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FREITAS, J. H. MicroRNA-21 e microRNA-148a regulam PTEN, NO e ROS na
leishmaniose canina. 2023. 97 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina
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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (CanL) representa uma grave ameaca a saude publica
em varios paises. A progressdo da doenca depende do grau de supressédo da resposta
imune. Os microRNAs (miRs) modulam a tradu¢cdo do mRNA em proteinas e regulam
varias fungdes celulares e vias associadas as respostas imunes. MiR-21 e miR-148a
podem alterar a carga parasitaria e os macréfagos M1 sdo as principais células na
atividade leishmanicida de cades. Um estudo anterior encontrou aumento de miR-21 e
miR-148a em leucdcitos esplénicos (LE) de cdes com CanL usando a andlise de
microarranjo, e a analise in silico identificou alvos da via PTEN. PTEN esta envolvido
na regulacdo imune de macrofagos. Medimos PTEN e a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO) apds transfec¢cdo com mimic e inhibitor
de miR-21 e miR-148a em LE de cdes com CanL. Os niveis de PTEN aumentaram,
NO e ROS diminuiram em LEs de caes com CanL. A inibicdo do miRNA-21 resultou
em aumentos de PTEN; em contraste, o PTEN diminuiu apés a inibicdo do miR-148a.
Os niveis de nitrito aumentaram apos a transfec¢cdo com o inibidor de miR-21, mas
diminuiram com o inibidor de miR-148a. O aumento de miR-21 promoveu redu¢cado nos
niveis de ROS e NO. Esses achados sugerem que miR-21 e miR-148a modulam a

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

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

Leucdcitos esplénicos.



FREITAS, J. H. MicroRNA-21 and microRNA-148a regulates PTEN, NO and ROS
in canine leishmaniasis. 2023. 97 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina

Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

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 INTRODUCAO GERAL

1.1 Fatores Epidemiolégicos da LV

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca distribuida em diversos
continentes e a maior incidéncia dessa doenca estdo localizadas em paises como
india, Bangladesh, Brasil, Suddo e Etiopia (ALVAR et al., 2012). Trata-se de uma
doenca zoondtica que apresenta como vetor um flebotomineo 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 doenca tem grande destaque em sua expansao e
apresenta relevancia para o cenario publico de saude em diversos lugares do mundo.
Portanto, é fundamental o diagnostico clinico precoce com base na perspectiva
epidemioldgica da regido acometida e diagndsticos por testes moleculares sdo um dos
meétodos de confirmacdo (ALBUQUERQUE et al., 2017).

Os caes infectados podem desenvolver quadros assintomaticos e sintomaticos
(MORENO; ALVAR, 2002). Exames laboratoriais sdo importantes para a confirmacao
da doenca e para identificacdo da severidade do caso, alteracbes podem ser
observadas em niveis de concentracdo de enzimas hepaticas, além do quadro clinico
de hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e anemia (CIARAMELLA et al., 1997). Os
sintomas que podem surgir sdo hiporexia, linfoadenopatia, onicogrifose, alopecia,
descamacédo da pele e entre outros. Com o avanco da doenca torna-se necessario
uma constante vigilancia epidemiolégica de areas com o foco da doenca, sendo
através de testes soroldgicos e de inquéritos entomoldgicos (SAKAMOTO et al.,
2007). E existem meios de prevencdo para minimizar a expansao de novas infecces
atraves da vacinacao em cédes (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 doenca
(REGUERA et al., 2016).

No continente americano, existem 12 paises endémicos e entre o periodo de
2001-2017 foram relatados o total de 59.769 casos de Leishmaniose visceral em

humanos (OMS, 2019). Em alguns paises africanos os casos de leishmaniose visceral
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podem se agravar pela coinfecgéo pelo virus HIV ou se o houver histérico de doencas
cronicas (KONE et al., 2019).

