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RESUMO 

 

A leishmaniose visceral canina (CanL) representa uma grave ameaça à saúde pública 

em vários países. A progressão da doença depende do grau de supressão da resposta 

imune. Os microRNAs (miRs) modulam a tradução do mRNA em proteínas e regulam 

várias funções celulares e vias associadas às respostas imunes. MiR-21 e miR-148a 

podem alterar a carga parasitária e os macrófagos M1 são as principais células na 

atividade leishmanicida de cães. Um estudo anterior encontrou aumento de miR-21 e 

miR-148a em leucócitos esplênicos (LE) de cães com CanL usando a análise de 

microarranjo, e a análise in silico identificou alvos da via PTEN. PTEN está envolvido 

na regulação imune de macrófagos. Medimos PTEN e a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) após transfecção com mimic e inhibitor 

de miR-21 e miR-148a em LE de cães com CanL. Os níveis de PTEN aumentaram, 

NO e ROS diminuíram em LEs de cães com CanL. A inibição do miRNA-21 resultou 

em aumentos de PTEN; em contraste, o PTEN diminuiu após a inibição do miR-148a. 

Os níveis de nitrito aumentaram após a transfecção com o inibidor de miR-21, mas 

diminuíram com o inibidor de miR-148a. O aumento de miR-21 promoveu redução nos 

níveis de ROS e NO. Esses achados sugerem que miR-21 e miR-148a modulam a 

resposta imune em cães com CanL por meio de PTEN, NO e ROS. 

 

Palavras-chave: microRNA. ROS. NO. PTEN. Nitrito. Leishmania infantum. 

Leucócitos esplênicos. 
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ABSTRACT 
 

Canine Visceral leishmaniasis (CanL) poses a severe public health threat in several 

countries. Disease progression depends on the degree of immune response 

suppression. MicroRNAs (miRs) modulate mRNA translation into proteins and regulate 

various cellular functions and pathways associated with immune responses. MiR-21 

and miR-148a can alter the parasite load and M1 macrophages are the principal cells 

in dog's leishmanicidal activity. A previous study found increased miR-21 and miR-

148a in splenic leukocytes (SL) of dogs with CanL using microarray analysis and in 

silico analysis, identified PTEN pathway targets. PTEN is involved in the immune 

regulation of macrophages. We measured PTEN and the production of reactive oxygen 

species (ROS) and nitric oxide (NO) after transfection SL of dogs with CanL with mimic 

and inhibition of miR-21 and miR-148a. PTEN levels increased, NO and ROS 

decreased in SLs from dogs with CanL. Inhibition of miRNA-21 resulted in PTEN 

increases; in contrast, PTEN decreased after miR-148a inhibition. Nitrite levels 

increased after transfection with miR-21 inhibitor but were decreased with miR-148a 

inhibitor. The increase in miR-21 promoted a reduction in ROS and NO levels. These 

findings suggest that miR-21 and miR-148a modulate the immune response in dogs 

with CanL through PTEN, NO, and ROS. 

 

Keywords: microRNA. ROS. NO. PTEN. Nitrite. Leishmania infantum. Splenic 

leukocytes. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Fatores Epidemiológicos da LV 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença distribuída em diversos 

continentes e a maior incidência dessa doença estão localizadas em países como 

Índia, Bangladesh, Brasil, Sudão e Etiópia (ALVAR et al., 2012). Trata-se de uma 

doença zoonótica que apresenta como vetor um flebotomíneo e que pode transmitir 

algumas espécies de parasitas, como a Leishmania infantum. O parasito é capaz de 

se apresentar em duas formas, sendo a forma promastigota e a amastigota 

(ALCOLEA et al., 2016). Essa doença tem grande destaque em sua expansão e 

apresenta relevância para o cenário público de saúde em diversos lugares do mundo. 

Portanto, é fundamental o diagnóstico clínico precoce com base na perspectiva 

epidemiológica da região acometida e diagnósticos por testes moleculares são um dos 

métodos de confirmação (ALBUQUERQUE et al., 2017).  

Os cães infectados podem desenvolver quadros assintomáticos e sintomáticos 

(MORENO; ALVAR, 2002). Exames laboratoriais são importantes para a confirmação 

da doença e para identificação da severidade do caso, alterações podem ser 

observadas em níveis de concentração de enzimas hepáticas, além do quadro clínico 

de hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e anemia (CIARAMELLA et al., 1997). Os 

sintomas que podem surgir são hiporexia, linfoadenopatia, onicogrifose, alopecia, 

descamação da pele e entre outros. Com o avanço da doença torna-se necessário 

uma constante vigilância epidemiológica de áreas com o foco da doença, sendo 

através de testes sorológicos e de inquéritos entomológicos (SAKAMOTO et al., 

2007). E existem meios de prevenção para minimizar a expansão de novas infecções 

através da vacinação em cães (SOLANO-GALLEGO et al., 2017). O uso de coleiras 

impregnadas de inseticidas ou dispositivos com imunoestimuladores e a quimioterapia 

em animais infectados podem também contribuir para o controle da doença 

(REGUERA et al., 2016). 

