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RESUMO

O Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) pode gerar complicacGes graves, como a Doenca
Renal Diabética (DRD) ou Nefropatia Diabética (ND), sendo esta a principal causa de
doenca renal terminal em todo 0 mundo. Na avaliag&o clinica da DRD em pacientes com
DM1, sdo utilizados marcadores como a Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) e a
Excrecdo Urinaria de Albumina (EUA). No entanto, o diagnostico precoce da DRD ainda
é um desafio. Por esse motivo, a investigagdo de marcadores moleculares, como o0s
microRNAs (miRNAs), oferece uma perspectiva promissora para o diagnostico precoce,
destacando-se pela sua estabilidade e capacidade de refletir manifestagdes moleculares
iniciais. Neste estudo, investigamos quatro miRNAs (hsa-let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-
miR-501-3p e hsa-miR-100-5p) relacionados a nefropatia em pacientes com DML1,
considerando a albumindria (micro e macro) como padrdo para avaliar 0S grupos.
Adicionalmente, foi analisado o efeito da vitamina D nos niveis de albumina antes e apds
o tratamento de DM1. Como resultado, observamos uma reducdo na expressdo do miR-
100-5p em pacientes com MIC, sugerindo um papel protetor na nefropatia. Além disso,
0s niveis de expressdo entre os grupos (Nao vs. EUA) nao foram significativos ao
comparar 0s miRNAs miR-501-3p e miR-143-3p. Por fim, 0 miR-143-3p e o miR-100-
5p foram associados a alguns genes-alvo, como AKT1, MMP13 e IGF1R, que estdo

conectados a vias de sinalizagcdo e metabolismo celular.

Palavras-chave: doenga renal diabética; nefropatia diabética; diabetes mellitus tipo 1;
miRNAs; hsa-miR-100-5p.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes Mellitus (TLDM) can generate severe complications, such as
Diabetic Kidney Disease (DKD) or Diabetic Nephropathy (DN), with it emerging as the
leading cause of terminal (end-stage) renal disease all over the world. For TIDM, the
clinical evaluation of DKD uses markers such as the Glomerular Filtration Rate (GFR)
and the Urinary Albumin Excretion (UAE). However, early diagnosis of DKD is still a
challenge. For this reason, investigating molecular markers, including microRNAs
(miRNAS), offers a promising perspective to an early diagnosis, highlighting the stability
and the ability to reflect incipient molecular manifestations. Thus, here we investigated
four miRNAs (hsa-let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-501-3p, and hsa-miR-100-5p)
regarding nephropathy in patients with TLDM, considering the albuminuria (micro and
macro) as a standard to evaluate the groups. In addition, we analyzed the effect of vitamin
D in albumin levels before and after treatment for TLDM. As a result, we found a reduced
expression of miR-100-5p in patients with MIC, indicating a protective role in
nephropathy. Beyond that, expression levels between the groups (Non vs. UAE) were not
significant when comparing the miRNAs miR-501-3p and miR-143-3p. Finally, miR-
143-3p and miR-100-5p were linked to some target genes such as AKT1, MMP13, and

IGF1R, that are connected to signal pathways and cellular metabolism.

Keywords: diabetic kidney disease; diabetic nephropathy; type 1 diabetes mellitus;
miRNAs; hsa-miR-100-5p.



1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca que pode apresentar diferentes classificacoes,
dependendo de suas causas e manifestacGes clinicas, sendo os principais o diabetes
mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e o diabetes gestacional (DMG).
Cada tipo possui caracteristicas distintas, com causas, fatores de risco e tratamentos
especificos (KHAN et al., 2019).

O diabetes mellitus tipo 2 corresponde a maioria dos casos diagnosticados. Nesse tipo
de diabetes, 0 organismo ndo utiliza adequadamente a insulina produzida ou ndo produz
insulina suficiente para controlar os niveis de glicose no sangue (KHAN et al., 2019;
MASTROTOTARO; RODEN, 2021). O estilo de vida sedentario, obesidade e
predisposicdo genética sdo alguns fatores de risco associados ao diabetes tipo 2. O
tratamento geralmente envolve mudangas na dieta, pratica regular de exercicios fisicos,
perda de peso, medicamentos orais ou, em casos mais graves, 0 uso de insulina (KHAN
etal., 2019; MARTIN-PELAEZ; FITO; CASTANER, 2020; WU et al., 2014).

O diabetes mellitus tipo 1, conhecido como diabetes insulinodependente ou diabetes
juvenil, é uma doenca metabdlica crénica caracterizada pela destruicdo autoimune das
células beta pancreaticas produtoras de insulina (AKIL et al., 2021). Essa forma de
diabetes é mediada por mecanismos imunoldgicos complexos, nos quais células do
sistema imunologico, como linfdcitos T, infiltram o pancreas e atacam as células beta
pancreaticas ocasionando a insulinite (BURRACK; MARTINOV; FIFE, 2017).

O processo de diagnéstico do DM1 envolve uma avaliacdo clinica abrangente,
comecgando pela identificagdo de sintomas como sede excessiva, fome aumentada, perda
de peso ndo intencional, fadiga e micgéo frequente. Além disso, é importante considerar
o historico médico do paciente, incluindo qualquer histérico familiar de diabetes ou outras

condi¢bes meédicas relevantes (HOLT et al., 2022).

Os testes laboratoriais desempenham um papel fundamental no diagnostico. Um
teste de glicose em jejum é conduzido ap6s um periodo de nao ingestao de alimentos por
pelo menos 8 horas. Se os niveis de glicose no sangue estiverem acima de 126 mg/dl (7
mmol/L) em duas ocasifes diferentes, isso sugere a presen¢a de diabetes. Outro teste
importante é a medicdo da hemoglobina Alc (HbALlc), que reflete os niveis méedios de

glicose no sangue ao longo de um periodo de 2 a 3 meses. Um valor igual ou superior a



6.5% indica diabetes. O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) envolve a ingestdo de
uma quantidade padronizada de glicose, com monitoramento dos niveis de glicose no
sangue em intervalos regulares. Se a glicose plasmatica estiver igual ou superior a 200
mg/dl (11.1 mmol/L) duas horas ap0s a ingestdo, o diagndstico de diabetes € confirmado
(LUCIER; WEINSTOCK, 2023; “Standards of Medical Care in Diabetes—2015
Abridged for Primary Care Providers”, 2015).

1.1. EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES

O diabetes mellitus (DM) € um preocupante e crescente questdo de satde publica
tanto no Brasil quanto globalmente, conforme relatérios da International Diabetes
Federation (IDF) essa condicdo afeta cerca de 536,6 milhdes de pessoas no mundo,
aproximadamente 32 milhGes na regido da America do Sul e Central e 16,8 milhdes de
individuos apenas no Brasil. As projecdes da IDF sdo ainda mais inquietantes, estimando
um notavel aumento nos casos de diabetes até 0 ano de 2045, onde a estimativa é de 783,2
milhdes de pessoas, ndo somente nos paises latino-americanos, mas em todo o globo
(MAGLIANO; BOYKO, 2021).

Quando observado de uma perspectiva nacional, a prevaléncia do diabetes mellitus
nos estados brasileiros variou de 5-9% em 2019, sendo mais acentuada nos estados das
regibes Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste. Notavelmente, uma analise retrospectiva
da progressdo da doenga no periodo de 2013 a 2019 revelou uma diminui¢do em alguns
estados, com destaque para o Estado do Amapa com reducdo de 10-25%, sendo o Unico
da Regido Norte com esse decréscimo, enquanto o Estado do Paré apresentou um aumento
de 10-25% (Figura 1) (REIS et al., 2022).

1a) In 2019 standardized by age 1b) Percent change from 2013 to 2019 in age-standardized
prevalence of diabetes

Prevalence ‘ = Change in prevalence

of diabetes mellitus

of diabetes mellitus g
h ] 5-6% h . 10 to 25% decrease

| 6-7% — 0 to 10% decrease
B 7-8% 1to 10% increase
3 ; B 8% | 10to 25% increase
v ;;;J\‘ 25 to 30% increase
- D 30 to 45% increase

. 45 to 60% increase

Figura 1. Epidemiologia da Diabetes no Brasil. FONTE: (REIS et al., 2022).



O DM1, embora represente uma parcela minoritaria, entre 5 a 10% dos casos totais
de diabetes no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2023) representa
uma preocupacdo crescente na saude global. Com estimativas apontando para cerca de
8,4 milhdes de pessoas afetadas em todo o mundo. No Brasil, em 2022, aproximadamente
588 mil brasileiros viviam com DML, distribuindo-se em 112 mil jovens abaixo de 20
anos, 402 mil adultos entre 20 e 59 anos, e 71 mil individuos acima de 60 anos
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021).

A projecdo para o futuro é igualmente inquietante, com estimativas sugerindo que até
2040 o numero de pessoas vivendo com DM1 no mundo podera atingir a faixa de 13,5 a
17,4 milhdes. Essa tendéncia alarmante aponta para um potencial problema de saldde
publica que requer uma abordagem abrangente e imediata (OGROTIS; KOUFAKIS;
KOTSA, 2023).

De fato, o DM1 impGe desafios significativos para a saude e o bem-estar dos
pacientes, o que pode impactar a expectativa de vida. Segundo a IDF, a estimativa de vida
de uma crianca diagnosticada com DM1 aos 10 anos de idade, no Brasil, varia entre 40 e
54 anos (Figura 2) (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021), em
comparacdo com a média de 77 anos da populacéo brasileira em geral (IBGE, 2022). Essa
disparidade na expectativa de vida realca a importancia de cuidados médicos
especializados, gestdo adequada da doenca e atengdo continua para mitigar complicacfes

e garantir uma melhor qualidade de vida para os pacientes.