A origem da Leishmaniose no Brasil comec¢ou na regido nordeste e depois se
dispersou para as demais regides no pais (MAIA-ELKHOURY et al., 2008). E alguns
paises proximos como Bolivia, Paraguai e Argentina podem ter contribuido para a
expansdo. A expanséo dos vetores tém aumentado em regides como Sao Paulo,
Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Diante desse cenario atual, novos
estudos e alternativas que contribuem para o controle dessa dispersao € essencial
(PASQUALLI et al., 2019). Um outro fator determinante para a proliferacdo seria a
facilidade de adaptacédo do vetor Lutzomiya longipalpis em regiées urbanas que séo
diferentes ao meio ambiente de origem e a dificuldade de encontrar os focos de
criagdo do vetor (MAIA-ELKHOURY et al., 2008).

O parasito apresenta dois estagios 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 € a amastigota, no qual reside no interior de
macrofagos (LIU; UZONNA, 2012).

A Leishmania € caracterizada como um parasito intracelular e sua replicacéo
acontece no interior de macréfagos. ApOs a infec¢do, os macrofagos passam a
produzir substancias como as espécies reativas de oxigénio (ROS) como forma de
defesa (LIMA-JUNIOR et al., 2017). Outras células como os eosindfilos, também ja
foram encontrados niveis elevados de ROS e o6xido nitrico (NO) em cées infectados
com a L. infantum (COSTA et al. 2018). Os neutrdéfilos polimorfonucleares sdo os
primeiros a serem recrutados e a realizar o processo de fagocitose quando se inicia a
infeccdo (PETERS et al., 2008) porém os macréfagos sdo as células que hospedam
de forma definitiva o parasito (PEREIRA et al., 2019).

O diagndstico pode ser feito por meio de testes soroldgicos, histopatologia,
identificacdo por microscopia ou testes moleculares, como o PCR que apresenta alta
sensibilidade e utiliza o0 DNA do parasito. E recomendado realizar mais de um teste
para confirmacéo do diagnostico e também a identificacdo da espécie para constatar
qual tipo de tratamento é o mais indicado ao paciente (ARONSON et al., 2017).

No Brasil, os exames mais comuns sado para o diagnéstico canino sao o
TR-DPP®, testes moleculares, sorolégicos e parasitoldégicos. Apesar do amplo uso
desses testes, existem limitacdes e ocorréncias 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 doenca e também de novas ferramentas para melhores
resultados.

1.2 Resposta imunologicana LV

1.2.1 Resposta Inata

Células como os macrofagos sdo 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 0sS
macréfagos, os neutrofilos também atuam no papel de células hospedeiras da
Leishmania na fase inicial e as células Natural Killer (NK) podem aparecer apos 24
horas da infeccdo (MULLER et al., 2001). Os neutrdfilos participam na defesa do
organismo e através de processos de estresse oxidativo, apoptose e ho aumento da
atividade da enzima mieloperoxidase, sendo essa enzima importante na producao de
espécies reativas de oxigénio (OUALHA et al., 2019).

O parasito quando esta dentro do organismo do hospedeiro pode entrar em
contato com o sistema complemento logo na fase inicial. Ap6s a ativacdo do
complemento, o complexo de ataque a membrana (MAC) C5b-C9 ira contribuir na lise
do parasito. Porém, a Leishmania tem a capacidade de inibir a atividade da MAC
através do Fator de Viruléncia lipofosfoglicano (LPG) que atua na superficie da
Leishmania. Além disso, a inativacdo de C3b e do Complexo MAC também ocorre
pela acdo da molécula GP63 que fica localizada na superficie do parasito (GURUNG;
KANNEGANTI, 2015)

A Leishmania para conseguir se manter no hospedeiro € capaz de modular a
resposta imune no hospedeiro. O parasito utiliza como alternativa a mudanca na
producado substancias antimicrobianas, tais como 0xido nitrico. E com isso, a resposta
imune inata ficara prejudicada e assim ocorrera a progresséo da doenca (OLIVIER;
GREGORY; FORGET, 2005). Caes infectados podem expressar niveis altos de IFN-
y em locais de maior proliferacédo, levando a ativagcéo da resposta Thl que responde
contra a infeccao. E o aumento de TGF-B no linfonodo de céaes, pode ser um indicativo