No continente americano, existem 12 países endêmicos e entre o período de 

2001-2017 foram relatados o total de 59.769 casos de Leishmaniose visceral em 

humanos (OMS, 2019). Em alguns países africanos os casos de leishmaniose visceral 
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podem se agravar pela coinfecção pelo vírus HIV ou se o houver histórico de doenças 

crônicas (KONE et al., 2019).  

A origem da Leishmaniose no Brasil começou na região nordeste e depois se 

dispersou para as demais regiões no país (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). E alguns 

países próximos como Bolívia, Paraguai e Argentina podem ter contribuído para a 

expansão. A expansão dos vetores têm aumentado em regiões como São Paulo, 

Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Diante desse cenário atual, novos 

estudos e alternativas que contribuem para o controle dessa dispersão é essencial 

(PASQUALI et al., 2019). Um outro fator determinante para a proliferação seria a 

facilidade de adaptação do vetor Lutzomiya longipalpis em regiões urbanas que são 

diferentes ao meio ambiente de origem e a dificuldade de encontrar os focos de 

criação do vetor (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).  

O parasito apresenta dois estágios de vida, sendo uma das fases conhecida 

como promastigota, conhecida como a forma anterior ao processo de fagocitose pelas 

células de defesa. E a outra fase é a amastigota, no qual reside no interior de 

macrófagos (LIU; UZONNA, 2012).   

A Leishmania é caracterizada como um parasito intracelular e sua replicação 

acontece no interior de macrófagos. Após a infecção, os macrófagos passam a 

produzir substâncias como as espécies reativas de oxigênio (ROS) como forma de 

defesa (LIMA-JUNIOR et al., 2017). Outras células como os eosinófilos, também já 

foram encontrados níveis elevados de ROS e óxido nítrico (NO) em cães infectados 

com a L. infantum (COSTA et al. 2018). Os neutrófilos polimorfonucleares são os 

primeiros a serem recrutados e a realizar o processo de fagocitose quando se inicia a 

infecção (PETERS et al., 2008) porém os macrófagos são as células que hospedam 

de forma definitiva o parasito (PEREIRA et al., 2019).  

O diagnóstico pode ser feito por meio de testes sorológicos, histopatologia, 

identificação por microscopia ou testes moleculares, como o PCR que apresenta alta 

sensibilidade e utiliza o DNA do parasito.  É recomendado realizar mais de um teste 

para confirmação do diagnóstico e também a identificação da espécie para constatar 

qual tipo de tratamento é o mais indicado ao paciente (ARONSON et al., 2017).  

No Brasil, os exames mais comuns são para o diagnóstico canino são o 

TR-DPP®, testes moleculares, sorológicos e parasitológicos. Apesar do amplo uso 

desses testes, existem limitações e ocorrências de falso-positivo (PESSOA-E-SILVA 

et al., 2019), Portanto, é importante apresentar um bom critério de escolha dos testes 
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para diagnosticar essa doença e também de novas ferramentas para melhores 

resultados. 

 

1.2 Resposta imunológica na LV 

 

1.2.1 Resposta Inata 

 

Células como os macrófagos são essenciais para combater o parasito 

Leishmania na resposta imune inata. Porém, esse parasito desenvolveu um 

mecanismo de defesa capaz de se hospedar dentro dessas células e sobreviver em 

um ambiente hostil (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013). Assim como os 

macrófagos, os neutrófilos também atuam no papel de células hospedeiras da 

Leishmania na fase inicial e as células Natural Killer (NK) podem aparecer após 24 

horas da infecção (MÜLLER et al., 2001). Os neutrófilos participam na defesa do 

organismo e através de processos de estresse oxidativo, apoptose e no aumento da 

atividade da enzima mieloperoxidase, sendo essa enzima importante na produção de 

espécies reativas de oxigênio (OUALHA et al., 2019). 

