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COSTA, S.D. MicroRNA194 regula a carga parasitaria e a producao de oxido
nitrico dependente de IL-18 em células mononucleares do sangue periférico de
cdes com leishmaniose. 2023. 96 f. Tese (Doutorado) Ciéncia Animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria - Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

Os caes domeésticos sdo os principais reservatérios urbanos de Leishmania infantum,
0 agente causador da leishmaniose visceral (LV). Na leishmaniose canina (CanL), a
modulacdo da resposta imune do hospedeiro pode estar associada a expressao de
pequenos RNAs nédo codificantes denominados microRNA (miR). A expressédo do
miR-194 aumenta em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de cées
com leishmaniose com correlacéo positiva com a carga parasitaria. Estudamos CMSP
de 5 caes saudaveis e 28 cdes com leishmaniose. A expressao basal do miR-194 foi
analisada utilzando gPCR. As CMSP foram transfectadas com Mimic e Inibidor
sintéticos do miR-194 e cultivadas a 37° C, 5% de CO:2 por 48 horas. A expressédo de
possiveis alvos do miR-194 foi analisada: INOS, NO, T-Bet, GATA3 e FoxP3 foram
analisadas por citometria de fluxo; a expressédo génica de TRAF6 foi analisada por
gPCR, e o nivel das citocinas IL-13, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e TGF-B no
sobrenadantes de cultura celular foi mensurada por Ensaio Imunoenzimético de
Captura (ELISA). A carga parasitaria foi analisada por citometria e gPCR. Ensaio
funcional com Inibitor do miR-194 e bloqueio de IL-13 e avaliagdo da producéao de NO
também foram realizados. Transfeccdo com o mimic do miR-194 promoveu um
aumento da carga parasitaria. Nao houve alteracdes significativas na expresséo de T-
bet, GATA3 ou FoxP3 com aumento ou inibicdo do miR-194. A inibicdo de miR-194
aumentou IL-1B e NO em CMSP de cées doentes, e o bloqueio de IL-13 apds a
inibicdo de miR-194 diminuiu os niveis de NO. Esses achados sugerem que o0 miR-
194 é regulado positivamente em CMSP de cdes com leishmaniose e regula
positivamente a carga parasitaria, possivelmente diminuindo a producdo de NO
dependente da IL-1B. Esses resultados aumentam nossa compreensao dos
mecanismos moleculares de evasao da resposta imune pelo parasita e a identificacao

de possiveis alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Cées. MicroRNAs. Genes. Imunologia



COSTA, S.F. MicroRNA-194 regulates parasitic load and IL-1B-dependent nitric
oxide production in the peripheral blood mononuclear cells of dogs with
leishmaniasis. 2023. 96 f. Tese (Doutorado) Ciéncia Animal, Faculdade de Medicina
Veterinaria - Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Domestic dogs are the primary urban reservoirs of Leishmania infantum, the causative
agent of visceral leishmaniasis. In canine leishmaniasis (CanL), modulation of the
host's immune response may be associated with the expression of small non-coding
RNAs called microRNA (miR). MiR-194 expression increases in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) of dogs with leishmaniasis with a positive correlation with
parasite load. We studied PBMCs from 5 healthy dogs and 28 dogs with leishmaniasis.
Basal expression of miR-194 was measured using gPCR. PBMCs were transfected
with synthetic miR-194 mimic and inhibitor, and cultured at 37 °C, 5% CO2for 48 hours.
Expression of possible targets INOS, NO, T-Bet, GATA3, and FoxP3 were measured
using flow cytometry; gene expression of TRAF6 was measured using qPCR, and level
of cytokines IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, and TGF-B in cell culture
supernatants was measured using capture enzyme-linked immunosorbent assays.
Parasite load was measured using cytometry and qPCR. Functional assays followed
by IL-18 blockade and assessment of NO production were also performed.
Transfection with miR-194 mimic promoted an increase in the parasite load. There
were no significant changes in T-bet, GATA3, or FoxP3 expression with miR-194
enhancement or inhibition. Inhibition of miR-194 increased IL-18 and NO in PBMCs
from diseased dogs, and blockade of IL-1 following miR-194 inhibition decreased NO
levels. These findings suggest that miR-194 is upregulated in PBMCs from dogs with
leishmaniasis and increases parasite load, possibly decreasing NO production via IL-
18. These results contribute to our understanding of the mechanisms of immune

evasion by the parasite and the identification of possible therapeutic targets.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Dogs. MicroRNA. Genes. Immunology
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Epidemiologia da Leishmaniose Visceral

