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RESUMO

NOBREGA, Débora Nascimento. Avaliacio da expressdo do miR-10a e Interferon
gama (IFNG) antes e apdés tratamento com praziguantel para Schistosoma mansoni
na infeccdo crénica. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia
em Saude) - Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife 2022.

A esquistossomose esta entre as doencgas parasitarias que mais preocupam em
termos de saude publica, pois embora tenha sido preconizado o uso do Praziquantel
como tratamento dos doentes hd mais de 40 anos, muitas comunidades endémicas
nao conseguem eliminar a doenca apesar dos esforcos de tratamento em massa. O
INF-y € uma citocina proé-inflamatéria que é liberada por linfocitos T helpers 1 (Th1l)
no inicio da infeccdo para combater o parasita. Alguns estudos realizados no Brasil
mostraram evidéncias de que ele também pode ser liberado ap6s o tratamento em
alguns individuos e isto poderia conferir resisténcia a reinfeccbes em areas
endémicas. No entanto, reguladores poés-transcricionais como 0os microRNAs (miR)
podem ser responsaveis pela variacdo individual na susceptibilidade de infeccbes e
na cronicidade da doenca. O miR-10a é antagonista do IFN-y, inibe a resposta Thl
sendo produzidos por células T reguladoras, e aumenta a expressdo de TGFf1,
contribuindo com um estado crbénico. O objetivo deste trabalho constitui-se em
avaliar a expressdo de miR-10a e IFNG como biomarcadores de inflamagao e
investigar a correlagéo entre eles e o tratamento com Praziquantel. Para isso, foram
avaliadas 45 amostras armazenadas no biorrepositério, 30 pertencentes ao grupo de
individuos com diagnéstico positivo para S. mansoni e 15 pertencentes ao grupo de
individuos sem infeccéo ativa (controles). Para a predicdo de genes-alvo para miR-
10a no TargetScan v.8.0, o enriquecimento foi realizado utilizando o banco de dados
on-line DAVID para Anotacdo Funcional de Processos Biologicos, Funcédo Molecular
e Vias Metabdlicas. O ensaio de expressdo de miR-10a e IFNG utilizou a abordagem
do método 2 —AAct. O enriqguecimento mostrou 3459 genes-alvo que atuam na
Regulacdo das Vias de Sinalizacdo, Regulacdo da Transcricdo, Regulacdo da
Traducdo e Silenciamento de genes mediados por RNA. No entanto, os niveis de
expressdo do miR-10a ndo mostraram diferencas estatisticas antes e apds o
tratamento. Em contraste, o IFNG foi significativamente maior em individuos antes
do tratamento com Praziquantel do que ap6s 90 dias. As conclusdes mostraram que
apesar de atuar na regulacdo de genes-alvo com atividade reguladora, o miR-10a
nao apresentou evidéncias como biomarcador de inflamacdo no acompanhamento
terapéutico na esquistossomose, e 0s hiveis de expressdo de IFNG foram
significativamente maiores antes do tratamento.

Palavras chaves: esquistossomose; Interferon gama; microRNA; praziquantel;
regulacéo da expressao génica.



ABSTRACT

NOBREGA, Débora Nascimento. MiR-10a and Interferon gamma (IFNG) expression
before and after treatment with praziguantel in _chronic Schistosoma mansoni
infection. 2022. Dissertation (Master's degree biosciences and biotechnology in
health) - Instituto Aggeu Magalh&es, Fundagcéo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Schistosomiasis are among the parasitic diseases that are most of concern in terms
of public health, because although praziquantel has been recommended to be used
as a treatment for patients for more than 40 years, many endemic communities
cannot eliminate the disease despite mass treatment efforts. INF-y is a pro-
inflammatory cytokine that is released by T helpers 1 (Thl) lymphocytes at the
beginning of infection to fight the parasite. Some studies conducted in Brazil have
shown evidence that it can also be released after treatment in some individuals and
this could confer resistance to reinfections in endemic areas. However, post-
transcriptional regulators such as microRNAs (miR) may be responsible for individual
variation in infection susceptibility and chronicity of the disease. miR-10a is an IFN-y
antagonist, inhibits thl response being produced by regulatory T cells, and increases
TGFB1 expression, contributing to a chronic state. The Objective this study was to
evaluate the expression of miR-10a and IFNG as biomarkers of inflammation and to
investigate the correlation between them and Praziquantel treatment. For this, 45
samples stored in the biorepository were evaluated, 30 belonged to the group of
individuals with a positive diagnosis for S. mansoni and 15 belonged to the group of
individuals without infection (controls). For the prediction of target genes for miR-10a
in TargetScan v.8.0, enrichment was performed using the DAVID online database for
Functional Annotation of Biological Processes, Molecular Function and Metabolic
Pathways. Expression assay of miR-10a and IFNG used the approach the 2 8¢
method. The enrichment showed 3459 target genes that act in the Signaling
Pathways Regulating, Transcription Regulation, Translation Regulation and RNA-
mediated gene silencing. However, miR-10a expression levels did not show
statistical differences before and after treatment. In contrast, IFNG was significantly
higher in individuals before Praziquantel treatment than after 90 days. Conclusion:
The conclusions showed that despite acting in the regulation of target genes with
regulatory activity, miR-10a did not present evidence as a biomarker of inflammation
in the therapeutic follow-up in schistosomiasis, and the levels of IFNG expression
were significantly higher before treatment

Keywords: schistosomiasis; interferon-gamma; microRNA; praziquantel, gene

expression regulation.
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1. INTRODUCAO

Em 1948 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu a relevancia
da esquistossomose para a Saude Publica, e em 1980 os laboratérios Bayer e
merck desenvolveram o praziquantel, posteriormente a OMS recomendou o
tratamento em larga escala com praziquantel em populagdes com risco de infeccéao,

juntamente com outras medidas complementares de prevencédo (OMS, 2013).

No entanto, esse plano de tratamento ndo é eficaz em muitas éareas
endémicas com dificuldade no fornecimento de &agua potavel, saneamento e
educacdo. A esquistossomose logo passou a assumir novos cenarios de
transmissdo em locais urbanos, elevando custos indiretos como auxilio-doenca e
morte prematura (OMS, 2013).

Dados do Ministério da Saude apontam a regido Nordeste (NE) do Brasil
como a responséavel pelo maior registro de casos de esquistossomose, e situam
Pernambuco (PE) entre os estados com prevaléncia média mais elevada de pessoas
infectadas pelo Schistosoma mansoni (S. mansoni) (BRASIL, 2011).
Consequentemente, a maioria das mortes notificadas por esquistossomose no Brasil
foi notificada na regido Nordeste, desde 1980 a 2017, e PE apresenta 50,7 % do

percentual de mortes na regido (PAZ et al., 2020).

Estudos epigenéticos experimentais in vivo e in vitro, relacionados a
regulacdo poés-transcricional por microRNAs (miR) na esquistossomose mansonica
revelam marcadores potenciais ao progndstico, e contribui ao conhecimento das vias
génicas e proteinas associadas pontualmente ao quadro clinico, favorecendo a
identificacdo de alvos terapéuticos na doenca hepatica associada a

esquistossomose (CHEN et al., 2019).

Nas fases iniciais da esquistossomose um nivel acentuado de IFN-y é
liberado por células Thl que lideram uma resposta inflamatéria contra o verme
(infeccdo (HIATT et al., 1979). Essa resposta € posteriormente controlada por célula
T reguladoras (reg) da linhagem Foxp3, que expressam miR-10a para inibir a
resposta Thl inflamatéria, e consequentemente, inibe a expressdao de IFN-y
(KELADA et al., 2013).
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A familia do miR-10a é conhecida por regular genes Hox, participantes na
proliferagao celular, com isso este miRNA foi associado com multiformes tipos de
canceres, e na resisténcia as drogas usadas no tratamento oncologico (PEARSON
et al., 2005). Na esquistossomose, um estudo realizado por Cabantous et al. (2019)
revelou que o miR-10a foi significativamente upregulated em individuos com fibrose
hepética provocada por Schistosoma mansoni. Essa associagdo do miR-10a com
fibrose esta relacionada ao seu envolvimento na via TGF- 3, tendo como alvo o gene

tgfb, aumentando sua expressao (ZHOU et al., 2016).

Por outro lado, o IFN-y € um antagonista de TGF- e um aumento da
expressao de IFN- y foi encontrado em PBMCs de individuos resistentes a infecgao
por S. mansoni quando estimulados com antigenos soliveis do ovo, quando
comparado com PBMCs de individuos previamente infectados e estimuladas da
mesma forma (OLIVEIRA et al., 2012). Sugerindo dessa forma, que o IFN-y pode ser

responsavel por provocar resisténcia a infeccao.

Por isso, a proposta deste estudo foi avaliar a expressao do miR-10a e IFN-Y
no tratamento da esquistossomose e investigar uma correlacdo com fibrose hepatica

e carga parasitaria de individuos durante infeccdo por S. mansoni.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a expressdo do miR-10a e Interferon gama (IFN-Y’) antes e apods tratamento

com praziquantel para Schistosoma mansoni na infeccéo cronica.

2.2 ESPECIFICOS

Investigar as principais vias reguladas pelo miR-10a e processos bioldgicos

envolvidos.

Avaliar a expressao de miR-10a e IFN-Y e investigar a correlagdo com o tratamento

para Schistosoma mansoni.

Investigar a correlacéo de INF-Y e miR-10a com fibrose hepéatica e carga parasitaria.
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3. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose € uma doenca negligenciada de grande impacto social; e
esta entre as parasitoses mais preocupantes no mundo devido a sua mortalidade e
morbidade. Desse modo, em decorréncia da alta prevaléncia, o Programa Sanar, foi
instituido pelo Decreto n° 39.497, de 11 de junho de 2013, com o intuito de reduzir
ou eliminar doencas transmissiveis e negligenciadas, tais como a esquistossomose,

enguanto problema de saude publica.

Mesmo havendo medidas de controle e tratamento eficazes sugeridas pelo
Programa Sanar, a esquistossomose nao foi eliminada e permanece endémica no
Estado de Pernambuco, assim como em outras regifes do pais, com novos cenarios

de transmissao e prevaléncia da doenca.

O prognostico para fibrose hepatica decorrente da infeccdo é realizado
tardiamente e ndo ha medidas eficazes no tratamento de pacientes cronicos na
recuperacdo do tecido hepatoesplénico e demais 6rgdos. Estudos epigenéticos,
relacionados a regulacdo pds-transcricional por microRNAs na esquistossomose
mansobnica em humanos sdo escassos no entanto, estudos em areas endémicas
para outras espécies de Schistosoma demonstraram que estes podem ter um papel
fundamental na regulacdo dos graus de fibrose hepatica, antes e apos o tratamento
com praziquantel (CABANTOUS et al., 2017; CHEN et al., 2017; CAl et al, 2018; CAl
et al., 2020).

Desta forma, a utilizacdo de biomarcadores pode determinar a predisposicao
do individuo ao desenvolvimento das formas hepéticas crbnicas, propondo um
diagnéstico diferencial, além de contribuir com o conhecimento para producdo de
novos alvos terapéuticos, a fim de reduzir o nimero de pacientes direcionaos a
esplenectomia, ao transplante de figado, mortalidade precoce, e, assim, minimizar
0S impactos gerados pelos comprometimentos oriundos da esquistossomose,
favorecendo, também, a reducdo dos gastos de recursos publicos dirigidos para este

fim.
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4. REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

4.1ESQUISTOSSOMOSE NO MUNDO

A esquistossomose € uma doenca presente na humanidade desde a
antiguidade, relatada em papiros egipcios. Ovos de Schistosoma haematobium (S.
haematobium) calcificados foram encontrados em mumias egipcias por volta de
1.200 a.C (RUFFER,1910), e também ovos de S. japonicum foram encontrados em
dois cadaveres antigos (ha mais de 2100 anos) nas provincias de Hunan e Hubei, na
China (WEI et al. 1980). Entretanto, o parasita (S. haematobium) sé foi descoberto
em 1851 pelo médico Theodor Bilharz, razdo pela qual a doenca também é

chamada de bilharzia, em referéncia ao sobrenome dele (LOVERDE, 2019).

A doenca atinge 78 paises de regides tropicais e subtropicais, responsavel
globalmente por 11.792 mortes por ano, sendo este valor subestimado. (OMS,
2023)(OMS, 2010). Segundo dados publicados em 2010 pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS, 2010), foram estimados que o numero de pessoas infectadas por
Schistosoma spp. no mundo alcangava 240 milhdes e apenas 17,5 milhdes de
pessoas foram tratadas, e 33% dessas pessoas, foram tratadas principalmente na
China, Egito e 1émen (OMS, 2010). Em 2023 a OMS publicou que em 2021 as
estimativas mostraram que pelo menos 251,4 milhdes de pessoas precisaram de
tratamento preventivo para esquistossomosse, e destas pessoas foram tratadas
apenas cerca de 75,3 milhdes (OMS, 2023). Mundialmente, das 779 milhdes de
pessoas que vivem sob risco de infeccdo, 85% delas estdo na Africa (CHITSULO et
al., 2000, ENGLES et al., 2002). E mais de 90% dos individuos infectados vivem na
Africa por mais de duas décadas (OMS, 2023; CHITSULO et al., 2000; ENGLES et
al., 2002).

O Egito apresentou o periodo mais longo de tratamento em massa com
Praziquantel (PZQ) no continente africano, tendo um grande progresso contra S.
mansoni no Delta do Nilo, e contra S. haematobium do Nilo ao sul de Cairo (1993-
2006). Um estudo foi conduzido no Egito, na parte do norte do Delta do Nilo, em
duas aldeias, uma de alta prevaléncia (EI-Rouse, n= 993) e outra de baixa
prevaléncia (Ebiana, n= 614) no periodo de 1994 a 1996. A prevaléncia de S.
mansoni foi de 35,8% em Ebiana e 69,5% em EI-Rouse, com intensidade de
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infeccdo quase o triplo de Ebiana no comec¢o do estudo. Apos o tratamento com
PZQ, a prevaléncia e a intensidade de infeccdo diminuiram significativamente nas
duas aldeias no terceiro ano do estudo, caindo para 15,3% e 48,8% (Ebiana e El-
Rose, respectivamente), mas a taxa de reinfeccdo no ultimo ano do estudo foi de
32,9% em Ebiana e 70,6% em El-Rouse (ELMORSHEDY, et al., 2020).

Na China, por volta de 1930, a situacao epidemiolégica da esquistossomose
alcancou 11,6 milhdes de pessoas infectadas com S. japonicum, 1,2 milhdes de
bovinos infectados, 14,3 bilhdes de metros quadrados com caramujos Oncomelania
hupensis, mais de 100 milhdes de pessoas em risco. Foi realizado um censo pelo
governo central na época, onde 12 provincias no sul da China foram
comprovadamente endémicas. O plano de controle da esquistossomose se iniciou
em 1950 com o controle do hospedeiro intermediario com moluscicida, instalacdes
sanitarias, conservacao de aguas em terras agricolas e educacgdo sanitaria; em 1980
foi iniciado o tratamento em massa da populacdo e dos animais com PZQ. No
entato, a terceira fase do controle da esquistossomose, no inicio dos anos 2000, foi
caracterizada pelo controle integrado e manejo das fontes de infeccéo (proibicao de

pastagens, melhoria de agua potavel e saneamento) (SONG et al., 2016).

Jiangsu é uma das 12 provincias mais afetadas pela esquistossomose, tendo
acumulado 253,07 milhGes de pacientes e uma area de 1,47 bilhdes de metros
guadrados habitados pelo caramujo durante todos esses anos. Apos 60 anos de
prevencao e controle, a prevaléncia caiu para menos de 1% (WANG et al., 2018;
SUN et al., 2011).

Embora o tratamento em massa tenha avancado e diminuido a transmissao
da esquistossomose nesses paises mencionados acima, ainda sdo necessarias
medidas profilaticas para o controle de reinfec¢des, melhorias na atencéo basica e
no desenvolvimento de tratamentos efetivos na doenca cronica, como no Brasil com
alta transmissao por S. mansoni, também em outros paises com alta transmissao
por S. mansoni, S. japonicum e S. haematobium, que precisam de uma
intensificagdo maior no controle da esquistossomose, como exemplo, Filipinas,

Sudao, e Somélia, apresentado na figura 1 (OMS, 2010).

Estudos realizados nas Filipinas, nos distritos do Norte de Samar (Catarman,
Laong e Palag), demonstram que a maior parte da populacdo afetada por S.

japonicum é constituida por agricultores de arroz com baixo nivel escolar (48,6%).
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Muitas moradias sdo formadas por paredes (35,5%) e telhados (56,8%) de nipa ou
palma, e piso de cimento (53,6%). Além disso, 30% dos residentes ndo possuem
agua encanada no banheiro (ROSS et al., 2015). Outros estudos revelam que 50%
dessa regido vive abaixo da linha de pobreza, com suprimento de 4gua, saneamento
e higiene rudimentares (ROSS et al., 2013).