da atuacao de uma resposta imune reguladora (SANTOS et al., 2019).
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Os inflamassomas sdo compostos por complexos proteicos que séo ativados
na presenca do patdégeno (SHIO et al., 2015). Esse complexo proteico € formado por
trés componentes como: molécula adaptadora, caspase inflamatoria e uma proteina
sensora (ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015). Na presenca do parasito, a proteina
NLRP3 é ativada em resposta a infec¢do contribuindo na inibicdo da replicacdo da
Leishmania (MENDONCA et al., 2020) Inflamassomas sdo capazes de controlar a
maturacdo e aumentar os niveis de IL-1B e IL-18, desencadeia o processo inflamatério
celular para conter o avanco da doenca e promover a piroptose (SCHRODER,;
TSCHOPP, 2010). A ativacéo e o reconhecimento dos inflamassomas também estéo
presentes em infeccdes de parasitas intracelulares como Trypanosoma cruzi,
Plasmodium spp. e a Leishmania (ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015).

A expressao de Metaloprotease GP63 € um fator de viruléncia de espécies do
grupo de Leishmania e que pode contribuir para inibicdo da funcdo de macrofagos, e
com isso também resultard na diminuicdo da concentracdo da citocina IL-13 e na
clivacdo dos componentes do inflamassoma NLRP3. Essa reducdo inibi a
disponibilidade de espécies reativas de oxigénio (ROS) (SHIO et al., 2015) que é
gerado a partir de NADPH oxidase (LAMBETH, 2004). Além dos macrofagos, os
eosindfilos também desempenham um papel importante no controle da leishmaniose
através da producdo de ROS e NO (COSTA et al., 2018).

A polarizacdo de macréfagos para o perfil M1 esta relacionada com a geracéo
de substancias como ROS, NO, IL-12, IL-1B, TNF-a, NADPH oxidase-1 e iINOS que
diminuem a carga parasitaria. Enquanto a polarizacao para o perfil M2 pode levar ao
aumento da expressao de marcadores como IL-10, CD163, CD206, TGF-f e arginase-
1, contribuindo na sobrevivéncia da Leishmania (KUMAR et al., 2018). O parasito do
género L. donovani pode exercer influéncia na inibicdo da ativacdo de NF-kB,
prejudicar a producdo de ROS e interferir negativamente na ativacdo de
inflamassomas NLRP3. E dessa forma, ocorrer a progressao da doenca (GUPTA et
al., 2017).

Durante a infecgéo pela Leishmania donovani, ha o importante processo da
exploséo oxidativa de macrofagos em resposta a fagocitose e levando a producéo de
ROS (SAHA et al., 2019), mas o parasito tenta se adaptar as diferentes condi¢des que
dificultam a sua sobrevida como a presenca de Oxigénio reativo e espécies de
nitrogénio (ROS e RNS) que também s&o produzidos durante o processo de

fagocitose de macrofagos (SARDAR et al.,, 2013). A produgdo de ROS pode ser
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considerada como forma de ameaca a integridade do parasito, e como forma de
defesa a Leishmania desenvolveu um sistema de reparo do proprio DNA (MISHRA et
al., 2018).

As espécies de Leishmania sdo afetadas pela presenca de éxido nitrico e
perdxido de hidrogénio durante a explos&o oxidativa. O Oxido nitrico desempenha um
papel toxico e pode dar origem a outros metabdlitos como H202 e ONOO-, e esses
metabdlitos também apresentam toxicidade. No estresse oxidativo, a ativacdo de
NADPH oxidase e iNOS geram a producéo de compostos como ROS e NO (ASSCHE
et al., 2011).

Na leishmaniose visceral, o sucesso da atividade leishmanicida com a
producdo de NO por macrofagos (LIEW, 1995) tem sua importancia ja comprovada no
homem (PANARO et al., 2001), camundongo (BOGDAN, 2001) e cdo (SERARSLAN;
YILMAZ; SOGUT, 2005). E em amostras de PBMC de cdes com Leishmaniose, 0s
niveis de NO estdo aumentados em comparacdo com o grupo controle (MARTINI et

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

1.2.2 Resposta imunoldgica Adaptativa

A leishmaniose é uma doenca que se néo tratada pode levar o animal a morte
e levar a progressao devido a diversos fatores, onde o parasito consegue usar como
forma de defesa a inibicdo de citocinas anti-inflamatdérias, a exaustéo de células T ou
prejuizo na estrutura do linfonodo e na resposta humoral. E importante realizar uma
compreensao e mais estudos sobre os mecanismos de defesa do hospedeiro e do
parasito para realizar uma melhor abordagem no tratamento da doenca (RODRIGUES
et al., 2016)