Leishmanioses sdo doencas zoondéticas causadas por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania e sédo transmitidos para animais e humanos por
meio de insetos da familia Psychodidae (1). As diferentes espécies do protozoario
causam um conjunto de sindromes clinicas em humanos que podem comprometer a
pele (Leishmaniose Cutanea - LC), membranas mucosas (Leishmaniose
Mucocutanea - LM) e visceras (Leishmaniose Visceral - LV) (2). A LV é a forma mais
severa das leishmanioses e causada pelas espécies Leishmania (L.) donovani e L.
infantum no velho mundo e L. infantum (sinbnimo de L. chagasi) no novo mundo (2).
A LV é caracterizada por episédios irregulares de febre, anemia, aumento do baco e
figado (1,2), com uma letalidade de mais de 90% dos casos em que 0s pacientes nao
sdo submetidos a nenhum tipo de tratamento (1-3).

A ocorréncia da LV é amplamente distribuida no mundo, principalmente em
regides tropicais e subtropicais. Estima-se que de 50.000 a 90.000 novos casos da
infeccdo ocorram anualmente em todo mundo, sendo que apenas de 25 a 45% dos
casos sdo reportados a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2). Nas américas, uma
média de 3.500 casos de LV séo reportados anualmente com uma taxa de mortalidade
de 7% (1). Ainda nas américas, a LV é reportada em 13 paises (Argentina, Bolivia,
Brasil, Coldmbia, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Mexico, Nicaragua,
Paraguai, Uruguai e Venezuela) (1).

O Brasil é o principal pais endémico para LV nas américas (2) e concentra 90%
dos casos registrados na regido (4). Dados do Ministério da Saude do Brasil
demonstram que em 2021 foram registrados 1683 casos de LV no pais com 165
Obitos, sendo a maioria dos casos registrados na regido Nordeste (46%), seguido das
regides Norte (16%), Sudeste (14%), Centro Oeste (5%) e Sul (1%) (4). Dos casos
de LV registrados no Brasil no ano de 2021, 61 foram no estado de Sao Paulo, com
10 mortes (4). No estado de S&o Paulo, a doenca foi notificada pela primeira vez no
municipio de Aragatuba no ano de 1999, quando foi confirmado o primeiro caso canino
autdctone no municipio (5) e desde de entéo, entre 1999 a 2019 foram 8.553 casos

registrado no estado com 266 6bitos (6).
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A transmissdo de L. infantum no Brasil ocorre pela picada da fémea do
flebotomineo hematdéfago Lutzomyia longipalpis (7), embora outras espécies de
flebotomineo j& tenham sido identificadas como vetores do protozoério (8). Mesmo
com a dispersao dos flebotomineos para quase todas as regides do pais, a auséncia
do vetor em areas onde existem casos de LV sugere a existéncia de outros modos de
transmissdo do parasita (9). Outros artrépodes que se alimentam de sangue, como
carrapatos (10,11) ou pulgas (10) também ja foram descritos como possiveis
transmissores de L. Infantum, entretanto, ndo ha uma conclus&o sobre o papel desses
ectoparasitas no ciclo transmissdo da doenca (12). Ja foi descrito também a
ocorréncia de transmissao venérea (13), vertical (14—16) e por transfusdo sanguinea
(17).