<25 25-39 40-54 ss-69 M 570

Figura 2. Estimativa de vida total de uma crianca de 10 anos diagnosticada com DM1
em 2022. FONTE: (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2021)



1.2. COMPLICACOES DIABETICAS E A NEFROPATIA

Tanto o0 DM1 quanto o0 DM2 podem levar a complica¢des caracteristicas da doenca
quando os niveis glicémicos ndo estdo controlados adequadamente, bem como quando os
individuos apresentam dislipidemias (WU et al., 2022). Atualmente, ndo existem
medicamentos capazes de interromper a progressdo da doenca, sendo 0s tratamentos
disponiveis apenas paliativos. A persisténcia da hiperglicemia acarreta um desequilibrio
homeostatico que resulta em complicacdes como neuropatia (danos aos nervos
periféricos), problemas micro e macro vasculares, como retinopatia, cardiomiopatia
diabética e nefropatia (lesdo renal) (CIEZKI et al., 2022; WU et al., 2022).

Nesse contexto, a nefropatia diabética (ND) ou doenca renal diabética (DRD) é
uma doenca cronica que se caracteriza pela perda gradual da funcéo renal. Seu avanco
continuo e progressivo é acompanhando por sintomas inespecificos, o que pode dificultar
a identificacdo e o tratamento precoce dessa condigdo. A nefropatia diabética pode ser
classificada em pelo menos cinco estagios (SAMSU, 2021), mas estes estadgios ndo
necessariamente sao progressivos — por exemplo, nem todo individuo no estagio I evoluira

obrigatoriamente para os demais.

No estégio I, os pacientes apresentam microalbumindria, que se refere a detecgdo
de niveis moderados de albumina na urina, geralmente entre 30 e 300 mg/24h. A medida
que a doenca progride, ocorre a transicdo para o estagio Il, no qual os individuos
desenvolvem proteindria, caracterizada por uma excre¢do urinaria de alboumina superior
a 300 mg/24h. Nesse estagio, a proteindria se intensifica, indicando uma perda ainda
maior de proteinas. No estagio Ill, observa-se uma proteinuria ainda mais elevada e
descontrolada, evidenciando o comprometimento significativo da funcdo renal. No
estagio 1V, hd uma diminuicdo na taxa de filtracdo glomerular, o que leva a um aumento
nos niveis de creatinina sérica, indicando uma deterioracdo adicional da fung&o renal. Por
fim, no estéagio V, ocorre a perda completa da funcdo renal, levando o paciente a necessitar
de terapias de substituicdo renal, como a dialise ou transplante renal, representando uma
grande perda de qualidade de vida para o individuo (PAPADOPOULOU-MARKETOU
etal., 2018; SAMSU, 2021).



Estagio

Substitui¢io
renal

Diminui¢do da GFR

Macroalbuminria intensificada

Alteracdes clinicas

Figura 3. Evolucdo clinica da nefropatia diabética em cinco estagios.

A nefropatia diabética € uma complicacdo complexa e multifatorial, cuja etiologia
ainda ndo esta completamente elucidada. No entanto, até 0 momento, sabe-se que esse
processo de adoecimento pode ser desencadeado por mecanismos celulares envolvidos no
estresse oxidativo e na morte celular, culminando no aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e desencadeando a disfuncdo renal (EREKAT, 2022;
PAPADOPOULOU-MARKETOU et al., 2018; YANG,; LIU, 2022).

O ponto de partida para o desenvolvimento da ND é a persisténcia hiperglicémica
conjuntamente com a hipertensdo, ambas as condi¢Oes caracteristica do diabetes. A
elevacdo cronica dos niveis de glicose no sangue leva a ativacdo de diversas vias
metabdlicas, como a via dos polidis e a via da hexosamina, resultando no acumulo de
moléculas como sorbitol e frutose, alem da formacéo de produtos finais de glicosilacéo
avancada (AGEs) por meio da glicosilacio ndo enzimatica de proteinas
(PAPACHRISTOU; PAFILI; PAPANAS, 2021).

O acumulo de AGEs desencadeia respostas inflamatorias e estresse oxidativo nas
células renais, com a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(MILOUDI et al., 2019). Essas moléculas altamente instaveis causam danos oxidativos
as células endoteliais glomerulares (GECs), que revestem 0s vasos sanguineos nos rins.
Esse cenario leva a liberagcdo de citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose

tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6). A disfuncdo endotelial induz ainda a
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expressdo de moléculas de adeséo celular, como ICAM-1 e VCAM-1, além de fatores
inflamatorios, como a proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1), facilitando a
adesdo e a migracdo das células inflamatdrias para o tecido renal (BARRETT etal., 2017;
YANG; LIU, 2022).

Ainda sobre os fatores expressos em resposta ao estresse celular, destaca-se também
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é uma molécula essencial na
regulacao da angiogénese, cuja expressao aumenta em resposta a hiperglicemia e estresse
oxidativo. O VEGF promove a proliferacdo e permeabilidade dos vasos sanguineos,
contribuindo para a formag&o de novos vasos e, nos rins, acarreta a perda da seletividade
da barreira glomerular, prejudicando ainda mais a fungédo renal e contribuindo para a
progressdao da ND (ZHANG et al., 2020).

1.3. FATORES GENETICOS DO DIABETES TIPO 1

Genes diretamente associados aos processos patologicos dessa doenca
desempenham um papel fundamental em seu desenvolvimento e progressao. Entre esses,
destacam-se 0s genes envolvidos na apresentacdo de antigenos, particularmente os do
Complexo Principal de Histocompatibilidade Il (MHC I1), que tém sido amplamente
estudados. (GOODWIN, 2019; KIM et al., 2021). Nesse contexto, genes ndo pertencentes
ao MHC, mas que estéo relacionados aos mecanismos imunologicos de tolerancia central
e periférica, também apresentam relevancia significativa na predisposicdo ao diabetes.
(WARSHAUER et al., 2021). Adicionalmente, as vias de sinaliza¢éo insulinica, por meio
da interacdo de seus genes especificos, como esperado, emergem como atores principais
na modulagcdo do risco de desenvolvimento da doenga (GOOTJES et al., 2022). Os

principais genes desses grupos estéo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Caracterizacdo de genes associados ao diabetes tipo 1.

Genes Funcéo Correlagdo com a Referéncia(s)
Diabetes Tipo 1
HLA-DQA1 Antigeno Predisposicdo genética a (GOOTJES et al.,
leucocitario DML1 e autoimunidade 2022; YUAN;
humano de classe Il MERINO;
HLA-DQB1 Antigeno LARSSON, 2023)
leucocitario
humano de classe Il
HLA-DRB1 Antigeno
leucocitario
humano de classe Il
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INS Pré-proinsulina Influéncia na expressao
de insulina, resultando
em selecdo inadequada de
celulas T autorreativas e
autoimunidade
PTPN22 Tirosina fosfatase | Susceptibilidade genética
néo receptora para DM1
IL2RA Receptor da Polimorfismos associados
interleucina 2 a DML e resposta
autoimune
CTLA4 Antigeno citotdxico Risco de
linfocitério T4 desenvolvimento de DM1
IFIH1 Helicase indutora Resposta autoimune em
de interferon 1 DM1
ERBB3 Receptor do fator Patogénese do DM1
de crescimento
epidérmico tipo 3
SH2B3 Adaptador da Risco de
proteina da familia | desenvolvimento de DM1
Src
CD226 Molécula de adesdo | Regulacdo da resposta | (YUAN; MERINO;
de células naturais imunologicaem DM1 | LARSSON, 2023)
(DNAM-1)

Estudos recentes revelaram uma correlagéo significativa entre o desenvolvimento
e agravidade da DM1 e os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D [25(OH)D] ou vitamina
D (FERRAZ et al., 2022a; HUANG; WEN; YE, 2022; NAJJAR et al., 2021; PIKE;
CHRISTAKOS, 2017). Essa associacao deriva, em parte, do papel metabolico crucial
desempenhado por esse hormdnio em vérias vias intracelulares, especialmente aquelas
relacionadas ao sistema imune (AO; KIKUTA; ISHII, 2021). Especificamente, destaca-
se a habilidade da 25(OH)D em induzir a producdo de citocinas anti-inflamatorias, como
a IL-10, em células dendriticas, assim como a IL-4, que por sua vez desempenha um papel
essencial na polarizacdo da resposta imunologica em direcdo ao perfil Th2, caracterizado
por sua atividade anti-inflamatoria e capacidade de promover a reparacdao tecidual.
Adicionalmente, a forma ativa da 25(OH)D também parece exercer um papel crucial na
inibicdo da secrecdo de moléculas pro-inflamatdrias, como o TNF-alfa e o INF-gama
(AO; KIKUTA; ISHII, 2021; BERER et al., 2000; JOSHI et al., 2011). E importante
destacar que esse perfil contrasta com o padrdo observado na DM1, ressaltando ainda
mais a importancia dessas descobertas para a compreensdo e 0 manejo dessa condicdo

autoimune.
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Ha indicios de que variantes presentes em genes relacionados a via biosintética e

metabolica da 25(OH)D desempenhem um papel fundamental no surgimento e na

manutencdo do DM1, podendo influenciar os niveis de vitamina D no organismo e afetar

assim a suscetibilidade ao desenvolvimento dessa condicdo (FERRAZ et al., 2022a;
MANOUSAKI et al., 2021; NAJJAR et al., 2021). No Quadro 2, sdo apresentados alguns
achados relevantes que relacionam essas variantes genéticas com os niveis de 25(OH)D.