A prevaléncia para S. japonicum foi estimada nas Filipinas em 27,1%, sendo
também endémica para Ascaris lumbricoides (40,3%), Trichuris trichiura (62,4%), e
ancilostomiase (31,3%), e apresenta programas de controle ativo por mais de trés
décadas, incluindo o programa de Administracdo em Massa de Medicamentos (MDA
- Mass drug Administration) (ROSS et al., 2015).

Segundo dados da OMS (2022), 51 paises requerem quimioterapia
preventiva. Apesar de todos os esforcos, Filipinas e Egito sdo exemplos dentre
outros 32 paises que precisam expandir MDA para todas as areas endémicas,
outros 15 paises, incluindo o Brasil, estdo entre os que adotaram MDA de forma
irregular e dois paises (Guiné Equatorial e Africa do Sul) n&o iniciaram MDA.
Enquanto China e mais 18 paises necessitam de avaliacdo para verificar a

interrupgéo da transmissao.

Figura 1 — Distribuicdo Global de Esquistossomose
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From: Gryseei$ef al. Human schistosomiasis. Lancet 2008, 3

Fonte: GRYSEELS et al. Human Schistosomiasis. Lancet. 2006; 368. 1106. 18 (Adptado por OMS.
Geneva, Switzerland, 26 January 2010.
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Na América, a esquistossomose foi introduzida junto com o trafico de
escravos entre 0s séculos dezesseis e dezenove, mas somente a espécie
Schistosoma mansoni, proveniente da Africa, conseguiu se estabelecer infectando
caramujos nativos do género Biomphalaria (B. glabrata, B. straminea, B. kuhniana,
B. prona, and B. tenagophila) (BRASIL, 2010). Na América, a esquistossomose
mansonica é endémica no Brasil, Suriname, Venezuela, Republica Dominicana, e

nas ilhas Santa Lucia e Guadeloupe.

4.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA ESQUISTOSSOMOSE NO BRASIL

A histéria da transmissdo de esquistossomose no Brasil acompanha a
evolucdo econbmica no pais, a paritr do trafico de escravos da costa Ocidental da
Africa para trabalhar nas lavouras-de-acglcar, nos portos de Recife e Salvador,
principalmente. Entretanto, a doenca se expandiu do litoral para o centro, no
Nordeste brasileiro (NOYA, 2015). Com o declinio da cana-de-acucar, e inicio do
ciclo do ouro, a endemia foi introduzida em Minas Gerais, e permanece em 19 dos
27 Estados brasileiros, alcancando do litoral do Maranhdo ao Espirito Santo e Minas
Gerais, e também apresenta focos em outros Estados nas cinco regides, em virtude
de fatores que contribuem para seu estabelecimento, como: Saneamento precario,
ampla distribuicdo dos hospedeiros intermediarios e suscetibilidade ao S. mansoni,
grande capacidade de postura das fémeas, longevidade dos vermes adultos e o
carater cronico da doenca (MS, 2014; BARRETO et al., 2015) (figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo da Esquistossomose mansonica no Brasil
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Fonte: BRASIL, 1998 (Adaptado por Heloisa M. N. Diniz).

Em 1975, foi implantado o Programa Especial de Controle da
Esquistossomose (PECE), com o objetivo de, primeiramente, realizar inquéritos
coproscopicos e malacoldgicos e, em seguida, realizar tratamento em massa da
populacdo, controlar o vetor e realizar saneamento em locais especificos. E, por fim,
realizar vigilancia epidemiolégica e controle de novos casos. Esse programa foi
alterado, posteriormente, para o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE)
em 1980 (GOMES et al., 2017).

De 2000 a 2003, o percentual de positividade de humanos infectados era em
meédia 7% e, de 2004 a 2012, o percentual decresceu para 4,5%, entretanto, o
percentual de positividade se aproxima da prevaléncia, mas nao reflete com
totalidade e preciséo a situacdo real da populacdo, depende do niumero de pessoas

examinadas que representam uma parcela da populagédo (BARRETO, 2015).

Entre 2008 e 2016, a vigilancia examinou 12.411.898 pessoas, das quais
9.140.139 foram examinadas; 425.231 eram positivas e 363.857 receberam
tratamento e, nesse periodo, 4.473 pessoas foram a 6bito (MS, 2018). A regido

Nordeste € a que apresenta maiores indices de prevaléncia, com 74,7% de



23

positividade nos anos de 2008 a 2016, e Pernambuco é o segundo Estado com

maiores indices, perdendo apenas para Alagoas (Tabela 1) (MS, 2018).

Tabela 1 — NUmero e percentual de casos positivos de esquistossomose mansoni
por Unidade da Federacéo (UF), regido e Brasil, 2008 a 2016

Regido/Unidade da Federagdo 2008 2009 2010 0m 2012 2013 2014 2015 2016 Total %

Norte 467 33 164 448 167 8 5 15 B 1.654 04
Para 467 m 164 448 167 bl 5 15 8 1.654 04
Nordeste 52565 56112 50.8%7 43246 28872 29750 27525 1664 1102 3NW613 7
Maranhio 3906 5200  5.083 3381 2491 285 3139 218 920 29103 68
Plaui 2 - 1 - - - - - - 3 0,0
Cceard 183 139 12 3 i 53 15 118 - 810 0.2
Rlo Grande do Norte 1405 1807 2829 1073 837 612 m 154 94k AL
Paraiba 3626 4886 2053 241 207 2020 2410 - - 19.480 4,6
Pernambuco B850 8718 8186 7623 5336 6509 848 7299 3766 65035 153
Alagoas 16203 16321 13283  13.003 1384 1265 975 7965 6416 107002 252
sergipe 8258 8199 8.4 853 1767 3308 2551 : . 41461 9,8
Bahla 10134 10862 10437 7184 4.939 1739 60 - - 45335 107
sudeste 2223 20009 18384 16242 9784 7260 5807 4755 899 10537 248
Minas Gerals 19445 17098 16276 14339 8323 644 4828 1998 438 91189 214
Espirito Santo 2787 2898 2103 1891 1461 816 919 757 461 1453 33
Rlo de Janelro 2 13 5 12 . : . - - k7, 0,0
sul m 266 n 4 - - - - - 530 01
Parana 25 266 3 4 - - - - - 528 0)
santa catarina 2 - - - - - - - - 2 0,0
Total 75493 76719 69418 59940 38823 37038 135 22436 12009 425231 1000

Fonke: SISPCEJCGHDES EVIT/SWS{MS.
Notia: Nos estados da regdo Contro-Opste ndo i busca ativa de casos, pols rala-se do uma area ndo endimica, sem tansmissio estabelecida da doenga, Por 1550, ndo ha reglsiros de caso

Fonte: SISPCE/CGHDE/SVS/MS

Em 2011, foi implantado em Pernambuco o Programa de Enfrentamento a
Doencas Negligenciadas (SANAR), com o intuito de reduzir ou eliminar doencas
negligenciadas. No quadriénio de 2011-2014, o programa SANAR atuou em 108
municipios prioritarios e de 2015-2018, ampliou para 144 municipios. A atuacéo
desse programa consiste em atividades de rotina, como diagnéstico, tratamento e
vigilancia, além da educacédo em saude e controle do hospedeiro intermediario (SES,
2015; BRITO et al., 2020). O gréafico 1 presenta a queda na taxa de positividade

entre os anos de 2004 a 2014 em Pernambuco.
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Grafico 1 — Numero de exames realizados e percentual de positividade para
esquistossomose. Pernambuco, 2004-2014
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A distribuicdo geogréafica dos municipios prioritarios para esquistossomose no
plano de 2015-2018 esta representada na figura 5. O foco do programa nos anos de
2015 a 2018 consistiu nos municipios com indice de positividade =10%, com no
minimo dois anos no quadriénio de 2011 a 2014.

Figura 3 — Distribuicdo geografica dos municipios prioritarios para esquistossomose.
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4.3CICLO EVOLUTIVO, TRANSMISSAO E ASPECTOS CLINICOS DA
ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

O agente infeccioso da esquistossomose € um trematddeo do género
Schistosoma, podendo ser das espécies S. haematobium, S. mansoni, S. japonicum,
S. mekongi, S. intercalatum e S. malayensis. Dessas espécies, as mais importantes
clinicamente sdo S. haematobium, por causar a esquistossomose urogénica, e S.
mansoni e S. japonicum, responsaveis por provocar lesbes no figado, baco e
intestino, caracterizando as formas cronicas: hepatica, hepatointestinal e
hepatoesplénica, muito frequentes em areas endémicas (NOYA, 2015). Entretanto,
esta revisdo de literatura sera focada na infeccdo por S. mansoni, devido a esta ser

a Unica espécie transmitida no Brasil.

O contato com o0 agente infeccioso se da através da pele, em rio, lago ou
mesmo em agua empocada, apresentando cercarias, que é a forma infectante para
o homem. Entretanto, a manutencéo das formas infectantes nesse local depende de
caramujos do género Biomphalaria, infectados com as formas larvais do
Schistosoma (LOVERDE, 2019). Dessa forma, o ciclo do esquistossomo é dividido
entre dois tipos: o hospedeiro intermediario (caramujo) e o hospedeiro definitivo
(humanos) (figura 6).

Locais onde ha presenca do caramujo infectado sdo chamados de focos
potenciais, quando somente é encontrado DNA do S. mansoni nos caramujos
coletados, e focos de transmissédo, quando os caramujos encontrados liberam
cercarias. Esses locais coincidem a com falta de saneamento e agua encanada em

comunidades urbanas ou rurais (GOMES et al., 2017).

Ciclo no hospedeiro intermediario. Os caramujos sao infectados por
miracidios, que eclodem do ovo presente nas fezes liberadas nas aguas, ao penetrar
nas partes moles do caramujo, o miracidio se transforma durante 48 horas, em
esporocisto primério. Os esporocistos primarios irdo sofrer sucessivas multiplicacfes
em seu interior, originando esporocistos secundarios por poliembrionia.
Aproximadamente a partir do décimo terceiro dia de infecgdo, 0S esporocistos
secundarios migram para o hepatopancreas (glandulas digestivas) e o ovotestis do

molusco, e se diferenciam em cercarias, mas alguns esporocistos secundarios se
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diferenciam em esporocistos terciarios, quaternarios, etc. que se mantém no
molusco, e quando o ambiente é favoravel, novas cercérias sdo liberadas, portanto,
uma vez que o molusco € infectado, continuara sendo até o final de sua vida (SILVA
et al., 2008; GOMES et al., 2017; MCMANUS et al., 2020).

Ciclo no hospedeiro definitivo: As cercarias liberadas quando encontram a
pele de um hospedeiro, se fixam pela ventosa oral e liberam metaloproteinases,
penetrando no tegumento até encontrar a circulacdo. Esta atividade pode provocar
uma reacdo de hipersensibilidade e causar lesdes pruriginosas maculopapulares,
denominadas de dermatite cercariana, pouco aparentes em areas endémicas com
alta taxa de reinfec¢des. Ao penetrar na pele, as cercarias perdem a cauda e se
transformam em esquistossbmulos e através da circulagdo venosa, o0s
esquistossémulos migram para o pulmé&o. Nesta fase, alguns individuos apresentam
sintomas clinicos, como tosse seca e infiltrados irregulares no pulmao podem ser

vistos por radiografia do térax (NOYA, 2015).

Do pulméo, as larvas migram para o coracdo esquerdo, e seguindo pela
circulacdo, atingem as veias mesentéricas do sistema hepatico, onde se
transformam em vermes adultos, se acasalam liberando ovos nos capilares venosos
que irrigam o intestino. Ao atravessarem o intestino, 0s ovos encontram a luz
intestinal e séo liberados junto com as fezes para o meio externo, reiniciando o ciclo.
Nessas primeiras fases, até o quarto més desde a infeccéo, € estabelecido a fase
aguda da doenca e o paciente pode apresentar também dores abdominais, diarreia,
astenia, dor de cabeca, febre e eosinofilia, em decorréncia dos antigenos liberados
na circulagdo pelas larvas antes de se tornarem adultas, até ap6s a forma adulta
com liberacdo dos ovos, que também excretam antigenos sollveis (GRYSEELS et
al., 2006; MCMANUS et al., 2020).

Com a frequente oviposicdo das fémeas, 0os ovos se acumulam nos capilares
venosos, aumentando a pressdo sanguinea no sistema porta. Os antigenos
liberados pelos ovos induzem uma resposta de células Th2, que medeiam a
formacao de granulomas. Nessa fase, as dores abdominais podem se intensificar, o
paciente fica palido e apresenta hepatoesplenomegalia. Trata-se de um quadro
desencadeado por hipersensibilidade, caracterizando a fase aguda da doenca pos-
postural, ou seja, apés a liberagdo dos ovos. Ao passar dos 4 meses, 0s granulomas

formados no figado ativam células estreladas hepaticas pela liberacdo de citocinas
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pro-inflamatdrias por eosindfilos e macréfagos, o processo de fibrose é
desencadeado e se intensifica, caracterizando as formas cronicas (DOMINGUES;
FERRAZ, 2012; NOYA, 2015; ZHENG et al., 2020).

Segundo o Ministério da Saude, as formas cronicas da doenca podem ser
classificadas como hepatica, com presenca de tecido fibrético no figado (moderada
e raramente grave), permitindo ser palpivel na anamnese, mas ndo apresenta
esplenomegalia; na forma hepatointestinal, embora o figado ndo seja palpavel, na
ultrassonografia sédo vistos granulomas, havendo o acometimento principalmente do
intestino; nessa fase, o paciente tem sintomatologias gerais associadas a anemia, e
sintomas digestivos, alternando entre diarréias e constipacbes. Também pode
ocorrer a forma hepatoesplénica, acometendo o figado e o baco, com fibrose
hepatica grave, denominada de fibrose de Symers, acompanhanda pela
esplenomegalia (DOMINGUES; FERRAZ, 2012; GOMES et al., 2017; BRASIL,
2014).

Figura 4 — Ciclo de vida do parasita
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Quando nessa forma ha varizes esofagicas, pode ocorrer hemorragia
digestiva alta, dificultando a recuperacao do tecido. A forma hepatoesplénica pode
ser subdividida em compensada, quando o figado ainda € capaz de realizar suas
funcBes, mesmo estando comprometido. E descompensada, quando h4 uma grave
perda funcional. Tratando-se de uma doenca granulomatosa, a esquistossomose
pode evoluir para a forma pseudoneoplasica (menos frequente), e pode ocorrer em
tecidos fora da regido abdominal, como no cérebro e na medula espinhal (formas
ectopicas) (GOMES et al., 2017; BRASIL, 2014).

4. 4TRATAMENTO

Os primeiros ensaios de tratamento para esquistosomose eficazes surgiram
com o uso de antimoniais trivalentes. Em 1924 foi utilizado em larga escala pelo
Servico de Saude da Marinha do Brasil o antimonial tartaro emeético, outros
antimoniais foram sendo descobertos. Entretanto, todos esses compostos eram
extremamente toxicos e dolorosos quando aplicados via intramuscular (COURA &
CONCEICAO, 2010).

Estudos com hidroximetilacdo, em 1960, permitiram o desenvolvimento da
hicantona (UK 3883) com eficacia de 90%, mas o uso desta droga foi abandonado
devido ao potencial de provocar necrose hepatica aguda (ANDRADE et al., 1974). A
esperanca para o tratamento da esquistossomose surgiu na década de 70, com a
descoberta da oxidacdo de UK 3883 pelo fungo Aspergillus sclerotiorum, fazendo
gue o composto quimico apresentasse efeitos adversos quase nulos. Dos poucos
efeitos adversos apresentados com maior frequéncia foram nauseas, tonturas e
dores de cabeca. Esse novo medicamento foi chamado de oxamniquina, podendo
ser aplicado em dose oral Unica (12,5-15 mg/kg para adultos e 15-20 mg/kg para
criangas) (COURA & CONCEICAO, 2010).

Apesar de a oxamniquina ter representado um grande avango no controle da
esquistossomose, outro medicamento formulado com a proposta de novos
tranquilizantes, tomou maior espago no mercado, podendo ser utilizado contra
cisticercose, teniase e esquistossomose provocada por diferentes espécies (S.
mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S. intercalatum, S. mekongi). Trata-se do
Praziquantel (PZQ), um composto quimico do grupo pirazinoisoquinolina. Segundo a
bula do medicamento produzido pela farmaguinhos no Brasil, a recomendacao de

uso é 40 mg/kg, por via oral, em dose Unica, ou 20 mg/kg, por via oral, 03 (trés)
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vezes durante um dia, em intervalos de (4 a 6) horas (COURA & CONCEICAO,
2010; UTZINGER et al, 2003).

Enquanto a oxamminiquina provoca lesées no tegumento dos vermes e inibe
a oviposicdo, o PZQ age provocando paralisia espastica no parasita, seguida de
extensa lesdo tegumentar, sua acdo sao exercidas contra parasitas adultos,
esquistosomulos muito jovens e cercarias. Embora o PZQ tenha sido usado por mais
de 40 anos 0 mecanismo de acéo nao foi completamente elucidado, alguns estudos
sugerem que o PZQ pertuba a homeostase do ion calcio, outros sugerem uma acao
nas cadeias leves de miosina e captacao de adenosina (THOMAS & TIMSOM, 2020;
UTZINGER et al, 2003).

