostram que a reducéo do importe de arginina via CAT2
reduz a infeccéo de L. donovani (Mandal et al. 2017), porém nossos dados mostram que
mesmo com a reducdo de CAT2 mediada pelos miRNAs mimicos ou induzidos apos 4
horas de infeccdo, a infeccdo por L. amazonensis aumenta, enquanto a inibicdo de
MIiRNAs aumenta CAT2 e reduz a infeccéo.

A validacao é importante no contexto do 3’'UTR pois diferentes miRNAs podem ter
sua afinidade modulada dependendo de sequéncias adjacentes ao sitio da seed
(Brennecke et al. 2005). Por esse motivo, no ensaio de luciferase, observamos que a
presenca do sitio da posicdo 1327-1333 do 3’'UTR de SLC7A2 no vetor reduz a atividade
de luciferase quando transfectado com mimicos dos miR-372/373/520, mas néo o sitio
da posicao 3947-3953 (Figura 22).

Diversos estudos mostraram modulacdo de miRNAs regulando a producéao de NO.
O miR-520b tem como alvo direto o mMRNA RELA (p65) controlando a resposta
inflamatoéria na arteriosclerose e afetando também a expressdo de NOS3 (Yang et al.
2021). O miR-146a é induzido por M. tuberculosis e impede a producdo de NO tendo
como alvo TRAF6 (Li et al. 2016). Na infeccdo por L. amazonensis, N0OSSO grupo
demonstrou que miR-294, miR-721 (Muxel et al. 2017), miR-30e e miR-302d (Fernandes
et al. 2019b) tém como alvo direto a enzima NOS2.

Para entender se NOS2 humana é regulada por miR-372 assim como seu homologo
miR-294 em macréfagos murinos regula Nos2, investigamos a sequéncia 3’'UTR no
banco de dados TargetScan. NOs identificamos que uma mutacdo na regidao de
complementariedade da sequéncia seed impede o reconhecimento pelos miRNAs da
familia miR-372/373/520 e, de fato, ndo ha regulacdo do mRNA de NOS2 mediante

inibicdo dos miRNAs sozinhos ou em conjunto (Figura 23).
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Cerca de 60% dos genes humanos podem ser controlados por miRNAs e, assim
como as regides de fase aberta de leitura, as sequéncias 3’'UTR apresentam pressao
seletiva para manutencéo desses sitios (Friedman et al. 2009). Por exemplo, cerca de
40% dos 3'UTRs alvos dos miR-1 e miR-124 em células humanas séo conservados no
genoma de camundongo (Lim et al. 2005). Dessa forma, miRNAs idénticos em diferentes
espécies ou que compartilham sequéncia seed podem ter fungdes distintas devido a
conservacao de seu sitio de reconhecimento em mRNAs alvo.

E interessante observar que a expresséo simultanea de miRNA e mRNA-alvo sdo
importantes na pressao seletiva e na manutencédo do sitio. Um exemplo € o miR-939,
especifico de primatas, que regula NOS2 humana em hepatdcitos (Guo et al. 2012), uma
vez que o sitio para miR-939 observado no 3’'UTR da NOS2 de humanos néo é

conservado no gene de camundongos, provavelmente por auséncia de pressao seletiva.

5.6 Metaboloma de macrofagos infectados com Leishmania e a relagdo com miRNAs

e seus mRNAs-alvo

A metabolémica é uma area pouco explorada no estudo das leishmanioses, apesar
de ser uma técnica importante para entender o status fisiolégico do parasita ou do
macrofago infectado, uma vez que importantes mecanismos pés transcricionais e pés
traducionais controlam o metabolismo (Kloehn et al. 2015; Tounta et al. 2021). Ainda,
apesar de comumente usada na descoberta de biomarcadores, a metabolémica € uma
ferramenta para a descoberta de mecanismos bioldgicos (Johnson et al. 2016).

