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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose sistémica causada por
Leishmania infantum, cujo principal reservatério urbano é o cdo. Os cées infectados
podem apresentar sinais clinicos inespecificos e, em casos avangados, evoluir para
Obito por doencga renal crbnica. Este estudo investigou o perfil de microRNAs
(miRNAs) urinarios como potenciais biomarcadores precoces de lesao renal em caes
naturalmente infectados por L. infantum. Foram avaliados 15 caes: machos de 1 a7
anos, cinco controles saudaveis e dez infectados em estagio moderado da doenca,
segundo o LeishVet, sem tratamento prévio. Todos os animais foram submetidos a
exames clinicos, laboratoriais, ultrassonografia renal e diagndéstico sorolégico e
molecular da LVC. Os caes infectados apresentaram sinais clinicos tipicos, como
onicogrifose, linfadenomegalia, caquexia e lesdes cutaneas, além de alteragbes
laboratoriais compativeis com a doenga, incluindo hipoalbuminemia e
hiperglobulinemia. A ultrassonografia abdominal revelou aumento da ecogenicidade
renal e elevagdo do pico sistolico do rim esquerdo. As vesiculas extracelulares
urinarias foram isoladas para extragdo de RNA e sequenciamento de miRNAs (RNA-
Seq), seguido de analise bioinformatica. Foram identificados 23 miRNAs
diferencialmente expressos nos caes doentes, sendo trés com expressao fisiolégica
renal: miR-486 e miR-378 (up-regulados) e let-7f (down-regulado). Esses miRNAs
apresentaram correlagcédo significativa com parametros Doppler renais, sugerindo
papel na modulagéo de vias relacionadas a hemodinamica e integridade glomerular.
Adicionalmente, outros miRNAs, como miR-320, miR-126, miR-151 e miR-423,
também se associaram a alteragdes funcionais e estruturais, refletindo respostas
inflamatdrias, endoteliais e fibréticas renais. Esses achados indicam que os miRNAs
urinarios, especialmente o miR-486, miR-378 e let-7f, podem atuar como
biomarcadores sensiveis e nao invasivos de lesdo renal inicial em cdes com LVC,
antecipando alteragdes detectaveis por métodos convencionais, enquanto o conjunto
de miRNAs diferencialmente expressos fornece uma visdo integrada da regulagao
molecular envolvida na progressdo da nefropatia. Esses resultados contribuem para
o avanco no diagndstico precoce e na compreensao da fisiopatologia renal
associada a LVC.



Palavras-chave: microRNA urinario; nefropatia; zoonose; biomarcadores; expressao

génica.



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis (CVL) is a systemic zoonosis caused by Leishmania
infantum, whose main urban reservoir is the dog. Infected dogs may present non-
specific clinical signs and, in advanced cases, progress to death due to chronic
kidney disease. This study investigated the profile of urinary microRNAs (miRNAs) as
potential early biomarkers of kidney injury in dogs naturally infected with L. infantum.
Fifteen dogs were evaluated: males aged 1 to 7 years, five healthy controls and ten
infected dogs in a moderate stage of the disease, according to LeishVet, without prior
treatment. All animals underwent clinical, laboratory, and renal ultrasonography
examinations, as well as serological and molecular diagnosis of CVL. Infected dogs
showed typical clinical signs, such as onychogryphosis, lymphadenomegaly,
cachexia, and skin lesions, in addition to compatible laboratory alterations, including
hypoalbuminemia and hyperglobulinemia. Abdominal ultrasonography revealed
increased renal echogenicity and an elevation of the systolic peak of the left kidney.
Urinary extracellular vesicles were isolated for RNA extraction and miRNA
sequencing (RNA-Seq), followed by bioinformatic analysis. Twenty-three miRNAs
were identified as differentially expressed in the diseased dogs, three of which
showed renal physiological expression: miR-486 and miR-378 (up-regulated) and let-
7f (down-regulated). These miRNAs showed a significant correlation with renal
Doppler parameters, suggesting a role in modulating pathways related to
hemodynamics and glomerular integrity. Additionally, other miRNAs, such as miR-
320, miR-126, miR-151, and miR-423, were also associated with functional and
structural alterations, reflecting inflammatory, endothelial, and fibrotic renal
responses. These findings indicate that urinary miRNAs, especially miR-486, miR-
378, and let-7f, can serve as sensitive and non-invasive biomarkers of initial kidney
injury in dogs with CVL, anticipating alterations detectable by conventional methods,
while the set of differentially expressed miRNAs provides an integrated view of the
molecular regulation involved in the progression of nephropathy. These results
contribute to the advancement in early diagnosis and the understanding of the renal

pathophysiology associated with CVL.