Segundo o0 guia de controle e eliminacdo da esquistossomose humana,
publicado pela OMS em 2022, areas endémicas com prevaléncia de infeccdo por
Schistosoma spp maior ou igual que 10%, deve receber quimioterapia com dose
Unica de PZQ para todas as idades acima de 2 anos de idade, até mesmo mulheres
gravidas apos o primeiro trimestre de gravidez, com cobertura da area igual ou
acima de 75%. Nos casos, em gue essas comunidades ndo demosntrarem resposta
a quimioterapia anual com reducéo nos indices de infec¢do, a quimioterapia deve

estender-se para duas vezes ao ano (OMS 2022).

Apesar das recomendacbes da OMS, é um desafio combater
esquistossomose, principalmente em comunidades com alta taxa de transmisséo e
carga parasitaria alta, pois o Praziquantel ndo previne reinfeccdes, e a quimioterapia
€ custosa para algumas populacdes que sofre com a doenca em paises pobres, ndo
alcancando a cobertura satisfatoria. Além disso, a quimioterapia em massa ndo € a
Gnica ferramenta contra a doenca, como também se faz necessario o controle do
hospedeiro intermediario, intervencdes ambientais e hidricas para fornecimento de

agua potavel e saneamento basico, e medidas de educacao (OMS 2022).

4.5IMUNOPATOGENESE NA ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

A resposta imune tem inicio nas primeiras semanas (1 a 2 semanas) de
infeccdo, em resposta a invasdo cercariana. Durante a migragdo dos

esquistossébmulos na corrente sanguinea, a resposta passa a ser mediada pelos
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linfécitos T helper 1 (Thl), estes, por sua vez, liberam citocinas pré-inflamatérias
(TNF, IL-2, INF-y), que auxiliam principalmente na resposta imune celular, resultando
em eosinofilia acentuada e ativando macréfagos para combater a infeccao (HIATT et
al., 1979).

Os eosindfilos e macréfagos sdo responséaveis pela liberagdo de quimiocinas
CCL2 e CCL3 encontradas no soro de individuos com esquistossomose aguda, que
aumentam o influxo de mondcitos e eosindfilos (SILVEIRA-LEMOS, 2010).

A maioria das quimiocinas (CCL2, CCL4, CCL5, CCL7, CCL12, CXCLS5,
CCR2, CCR7, CCR9, CXCR3, CXCR6) de células estreladas hepéticas séao
liberadas 3 semanas pés-infec¢cdo, antes do inicio da formacgédo dos granulomas, no
entanto, 6 semanas pos-infeccdo, algumas dessas quimiocinas sao reguladas
negativamente (CCL3, CXCL9, CXCL10 e CXCL11) (LIANG et al., 2012).

Quando os esquistossdmulos alcancam as veias mesentéricas do sistema
hepético, se transformam em formas adultas e produzem ovos (3-5 semanas), 0s
quais liberam antigenos soltveis (do inglés SEA — Soluble Eggs Antigen) (HIATT et
al., 1979). Estes antigenos induzem diretamente as células TCD4" a expressarem
TGF-B na superfificie, e por meio desse mecanismo, as células TCD4" se
comunicam com células T regulatérias (Tregs), induzindo a diferenciacdo em Treg
Foxp3®. Um estudo demonstrou que a expressdo de Foxp3 aumenta em 10 vezes
apos oito semanas de infeccdo para 30 vezes ap0s dezesseis semanas de infeccao.
Coincidindo com o aumento na expressdo de Foxp-3, 0s niveis de citocinas pro-
inflamatérias, INF-Ye TNF diminuiram significativamente, enquanto os niveis de
citocinas anti-inflamatorias, IL-10 e TGF-B foram significativamente aumentados (EL-
AHWANY et al., 2012).

Células Dendriticas originarias da medula éssea (BMDC- Bone Medule
Dendritic Cell) sdo responsaveis pelo aumento de IL-2 e IL-10 em resposta ao SEA,
e as Tregs Foxp3" também induzem a expresséo de IL-10 e TGF-B. Essas citocinas
regulam negativamente a resposta inflamatéria Thl e induzem a diferenciacdo de
Th2 (EL-AHWANY et al., 2012; ONDIGO et al., 2018; TAYLOR et al., 2006).

As Th2 liberam gquimiocinas como CCL11 e CCL17, induzindo a migracéo de
eosinodfilos da corrente sanguinea para o local de inflamagéo, progredindo com a

formacdo do granuloma hepatico. Ademais, liberam interleucinas anti-inflamatorias
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IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 que também regulam negativamente a acdo das
interleucinas da reposta Thl pro-inflamatoria. Sem esta atividade, o figado estaria
exposto a uma elevada hepatotoxicidade. (LOVERDE, 2019; PEARCE, et al., 1991,
ZHENG et al., 2020).

Entretanto, as interleucinas liberadas pela linhagem celular Th2,
principalmente IL-4 e IL-13, induzem uma mudanga conformacional na linhagem de
macrofagos, para macrofagos alternadamente ativados (AAM/M2), expressando na
membrana arginase-1 (Arg-1), Ym-1, e Fizzl. Esses macrofagos sdo responsaveis
por induzir a ativacdo de células estreladas hepéticas, producdo e deposicdo de
coldgeno, contribuindo com a fibrose hepéatica (GORDON, 2003). A hemozoina,
produto derivado do verme adulto, também pode desempenhar um papel na
ativacdo de macréfagos AAM/M2 pela interagdo com receptores ativados por
proliferadores de peroxissomos (PPAR) (ANTHONY et al., 2011).

Figura 5 — Subtipos de células Thelper's (auxiliares) e funcdo na imunopatogénese.
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diferenciadoras Subtipos de Th Citocinas efetoras Fungiio na T gia na Esq
Thl
IFN-y, IL-12 \ Uma resposta moderada de Thl é gerada durante
. ——>  TNF-a, IL-2, IFN-y as primeiras 4-6 semanas de infecgio. Citocinas
| / de Thl regulam a esquistossomose aguda e
medeiam o inicio da formagio de granulomas;
Limita a resposta Th2
Th2 P
L} _ IL-4, IL-5, IL-10, Uma resposta robusta Th2 dirige o
“ IL-13 desenvolvimento de granuloma e fibrose hepatica;
: Regula a resposta pro-inflamatéria inicial por
ittibigio daresposta Thl.
Th17
o TGF-B, IL-1B,1L-6 Y3 1417, 1121, IL-22 A resposta exagerada de Thi7 induzida pela ovo,
esquistossémulo IL-21, IL-23 \ y promove a formag#o de granulomas e fibrose
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N 4 —_— . —> IL-21,IL-22,1L-4 Fornece resisténcia adquirida para reinfecqio por
v Célula dendritica T CD4+ virgem @ esquistossomas.
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Fonte: Zheng et al. Front. Immunol. 18 February 2020

Curiosamente, apdés 20 semanas de infeccdo, a proporcdo de células Treg
torna-se maior do que a proporcdo de células TCD4" para controlar a resposta Th2
durante a fase crénica. Um estudo conduzido com camundongos infectados com S.
mansoni demonstrou que camundongos com sindrome de esplenomegalia

moderada, que se assemelha a forma intestinal da esquistossomose mansoénica
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humana, apresentaram mais células T reg do que TCD4" ap6s 20 dias de infeccéo, e
estes, por outro lado, produzem mais IFN-Y, comparado a camundongos com
sindrome de hiperesplenomegalia, compativel com a forma hepatoesplénica grave
(WATANABE K. et al., 2009).

Alguns estudos relatam que ap0s o tratamento contra 0 verme, a resposta
Thl, principalmente os niveis de INF-Y aumentam, seja no soro 2 dias apos
tratamento com Praziquantel em modelo experimental com esquistossomose
mansonica aguda (SHARAF et al., 2022), ou no sangue total de pacientes agudos 6
meses apos tratamento com oxamniquina (DE SOUZA et al.,, 2007). Niveis
significativamente aumentados de IFN-Y também foram vistos em Células
Mononucleares do Sangue (PBMCs) coletadas 1 e 6 semanas apods terapia, e
depois de serem estimuladas in vitro com antigenos de S. mansoni em pacientes
agudos de area endémica (CORREA-OLIVEIRA, et al., 2000).

Analises de resposta celular e humoral de individuos em areas endémicas na
Bahia e em Minas Gerais (Brasil), que ndo se infectaram com S. mansoni,
demonstraram que altos niveis de IFN-Y sdo secretados por PBMC apos
estimulacdo de antigenos do ovo e do verme adulto, in vitro, quando comparado a
PBMCs de individuos infectados das mesmas areas. Sugerindo que a presenca de
IFN-Y pode contribuir com resisténcia a infeccdo (CORREA-OLIVEIRA, et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2012).

4.6 DIAGNOSTICO

4.6.1 Métodos Diretos

Os métodos diretos consistem na busca ativa pelo ovo do Schistosoma
mansoni. Nos laboratérios de analises clinicas, o método mais utilizado & de
sedimentacdo, ou de Lutz, também conhecido como Hoffman, mas esta técnica é
apenas qualitativa e ndo permite a contagem dos ovos. Outras técnicas qualitativas

que podem ser utilizadas sdo ELISA de captura e PCR (Reacdo em Cadeia da
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Polimerase). O primeiro consiste na busca por antigenos circulantes do ovo, e o
segundo na deteccédo do DNA do parasita (BRASIL, 2014).

A técnica recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e
utilizada nos programas de controle € o Kato-Katz, pois € uma técnica qualitativa e
quantitativa. Essa contagem dos ovos € crucial para o acompanhamento do
paciente, quanto a parasitemia, e para o controle epidemioldgico, sabendo que
guanto mais ovos forem liberados nas fezes, mais ovos estardo no ambiente para
realizarem o ciclo parasitario e maior sera a endemicidade do municipio. Devido a
isso, cada municipio faz a contagem dos ovos de cada paciente positivo e as
Geréncias Regionais de Saude (GERES) realizam o controle de qualidade dos
municipios e, posteriormente, o Laboratério Central de Endemias confere a

contagem realizada pelas GERES e pelos municipios (KATZ, 2018).

A bibpsia também é um método de diagndstico direto, embora seja muito
invasiva, sendo utilizada em casos avancados como diagnostico diferencial. Esta
pode ser realizada com a retirada de fragmentos da mucosa retal, permitindo a
classificacdo e a contagem dos ovos encontrados no fragmento (oograma). A
biopsia retal também é realizada em teste de eficacia de algum tratamento, mas é
raramente utilizada. A bidpsia hepética é a mais comum, e € realizada em casos de
esquistossomose hepatoesplénica, pois nessa forma, a presenca de ovos nas fezes
€ escassa. Os achados na biépsia hepatica podem confirmar o diagndstico de
esquistossomose e descartar outras hepatopatias, por meio de evidéncias de ovos
nos granulomas e do pigmento esquistossomaético, regurgitado pelo parasita na
circulacdo, que se acumulam nas células de Kupffer e no tecido conjuntivo hepatico
(MS, 2014; GOMES et al., 2017).

4.6.2 Métodos Indiretos

Os métodos indiretos consistem em ensaios imunolégicos (ELISA,
Imunofluorescéncia e Reacdo Periovular), mas sdo pouco realizados na rotina,
devido a exigéncia de equipamentos e a complexidade. Outro ponto importante &
que a positividade néo indica infeccdo ativa, uma vez que 0s anticorpos podem

permanecer no organismo por muito tempo. Ademais, estes métodos podem ser
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utilizados em casos clinicos isolados de dificil diagndstico e podem ser Uteis em
casos de viajantes de origem de &reas ndo endémicas, que tiveram contato com
aguas em locais de foco. Podem ser Gteis também na complementacdo de exames

em areas de baixa prevaléncia e cargas parasitarias pequenas (BRASIL, 2014).

4.7 PROGNOSTICO E AVALIACAO DA MORBIDADE

Em éareas endémicas, cuja prevaléncia das formas crbénicas é maior devido
aos altos indices de reinfeccdo e demora ao atendimento médico, a utilizacdo de
métodos de progndstico € necessaria, haja vista que muitos pacientes no momento
do diagnostico estdo com o quadro avancado, necessitando de maior atencdo. Os
meétodos para avaliacdo da morbidade sdo focados nos graus de comprometimento
hepético, esplénico e no sistema portal, devido as lesdes provocadas pela
oviposicdo das fémeas nesta regido. Entretanto, também pode ser utilizado para
avaliacao de lesdes nédo portais, como no pulméao e no sistema nervoso (GOMES et
al., 2017). Os métodos utilizados como prognéstico seréo discutidos adiante.

4.7.1 Endoscopia, Ressonancia Magnética E Ultrassonografia

7

A Endoscopia Digestiva Alta é recomendada no diagnéstico de varizes
gastroesofagicas, devido a hipertensdo portal, na forma hepatoesplénica da
esquistossomose. A ressonancia magnética permite a definicdo dos graus de fibrose
hepética, com imagens de alta definicdo, entretanto, € uma técnica que depende do
equipamento que nem sempre esta disponivel. Por outro lado, a ultrassonografia
permite a classificacdo de igual modo, e o equipamento € mais acessivel, podendo
ser movel. A desvantagem da ultrassonografia é a dependéncia de um meédico
treinado para o diagnéstico (BRASIL, 2014; GOMES et al., 2017).

A classificacdo de Niamey € uma metodologia desenvolvida a partir da
ultrassonografia, classificando de A a F os graus de fibrose hepética. Podendo ser
normal (A), caso ndo seja evidenciada nenhuma alteracdo; Duvidosa (B), com focos

ecogénicos difusos; Periférica (C), caso sejam aparentes ecos em aneéis no
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parénquima, semelhantes a haste de cachimbos; Central (D), quando a fibrose se
situa junto a bifurcacdo portal; Focal Avancada (E), nos casos onde a fibrose irradia
dos vasos para o parénquima; ou Muito Avancada (F), com bandas altamente
ecogénicas. Ainda é possivel serem vistas formas combinadas entre D e C, ou entre
E e C (figura 9) (RICHTER, J. et al. 1996; RICHTER, J. et al. 2001).

Figura 6 — Classificacdo de Niamey para fibrose em esquistossomose

Fonte: RICHTER et al. Second international workshop, 1996, Niamey, Niger. World Health
Organization, 2000.

4.7.2 Marcadores Séricos De Dano Hepatico

4.7.2.1 Fosfatase Alcalina (ALP); Bilirrubina e Gama Glutamil Transferase (GGT)

A compressdo de pequenos ductos biliares por granulomas
esquistossomoticos pode resultar em alteracdes nas enzimas Fosfatase Alcalina
(ALP) e em Gama Glutamil Transferase (GGT). ALP e GGT podem ser utilizadas
como marcadores em pacientes cronicamente infectados em areas endémicas,
estando com seus niveis elevados na forma hepatoesplénica descompensada. Um
estudo com 81 casos de esquistossomose mansodnica hepatoesplénica tiveram o0s

niveis séricos elevados de ALP na metade desses pacientes, em que 20% deles
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apresentaram 2,5 vezes maiores que os limites maximos. ApoOs a terapia, em longo

prazo, os valores da ALP voltam ao normal (BARRETO, 1971).

4.7.2.2 FIB-4 e APRI

O Indice de Relacéo de Aspartato AminoTransferase (AST)/Plaquetas (APRI
do inglés AST to Platelet Ratio Index) é um indice utilizado como preditor de fibrose
hepatica e apresenta uma sensibilidade de 77% e especificidade para fibrose de
72%, quando o valor calculado € maior que 0,7 (LIN et al., 2011). A especificidade
para cirrose alcanga aproximadamente 91% quando o valor de corte é
aproximadamente 2,0 (CHOU; WASSON, 2013). Quanto mais baixo € o valor de
APRI (menor que 0,5), maior é o valor preditivo negativa cirrose hepatica. Estudos
em pacientes com esquistossomose mostraram que o0s valores de APRI foram
significativamente associados com fibrose (DERBALA et al., 2015; LAMBERTUCCI
et al., 2007).

Semelhantemente, o indice Fibrose 4 (FIB-4 do inglés Fibrosis 4) contribui
para estimar o valor preditivo para fibrose e cirrose. Um valor de FIB-4 acima de 3,25
tem uma especificidade de 97% e um valor preditivo de 65% para fibrose avancada,
um valor de corte inferior a <1,45 tem um valor preditivo de 90% para fibrose
avancada (STERLING et al., 2006). Valores de FIB-4 também podem ser utilizados
para predizer graus de varizes esofagicas (NASCIMENTO et al., 2018).