Macréfagos infectados sdo capazes de desencadear a resposta imune
adaptativa e sdo consideradas como células apresentadoras de antigenos (APCs). A
estimulacdo do MHC de classe Il permite a ligacdo com o receptor da célula T (ROY
et al., 2014) e as moléculas coestimuladoras sdo importantes para ativar a resposta
dessas células (GANNAVARAM et al., 2016). Moléculas acessorias B7-1 e B7-2
podem se ligar ao CD28 (CAUX et al., 1994) resultando em uma regulacéo positiva,
porém quando ligada ao CTLA-4 a ligacdo € 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 importancia de CD80 e CD86 na Leishmaniose. Apds 0
bloqueio de ambas moléculas, houve uma reducéo de citocinas IL-5 e IFN-y que levou
na progressao da doenca (BRODSKYN; DEKREY; TITUS, 2001).

O PD-1 conhecido como “Programmed Cell Death protein-1”, pode
desempenhar um papel importante em células leucocitarias de caes com
Leishmaniose, sendo altamente expressa e participar na regulacdo da funcédo de
leucdcitos e na inibicdo de citocinas. O bloqueio da molécula de PD-1 pode aumentar
os niveis de NO e NO2 e levar a reducdo da carga parasitaria (REBECH et al., 2020).

Para se obter uma resposta imune protetora € essencial a ativacdo de Thl
(GRADONI, 2015). Cées infectados e assintomaticos com a ativacdo do sistema
adaptativo devido a Leishmania, € observada a predominancia da resposta Thl e
aumento dos niveis de IFN-y e TNF-a 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 estimulacédo da resposta Thl e de forma
duradoura em cédes (GRADONI, 2015).

O resultado clinico do quadro da Leishmaniose pode variar desde os sintomas
como lesBes cutdneas (SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014) até um quadro mais
severo com o comprometimento de visceras e da imunidade mediada por células T
(BUNN et al., 2018).

Os linfocitos B séo células importantes para a protecdo do organismo contra
diversos patdgenos. Em infec¢Bes agudas a resposta humoral tem a capacidade de
desempenhar um papel importante combatendo o antigeno. E em alguns casos de
infeccbes cronicas, sao induzidas ao desequilibrio do sistema humoral em favor da
sobrevivéncia do agente patolégico (HURDAYAL et al.,, 2017). Em um estudo
realizado com células B humanas, foi avaliado o perfil especifico dessas células na
atuacao da Leishmania infantum, onde revelou a identificacdo dessa populacao de
células capazes de serem influenciadas pelo parasito a secretarem altos niveis de IL-
10. Portanto, foi comprovado que uma das formas de defesa da Leishmania € a
utilizacéo de células B através da producgédo de citocinas (ANDREANI et al., 2015).
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1.2.3 Expresséo de mir-21 e mir-148a na LV

Os microRNAs séo responsaveis por agir em diversos processos bioldgicos
realizando um papel importante como mediador intracelular (SHU et al., 2017). E por
meio de doencgas infecciosas, 0 agente etioldgico é habil a modular a expressao de
microRNAs nos processos de regulacdo de genes especificos na fase poés-
transcricional. Na infeccdo por Leishmania amazonensis em camundongos, a
modulacao de microRNAs feita pelo parasito leva a modificacdo da expressao da via
Toll-like receptors em macréfagos e esse mecanismo resulta em prejuizo para a
defesa do sistema imune (MUXEL et al., 2018). Do mesmo modo que 0os microRNAs
participam na sobrevivéncia do patdgeno, existem outros que atuam na defesa do
sistema imunolégico. Em macréfagos de hospedeiros infectados por Leishmania, a
ativacdo desses mecanismos de defesa podem induzir ao aumento da expresséo de
MRNAS que s&o importantes no controle da progressao da doenca (VARIKUTI et al.,
2019).