Quadro 2. Polimorfismos ja associados aos niveis de vitamina D.

significativo em
individuos com
gendtipos CC + TC

Gene Polimorfismo Observacao Referéncias

CYP2R1 rs10741657 Melhora na (CERNEA,;
absorcéo de DOBREANU; RAZ,
25(0OH)D 2010; PASCHOU et

al., 2018)

CYP2R1 rs117913124 Sem efeito (HUBER et al., 2008)
significativo

DHCR7/NADSYN1 | rs12785878 Aumento dorisco | (NAJJIAR et al., 2021;
de deficiéncia de WORLD HEALTH
25(0OH)D ORGANIZATION,

2016)

GC rs3755967 Melhora na (PIKE;
disponibilidade de | CHRISTAKOS, 2017)
25(0OH)D

CYP24A1 rs17216707 Diminuicdo na (JIANG,; KIEL;
ativacdo da KRAFT, 2019)
25(0OH)D

AMDHD1 rs10745742 Desconhecido (WANG; ZHU;

DELUCA, 2012)

SEC23A rs8018720 Desconhecido (INFANTE et al.,

2019)

VDR rs1544410 Niveis mais baixos | (FERRAZ et al.,
de 25(OH)D em 2022a)
individuos com
gendtipo AA

rs731236 Niveis mais baixos
de 25(OH)D em
individuos com
gendtipo CC

rs2228570 Niveis mais altos
de 25(OH)D em
individuos com
gendtipo TT

rs2228570 Sem efeito

13




Compreendida a relevancia da vitamina D na predisposic¢ao ao surgimento do DM1
— como seu impacto na secrecdo de insulina pelas células beta pancreaticas, o estimulo a
producdo de transportadores de glicose em células periféricas e sua notavel atuacdo na
regulacdo do sistema imune —, justifica-se o seu uso no tratamento do DM1 (INFANTE
etal., 2019; WU et al., 2023).

1.4. FATORES EPIGENETICOS DO DIABETES TIPO 1

Conforme mencionado anteriormente, 0 DM1 esta fortemente associado a fatores
genéticos. No entanto, considerando a complexidade do organismo humano, outros
elementos moleculares também podem desempenhar um papel significativo no
desenvolvimento do DM1. Entre esses elementos, os processos de regulagdo da expressao
génica pré- e poés-transcricional tém recebido atencdo crescente (AKIL et al., 2020;
FERRAZ et al., 2022b; JERRAM; DANG; LESLIE, 2017; PANG et al., 2022).

Estudos recentes de associagdo quantitativa de loci metilados (mQTL)
demonstraram que genes envolvidos em processos bioldgicos importantes, como secrecao
de insulina, ciclo celular e resposta imunolégica, podem apresentar padrdes distintos de
metilacdo e expressdo em individuos com DM1 em comparacdo com aqueles sem a
doenca. Essas alteracdes epigenéticas impactam na funcao dos genes relacionados e, por
sua vez, afetam a suscetibilidade ao desenvolvimento e progressédo do DM1 (AKIL et al.,
2020; JERRAM; DANG; LESLIE, 2017). O Quadro 3 mostra genes que Sao

epigeneticamente modulados j& descritos na literatura em relagdo ao DML1.

Quadro 3. Genes epigeneticamente modulados ja descritos na literatura como

relacionados ao DM1.

Gene Processos Bioldgicos Referéncias
Integrin subunit Transdugdo de sinal; adesédo celular;
beta 3 binding migracao celular; regulacédo do ciclo celular | (YE etal., 2018)
protein
(ITGB3BP)

AF4/FMR2 family | Regulacédo da transcricdo génica; regulacdo
member 3 (AFF3) | da expressdo génica
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Protein tyrosine
phosphatase non-

Regulacdo da sinalizacdo intracelular;
modulacdo da resposta imunoldgica

receptor type 2

(PTPN2)

Cathepsin H Processamento de proteinas; resposta
(CTSH) imunologica; inflamacao

Cytotoxic T Regulacdo da resposta imunoldgica;
lymphocyte- modulacdo da ativacao de linfocitos T

associated protein

4 (CTLAAY)

Glutathione Detoxificacdo de peroxidos; protecdo | (OLSSON et al.,
peroxidase 7 contra o estresse oxidativo; homeostase das | 2014)
(GPX7) células beta pancreéticas

Glutathione S- Detoxificacdo de substancias xenobidticas;
transferase theta | metabolismo celular; homeostase das

1 (GSTT1) celulas beta pancreéticas

Sorting nexin 19 Endocitose; reciclagem de proteinas;

(SNX19)

homeostase das células beta pancreaticas

1.5. RNAs NAO CODIFICANTES E OS miRNAs

Os RNAs ndo codificantes (do Inglés, non-coding RNAs ou ncRNA) correspondem
a uma classe de moléculas que ndo estdo diretamente envolvidas com a sintese de
proteinas, mas desempenham papéis cruciais na atividade celular, como diferenciacéo,
controle de proliferacao e regulacdo da expressdo génica (HE et al., 2023). Os ncRNAs
sdo divididos em duas categorias: funcionais e regulatorios. Estes ultimos sao
subdivididos em duas outras classes, conforme o tamanho: os Long Non-coding RNAs
(IncRNAs), com mais de 200 nucleotideos (200 nt) (MATTICK et al., 2023), e os Short
ou Small Non-coding RNAs (sncRNAs), com 18-200 nt (WATSON; BELLI; DI PIETRO,
2019).

Entre os sncRNAs estdo os miRNAs, pequenas moléculas compostas por
aproximadamente 22 nucleotideos e produzidas intracelularmente como RNAS nao
codificantes (ncRNAs) reguladores. Desempenhando um papel crucial em diversas vias
bioldgicas fundamentais e influenciando multiplas funcGes celulares, esses MiIRNAS tém
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0 poder de induzir tanto condi¢cbes normais quanto patoldgicas em variados sistemas
bioldgicos por sua atuacdo no silenciamento do RNA mensageiro (NRNA) (O’BRIEN et
al., 2018).

Inicialmente, a biogénese comeca com a transcricdo de genes especificos que
codificam pri-miRNAs, que sdo longas moléculas de RNA com estruturas em forma de
laco. Essas moléculas sdo processadas no nicleo por um complexo enzimatico que inclui
a proteina Drosha e DGCRS, resultando na formacdo de pre-miRNAs, que sao
intermediarios de miRNA com uma estrutura de haste (Figura 2) (O’BRIEN et al., 2018;
WATSON; BELLI; DI PIETRO, 2019).

Apds a formacdo do pre-miRNA, este é transportado do nucleo para o citoplasma,
um passo mediado pela proteina exportina-5. Uma vez no citoplasma, o pre-miRNA é
clivado pela enzima Dicer, que remove a parte da al¢a, gerando um duplex de miRNA de
cadeia dupla. Este duplex é composto por duas fitas de RNA, mas apenas uma delas,
geralmente a que é menos estavel, é incorporada ao complexo RISC (RNA-induced
silencing complex), enquanto a outra fita é degradada. O miRNA que se liga ao RISC
desempenha um papel crucial na regulacdo da expressdo génica. Ele se liga a regides
especificas dos mRNAs-alvo, frequentemente na regido 3' UTR (untranslated region), o
que pode levar a degradacdo do mRNA ou a inibicdo da traducdo (WATSON; BELLI; DI
PIETRO, 2019).

w
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Figura 4. Biogénese e funcdo de miRNAs. Fonte: Adaptado de (WATSON et al., 2019).

Essa capacidade de regular a expressdo génica torna 0s miRNAs essenciais em
diversos processos bioldgicos, incluindo desenvolvimento, diferenciacdo celular e
resposta a estresses celulares. Além disso, a disfungdo na biogénese ou na agdo dos
miRNAs estd associada a varias doencas, incluindo doencas renais decorrentes da
complicagio da DM como a ND (BHATT; KATO; NATARAJAN, 2016;
NASCIMENTO; DOMINGUETI, 2019).
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E importante ressaltar que mesmo alteragdes sutis nos niveis de miRNAs podem
acarretar efeitos significantes nas células. Sabe-se que mudancas na expressao destes
miRNAs estdo associadas ao desenvolvimento de diversas doengas humanas (BARUTTA
et al., 2022). Por exemplo, pesquisas tém demonstrado que miRNAs especificos
associados ao DM2, como miRNA-29a-3p, miRNA-122-5p, miRNA-124-3p e miRNA-
320a, exibiram reducdo em seus niveis ap6s a realizacdo de cirurgia bariatrica em
individuos obesos, o que aparentemente estd relacionado a melhora na secrecdo de
insulina, reducdo da resisténcia a insulina e protecdo da funcdo das células beta
pancreaticas (ZHU et al., 2017).

De fato, os miRNAs emergem como importantes reguladores na fisiologia dos rins
e seu papel tem sido cada vez mais reconhecido na patogénese de diversas doencas renais.
No contexto da nefropatia diabética, estudos tém apontado para um impacto significativo
dos miRNAs no desenvolvimento e manutencdo da condicdo (BHATT; KATO;
NATARAJAN, 2016; NASCIMENTO; DOMINGUETI, 2019). Quando analisados sob
a perspectiva dos principais componentes subjacentes e progressivos da nefropatia — ou
seja, a transi¢do epitelio-mesenquimal (EMT) das células renais, a hipertrofia glomerular,
a fibrose e a inflamagé&o tecidual — os miRNAs exibem uma natureza dual, apresentando

efeitos tanto protetores quanto patogénicos nesses processos.