Os cées domésticos (Canis familiaris) sdo os principais reservatérios de L.
infantum em areas urbanas (18) e em areas endémicas ha uma correlacdo entre a
prevaléncia de cdes soropositivos e 0 numero de casos da doenca em humanos
(19,20). Essa relacdo entre cades soropositivos e LV humana acontece devido a
proximidade dos cdes com o0os humanos, pelo alto parasitismo na pele de cées
infectados, principalmente em regides ulceradas (21), pela alta prevaléncia de cées
infectados em areas endémicas e poucos apresentarem a forma sintomética da
doenca (22) e pela dificuldade de diagnéstico no grande nimero de caes doentes
assintomaticos (23) . Portanto, devido a importancia dos caes na manutencéo do ciclo
epidemioldgico da LV, sugere-se que o controle da infec¢édo e/ou doenca no céo pode

contribuir para o controle efetivo da doenca no homem (24).

1.2 Leishmaniose Canina

A infec¢@o canina por L. infantum, tem inicio ap0s a inoculacdo de formas
promastigotas metaciclicas na pele durante o repasto sanguineo da fémea do
flebotomineo. Embora ndo existam evidéncias diretas de todas as etapas do processo
de instalagéo da doenca no cdo, no homem ou mesmo no modelo murino, o cenario
geral parece ser o descrito a seguir. As promastigotas de L. infantum s&o fagocitadas
por células fagociticas residentes ou recrutadas como macrofagos e neutréfilos (25).
No interior das células fagociticas, as promastigotas (que exibem flagelo aparente) se
aderem aos fagossomos e transformam-se em formas amastigotas (que possuem

flagelo restrito a bolsa flagelar) (26). Neutrofilos contendo leishmania podem sofrer
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apoptose e serem fagocitados por macrofagos, transferindo assim a sua carga
parasitaria. Os macrofagos produzem oxido nitrico (NO) para eliminacdo do parasita
(27), no entanto, nesse primeiro momento a ativacdo de mecanismos leishmanicidas
dos macrofagos nédo é suficiente para evitar a propagacao do parasita (28).

Sem uma contencado apropriada, as amastigotas se multiplicam por divisdo
binaria dentro dos macréfagos e séo transportadas para o linfonodo drenante e a partir
dai, no interior dos macrofagos, disseminam-se para diversos érgaos ricos em células
do sistema fagocitico mononuclear (29) como o bacgo, figado e a medula 6ssea (25).
Nesses 0rgaos, as leishmanias continuam a proliferar no interior dos macrofagos até
ocasionar a ruptura da célula e dessa forma infectar outros macrofagos (30), processo
que induz a uma inflamacao cronica, frequentemente granulomatosa, que promove
alteracdes funcionais e estruturais nos 6rgdos afetados (31,32) e dessa maneira,
causar a doenca.

A Leishmaniose Canina (CanL em inglés), termo utilizado devido a infeccao por
L. infantum nos cées poder afetar tanto a pele quanto as visceras (22) é manifestada
por lesdes e sintomas caracteristicos. Os sinais clinicos mais frequentes da CanL s&o
lesBes na pele, linfoadenopatia, onicogrifose, perda de peso, caquexia, febre e doenca
renal (33). AlteracBes laboratoriais como anemia néo regenerativa, hipoalbuminemia,
hiperglobulinemia, trombocitopenia, proteindria, azotemia renal e aumento de enzimas
hepéticas também sdo encontradas nos caes doentes (34). O nimero e a intensidade
dos sinais clinicos sdo determinados por um conjunto de fatores que envolvem a cepa
do protozodrio, a genética e principalmente o estado imunolégico do hospedeiro (23).
Desta maneira, alguns cées controlam a infeccdo por um periodo de tempo sem o
aparecimento de sinais (estado subclinico ou assintomatico) (22,35), enquanto outros
apresentam evolucao aguda ou progressiva da doenca (estado clinico ou sintomético)
(23).