Neste estudo, utilizamos metabolémica baseada em espectrometria de massas
para estimar a meédia e significancia das mudancas nos niveis de metabdlitos em
macrofagos ndo infectados e infectados, com ou sem a inibicdo de miRNAs. A abordagem
da metabolémica é importante para entender o fenétipo das células, uma vez que o nivel
dos mMRNAs e proteinas quantificadas podem néao refletir o nivel de atividade enzimatica.

Apés confirmar a estabilidade instrumental pelo agrupamento das amostras de
controle de qualidade (Figura 24), realizamos diferentes analises estatisticas
multivariantes (Figura 25). De forma geral, os modelos PCA e PLS-DA para as diferentes
técnicas utilizadas foram capazes de separar amostras de macrofagos néo infectados e
macrofagos infectados, mas nédo os grupos tratados com oligonucleotideos (NC ou miR),

gue agruparam com 0 grupo apenas infectado. Isso ocorre pois PCA € uma técnica nao
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supervisionada, e a magnitude das alteracdes detectadas nas diferentes técnicas
utilizadas nao foi suficiente para a diferenciacdo dos grupos. Observamos melhor
separacao nos modelos supervisionados PLS-DA de CE e HILIC em polaridade positiva,
indicando que metabdlitos catidnicos foram modulados significativamente de forma a
permitir a separacéo entre grupos (Figura 25), enquanto os modelos PLS-DA dos dados
obtidos em polaridade negativa ndo separa os grupos devido ao baixo numero de analitos
anionicos diferencialmente expressos.

Os modelos de OPLS-DA avaliado aos pares forneceu dados complementares aos
obtidos na estatistica univariante. Dessa forma, os metabdlitos significativos também
foram avaliados quanto ao poder discriminatorio nos modelos multivariantes. Neste
estudo, identificamos aproximadamente 550 analitos diferencialmente expressos (dados
nao mostrados), ou seja, apresentam p<0,05 apds a correcdo de FDR, dos quais
aproximadamente 100 metabdlitos putativos foram identificados (Tabela 5 e 6).

Poucos estudos avaliaram alteracdes no metaboloma apds interferéncia em
moduladores pdés-transcricionais, sdo exemplos os estudos avaliando as funcdes dos
miR-155, miR-124 e miR-125b (Tili et al. 2012; Kim et al. 2015; Zhang et al. 2017). No
nosso estudo, observamos modulagéo de centenas de metabdlitos a partir da inibicdo de
miRNAs, mostrando que essas moléculas, ao interferirem no nivel de mRNAs ou sua
traducdo, podem alterar a ativacao de vias metabdlicas (Tabela 6).

Nosso objetivo foi investigar sistematicamente se a inibicdo combinatdria de
mMiRNAs leva a alterac6es metabdlicas que podem explicar como a infectividade € afetada
pela acdo de miRNAs. Mudangcas mais significativas ocorreram no metabolismo de
arginina (Figura 26). Enquanto a infec¢cdo promoveu a producéo de poliaminas, a inibicéo
de miRNAs reduziu arginina e diversos metabdlitos que participam da via de producéo
de poliaminas. Nossos resultados demonstram reducao da producéo de poliaminas e vias
relacionadas a protecao ao estresse oxidativo mediante a inibicdo de miR-372/373/520,
indicando que a os miRNAs sédo importantes mediadores nessas vias metabdlicas.

Sendo assim, nossos dados de metaboldmica séo consistentes com a literatura,
apontando que as poliaminas sédo essenciais para a infectividade de Leishmania (Muxel
et al. 2018b), uma vez que a interferéncia na producdo de poliaminas do parasita ou

macrofago reduzem o crescimento do mesmo (Muxel et al. 2018b). Ainda, ja que
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espermidina é o substrato para a producéo de tripanotiona, também observamos reducéo
desse metabdlito, fator que pode contribuir para a infectividade reduzida, ja que a
tripanotiona € um importante fator protetor para o parasita e sua reducado facilita a
eliminacédo da infeccdo (Ali et al. 2022).

