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RESUMO 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença crônica e progressiva de alta 

variabilidade clínica, que pode incluir manifestações neurológicas. Em virtude das 

alterações inflamatórias encefálicas, sabe-se atualmente que cães infectados 

cronicamente podem apresentar déficits neurológicos significativos. Apesar da 

importância clínica desta desordem, são escassos os relatos que caracterizam 

lesões neurológicas na LVC. Estudos prévios realizados em cães com LVC 

evidenciaram a presença de inflamação encefálica pela observação de infiltração de 

linfócitos T, ativação de células da glia, alterações degenerativas de neurônios, 

meningite, coroidite, além da ativação de metaloproteinases e alteração na 

expressão gênica de quimiocinas e de citocinas pró-inflamatórias. É sabida a função 

de microRNAs (miRNAs) na regulação da expressão de proteínas fundamentais 

para a função, a diferenciação e o desenvolvimento de tipos celulares do sistema 

imunológico; e a desregulação da atividade de miRNAs está envolvida em diversas 

enfermidades. No sistema nervoso, o equilíbrio entre diferentes estados fenotípicos 

da micróglia e dos astrócitos pode promover inflamação ou reparo tecidual e 

influenciam a progressão dos distúrbios inflamatórios. Os miRNA operam ativando 

ou modulando os genes expressos por células da glia e astrócitos, e podem 

exacerbar ou restringir a sinalização de um processo inflamatório. Ainda, na LVC, 

em virtude de a supressão imunológica celular ser determinante para a sua 

progressão, sabe-se que os miRNAs e sua regulação imunológica são essenciais 

para a mudança do padrão da resposta. Assim, o presente estudo buscou a melhor 

compreensão da patogênese das alterações neurológicas causadas pela LVC, por 

meio da avaliação da expressão de miRNA em cérebro de cães com leishmaniose.  

Palavras-chaves: Leishmania infantum; miRNA; neuroinflamação; neuropatologia 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Canine visceral leishmaniasis (CanL) is a chronic and progressive disease 

characterized by high clinical variability, which may include neurological 

manifestations. Despite the clinical importance of this disorder, there are few reports 

characterizing neurological lesions in CanL. Previous studies conducted in dogs with 

CanL have demonstrated the presence of brain inflammation, manifested by T 

lymphocyte infiltration, glial cell activation, neuronal degeneration, meningitis, 

choroiditis, as well as the activation of metalloproteinases and alterations in the 

expression of chemokines and pro-inflammatory cytokines. MicroRNAs (miRNAs) 

play a crucial role in regulating protein expression, essential for the function, 

differentiation, and development of immune cell types. Dysregulation of miRNA 

activity is implicated in various diseases. In the nervous system, the balance between 

different phenotypic states of microglia and astrocytes can either promote 

inflammation or tissue repair, thereby influencing the progression of inflammatory 

disorders. MiRNAs operate by activating or modulating genes expressed by glial cells 

and astrocytes and can exacerbate or restrict the signaling of an inflammatory 

process. Moreover, in CanL, where cellular immunosuppression is decisive for 

disease progression, miRNAs and their immunoregulatory functions are essential for 

altering the pattern of immune responses. Thus, the present study aimed to enhance 

our understanding of the pathogenesis of neurological changes associated with 

CanL, by evaluating miRNA expression in the brains of dogs affected by 

leishmaniasis.  

Keywords: Leishmania infantum, miRNA, neuroinflammation, neuropathology 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Aspectos epidemiológicos e clínicos da Leishmaniose  

 

As leishmanioses são um grupo de doenças de caráter zoonótico, causadas 

por mais de vinte espécies do protozoário Leishmania sp. (ordem Kinetoplastida, 

família Trypanosomatidae), transmitidas pela picada de mosquitos flebotomíneos. 

Ocorrem principalmente em regiões tropicais e subtropicais, com maior incidência 

em países da África, Ásia, América Latina e regiões no Mediterrâneo (Alvar et al., 

2012) 

Nas Américas, a leishmaniose é endêmica em 13 países, sendo considerada 

um problema de saúde pública (Organização Mundial da Saúde – OMS, 2010). O 

Brasil concentra cerca de 90% dos casos registrados nas Américas, com uma média 

de 3.400 casos por ano (Organização Panamericana de Saúde – OPAS, 2020).  