Os microRNAs séao pequenos RNAs nao codificantes que interagem com o
MRNA para levar a sua degradacdo e podem ser usados como alvos terapéuticos
para diversas doencas (ZHANG; WANG; GEMEINHART, 2013). O microRNA priméario
(pri-microRNA) comeca a ser processado no nucleo apos a sua transcricdo, onde é
clivado pela acdo enzimética de Drosha e DGCR8 formando o pre-microRNA
(DAUGAARD; HANSEN, 2017). Em seguida, o pre-microRNA € transportado para o
citoplasma pela acéo de Exportin-5 para continuar o seu processo de maturacdo. No
citoplasma, sofre clivagem pela agao da Dicer que corta a regido 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 formagao da ultima
forma do microRNA. Na figura abaixo (Fig.1l) € demonstrado como acontece a
formacao do microRNA e com o exemplo envolvendo miR-21:

Apos a transcricdo da forma primaria de miR-21 no ndcleo, ocorre a clivagem
a partir da Dicer e DGCRS8 para formar o pre-microRNA-21 que € 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) Possiveis microRNAs alvos de miR-21 e outras que
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miR-21 pode desempenhar, sendo representado em azul. (B) Vias hipotéticas de
regulacéo por miR-21 representadas em vermelho.

Fig. 1. Via candnica da formac&o de miR-21 e seus possiveis alvos.
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Apbs sua formacao, os miRs passam a atuar no alvo promovendo a regulacao
da expressao génica e a producdo de proteinas, e dessa forma pode desempenhar
importantes funcdes regulatérias no organismo. A expressao de miR-21 conferi um
papel protetor em camundongos, pois tem como alvo os genes MARCKS e RhoB que
regulam a atividade fagocitica de macréfagos, sendo importante no combate a
infeccdes (JOHNSTON et al., 2017). Na leishmaniose, a producéo de proteinas, como
as citocinas IL-10 e TGF-B, sdo moduladas pela Leishmania através da expresséao de
mMiRs para controlar a resposta imune no hospedeiro (HAMIDI et al., 2021).

A Leishmania também apresenta como mecanismos de evasdo a modulacao
do transporte intracelular de miRs no hospedeiro, como por exemplo, a restricao da
entrada de miR-122 provenientes de vesiculas extracelulares para reduzir a resposta
inflamatoria. Contudo, o parasito também atua no processo inverso, realizando a
exportacdo de miR-146 que exerce agao anti-inflamatéria em células infectadas, e
esse processo acontece através da modulacdo da proteina HUR. E no momento que

esse miR estd no meio extracelular, é promovida a polarizacdo de macréfagos
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adjacentes para perfil M2, favorecendo a sobrevivéncia do parasito (GANGULY et al.,
2021).

Na Leishmaniose canina, alguns miRs apresentam sua expressao aumentada,
como 0 miR-148a e miR-21, e a inibicdo de miR-21 esta associada ao aumento do
perfil Thl e diminuicdo da carga parasitaria (MELO et al., 2019). De acordo com o
miRBase Sequence Database, cfa-miR-21 e cfa-miR-148a estdo localizados no
cromossomo 9 e 14 respectivamente (GRIFFITHS-JONES et al., 2008). Em humanos,
miR-148a € considerado como membro da familia miR-148a/miR-152 e pode ser
encontrado nos cromossomos 7, 12 e 17 (FRIEDRICH et al., 2017); enquanto hsa-
miR-21 esta no cromossomo 17 (GRIFFITHS-JONES et al., 2008).

MiR-21 possui diversos genes alvos envolvidos na imunidade do cdo 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
esplénicas de com L. donovani, devido ao direcionamento da polarizacdo de
macrofagos para o perfil M1 e com producao de NO, IFN-y e TNF-a no estagio ativo
da infeccdo (VARIKUTI et al., 2021). Além disso, a expressao miR-21 também regula
a producao de IL-10 e a expressao de CD69 de linfocitos B em células esplénicas de
cdes com leishmaniose, sendo sugestivo a modulacdo desse miR pelo parasito
(BRAGATO et al., 2022).

Contudo, em células tumorais a expressao de miR-21 pode desempenhar um
papel importante no controle da apoptose, e favorecer a progressdo da doenca
através da diminuicdo da atividade de PTEN (LIU et al., 2019). O efeito protetor
acontece com a alta expressdo de miR-21, pois leva ao direcionamento de
macrofagos M2 em pacientes com cancer ovariano (AN; YANG, 2020), e esse efeito
protetor pode ser devido a expresséo de PTEN.