1.3 Resposta imunoldgica na Leishmaniose Canina

A resposta imunolégica desenvolvida pelo cdo frente a infecc&o por L. infantum
€ complexa e determinante para a resisténcia ou susceptibilidade a doenca (27,36).
A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra o protozoario. Apos a inoculacéo
na derme pela picada do flebotomineo, a maioria das promastigotas de leishmania
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sdo mortas pela acao do sistema complemento (27), embora a saliva do flebotomineo
possa inibir a acdo do complemento e consequentemente induzir a falha da resposta
imune ja no momento da inoculacéo (37). Moléculas das leishmanias sobreviventes a
acao do complemento séo detectadas por receptores da imunidade inata presentes
em células residentes como células de Langerhan, dendriticas, natural killer e células
recrutadas como mondcito/macrofagos e neutréfilos (26,38). Entre os receptores
imunes inatos estéo os receptores Toll-like (TLRS), que utilizam proteinas adaptadoras
como o MyD88 para desencadear a producao de citocinas pro-inflamatérias, tais como
TNF-a, IFN-y e IL-12, bem como moléculas coestimuladoras B7-1/B7-2 e CD40 em
macrofagos que se ligam respectivamente com o CD28 e CD40L de células T e
ativam momentaneamente mecanismos leshmanicidas dos macréfagos infectados e
induzem a resposta imune adaptativa (39,40).

Outro mecanismo da imunidade inata envolvido nas infeccdes por Leishmania
spp. € a ativacao dos inflamossomas (38,41). Os inflamossomas podem ser ativados
por duas vias diferentes: a partir da ativagao do receptor NODlike (NLR) NLRP3, um
receptor intracelular que reconhece PAMPS (Padrbes Moleculares Associados aos
Patogenos) do parasita e também pela ativacdo de receptores da familia de TNF e IL-
18 (38). A ativacdo de NLRP3 leva a ativacao da caspase-1 e clivagem da pré-IL-13
em IL-1B ativa, citocina importante na resposta imune inata contra o parasito (41).
Além disso, parasitos do género Leishmania podem ativar também a via ndo-candnica
do inflamassoma por meio da caspase-11 (42) . A ativacdo do inflamassoma aumenta
a ativacdo de mecanismos leishmanicidas contra espécies de Leishmania, entre elas
a L. infantum (41,43).

Apesar de todos 0s mecanismos da resposta inata para o controle do parasita,
a ativacdo da resposta imune adaptativa é essencial para o controle da infeccéo.
Como demonstrado na figura 1, tanto a resposta imune celular (Th1) quanto a resposta
imune humoral (Th2) s&o ativadas na CanL, e a progresséo da doenca depende do
balanco entre as respostas Thl e Th2 (24,35,36,44). O recrutamento eficiente de
células apresentadoras de antigenos (APCs) na resposta inata pode resultar em uma
ativacado bem sucedida da resposta imune celular (Thl), essencial para resisténcia a
L. infantum nos cées infectados e predominante em cdes em estados subclinicos e/ou
assintomatico da infeccdo (36,44) (Figura 1). Durante resposta Thl, células

apresentadoras de antigeno, incluindo células dendriticas, capturam leishmanias, ou
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fragmentos delas na derme e migram para regidao T do linfonodo de drenagem (25,45).
Durante essa migracdo, as células dendriticas amadurecem e desenvolvem a
capacidade de expressar moléculas coestimulatérias e produzir IL-12 (46). Ja no
linfonodo, apds o processamento do antigeno, as células dendriticas que expressam
peptideos de leishmania acoplados ao complexo principal de histocompatibilidade
(MHC classe | e classe II), expressam moléculas coestimulatérias membros da familia
B7 (CD80 e CD86) (47) e produzem IL-12 (48), sao capazes de estimular a
proliferacdo e a diferenciacdo de linfécitos T naive em linfocitos T efetores Thl (T
CD4+ e T CD8+). As células T CD4+ Thl migram para os tecidos afetados pela
infeccdo e produzem IFN-y e TNF-a e essas citocinas ativam mecanismos
leishmanicidas, incluindo a produc¢éo de 6xido nitrico, e espécies reativas de oxigénio
(H202 e ion superdxido) nos macrofagos infectados pelo protozoario (48-50). Além
disso, linfocitos T CD8+ também podem produzir IFN-y ou exercer atividade citotoxica
sobre células infectadas pela leishmania (51).