Dentre as apresentações clínicas da doença, podem ser citadas a forma 

cutânea, mucocutânea e visceral, sendo a leishmaniose visceral (LV) a 

apresentação clínica mais grave (Grimaldi; Tesh, 1993).  

Os cães, além de desenvolverem a forma visceral da doença, são 

considerados importantes reservatórios da Leishmania infantum, principal espécie 

relacionada a LV em áreas endêmicas e espécie predominante no Brasil. Uma vez 

infectados, os cães abrigam o parasito em seu sangue e tecidos, atuando como 

fonte de infecção para o mosquito. Por este motivo, a leishmaniose visceral canina 

(LVC) tem grande importância epidemiológica, visto o intenso parasitismo cutâneo 

dos cães, o que favorece a transmissão ao homem (Alvar et al., 2012). 

A LVC clássica é considerada uma doença crônica e sistêmica, promovendo 

um amplo espectro de sinais clínicos não específicos, podendo acometer qualquer 

órgão do animal, mas principalmente o fígado, baço, linfonodos, medula óssea e 

rins. Os cães infectados podem apresentar desde infecção subclínica a formas 

graves da doença, que incluí mais comumente alterações dermatológicas, renais, 

hepáticas e oculares, associadas a sinais inespecíficos como linfoadenomegalia 

generalizada, perda de peso ou caquexia, alteração do apetite, letargia, palidez de 

mucosas, hepatoesplenomegalia, poliúria, polidpsia, febre e diarreia crônica (Solano-

Gallego et al., 2009). Alterações laboratoriais como hipoalbuminemia, 
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hiperglobulinemia, anemia não regenerativa, trombocitopatias, aumento de enzimas 

hepáticas e azotemia renal costumam acompanhar os sintomas, em diferentes graus 

de severidade (Solano-Gallego et al., 2011). 

No exame necroscópico de animais com leishmaniose, a linfoadenopatia, 

hepatoesplenomegalia e presença de múltiplas lesões cutâneas ulcerativas ou 

erosivas são as alterações macroscópicas mais características (Solano-Gallego et 

al., 2011). Na histopatologia, observa-se infiltrado piogranulomatoso ou 

granulomatoso associado a presença de formas amastigotas em diversos órgãos, 

incluindo pele, músculos, articulações, ossos, trato urogenital e gastrointestinal, 

embora as alterações mais marcantes ocorram nos linfonodos e baço. 

A evolução clínica da leishmaniose depende de uma série de fatores 

relacionados à virulência do patógeno e a capacidade do sistema imune do 

hospedeiro de desenvolver respostas favoráveis. Cães infectados são descritos 

como susceptíveis quando a replicação irrestrita do parasita leva a danos 

progressivos. Ainda, existem animais resistentes que se mantém assintomáticos ou 

com sinais discretos por toda a vida, ainda que com carga parasitária moderada a 

acentuada (Koutinas, A.; Koutinas, C., 2014). 

 

1.2 Resposta Imune na LVC 

 

A resposta imune na LVC é complexa e os mecanismos imunológicos 

relacionados à resistência, suscetibilidade e estabelecimento da infecção em cães 

ainda não foram completamente estabelecidos (Hosein; Blake; Solano-Gallego, 

2017). Entretanto, é sabido que a evolução da doença depende diretamente do tipo 

de resposta imune desenvolvida e que esta é considerada compartimentalizada e 

órgão-específica (Reis et al., 2009).  