O parasito quando está dentro do organismo do hospedeiro pode entrar em 

contato com o sistema complemento logo na fase inicial. Após a ativação do 

complemento, o complexo de ataque à membrana (MAC) C5b-C9 irá contribuir na lise 

do parasito. Porém, a Leishmania tem a capacidade de inibir a atividade da MAC 

através do Fator de Virulência lipofosfoglicano (LPG) que atua na superfície da 

Leishmania. Além disso, a inativação de C3b e do Complexo MAC também ocorre 

pela ação da molécula GP63 que fica localizada na superfície do parasito (GURUNG; 

KANNEGANTI, 2015)  

A Leishmania para conseguir se manter no hospedeiro é capaz de modular a 

resposta imune no hospedeiro. O parasito utiliza como alternativa a mudança na 

produção substâncias antimicrobianas, tais como óxido nítrico. E com isso, a resposta 

imune inata ficará prejudicada e assim ocorrerá a progressão da doença (OLIVIER; 

GREGORY; FORGET, 2005). Cães infectados podem expressar níveis altos de IFN-

ɣ em locais de maior proliferação, levando a ativação da resposta Th1 que responde 

contra a infecção. E o aumento de TGF-β no linfonodo de cães, pode ser um indicativo 

da atuação de uma resposta imune reguladora (SANTOS et al., 2019).  



15 
 

Os inflamassomas são compostos por complexos proteicos que são ativados 

na presença do patógeno (SHIO et al., 2015). Esse complexo proteico é formado por 

três componentes como: molécula adaptadora, caspase inflamatória e uma proteína 

sensora (ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015). Na presença do parasito, a proteína 

NLRP3 é ativada em resposta à infecção contribuindo na inibição da replicação da 

Leishmania (MENDONÇA et al., 2020) Inflamassomas são capazes de controlar a 

maturação e aumentar os níveis de IL-1β e IL-18, desencadeia o processo inflamatório 

celular para conter o avanço da doença e promover a piroptose (SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010). A ativação e o reconhecimento dos inflamassomas também estão 

presentes em infecções de parasitas intracelulares como Trypanosoma cruzi, 

Plasmodium spp. e a Leishmania (ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015). 

A expressão de Metaloprotease GP63 é um fator de virulência de espécies do 

grupo de Leishmania e que pode contribuir para inibição da função de macrófagos, e 

com isso também resultará na diminuição da concentração da citocina IL-1β e na 

clivação dos componentes do inflamassoma NLRP3. Essa redução inibi a 

disponibilidade de espécies reativas de oxigênio (ROS) (SHIO et al., 2015) que é 

gerado a partir de NADPH oxidase (LAMBETH, 2004). Além dos macrófagos, os 

eosinófilos também desempenham um papel importante no controle da leishmaniose 

através da produção de ROS e NO (COSTA et al., 2018). 

A polarização de macrófagos para o perfil M1 está relacionada com a geração 

de substâncias como ROS, NO, IL-12, IL-1β, TNF-α, NADPH oxidase-1 e iNOS que 

diminuem a carga parasitária. Enquanto a polarização para o perfil M2 pode levar ao 

aumento da expressão de marcadores como IL-10, CD163, CD206, TGF-β e arginase-

1, contribuindo na sobrevivência da Leishmania (KUMAR et al., 2018). O parasito do 

gênero L. donovani pode exercer influência na inibição da ativação de NF-kB, 

prejudicar a produção de ROS e interferir negativamente na ativação de 

inflamassomas NLRP3. E dessa forma, ocorrer a progressão da doença (GUPTA et 

al., 2017).  

Durante a infecção pela Leishmania donovani, há o importante processo da 

explosão oxidativa de macrófagos em resposta à fagocitose e levando a produção de 

ROS (SAHA et al., 2019), mas o parasito tenta se adaptar às diferentes condições que 

dificultam a sua sobrevida como a presença de Oxigênio reativo e espécies de 

nitrogênio (ROS e RNS) que também são produzidos durante o processo de 

fagocitose de macrófagos (SARDAR et al., 2013). A produção de ROS pode ser 
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considerada como forma de ameaça à integridade do parasito, e como forma de 

defesa a Leishmania desenvolveu um sistema de reparo do próprio DNA (MISHRA et 

al., 2018).  

As espécies de Leishmania são afetadas pela presença de óxido nítrico e 

peróxido de hidrogênio durante a explosão oxidativa. O Óxido nítrico desempenha um 

papel tóxico e pode dar origem a outros metabólitos como H2O2 e ONOO-, e esses 

metabólitos também apresentam toxicidade. No estresse oxidativo, a ativação de 

NADPH oxidase e iNOS geram a produção de compostos como ROS e NO (ASSCHE 

et al., 2011).   

Na leishmaniose visceral, o sucesso da atividade leishmanicida com a 

produção de NO por macrófagos (LIEW, 1995) tem sua importância já comprovada no 

homem (PANARO et al., 2001), camundongo (BOGDAN, 2001) e cão (SERARSLAN; 

YILMAZ; SOGUT, 2005). E em amostras de PBMC de cães com Leishmaniose, os 

níveis de NO estão aumentados em comparação com o grupo controle (MARTINI et 

al., 2018). Conclui-se que ROS e NO são fundamentais para o controle da doença.   