Assim, diversos estudos tém se concentrado em investigar o impacto de miRNAS
amplamente investigados nas doencas renais. Um exemplo notéavel reside no miR-21, o
qual exibe um efeito protetor ao interagir com diversos genes, incluindo a via de
sinalizacdo da fosfatase e tensina homologa (Phosphatase and tensin homolog — PTEN)
(MAHTAL et al., 2022). Em condigdes normais, vale destacar que o PTEN desempenha
um papel de supressor tumoral, porém, na doenca renal induzida pelo diabetes, é
implicado no processo de transicdo epitélio-mesenquimal (LI et al., 2019). A Figura 4
esclarece e sumariza 0s principais achados sobre os principais miRNAs ja investigados

no contexto da ND.
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Figura 5. Principais miRNAs ja investigados no desenvolvimento da ND. FONTE:
(MAHTAL et al., 2022)

Recentemente, Ferraz et al. (2022b) conduziram uma pesquisa que revelou miRNAS
diferencialmente expressos em uma coorte brasileira, sugerindo uma alta contribuicao de
processos metabdlicos mitocondriais na patogénese do DM: hsa-miR-26b-5p, hsa-let-7i-
5p, hsa-miR-100-5p, hsa-miR-143-3p e hsa-miR-501-3p. Além disso, a disfuncdo
mitocondrial tem sido implicada como um componente chave na fisiopatologia da ND.
Alteracbes nos miRNAs que regulam processos metabdlicos celulares como um todo,
nucleares e mitocondriais, podem influenciar diretamente a homeostase energética e a
resposta celular ao estresse oxidativo, contribuindo para a disfuncéo renal observada na
ND (AHMAD; DRAVES; ROSCA, 2021; FERRAZ et al., 2022b; MIMA, 2022).

1.5.1. miRNAs COMO POSSIVEIS BIOMARCADORES

A identificacdo precoce de individuos com DM é de extrema importancia para o
tratamento eficaz e para evitar complicacfes cronicas, como a nefropatia diabética (AKIL
et al., 2021). Atualmente, o diagnostico da DM é baseado em critérios clinicos, como a
glicemia de jejum elevada e a presenca de sintomas caracteristicos e deteccdo de
autoanticorpos contra antigenos das ilhotas pancreaticas ICA, 1AA, 1A-2, I1A-2, GADA
e ZnT8. Todavia, esses biomarcadores ndo sdo indicadores confidveis para reconhecer
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individuos em risco de desenvolver o DM1, pois, embora a maioria dos individuos no
inicio do DM1 teste positivo para alguns autoanticorpos, nem todos progredirdo para
desenvolver a doenca, tornando dificil distinguir aqueles que serdo afetados daqueles que
ndo serdo (GUAY; REGAZZI, 2013).

Nesse contexto, os microRNAs tém sido amplamente investigados como potenciais
biomarcadores para o diagndstico precoce do Diabetes Mellitus (DM). Alguns miRNAS
estdo correlacionados com a presenca e a gravidade da doenca, tornando-os candidatos
promissores para esse proposito. Exemplos incluem os cinco miRNAs destacados por
FERRAZ et al., 2022b, que apresentam expressao diferencial em pacientes com DM Tipo
1. Da mesma forma, busca-se avaliar a aplica¢do desses miRNASs no diagnostico precoce
de outras condi¢bes associadas ao DM Tipo 1, como a nefropatia diabética (ND). A
analise desses e de outros miRNAs pode facilitar a deteccdo precoce de diversas
condicbes patologicas em estagios iniciais, permitindo a rapida identificacdo do
estadiamento e possivel progressdo da doenca, o que possibilita intervencdes terapéuticas

mais eficazes.

Quando se trata da nefropatia diabética, a identificacdo precoce é ainda mais crucial,
uma vez que a ND € uma das principais complica¢des do diabetes e € uma das maiores
causadoras de doenca renal cronica em todo o mundo (WU et al., 2022). Nesse contexto,
0s MiRNAs também tém mostrado um grande potencial como biomarcadores no
diagnostico e monitoramento da ND, considerando que estudos tém identificado miRNAs
especificos associados ao desenvolvimento e progressao da ND. Por exemplo, 0 miR-126
tem sido relacionado a um efeito nefro-protetor, e sua reducdo na urina foi associada ao
desenvolvimento da ND (NASCIMENTO; DOMINGUET]I, 2019).

Em resumo, os miRNAs tém se mostrado como potenciais biomarcadores tanto no
diagnostico precoce do diabetes mellitus tipo 1 quanto no diagnéstico da nefropatia
diabética. Sua deteccdo em amostras de sangue e urina pode fornecer informacGes
importantes para 0 manejo adequado dessas condi¢des, permitindo intervencdes
terapéuticas precoces e reduzindo o risco de complicacdes cronicas associadas ao DM1.
No entanto, sdo necessarias mais pesquisas para validar plenamente o uso dos miRNAs

como biomarcadores na pratica clinica.
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2. JUSTIFICATIVA

A Nefropatia Diabética (ND) é uma complicacao grave e progressiva do diabetes
mellitus, que afeta significativamente a qualidade de vida dos pacientes e representa uma
das principais causas de doenca renal cronica em todo o mundo. Apesar de décadas de
pesquisa e avangos no tratamento do DM1, ainda ndo se compreende completamente a
fisiopatologia subjacente a ND. Portanto, € essencial aprofundar os conhecimentos sobre
0s mecanismos moleculares envolvidos nessa condicdo, a fim de identificar novos alvos
terapéuticos e desenvolver abordagens mais eficazes para retardar ou prevenir sua
progressdao (PAPADOPOULOU-MARKETOU et al., 2018; REIS et al., 2022).

Atualmente, hd um crescente interesse no papel dos microRNAs circulantes no
sangue como biomarcadores e reguladores de processos biolégicos envolvidos na
patogénese de diversas doencas, incluindo a ND. Eles tém sido implicados na modulagéo
de vias moleculares relacionadas ao estresse oxidativo, inflamacao, fibrose e disfuncéo
endotelial, processos que estdo associados ao desenvolvimento e progressao da ND
(BARUTTA et al., 2022; FERRAZ et al., 2022b; GUAY; REGAZZI, 2013).

O estudo dos microRNAs circulantes na ND pode fornecer informagGes valiosas
sobre a assinatura molecular especifica dessa condigdo e permitir a identificacdo de perfis
moleculares associados a diferentes estagios da doenca, desde o inicio até as fases mais
avancadas. Além disso, o perfil de microRNAs circulantes pode ser uma ferramenta
promissora para diagnéstico precoce, prognostico e estratificacdo de risco em pacientes
com DM1, bem como para monitorar a progressdo da ND ao longo do tempo (BHATT;
KATO; NATARAJAN, 2016; NASCIMENTO; DOMINGUETI, 2019).

Portanto, a investigacdo das alteracOes epigenéticas mediadas por miRNAs no DM1
e sua relagdo com a nefropatia diabética sdo fundamentais para o avanco do conhecimento
cientifico nessa area. A compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a essas
alteracdes podera proporcionar o desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico,
progndstico e terapia para 0 DM1, melhorando significativamente a qualidade de vida dos
pacientes afetados por essa condicdo crénica e suas complicacdes nefrolégicas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

e Investigar a expressdo de microRNAs circulantes no diabetes mellitus tipo 1 em

relagdo a nefropatia diabética.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a associagdo entre os niveis de expressdo de miRNAs circulantes e 0s
marcadores clinicos de nefropatia diabética antes e depois do tratamento com vitamina D;

e Investigar a fungdo dos miRNAs identificados em diferentes processos biologicos
relacionados a nefropatia diabética;

e Avaliar a capacidade dos miRNAs circulantes em estimar o risco de

desenvolvimento e progressao da nefropatia diabética em pacientes com diabetes tipo 1.
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4, CAPITULO 1

Este capitulo é referente ao artigo intitulado “Downregulation of hsa-miR-100-5p
May Be a Protective Factor in the Early Stages of Nephropathy in Type 1 Diabetes
Mellitus”, publicado na edi¢do especial “Molecular Research on Type 1 Diabetes and Its
Complications” do periddico cientifico International Journal of Molecular Sciences

(Fator de Impacto: 4.9).
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Abstract: Type 1 Diabetes Mellitus (TIDM) can generate severe complications, such as Diabetic Kidney
Disease (DKD) or Diabetic Nephropathy (DN), with it emerging as the leading cause of terminal
(end-stage) renal disease all over the world. For TIDM, the clinical evaluation of DKD uses markers
like the Glomerular Filtration Rate (GFR) and the Urinary Albumin Excretion (UAE). However, early
diagnosis of DKD is still a challenge. For this reason, investigating molecular markers, such as
microRNAs (miRNAs), offers a promising perspective to an early diagnosis, highlighting the stability
and the ability to reflect incipient molecular manifestations. Thus, here we investigated four miRNAs
(hsa-let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-501-3p, and hsa-miR-100-5p) regarding nephropathy in
patients with TIDM, considering the albuminuria (micro and macro) as a standard to evaluate the
groups. As aresult, we found a reduced expression of miR-100-5p in patients with MIC, indicating a
protective role in nephropathy. Beyond that, expression levels between the groups (Non vs. UAE)
were not significant when comparing the miRNAs miR-501-3p and miR-143-3p. Finally, miR-143-
3p and miR-100-5p were linked to some target genes such as AKT1, MMP13, and IGFIR, that are
connected to signal pathways and cellular metabolism.