Keywords: urinary microRNA; nephropathy; zoonosis; biomarkers; gene expression.
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA LEISHMANIOSE

As leishmanioses sao causadas por mais de 20 espécies de protozoarios
do género Leishmania spp. e transmitidas por mais de 90 espécies de flebotomineos
fémeas (1). Existem trés formas principais de manifestacdo clinica da doenca:
leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea
(1).

A LV é uma zoonose de evolugao crénica e acometimento sistémico (2),
sendo fatal em cerca de 95% dos casos nao tratados. Os principais sinais clinicos no
homem incluem perda de peso, febre prolongada, hepatoesplenomegalia e anemia
(1,2). Estima-se que ocorram entre 50 e 90 mil novos casos de LV por ano em todo
o mundo, concentrados principalmente no Brasil, no Leste da Africa e na india,
embora apenas 25% a 45% sejam oficialmente notificados a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) (1). E ocasionada pela L. donovani na regido da india, Bangladesh,
Sudéao e Sudéao do Sul, e pela L. infantum na China, sudoeste Europeu e América do
Sul (3). No ano de 2023, no Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, a regiao
Nordeste concentrou a maioria dos casos em 2023 (55,62%), seguida das regidoes
Norte (18,82%), Sudeste (16,61%), Centro-Oeste (7,92%) e Sul (1,02%) (2).

A LC é a forma mais comum da doenga e geralmente causa ulceras
cutaneas nas areas expostas do corpo (1). Tem como agente etioldgico a L. tropica,
L. aethiopica, L. major, L. infantum, L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis e L.
guyanensis (3). Estima-se que ocorram entre 600 mil e 1 milhdo de novos casos
anuais, sendo aproximadamente 95% nas Américas, na Bacia do Mediterraneo, no
Oriente Médio e na Asia Central, dos quais apenas 200 mil sdo notificados & OMS
(1).

A leishmaniose mucocutanea, por sua vez, leva a destruicao parcial ou
total das mucosas do nariz, boca e garganta, e mais de 90% dos casos ocorrem na
Bolivia, Brasil, Etiépia e Peru (1). Seu agente etiologico é a L. braziliensis e L.
guyanensis (3).

Dentre os fatores de risco da leishmaniose destacam-se as condicbes
socioecondmicas, pois condi¢cdes precarias sanitarias e de moradia podem aumentar

a proliferacao dos flebotomineos e seu acesso aos seres humanos (1, 2). Outros
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fatores sdo a desnutricao e coinfeccdo da leishmaniose com virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), ja@ que essas pessoas possuem maior
predisposicdo a desenvolverem a forma clinica da doenca e maior taxa de
mortalidade, a mobilidade populacional, ou seja, quando grupos de pessoas nhao
imunes se deslocam para locais com alta incidéncia do parasita, mudancgas
ambientais decorrentes da urbanizacéo, desflorestamento e ocupagdo humana em
areas florestais colaborando para alteracdo de tamanho e distribuicdo geografica
dos mosquitos (1, 4).

O diagnéstico da LV é realizado através da interagao dos sinais clinicos
com testes parasitolégicos e soroldgicos, ja nas outras manifestacdes, cutanea e
mucocuténea, a sorologia tem valor limitado, portando o teste parasitologico junto
com os sinais clinicos fecham o diagnostico (1, 2). As leishmanioses s&o doengas
trataveis e curaveis em humanos e vao depender de um organismo
imunocompetente além do tratamento medicamentoso, o qual deve levar em
consideragao alguns fatores como o tipo de leishmaniose diagnosticada, espécie do
parasito e localizagdo geografica (1).

A prevengao e o controle das leishmanioses s&o de extrema importancia
e possuem alguns fatores-chave como diagndstico precoce, protocolo de tratamento
adequado para reduzir a prevaléncia da doencga e reduzir o periodo de transmisséo,
controle dos vetores através do uso de inseticidas, manejo ambiental e protegao
individual e controle dos reservatérios animais de acordo com o recomendado pelo
pais (1, 2).

1.2  LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA

A leishmaniose visceral canina (LVC) € uma zoonose causada pelo
protozoario Leishmania infantum, transmitida principalmente pelo flebotomineo
Lutzomyia longipalpis, considerado o principal vetor no Brasil (5). No ambiente
urbano, o cao doméstico representa o principal reservatério do parasito, contribuindo
significativamente para a manutengao do ciclo de transmissao, sobretudo devido ao
estreito convivio com os seres humanos em areas endémicas (6).

A transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo da fémea do
flebotomineo infectado, quando formas promastigotas sao inoculadas no hospedeiro

e, no interior de macrofagos, transformam-se em formas amastigotas, capazes de se
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replicar e se disseminar pelo organismo (7, 3). A Leishmania spp. desenvolveu
mecanismos de evasado da resposta imune, entre eles, a inibigdo da produgdo de
oxido nitrico (NO) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) para impedir a
destruigdo do parasito pelos macrofagos (8).

Outro fator que determina se o organismo ira controlar a infecgao, é a
modulagao da resposta imunolégica. Se a resposta predominante for a Th1, havera
uma producdo de IFN-gama e de TNF-alfa e consequente controle e maior
resisténcia a infeccdo. Por outro lado, se a predominancia for de resposta Th2,
havera maior producéo de IL-4 e IL-10 e maior replicagéo do parasito e progressao
da doenca (8).

E estimado que cerca de 50% dos cades infectados permanegam
assintomaticos, mas ainda assim, esses caes podem atuar como fontes de infecgao
para o vetor (7). Quando presentes, 0s sinais clinicos sdo variados e inespecificos,
incluindo febre, mucosas hipocoradas, vomitos, diarreia, perda de peso, alteracdes
oculares e lesdes cutaneas (9). Outros sinais frequentemente observados sé&o
linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia, hiperqueratose e lesdes cutaneas (7). A
progressdo da doenca pode levar ao acometimento renal, se manifestando
inicialmente como proteinuria e podendo evoluir para sindrome nefrética ou doenga
renal cronica (considerada a principal causa de 6ébito em caes com LVC) (5).

O diagnostico da LVC é baseado na associagdo entre sinais clinicos,
testes sorolégicos e métodos parasitolégicos ou moleculares. A identificagdo direta
do parasito pode ser realizada por microscopia em raspados cutaneos, aspirados de
baco, figado, sangue ou medula éssea; porém, a sensibilidade é variavel (7). Dentre
os testes sorolégicos mais utilizados estdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), ELISA e western blot, embora estes métodos apresentem limitagbes como
necessidade de infraestrutura especifica, falta de padronizagao entre laboratdrios e
persisténcia de anticorpos mesmo apds a cura (7). Métodos moleculares, como a
PCR, apresentam maior sensibilidade e especificidade, sendo frequentemente
recomendados como complementares ao diagnostico (5,7). Dessa forma, a
combinacgao de diferentes métodos é considerada a abordagem mais adequada.

O controle da LVC deve ser baseado em estratégias integradas,
envolvendo acdes direcionadas ao hospedeiro, vetor e ambiente. Apesar de sua
eficacia girar em torno de 70%, a vacinacéo tem sido considerada uma ferramenta

importante para reduzir a susceptibilidade dos cédes ao desenvolvimento da doenga
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(10). O uso de coleiras impregnadas com deltametrina demonstra eficacia
significativa na redugdo das picadas de flebotomineos e € recomendado como
medida de protecao individual. O manejo ambiental, incluindo a remog&o de matéria
organica e a aplicagéo de inseticidas, contribui para a reducédo dos criadouros do
vetor (5). No ambito da Saude Publica, o0 manejo do reservatério canino envolve
vigilancia epidemiologica e a tomada de decisdo quanto ao tratamento ou eutanasia
dos céaes soropositivos, conforme as diretrizes estabelecidas pelo Ministério da
Saude (2).

1.3 DOENCA RENAL E BIOMARCADORES

A lesao renal na leishmaniose ocorre principalmente por deposicdo de
imunocomplexos na membrana basal glomerular, formados por antigenos do
parasito e anticorpos do hospedeiro, nos glomérulos renais. Esse processo ativa o
sistema complemento, desencadeia glomerulonefrite e leva ao aumento da
permeabilidade glomerular, resultando em proteinuria persistente, um dos principais
fatores de progressdo para doenca renal cronica (11-13). Um estudo encontrou
predominio de padrdao histopatologico de glomerulonefrite membranosa e
membranoproliferativa e envolvimento tubulo-intersticial em caes com LVC (14).