O APRI e o FIB-4, utilizados em conjunto, fornecem uma avaliacdo da
morbidade melhor do que usados sozinhos. E ambos contribuem para substituir a
bi6psia, sendo um método ndo invasivo. E assim, o médico pode acompanhar
melhor o quadro clinico do paciente. As figuras 10 e 11 ilustram o calculo de APRI e

FIB-4, respectivamente.
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Figura 1 — Férmula para calcular o valor de APRI

Nivel AST (IU /L)

AST (Limite Superior do Normal) (IU /L)

APRI = x100 =

Contagem de plaquetas (10 / /L)

Fonte: https://www.hepatitisc.uw.edu/page/clinical-calculators/apri

Figura 8 — Férmula para calcular o valor de APRI

Age (years) AST Level (U/L)

FIB-4 = =

Platelet Count (10°/L)
ALT (U/L)
X

Fonte: https://www.hepatitisc.uw.edu/page/clinical-calculators/fib-4

4.7.2.3 Ferritina

Estudos destacam que a ferritina pode ser utilizada como preditora de
gravidade de dano hepatico na Doenca Hepatica Gordurosa N&ao Alcodlica (DHGN),
apresentando niveis elevados nesses pacientes com DHGN e sindrome metabdlica,
em cerca de 30-40% dos casos. A ferritina é capaz de sinalizar a inflamacao
ativando as vias PI3K/Akt e da MAP quinase nas células estreladas hepaticas, que,
por sua vez, ativam a atividade de NF-kB, regulando positivamente a expressao de
citocinas pro-inflamatérias (HAGHOO et al., 2019; RUDDELL, et al 2009).
Entretanto, a relacdo entre a ferritina e fibrose hepatica na esquistossomose precisa

ser mais bem estudada.

4.8 MICRORNAS



38

Os microRNAs fazem parte de uma classe de RNAs de curto comprimento
(SmallRNASs), de aproximadamente 12 nucleotideos, os quais séo reguladores poés
transcricionais. Os genes de origem dos microRNAs sdo regides nao traduzidas,
entretanto, estes genes sao transcritos pela polimerase Il em transcritos primarios
(pri-miRNA) de 70 nucleotideos de comprimento. Estes apresentam um formato
stem-loop, ou seja, apresentam uma al¢a (loop) e um tronco (stem) de 33 a 35 pares
de base. Antes de migrar para o citoplasma, devem ser processados ainda no
ndcleo pelas proteinas Drosha e Pasha, gerando um precurssor — pre-miRNA,
depois € clivado pela proteina Dicer, eliminando a algca do pre-miRNA, e restando
apenas um duplex de microRNA, que apds ser metilado pela enzima Hua Enhancer
1, é levado para o citoplasma pela Exportina 5, através de um poro nuclear. No
citoplasma, o duplex é desfeito e apenas a fita guia é escolhida seletivamente, por
apresentar menor estabilidade na regido 5’, para se ligar ao complexo proteico
denominado RISC (RNA-Induced Silencing Complex) através de proteinas
Argonautas. Com a ligacdo a esse complexo, 0 miRNA maduro é capaz de impedir a
traducdo de um RNA mensageiro (mMRNA) ligando-se a regido alvo deste, ou por
meio do processo de deadenilacdo da cadeia poli A na cauda do mRNA (AMBROS,
2004; ANDREOLI, 2014).

Os microRNAs podem ser encontrados em diversos fluidos corporais,
podendo estar presentes no meio extracelular ou podem ser capturados por outras
células. A estabilidade dos microRNAs no meio extracelular é possivel por meio da
ligacdo com um complexo de proteinas Argonautas, ou através da ligacdo de
lipoproteinas de alta densidade. Além disso, os microRNAs também podem ser
exportados da célula por meio de microvesiculas, conhecidas como exossomos. O
curto comprimento dos microRNAs também confere resisténcia a digestdo de
RNAses (AMBROS, 2004; WEBER, et al., 2010; ANDREOLI, 2014; CAl et al., 2018).

Foi relatado por Meningher et al. (2016) a presenga de microRNAs, sendo
expressos em vesiculas isoladas do soro de 26 viajantes, de areas endémicas
(Africa subsaariana e Laos), onde foram infectados por S. mansoni, S. haematobium
e S. mekongi. Quando comparados com individuos saudaveis, foi encontrada uma
expresséo significativa dos microRNAs: sma-bantam, sma-2c-3p, sma-2a-5p e miR
sma-3488.



39

Em um estudo experimental, durante a infeccdo por S. mansoni, foi
descoberta uma relacdo entre a expressdao de microRNAs do parasita com o
hospedeiro, podendo ser liberados por meio de vesiculas ou diretamente do corpo
para 0 meio extracelular, estando presentes no soro dos camundongos
experimentados (SAMOIL et al., 2018).

Apoés coletar formas adultas do S. mansoni de camundongos infectados, foi
realizado um sequenciamento de microRNAs especificos de S. mansoni. O estudo
encontrou cerca del158 microRNAs do corpo inteiro do parasita e 143 de exossomos.
Os microRNAs mais abundantes nas vesiculas foram escolhidos para confirmacao
por qRT-PCR, comparados com camundongos néo infectados, demonstrando uma
amplificacéo significativa (p<0,05) de sma-miR-125b, sma-miR-71a, sma-miR-125a e
sma-bantam. O microRNA sma-miR-125a apresenta mais de 600 alvos genéticos

em humanos e sma-bantam tem 39 potenciais alvos (SAMOIL et al., 2018).

Por outro lado, dentre os miRNAs mais expressos do corpo do verme adulto,
o miR-10a-5p se destaca nos resultados de sequenciamento de estudos
experimentais (SAMOIL, et al., 2018; HE et al., 2020). Este miRNA tem como alvo o
MAP3K7 e consequentemente regula negativamente a atividade de NF-k(, fator
critico na diferenciacao e funcao de Th2 (MENINGER et al., 2020)

Dessa forma, os microRNAs podem ser utilizados pelo parasita como fator de
viruléncia e mecanismo de patogenicidade, entretanto, nesta relacdo, o0s
esquistossomos nao sdo os unicos a liberar os microRNAs. Da mesma forma, ha
relatos na literatura de altera¢cdes na expressao de microRNAs de origem humana,
podendo modular os graus de fibrose hepatica.

O mesmo miR-10a utilizado pelo parasita (sma-miR-10a) para silenciar a via
Th2 (MENINGER et al., 2020), é semelhantemente utilizado por células Treg Foxp3®
do hospedeiro para silenciar a resposta Thl e recrutar células Th2 na infeccéo por
S. mansoni e Leishmania major (KELADA et al., 2013). Ou seja, o0 analogo de miR-
10a do hospedeiro realiza atividade contraria ao mecanismo imunolégico, mas
ambos tem funcéo de regulacdo da resposta imune. O miR-10a de origem humana
(hsa-miR-10a) , apresenta atuacdo na via TGFp, contribuindo com o aumento dos
niveis de TGFB1, reduz a expressdo de SMAD?7, e inibe a expressédo de TNF e IFN-
Y em células dendriticas, em Thl e Thl7, mas diferentemente do andlogo de

S.mansoni ndo suprime a fungéo das Th2.
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Esta atividade na via TGFB por hsa-miR-10a pode ser responsavel por
contribuir na progessao de fibrose hepética, como referido no trabalho realizado por
Cabantous et al. (2022) com 22 amostras de biopsia hepética de pacientes com
esquistossomose japonica, indicados a esplenectomia na China. Foi encontrado no
sequenciamento por RNA-seq o miR-10a sendo upregulated no tecido hepatico
destes pacientes com fibrose fibrose periférica leve ou ausente, e fibrose central no

lobo esquerdo de espessura leve a moderada comparado com controles saudaveis.
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5. METODOLOGIA

5.1DESENHO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal com comparagéo de grupos.

5.2POPULACAO DE ESTUDO

As amostras foram obtidas a partir do inquérito populacional realizado em Porto
de Galinhas (n=45), Pernambuco (Brasil), pelo Servico de Referéncia em
Esquistossomose do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM — Fiocruz). As 45 amostras
foram armazenadas no biorrepositorio, 30 pertenciam ao grupo de individuos com
diagnéstico positivo para S. mansoni por Kato-katz e 15 pertenciam ao grupo de
individuos sem infeccéo (controles). Os individuos que apresentaram amostras de
fezes positivas para S. mansoni receberam tratamento com praziquantel e amostras

foram coletadas antes e ap6s 90 dias de tratamento.

5.3CARGA PARASITARIA

Para definir o nimero de casos de esquistossomose e a carga parasitaria dos
individuos parasitados, foi realizado o diagndstico parasitoldgico das fezes a partir
do método Kato-Katz (KATZ et al., 1972), com 1 amostra de cada paciente, da qual

foram examinadas 2 laminas.

A taxa de infec¢cdo humana ou carga parasitaria de cada individuo foi definida
multiplicando-se o numero de ovos encontrados em cada lamina pela constante 24,
em que se obtém o numero de ovos por grama de fezes (OPG). Como foram
preparadas 2 laminas para cada amostra, o resultado da carga parasitaria para cada
individuo constituiu-se da média aritmética do numero de OPG das 2 laminas
examinadas. Com base nos parametros estabelecidos pela Organizacdo Mundial de
Saude (2002), a prevaléncia da infeccao humana foi classificada em 3 categorias:
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prevaléncia baixa (<10%), moderada (10% - 50%) e alta (>50%). Bem como a
intensidade da infeccdo: Infeccdo: baixa (0-99 opg); moderada (100-399 opg); alta
(=400 opg).

5.4 GRUPOS DE ESTUDO

A doenca esquistossomética € decorrente das manifestacdes clinicas
causadas pelos ovos, vermes e seus antigenos. E classificada em duas fases, inicial
(aguda) e tardia (cronica), de acordo com o periodo evolutivo da doenca, podendo
ter apresentacdes assintométicas, oligossintomaticas e sintomaticas. Dentro da fase
cronica, ha diversas formas clinicas de apresentacdo, dependendo do 6rgdo mais
acometido. A populacdo (n=45) foi dividida em dois grupos de acordo com a
classificagdo das principais manifestacdbes das fases iniciais e tardias da

esquistossomose.

Grupo 1 - Formas Croénicas (n=30): As formas crdnicas foram classificadas pela
avaliacdo clinica e por ultrassonografia, por meio da classificacdo de Niamey,
podendo dividir agueles com fibrose ausente ou duvidosa (A e B, respectivamente),
Fibrose periférica leve (padrdo C), fibrose central (padrdo D), fibrose periportal
avancada (padréo E), fibrose periportal muito avancada (padrdo F) e as formas
combinadas (DC, EC, FC). Dessa forma, € possivel diagnosticar a forma
hepatointestinal (HI), quando ndo ha fibrose periportal, ou pode apresentar o padréo
C, normalmente a area do cdlon sigmoide pode ser palpavel e é dolorosa. A forma
hepética é caracterizada por fibrose periportal (padrdes D e E) sem esplenomegalia.
A forma hepatoesplénica (HE) apresenta fibrose periportal, geralmente nos padrdes
E ou F, com esplenomegalia, podendo ser HE Compensada, HE Descompensada
ou HE Complicada (OMS, 2000).

Grupo 2 - Individuos controle (n=15): Neste grupo, foram considerados os individuos
gue apresentaram resultados negativos para presenca de Schistosoma mansoni, por
meio do método direto Kato-Katz, Nested PCR ou a partir de busca dos ovos nas
fezes, elou por meio de imunodiagnostico (ELISA) com pesquisa de antigenos

circulantes em soro.
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5.5 DOSAGEM DE MARCADORES DE DANO HEPATICO

As amostras de soro foram dosadas com o apoio do Laboratério do Hospital
das Clinicas (Pernambuco - Brasil), para os seguintes marcadores bioquimicos de
dano hepatico: Ferritina, Bilirrubina Direta (DB), Bilirrubina Total, Fosfatase Alcalina
(ALP), Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT) e Gama
Glutamil Transferase (GGT).

5.6 EXTRACOES DE RNA, SINTESE DE cDNA E ENSAIO DE EXPRESSAO

Inicialmente, foram isoladas células mononucleares de sangue total (PBMC),
utilizando o método por gradiente de Ficoll Paque. A extracdo de RNA total, nessas

células mononucleares isoladas, foi realizada com Trizol (Invitrogen).

Logo apos a purificagdo do RNA total, o cDNA foi preparado com 10 ng de
RNA total (em 5 ul) utilizando TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit com
primer especifico para o0 miR-10a (TagMan™ Gene Expression Assay. Catélogo:
4331182). Para sintese de cDNA do INF-Y, foi utilizado 2000 ng (2 ug) de input de
RNA em uma reacéo de 20ul, utilizando primers randomizados por meio do kit (High
Capacity cDNA Reverse Transcription). A expressao diferencial de miR-10a e IFN-Y
foi avaliada em individuos com esquistossomose e controles, utilizando Tagman
MicroRNA Assay, seguindo instrugdes do fabricante no QuantStudio 5™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystem). Os dados foram normalizados usando (- actin
como controle enddgeno. A expressdo relativa foi calculada pelo método 2724C
method.

5.7 PREDICAO DE GENES E ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL

A predicéo de genes alvos para o0 miR10a-3p humano foi realizada pelo banco
de dados TargetScanHuman v.8.0 (https://www.targetscan.org/vert_80/). Todos o0s

genes encontrados foram copiados para a plataforma de enriquecimento DAVID
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(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp), sendo escolhidos os dados de Vias de
Sinalizagao por KEGG e Anotagdes Funcionais por UNIPROT. Foram consideradas
apenas as informacdes com filtro de significancia com p<0,05 e foi aplicado o teste
de Benjamini-hochberg. Os graficos foram realizados aplicando os dados no

programa de estatistica GraphPad Prism Software version 5.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para os dados de expresséo relativa do miR-10a, foi empregado o célculo 2
ARGt para quantificacdo relativa da expressdo, que pode ter valores modificados

dependendo do grupo de escolha como referéncia para analise.

Para andlise de distribuicdo de variaveis, foi utilizado Shapiro—Wilk test. Nas
comparacdes entre amostras pareadas nos tempos antes e depois do tratamento de
individuos infectados com S. mansoni, foi empregado o teste de Wilcoxon matched-
pairs signed rank test (bicaudal) e nas comparacdes com o grupo controle foi
utilizado o teste Unpaired t test. Estas analises foram realizadas utilizando o

GraphPad Prism Software version 5.

Para andlise de correlacdo bivariada, foi utilizado o programa de estatistica
IBM SPSS Statistics v. 28.0.1.1 e foi empregado o coeficiente de correlacédo

Spearman (bicaudal).

5.9. CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
Aggeu Magalhéaes (CEP/IAM), de acordo com o previsto na resolucdo n° 466/12 do
Conselho Nacional de Saude (CNS) (ANEXO A). Os pacientes ou familiares, foram
informados, e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, para maiores de sete anos e menores
de 18 anos. CAAE: 38302320.8.0000.5190.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

A populagdo do estudo foi constituida por 45 individuos residentes de Porto
de Galinhas. Por tratar-se de uma area endémica para esquistossomose, 23,3% dos
individuos positivos para S. mansoni (n=30) declararam ter apresentado infec¢do
prévia, em anos anteriores ao inquérito realizado pelo Instituto Aggeu Magalhées, e
mais de 30% dos individuos controles com resultados negativos nos testes
parasitolégico, molecular e imunoldgico (n=15). Estes individuos também receberam
tratamento em anos anteriores, através do programa SANAR da Secretaria do
Estado de Pernambuco no intuito de reduzir ou eliminar a esquistossomose.
Curiosamente, grande parcela dos individuos negativos para S. mansoni (73,4%)
haviam recebido tratamento prévio, tendo apresentado Infeccdo Prévia ou nao.
Entretanto, neste estudo, apenas individuos com infeccao ativa receberam terapia

com Praziquantel.

A maior parte dos individuos com infec¢éo ativa é do sexo masculino (66,7%)
com idade mediana de 31 anos. 23,3% consumiam &lcool e 26,7% apresentaram
esteatose. Com relacdo a fibrose, a maior parte (76,7%) possuiam os padrdes C, D
e DC (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes do estudo.

Individuos positivos para S. Individuos negativos para S.
Caracteristicas clinicas mansoni mansoni
N=30 N=15
Idade [Anos (minimo-maximo)] 32,5 (9-69) 32 (12-58)
Género
Masculino [n(%)] 20 (66,7%) 8 (53.4%)
Feminino [n(%)] 10 (33,3%) 7 (46.7%)

Infecgdo Prévia [n(%)] 7 (23,3%) 5 (33.4%)
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Tratamento Prévio [n(%)] 8 (26,7%) 11 (73.4%)
Consumo de Alcool [n(%)] 7 (23,3%) 4 (26.7%)

Ca}rga Parasitaria [opg (minimo- 36 (1-1572) 0

mMaximo)]

Graus de Fibrose

A-B [n(%)] 5 (16,7%) 9 (60%)
C-D/DC [n(%)] 23 (76,7%) 6 (40%)

E [n(%)] 2 (6,6%) 0

Esteatose [n(%)] 8 (26,7%) 2 (13.4%)

Veia Portal [D(DP)] 0.90 (1C95%: 0.85-0.96) 0.88 (1C95%: 0.81-0.94)

6.2 EXPRESSAO DE IFN-Y E MIR-10A

A expressao relativa de IFNG antes do tratamento (Pré-TTO) de individuos
com infeccao ativa foi maior do que apos 90 dias de tratamento, mas ndo houve
diferenca significativa (p=0,084). Enquanto a expresséo relativa de miR-10a apos o
tratamento foi maior, no entanto, essa diferenca também ndo foi estatisticamente

significante (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Quantificacéo relativa (222%) da expresséo de IFNG e miR-10a
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Nota: Teste de Wilcoxon

No grafico 3, o calculo 222! foi realizado assumindo a expressao relativa de
individuos nao infectados/controles (n=15) como referéncia. Os valores de IFN-gama
de individuos Pré-TTO foram significativamente maiores do que controles e apés o
tratamento nesse calculo (p=0,0052; 1C=8,656-1,618 e p=0,0012; IC 95%=1,907-

7,303, respectivamente).