Inicialmente, células da resposta imune inata como macrófagos e células 

dendríticas agem visando a eliminação do patógeno por meio da fagocitose e da 

indução da produção de citocinas pró-inflamatórias como interleucina 1 (IL-1), 

interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF- α), que participam da 

posterior ativação da resposta imune adaptativa (Hosein; Blake; Solano-Gallego, 

2017). Assim, a resposta imune inata é responsável por instruir o desenvolvimento 

de uma resposta imune adaptativa específica e de longa duração (Kumar, 2019). 
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Em cães infectados clinicamente saudáveis, a resposta imune adaptativa do 

tipo Th1 (celular) prevalece, mediada por citocinas como interleucina 2 (IL-2), 

interferon-gama (IFN-γ) e TNF-α. A ativação da produção de óxido nítrico (NO) e 

espécies reativas de oxigênio (ROS) pelos macrófagos é determinante para 

eliminação do parasita (Baneth et al., 2008). 

O desenvolvimento de sinais clínicos mais graves está associado a uma 

resposta imune celular predominantemente do tipo Th2 (humoral) (Reis et al., 2009).  

A resposta Th2 é caracterizada por uma superprodução de interleucina-10 (IL-10), 

que inibe a atividade das células Th1 e dos macrófagos, permitindo a sobrevivência 

dos parasitas, além de uma alta produção de anticorpos e IgG (linfócitos B), com 

marcada redução na população de linfócitos das células T CD4+, mais eficientes no 

combate ao parasito (Baneth et al., 2008). A proliferação celular de linfócitos B leva 

à formação e deposição de imunocomplexos nas paredes dos vasos sanguíneos, 

que muitas vezes é responsável pelo desenvolvimento dos sinais clínicos (Reis et 

al., 2009). 

 

1.3 Leishmaniose e o Sistema Nervoso Central 

 

 Existem poucos estudos caracterizando a patogenia das alterações 

neurológicas na Leishmaniose, entretanto, já é sabido que o parasita pode infectar o 

tecido nervoso (Melo et al., 2017) e que manifestações clínicas neurológicas podem 

ocorrer com a progressão e cronificação da doença. Em cães, a presença de 

alterações tanto inflamatórias quanto vasculares é descrita, em associação ou não a 

presença de sinais clínicos (Giannuzzi et al., 2017), afetando o sistema nervoso 

central e o periférico. 

Dentre os sinais clínicos neurológicos relatados em cães com LVC, podem 

ser citadas a ocorrência de convulsões generalizadas, comportamento atípico, 

fotofobia, agressão transitória, tetraplegia, andar em círculos, alterações vestibulares 

e cerebelares, mioclonia, paresia de membros e vocalização (Blavier et al., 2001; 

Maia et al., 2015; Giannuzzi et al., 2017). 

Embora poucos animais desenvolvam sinais clínicos neurológicos (Giannuzzi 

et al., 2017), alterações histopatológicas como meningite, coroidite, infiltrado 

inflamatório linfoplasmocítico perivascular e alterações morfológicas indicativas de 

ativação da micróglia e de astrócitos são observadas em grande parte dos cães 
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infectados (Oliveira et al., 2017; Melo; Machado, 2011; Melo et al., 2009). A 

presença de focos de micro hemorragias, múltiplos infartos e depósitos de 

imunocomplexos nos vasos sanguíneos do plexo coróide também é descrita, 

embora menos frequente (Garcia-Alonso et al., 1996; Márquez et al., 2013), além de 

depósitos amiloides, degeneração neuronal e neuroniofagia (Ikeda et al., 2007). 

Estudos comprovam que a Leishmania é capaz de penetrar a barreia 

hematoencefálica (BHE), disseminando-se no líquido cefalorraquidiano (LCR) e 

infectando o encéfalo e a medula espinhal de cães (Oliveira et al., 2017). Formas 

amastigotas do parasito já foram detectadas na meninge (Márquez et al., 2013), 

medula espinhal (Oliveira et al., 2017) e no plexo coroide (Grano et al., 2014) de 

cães infectados, bem como no LCR, embora os relatos sejam escassos. A detecção 

de DNA de Leishmania por PCR (Polimerase Chain Reaction) no tecido nervoso é 

mais frequente, e está descrita em diferentes áreas do cérebro de cães (Oliveira et 

al., 2017; Grano et al., 2014).  

A presença das alterações inflamatórias comprova que a LVC pode afetar o 

SNC, seja devido à resposta inflamatória sistêmica ou pela infecção do parasita. 