No entanto, a susceptibilidade a infec¢ao por L. infantum nos cées e progressao
da CanL é associada a uma acentuada resposta imune humoral (Th2) (52) com
producao das citocinas IL-4 e IL-10 (53-55) que inibem a resposta imune celular Thl
especifica ao parasita promovendo assim o aumento da carga parasitaria (24) (Figura
1). As células B, que na doenca subclinica produzem baixos niveis de anticorpos
especificos contra L. infantum comecam a produzir maiores niveis de anticorpos nao
especificos ao parasita, levando ao quadro de hipergamaglobulinemia (56). A
producdo exacerbada de anticorpos ndo especificos ao parasito leva a formacao de
imunocomplexos (56,57) que se depositam em érgdos como os rins, podendo levar a
uma insuficiéncia renal crénica em estagios mais avancados da doenca no céo (58).
Além disso, os imunocomplexos induzem a producdo de IL-10 por macréfagos
diminuindo assim a ativacdo de mecanismos leishmanicidas (30,56,57).
Recentemente tém-se estudado o desenvolvimento e o papel das células B
reguladoras na progressao da doenca. As ceélulas B regulatérias sdo capazes de
produzir IL-10 em doencas autoimune e doencgas cronicas, inclusive na CanL (59,60)
onde a propor¢ao de células B que produz IL-10 € maior em cdes com leishmaniose
e sintomaticos, sugerindo um papel importante dessas células na progressédo da
doenca (60).
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Portanto, conhecer os mecanismos moleculares pelos quais o parasita regula
as respostas imunoldgicas, de maneira favoravel a sua sobrevivéncia, € fundamental
para entender a progressdo da doenca e também identificar possiveis alvos
terapéuticos para a CanL.
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Figura 1. Na leishmaniose canina tanto a resposta imune celular Th1l quando a resposta imune humoral
Th2 sdo ativadas e o balanco entre as duas respostas determina a resisténcia ou progresséo da
doenca. Cées resistentes a infec¢cdo e assintométicos desenvolvem uma eficiente resposta imune
celular (Th1l) em detrimento a resposta imune humoral (Th2) com producao das citocinas IL-2, IFN-y e
ativacdo de NO nas células infectadas para o controle da proliferacdo do parasita. Em contrapartida,
cées susceptiveis e sintométicos desenvolvem uma exacerbada resposta Th2 em detrimento a
resposta Thl, com alta producdo de anticorpos e producéo da citocina IL-10 que inibe a ativacdo de
mecanismos leishmanicidas e promove a replicacdo do parasita. (Figura criada pelo aplicativo

BioRender, baseadas em 24,35,36,44).

1.4 MicroRNA (miRs)
Existem muitas evidéncias da funcdo dos microRNAs (miRNAs) na regulacéo

da expressdo génica e da traducdo de proteinas que sdo fundamentais para o
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desenvolvimento, funcdo e diferenciacdo de varios tipos celulares do sistema
imunologico (61,62).

MicroRNAs sdo RNAs pequenos, néo codificadores, envolvidos na regulagcao
do RNA mensageiro (mMRNA) em nivel pds-transcricional, muitas vezes atuando como
inibidores da traducdo e consequentemente, regulando a atividade celular. Os
mMiRNAs se ligam ao 3'UTR do RNA mensageiro (MRNA) alvo, resultando na maioria
dos casos, na inibicdo da traducéo ou degradacéo direcionada do proprio mRNA (63).

Os genes que codificam os miRNAs estdo localizados em vérias partes do
genoma como regides intergénicas, intréns e exéns (64). A biogénese dos miRNAs
tem inicio com a transcricdo dos miRNAs, principalmente pela RNA polimerase Il em
um RNA de fita dupla, formando uma estrutura de stem-loop, um tronco (stem) com
terminal em forma de al¢a (loop), denominado de primary microRNA (pri-miRNA) (65).
ApoOs a transcricdo do pri-miRNA, ele € clivado por um complexo formado
principalmente por pelas enzimas Drosha e DGCRS8, em precursor microRNA (pre-
mMiRNA), que possui o formato de "grampo de cabelo” (66).