Keywords: diabetic kidney disease; diabetic nephropathy; type 1 diabetes mellitus; miRNAs;
hsa-miR-100-5p

1. Introduction

Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) is the resulting condition of the autoimmune destruc-
tion of beta-pancreatic cells, which are responsible for insulin production. This condition
increases blood glucose, causing alterations in various body systems, including cardio-
vascular and renal. These complications are not TIDM exclusive, but common to Type 2
Diabetes Mellitus (T2DM), and both are associated with molecular and metabolic changes
due to the syndrome [1-3].

One of the most significant complications of diabetes is Diabetic Nephropathy (DN)
or Diabetic Kidney Disease (DKD), a form of Chronic Kidney Disease (CKD) [4,5]. We can
observe this medical condition’s clinical evolution in Figure 1. These events result from
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diverse structural molecular and cellular alterations, such as the epithelial-mesenchymal
transition, glomerular hypertrophy, and fibrosis, all contributing to the progressive loss
of kidney function [6]. Diabetic Kidney Disease (DKD) emerges as the leading cause of
terminal renal disease in the world [7]. This complication significantly impacts 20 to 40% of
patients diagnosed with Diabetes Mellitus (DM) [8].

T T

GFR
< 10mm/min
| GFR at rate of 10%
annually

UAE > 300mg/24h

Clinical Changes

Figure 1. Five stages (I-V) of Diabetic Nephropathy’s clinical evolution.

Triage protocols can change according to the type of diabetes diagnosed. For each
patient with T2DM, the recommendation is to begin screening right after the diagnosis.
Patients with T1IDM should undergo it for five years after the diagnosis. It is crucial to
highlight that there are specific protocols for teenagers, those in the pubertal phase, and
individuals with uncontrolled glycemic levels; the screening must be conducted as soon as
possible, and annually [5]. DKD’s clinical evaluation is based on specific diagnostic criteria.
Glomerular Filtration Rate (GFR) values of less than 60 mL/min/1.73 m and Urinary
Albumin Excretion (UAE) with a sustained increase over a minimum period of three
months are considered indicators of significant renal impairment. The increased UAE can
be defined by the albumin quantification in 24 h urine, with values higher than 30 mg/24 h,
or by an albumin/creatinine ratio (ACR) equal to or greater than 30 mg/g [4,7,9].

The continuous monitoring of GFR, combined with the measurement of UAE, pro-
vides not only the detection of DKD but also contributes to categorizing the disease into
specific stages. This structured approach, with patient stratification in stages, enables the
definition of appropriate therapeutic measures, tailored to the specific needs of each stage
of DKD [9]. Despite UAE and GFR being widely used to monitor patients with DKD, these
methods have limitations, especially regarding early diagnosis, because observed clinical
manifestations already represent the consequences of alterations in renal physiology, so the
early identification of DKD remains a challenge [10].

Therefore, studies have concentrated on identifying molecular markers that could
improve DKD diagnosis. A notable example of this approach is the investigation of
microRNAs (miRNAs), non-coding RNAs (ncRNAs) composed of approximately 20-22 nu-
cleotides, which play a crucial role in regulating gene expression at the post-transcriptional
level. These molecules perform their function by binding to mRNA’s 3'UTR region, result-
ing in the suppression of translation or their degradation [11].

Investigating molecular markers such as miRNAs presents a promising prospect in
mitigating the restrictions associated with conventional diagnostic methods and enabling
the early identification of Diabetic Kidney Disease (DKD). This is based on the intrinsic
stability of these miRNAs, which can reflect manifestations at molecular levels that are still
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incipient [9,12]. Several research groups have identified miRNAs differentially expressed in
patients with and without DKD, using biological samples such as serum and urine [6,9,13].
However, due to the heterogeneity of the population, these studies have faced challenges
in reproducibility in different cohorts.

Thus, it is crucial to identify specific molecular signatures that can improve early
diagnosis, especially in people from the North of Brazil, where genetic and environmen-
tal characteristics can markedly vary if compared with the rest of the country and the
world [14]. This personalized approach can contribute to a more effective diagnosis and
a therapeutic plan of action’s implementation in the early management of DKD. Here,
considering a previous study from our research group [15], we investigated four miRNAs
(hsa-let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-501-3p e hsa-miR-100-5p) and their association
with nephropathy in patients with TIDM from the North of Brazil. Additionally, other
studies identified these five miRNAs, possibly involved in DRC, caused by T2DM or other
diseases [16-19].

2. Results
2.1. Sample Characterization

After analyzing the clinical variables, we observed that there was a significant change
between the clinical analytes studied related to DKD, according to the classification of
albuminuria: normoalbuminuria or non-UAE (Non, n = 12), microalbuminuria (MIC, n = 4)
and macroalbuminuria (MAC, n = 3). Table 1 shows the clinical characteristics of each
studied group.

Table 1. Clinical characteristics of the different TIDM groups.

Variable Non (n =12) MIC (n=4) MAC (n=3)
BMI 231+ 39 227422 298 + 6.6
FBG 203.2 + 1013 76.3 +27.5 136.7 + 234
GFR 121.8 +12.1 117.1+ 265 83.7 £ 334

Creatinine 07+ 0.2 08+03 14+02

Data are expressed as mean + SD. BMI indicates Body Mass Index; FBG, Fasting Blood Glucose; and GFR,
Glomerular Filtration Rate. FBG with multiple significant comparisons: MIC vs. Non (p = 0.036); GFR, MAC
vs. Non (p = 0.019); Creatinine, MAC vs. MIC (p = 0.001) and MAC vs. Non (p < 0.001); Urea, MAC vs. Non
(p=0.016). No difference was observed in BMI between the groups (p = 0.052).

2.2. Characterization of miRNAs

We performed an analysis of four (let-7i-5p, mir-143-3p, mir-501-3p, mir-100-5p) of
the five miRNAs, identified by Ferraz et al. [15] in the context of albuminuria in Diabetic
Nephropathy. Figure 2A shows the relation between the ACT of the analyzed miRNAs;
“ACt” represents the difference in cycle threshold (Ct) values between the endogenous
reference gene and the target gene of interest. Although we had observed differences in
the ACT rate of these miRNAs between the Non, MIC, and MAC groups, they were not
statistically significant in all cases.

Figure 2B shows the relation between the ACT values of miRNAs hsa-let-7i-5p
(p =0.078), hsa-mir-143-3p (p = 0.133), hsa-mir-501-3p (p = 0.133) and hsa-mir-100-5p
(p =0.030) in individuals with microalbuminuria (MIC) and normoalbuminuria (Non).
We observed that mean values of ACT for hsa-mir-100-5p were significantly higher in the
MIC group when compared to the Non group, indicating the high expression of these
miRNAs in the Non group. Figure 2C shows the comparison between the ACT values
of these four miRNAs for Non and MAC groups; however, they were not statistically
significant in all cases.
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Figure 2. Expression profiles of the four miRNAs in three different conditions. (A) Non AUE

(n =12) and AUE (n = 7) patients: hsa-let-7i-5p (p = 0.299), hsa-mir-143-3p (p = 0.592), hsa-mir-501-3p
(p = 0.068), and hsa-mir-100-5p (p = 0.142). (B) Comparison of —ACT values between Non (n = 12)
and MIC (n = 4): hsa-let-7i-5p (p = 0.078), hsa-mir-143-3p (p = 0.133), hsa-mir-501-3p (p = 0.133),
and hsa-mir-100-5p (p = 0.030) *. (C) Comparison of the average —ACT values between the Non
(n =12) and MAC (n = 3) groups for the miRNAs: hsa-let-7i-5p (p = 0.840), hsa-mir-143-3p (p = 0.448),

hsa-mir-501-3p (p = 0.233), and hsa-mir-100-5p (p = 1.000).
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3. Discussion
3.1. hsa-let-7i-5p

Three of these miRNAs were previously highlighted by other researchers, considering
the identification of molecular biomarkers linked to albuminuria. In a context related
to DKD in T2DM patients and other complications, Prabu et al. compared Non-UAE
T2DM vs. MAC T2DM and observed the hyperregulation of hsa-let-7i-5p in extracellular
vesicles present in the urine of patients [16]. In addition, the same authors identified
four miRNAs (hsa-let-7i-5p, miR-15b-5p, miR-24-3p, miR-27b-3p) that together compose a
molecular signature able to distinguish Non-UAE T2DM patients from UAE (MIC/MAC)
patients, showing promising levels of sensitivity and specificity, with an AUROC above
85%—the AUROC (Area under the ROC Curve) is a performance metric that evaluates
the discrimination of a model. An AUROC of 85% means that the model has a good
discriminatory ability: 85% of the time, the model will correctly assign a higher absolute
risk to a randomly selected patient with an event (DM UAE) than to a randomly selected
patient without an event (DM Non-UAE) [20]. An AUROC higher than 85% represents
good performance [21] and demonstrates that, to some extent, hsa-let-7i-5p contributes to a
miRNA signature present in individuals with DKD, suggesting a possible involvement of
this miRNA in this pathological process.

Following the analysis, when the authors investigated the target genes associated with
these miRNAs and their biological interaction, three protein networks were identified: one
involving the Wnt/ 3-catenin signaling cascade, one involving activin receptor signaling,
and the last involving the cell differentiation and proliferation [16].