Produtos da inflamação, como citocinas e quimiocinas liberadas na circulação 

durante a resposta imune periférica podem cruzar a barreira hematoencefálica, 

levando à ativação da micróglia residente no cérebro, que então desencadeia uma 

cascata neuroinflamatória (Negi; Das, 2018). Disfunção na BHE (Melo et al., 2015) e 

na barreira hematoliquoríca (Silva et al., 2023) foram identificadas no cérebro de 

cães infectados, permitindo assim a invasão de células do sistema imune e 

patógenos.  

Ainda, no tecido nervoso de cães com LVC, foi detectado aumento da 

expressão de genes com funções pró-inflamatórias, tanto da imunidade inata quanto 

adaptativa, como interleucina 1 beta (IL-1β), IL-6, IFN-γ, TNF-α e IL-10 (Melo et al., 

2017; Grano et al., 2018; Bregano et al. 2018), além do aumento dos transcritos para 

os receptores do tipo Toll Like (TRL) TLR-2, TLR-4 e TLR-9.  O aumento da 

expressão gênica relacionados à produção de quimiocinas, como os genes C-C 

motif chemokine ligand (CCL) -3, CCL-4, CCL-5 também é descrito (Melo et al., 

2015), com destaque para CCL-5, cujo aumento da expressão gênica foi detectado 

na região do plexo coroide, onde a presença de linfócitos T é marcante (Silva et al., 

2023). 
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1.4 MicroRNAs 

 

Os micros RNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificantes, altamente 

conservados entre as espécies e capazes de regular a expressão de genes alvos no 

nível pós-transcricional. Apresentam cerca de 19 a 25 nucleotídeos, processados no 

núcleo e depois transportados para o citoplasma, onde podem ser degradados ou 

reconhecer um RNA mensageiro (mRNA) específico. Os miRNA se ligam por 

complementariedade às regiões 3’ não traduzidas dos mRNA, bloqueando a 

tradução de proteínas (Bartel, 2004). 

Os miRNAs podem originar-se de regiões intergênicas, de íntrons ou de 

éxons de genes, entretanto, sabe-se que cerca de metade de todos os miRNAs 

atualmente identificados são intrônicos, enquanto os restantes estão nas regiões 

intergênicas, podendo ser transcritos independentemente de um gene hospedeiro 

(O’Brien et al., 2018). Por vezes, dois ou mais miRNAs estão localizados próximos 

uns dos outros, e são transcritos em uma única transcrição longa, sendo 

denominados clusters (família) (Bartel, 2004).  

A biogênese clássica dos miRNAs (via canônica) inicia-se no núcleo a partir 

do DNA, onde a RNA polimerase II transcreve o pri-miRNA (com centenas de 

nucleotídeos), e este é clivado pelo complexo proteico DGCR8 (DiGeorge Syndrome 

Critical Region 8) e pela endoribonuclease II (Drosha), resultando em um pré-miRNA 

com cerca de 70 a 100 nucleotídeos (Slota; Booth, 2019). Os trabalhos também 

mencionam a existência de vias alternativas na biogênese dos miRNAs, como a via 

miRtron, que não requer a clivagem mediada por Drosha, de modo que os pri-

miRNAs são processados diretamente pela maquinaria de splicing para gerar pré-

miRNAs (Iorio; Croce, 2012).  

 No citoplasma, os pré-miRNA são clivados em uma fita dupla pela 

ribonuclease III (Dicer), formando o miRNA maduro, com cerca de 22 nucleotídeos. 

Uma das cadeias, o miRNA guia, é então carregada no complexo de silenciamento 

induzido por RNA (RISC). O RISC é essencialmente uma maquinaria proteica 

composta de proteínas da família Argonauta, que guia o miRNA guia para encontrar 

mRNAs complementares. Quando o miRNA guia se liga ao mRNA alvo, o RISC 

pode bloquear a tradução do mRNA ou induzir sua degradação, regulando assim a 

expressão gênica (Slota; Booth, 2019).  
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 Assim, os miRNAs maduros regulam os mRNAs de acordo com seu grau de 

complementariedade e homologia, podendo induzir o silenciamento ou degradação 

dos transcritos alvos ou a inibição da tradução (O’Brien et al., 2018). 