Apo6s a maturacdo do pre-miRNA, ele é transportado para o citoplasma das
células pela formacédo de um complexo com a proteina Exportin-5 (66). No citoplasma,
o "grampo de cabelo" do pre-miRNA é incorporado ao complexo proteico de
silenciamento induzido por RNA (RISC), onde é processado pela ribonuclease tipo Il
Dicer em um duplex miRNA/miRNA* (67). Em seguida, uma dessas fitas formadas,
denominada "fita-guia”, desempenhara suas func¢des juntamente com o complexo
RISC (68). Um dos principais componentes do complexo RISC sao as proteinas
Argonautas (AGO), principalmente AGO2 (68,69). Para melhor entendimento, toda a
biogénese de miRNAS é demonstrada na figura 2.

Desde a descoberta dos miRNAs, eles sempre foram relacionados
negativamente com seus mRNA-alvo onde o aumento da expressao de um miRNA
especifico esta relacionado com a diminuicdo na quantidade de proteina traduzida a
partir do mRNA-alvo desse miRNA (70). No entanto, funcdes opostas dos miRNAs
como promocao da transcricdo e aumento da eficiéncia da traducéo também ja foram
demonstradas em situacdes especificas (71,72). miRNAs como let-7i que se liga
especificamente com o motifs TATA-box do gene da IL-2 e eleva a producdo de mRNA
e proteina de IL-2 em linfocitos T CD4(+) (72). J& 0 miR-396-3 aumenta a traducéo de

TNF-a por interagir com elementos ricos em AU (71).
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A expressado desregulada de miRNAs ocorre em varios tipos de doencas e
muitas vezes é associada a progressdo e agravamento dessas doengas como na
doenca de Alzheimer (73), artrite reumatoide (74), doencas renais (75), doencas
cardiovasculares (76), infec¢des virais (77—-79) e em varios tipos de canceres (80).
Sendo assim, varios estudos sdo conduzidos na tentativa de identificar a expressao
diferencial de miRNAS em varias doencas e dessa maneira utiliza-los como meios de

diagndstico, progndsticos e possiveis alvos terapéuticos.
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Figura 2. Via canbnica da biogénese dos miRNAs. A RNA polimerase Il (RNA Pol Il) sintetiza o primary
mMiRNA (pri-miRNA) a partir do seu gene. O pri-miRNA é ent&o clivado pelo complexo Drosha/DGCRS,
formando o precursor-miRNA (pre-miRNA). O pre-miRNA é entédo exportando para fora do nucleo pela
proteina Exportin-5. No citoplasma, o pre-miRNA é clivado pela ribonuclease Dicer, juntamente com
proteinas acessoérias, em duas fita-simples de miRNA (duplex miRNA/MIRNA*). Uma dessas fitas
simples, chamada de "fita-guia" se une ao complexo RISC, onde exerce suas fun¢des biol6gicas (figura
retirada da dissertacdo de mestrado “MIR-150 regula a carga parasitaria de Leishmania infantum e os

niveis de GZMB nas PBMCS de cdes com leishmaniose visceral canina”. Soares et al., 2023).
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1.5 MicroRNA (miRs) na Leishmaniose Canina

Nas infec¢des por Leishmania spp., varios estudos demonstram os miRNAs
como reguladores chave das respostas celulares em células murinas, humanas e
caninas (81-87), com papel importante na regulagéo da resposte imune celular (Thl)
(85,88), sugerindo portanto, os miRNAs como alvo terapéutico na leishmaniose
(84,88,89).