Gréfico 3 — Quantificacdo relativa (2-22%") da expressdo de IFNG e miR-10a antes e

apos o tratamento com referéncia da expressdo de amostras controles
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Nota: Unpaired t test. ns=n&o significativo.

6.3CORRELACAO ENTRE MIR-10A, IFN-Y, CARGA PARASITARIA, FIBROSE E
TRATAMENTO
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N&o houve correlagdo entre o0 miR-10 e as variaveis investigadas (carga
parasitaria, tratamento e fibrose hepatica), mas foi significativamente correlacionado
com o IFN-Y (p=0,001; R= 0,482), apresentando correlacdo positiva fraca (Quadro
1). E o IFN-Y foi negativamente correlacionado com o tratamento, ou seja, apos 0
tratamento diminui a expressao de IFN-Y (p=0,043; R=-0,228), corroborando com 0s
achados de associacao no grafico 3.

Quadro 1 — Testes de correlacéo entre IFNG e miR-10a

Spearman test IFNG miR-10a
R p R p
Carga parasitéaria 0,079 0,622 0,235 0,138
Fibrose hepatica 0,020 0,904 -0,151 0,354
Tratamento -0,228 0,043 -0,210 0,091
IFN-Y 1 - 0,482 0,001

Com relacdo aos marcadores hepaticos apenas a ferritina apresentou correlacédo
positiva forte com a expresséao de IFNG (Quadro 2).

Quadro 2 — Correlagéo entre Marcadores Bioquimicos de inflamagé&o hepética com a
expressado de IFNG e miR-10a

Marcadores Bioquimicos IFNG miR-10a
R P R P
ALP (U/L) -0,0819 10,6972 0,1291 0,5384
GGT (mg/dL) -0,0894 0,6707 -0,1042 0,6203
TGO (U/L) -0,2333 0,2616 0,1310 0,5326
TGP (U/L) -0,2180 0,2952 -0,1806 0,3877

Ferritina (ng/dL) 0,7210 <0,0001 -0,05283 0,8020
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BT (mg/dL) -0,1602 0,4444 0,3166 0,1232

BD (mg/dL) -0,0970 0,6446 0,1163 0,5800

Nota: Pearson test (two-tailed)

6.4 PREDICAO DE GENES ALVOS DO MIR-10, ENRIQUECIMENTO DE VIAS
MOLECULARES, PROCESSOS BIOLOGICOS E FUNGCAO MOLECULAR DOS
GENES.

Foram encontrados 3459 genes alvos do miR-10 por emio do TargetScan v.
8.0. O enriquecimento das vias moleculares encontrou 26 vias significativamente
associadas aos genes alvos do miR-10. Dentre essas vias, destacamos a via de
sinalizacdo de TGF beta (p=0,0075), envolvida da diferenciacdo de células
estreladas hepaticas e fibrogénese. Também foram encontradas vias relacionadas
ao Cancer (p=0,0018), Carcinoma Hepatocellular (p=0,017) e Regulacdo de Vias de
Sinalizacao (p<0,001) (Grafico 4).

As fun¢des moleculares estdo, em grande parte, relacionadas a regulagéo da
expressao génica como ligacdo ao DNA, ligacdo ao RNA, Ativacdo e Represséao.
Semelhantemente, os processos bioldgicos significativamente associados envolvem
Regulagao Transcricional, Regulag&o Transducional, Silenciamento Génico mediado
por RNA e processos envolvidos na Divisdo Celular (Gréfico 5).
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7. DISCUSSAO

A regulacéo da patogénese na esquistossomose depende principalmente do
equilibrio da resposta imune pelas células TCD4+ classificadas como T helper (Th) 1
e Th2. A resposta imune na fase aguda é mediada principalmente pelas citocinas
pro-inflamatérias Thl (IFN-Y, TNF, IL-1 e IL-6), enquanto na fase crdnica, pouco
IFN-Y e TNF-a sdo produzidos, pois estes sado regulados negativamente pela
resposta Th2 (IL-10, IL-4, IL-5, IL-13) (ZHENG et al.,2020). Estudos revelam que
mesmo apos terapia contra o verme na fase aguda, a resposta por IFN- Y
permanece em resposta aos antigenos soluveis do ovo (SEA) (SHARAF et al.,2022;
SOUZA et al., 2007; CORREA-OLIVEIRA et al., 2000) .

No entanto, amostras de sangue de pacientes com fibrose hepatoesplénica e
hepatointestinal apds estimulacdo em meio RPMI com SEA e apdés neutralizacdo de
IL-13 mostraram niveis significativamente mais elevados de IFN-Y em comparac¢ao
com pacientes agudos (MORAIS et al., 2011). Neste estudo, foi observado que os
niveis de IFN-Y sao significativamente maiores em pacientes cronicos antes do
tratamento com praziquantel do que 90 dias ap6s o tratamento, mas ndo houve
correlacdo entre IFN-Y e grau de fibrose hepatica, isso pode ser atribuido ao

pequeno numero de amostras quando os grupos de comparacéao foram distribuidos.

Estudos mostram que o IFN-Y é capaz de impedir a progressao da fibrose por
estimular células-tronco mesenquimais (MSCs) que impedem a ativacdo de
fibroblastos e a expansdo da matriz extracelular (KANAI et al., 2021). O IFN-Y
também é capaz de inibir a sinalizacdo do TGF-B, por meio da fosforilagdo e
ativacao do fator de transcricdo Statl, que por sua vez induz a expressao de SMAD7
responsavel por inibir a via do TGF- (KANAI et al., 2021; ULLOA et al., 1999).

Em nossos resultados ndo vimos correlacdo entre miR-10a e fibrose, mas na
literatura foram encontradas associacfes desse microRNA no desenvolvimento de
fibrose, contrariando o papel do IFN-Y. Um estudo experimental usando fibroblastos
hepaticos de 20 camundongos com fibrose induzida por tetracloreto de carbono
mostrou que o miR-10a é altamente expresso neste grupo quando comparado a
expressdo de 20 amostras de tecido hepatico de controles (-7,84%1,38 vs.

-9,9711,59, P<0,05). Além disso, os autores revelaram que o miR-10a é capaz de
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aumentar a proliferacdo de fibroblastos. Quando os fibroblastos foram transferidos
para cultura com a adicdo de miR-10a mimetizado, a concentracdo de TGFfp1
aumentou significativamente, enquanto a expressao de SMAD7 (inibidor de TGF-B)
diminuiu (ZHOU et al., 2016).

Da mesma forma, em outro estudo com cultura de mucosa intestinal de
pacientes com Doenca de Crohn (Doenca Inflamatéria Intestinal) o TGF-3 foi capaz
de aumentar a expressao do miR-10a enquanto o IFN-Y e o TNF tiveram efeitos

antagonicos, inibindo a expressao do miR-10a (WU et al., 2015).

Cabantous et al. (2017) realizaram RNAseq com 22 amostras de bidpsia
hepatica de individuos infectados por Schistosoma japonicum (na China),
apresentando fibrose periférica leve ou ausente, e fibrose central no lobo esquerdo
de espessura leve a moderada, e encontraram miR-10a significativamente
upregulated em pacientes com fibrose hepatica devido a esquistossomose em

comparacao com amostras de figado de controle (doadores na Franca).

Ao contréario do estudo realizado por Cabantous et al. (2017) nosso estudo é o
primeiro a investigar a expressdo de miR-10a em PBMCs de pacientes com
esquistossomose mansoOnica e comparar com 0s tempos antes e depois da
administracdo de Praziquantel. Um estudo anterior investigou o perfil de expresséo
em células T isoladas de PBMCs e tecido hepético de camundongos infectados com
S. japonicum. Segundo os autores, 0 miRNA-10a é co-detectado em células T
originarias de PBMCs e do figado, mas tem diferentes expressdes, sendo mais

expresso no figado (GIRI et al., 2022).

Dessa forma, investigar em células hepéticas a correlacdo do miR-10a com a
fibrose, pode fornecer resultados melhores do que investigar em PBMCs. No
entanto, devido ao pequeno numero de individuos neste estudo para inferir o papel
do miR-10a na fibrose e na regulacdo da resposta imune durante infeccdo por S.
mansoni, mais estudos do tipo longitudinal deve ser realizado, avaliando também a
expressao de IFNG com o tratamento de Praziquantel em populacdes endémicas

com historico de reinfeccdes.
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8. CONCLUSAO

O miR-10a atua na regulacdo de genes alvos com atividade regulatoria,
associados ao cancer e na sinalizacdo TGF-B. Porém, apesar de atuar na
regulacdo de genes alvos com atividade regulatoria, o0 miR-10a ndo apresentou
evidéncias como biomarcador de inflamag&o no acompanhamento terapéutico na
esquistossomose em PBMCs, enquanto os niveis de expressao de IFN-Y foram

significativamente maiores antes do tratamento.
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ANEXO A - PARECER DE APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos niveis de expressao de smallRNAs em pacientes infectados por
Schistosoma mansoni.

Pesquisador: LUYDSON RICHARDSON SILVA VASCONCELOS

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesqguisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da GONEP;);

Versédo: 2
CAAE: 38302320.8.0000.5190
Institui¢do Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECNOLOGICO-CNPQ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.451.421

Apresentagdo do Projeto:

As informagdes dos campos Apresentagdo do Projeto, Objetivo da Pesquisa e Avaliagdo dos Riscos e
Beneficios foram retiradas do documento PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO_1511534.pdf de
21.09.2020, cujo preenchimento foi realizado pelo pesquisador responsavel.

O projeto busca descrever os principais microRMNAs diferencialmente expressos entre pacientes infectados
por Schistosoma mansoni e individuos controle, sem infecgdo, buscando entender os mecanismos
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posteriormente extracdo de RNA através do kit RMNAeasy Mini Spin Columns (Qiagem). Essas abordagens
foram realizadas em pesquisa anteriormente aprovada. A confirmagdo dos microRMNAs signicativos sera
realizada com experimentos de Qpcr das amostras por tecnologia Tagman (life technologies) através de
ensaios pré-desenhados. Dessa forma, espera-se encontrar uma correlagdo positiva ou negativa de
microRNAs sequenciados com o

comprometimento hepatico, no agravamento da doenga.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

Descrever os principais smallRNAs (microRNAs) diferencialmente expressos entre pacientes infectados por
Schistosoma mansoni nas diferentes formas clinicas.

Objetivos secundarios:

+ Caracterizar a populaco estudada, quanto as caracteristicas clinico epidemioldgicas;

+ Verificar a existéncia de diferencas na expressao de microRNAs entre individuos com a infecgdo por
Schistosoma mansoni e individuos controle em amostras de sangue;

« Investigar as principais vias reguladas pelos microRMNAs diferencialmente expressos nos individuos

infectados com Schistosoma mansoni;
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+ Investigar as principais vias reguladas pelos microRMAs diferencialmente expressos nos individuos
infectados com Schistosoma mansoni;

+ Verificar a existéncia assinaturas moleculares relacionadas com a gravidade da doenga hepatica em
individuos infectados por Schistosoma mansoni.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: desconforto e/ou constrangimento em permitir uso das informacgGes e amostras armazenadas no
biorrepositdrio do Laboratdrio de Referéncia em Esquistossomose da Fiocruz-PE.

Beneficios: Desenvolvimento de estudos para melhoria no diagnéstico, tratamento, e manejo clinico.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um pesquisa gue visa descrever os principais smallRNAs (microRNAs) diferencialmente
expressos entre pacientes infectados por Schistosoma mansoni nas diferentes formas clinicas. Para isso,
utilizara amostras de sangue de biorrepositorio do servigo de referéncia de Esquistossomose obtidas em
inquérito epidemiolégico no municipio de Porto de Galinhas através do projeto “Imunodiagnéstico para
Esquistossomose: Selegdo de Novos Antigenos e Desenvolvimento de Kit para aplicacdo em Areas de

Baixa Endemicidade”.

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, sin®

Bairre: Cidade Universitaria CEP: 50670420
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@@cpgam.fiocruz.br
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Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos entregues sem pendéncias.

Recomendacgdes:

Entregas de relatérios parciais e final devem ser feitas via notificagdo. Os relatérios parciais devem ser
apresentados, pelo menos, semestralmente. Qualquer alterag@o no protocolo no decorrer da pesquisa,
como também mudanga de equipe, devem ser informados via emenda. Todas as agbes deve ser realizadas
via Plataforma Brasil.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias do parecer n.4.334.288 foram atendidas, estando o protocolo sem dbice ético.

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em questdo estdo
condizentes com a conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Codigo de Etica, Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saide, de 12 de dezembro de 2012 e
complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua altima formatacdo apresentada ao CEP.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Vale ressaltar que, em relagdo ao protocolo de pesquisa, é previsto na Resolugdo 466/2012 no item X1 - DO
PESQUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatdrios parciais e finais
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PESQUISADOR RESPONSAVEL, que o pesquisador deve apresentar ao CEP relatérios parciais e finais
(subitem: d) elaborar e apresentar os relatdrios parciais e final). Pede-se que o pesquisador entregue os

relatérios como previsto no texto da resolugdo. Informamos que a entrega dos relatérios parciais precisam

ser feitas a cada semestre, conforme cronograma de execugdo da pesquisa, via Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1511534.pdf 14:03:40
Outros CARTA_RESPOSTA.docx 12/11/2020 |LUYDSON Aceito

18:50:41 |RICHARDSON
SILVA
Outros Termo_de_Apoio_Financeiro.pdf 12/11/2020 |LUYDSON Aceito
18:46:06 |RICHARDSON
SILVA
Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, sin®
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50670420
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2639 E-mail: comiteetica@cpaam. fincruz. br
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QOutros Declaracao_de_Compromisso.pdf 21/09/2020 |VASCONCELOS Aceito
12:58:50

Declaragao de Termo_de_autorizacao_biorrepositorio.p| 21/09/2020 |LUYDSON Aceito

Manuseio Material | df 12:55:28 |RICHARDSCN
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Biobanco
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SILVA

Situacgdo do Parecer:
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Assinado por:
Maria Almerice Lopes da Silva
(Coordenador(a))
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a) para participar da Pesquisa “Avalia¢cdao dos niveis de expressao de
smallRNAs em pacientes infectados por Schistosoma mansoni”, sob a responsabilidade do
pesquisador: Dr. Luydson Richardson Silva VVasconcelos.

Se decidir participar dela, por favor leia este documento com bastante atencdo antes de
assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o senhor (a) ndo consiga entender, converse
com a pesquisador(a) responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa
para esclarecé-los. A proposta deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) é
explicar o estudo e solicitar a sua permisséo para participar do mesmo.

Essa pesquisa pretende identificar possiveis caracteristicas genéticas estudando o sangue de
pessoas com esquistossomose e sem a infeccdo. Com esse estudo, acreditamos contribuir para
0 aprimoramento de diagnosticos que fornecam resultados a respeito da gravidade da doenca
e comprometimento do figado, assim como fornece fundamentos para o desenvolvimento de
remedios que possam retardar a evolucdo da fibrose no figado.

Essa é uma atividade voluntaria, sendo possivel desistir a qualquer momento e a participacao
ndo envolve remuneracdo. O participante podera se recusar e/ou retirar este consentimento a
qualquer momento que desejar, sem prejuizo a ambas as partes.

A sua contribuicdo na pesquisa serd por meio da sua permissao para uso de suas amostras
sanguineas, armazenadas no biorrepositorio do Laboratério de Referéncia em
Esquistossomose da Fiocruz-PE. A coleta de suas amostras foi realizada através do projeto
“Imunodiagndstico para Esquistossomose: Selecdo de Novos Antigenos e Desenvolvimento
de Kit para aplicagdio em Areas de Baixa Endemicidade”, onde o (a) Sr. (a) participou
voluntariamente, permitindo o armazenamento dela. O risco da sua participacdo é o
desconforto ou constrangimento em permitir uso das amostras e suas informac6es. No
entanto, garantimos que todos os nossos esforcos estardo direcionados para que situacdes de
constrangimento ndo ocorram. Inclusive, garantimos que sua identidade ndo venha a publico
sob hipétese alguma.

Todas as informacdes colhidas serdo analisados em carater estritamente cientifico, mantendo-
se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o0 momento, ou seja, em nenhum
momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos que seja exigido por lei. Os
resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagdes, contudo, sua
identidade n&o seré revelada nessas apresentagdes.

Rubrica pesquisador:

Rubrica participante:
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Menor
de Idade)

Convidamos o (a) Sr (a) a permitir que o menor sob sua guarda participe da pesquisa
“Avaliacdo dos niveis de expressio de smallRNAs em pacientes infectados por
Schistosoma mansoni”, sob a responsabilidade do pesquisador Dr. Luydson Richardson Silva
Vasconcelos, pretendendo diagnosticar e tratar criancas e jovens menores de 18 anos, que
tenham vermes intestinais e estudar os componentes do sangue dessas criangas e jovens para
classificar a gravidade da doenca.