Os biomarcadores mais utilizados para avaliagdo de lesédo e fungao renal
sao a presenca de proteinuria por meio da relagdo proteina:creatinina urinaria
(UPC), creatinina sérica, e a dimetilarginina simétrica (SDMA). Porém, a UPC néo é
especifica para proteinuria de origem glomerular, podendo ser influenciada por
condigbes febris, convulsdes ou doencas do trato urinario inferior (13, 15). A
creatinina apenas se eleva quando ha perda superior a 60-70% da fungéo renal,
além de sofrer interferéncias de fatores como dieta hiperproteica e massa muscular
elevada (13, 15, 16). J& a SDMA apresenta maior sensibilidade para detectar
reducdo precoce da taxa de filtracdo glomerular e nao sofre as mesmas
interferéncias da creatinina, entretanto, ainda sdo escassos os estudos que avaliem
a correlagao direta entre 0 aumento da SDMA e a glomerulonefrite induzida pela
leishmaniose (17). Assim, sua interpretagdo deve sempre ser integrada ao exame

clinico e aos demais achados laboratoriais.
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Nos cées com leishmaniose visceral, a ultrassonografia abdominal é
inespecifica no diagndstico de doenga renal, trazendo alteragcbes como
hepatoesplenomegalia, aumento bilateral da ecogenicidade renal, redugdo da
definigdo corticomedular dos rins e linfadenomegalia (18). Outro parametro
ultrassonografico importante € o indice de resistividade (IR), que estava aumentado
em caes com LVC e associado a diminuicdo da perfusdo renal e alteragbes
vasculares associadas a deposicdo de imunocomplexos, porém também sao
alteracdes inespecificas e podem estar presentes em outras doengas (19).

Proteinas urinarias também podem ser indicadores de doencga renal. A
podocina e a nefrina sdo proteinas essenciais para a integridade da membrana de
filtracdo glomerular, e sua detecgdo na urina esta associada a leséo de poddcitos e
ao aumento da permeabilidade glomerular, respectivamente. Ambas tém sido
investigadas como biomarcadores precoces de lesdo renal em caes com
leishmaniose visceral, uma vez que a podocitopatia € uma alteragao importante na
progressdo da glomerulonefrite mediada por imunocomplexos. No entanto, apesar
de serem mensuraveis, estudos demonstraram que a concentracado urinaria dessas
proteinas pode ser menor em caes com doenga mais avangada quando comparados
a animais saudaveis, possivelmente devido a perda progressiva de poddcitos e
reducao funcional do compartimento glomerular (20).

Outras proteinas que podem estar envolvidas na doenca renal sdo a
ferritina e a cistatina C urinarias. Ambas sio proteinas filtradas em condi¢cdes de
dano glomerular, porém com comportamentos distintos. A ferritina urinaria se
mostrou mais sensivel do que a creatinina sérica para detectar alteragdes renais
iniciais, acompanhando a presenca de proteinuria. Ja a cistatina C urinaria
apresentou aumento apenas nos estagios mais avangados da doenga renal, quando
ja havia elevacao de creatinina, sugerindo menor sensibilidade como marcador de
lesao inicial (21, 22).

Além dessas proteinas, a imunoglobulina G urinaria (ulgG) e a proteina C
reativa (PCR) apresentaram alta correlagdo com a UPC em caes com lesao
glomerular decorrentes de diversas doengas e, no primeiro caso, de deposi¢ao de
imunocomplexos associada a leishmaniose. Além disso, demonstraram maior
especificidade para dano glomerular quando comparada a UPC, uma vez que seus
niveis ndo sofrem interferéncia de lesdes tubulares, refletindo de forma mais precisa

0 aumento da permeabilidade glomerular (23, 24).
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Adicionalmente em caes, as enzimas gama-glutamiltransferase (GGT) e
fosfatase alcalina (FA) foram associadas a dano de tubulo renal proximal de diversas
etiologias, entre elas, lesdo tubular secundaria a lesédo glomerular causada por
Leishmania spp. entretanto, ndo se pode excluir que esse aumento de GGT seja por
extravasamento glomerular da enzima circulante, ou que a propria proteinuria esteja
causando esse dano tubular secundario (23).

Outro biomarcador, é a proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1).
Ela € um membro da familia C-C das quimiocinas que servem como marcador para
0s mondcitos sairem da medula 6ssea e irem ao local da inflamagao. Os valores da
MCP-1 em caes com leishmaniose se mostraram maiores do que nos caes
saudaveis, confirmando o papel dessa proteina na patogénese da doenca renal e na
sua progressao (24).