A expressdo de um repertorio de diferentes miRNAs ja foi descrita pelo nosso
grupo de pesquisa no bago e sangue de caes naturalmente infectados por L. infantum
guando comparado com cées saudaveis (90,91). Andlises do microarranjo e validacao
por PCR demonstraram aumento da expressao dos miR-21, miR-148a, miR-7, miR-
615 e diminuicdo dos miR-125a, miR-125b e miR-150 em leucécitos esplénicos (91).
Ja em células mononucleares do sangue periférico (CMSP), aumento na expressao
dos miRNAs miR-21, miR-192, miR-194, miR-424, miR-371, miR-451 e miR-503 e
menor expressdao dos miRNAs miR-150 e miR-574 foi observado (90). Os dados do
microarranjo foram submetidos a andlise in silico e assim foi possivel identificar
possiveis vias e alvos dos miRNAs diferencialmente expressos em CMSP e validados
pelo programa Ingenuity Pathway Analysis (QIAGEN®). Os miRNAs diferencialmente
expressos nas CMSP apresentaram alvos em diversas vias candnicas relacionados a
resposta imune, como por exemplo crosstalk entre células dendriticas e células NK,
via STATS3, papel antiproliferativo do TOB na sinalizagdo de células T, sinalizagéo de
PTEN e receptor de morte celular (90).

Dentre os miRNAs que tem a sua expressao alterada em CMSP de caes com
leishmaniose, estd 0 miR-194. Na analise da expressdo do miR-194 por PCR em
CMSP dos céaes naturalmente infectados com L. infantum, o miR-194 mostrou-se 3,08
vezes mais expresso em CMSP de caes doentes quando comparado aos dos caes
nao infectados e apresentou correlacdo positiva com a carga parasitaria nas CMSP
(90). O miR-194 é conservado entre as espécies, inclusive entre caes e humanos,
sendo denominado na espécie humana de miR-194-5P (92). Em cées, o miR-194 esta
localizado no cromossomo 38 (92).

O miR-194 esta envolvido na regulacdo dos transcritos de genes em varias
vias candnicas e dentro dessas vias, regula transcritos de genes relacionados com a

resposta imunologica. Dentre eles, destacamos os transcritos de MAPK1, que aparece
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regulado pelo miR-194 em 9 vias diferentes, seguidos de SOCS2, 2 vias e TRAF6 em
2 vias (90).

O gene MAPKZ1 codifica a proteina quinase 2 regulada por sinais extracelulares
(ERK2), um membro da familia das proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAP
Quinases). A ERK2, as vezes referida como p42-MAPK, juntamente com a outra
isoforma ERK1 ou p44-MAPK participam da via ERK MAPKS (93). A via ERK MAPKS
€ ativada em resposta a fatores de crescimento, hormdnios e estimulos pro-
inflamatorios (94,95). O sinal mitégeno € transmitido do citoplasma para o nucleo por
meio da fosforilagdo de varias quinases que participam da via, o que resulta na
translocacdo nuclear da ERK1 e ERK2 e a ativacdo de uma série de fatores de
transcricao (93,96). As fungdes e regulagéo da via ERK MAPKSs estéo envolvidas em
diferentes fases e componentes do sistema imunolégico (97).

Em camundongos deficientes de ERK2, foi observado aumento na expressao
de GATAS e FoxP3 e diminuicdo na expressao de T-bet em células T do baco (98). O
blogueio de ERK1/2 em macr6fagos peritoneais e da medula 6ssea de camundongos
estimulados com LPS, diminuiu mRNA e proteina TNF-a (99). A regulac@o negativa
de MAPK1l do parasita tem sido associada a resisténcia ao tratamento com
Antimoniais na LV humana causada por L. donovani (100,101). JA em macrofagos de
camundongos deficientes de ERK1/2 e infectados in vitro por L. amazonensis, 0
parasita diminui a fagocitose e a producao de TNF-a e aumenta a producéo de IL-10
(102). Esses achados demonstram que a via ERK MAPK1 pode regular varios
mecanismos importantes da resposta imune do céo frente a infec¢ao por L. infantum,
entretanto, o papel de MAPK1 e sua regulacado pelo miR-194 na CanL ainda ndo foram
demostrados.

O gene SOCS2 codifica a proteina supressora da sinalizacdo de citocinas 2
(SOCS?2). Essa proteina € um membro da familia SOCS e sua principal atividade é
atenuar a transducao de sinal desencadeada por citocinas (103). A SOCS2 regula a
sinalizacao de citocinas dependentes das vias de sinalizacdo JAK/ STAT em células
da imunidade inata e adaptativa, regulando a producéo de varios mediadores como
TNF-a e IL-12 (104,105) e a diferenciacao de células T (106). O SOCS2 é alvo direto
do miR-194, e regula negativamente a expressao de SOCS2 (107).