Nosso estudo corrobora outros estudos que investigam esses metabdlitos. Um
estudo recente identificou aumento dos niveis de ornitina e citrulina, mas ndo arginina,
em pacientes com leishmaniose cutanea difusa (Malta-Santos et al. 2020). O aumento
de ornitina, citrulina e putrescina também foi mostrado na infeccao por L. amazonensis
em BMDMs de BALB/c e C57BL/6 (Muxel et al. 2019; Mamani-Huanca et al. 2021b). No
entanto, ndo detectamos aumento de arginina intracelular, prolina e s-adenosil metionina
na infec¢cdo de macréfagos humanos (Figura 3).

Na infeccéo de L. donovani em macréfagos THP-1 ocorre aumento de putrescina e
espermidina (Mandal et al. 2017), enquanto nossos dados apontam que L. amazonensis
aumenta putrescina e espermina (Figura 26). Outro fator de atencdo ao comparar os dois
modelos, é que este estudo demonstra que siRNA ou inibicdo quimica de CAT2 reduzem
a tomada de arginina, producdo de poliaminas e sobrevivéncia de L. donovani em
macrofagos THP-1 (Mandal et al. 2017). Por outro lado, no nosso estudo, os miRNAs
induzidos por L. amazonensis tém como alvo CAT2 (Figura 21) ao mesmo tempo em que
ocorre aumento da producédo de poliaminas (Figura 26). Além da diferenca das espécies
estudadas e da fisiopatologia da doenca induzida por ambas, o estudo com L. donovani
trabalhou com 48 horas ap0s a infeccao in vitro, enquanto nosso estudo focou nas 4 e 24
horas apés a infec¢ao.

O aumento de ornitina, arginosuccinato e citrulina na infeccdo esta em consonancia
com o perfil metabdlico de macréfagos humanos polarizados M2 (Sowers et al. 2022).
Uma vez que NOS2 néo é ativa em macréfagos humanos (Denis 1994; Albina 1995), nos
macréfagos M2, o aumento do nivel de citrulina pode ser explicado pela atividade de OTC
(Sowers et al. 2022). OTC faz parte do ciclo da ureia e € um alvo putativo da familia miR-
372/373/520d (Tabela 7). Por outro lado, nés observamos reducédo dos niveis de citrulina
mediante inibicdo dos miR-372/373/520d (Figura 26). Foi recentemente demonstrado que

macrofagos M1, de humanos e camundongos, diminuem os niveis de citrulina para
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ativacao proé-inflamatoéria (Mao et al. 2022). Ainda, a citrulina pode levar a producéo de
ornitina via enzima LACC1 em macrofagos murinos (Wei et al. 2022).

De forma interessante, observamos aumento nos niveis de espermidina acetilada
(Figura 26 e 27), que pode ser assumida como derivada do hospedeiro ja que Leishmania
nao possui a enzima espermidina/espermina-N1-acetiltransferase (SSAT) (Phillips 2018).
Acetil espermidina é destinada a degradacédo ou a exportacdo (Pegg 2008; Stewart et al.
2018) e € um componente importante que controla os niveis de poliaminas nas células.
Em infeccbes virais, interferons do tipo | induzem a atividade de SSAT levando a
acetilacdo de poliaminas e diminuindo a replicagdo das particulas virais (Mounce et al.
2016).

As poliaminas desempenham papeis contraditérios na manutencao da homeostase
oxidativa celular, por protegerem contra danos mediados por radicais livres na producao
de glutationa e, por outro lado, na producédo de ROS via PAOX, que catalisa a oxidacéo
de n-acetil espermidina a putrescina (Stewart et al. 2018). A producéo de ROS via PAOX
€ regulada pelo miR-134 e leva ao desenvolvimento de cancer gastrico associado a
infeccdo de Helicobacter pylori (Murray-Stewart et al. 2016). O acumulo de acetil
espermidina ndo era esperado, uma vez que PAOX é alvo putativo dos miR-372/373/520
(Tabela 7), e a inibicdo de miRNAs poderia levar ao aumento dessa enzima e consumo
da acetil espermidina como substrato.