 

1.2.2 Resposta imunológica Adaptativa 

 

A leishmaniose é uma doença que se não tratada pode levar o animal a morte 

e levar a progressão devido a diversos fatores, onde o parasito consegue usar como 

forma de defesa a inibição de citocinas anti-inflamatórias, a exaustão de células T ou 

prejuízo na estrutura do linfonodo e na resposta humoral. É importante realizar uma 

compreensão e mais estudos sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro e do 

parasito para realizar uma melhor abordagem no tratamento da doença (RODRIGUES 

et al., 2016)  

Macrófagos infectados são capazes de desencadear a resposta imune 

adaptativa e são consideradas como células apresentadoras de antígenos (APCs).  A 

estimulação do MHC de classe II permite a ligação com o receptor da célula T (ROY 

et al., 2014) e as moléculas coestimuladoras são importantes para ativar a resposta 

dessas células (GANNAVARAM et al., 2016). Moléculas acessórias B7-1 e B7-2 

podem se ligar ao CD28 (CAUX et al., 1994) resultando em uma regulação positiva, 

porém quando ligada ao CTLA-4 a ligação é caracterizada como negativa 

(GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005).  
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No experimento com células de sangue periférico mononucleadas humanas e 

in vitro, foi comprovado a importância de CD80 e CD86 na Leishmaniose. Após o 

bloqueio de ambas moléculas, houve uma redução de citocinas IL-5 e IFN-ɣ que levou 

na progressão da doença (BRODSKYN; DEKREY; TITUS, 2001). 

O PD-1 conhecido como “Programmed Cell Death protein-1”, pode 

desempenhar um papel importante em células leucocitárias de cães com 

Leishmaniose, sendo altamente expressa e participar na regulação da função de 

leucócitos e na inibição de citocinas. O bloqueio da molécula de PD-1 pode aumentar 

os níveis de NO e NO2 e levar a redução da carga parasitária (REBECH et al., 2020).  

Para se obter uma resposta imune protetora é essencial a ativação de Th1 

(GRADONI, 2015). Cães infectados e assintomáticos com a ativação do sistema 

adaptativo devido à Leishmania, é observada a predominância da resposta Th1 e 

aumento dos níveis de IFN-ɣ e TNF-α que colaboram para a morte do parasito da 

forma amastigota (CARRILLO; MORENO, 2009). E para se produzir uma vacina 

eficaz, também é utilizado esse modelo de estimulação da resposta Th1 e de forma 

duradoura em cães (GRADONI, 2015). 

O resultado clínico do quadro da Leishmaniose pode variar desde os sintomas 

como lesões cutâneas (SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014) até um quadro mais 

severo com o comprometimento de vísceras e da imunidade mediada por células T 

(BUNN et al., 2018).  

Os linfócitos B são células importantes para a proteção do organismo contra 

diversos patógenos. Em infecções agudas a resposta humoral tem a capacidade de 

desempenhar um papel importante combatendo o antígeno. E em alguns casos de 

infecções crônicas, são induzidas ao desequilíbrio do sistema humoral em favor da 

sobrevivência do agente patológico (HURDAYAL et al., 2017). Em um estudo 

realizado com células B humanas, foi avaliado o perfil específico dessas células na 

atuação da Leishmania infantum, onde revelou a identificação dessa população de 

células capazes de serem influenciadas pelo parasito a secretarem altos níveis de IL-

10. Portanto, foi comprovado que uma das formas de defesa da Leishmania é a 

utilização de células B através da produção de citocinas (ANDREANI et al., 2015).  
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1.2.3 Expressão de mir-21 e mir-148a na LV 

 

Os microRNAs são responsáveis por agir em diversos processos biológicos 

realizando um papel importante como mediador intracelular (SHU et al., 2017). E por 

meio de doenças infecciosas, o agente etiológico é hábil a modular a expressão de 

microRNAs nos processos de regulação de genes específicos na fase pós-

transcricional. Na infecção por Leishmania amazonensis em camundongos, a 

modulação de microRNAs feita pelo parasito leva a modificação da expressão da via 

Toll-like receptors em macrófagos e esse mecanismo resulta em prejuízo para a 

defesa do sistema imune (MUXEL et al., 2018). Do mesmo modo que os microRNAs 

participam na sobrevivência do patógeno, existem outros que atuam na defesa do 

sistema imunológico. Em macrófagos de hospedeiros infectados por Leishmania, a 

ativação desses mecanismos de defesa podem induzir ao aumento da expressão de 

mRNAs que são importantes no controle da progressão da doença (VARIKUTI et al., 

2019). 