A capacidade de ligação por complementaridade parcial permite que os 

miRNAs interajam com muitos alvos diferentes. Um único miRNA pode ter efeitos 

biológicos opostos em diferentes tipos celulares, dependendo das funções dos 

mRNAs-alvo. Além disso, cada mRNA pode ser alvo de múltiplos miRNAs, e os 

efeitos biológicos de um miRNA específico podem refletir a soma das interações 

com outros miRNAs na mesma célula. A coexpressão de miRNAs de um cluster, por 

exemplo, pode resultar em uma regulação coordenada de múltiplos alvos gênicos, 

ampliando o impacto regulatório dos miRNAs sobre processos biológicos (O’Brien et 

al., 2018).  

A expressão dos miRNAs, assim como a expressão dos mRNAs, pode ser 

regulada por diversos mecanismos e em vários níveis, desde a sua síntese, 

processamento e manutenção da sua estabilidade. A presença de alterações 

genômicas (mutações), presença de fatores de transcrição, interação com outros 

RNAs não codificantes e a modulação epigenética, como a metilação de DNA e a 

modificação de histonas podem impactar diretamente na expressão dos miRNAs 

(Morales; Monzo; Navarro, 2017).  

Os miRNAs intragênicos estão incorporados nos íntrons dos genes 

hospedeiros e são co-transcritos com esses genes, de modo que mudanças na 

expressão dos genes hospedeiros afetam diretamente sua expressão. Por outro 

lado, os miRNAs intergênicos possuem seus próprios promotores independentes e 

são regulados por fatores de transcrição específicos que se ligam a esses 

promotores. Além da regulação transcricional, a expressão dos miRNAs pode ser 

modulada em níveis pós-transcricionais, por alterações na atividade de enzimas 

críticas em sua biogênese como Dicer e Drosha (Gulyaeva; Kushlinskiy, 2016). Os 

próprios miRNAs podem regular a expressão de componentes da maquinaria 

epigenética, criando um mecanismo de feedback altamente controlado (Iorio; Croce, 

2012). 

Além de seus papéis regulatórios autócrinos, os miRNAs também podem ser 

liberados para alterar a função de outras células próximas ou em todo o corpo, 

sendo liberados no espaço extracelular em vesículas (exossomos). Uma vez 

liberados no espaço extracelular, os exossomos podem ser captados por células 
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vizinhas ou células distantes através da circulação sanguínea ou linfática. Os 

miRNAs contidos nos exossomos são capazes de regular a expressão gênica nas 

células receptoras, influenciando assim diversos processos fisiológicos e patológicos 

(Gaudet et al., 2018). 

A atividade dos miRNAs é fundamental para o controle da expressão de 

genes e, portanto, na transcrição de proteínas que atuam em inúmeras atividades 

celulares, incluindo as relacionadas a resposta imunológica. Assim, genes que 

modulam a inflamação e a resposta imune podem ser co-regulados por vários 

miRNAs e a desregulação da atividade de miRNA vem sendo destacada em 

diversas enfermidades, incluindo as doenças infecciosas (Nejad; Stunden; Gantier, 

2018).  

 

1.5 MicroRNAs na Leishmaniose Canina 

 

Nos últimos anos, o papel dos miRNAs na leishmaniose tem sido amplamente 

estudado. Diversos miRNAs foram identificados como moduladores-chave da 

resposta imune e da carga parasitária em cães. Esses miRNAs desempenham 

papéis cruciais na regulação de vias de sinalização, expressão gênica e resposta 

inflamatória, afetando diretamente a progressão da doença e a eficácia da resposta 

imunológica contra o parasita. 

Na infecção por Leishmania donovani de fagócitos humanos in-vitro, foi 

demonstrado que o parasita é capaz de induzir alteração na atividade de miRNAs 

como miR-21, miR-155 e miR-146b-5p, interferindo na sinalização de TGF-β, fator 

responsável por reduzir a produção de INF-γ, o que diminuiu a resposta oxidativa e 

eliminação do parasita (Geraci; Tan; McDowell, 2015).  