Em camundongos, o aumento da expressdao de PTEN pode promover o
controle da progressao do cancinoma hepatocelular e induzir ao estresse oxidativo
(KATO et al., 2021), mas na leishmaniose favorece a sobrevivéncia do parasito, pois
ndo ha producdo de NO e ROS (MAUEL; RANSIJIN; BUCHMULLER-ROUILLER,
1991; SAHA et al., 2019). Porém, ainda ndo foram feitas pesquisas a respeito dessa
interacdo de NO e ROS com o miR-21 na patologia da Leishmaniose canina.

Em células humanas endoteliais, a expressao do miR-21 leva a um processo
de estresse, com aumento da sintese de NO e inibigcdo da apoptose (WEBER et al.,

2010). MiR-21 também pode regular a expressao de KRIT1 que esta envolvido na
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manutencdo da homeostase de ROS (SALA et al., 2018), e a expressdo do gene
SOD3 também modula os niveis de ROS em células epiteliais humanas (ZHANG et
al., 2012). Portanto, miR-21 tem atuacdo na regulacdo de NO e ROS na resposta
imune, e uma compreensdo desse mecanismo na leishmaniose é necessario para o
desenvolvimento de terapias com alvos em microRNAS.

Em processos inflamatorios, a desregulagdo do miR-21 por meio de fatores
como PAMPs ou DAMPs induz a acao anti-inflamatoéria e imunossupressora. Logo, a
atuacao do microRNA no sistema imunologico € apto de ser influenciado por agentes
infecciosos (SHEEDY, 2015). Em reacdes inflamatérias excessivas, induzi-lo
negativamente podera conter a inflamagéo e o dano ao organismo. Em um estudo
com sangue periférico humano, comprovou essa capacidade do miR-21 em participar
na diferenciacéo das células T. A diminuicdo em sua expressao favoreceu o aumento
de células de mémoria, pois tem correlagdo com genes responsaveis pela producao
dessas células (KIM et al., 2018).

Além dos efeitos regulatorios desempenhados por miR-21 na leishmaniose,
miR-148a possui a sua expressdo também aumentada (MELO et al., 2019). MiR-148a-
3p é capaz de promover efeitos regulatérios na diferenciacdo de mondcitos em
macréfagos com o uso de um fator estimulante de colénia (GM-CSF). No estudo com
células da medula 6ssea de camundongos, foi demonstrada a acdo de macréfagos
por meio da expressao de miR-148a-3p, de modo que apresentaram um desempenho
melhor na eliminacdo de patégenos pela alta quantidade produzida de ROS. O
aumento na expressdo de miR-148a-3p, contribui no aumento da producdo de ROS
com o uso da via PTEN/AKT que acontece durante o processo infeccioso (HUANG et
al., 2017).

Essa atuacdo do miR-148 na regulacdo imune em macrofagos 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 sinalizacdo mediada por miR-148a-3p promove a polarizagcdo dos
macrofagos 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 progndstico e como alvo terapéutico para diversos perfis de
patologias, sendo tumores, doencas autoimunes e doencgas inflamatérias crénicas.

Esse achados sugerem que a participacdo do miR-148 na resposta imune inata tem
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comprovacédo, poréem foi relatado também a sua atuacéo na regulacéo de células T e
B (FRIEDRICK et al., 2017). Em pacientes com processos inflamatérios como a artrite
reumatoide, o aumento da expressao do miR-148 estimulado por T-bet e Twist 1 pode
promover uma resposta imune direcionada a resposta Thl (HAFTMANN et al., 2015)
Porém, na area da leishmaniose ainda é escasso a quantidade de informacdes sobre
esse microRNA.

MiR-148 é regulador de processos inflamatérios e modula a via de NF-kB e
citocinas inflamatérias, como a IL-1[3, onde se liga a regido 3’'UTR do mRNA de IL-1,
inibindo sua expresséo e a producédo da proteina (DONG et al., 2021). A expressao
de miR-148a pode exercer um papel na regulacdo da resposta inflamatéria na
leishmaniose, contudo a sua inibicdo leva a reducdo da carga parasitaria,
comprovando o seu importante papel no controle da infecgcédo (REBECH et al., 2023).