Em humanos, os biomarcadores alfa-1-microglobulina (a1M), beta-2-
microglobulina (32M), quando ha uma disfuncao tubular, ndo sédo reabsorvidos pelos
tubulos renais e KIM-1, N-Acetyl-Beta-D-Glucosaminidase (NAG) e lipocalina
associada a gelatinase de neutrodfilos (NGAL) s&o liberados pelas células danificadas
quando ha injuria tubular, foram associados ao diagnostico de DRC e considerados
marcadores de lesao tubular (25, 26).

O NGAL ¢é uma proteina de fase aguda positiva que, em humanos, tem
sua produc¢ao induzida por citocinas inflamatdrias em neutréfilos, células epiteliais e
hepatdcitos. Além de ser reconhecido por aumentar significativamente em casos de
injuria renal (tanto aguda quanto crénica), o NGAL desempenha papel em diversas
condigcbes sistémicas. A elevacdo do NGAL reflete um estado inflamatério e seus
niveis se elevam na sepse e em infecgbes virais e fungicas, esta associada a
carcinogénese e processos cardiovasculares como aterosclerose, infarto agudo do
miocardio, faléncia cardiaca, arritmias, hipertensdo e aneurisma da aorta abdominal,
além de ser um biomarcador na sindrome cardiorrenal. Além disso, niveis
aumentados de NGAL sao observados em condicdes metabdlicas como a obesidade
e o diabetes (27).

Outros biomarcadores peptidicos urinarios apresentam relevancia no
manejo da DRC. Tanto a proteina 3 relacionada a Dickkopf (DKK3) quanto a
metaloproteinase de matriz (MMP-7) sdo considerados potenciais biomarcadores de
progressao de lesao tubular, estando envolvidos na via de sinalizagdo WNT-beta-

Catenina, que é ligada a fibrose renal. O Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) é
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mais presente na urina do que no plasma e seus niveis mais baixos sao
correlacionados com diversas patologias renais e sua progressao, particularmente
na Doencga Renal Diabética (DRD). A Proteina Quimiotatica de Mondcitos-1 (MCP-1)
atua como marcador de inflamag&o renal ativa, sendo associada a progressao da
doenca renal em contextos como a Nefrite Lupica (LN) e a DRD (28).

A CDB80, por sua vez, demonstra potencial na diferenciagdo entre a
doenca de alteragcbes minimas e outras etiologias de sindromes nefréticas e a
uromodulina (ou Proteina de Tamm-Horsfall), produzida nos rins e excretada na
urina, exerce um papel protetivo, ela possui uma correlagcdo negativa com a
creatinina (indicando que baixas concentragcbes se correlacionam com maior
azotemia) e com o grau de fibrose renal, sinalizando adequada fungéo tubular (28,
29).

Além de proteinas urinarias, os microRNAs (miRNAs) também podem
atuar como biomarcadores de doenca renal. Eles sdo pequenas moléculas de RNA
nao codificante, com cerca de 18 a 25 nucleotideos, que regulam a expressao
génica ao inibir a tradugéo proteica ou promover a degradagdo do RNA mensageiro
(30). Nos ultimos anos, os miRNAs tém sido reconhecidos como potenciais
biomarcadores de lesdo e fungao em diversos 6rgaos, incluindo os rins, devido sua
estabilidade em fluidos biolégicos como plasma, urina e sangue, pois estao
encapsulados em vesiculas extracelulares (31). Em caes com DRC, por exemplo, os
miR-26a e miR-10a/b apresentaram reduc¢ao, enquanto o miR-21a mostrou aumento
Nos exossomos urinarios, indicando perda da fungao renal (32)

As vesiculas extracelulares (VEs) sao importantes marcadores em
patologias que afetam os podécitos presentes nos glomérulos. O aumento do WT-1
na glomeruloesclerose segmentar e focal (FSGS) e na nefropatia diabética (DN),
muitas vezes €& observado antes da propria albumindaria. O FSP-1 correlaciona
positivamente com injuria glomerular ativa e a podocalixina € vista em diversas
glomerulopatias. Além disso, sdo biomarcadores de doengas especificas, como o
receptor da fosfolipase A2 (PLA2R) para a nefropatia membranosa (NM) e o HMGB1
para a nefrite lupica (NL) (33). Ja, em um modelo canino de leséo renal por isquemia
e reperfusdo, a administracao de VEs-CEM no cértex renal apés a lesdo diminuiu os
niveis de creatinina e nitrogénio ureico sérico em comparagao com o controle (34).

Apesar disso, ainda ndo ha estudos que investiguem o uso de miRNAs

como biomarcadores de lesao renal especificamente em caes com leishmaniose.
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