Em relação à modulação do perfil de resposta imune em Th1/Th2, o miR-21 e 

o miR-148a foram demonstrados aumentados em leucócitos esplênicos de cães 

LVC, favorecendo o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th2 (Rebech 

et al., 2023). Quanto à polarização de macrófagos, foi verificado que o miR-21 regula 

a polarização dos macrófagos ao suprimir a PTEN, influenciando sua mudança de 

perfil de M2 (fenótipo anti-inflamatório) para M1 (fenótipo pró-inflamatório), essencial 

para a atividade leishmanicida (Freitas et al., 2023). Adicionalmente, o papel do miR-

21 também parece estar relacionado a regulação da expressão de CD69 em 

linfócitos B, reduzindo os níveis de IL-10 (Bragato et al., 2022). Sabe-se que a IL-10 
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suprime a resposta imunitária, e os seus níveis aumentados têm sido associados à 

progressão do LVC.  

O miR-371 foi correlacionado positivamente com a carga parasitária, 

possivelmente como regulador do gene Runx3, resultando em uma resposta Th2 

mais pronunciada (Bragato et al., 2018). Já o papel do miR-150 foi associado a 

regulação da carga parasitária nas células mononucleares do sangue periférico de 

cães com LVC, associando aos níveis de granzima B (Soares et al., 2023). 

Adicionalmente, o miR-346 foi identificado em macrófagos caninos e no 

plasma de cães naturalmente infectados. Sua regulação positiva pode contribuir 

para o controle da resposta de genes envolvidos no estresse oxidativo, sugerindo 

um possível papel na regulação da carga parasitária, além de ser um candidato a 

biomarcador (Buffi et al., 2022). 

A relação entre a interleucina 1 beta (IL-1β) e o miR-194 em cães com 

leishmaniose foi investigada, indicando que o miR-194 pode regular negativamente a 

produção de IL-1β em células inflamatórias. A inibição do miR-194 resultou em um 

aumento na produção de IL-1β em células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) de cães com LVC (Costa et al., 2024). 

Ainda, o miR-194 apresentou uma forte correlação positiva com o aumento da 

ureia sérica nos cães, destacando que este pode desempenhar um papel no 

desenvolvimento de lesões renais. Além disso, mostrou uma forte correlação 

negativa com a concentração de hemoglobina, sugerindo uma possível correlação 

com a anemia, que é frequentemente observada em cães sintomáticos (Bragato et 

al., 2018).  

 

1.6 MicroRNAs na Neuroinflamação 

 

Os miRNAs demonstraram estar envolvidos na regulamentação de vários 

processos biológicos dentro do SNC, sendo implicados em múltiplos distúrbios 

neurológicos (Quinn; O’Neill, 2011). As interações miRNA-alvo no SNC são 

complexas e podem afetar muitos processos, incluindo morte neuronal, 

neurogênese, angiogênese, agregação plaquetária, infiltração de leucócitos, 

disfunção da BBB e infarto do tecido, promovendo déficits neurológicos após lesões 

(Hussain; Chang, 2021).  
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No tecido nervoso, além de atuarem em diversas funções fisiológicas, no 

contexto da neuroinflamação, os miRNA operam ativando ou modulando a 

expressão de genes das células da glia e astrócitos, podendo promover ou restringir 

a sinalização inflamatória. Tanto a micróglia quanto os astrócitos são considerados 

parte do sistema imunológico inato no SNC, devido à sua capacidade para produzir 

imunomoduladores e expressar receptores associado à imunidade inata (Matejuk; 

Ransohoff, 2020).  

Os astrócitos são as células mais abundantes no SNC e exercem múltiplas 

funções fisiológicas no tecido nervoso, como a homeostase de íons e água, 

reciclagem de neurotransmissores, participação na formação e eficiência BBB, 

regulação da sinaptogênese neuronal e sinalização imunológica. São mantidos 

quiescentes em situações fisiológicas; no entanto, podem sofrer alterações 

morfológicas e bioquímicas na presença de estímulos lesivos (Giovannoni; Quintana, 

2020).  