O tratamento da Leishmaniose canina tem certas limita¢cdes porque o arsenal
terapéutico contra esta doenca 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 tém implicac6es epidemiolégicas uma vez que,
apés o tratamento, os cdes tornam-se assintomaticos, mas continuam a ser um
reservatorio para a transmissao do parasito pelo vetor (SOLANO-GALLEGO et al.,
2009). Devido a supressao imunoldgica celular ser determinante na progressao da
doenca, o conhecimento de fatores associados a regulacdo imunoldgica é
fundamental para a mudanca do padréo de resposta.

Portanto, compreender o mecanismo de acdo dos miRs na resposta
imunologica é fundamental para o desenvolvimento de novos tratamentos para

Leishmaniose, e assim promover melhores condi¢des de vida ao animal.

1.2.4 Expressao de PTEN na LV

PTEN é conhecido como um supressor tumoral e tem como alvos substratos
lipidicos ou proteicos. A sua importancia e o seu papel para tratamentos oncoldgicos
€ amplamente discutido em diversos estudos (KATO et al., 2021; SHINDE; MADDIKA,
2016) e a sua deficiéncia pode induzir ao processo de estresse oxidativo em

camundongos com carcinoma hepatocelular (KATO et al., 2021). A proteina PTEN
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sofre uma série de mutagBes em células tumorais e é considerada importante para o
controle celular (FURNARI et al., 1997). Contudo, essas mutacdes decorrentes
desses processos podem reduzir a atividade catalitica de PTEN e prejudicar a sua
funcdo. O dominio C2 encontrado em PTEN esta envolvido nessa atividade e contribui
no seu recrutamento para a membrana, e além de ajudar na interacdo com o seu
substrato PI(3,4,5)P3 (WORBY:; DIXON, 2014). Na figura 2 esta descrito os principais
mecanismos de acédo de PTEN, incluindo sua interacdo com PIP3:

PTEN realiza a desfosforilacdo de PIP3 na membrana plasmatica, enquanto no
ndcleo pode inibir a atividade de AKT, como ocorre de forma semelhante na
membrana plasmética. Além disso, PTEN participa na regulagéo de outras proteinas
na regido nuclear para regular a reparacdo do DNA, morte celular e estabilidade do

centrbmero.

Fig.2. Principais func¢des regulatérias de PTEN.
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Fonte: CHEN et al., 2018

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

modificacdes poés-traducionais (acetilagdo, fosforilacdo, SUMOilacdo, oxidacgéo,
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microRNAs, RNA antisense, ou por RNAs longos néo codificantes) e interagdes entre
proteinas. Essas modulacdes contribuem para manter a homeostase celular com
niveis regulares de PTEN e PIP3 (WORBY; DIXON, 2014). Outro fator importante para
a modulacdo de PTEN é o processo de metilacdo. Em camundongos com artrite
reumatoide, a metilacdo de PTEN promove a regulacdo da atividade inflamatoria e a
producao de citocinas e quimiocinas, como IL-1, IL-6, CCL-2 e CCL-3 (Ll etal., 2021).

A reducdo de PTEN também é responsavel por promover a ocorréncia de
processos apoptoticos, pois € aumentada a atividade oxidativa, onde é gerado o
acumulo 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 reparacdo do DNA e
comprometimento celular (HO et al.,, 2020). Portanto, € necessario manter
concentracfes de PTEN/PISK/AKT equilibradas para evitar o surgimento de doencas
ou de processos apoptéticos.

PIP3 é um dos principais substratos encontrados na membrana plasmatica,
atuando na regulacdo da atividade de PTEN quando presente na membrana
(MASSON; WILLIAMS, 2020). Porém, PTEN também esta localizado no nucleo,
exercendo papel na manutencdo do DNA e evitando danos na sua estrutura (BASSI
et al., 2013), mas pode interagir na regido da membrana quando recrutada (LIU et al.,
2005).