Os microRNAs são pequenos RNAs não codificantes que interagem com o 

mRNA para levar a sua degradação e podem ser usados como alvos terapêuticos 

para diversas doenças (ZHANG; WANG; GEMEINHART, 2013). O microRNA primário 

(pri-microRNA) começa a ser processado no núcleo após a sua transcrição, onde é 

clivado pela ação enzimática de Drosha e DGCR8 formando o pre-microRNA 

(DAUGAARD; HANSEN, 2017). Em seguida, o pre-microRNA é transportado para o 

citoplasma pela ação de Exportin-5 para continuar o seu processo de maturação. No 

citoplasma, sofre clivagem pela ação da Dicer que corta a região do “loop”, formando 

um microRNA com duas fitas simples. E em seguida, esse microRNA interage com o 

“complexo de silenciamento induzido por RNA” (RISC) para levar a formação da última 

forma do microRNA. Na figura abaixo (Fig.1) é demonstrado como acontece a 

formação do microRNA e com o exemplo envolvendo miR-21: 

Após a transcrição da forma primária de miR-21 no núcleo, ocorre a clivagem 

a partir da Dicer e DGCR8 para formar o pre-microRNA-21 que é transportado para o 

citoplasma pelo Exportin-5. Em seguida, sofre clivagem da Dicer para originar o 

microRNA-21 com fita dupla que é incorporado ao complexo de silenciamento 

induzido por RNA (RISC). (A) Possíveis microRNAs alvos de miR-21 e outras que 
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miR-21 pode desempenhar, sendo representado em azul. (B) Vias hipotéticas de 

regulação por miR-21 representadas em vermelho.    

 

Fig. 1. Via canônica da formação de miR-21 e seus possíveis alvos.  

 

Fonte: HILL; TRAN, 2021 

 

Após sua formação, os miRs passam a atuar no alvo promovendo a regulação 

da expressão gênica e a produção de proteínas, e dessa forma pode desempenhar 

importantes funções regulatórias no organismo. A expressão de miR-21 conferi um 

papel protetor em camundongos, pois tem como alvo os genes MARCKS e RhoB que 

regulam a atividade fagocítica de macrófagos, sendo importante no combate a 

infecções (JOHNSTON et al., 2017). Na leishmaniose, a produção de proteínas, como 

as citocinas IL-10 e TGF-β, são moduladas pela Leishmania através da expressão de 

miRs para controlar a resposta imune no hospedeiro (HAMIDI et al., 2021).  

A Leishmania também apresenta como mecanismos de evasão a modulação 

do transporte intracelular de miRs no hospedeiro, como por exemplo, a restrição da 

entrada de miR-122 provenientes de vesículas extracelulares para reduzir a resposta 

inflamatória. Contudo, o parasito também atua no processo inverso, realizando a 

exportação de miR-146 que exerce ação anti-inflamatória em células infectadas, e 

esse processo acontece através da modulação da proteína HuR. E no momento que 

esse miR está no meio extracelular, é promovida a polarização de macrófagos 
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adjacentes para perfil M2, favorecendo a sobrevivência do parasito (GANGULY et al., 

2021). 

Na Leishmaniose canina, alguns miRs apresentam sua expressão aumentada, 

como o miR-148a e miR-21, e a inibição de miR-21 está associada ao aumento do 

perfil Th1 e diminuição da carga parasitária (MELO et al., 2019).  De acordo com o 

miRBase Sequence Database, cfa-miR-21 e cfa-miR-148a estão localizados no 

cromossomo 9 e 14 respectivamente (GRIFFITHS-JONES et al., 2008). Em humanos, 

miR-148a é considerado como membro da família miR-148a/miR-152 e pode ser 

encontrado nos cromossomos 7, 12 e 17 (FRIEDRICH et al., 2017); enquanto hsa-

miR-21 está no cromossomo 17 (GRIFFITHS-JONES et al., 2008). 

MiR-21 possui diversos genes alvos envolvidos na imunidade do cão com 

leishmaniose, como FAS, FASLG, PIK3R1, PTEN e entre outros (MELO et al., 2019). 

O camundongo knockout de miR-21 apresenta resposta protetora em células 

esplênicas de com L. donovani, devido ao direcionamento da polarização de 

macrófagos para o perfil M1 e com produção de NO, IFN-γ e TNF-α no estágio ativo 

da infecção (VARIKUTI et al., 2021).  Além disso, a expressão miR-21 também regula 

a produção de IL-10 e a expressão de CD69 de linfócitos B em células esplênicas de 

cães com leishmaniose, sendo sugestivo a modulação desse miR pelo parasito 

(BRAGATO et al., 2022). 