A participacdo do menor sob sua guarda € voluntaria e se dard por meio da sua permissdo para
uso das amostras sanguineas dele, armazenadas no biorrepositério do Laboratorio de
Referéncia em Esquistossomose da Fiocruz-PE. A coleta das amostras foi realizada através do
projeto “Imunodiagnéstico para Esquistossomose: Selecdo de Novos Antigenos e
Desenvolvimento de Kit para aplicagio em Areas de Baixa Endemicidade”, onde o (a) Sr. (a)
autorizou o armazenamento delas. O risco da participacdo € o desconforto ou constrangimento
em permitir uso das amostras e informacgdes obtidas. No entanto, garantimos que todos os
nossos esforgos estardo direcionados para que situacdes de constrangimento ndo ocorram.

Garantiremos a confidencialidade das informagdes prestadas, assim como o anonimato de
todos os que participarem da pesquisa. Se o (a) Sr (a) permitir a participacdo do menor, estard
contribuindo para o melhor entendimento da doenca e melhorias no diagnéstico e escolha do
tratamento utilizado pelos pacientes parasitado por vermes.

Se depois de consentir a participacdo do menor sob sua guarda o Sr (a) e quiser desistir da
participacdo do mesmo, tem o direito e a liberdade de retirar o consentimento em qualquer
fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem
nenhum prejuizo a sua pessoa ou ao acompanhamento médico da crianca. O (a) Sr (a) ndo terad
nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneracdo. Caso haja gastos devido a
participacdo na pesquisa o (a) Sr (a) sera ressarcido. Deixamos expresso que o (a) Sr (a) tem o
total direito a indenizacdo por via legal caso haja danos ou prejuizos decorrentes da
participacao nessa pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas a identidade da crianca
ndo seréa divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informacao, o (a) Sr
(a) podera entrar em contato com a pesquisadora no endereco Av. Professor Moraes
Rego, s/n - Campus da UFPE - Cidade Universitaria, Recife/PE, CEP: 50.670-420, pelo
telefone (81) 2101-2661/ 2671, e podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa-CEP/IAM/FIOCRUZ, telefone (81) 2101-2639 para duvidas sobre a aprovacéo
da pesquisa ou reclamac6es/denuncias.

Rubrica pesquisador:

Rubrica participante:
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APENDICE C — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Menor de Idade maior ou
igual a 7 anos)

Ola! Convidamos vocé a participar da pesquisa: “Avaliagdo dos niveis de expressio de
smallRNAs em pacientes infectados por Schistosoma mansoni”, sob a coordenacdo do
pesquisador: Dr. Luydson Richardson Silva Vasconcelos, desenvolvida no Instituto Aggeu
Magalhaes. Se vocé ndo entender alguma palavra deste texto, pode perguntar ao pesquisador
deste estudo, ou com algum membro da equipe.

Sobre essa pesquisa

O objetivo dela é estudar estratégias para ajudar as pessoas com esquistossomose, incluindo
as criangas. Essa doenca é causada por um verme que se aloja na barriguinha e causa muita
dor e febre. Com esses estudos, queremos descobrir se existe algo que nos ajude a tratar
melhor os problemas dessa doenca, fazendo com que vocé e outras pessoas ndo sofram mais
com ela.

Como vocé pode ajudar?

Uma pequena amostra de sangue do seu corpo foi coletada quando vocé fez os exames para
descobrir se vocé estava com essa doencga, num estudo anterior. Podemos descobrir uma
forma das pessoas melhorarem da esquistossomose com essa amostra, se VOcé nos permitir, e
vocé ndo vai precisar coletar de novo. Essa € uma atividade voluntaria, isto significa que vocé
ndo é obrigado (a) a participar dela, e pode desistir a qualquer momento.

Existe algum risco em participar da pesquisa?

Talvez vocé se sinta um pouco envergonhado (a) em permitir que usemos a amostra de
sangue que foi coletada, ou 0 uso das suas informacdes, mas faremos de tudo para garantir
que vocé ndo fique com vergonha e nenhuma outra pessoa fora da pesquisa ficara sabendo
seu nome, ou suas informacgdes, vamos guardar tudo em segredo, e sé iremos publicar 0s
resultados do estudo, mas sem colocar suas informacdes.

Rubrica Pesquisador:

Rubrica Participante:
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Analysis of miR-10a and IFNG expression before and after treatment for chronic
schistosomiasis mansoni

Débora Nascimento da Nobrega:*, Ana Virginia Matos Sa Barreto?, Roberta Santos de Souza:,
Kleyton Palmeira do O, Raul Emidio de Lima:, Ana Lucia Coutinho Domingues:, Edmundo
Pessoa Lopes:, Clarice Neuenschwander Lins de Morais:, Elainne Christine de Souza Gomes;,
Luydson Richardson Silva Vasconcelos:.

w Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/ Fiocruz), Recife-PE. *E-mail: deborannobrega@uis.pe.senac.br
2 Centro Universitario Mauricio de Nassau (UNINASSAU), Recife -PE.
s Universidade Federal de Pernambuco, Hospital das Clinicas, Recife, PE, Brazil

ABSTRACT

Objective: To evaluate the expression of miR-10a and IFNG as biomarkers of inflammation
and to investigate the correlation between them and Praziquantel treatment. Methods: We
evaluated 45 samples stored in the biorepository, 30 belonged to the group of individuals with
a positive diagnosis for S. mansoni and 15 belonged to the group of individuals without
infection (controls). For the prediction of target genes for miR-10a in TargetScan v.8.0,
enrichment was performed using the DAVID online database for Functional Annotation of
Biological Processes, Molecular Function and Metabolic Pathways. Expression assay of miR-
10a and IFNG used the approach the 2 -+« method. Results: The enrichment showed 3459
target genes that act in the Signaling Pathways Regulating, Transcription Regulation,
Translation Regulation and RNA-mediated gene silencing. However, miR-10a expression
levels did not show statistical differences before and after treatment. In contrast, IFNG was
significantly higher in individuals before Praziquantel treatment than after 90 days.
Conclusion: Despite acting in the regulation of target genes with regulatory activity, miR-10a
did not present evidence as a biomarker of inflammation in the therapeutic follow-up in
schistosomiasis. However, the levels of IFNG expression were significantly higher before
treatment.

Keywords: Schistosomiasis, Interferon-gamma, MicroRNA, Praziquantel, Gene expression
regulation.
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INTRODUCTION

In 1948 the World Health Organization (WHO) recognized the relevance of
Schistosomiasis for Public Health, and in 1980 Bayer and Merck laboratories developed
praziquantel. Subsequently WHO recommended large-scale treatment with praziquantel in

populations at risk of infection, along with other complementary prevention measures [1].

However, this treatment plan was not effective in many endemic areas with difficulty
in providing clean water, sanitation and education. As a result of this, schistosomiasis soon
began to assume new transmission scenarios in urban locations, raising indirect costs such as

sickness and premature death [1].

Data from the Ministry of Health indicates the Northeast region (NE) of Brazil as
responsible for the highest record of schistosomiasis cases, and places Pernambuco (PE)
among the states with the highest mean prevalence of people infected with Schistosoma
mansoni [2].Therefore, the majority of deaths related to schistosomiasis in Brazil were

reported in the Northeast region, from 1980 to 2017, and 50.7% of deaths occurred in PE [3].

Experimental epigenetic studies in vivo and in vitro, related to post-transcriptional
regulation by microRNAs (miR) in schistosomiasis reveal potential markers to prognosis, and
contribute to the knowledge of gene pathways and proteins associated punctually with the
clinical condition of patients, favoring the identification of therapeutic targets in

schistosomiasis liver disease [4].

The miR-10 family is known to regulate HOX genes, participants in cell proliferation,
in accordance with this miR-10a was associated with multiform types of cancers, and in
resistance to drugs used in cancer treatment [5]. In addition, Cabantous et al. [6] revealed that

miR-10a was significantly upregulated in individuals with hepatic fibrosis caused by S.



68

mansoni. This association of miR-10a with fibrosis is related to its involvement in the TGF-

pathway, targeting the tgfb gene, increasing its expression [7].

In contrast, IFN-y is a TGF-B antagonist and an increase in IFNG expression were
found in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) of S. mansoni infected patients when
stimulated with soluble egg antigens (SEA) , when compared with PBMCs of individuals

previously infected and stimulated in the same way [8].

Therefore, the purpose of this study was to evaluate the expression of miR-10a and
IFNG before and after Praziquantel treatment of schistosomiasis and to investigate a
correlation with hepatic fibrosis and parasitic load of individuals during S. mansoni infection.
METHODS

Study Population

The samples were obtained from the population survey conducted in Porto de
Galinhas (n=45), in the state of Pernambuco (Brazil), by the Reference Service in
Schistosomiasis from Instituto Aggeu Magalhdes (IAM — Fiocruz). The 45 samples were
stored in the biorepository, 30 belonged to the group of individuals with a positive diagnosis
for S. mansoni through Kato-katz and 15 belonged to the group of individuals without
infection (controls). Individuals who presented stool samples positive for S. mansoni received
praziquantel treatment and samples were collected before and after 90 days of treatment. The
parasitic load was measured by the egg count on the Microscope Slides and multiplied by
constant 24, obtaining the number of eggs per gram of feces (epg). Liver measurements were
obtained by abdominal ultrasound scan, and the Niamey method was used to classify liver

fibrosis [9].

Gene prediction and functional enrichment
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The prediction of target genes for human miR10a-3p was performed by the
TargetScanHuman v.8.0 (https://www.targetscan.org/vert_80/) database. All genes found
were copied to the DAVID enrichment platform (https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp), and
data from KEGG Signaling Pathways and Functional Annotations were chosen by UNIPROT.
Only information with a significance filter with p<0.05 was considered and the benjamini-
hochberg test was applied. The graphs were performed by applying the data in the GraphPad

Prism Software version 5 statistics program.
RNA Extraction, cDNA Synthesis and Expression Assay

PBMCs were isolated using the Ficoll Paque gradient method. Total RNA extraction
in these isolated cells was performed with Trizol (Invitrogen). After purification of total RNA,
cDNA was prepared with 10 ng of total RNA using TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription Kit. The differential expression of miR-10a was evaluated in individuals with
schistosomiasis and controls, using Tagman MicroRNA Assay, following instructions
manufactured in QuantStudio 5™ Real-Time PCR System (Applied Biosystem). The data
were normalized using B-actin as endogenous control. The relative expression was calculated

by the 2+« method.

Biochemical markers dosage of liver damage

Serum samples were measured with the support of Hospital das Clinicas’ Laboratory
(Pernambuco - Brazil), for The following biochemical markers of liver damage: Ferritin,
Direct Bilirubin (DB) and Total Bilirubin, Alkaline Phosphatase (ALP), Aspartate
Aminotransferase (AST), Alanine Aminotransferase (ALT), and Gamma Glutamyl

Transferase (GGT).

Statistical Analyses
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For the relative expression data of miR-10a, the calculation of 2+« was used for
relative quantification of the expression that can have modified values depending on the group
chosen as reference for analysis. First, the group “Before Treatment” was used as a reference,
subsequently, the control group (Individuals negative for S. mansoni) served as a reference for

the other groups.

Shapiro-Wilk test was used for variable distribution analysis. In the paired samples to
compare the groups “Before Treatment” and “After Treatment”, the Wilcoxon matched pairs
signed rank test (two-tailed) was used. For the control group Unpaired T test was used. These
analyses were performed using GraphPad Prism Software version 5. For bivariate correlation
analysis, the IBM SPSS Statistics v. 28.0.1.1 and the Spearman Correlation Coefficient (two-

tailed) were used.
Ethical Considerations

This project was approved by the Research Ethics Committee of the Aggeu Magalhaes
Institute (CEP/IAM), as provided for in resolution 466/12 of the National Health Council
(CNS). Patients or family members were informed and signed the Informed Consent Form
and the Free and Informed Consent Form for people over seven years and under 18 years of

age. CAAE: 38302320.8.0000.5190.
RESULTS

A total of 3,459 target genes of miR-10a were found using TargetScan v. 8.0.
Enrichment of molecular pathways found 26 pathways significantly associated with miR-10a
target genes. Among these pathways, we highlight the signaling pathway of beta TGF
(p=0.0075), involved in the differentiation of hepatic stellate cells and fibrogenesis, also
found pathways related to Cancer (p=0.0018), Hepatocellular Carcinoma (p=0.017) and

Signaling Pathway Regulation (p<0.001) (Figure 1).
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Figure 1- Pathway Annotation (KEGG) from the enrichment of target genes of miR-10a
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Molecular functions are largely related to the regulation of gene expression such as
DNA binding, RNA binding, Activation and Repression. Likewise, significantly associated
biological processes involve Transcriptional Regulation, Transduction Regulation, RNA-

mediated Gene Silencing, and processes involved in Cell Division (Figure 2).

Figure 2- Functional Annotation (UNIPROT) from the enrichment of target genes of miR-10a
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The study population comprised 30 individuals living in Porto de Galinhas and 11 of
Escada, both municipalities endemic to schistosomiasis. Most individuals (56.1%) were male
with a median age of 31 years. 29.2% had previous schistosome infection and 34.1% were
treated with praziquantel in the past, regardless of previous infection. 21.9% had alcohol
consumption and had steatosis. Regarding fibrosis, most (80%) had C, D and DC degrees

(Table 1).

The relative expression of IFNG before Praziquantel treatment was higher than after
90 days, but there was no significant difference (p=0.2741). The relative expression of miR-
10a after treatment was higher, however this difference was also not statistically significant

(Figure 3).

Figure 3 - Relative quantification (2-AAct) of the expression of IFNG and miR-10a
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Note: Wilcoxon Test. BT= Before treatment; AT=After treatment

The calculation 2-~= was performed assuming the relative expression of non-infected
individuals (n=15) as a reference. The IFNG values before Praziquantel therapy were

significantly higher than after treatment in this calculation (p=0.005) (Figure 4).

Figure 4 - Relative quantification (2-=) of the expression of IFNG and miR-10a before and after treatment with
reference of the expression of control samples
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There was no correlation between miR-10a and parasitic load, treatment and hepatic
fibrosis, but these variables were significantly correlated with IFNG, presenting a positive
correlation (Table 2). However the Spearman coefficient value indicates that this correlation

is weak (R=0.482).
DISCUSSION

The regulation of pathogenesis in schistosomiasis depends mainly on the balance in
the immune response by TCD4+ cells classified as T helper (Th) 1 and Th2. The immune
response in the acute phase is primarily mediated by th1 pro-inflammatory cytokines (IFN-Y,
TNF, IL-1 and IL-6) while in the chronic phase, little IFN-Y and TNF-o are produced, as
these are negatively regulated by the Th2 response (IL-10, IL-4, IL-5, IL-13) [10]. However,
blood samples from patients with hepatic-splenic and hepatic-intestinal fibrosis after being
stimulated in RPMI medium with SEA and after IL-13 neutralization showed significantly
higher levels of IFN-Y compared to acute patients [11]. In this study, it was seen that IFN-Y
levels are significantly higher in chronic patients prior to treatment with praziquantel than 90

days after treatment, but there was no correlation between IFN-Y and grade of liver fibrosis,



74

this can be attributed to the small number of samples when the comparison groups were

distributed.

Still, we can assume from previous studies that the permanence of IFN-Y in the
chronic phase before treatment may be related to the presence of SEA and adult worm

antigens (SWAR), but is not related to the presence of fibrosis in the liver.

Cellular and humoral response analyzes of individuals in endemic areas in Bahia and
Minas Gerais (Brazil), who were not infected with S. mansoni, demonstrated that high levels
of IFN-Y are secreted by PBMC after stimulation of SEA and SWAR, in vitro, when
compared to PBMCs from infected individuals from the same areas. Suggesting that the

presence of IFN-Y" may contribute to resistance to infection [8, 12]

Studies show that IFN-Y is capable of preventing the progression of fibrosis by
stimulating mesenchymal stem cells (MSCs) that prevents fibroblast activation and
extracellular matrix expansion [13]. IFN-Y is also capable of inhibiting TGF-B signaling,
through phosphorylation and activation of the Transcription factor Statl, which in turn

induces the expression of SMAD?7 responsible for inhibiting the TGF- pathway [13, 14].

In our results we did not see a correlation between miR-10a and fibrosis, but in the
literature, associations of this microRNA in the development of fibrosis were found, being
contrary to the role of IFN-Y. An experimental study using hepatic fibroblasts from 20 mice
with carbon tetrachloride-induced fibrosis showed that miR-10a is highly expressed in this
group when compared to the expression of 20 liver tissue samples from controls (—7.84+1.38
vs. —9.97+1.59, P<0.05). In addition, the authors revealed that miR-10a is capable of
increasing fibroblast proliferation. When fibroblasts were transferred to culture with the
addition of mimetized miR-10a, the concentration of TGFB1 increased significantly, while the

expression of SMAD7 (TGF-p inhibitor) decreased [7].
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Similarly, in another study with intestinal mucosa culture of patients with Crohn's
Disease (Inflammatory Intestine Disease) TGF-B was able to increase the expression of miR-
10a while IFN-Y and TNF had antagonistic effects, inhibiting the expression of miR-10a

[15].