The Wnt/ B-catenin signaling pathway plays an essential role in the modulation of
cellular proliferation, differentiation, and organ development, including the kidney. Its
inappropriate activation has been linked to a variety of kidney disorders, including DKD.
Similarly, activin receptor signaling is related to the cell’s growth regulation, differentiation,
and immune response, and it is also associated with kidney disorders such as renal fibrosis.
Beyond that, the regulation of cell differentiation and proliferation plays a crucial role in
the pathophysiology of DKD, since cell dysfunction and uncontrolled proliferation can
contribute significantly to the progression of kidney disease [22-24].

3.2. hsa-miR-143-3p

Additionally, in individuals diagnosed with arterial hypertension and CKD, a study
conducted by Perez-Hernandez and colleagues [17] observed an upregulation of miR-
143-3p, especially in urinary exosomes. It is suggested that miR-143-3p is one of the
molecular components implicated in the loss of plasma proteins. This intriguing molecular
mechanism of plasma protein loss can occur due to factors both external and internal to
renal anatomy and physiology [25]. A promising mechanism is the effect caused by the
overexpression of miR-143-3p, observed in podocytes, which, when stimulated by TGF-3,
showed an increase in this miRNA'’s expression in response to the stimulus [26,27]. This
upregulation resulted in the negative regulation of glycoproteins such as syndecan (SDC)
and versican (VCAN) [26]. These glycoproteins are involved in intercellular adhesion,
migration, proliferation, and cellular differentiation processes [28].

According to Miiller-Deile and colleagues [26], the downregulation of these proteins
resulted in alterations in the structure and function of the glomerular filtration barrier,
contributing to the development of a nephrotic profile in zebrafish larvae. This nephrotic
profile was mainly characterized by the loss of plasma proteins, observed through fluo-
rescence detected in the ocular vessels of Tg(l-fabp:DBP:EGFP) zebrafish under optical
microscopy [26]. Additionally, there may also be a paracrine crosstalk between podocytes
and other cells of the renal structure, such as Glomerular Endothelial Cells (GECs), through
the release of Exosomal Vesicles (EVs) containing miRNAs excreted by podocytes [17].

This type of communication has been previously observed between GECs and other
cell types [29]. Another indication of this communication is that the increase in miR-143
expression in podocytes results in the negative regulation of VCAN and SDC isoforms not
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only in podocytes but also in glomerular endothelial cells, since these cells also express
isoforms of miR-143 target genes [26], such as SDC1, SDC3, and VCAN, and since these
cells are histologically adjacent to podocytes [30], they may be subject to regulation by
interference from external EVs. In summary, these data indicate that glomerular glycocalyx
proteins (DSC and VCAN) are regulated by miR-143 and that miR-143 may be a novel
agent in TGF-p-induced glomerulonephropathy, as its overexpression causes functional
and structural impairments in the glomerular filtration barrier [26].

Currently, there is not much information in the global literature regarding miR-143-3p
and Diabetic Nephropathy. In a previous study made by Perez-Hernandez et al. [17],
individuals with hypertension who also had DKD showed an upregulation of miR-143-3p,
particularly in the urine exosome miRNome. In that study, miR-143-3p was one of the
miRNAs selected for validation in a confirmatory group of hypertense patients with and
without albuminuria. However, the results showed no significant differences in miR-143-3p
expression levels between the groups [16].

Regarding DKD, miR-143-3p may be involved in its pathogenesis, as in a study by
Miiller-Deile and collaborators, where the overexpression of miR-143 results in a nephrotic
phenotype, including generalized edema, loss of plasma proteins, the swelling of glomeru-
lar endothelial cells and the loss of glomerular endothelial fenestration. These data indicate
a dysfunction in the glomerular filtration barrier [24].

3.3. hsa-miR-501-3p

Although significant differences in expression levels between the groups (Non vs.
UAE) in our cohort for miR-501-3p were not found, previous studies highlight variations
in this miRNA’s levels. For example, in the Chinese population, DKD patients in stage V
presented a significant downregulation of miR-501-3p when compared with DKD patients
in stage I [18]. In in vitro cells, the overexpression of mir-501-3p markedly inhibits cellular
proliferation, inducing an interruption of the G1 phase [31]. This mechanism happens
through the genetic suppression of WTAP, a target gene of mir-501-3p, the data of which
were confirmed by other experiments. The WTAP suppression produces inhibitor effects of
cellular proliferation [31].

According to the literature, miR-501-3p was identified as differentially expressed
(downregulated) in serum samples from patients with Alzheimer’s disease [32] and
breast cancer cells [33]. Thus, miR-501-3p seems to be intimately involved in cell
proliferation [32,33]. Cell proliferation is commonly observed in the early stages of DKD,
in which there is an increase in GFR because of an increase of glomerular mass, in response
to incentives, such as induction by TGF-f [25]. With its dual behavior in disorders related
to cell proliferation, it is not possible to precisely determine whether miR-501-3p acts
in a pathogenic or protective manner, as it may be attempting to suppress a pathogenic
biological process as well as contributing to the development of this pathology.

3.4. hsa-miR-100-5p

Here, we found that hsa-miR-100-5p may be associated with nephropathy protection.
Assmann et al. indicate a lower miR-100-5p expression in patients with TIDM without
comorbidities [19]. However, we did not identify any suggestions of an involvement of
this miRNA in albuminuria in patients with TIDM, so this finding is the first related to the
association of this miRNA with Diabetic Nephropathy. This review revealed that miR-100
is significantly downregulated in serum /plasma samples from patients with TIDM [19].

In addition, other authors have identified that, through the interaction with the mech-
anistic Target of Rapamycin (mTOR) signaling pathway, this miRNA may be involved in
cell growth and proliferation [19,34,35]. mTOR is a crucial protein kinase in regulating cell
growth and proliferation, as well as integrating signals from nutrients, energy, and growth
factors to coordinate the cellular response. It plays a crucial role in regulating protein
biosynthesis, ribosome biogenesis, and protein translation, promoting cell growth. In addi-
tion, mTOR plays an important role in regulating mitophagy. Under favorable conditions,
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such as high nutrient and energy availability, mMTORC1 inhibits mitophagy by suppressing
the formation of autosomes surrounding damaged mitochondria for degradation. On
the other hand, in situations of cellular stress, such as oxidative stress, the inhibition of
mTORCT allows for the activation of mitophagy to remove dysfunctional mitochondria,
suppressing it in favorable conditions and allowing it to maintain cellular homeostasis [36].

Considering our data, and the previous discussion, a reduced expression of miR-100 in
patients with MIC was observed when compared to non-UEA. Hence, we hypothesize that
the downregulation of miR-100-5p may represent a protective response against the various
pathological processes observed in the early stages of DKD, since the underexpression of
that miRNA can be a molecular answer to DKD development. Thus, this allows for the
normal function of pathways in which target genes act, resulting in a protective cellular
mechanism that tries to combat DKD progress. Some modifications produced by DKD are
glomerular hypertrophy and mesangial expansion, which are directly related to cell growth
and proliferation, which contribute, for example, to the increase of GFR. The increase in the
glycation process is another phenomenon observed at the onset of DM which intensifies in
kidney cells as DKD progresses. This provokes an increase in Advanced Glycation End-
products (AGEs) inside the cells. All these previous processes result, directly or indirectly,
in the cell damage and activation of immune and mitochondrial mechanisms [37]. However,
further research is needed to elucidate the miR-100 behavior in DKD.

The same was not observed when comparing the mean ACT of miR-100-5p between
the MIC and Non-UAE groups, where we observed an increase in albuminuria excretion
and a decrease in GFR, due to the increase in endothelial fenestral space and mainly renal
functional cell death.

3.5. Target Genes

We used miRTargetLink 2.0 [38] to investigate the target genes related to the four
miRNAs previously analyzed and selected just the relevant ones. The relevance criteria
follow miRTarbase, which considers Reporter assay, Western blot and qPCR as strong
validators, and microarray, NGS, pSILAC, CLIP-Seq and other methods as less strong
validators [38]. We observed that three genes are linked to both miR-100-5p and miR-143-
3p, which are IGFIR, AKT1, and MMP13. Figure 3 and Supplementary Table S1 show
this information.

The IGFIR gene (Insulin like-Growth Factor Receptor), develops a crucial role in
metabolic actions and has autocrine, endocrine, and paracrine functions. It has been
shown that IGFIR inhibition can annulate some DKD symptoms, such as albuminuria
in mice [34], following previous studies [39]. Moreover, AKT1 is also a target gene that
is related to some important pathways, such as insulin resistance, PI3K-Akt signaling,
TGEF-p signaling, MAPK signaling, the insulin signaling pathway, TNF signaling, and
AGE-RAGE signaling in diabetic complications [40]. Finally, MMP13 overexpression can
promote renal tubular epithelial cell injury [41], possibly because the MMP, a family of
zinc-dependent endoproteases, is generally responsible for some metabolic processes as
well, such as apoptosis, angiogenesis, and tissue regeneration [42].
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Figure 3. Network association between the four miRNAs and their target genes. The investigated
miRNAs are in red and their target genes are in green, except for the three genes in blue, which are
the target genes in the intersection of two miRNAs.

4. Materials and Methods
4.1. Sampling and Ethical Aspects

In this research, 20 individuals with diagnosed TIDM were included, according to the
criteria from the American Diabetes Association (ADA) [43]. Urinary Albumin Excretion
(UAE) over 24 h was used to measure albuminuria in the selected samples. Albuminuria
was considered if two out of three consecutive measures were high.