Contudo, em células tumorais a expressão de miR-21 pode desempenhar um 

papel importante no controle da apoptose, e favorecer a progressão da doença 

através da diminuição da atividade de PTEN (LIU et al., 2019). O efeito protetor 

acontece com a alta expressão de miR-21, pois leva ao direcionamento de 

macrófagos M2 em pacientes com câncer ovariano (AN; YANG, 2020), e esse efeito 

protetor pode ser devido à expressão de PTEN. 

Em camundongos, o aumento da expressão de PTEN pode promover o 

controle da progressão do cancinoma hepatocelular e induzir ao estresse oxidativo 

(KATO et al., 2021), mas na leishmaniose favorece a sobrevivência do parasito, pois 

não há produção de NO e ROS (MAUËL; RANSIJIN; BUCHMÜLLER-ROUILLER, 

1991; SAHA et al., 2019). Porém, ainda não foram feitas pesquisas a respeito dessa 

interação de NO e ROS com o miR-21 na patologia da Leishmaniose canina. 

Em células humanas endoteliais, a expressão do miR-21 leva a um processo 

de estresse, com aumento da síntese de NO e inibição da apoptose (WEBER et al., 

2010). MiR-21 também pode regular a expressão de KRIT1 que está envolvido na 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Griffiths-Jones+S&cauthor_id=17991681
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Griffiths-Jones+S&cauthor_id=17991681
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manutenção da homeostase de ROS (SALA et al., 2018), e a expressão do gene 

SOD3 também modula os níveis de ROS em células epiteliais humanas (ZHANG et 

al., 2012). Portanto, miR-21 tem atuação na regulação de NO e ROS na resposta 

imune, e uma compreensão desse mecanismo na leishmaniose é necessário para o 

desenvolvimento de terapias com alvos em microRNAs. 

Em processos inflamatórios, a desregulação do miR-21 por meio de fatores 

como PAMPs ou DAMPs induz a ação anti-inflamatória e imunossupressora. Logo, a 

atuação do microRNA no sistema imunológico é apto de ser influenciado por agentes 

infecciosos (SHEEDY, 2015). Em reações inflamatórias excessivas, induzi-lo 

negativamente poderá conter a inflamação e o dano ao organismo. Em um estudo 

com sangue periférico humano, comprovou essa capacidade do miR-21 em participar 

na diferenciação das células T. A diminuição em sua expressão favoreceu o aumento 

de células de mémoria, pois tem correlação com genes responsáveis pela produção 

dessas células (KIM et al., 2018). 

Além dos efeitos regulatórios desempenhados por miR-21 na leishmaniose, 

miR-148a possui a sua expressão também aumentada (MELO et al., 2019). MiR-148a-

3p é capaz de promover efeitos regulatórios na diferenciação de monócitos em 

macrófagos com o uso de um fator estimulante de colônia (GM-CSF). No estudo com 

células da medula óssea de camundongos, foi demonstrada a ação de macrófagos 

por meio da expressão de miR-148a-3p, de modo que apresentaram um desempenho 

melhor na eliminação de patógenos pela alta quantidade produzida de ROS. O 

aumento na expressão de miR-148a-3p, contribui no aumento da produção de ROS 

com o uso da via PTEN/AKT que acontece durante o processo infeccioso (HUANG et 

al., 2017).  

Essa atuação do miR-148 na regulação imune em macrófagos de 

camundongos infectados, também foi comprovada em outro estudo com o parasita 

Schistossoma japonicum, onde a resposta também é direcionada aos alvos PTEN e 

PI3K/ AKT (GIRI; CHENG, 2019).  

A sinalização mediada por miR-148a-3p promove a polarização dos 

macrófagos para o perfil M1 e isso aumenta a sua capacidade bactericida (HUANG et 

al., 2017). Existem estudos sobre esse microRNA que divulgaram o seu importante 

papel como marcador prognóstico e como alvo terapêutico para diversos perfis de 

patologias, sendo tumores, doenças autoimunes e doenças inflamatórias crônicas. 

Esse achados sugerem que a participação do miR-148 na resposta imune inata tem 
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comprovação, porém foi relatado também a sua atuação na regulação de células T e 

B (FRIEDRICK et al., 2017). Em pacientes com processos inflamatórios como a artrite 

reumatoide, o aumento da expressão do miR-148 estimulado por T-bet e Twist 1 pode 

promover uma resposta imune direcionada à resposta Th1 (HAFTMANN et al., 2015) 

Porém, na área da leishmaniose ainda é escasso a quantidade de informações sobre 

esse microRNA.  