Cabantous et al. [6] performed RNAseq with 22 samples of liver biopsy from
individuals infected with Schistosoma japonicum (in China), presenting mild or absent
peripheral fibrosis, and central fibrosis in the left lobe of mild to moderate thickness, and
found significantly upregulated miR-10a in patients with fibrosis compared to control liver

samples (donors in France).

Unlike the study conducted by Cabantous et al. [6] our study is the first to investigate
the expression of miR-10a in PBMCs of patients with schistosomiasis mansoni and compare
with the times before and after Praziquantel administration. A previous study investigated the
expression profile in T cells isolated from PBMCs and liver tissue of mice infected with S.
japonicum. According to the authors, miRNA-10a is co-detected in T cells originating from

PBMCs and the liver, but has different expressions, being more expressed in the liver [16].

We suggest that more advanced longitudinal studies be conducted in patients with
schistosomiasis, with longer follow-up after praziquantel therapy in endemic areas, and that
other miRNASs be investigated as biomarkers, in addition to immunological markers such as

IFN-Y for better follow-up of the clinical pathology of these patients.

CONCLUSION

miR-10a acts in the regulation of target genes with regulatory activity associated with
cancer and TGF-p signaling, but did not present significant differences in PBMCs of patients

with chronic schistosomiasis after Praziquantel therapy, however IFNG expression levels
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decreased significantly. We suggest that further studies should be conducted evaluating the
expression of miR-10a in liver tissue in individuals with liver fibrosis and the expression of

IFNG should be investigated in individuals with a history of reinfections by S. mansoni.
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Table 1 - Clinical and epidemiological characteristics of the patients in the study

Individuals positive for S. Individuals negative for S.
Clinical characteristics mansoni mansoni
N=41 N=15
Age [Years (minimum-maximum)] 31 (9-69) 32 (12-58)

Gender

Male [n(%)] 23 (56.1%) 8 (53.4%)


https://apps.who.int/iris/handle/10665/66535
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Female [n(%)] 18 (43.9%) 7 (46.7%)
Previous infection [n(%)] 12 (29.2%) 5 (33.4%)
Previous treatment [n(%)] 14 (34.1%) 11 (73.4%)
Alcohol consumption [n(%)] 9 (21.9%) 4 (26.7%)
Para§itic load [epg (minimum- 24 (1-1572) 0
maximum)]

Degrees of Fibrosis

A-B [n(%)] 6 (14.6%) 9 (60%)
C-D/DC [n(%)] 33 (80.5%) 6 (40%)
E [n(%)] 2 (4.9%) 0
Steatosis [n(%)] 9 (21.9%) 2 (13.4%)
Portal Vein [D(St)] 0.91 (CI195%: 0.86-0.96) 0.88 (C195%: 0.81-0.94)

A-B= Without fibrosis; C = Peripheral fibrosis; D = Central fibrosis; DC = Central and Peripheral fibrosis; E =
Hyperechoic patches expanding from the portal vessels into the parenchyma.

Table 2 Correlation test between IFN-y and miR-10a

Variables R D R P

Parasitic load 0,079 0,622 0,235 0,138
Liver fibrosis 0,020 0,904 -0,151 0,354
Treatment -0,228 0,043 -0,210 0,091
IFN- Y 1 - 0,482 0,001

Spearman test

Table 2 Correlation between biochemical parameters and INFG/miR-10a in individuals
with schistosomiasis before treatment (n=30).

Biochemical parameters IFNG miR-10a




R p R p
ALP (U/L) -0,0819 0,6972 0,1291 0,5384
GGT (mg/dL) -0,0894 0,6707 -0,1042 10,6203
TGO (U/L) -0,2333 0,2616  0,1310 0,5326
TGP (U/L) -0,2180 0,2952 -0,1806 0,3877
Ferritin (ng/dL) 0,7210 <0,0001 -0,05283 0,8020
BT (mg/dL) -0,1602 0,4444 0,3166 0,1232
BD (mg/dL) -0,0970 0,6446 0,1163 0,5800

Pearson test (two-tailed)

FIGURE LEGENDS

Figure 1- Pathway Annotation (KEGG) from the enrichment of target genes of miR-10a.

Figure 2- Functional Annotation (UNIPROT) from the enrichment of target genes of miR-10a
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Figure 3 - Relative quantification (2-AAct) of the expression of IFNG and miR-10a. Note: Wilcoxon Test. BT=
Before treatment; AT=After treatment

Figure 4 - Relative quantification (2-) of the expression of IFNG and miR-10a before and after treatment with

reference of the expression of control samples. Note: Unpaired t test. ns = non significant; BT= Before

treatment; AT=After treatment
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Abstract

Background: MicroRNAs act in gene regulation in several common liver diseases and may
play an essential role in activating hepatic stellate cells. The role of these post-transcriptional
regulators in schistosomiasis needs to be further studied in populations from endemic areas
for a better understanding of the disease, the development of new therapeutic approaches, and
the use of biomarkers for the prognosis of schistosomiasis. Areas covered: we performed a
systematic review to describe the main human microRNAs identified in non-experimental
studies associated with aggravation of the disease in people infected with Schistosoma
mansoni (S. mansoni) and Schistosoma japonicum (S. japonicum). Structured searches were
carried out in Pubmed, Medline, Science Direct, Directory of Open Access Journals, Scielo,
Medcarib, and Global Index Medicus databases without time and language restrictions. This
Is a systematic review following the guidelines of the PRISMA platform. Expert Opinion: The
mMiRNAs miR-146-5p, -150-5p, let-7a-5p, let-7d-5p, -92a- 3p, -532-5p are associated with
liver fibrosis in schistosomiasis caused by S. japonicum, revealing that these miRNAs that
have been shown to be associated with liver fibrosis are good targets for new studies that
evaluate their potential as a biomarker or even treating liver fibrosis in schistosomiasis.
Keywords: Bilharziasis; Biomarker; Hepatic fibrosis; Katayama fever; MicroRNAs; miRNA,;
Schistosomiasis.

Highlights

. The expression levels of miR-146a-5p, -150-5p, let-7a-5p, let-7d-5p, -532-5p in serum
and exosomes were significantly lower in patients with fibrosis than in those without fibrosis.
. Although the expression levels of microRNA 150-5p were upregulated in liver tissue,
the microRNA 150-5p was significantly lower in serum and exosomes in patients infected
with S. japonicum, but the mechanisms responsible for this difference have not been
elucidated.

. The expression level of miR-92a- 3p in the exosome was positively correlated when
comparing patients with fibrosis to those without fibrosis.
. No studies on infection by S. mansoni were found in this review comparing human

microRNASs in liver disease.
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1. Introduction

Schistosomiasis is considered to be a neglected disease. It affects more than 230 million
people worldwide and is one of the most important parasitic diseases in terms of morbidity
and mortality [1]. Most people affected have low incomes and live in places where sanitation
and hygiene conditions are precarious [2]. The annual number of disability-adjusted life years
(DALYsS5) lost for this disease has been estimated to be up to 3.5 million in 2015 [3].

The most clinically relevant schistosome species are Schistosoma mansoni (S. mansoni), S.
haematobium, and Schistosoma japonicum (S. japonicum), owing to the development of
morbidities that particularly affect the intestine, the bladder, the spleen, and the liver [4, 5].
Chronic infection by S. japonicum and S. mansoni causes the hepatointestinal and
hepatosplenic forms, which are quite frequent in endemic areas [5]. Liver pathology caused
by S. mansoni and S. japonicum is triggered by soluble egg antigens that attract an
inflammatory response mediated by Th2 cells, inducing the formation of granulomas around
the egg. Over time, liver stellate cells are activated, and the fibrosis process is triggered [1].

In this process, epigenetic mechanisms may regulate gene expression and modulate the
immune and inflammatory response. One of the epigenetic factors that we have highlighted in
this review is the role of microRNAs. These post-transcriptional regulators silence the
expression of genes by binding to a target region of the messenger RNA or through the
process of deadenylation in the poly-A chain [6]. They can be found in several body fluids,
circulating in the extracellular environment, transported by vesicles, and incorporated by cells
[8, 9, 10].

Concerning the use of microRNAs as biomarkers of inflammation and prognosis of liver

diseases, this study aimed to describe the main human microRNAs identified in non-
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experimental studies, associated with disease aggravation in people infected with S. mansoni

and S. japonicum.

2. Methods

2.1 Research strategies

The following databases were used as a data source: Pubmed, Medline, Science Direct,
Directory of Open Access Journals, Scielo, Medcarib, and Global Index Medicus. The
searches took place from August 2020 to September 2020. For data mapping, descriptors
were determined, arranged according to the possible combinations between the transcriptional
regulator (microRNA), disease terms, and the parasite, namely: “Schistosomiasis, bilharziasis,
Katayama fever (AND), microRNA, miRNA, Primary microRNA, Primary miRNA, Small
Temporal RNA, pre miRNA, pri miRNA, stRNA (AND) Schistosoma, Bilharzia”.

Thus, the search was performed with 48 different combinations, using the Boolean operator
and in each intersection, in a total of 336 searches in the seven databases. No filter was used
for period or language. The inclusion criterion was articles dealing with the expression of
human microRNAs in people infected with S. mansoni and/or S. japonicum, in any period and
language. The following exclusion criteria were determined: articles with experimental
models, gray literature, literature review, and studies with the intermediate host were not
selected. This initial step was conducted by three researchers who read titles and abstracts,

following the guidelines of the PRISMA platform.

2.2 Data management
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After selection by titles and abstracts, another three independent researchers read the selected
articles in full to exclude those that had been selected in the first screening but still fit within
the exclusion criteria, and they also excluded repeated articles.

Among the articles included, when microRNAs were found by next-generation sequencing or
microarray, only those validated by gPCR and later analyzed by Operating Characteristic

Curve - ROC were considered to be the most important and will be discussed below.

3. Results

3.1 Review results and study populations

A total of 5,221 articles were found, of which 5,187 were excluded, after applying the
eligibility criteria; 34 articles were eventually selected. With the second screening, another 29
articles were excluded, leaving five articles included in this review, as shown in Figure 1. The
study populations are comprised of Chinese (n=2) [11, 12] Filipinos (n=2) [8, 10], and one of

the studies did not reveal the origin of the human population [13].

3.2 MicroRNA expression

A total of 135 microRNAs associated with schistosomiasis during human infection were
found, compared to individuals without the disease. These data were collected from
expression analysis by quantitative Polymerase Chain Reaction (gQPCR), using specific
primers, through next-generation sequencing by the Illumina platform, or by the Agilent
Human microRNAs Microarray method (Table 1). However, after the use of filters and

confirmation by Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (gRT-PCR), only 16
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microRNAs from humans (hsa) infected with S. japonicum [8, 10, 11] remained statistically

significant, namely: hsa-miR-150-5p; hsa-miR-let-7a-5p; hsa-miR-let-7d-5p; hsa-miR-146a-

5p; hsa-miR146b-5p; hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-532-5p; hsa-miR-4521; hsa-miR-31-3p; hsa-

miR-222-3p; hsa-miR-221-3p; hsa-miR-10a-5p; hsa-miR-138-5p; hsa-miR-199a-3p; hsa-

miR-143-3p; hsa-miR-663b.

Table 1 Characteristics of selected studies and microRNAs found.

Population gtu_dy Schistosoma Sample Methodologies MicroRNAs Reference
esign spp.
Cases Vs Controls
Upregulated
Liver lllumina Seqg AND  miR -150-5p; -146b-5p; -10a-
China Transversal  S. japonicum tissue gPCR (Tagman- 5p; -138-5p; -143-3p; -199a- [11]
Stem loop method) 3p; -31-5p; -222; -221-3p
Downregulated
miR-663b
gqRT-PCR Mild Vs Severe fibrosis
I , . S-Poly (T) Method Downregulated
Philippines Transversal ~ S. japonicum  Serum " Talling kit AND MiR-150-5p; let-7a-5p: let-7d- [8]
Stem loop method- 5p; miR-146a-5p
TagMan Kit
Mild and Severe fibrosis Vs
gRT-PCR No fibrosis
iliooi anoni S-Poly (T) Method . Upregulated
Philippines Transversal ~ S. japonicum  Serum " Talling kit AND miR-146a-5p; MiR-532-5p [10]
Stem loop method- Downregulated
TagMan Kit miR-92a-3p
No gRT-PCRStem- Cases Vs Controls
No information information S. japonicum  Serum loop method- Upregulated [13]
TaKaRa Kit miR-223
Cases Vs Controls
Upregulated
miR-933;-1248; -243; -1236
Downregulated
miR-326; -449a; -370; -520b;
) -518f; -519a; -186; -33a; -
China Transversal ~ S.japonicum  Serum Microarray 519€; -520c; -520f; -302b; - [12]
Technology 202; -526b; -452; -383

Case Vs Treated
Upregulated
miR-27b; miR-152; miR-27a;
miR-1293; miR-1324; miR-31
Downregulated
miR-200b; miR-432; miR-



86

512; miR-140; miR-103a;
miR-1285; miR-433; miR-
449a; miR-27a; miR-892b;
miR-519d; miR-665; miR-
200a; miR-510; miR-520b;
miR-376a; miR-1244; miR-
146a; miR-375; miR-383

Cabantous et al. [11] performed next-generation sequencing using Illlumina technology
(IMlumina Technologies, United States), and they found 68 differentially expressed
microRNAs from the liver tissue of S. japonicum infected patients (n=22) treated at the
hospital in Yueyang (China), compared with healthy liver tissue, provided by the Curie
Institute in France (n=19). Forty-three microRNAs were upregulated, and 25 were
downregulated; however, after correction by Benjamini-Hochberg, only four microRNAs
remained significant (hsa-miR-4521, hsa-miR-663b, hsa-miR-4417, and hsa-miR-31 -5p). In
addition to these, 12 more microRNAs were chosen, by lists of miRNAs potentially
associated with liver fibrosis in mice and in human, in order to limit the possible bias of cases
(Chinese) and controls (French) that do not have the same origin, namely: miR-150-5p, miR-
146b-5p, miR10a-5p, miR-138-5p, miR-143-3p, miR-199a-3p, miR-221-3p, miR-222-3p. Of
these 12 selected microRNAs, 10 were upregulated (miR-150-5p; 146b-5p; miR-10a-5p;
miR-138-5p; miR-143-3p; miR-199a-3p; MiR-31-5p; miR -222-3p; miR-221-3p) while miR-
663b was downregulated with fibrosis.

Wei et al. [12] performed the Microarray technique (Agilent Technologies, United States) in
individuals treated at the Institute of Prevention and Control in Jiangsu (China), and found 20
microRNAs differentially expressed in serum samples from patients with newly-developed
advanced schistosomiasis (n. =10), compared to healthy controls (n=10); 4 of them were
upregulated (miR-933; miR-1248; miR-1243; miR-1236) and 16 were downregulated (miR-
326; miR-449a; miR -370; miR-520b; miR-518f; miR-519a; miR-186; miR-33a; miR-519¢;

miR-520c; miR-520f; miR-302b; miR-202; miR-526b; miR-452 ; miR-383).
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Furthermore, another 26 microRNAs were differentially expressed between patients with
schistosomiasis history group (n=10), compared to healthy controls (n=10), of which 6 were
upregulated (miR-27b; miR-152; miR-27a; miR -1293; miR-1324; miR-31) and 20,
downregulated (miR-200b; miR-432; miR-512; miR-140; miR-103a; miR-1285; miR-433;
miR-449a; miR-27a ; miR-892b; miR-519d; miR-665; miR-200a; miR-510; miR-520b; miR-
376a; miR-1244; miR-146a; miR-375; miR-383), while miR-383, miR-449a, and miR-520b
were significantly inhibited in the groups of patients with newly-developed advanced
schistosomiasis and patients with schistosomiasis history compared to healthy controls.

He et al. [8], Cai et al. [10], Cai et al. [13] selected microRNAs for analysis using literature
data on dysregulated microRNAs in other common liver diseases, owing to the scarcity of
human studies on epigenetics in schistosomiasis, as evidenced in this review. He et al. [13]
selected 6 microRNAs for study (miR-223; miR-146b; miR-199a-5p; miR-199a-3p; miR-122;
miR-34a), however, only miR-223 had higher levels in serum samples in patients with
schistosomiasis than in controls.

When performing a systematic review, Cai et al. [8] adopted 11 microRNAs described in 5
articles of the review. After analyzing the expression of these microRNAs in C5BL/6 mice
during S. japonicum infection, six microRNAs were chosen to be analyzed in a human cohort
(n=163) from an endemic area in the Philippines. Levels of 4 microRNAs (miR-150-5p; let-
7a-5p; let-7d-5p; miR146a-5p) were downregulated with liver fibrosis and were significantly
lower in patients with grade I1-111 fibrosis, compared to no fibrosis or grade I.