The categories used for classification were UAE not elevated (Non) (n = 13) for values
up to 30 mg/24 h; microalbuminuria (MIC) (n = 4) for values higher than 30 mg/24 h;
and macroalbuminuria (MAC) (n = 3), for values equal to or higher than 299 mg/24 h.
The Research Ethics Committee of the Joao de Barros Barreto University Hospital (HUJBB,
Belém, Pard, Brazil) approved this work (n. 005/12). All procedures involving human
participants followed the ethical guidelines of the Declaration of Helsinki. All participants
gave written informed consent.

4.2. Selection of miRNAs

The expression data of hsa-let-7i-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-501-3p, and hsa-miR-
100-5p were obtained from the previous study made by Ferraz et al. [15]. These miRNAs
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were selected because they had the highest fold change and the lowest p-value. The original
work used RT-qPCR for validation, following protocols of RNA extraction, quantification,
and amplification.

4.3. Data Analysis

The expression levels of the studied miRNAs were normalized using the comparative
Ct method [44] and miR-16 was used as an endogenous control. T-tests or Mann-Whitney
tests were used when comparing two groups if the data were parametric or non-parametric,
respectively. If three or more groups were compared, we used ANOVA or Kruskal-Wallis
followed by pairwise comparisons adjusted by the false discovery rate (FDR) method. All
statistical analyses and graphs were performed using R v.4.0.2 and p-values < 0.05 were
considered statistically significant.

5. Conclusions

In conclusion, our study highlights the potential role of hsa-miRNA-100-5p in pro-
tecting against nephropathy in TIDM, as indicated by its decreased expression in patients
with microalbuminuria. While hsa-miR-501-3p and hsa-miR-143-3p have been extensively
studied in different conditions, our analysis did not find significant differences in their
expression levels between the groups. Our findings also suggest a regulatory role of miR-
NAs in modulating target genes such as AKT1, MMP13, and IGF1R, implicating them in
signaling pathways and cellular metabolism relevant to Diabetic Kidney Disease.
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S. DISCUSSAO GERAL

A nefropatia diabética (ND) é uma das principais complica¢des do diabetes e uma das
maiores causas de doenca renal cronica em todo o mundo (WU et al., 2022). A falta de
ferramentas para o diagnostico precoce, juntamente com a escassez de tratamentos
eficazes, é um dos principais fatores que contribuem para a alta letalidade da nefropatia
diabética (ND) (SELBY; TAAL, 2020).

A 25(0OH)D, principal tratamento do DM1 atualmente, desempenha um papel essencial
nas vias intracelulares relacionadas ao sistema imune, destacando-se por suas agdes anti-
inflamatdrias e na reparacdo tecidual. Ela induz a producdo de citocinas anti-
inflamatorias, como IL-10 e IL-4, promovendo a polarizagdo imunologica para o perfil
Th2, que favorece a reparacdo de tecidos (AO; KIKUTA; ISHII, 2021). Além disso, a
forma ativa da 25(OH)D inibe a secrecdo de moléculas pro-inflamatdrias, como TNF-alfa
e INF-gama (AO; KIKUTA,; ISHII, 2021; BERER et al., 2000; JOSHI et al., 2011). Esses
efeitos sdo particularmente relevantes em condic¢es de nefropatia, onde a inflamacéo

desempenha um papel significativo na progressao da doenca.

Em nossos dados, foram observadas melhorias em quatro pacientes apds o tratamento:
trés pacientes que reverteram a albuminaria (Micro para Normo), e um paciente que
reduziu a Albuminuria (Macro para Micro). Os 15 pacientes restantes permaneceram com
a mesma condicdo no periodo da investigacdo. Na andlise de dados qualitativos pareados
foi utilizado o teste de McNemar, revelando que essas mudancas ndo foram
estatisticamente significativas (p=0.6171). Esses resultados indicam que, apesar dos
efeitos benéficos potenciais da 25(OH)D na modulacdo da resposta inflamatoéria e na
reparacdo tecidual, esse tratamento ndo demonstrou uma diferenca significativa nas

condicdes dos pacientes, em relagdo a ND, na amostra estudada.

Em nossa analise de miRNAs circulantes, observamos que hsa-miR-100-5p
apresentou uma expressao significativamente menor em pacientes com microalbuminuria
(MIC) em comparacao aqueles sem albumindria (Non). No entanto, ndo foi observada
qualquer associag&o significativa entre os niveis de expressao ao comparar 0s grupos Non
e MAC. Isso sugere que 0 hsa-miR-100-5p pode ser um biomarcador potencial para o
diagnostico da ND em estagios iniciais, embora sua utilidade em estagios avangados da

doenca ndo tenha sido evidenciada (MAC).
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Essa observacgéo poderia ser uma particularidade da coorte investigada, limitada pelo
reduzido nimero amostral. No entanto, essa disparidade também pode ser explicada pelo
fato de que, mesmo a ND apresentando uma estratificacdo clinica (SAMSU, 2021), sua
progressdo nao necessariamente segue uma evolucdo continua. MIC e a MAC séo
frequentemente consideradas condic¢des distintas (PASTERNAK et al., 2022). Enguanto
muitos pacientes com MAC apresentam previamente MIC, nem todos os pacientes com
MIC evoluem para MAC (HWANG et al., 2023; PASTERNAK et al., 2022). Isso sugere
que a transicao entre esses estagios pode ser influenciada por fatores individuais ainda
ndo esclarecidos. Assim, a hipoexpressao do hsa-miR-100-5p pode indicar uma

caracteristica especifica dos mecanismos moleculares associados a MIC.

Quando analisamos possiveis genes alvos desse miRNA, os dados sugeriram um papel
regulador do hsa-miR-100-5p na modulacéo de genes como AKT1, MMP13 e IGF1R.

O AKTL1 (AKT serine/threonine kinase 1) é um gene fundamental na via de sinaliza¢éo
PI3K-AKT, desempenhando um papel crucial em processos celulares como crescimento,
sobrevivéncia e metabolismo (ASMY; NATARAJAN, 2022). A regulacdo do AKT1 pelo
hsa-miR-100-5p pode influenciar de maneira significativa a resisténcia a insulina. Esse
miRNA também exerce um controle sobre a expresséo do MMP13 (matrix
metalloprotease 13), que codifica uma metaloproteinase envolvida na degradacdo dos
componentes da matriz extracelular (SCHEAU et al., 2019). A hiperexpressdo de MMP13
pode promover lesdo nas células epiteliais tubulares renais (SCHEAU et al., 2019).
Ademais, o IGF1R (Insulin-like growth factor 1 receptor), um receptor crucial para o
crescimento e desenvolvimento celular, € também regulado pelo hsa-miR-100-5p. A
alteracdo nos niveis de IGF1R pode impactar diretamente a regulacdo do crescimento
celular e a resposta a fatores de crescimento, ajudando a proteger os rins ao reduzir a
hiperplasia e a fibrose (LI et al., 2018).

Nossa hipdtese é que a regulacdo negativa de genes associados a resisténcia a insulina
(AKT1), lesdo nas células epiteliais tubulares renais (MMP13) e hiperplasia e fibrose
(IGF1R) em pacientes sem albuminuaria (Non), devido a niveis mais elevados de hsa-miR-
100-5p, seria crucial para a manutencdo da integridade estrutural do tecido renal. Em
contraste, na microalbumindria (MIC), esses genes estariam expressos devido a

hipoexpressao de hsa-miR-100-5p, conforme observado em nosso estudo.
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Em nosso grupo de andlise ndo foram detectadas diferengas significativas na
expressdo do hsa-let-7i-5p circulante, demonstrando um baixo potencial como ferramenta
diagnostica neste fluido corpdreo especifico, mas outros autores detectaram um
hiperexpressdo deste miRNA em vesiculas extracelulares na urina de pacientes com
albuminuria (MIC e MAC) em compara¢do com individuos sem a condicdo (PRABU et
al., 2019). Isso sugere que assinaturas moleculares distintas estdo presentes em diferentes
tipos de amostras. Esse grupo de pesquisa também identificou que o miRNA hsa-let-7i-
5p, em combinacdo com miR-15b-5p, miR-24-3p e miR-27b-3p, forma uma assinatura
molecular capaz de distinguir de maneira eficaz pacientes Non-UAE de pacientes UAE
(MIC/MAC). Essa assinatura apresentou uma AUROC superior a 85%, indicando uma
alta capacidade discriminatéria (PRABU et al., 2019). Esses achados sugerem que,
embora o hsa-let-7i-5p possa ndo ser um biomarcador eficaz no sangue, ele se revela um

promissor biomarcador urinario para albumindria.

A analise de PRABU et al. (2019) ainda revelou trés redes proteicas associadas aos
miRNAs estudados: a via Wnt/B-catenina, a sinaliza¢ao do receptor activina e a regulagdo
da diferenciacdo e proliferacdo celular. Essas vias sdo fundamentais para processos
celulares e estdo relacionadas a distdrbios renais, como a doenca renal diabética (DRD) e
a fibrose renal. A desregulacao dessas vias contribui significativamente para a progressao

de doencas renais, destacando a importéancia do hsa-let-7i-5p na fisiopatologia da DRD.