Nenhuma alteragéo na carga parasitaria e producéo de citocinas foi observada
em células do linfonodo de camundongos Knockout para SOCS2 e infectado por L.
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major (108). No entanto, em células T CD4+ de camundongos knockout para SOCS2,
o aumento de mMRNA e proteina IL-4 e IL-10 e de mRNA de GATAS foi observado,
favorecendo a diferenciacao e a producéo de citocinas Th2 (106). Em contraste, a
reducdo da expressdo de mRNA de IFN-y e TNF-a foi observada no bago e coragao
de camundongos knockout para SOCS2 infectados por Trypanossoma cruzi (109).
Juntos esses dados sugerem que a inibicdo de SOCS2 pode estimular a resposta
imune Th2, tipo de resposta que é associada a progressao da leishmaniose em caes,
no entanto o papel do SOCS2 e sua regulacdo por miR-194 ainda nao foram
estudados na CanL.

O gene TRAF6 codifica a proteina fator 6 associada ao receptor de TNF
(TRAF6). Essa proteina € um membro de familia TRAF e esté envolvida na transducéo
de sinal de membros da super familia dos receptores de TNF e na via de sinalizagédo
TLR, além das vias de sinalizacdo via receptor de osteoprotegerina OPGL e CD40
(110,111). Apds a estimulagcédo dessas vias, o TRAF6 interage com varias proteinas
quinases, resultando na ativagdo do NF-kB e na producdo de citocinas pré-
inflamatdrias (112,113). O TRAF6 € alvo do miR-194 e a super expressao do miR-194
diretamente diminui a expressédo de TRAF6 e, consequentemente, diminuiu 0 mMRNA
de TNF-q, IL-1, IL-6 em células de nucleo pulposo de discos intervertebrais de
camundongos (114) e os niveis de TNF-a e TGF-B em mondcitos humanos de
linhagem (115).

Além da regulacao de citocinas pro-inflamatérias por TRAF6 e baixa expressao
de iINOS também foi observada em macrofagos de camundongos knockout para
TRAF6 em resposta a IL-1 (110) . Em modelos murinos de infeccéo por L. donovani,
0 parasita inibe a ligagcdo IRAK-1/TRAF6 prejudicando a sinalizagéo da via TLR em
macrofagos (116), e reducdo da morte de leishmania foi observado apds o bloqueio
de TRAF6 (117). Esses estudos sugerem um papel importante de TRAF6 na
regulacdo da resposta pro-inflamatéria e ativacdo de mecanismos leishmanicidas em
células infectadas, entretanto, se 0s mesmos mecanismos séo regulados por TRAF6
na CanL, assim como a regulacdo de TRAF6 pelo miR-194 ainda precisam ser
elucidados na doenga em caes.

Dado o envolvimento do miR-194 em diferentes componentes da resposta
imunologica, como diferenciacdo de células T, producdo de citocinas pro-

inflamatorias, anti-inflamatérias e imunorreguladoras, e a ativagdo de mecanismos
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leishmanicidas, seria possivel o miR-194 regular positivamente a carga parasitaria em
CMSP de caes com leishmaniose. Dessa maneira, esse estudo teve como objetivo
elucidar por quais mecanismos o miR-194 pode aumentar a carga parasitaria no
sangue de caes doentes. Portanto, esse estudo avaliou o papel regulatério do miR-
194 na expresséao de fatores de transcricdo T-bet, GATA3 e FoxP3, na producéo das
citocinas pro-inflamatorias 1L-1B, IL-6, TNF-a e IFN-y, anti-inflamatoria IL-4 e
imunorreguladoras IL-10 e TGF-B, a ativagdo de mecanismos leishmanicidas iINOS e
NO e a expressédo de TRAF6 em CMSP, e posteriormente a correlagdo com a carga
parasitaria, visando identificar mecanismos moleculares de evaséo da resposta imune

do parasita, assim como possiveis alvos terapéuticos para o tratamento da CanL.
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