Cai et al. [10], to identify more stable exosomal microRNAs (exomiRs), used the geometric
mean of four methods (NormFinder, GeNorm, BestKeeper, Delta Ct) in expression stability
analysis during qPCR. Thus, they studied the stability of 12 exomiRs in 42 individuals from

northeast Samar, Philippines. Among them, miR-425-5p was the most stable, which was later
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used as a reference for correlation analysis (Sperman) with the different degrees of fibrosis of
the liver parenchyma.

In this analysis, two exomiRs, miR-103a-3p and miR-181a-5p, were positively correlated
with the degrees of liver fibrosis in the 42 clinical samples tested. These two afore-mentioned
exomiRs, along with nine exomiRs, initially selected by murine model expression data during
S. japonicum infection, were validated in a cohort of patients with japonic schistosomiasis
(n=104), of which two exomiRs: miR -146a-5p and -532-5p were inversely correlated with
liver fibrosis compared to those without fibrosis (p=0.0097/r=-0.25 and p=0. 0156,
respectively; Spearman’s r). Furthermore, patients with severe hepatic fibrosis have lower
levels of miR -146a-5p and -532-5p, when compared to the group without fibrosis (p= 0.0325
and p= 0.0020, respectively; Mann Whitney test). MiR-92a-3p was significantly higher in
individuals with mild and severe fibrosis (0-1), compared to the group without fibrosis (p=0.
0325),. In the other eight exomiRs in this study, there were no significant results.

Among all the microRNAs mentioned above, six human microRNAs were validated by the
ROC (Receiver Operating Characteristic) test and will be discussed in the present study. The
hsa-miR-146-5p microRNA showed values in the area under the curve (AUC) of 0.6575 in
serum samples (p=0.0005) to discriminate mild (grade 0 and 1) and severe fibrosis levels
(grade 2 and 3) [8] and 0.6315 when extracted from exosomes (p=0.0329) to discriminate
mild to severe degrees compared to those without fibrosis [10]. The microRNAs hsa-miR-
150-5p, hsa-let-7a-5p, and hsa-let-7d-5p were also evaluated in serum to differentiate
different degrees of fibrosis and obtained AUC values above 0.62 [8]. The exomiRs hsa-miR-
92a-3p and hsa-miR-532-5p presented values above 0.63, considering the degrees of fibrosis

(1-111) compared to without fibrosis [10].

4. Discussion
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The purpose of this review was to identify in human studies, the relative expression of
microRNAs associated with aggravation of the disease, since experiments have the purpose of
controlling phenomena and aspects that may interfere with the result; thus, they become
artificial. Human populations that suffer with schistosomiasis as an endemic disease have a
prevalence of the chronic form, unlike what happens in the infection in an animal model,
which does not representatively have the chronic infection that occurs in humans.
Unfortunately, there is a small number of studies approaching microRNAs in schistosomiasis,
especially in humans. Consequently, only articles developed in Asian populations and
individuals with S. japonicum infection were found.

There was also methodological variability in the selection of the microRNAs analyzed, which
were chosen on the basis of the literature of other etiologies, microarrays or NGS. Although
this can offer a broad view in the election of microRNAs as biomarkers, it hinders a
comparison between studies. In addition, NGS and microarray require a validation step by
gPCR with a higher sample size, but this approach was not performed by Wei et al. Another
characteristic that makes comparisons between the authors difficult is the choice of the study
biological material, since the relative expression of miRNA may be different between the
tissues analyzed.

The lack of information in the studies complicate the interpretation and comparison of the
data. For these reasons, we consider the microRNAs evaluated by pPCR and analyzed by
ROC curve safer for use in future studies, with the most prominent being miR-146a-5p, -150-
5p, let-7a-5p, let-7d-5p, -532-5p, and miR-92a-3p. These microRNAs were seen in other
studies in the following discussion, with the potential to regulate the activation of Hepatic
Stellate Cells (HSC) and fibrogenesis through modulation in the main signaling pathways
associated with hepatic fibrosis and hepatocellular carcinoma, namely: TGFB/SMAD and

WNT/B-catenin.
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4.1 miR-146a-5p

In C5BL/6 mice infected with S. japonicum, the microRNA 146a-5p presented a significantly
low expression, circulating in serum, in the fourth week of infection until the thirteenth week
[8], and in exosomes from the fourth week to seventh [10]. In addition, it showed a negative
expression, significantly correlated with liver fibrosis and granulomas in infected C5BL/6 and
BALB/c mice, compared to controls [8].

In vitro assays have shown that the miR-146a-5p microRNA can inhibit the activation and
proliferation of hepatic stellate cells (HSC) by suppressing the expression of genes and
profibrotic proteins a-SMA, Col-1, matrix metalloproteinase-2 (MMP-2); moreover, it
increased the expression of SMAD7. The deregulated and negative expression of this
microRNA in non-alcoholic fibrosing steatohepatitis (induced by a methionine-choline-
deficient diet) promotes an increase in the expression of Wntl and Wnt5A proto-oncogenes
that activate the canonical pathway in liver tissue of mice [14].

In another meta-analysis study, using the Gene Expression Omnibus (GEO) database, two
microarrays (GSE21362 and GSE22058) exhibited a significant diagnostic value of miR-
146a-5p in hepatocellular carcinoma (GSE21362; AUC = 0.749, 95% CI: 0.669-0.830,
p<0.001. GSE22058; AUC=0.801, 95% CI: 0.731-0.872, P<0.001). These microarrays
demonstrated that miR-146a-5p expression was significantly lower in tissues with

hepatocellular carcinoma than in controls [15].

4.2 miR-150-5p
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In the study of Cabantous et al. [11], miR-150-5p was positively correlated with fibrosis in
liver tissue, comparing Chinese infected by schistosomiasis versus French as a control.
Similarly, in the GEO data analysis, when comparing 46 liver samples from control subjects
with 55 liver samples with liver fibrosis due to different etiologies, there was a significantly
higher expression in the HCV-induced liver fibrosis groups (1654.0+£1010, 2 vs. 297.3,
p<0.001) in GSE40744, by primary sclerosing cholangitis (994.5+917.8 vs. 399.4+60.9,
p=0.014) in GSE49012, and by induced fibrosis in HBV/HCV co-infection (1256.2+613.1 vs.
223.4+83.7, p<0.001) in GSE63046 [15].

However, when the expression was analyzed circulating in serum or through exosomes, miR-
150-5p was negatively correlated in different degrees of fibrosis [8, 10]. The same result was
found by [17], with miR-150-5p being downregulated in the serum of Egyptian patients with
cirrhosis and HCV (n=20), compared to patients without cirrhosis/fHCV positive result (n=20)
(p = 0.024).

As previously explained, the levels of this miR may vary according to the biological material
analyzed, and further studies are needed to evaluate the expression of this microRNA present
in liver tissue and serum sample from the same individuals with chronic schistosomiasis, to
better define the expression profile of this microRNA.

miR-150-5p may also vary its expression according to the stage of evolution of liver fibrosis
and may have decreased expression in the early stages but increased expression in the
progression. In rodent models, carbon tetrachloride (ccl4) was used to induce liver fibrosis.
After 4, 8, and 12 weeks, liver samples from the left lateral lobe were collected for
histochemical and miR-150-5p expression analysis; it was demonstrated that after 4 weeks of
ccl4 poisoning in rodent livers, expression was significantly decreased in all rodent models,
but after 8 and 12 weeks of poisoning, expression increased significantly (2.4 fold; p=0.035

and p= 0.024, respectively) [16].
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miR-150-5p was associated with cardiac fibrosis, through the pathway activation of TGF-
1/Smad2-3 by inhibiting SMAD?7. Conversely, the inhibition of this miRNA increases the
expression of SMAD7, which in turn negatively regulates the pro-fibrogenic pathway TGF-
1/Smad2-3 and inhibits the nuclear factor-kappa B (NF- «B) - considered to be a mediator of
inflammation. The inhibition of this miRNA, leading to a reduction in NF- kB, was also
associated with a reduction in injury caused by increased glucose in cardiac fibroblasts (Che

etal., 2019). [18]

4.3 let-7a-5p e let-7d-5p

The let 7 family members are abundant in several types of cells and have a sequence between
nucleotide 2 and 8, which is essential in target gene recognition. Decreased levels of members
of this family can activate the fibrogenic process through the TGF-f signaling pathway [19,
20].

A study of 84 Japanese people with chronic HCV infection showed that serum levels of let-
7a-5p significantly decreased in 25 patients with advanced fibrosis (F4) compared to grades
F1 (n=20), F2 (n=20), and F3 (n=19), or compared to the combined F1-F3 groups (p<0.001
for each comparison) [20], corroborating the findings of Cai et al. [8] included in this review,
i.e., let-7a-5p microRNA expression was significantly low in the serum of patients with
advanced fibrosis grades (Il and Ill) compared to patients without fibrosis or with mild
fibrosis (I) caused by S. japonicum (p=0.0004).

The levels of let-7a-5p and let-7d-5p microRNAs in the plasma of 32 patients with chronic
hepatitis C were correlated with the severity of the liver disease, with a negative expression
correlated with FIB-4 (r=-0.383 and - 0.285, respectively, and p<0.001 in both) and APRI (r=

-0.345 and -0.240; p<0.001 and p=0.007), were also positively correlated with platelet count
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(r=0.318 and 0.192; p<0.001 and p= 0.03, respectively). In this study, ROC curve analysis
showed that the area under the curve (AUC = 0.776 and 0.79, respectively for let-7a-5p and
let-7d-5p) was comparable to platelet count and to the APRI test (AUC = 0.746 and 0.788,
respectively), [19]i.e., it was higher than the values found by Cai et al. (2018) [8] (0.776 vs

0.659 for let-7a-5p and 0.79 vs 0.62 for let-7d-5p).

4.5 miR-92a-3p

Previoius studies have shown that miR-92a-3p is among the most abundant exomiRs in the
profile of vesicles secreted by induced pluripotent stem cells (iPSCs), which may present
about 10% of the expression in these cells, and thus contribute to liver tissue regeneration,
acting in the transformation of hepatic stellate cells to the inactive or quiescent phenotype
[22,23].

This may suggest that miR-92a-3p may induce antifibrotic effects, with a high level of
expression in the early stages of liver fibrosis, and could delay the fibrosis process. However,
according to the findings of Cai et al [10], this miRNA showed high levels in individuals with
mild and severe fibrosis than in individuals without fibrosis.

In a study of 282 subjects with chronic hepatitis B, the expression of exosomal serum miR-
92a-3p was associated with progression and aggravating of fibrosis, following Scherver’s
classification for liver biopsy histopathology. The greater the degree of hepatic impairment,
the greater the expression of miR-92a3p, corroborating the findings by Cai et al [10]. When
the relative expression of this microRNA was compared with other non-invasive tests to
discriminate cirrhosis, through the ROC curve, miR-92a-3p showed AUC (0.89, 95% CI 0.85-
0.93) greater than APRI (0.78, 95% CI 0.73-0.83, P=0.014) FIB4 (0.82, 95% CI 0.77-0.86,

P=0.088) and LSM (0.88, 95% CI 0.84-0.92, P=0.796) [24].
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Interestingly, in iPSCs induced to differentiate into chondrocytes by means of TGF-3, miR-
92a-3p contributed positively to the expression of TGF-B3 from day 7, reaching its higher
point at day 21 and following a sharp decline, with upregulation of WNT5 expression in
exosomes from day 21 to day 28. In this study, miR-92a-3p was also capable to inhibit
MMP13 expression after 14 days (Mao et al., 2018). [25]

In hepatic fibrogenesis, TGF-f3 plays a key role in the upregulation of profibrogenic genes,
and it downregulates the expression of MMP-13 (Guo et al, 2021)[26]; thus, if miR-92a-3p
promotes the expression of TGF-B3 and contributes to the inhibition of metalloproteinases,
then it acts in profibrotic processes; by contrast, the WNT5 gene is involved in the
proliferation of fibroblasts and resistance of apoptosis, contributing to an increase in
extracellular matrix deposition by increasing the production of fibronectin and a-5 integrin
(Vuga et al, 2009) [27].

Thus, we raise a caveat in the use of miR-92a-3p in the therapeutic aspect, inducing its
expression in iPSCs, since the metabolic pathways involved simultaneously must be studied
in more depth. In contrast, the use of this miRNA as a biomarker of liver fibrosis is more

promising.

4.6 miR-532-5p

Few studies have reported this microRNA in liver diseases; however, its antiproliferative
effect on cells of the nucleus pulposus of the intervertebral disc was shown, through the
Whnt/B-catenin pathway, to directly target the Bcl-9 protein, reduce translocation of the anti-
apoptotic protein Bcl2 to the mitochondria and activate caspase-3. After treating the cells with

mimicked mir-532, apoptosis of these cells increased from 1.04% to 24.69% [28]
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This effect of the increased expression of miR-532-5p, which promotes apoptosis in cells of
the nucleus pulposus of the vertebral disc, is not favorable in the degeneration of the vertebral
disc; however, in cancer diseases, this regulatory activity would be significant. The Wnt/f-
catenin pathway promotes the organization of TGF-B-induced fibrosis in several cells [12,
29], and the regulatory activity in this pathway by miR-532 could have an essential role in
preventing fibrosis formation in liver tissue during schistosomiasis.

In gastric cancer, the expression of miR-532-5p also showed a negative expression, and the
cause of this dysregulation was the aberrant expression of a long non-coding RNA (IncRNA)-
LINCO01410, another class of non-transcribed RNAs with regulatory function, silencing of

miR-532-5p and increasing NF-kB activity [30 ].

5. Conclusion

Epigenetic studies of microRNAs in patients with schistosomiasis are very scarce compared
to other liver diseases. However, in the few articles addressed in this review, there was a large
number of microRNAs that can be further explored, and some stand out as being strongly
associated with stages of fibrosis in the analyses performed by the ROC curve (miR-146a-5p,
miR-150 -5p,let-7a-5p, let-7d-5p, miR-92a-3p, and MiR-532-5p). These results need to be

further studied in other endemic regions, sub-Saharan Africa and America, with S. mansoni.

Expert Opinion

Schistosomiasis is a neglected disease of great social impact and is among the most
worrisome parasitosis in the world due to its morbidity and mortality rates. Because of this
fact and the high prevalence of this disease, the World Health Organization (WHO) has
acknowledged the relevance of schistosomiasis to public health since 1948, and it
recommends the large-scale treatment with praziquantel in populations at high risk of

infection along with other complementary measures based on access to potable water,
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sanitation and health education through intersectoral collaboration as a means of reducing
transmission [31].

However, even if control and treatment are suggested by the WHO, schistosomiasis has not
been eliminated and remains endemic in many countries with difficulties in the supply of
drinking water, sanitation and education; Thus, there are new scenarios of transmission and
prevalence of the disease, increasing the costs indirectly caused by schistosomiasis, such as
premature death and sickness aid [31].

The prognosis for hepatic fibrosis as a result of infections is performed late and there are no
effective measures in the treatment of chronic patients in the recovery of hepatosplenic tissue
and other organs. This is due to a lack of consistency in the different health systems adopted
by each country affected by schistosomiasis, i.e., there are deficiencies in individual follow
up, epidemiological surveillance and prevention measures.

Therefore, experimental epigenetic studies in vitro and in vivo, related to post transcriptional
regulation by microRNAs in Schistosomiasis mansoni, reveal potential markers to prognosis
and contributes to the knowledge of gene pathways and proteins linked to the clinical features
promoting the identifications of therapeutic targets.

These contributions are possible because of the advancement of New Generation Sequencing
(NGS) technology, such as the RNA sequencing methodology performed by Cabantous et al.
(2017)[11], which maps all differentially expressed microRNAs in the liver of patients with
fibrosis for comparison to healthy tissue of donors. Moreover, with the support of
bioinformatics, one can infer in the pathways that are being regulated at the time of evolution
of granulomas, transformation of hepatic stellate cells and the development of fibrosis. Thus,
the production of drugs and/or therapies to reduce the progress in the clinical features of these
chronic patients is not such a distant reality.

However, there is a lack of studies with different populations and in schistosomiasis caused
by Schistosoma mansoni. Having found a profile of upregulated or downregulated
microRNAs working in gene expression and contributing to fibrosis, the techniques need to
be standardized, considering that each published study has used different biological samples
such as serum, whole blood, liver tissue and exosomes. Also, the techniques of amplification
and the type of endogenous control were different, which hinders the normalization of the
analysis of expression and interpretation of the data.

Therefore, the use of microRNAs as biomarkers has not been well defined in schistosomiasis
yet, which requires studies that reproduce clinical trials in different types of populations,

using the most promising microRNAs of baseline studies and reducing analytical variables.
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Thus, one should investigate the sensibility and specificity of each chosen microRNA, with a
high number of individuals infected by S. mansoni and/or S. japonicum.

While in these years no new forms of treatment, diagnosis and prognosis were developed and
tested, more than 3.5 million of disability-adjusted life years (DALY) were caused by
schistosomiasis. According to WHO until 2015, more than a million years of life were lost
due to premature death and 2.5 million years of life were lost because of disability.
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Legends to Figures:

Figure 1. Flowchart of the systematic review, criteria used and main microRNAs found
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