Outra possivel consequéncia do consumo de grupos acetil na producdo de
poliaminas acetiladas € uma regulacdo metabdlico-epigenética que pode alterar o
fenétipo dos macréfagos, uma vez que o aumento da acetilagcdo de acido aspartico,
glutamina e ornitina em macréfagos humanos, leva a modulagbes epigenéticas
favoraveis a polarizacéo em perfil M1 devido a reducéo da acetilacdo de histonas (Sowers
et al. 2022).

Como cada miRNA apresenta multiplos alvos interferindo em diversos mRNAs
participantes de uma via, entende-se que essas moléculas sdo moduladoras importantes
do fendtipo (Lim et al. 2005). Dado que miRNAs de uma mesma familia podem inibir os
mesmos alvos, investigamos o enriquecimento de genes alvo da familia miR-372/373/520
a partir do banco de dados TargetScan em conjunto com o0s metabdlitos alterados na

inibicdo destes miRNAs em macrofagos infectados (Tabela 7, Figura 28). Os dados de
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metabolémica corroboram estudos de transcriptoma de macrofagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 que mostrou, entre outras vias, o enriquecimento do metabolismo
de arginina apos 4 horas de infeccdo com L. major (Dillon et al. 2015).

Ainda, a inibicdo de miRNAs leva a reducéo de moléculas antioxidantes importantes
durante a infeccdo por Leishmania. Observamos que a infec¢éo induziu a producao de
cistationina nos macrofagos, enquanto a inibicdo da familia miR-372/373/520d reduziu
seus niveis (Tabela 5 e 6). Cistationina pode ser produzida pelo parasita e foi
demonstrado como um fator protetor contra o estresse oxidativo na infecgdo por L.
braziliensis em macréfagos THP-1 (Romero et al. 2015). Além disso, nos macréfagos,
cistationina pode inibir a ativacédo pro-inflamatéria por interferéncia em NF-kB (Zhu et al.
2015).

O metabolismo de glutamato e glutamina também foram enriquecidos na nossa
analise metabolémica (Tabela 7). Enquanto a infecgdo aumenta glutamina, a inibicdo da
familia miR-372/373/520 diminui seus niveis (Figura 26). Glutamina foi associada com
respostas pro-inflamatérias (Bordbar et al. 2012). Mecanisticamente, metabolémica
utilizando **C-glutamina mostrou que a producdo de succinato a partir de glutamina
promove reprogramacdo metabdlica de macrofagos pela estabilizacdo de HIF-1a
(Tannahill et al. 2013). Estudos prévios demonstraram que a suplementacdo de
glutamina aumenta a eficacia do tratamento para leishmaniose visceral (Ferreira et al.
2020). Ainda, inibicdo da enzima glutaminase (GLS), que converte glutamina para
glutamato, leva ao aumento da susceptibilidade a infeccéo por Leishmania (Ferreira et al.
2020). Outros estudos demonstraram que GLS € alvo dos miR-23a/b, mostrando que
mMiRNAs podem controlar o metabolismo de glutamina (Gao et al. 2009). Neste estudo,
encontramos que a familia miR-372/373/520d tem como alvo putativo o gene da
glutamina sintetase (GLUL), que realiza a reacéo na direcdo contraria (Tabela 7, Figura
28), e estd aumentada em macrofagos M1 (Sowers et al. 2022).

No entanto, glutamato, que participa na sintese de glutationa em conjunto com
cisteina e glicina, foi reduzido durante a infeccédo, mas néo foi alterado com a inibicao de
miRNAs. Os niveis de glutationa e glutationa dissulfeto foram diminuidos na infeccéo
(Tabela 25).
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O alvo predito SLC25A12 (Tabela 7) codifica a langcadeira aspartato-glutamato e é
um importante modulo na polarizacdo de macréfagos M1 e producéo de NO, ao conectar
0 TCA ao ciclo da ureia (Jha et al. 2015).