 As células microgliais são macrófagos residentes no SNC com papel 

essencial referente ao combate de infecções, remoção de detritos celulares, 

fagocitose, mielinização e até mesmo a vascularização do SNC (Guo et al., 2019).  

Semelhante aos macrófagos periféricos, a micróglia responde diretamente aos 

patógenos e mantém a homeostase celular eliminando-os. Após a exposição a 

estímulos, a micróglia pode se polarizar nos fenótipos M1 (pró-inflamatório) ou M2 

(anti-inflamatório), produzindo várias substâncias, incluindo citocinas pró-

inflamatórias, proteínas neurotóxicas, quimiocinas, citocinas anti-inflamatórias e 

fatores neurotróficos (Guedes; Cardoso; Lima, 2013). 

 A expressão aumentada ou diminuída de diversos miRNAs foi associada à 

modulação do perfil de ativação da micróglia e dos astrócitos em diversas 

enfermidades. Em geral, os miRNAs mais estudados no contexto da 

neuroinflamação e sabidamente expressos pela micróglia e astrócitos incluem os 

miRNA-155, miRNA-27b e miRNA-326, cuja função é promover uma resposta pró-

inflamatória; os miRNA-124, miRNA-146a, miRNA-21, miRNA-223, têm sido 

associados a efeitos anti-inflamatórios, enquanto a família let-7 tem uma função 

reguladora mista (Gaudet et al., 2018). 

Entre os miRNAs relacionados à ativação da micróglia, os alvos diretos da 

maioria dos miRNAs (miR-27a, miR-181a, miR-203, miR-125b, miR-199, miR-29b, 

miR-7 e miR-146a) estão dentro da via do fator nuclear kappa B (NF-kB), indicando 
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o importante papel desta via na sua ativação (Guo et al., 2019). A micróglia também 

pode expressar níveis elevados de miRNA-128, que por sua vez atua visando 

manter seu estado quiescente (Conrad; Dittel, 2011). Quanto à polarização dos 

astrócitos, os miRNAs miR-136-5p, miR-140, miR-124-3p e miR-21a-5p são 

considerados reguladores críticos em favorecer o fenótipo A2 (protetor) (Faraoni et 

al., 2009). 

A regulação da integridade da BBB também pode ser influenciada pela 

atividade de miRNAs. Estudos apontam que os miRNAs miR-155, miR-98 e let-7 

podem influenciar a expressão de genes que controlam proteínas de junção 

apertada (tight junctions) e proteínas transportadoras, influenciando na 

permeabilidade da barreira (Ma; Zhang; Yin, 2020). 

Sendo assim, a liberação de miRNAs durante a neuroinflamação pode moldar 

a resposta inflamatória, incluindo a modulação do fenótipo da micróglia e dos 

astrócitos, a intensidade da resposta e o equilíbrio entre funções efetoras tóxicas ou 

reparadoras.  

 

1.7 Justificativa 

 

A ocorrência de inflamação cerebral é comum em cães com LVC 

cronicamente infectados, embora o envolvimento do SNC na doença seja 

subestimado. É sabido que o parasita pode infectar o SNC e que há alteração na 

expressão gênica no tecido favorecendo um ambiente pró-inflamatório. No entanto, 

os mecanismos moleculares subjacentes a patogenia das alterações cerebrais ainda 

não está completamente estabelecido. Investigar a expressão de miRNAs no tecido 

cerebral pode fornecer informações sobre como a resposta inflamatória é regulada 

nesse contexto. Assim, o presente estudo buscou a melhor compreensão da 

patogênese das alterações neurológicas causadas na LVC, por meio da avaliação 

da expressão de miRNA em cérebro de cães com leishmaniose. 
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1.8 Objetivos 

 

Determinar através de RT-qPCR a existência de miRNAs diferencialmente 

expressos no tecido nervoso de cães com LVC.  
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2 CAPÍTULO 1 – EXPRESSÃO DE MICRORNAS NO CÉREBRO DE CÃES COM 