P1(3,4,5)P3 é considerado como substrato intermediario de PTEN e ap0s a sua
ativacdo, os niveis de AKT aumentam contribuindo nos processos de sobrevivéncia,
proliferacéo e migracao celular (KOTELEVETS et al., 2020). Os niveis de AKT quando
aumentados diminui a expressao de PTEN, onde leva a progressao de tumores em
cdes e gatos (ASPRONI et al., 2021), além de exercer importante influéncia na
viabilidade celular e na sobrevivéncia de macréfagos e mondcitos (LINTON;
MOSLEHI; RABAEV, 2019). Na leishmaniose, a ativacdo de AKT permite prevenir o
processo de apoptose celular induzido pela Leishmania como mecanismo de
sobrevivéncia e evasdo (RODRIGUEZ-GONZALEZ; WILKINS-RODRIGUEZ;
GUTIERREZ-KOBEH, 2022).

Em células dendriticas, a Leishmania pode ter como alvos a via PISK/AKT e o
fator de transcricdo NF-kB para manipulacdo da resposta inflamatoria, sendo crucial
para a sua multiplicacdo no hospedeiro (NEVES et al., 2010). Além disso, o parasito

pode produzir a proteina 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
modulacado da resposta imune no hospedeiro (TIRADO-DUARTE et al., 2018).

A Leishmania apresenta um grande arsenal de mecanismos para promover a
sua replicacdo e conseguir sobreviver no hospedeiro. E fatores epigenéticos podem
estar envolvidos nesse processo, como modificagdes em histonas e alteracdes na
expressao génica (AFRIN; KHAN; HEMEG, 2019).

Alguns genes tém sua expressao alterada na leishmaniose, como PTEN que
pode exercer importante papel durante o estagio da infeccdo. Em pacientes com
leishmaniose visceral, pode ser observado a diminuicdo de mRNA para PTEN, além
do aumento da producéo de citocinas, como IFN-y e IL-10 (SUDARSHAN et al., 2016),
ambas de perfil Thl e Th2 respectivamente. J& em camundongos, macrofagos
deficientes em PTEN ocorreu a diminuicdo da capacidade de eliminacdo do parasito
(KURODA et al., 2008), porém mais estudos sdo necessarios para confirmar a sua
funcdo na modulagéo da resposta imune na leishmaniose.

A expressao de PTEN pode ser modulada por microRNAs através da interacao
com o mRNA de PTEN na regido 3’ UTR (LIU et al., 2019). Na Leishmaniose canina,
a expressao de miR-21 e miR-148a estdo aumentados, e na andlise in Silico, mostrou
gue PTEN participa como alvo desses microRNAs (MELO et al., 2019). PTEN é capaz
de promover mudancas na polarizacao do perfil de macréfagos M2 para M1, alterando
para um resposta inflamatéria (LIU et al., 2020). Contudo, macréfagos de perfil M2
podem conter alta expressdo de miR-21 que é responsavel por modular
negativamente a expressédo de PTEN (ZHENG et al., 2017).

Na leishmaniose, a polarizacédo da resposta para um perfil M1 € importante para
a eliminacao do parasito, devido a producédo de substancias como ROS e NO (CHOW
et al., 2022; VAROTTO-BOCCAZZI et al.,, 2020). O efeito da polarizacdo de
macréfagos desempenha um papel importante porque exerce influéncia na atividade
microbicida e na funcao fagocitica (CHOW et al., 2022)

No estudo com melanomas humano, mostrou que a presenca de NO é capaz
de modular negativamente a atividade de PTEN, além de aumentar a expressao da
via PIBK/AKT (DING et al., 2021). Resultado similar foi encontrado em pacientes com
doencas degenerativas, onde NO ocasionou a degradacdo de PTEN, portanto, NO
desempenha um papel importante para regulacao da atividade de PTEN (KWAK et

al., 2010), e sugerimos que tenha participacao desse mecanismo na leishmaniose.
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ROS também pode levar a inativacdo da expressdo de PTEN e ativar o
mecanismo da via Pl 3-kinase em macrofagos de murinos que é importante para o
controle dos mecanismos de apoptose dos macrofagos e na producdo de outros
compostos durante a explosdo oxidativa (LESLIE et al., 2003). Porém, na literatura
ainda ndo ha estudos demonstrando o envolvimento na expressdo de PTEN com a
regulacdo de ROS na leishmaniose canina e mais estudos sdo necessarios. Assim, o
objetivo dessa pesquisa foi de melhorar a nossa compreensao sobre a patogénese da

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