Todas essas alteragcdes no metaboloma devem ser levadas em consideracao para
entender o fendtipo que leva a uma infeccdo reduzida. Além disso, além de interferir
nessas vias relacionadas a sobrevivéncia de Leishmania e ja descritas na literatura, nés
mostramos alteracdo na abundancia de metabdlitos de vias relacionadas com a resposta
imune descrita para outros organismos, como 0 metabolismo de triptofano (Costantini et
al. 2020) (Tabela 7). Esses resultados podem levar a novos caminhos para entender a

implicacdo dessas vias na patofisologia das leishmanioses.

5.7 LimitagOes do estudo, perspectivas e consideracdes finais
5.7.1 Implicagbes dos achados de miRNAs

A consistente presenca de miR-372, miR-373 e miR-520d neste estudo e no soro
de pacientes (Souza et al. 2021; Ramos-Sanchez et al. 2022) deve chamar a atencao
para possiveis mecanismos de acdo desse miRNA em outro tecidos, para além da
reprogramacao direta de macréfagos ou da célula pela qual € produzido. Ainda, o estudo
de amostras de pacientes pode evidenciar miRNAs como potenciais biomarcadores.
Nesse sentido, miR-361 foi identificado como um marcador de falha ao tratamento com
antimonio pentavalente em leishmaniose cutanea e com atraso na cura (Lago et al. 2018).
No entanto, estudos nesse sentido ainda devem ser validadas em novas coortes.

A identificacdo de uma familia especifica de miRNAs abre caminhos para a
investigacdo de novas terapias. Diversos tratamentos com oligonucleotideos antisenso
estdo sendo testadas como terapias, principalmente no cancer. No caso especifico de
mMiRNAS, é importante que as terapias sejam capazes de suprimir multiplos miRNAs com
sequéncias e alvos similares, uma vez que existe atividade redundante e que poderia ser
facilmente compensada por outros miRNAs caso um deles seja inibido, uma preocupacgao
ja discutida na terapia anticancer (Hamilton et al. 2013).

Terapias voltadas ao hospedeiro baseada em miRNAs j& foram sugeridas no
tratamento de leishmanioses. Estudos em fase inicial de validacdo in vitro, mostraram

gue a transfeccao de mimicos de miR-340 e miR-27a, antes ou ap0s a infec¢ao, é capaz
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de reduzir a infectividade de L. major via modulacdo de IL-10 e TGF-B (Hamidi et al.
2021). Em modelo visceral, a transfeccédo in vivo do oligonucleotideo antisenso ao miR-
146a em camundongos apés 28 dias de infeccao por L. donovani foi capaz de reduzir a
carga parasitaria no figado e bago dos animais (Das et al. 2021).

No entanto, como as leishmanioses sdo doencas negligenciadas que afetam
principalmente paises pobres, abordagens mais caras como o uso de oligonucleotideos
antisenso dificilmente seriam viaveis. Para isso, um importante processo seria avaliar a
capacidade de moléculas que podem interferir na biogénese de miRNAs, de maneira
especifica, pela interacdo com estruturas tridimensionais assumidas pelos pre-miRNAs.

Estudos demonstraram que poliaminas funcionalizadas séo capazes de interagir
especificamente com pre-miR-372 e pre-miR-373 (Staedel et al. 2018), impedindo sua
maturacdo. O composto mais ativo € um conjugado de espermina-amidina capaz de
impedir o processamento de miR-372 e miR-373 via DICER por ligagéo na estrutura de
grampo do miRNA precursor (Staedel et al. 2018). Esse achado abre espaco para a
investigacdo também de poliaminas enddgenas, uma vez que essas moléculas sao
capazes de se ligar e determinar a estrutura terciaria de RNAs (Lightfoot e Hall 2014). O
tratamento de células de adenocarcinoma gastrico (AGS) com os compostos foi efetivo
em inibir sua proliferacdo via inibicdo da maturacdo de miR-372, que atua como um
oncogene regulando o gene LATS2 (Becquart et al. 2018).