MiR-148 é regulador de processos inflamatórios e modula a via de NF-kB e 

citocinas inflamatórias, como a IL-1β, onde se liga a região 3’UTR do mRNA de IL-1β, 

inibindo sua expressão e a produção da proteína (DONG et al., 2021). A expressão 

de miR-148a pode exercer um papel na regulação da resposta inflamatória na 

leishmaniose, contudo a sua inibição leva a redução da carga parasitária, 

comprovando o seu importante papel no controle da infecção (REBECH et al., 2023). 

O tratamento da Leishmaniose canina tem certas limitações porque o arsenal 

terapêutico contra esta doença é limitado e as drogas mais comumente usadas 

apresentam alta toxicidade (nefrotoxicidade, problemas intestinais, dores 

musculares), tem custo elevado e podem ser ineficazes em alguns casos (BANETH; 

SHAW, 2002). Falhas no tratamento têm implicações epidemiológicas uma vez que, 

após o tratamento, os cães tornam-se assintomáticos, mas continuam a ser um 

reservatório para a transmissão do parasito pelo vetor (SOLANO-GALLEGO et al., 

2009). Devido à supressão imunológica celular ser determinante na progressão da 

doença, o conhecimento de fatores associados a regulação imunológica é 

fundamental para a mudança do padrão de resposta.  

Portanto, compreender o mecanismo de ação dos miRs na resposta 

imunológica é fundamental para o desenvolvimento de novos tratamentos para 

Leishmaniose, e assim promover melhores condições de vida ao animal. 

 

 

1.2.4 Expressão de PTEN na LV  

 

PTEN é conhecido como um supressor tumoral e tem como alvos substratos 

lipídicos ou proteicos. A sua importância e o seu papel para tratamentos oncológicos 

é amplamente discutido em diversos estudos (KATO et al., 2021; SHINDE; MADDIKA, 

2016) e a sua deficiência pode induzir ao processo de estresse oxidativo em 

camundongos com carcinoma hepatocelular (KATO et al., 2021). A proteína PTEN 
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sofre uma série de mutações em células tumorais e é considerada importante para o 

controle celular (FURNARI et al., 1997). Contudo, essas mutações decorrentes 

desses processos podem reduzir a atividade catalítica de PTEN e prejudicar a sua 

função. O domínio C2 encontrado em PTEN está envolvido nessa atividade e contribui 

no seu recrutamento para a membrana, e além de ajudar na interação com o seu 

substrato PI(3,4,5)P3 (WORBY; DIXON, 2014). Na figura 2 está descrito os principais 

mecanismos de ação de PTEN, incluindo sua interação com PIP3:  

PTEN realiza a desfosforilação de PIP3 na membrana plasmática, enquanto no 

núcleo pode inibir a atividade de AKT, como ocorre de forma semelhante na 

membrana plasmática. Além disso, PTEN participa na regulação de outras proteínas 

na região nuclear para regular a reparação do DNA, morte celular e estabilidade do 

centrômero. 

 

Fig.2. Principais funções regulatórias de PTEN.   

 

Fonte: CHEN et al., 2018 

 

A atividade de PTEN pode ser modulada em diversos níveis, como as 

modificações pós-traducionais (acetilação, fosforilação, SUMOilação, oxidação, 
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microRNAs, RNA antisense, ou por RNAs longos não codificantes) e interações entre 

proteínas. Essas modulações contribuem para manter a homeostase celular com 

níveis regulares de PTEN e PIP3 (WORBY; DIXON, 2014). Outro fator importante para 

a modulação de PTEN é o processo de metilação. Em camundongos com artrite 

reumatoide, a metilação de PTEN promove a regulação da atividade inflamatória e a 

produção de citocinas e quimiocinas, como IL-1β, IL-6, CCL-2 e CCL-3 (LI et al., 2021).  

A redução de PTEN também é responsável por promover a ocorrência de 

processos apoptóticos, pois é aumentada a atividade oxidativa, onde é gerado o 

acúmulo de ROS em células endoteliais (WU et al., 2014). Além disso, a falta de PTEN 

induz o aumento da atividade de PI3K/AKT, gerando falhas na reparação do DNA e 

comprometimento celular (HO et al., 2020). Portanto, é necessário manter 

concentrações de PTEN/PI3K/AKT equilibradas para evitar o surgimento de doenças 

ou de processos apoptóticos.   

PIP3 é um dos principais substratos encontrados na membrana plasmática, 

atuando na regulação da atividade de PTEN quando presente na membrana 

(MASSON; WILLIAMS, 2020). Porém, PTEN também está localizado no núcleo, 

exercendo papel na manutenção do DNA e evitando danos na sua estrutura (BASSI 

et al., 2013), mas pode interagir na região da membrana quando recrutada (LIU et al., 

2005). 