De forma semelhante, em nosso grupo de pacientes, ndo houve diferenca significativa
na expressao do miR-143-3p circulante, sugerindo que este miRNA ndo € um bom
marcador circulante. No entanto, outro estudo identificou que o miR-143-3p estava
hiperregulado em exossomos urinarios de pacientes com doenca renal cronica (DRC)
induzida por hipertensdo arterial (PEREZ-HERNANDEZ et al., 2021). Além disso, em
estudos com poddcitos, a estimulacdo por TGF-B resultou em um aumento da expressdo
do miR-143-3p, o que foi associado a regulacdo negativa de glicoproteinas essenciais
como sindecan (SDC) e versican (VCAN), importantes para a funcdo da barreira de
filtracio glomerular e processos celulares como adeséo e proliferagdo (MULLER-DEILE
et al., 2016).

Em modelos de zebrafish, a regulacdo negativa de SDC e VCAN causada pela
superexpressdo de miR-143-3p levou a alteracdes na estrutura e funcdo da barreira de

filtracdo glomerular, resultando em um perfil nefrético, caracterizado pela perda de
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proteinas plasmaticas e disfuncdo glomerular (GORU; KADAKOL; GAIKWAD, 2017;
MULLER-DEILE et al., 2016).

Além disso, 0 miR-143-3p também pode exercer um efeito paracrino,
influenciando tanto os poddécitos quanto as células endoteliais glomerulares através da
liberacdo de exossomos contendo esse mMiRNA. Essa interacdo pode afetar a funcéo das
células endoteliais glomerulares, que expressam os alvos deste miRNA, destacando seu
papel na patologia renal (DENG et al., 2015; MULLER-DEILE et al., 2016).

Embora ndo tenham sido encontradas diferencas significativas nos niveis de
expressdao do miR-501-3p entre os grupos investigados, estudos anteriores destacam
variacOes nos niveis desse mMiRNA. Por exemplo, em uma populacdo chinesa, pacientes
com DRD em estégio V apresentaram uma regulacao negativa significativa do miR-501-
3p em comparagdo com pacientes em estdgio | (LIU et al., 2020). Em células in vitro, a
superexpressdo de miR-501-3p inibe marcadamente a proliferacdo celular, interrompendo
a fase G1, por meio da supressdo do gene WTAP, alvo do miR-501-3p. A supressédo de
WTAP gera efeitos inibidores na proliferacdo celular (HARA et al., 2017), e esse pode ser

um dos mecanismos pelos quais esse miRNA atua na DRD.

Além disso, a literatura identifica 0 miR-501-3p como diferencialmente expresso
(regulado negativamente) em amostras séricas de pacientes com Doenca de Alzheimer e
em células de cancer de mama (HARA et al., 2017; YIN et al., 2023). Esse fen6meno de
proliferacdo celular é comum nos estagios iniciais da DRD, caracterizados pelo aumento
da taxa de filtracdo glomerular (GFR) e da massa glomerular em resposta a estimulos
como a inducdo por TGF- (GARUD; KULKARNI, 2014). Estes achados sugerem um

forte envolvimento do miR-501-3p em doencas relacionadas a proliferacao celular.
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6. CONCLUSAO

Nossas analises revelaram que, apesar das expectativas de que a vitamina D pudesse
promover uma melhora na condi¢do dos pacientes, os resultados clinicos de ND ndo
demonstraram uma diferenca estatisticamente significativa, sugerindo que, no contexto
da nossa amostra, a vitamina D ndo teve um efeito substancial na progressao ou
estabilizacdo da ND. Este resultado ressalta a necessidade de considerar varidveis
adicionais que podem impactar a eficicia do tratamento, como a heterogeneidade da

amostra, incluindo duragdo de DM1 e metabolismo individual.

A analise de interacdo dos miRNAs com seus genes alvos forneceu informacdes sobre
suas possiveis funcBes em processos bioldgicos relacionados a nefropatia diabética.
Nossos achados sugerem que o hsa-miR-100-5p pode ser um potencial biomarcador para
diagndstico precoce da ND, especialmente em seus estagios iniciais. A regulacdo de genes
como AKT1, MMP13 e IGF1R, envolvidos em resisténcia a insulina, degradacdo da
matriz extracelular e hiperplasia, pode indicar um papel do hsa-miR-100-5p na modulacéo
desses mecanismos. Além disso, ressalta-se a relevancia de investigar diferentes tipos de
amostras, como sangue e urina, para compreender melhor as assinaturas moleculares

associadas a nefropatia diabética.

Os dados obtidos neste estudo reforcam a complexa relacdo entre diferentes fatores
moleculares na nefropatia diabética. A identificacdo de redes de interacdo entre miRNAs
e genes associados a ND contribui para uma maior compreensdao dos mecanismos
envolvidos na doenga, o que possibilita 0 desenvolvimento de melhores intervengdes

terapéuticas.
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Abstract: Ehrlichia spp., Anaplasma spp. and Babesia spp. are obligate intracellular parasitic microorganisms found in the blood of
domestic animals. Until then, there were no reports of these hemoparasites in dogs in the northeast of the State of Pard. The aim of this
study was to record cases of natural infection by Ehrlichia sp., Anaplasma sp. and Babesia sp. in dogs from Ilha de Algodoal/ Maiandeua,
State of Pard, Brazil, through the detection of DNA from these agents. Whole blood samples were collected from 52 animals, without
considering breed, sex or age. Include results for different species of animals and parasites. Molecular analysis data showed 50% co-
infection for Ehrlichia sp. and Anaplasma sp. This study allowed the detection of Ehrlichia canis and Anaplasma platys in domestic dogs
on Algodoal Island, an important ecological tourism site in northern Brazil.

Keywords: hemoparasites; mammals; Brazilian amazon; zoonosis; PCR

1. Introduction

Vector-Borne Diseases (VBDs) are illnesses caused by viruses, bacteria, spirochetes, rickettsia, and parasites which are
transmitted between humans, or from animals to humans through blood-feeding arthropod vectors. Since clinical
manifestations can vary from no visible symptoms to severe and possibly deadly conditions, VBDs play an important role in
veterinary medicine because they affect both pets and economically valuable livestock, and they are a growing public health
concern due to their zoonotic potential (Savi et al., 2014; Chala et al., 2021).

Ticks are the second most common agents of VBDs, as they are hematophagous arthropods distributed worldwide, which is
due to their ability to adapt to various hosts, environments, and climates (Dantas-Torres et al. 2012). In recent decades, ticks
and tick-borne diseases have experienced geographic range shifts, resulting in changing rates of tick exposure and the spread of
tick-borne zoonoses as Lyme disease, babesiosis, ehrlichiosis, anaplasmosis, and tularemia, which have a significant impact on
public health (Aratjo et al., 2015; Kilpatrick et al., 2017). Although there are hundreds of tick species found around the world,
not all are known to be disease vectors, and the epidemiological importance of a given species is related to its geographic
distribution. Ixodes (2 species), Dermacentor (2), Amblyomma (2), and Rhipicephalus (1) are the most common disease-
transmitting ticks in the United States (Choi et al., 2016; Pace and O’Reilly, 2020). According to Zhao et al. (2021), in China,
the most widely distributed tick genus is Dermacentor (574 counties), followed by Heamaphysalis (570), Ixodes (432),
Rhipicephalus (431), Hyalomma (298), Argas (90), Ornithodoros (38), Amblyomma (37), and Anomalohimalaya (5). Brazilian
ticks include 70 species, 47 in the family Ixodidae and 23 in the family Argasidae. The genera Amblyomma (32 species) and
Ornithodoros (18) are the most representative (Dantas-Torres et al., 2019). Another vector species of great importance is
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, a cosmopolitan tick found throughout Brazil (Caetano 2016; Labruna and Pereira, 2001).
It has a predilection for domestic dogs and is the vector of a series of pathogens that can infect dogs and humans, causing
diseases such as ehrlichiosis, anaplasmosis, and babesiosis (Groves et al., 1975; Greene and Harvey 1990; Nava et al., 2017).

In the context of public health, VBDs represent a challenge, as they require the implementation of control and prevention
strategies, both to protect health of animals and to prevent transmission of these diseases to humans. Regarding to animal
health, identifying agents of VBDs is an essential instrument for veterinarians in deciding the appropriate measures for
treatment and prevention (Pinto et al., 2018). Since there is no research data available, in this study we performed a molecular
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Abstract

Background In recent years, the mitochondria/immune system interaction has been proposed, so that variants
of mitochondrial genome and levels of heteroplasmy might deregulate important metabolic processes in fighting
infections, such as leprosy.

Methods We sequenced the whole mitochondrial genome to investigate variants and heteroplasmy levels, consid-
ering patients with different clinical forms of leprosy and household contacts. After sequencing, a specific pipeline
was used for preparation and bioinformatics analysis to select heteroplasmic variants.

Results We found 116 variants in at least two of the subtypes of the case group (Borderline Tuberculoid, Border-

line Lepromatous, Lepromatous), suggesting a possible clinical significance to these variants. Notably, 15 variants
were exclusively found in these three clinical forms, of which five variants stand out for being missense (m.3791T>C
in MT-ND1, m.5317C > A in MT-ND2, m.8545G > A in MT-ATP8, m.9044T > C in MT-ATP6 and m.15837T > Cin MT-CYB).In
addition, we found 26 variants shared only by leprosy poles, of which two are characterized as missense (m.4248T > C
in MT-NDT and m.8027G > A in MT-CO2).

Conclusion We found a significant number of variants and heteroplasmy levels in the leprosy patients from our
cohort, as well as six genes that may influence leprosy susceptibility, suggesting for the first time that the mitog-
enome might be involved with the leprosy process, distinction of clinical forms and severity. Thus, future studies are
needed to help understand the genetic consequences of these variants.

Keywords Leprosy, mtDNA, Haplogroups, Mycobacterium leprae, Mitogenome
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