Um potencial avanco para este trabalho de tese, portanto, seria o uso de analogos
de poliaminas, que poderiam ser organizadas em vesiculas de nanoparticulas
autoestrurantes. Em cancer ja se usa a entrega de analogos de poliaminas antitumorais

por essa via em conjunto com o mimico miR-34a (Xie et al. 2017).

5.7.2 LimitagOes da abordagem de metaboldmica utilizada

Na area das 6micas, sado crescentes os estudos com metodologia “célula unica”. O
campo esta em fases iniciais na area das leishmanioses, mas deve ser considerado uma
vez que sdo encontrados transcritos de L. major em 20 tipos celulares (Venugopal et al.
2021). A combinagao de estudos in vivo em modelo murino experimental e amostras de
pacientes com técnicas O6micas, incluindo potencialmente a metaboléomica de célula

Unica, podem trazer informacdes sobre a complexa rede de interagdo parasita-
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hospedeiro. Alguns autores denominaram o metaboloma de células infectadas como
cometaboloma (Fernandez-Garcia et al. 2020), uma vez que, atualmente, os estudos sao
incapazes de distinguir a contribuicdo de metabdlitos do parasita e do hospedeiro (Tounta
et al. 2021), problema devido a constante troca de metabdlito entre as células e
compartimentos celulares.

O uso de multidmicas pode ajudar a entender a regulacdo metabdlica diferencial do
parasita e hospedeiro, uma vez que a técnica de dual-transcriptomics permite o
alinhamento e anotacéo de transcritos de ambos (Fernandes et al. 2016).

No nosso estudo, para entender o metabolismo de arginina, que ocorre no
citoplasma e na mitocondria (Haskins et al. 2021), seria interessante o uso de 3C-
arginina e sua localizagdo nos compartimentos intracelulares, como realizado para o
metabolismo de glicose em BMDM (Puchalska et al. 2018). Ainda, estudos anteriores
demonstraram que o tempo ap0s o estimulo € importante para a determinagdo da
resposta metabdlicas (Zhu et al. 2019) e nossos resultados se beneficiariam de mais

pontos temporais para entender melhor os processos estudados.
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6 CONCLUSOES

A infeccao inicial por L. amazonensis altera o perfil de miRNAs de macrofagos
humanos THP-1, regulando positivamente os miR-372, miR-373 e miR-520d no periodo
de entrada e estabelecimento da infec¢do. A cepa nocaute de arginase (La-arg’) € menos
infectiva e ndo sustenta a modulacdo desses miRNAs no periodo de estabelecimento da
infeccdo. Confirmamos que a familia miR-372/373/520d atua em conjunto como um
importante fator para a infectividade de L. amazonensis. Por corroborar dados publicados
anteriormente, este estudo apresenta, portanto, mais uma evidéncia da importancia de
miRNAs contendo a sequéncia seed AAGUGCU.

Os miR-372/373/520d ndo tém o mMRNA de NOS2 como alvo devido a uma
mutacédo no 3’'UTR observado no gene humano comparado com a sequéncia do mRNA
Nos2 murino complementar a seed. Na infeccdo de macrofagos humanos, NOS2 e NO
nao sao induzidos em niveis significativos como ocorre em camundongos. Validamos o
transportador de aminoécidos catidnicos CAT2 como alvo dos miR-372/373/520d por
conter, no 3’UTR do mRNA, sequéncias complementares a seed.

A infeccado por L. amazonensis aumenta a producédo de poliaminas em macrofagos
THP-1, mas essa modulacéo néo é evidente a nivel transcricional. Por outro lado, quando
a infeccdo ocorre na auséncia de miR-372/373/520d funcionais, a reprogramacao
metabdlica é afetada e impede a producado de poliaminas e tripanotiona. De modo geral,
nossos resultados apontam para um cenario no qual a familia miR-372/373/520d pode
interagir com multiplos alvos moleculares promovendo, dentre outras vias, a modulagéo

do ciclo da ureia e producado de poliaminas.
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