PI(3,4,5)P3 é considerado como substrato intermediário de PTEN e após a sua 

ativação, os níveis de AKT aumentam contribuindo nos processos de sobrevivência, 

proliferação e migração celular (KOTELEVETS et al., 2020). Os níveis de AKT quando 

aumentados diminui a expressão de PTEN, onde leva a progressão de tumores em 

cães e gatos (ASPRONI et al., 2021), além de exercer importante influência na 

viabilidade celular e na sobrevivência de macrófagos e monócitos (LINTON; 

MOSLEHI; RABAEV, 2019). Na leishmaniose, a ativação de AKT permite prevenir o 

processo de apoptose celular induzido pela Leishmania como mecanismo de 

sobrevivência e evasão (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ; WILKINS-RODRÍGUEZ; 

GUTIÉRREZ-KOBEH, 2022). 

 Em células dendríticas, a Leishmania pode ter como alvos a via PI3K/AKT e o 

fator de transcrição NF-kB para manipulação da resposta inflamatória, sendo crucial 

para a sua multiplicação no hospedeiro (NEVES et al., 2010). Além disso, o parasito 

pode produzir a proteína AKT-like que apresenta similaridades com a AKT humana, 
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além de ser encontrada em todas as espécies de Leishmania e pode facilitar a 

modulação da resposta imune no hospedeiro (TIRADO-DUARTE et al., 2018).   

A Leishmania apresenta um grande arsenal de mecanismos para promover a 

sua replicação e conseguir sobreviver no hospedeiro. E fatores epigenéticos podem 

estar envolvidos nesse processo, como modificações em histonas e alterações na 

expressão gênica (AFRIN; KHAN; HEMEG, 2019).  

Alguns genes têm sua expressão alterada na leishmaniose, como PTEN que 

pode exercer importante papel durante o estágio da infecção. Em pacientes com 

leishmaniose visceral, pode ser observado a diminuição de mRNA para PTEN, além 

do aumento da produção de citocinas, como IFN-γ e IL-10 (SUDARSHAN et al., 2016), 

ambas de perfil Th1 e Th2 respectivamente. Já em camundongos, macrófagos 

deficientes em PTEN ocorreu a diminuição da capacidade de eliminação do parasito 

(KURODA et al., 2008), porém mais estudos são necessários para confirmar a sua 

função na modulação da resposta imune na leishmaniose. 

A expressão de PTEN pode ser modulada por microRNAs através da interação 

com o mRNA de PTEN na região 3’ UTR (LIU et al., 2019). Na Leishmaniose canina, 

a expressão de miR-21 e miR-148a estão aumentados, e na análise in Silico, mostrou 

que PTEN participa como alvo desses microRNAs (MELO et al., 2019). PTEN é capaz 

de promover mudanças na polarização do perfil de macrófagos M2 para M1, alterando 

para um resposta inflamatória (LIU et al., 2020). Contudo, macrófagos de perfil M2 

podem conter alta expressão de miR-21 que é responsável por modular 

negativamente a expressão de PTEN (ZHENG et al., 2017).  

Na leishmaniose, a polarização da resposta para um perfil M1 é importante para 

a eliminação do parasito, devido a produção de substâncias como ROS e NO (CHOW 

et al., 2022; VAROTTO-BOCCAZZI et al., 2020). O efeito da polarização de 

macrófagos desempenha um papel importante porque exerce influência na atividade 

microbicida e na função fagocítica (CHOW et al., 2022) 

No estudo com melanomas humano, mostrou que a presença de NO é capaz 

de modular negativamente a atividade de PTEN, além de aumentar a expressão da 

via PI3K/AKT (DING et al., 2021). Resultado similar foi encontrado em pacientes com 

doenças degenerativas, onde NO ocasionou a degradação de PTEN, portanto, NO 

desempenha um papel importante para regulação da atividade de PTEN (KWAK et 

al., 2010), e sugerimos que tenha participação desse mecanismo na leishmaniose.  
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ROS também pode levar a inativação da expressão de PTEN e ativar o 

mecanismo da via PI 3-kinase em macrófagos de murinos que é importante para o 

controle dos mecanismos de apoptose dos macrófagos e na produção de outros 

compostos durante a explosão oxidativa (LESLIE et al., 2003). Porém, na literatura 

ainda não há estudos demonstrando o envolvimento na expressão de PTEN com a 

regulação de ROS na leishmaniose canina e mais estudos são necessários. Assim, o 

objetivo dessa pesquisa foi de melhorar a nossa compreensão sobre a patogênese da 

LV no hospedeiro, e como tal, contribuir como alvos terapêuticos para futuros estudos. 
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