  LEISHMANIOSE1 

 

2.1 Resumo 

 

A desregulação da atividade dos microRNAs (miRNAs) pode estar envolvida 

em diversas doenças, uma vez que estes atuam regulando a expressão de proteínas 

fundamentais no sistema imunológico. A Leishmaniose Canina (LVC) é uma doença 

crônica e progressiva, que pode causar comprometimento no sistema nervoso 

central. Devido à inflamação sistêmica, a presença de alterações histopatológicas 

como meningite, coroidite e manguitos perivasculares é frequente em cães 

infectados. Visando à melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na resposta 

inflamatória no cérebro durante a LVC, avaliamos a expressão de 28 miRNAs 

selecionados no tecido nervoso de dezesseis cães infectados com L. Infantum. Para 

compor um grupo controle, utilizamos amostras de cérebro de cinco cães cuja causa 

de morte não estava relacionada a processos infecciosos ou comprometimento do 

sistema nervoso central, com sorologia e PCR do baço negativos. Cortes 

histológicos de secções de cérebro dos cães corados com hematoxilina e eosina 

foram avaliados quanto a intensidade e distribuição de células inflamatórias. A 

expressão relativa dos miRNAs foi avaliada através de RTqPCR pelo método 2-

∆∆CT. Os miRNAs mir-19a-3p (p=0.003450), miR-219a-5p (p=0.03113), mir-451a 

(p=0.0172) e o mir-33a-5p (p= (p=0.0480) foram menos expressos no cérebro de 

animais do grupo infectado em relação ao grupo controle (down-regulation). A 

análise de vias revelou que estes miRNAs podem atuar regulando genes presentes 

em vias cruciais para a resposta imune e neurodegeneração. Esses resultados 

fornecem novos insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes à 

patogênese da leishmaniose no encéfalo de cães.  

 

Palavras-chave: neuropatologia; neuroinflamação; Leishmania infantum 

 

 

                                            
1 Citações e referências conforme as normas da Revista Veterinary Parasitology (Anexo B). 



22 

 

2.2 Abstract 

 

Dysregulation of the activity of microRNAs (miRNAs) may be involved in 

several diseases, as they act by regulating the expression of fundamental proteins in 

the immune system. Canine Leishmaniasis (CVL) is a chronic and progressive 

disease, which can cause impairment of the central nervous system. Due to systemic 

inflammation, the presence of histopathological changes such as meningitis, 

choroiditis and perivascular cuffs is common in infected dogs. Aiming to better 

understand the mechanisms involved in the inflammatory response in the brain 

during CanL, we evaluated the expression of 28 selected miRNAs in the nervous 

tissue of sixteen dogs infected with L. Infantum. To compose a control group, we 

used brain samples from five dogs whose cause of death was not related to 

infectious processes or involvement of the central nervous system, with negative 

serology and spleen PCR. Histological sections of dog brain sections stained with 

hematoxylin and eosin were evaluated for the intensity and distribution of 

inflammatory cells. The relative expression of miRNAs was evaluated through 

RTqPCR using the 2-∆∆CT method. The miRNAs mir-19a-3p (p=0.003450), miR-

219a-5p (p=0.03113), mir-451a (p=0.0172) and mir-33a-5p ((p=0.0480) were less 

expressed in the brain of animals from the infected group in relation to the control 

group (down-regulation). Pathway analysis revealed that these miRNAs may act by 

regulating genes present in pathways crucial to the immune response and 

neurodegeneration. These results provide new insights into the molecular 

mechanisms underlying the pathogenesis of leishmaniasis in dog’s brain. 

Keywords: neuropathology; neuroinflammation; Leishmania infantum 

 

2.3 Introdução 

 

A Leishmaniose Visceral Canina (LCan ou LVC) é uma doença crônica, 

sistêmica e progressiva, que promove um amplo espectro de sinais clínicos, 

podendo acometer qualquer órgão do animal. Os mecanismos imunológicos 

envolvidos na suscetibilidade e progressão da infecção ainda não foram 

completamente estabelecidos (Hosein et al., 2017), mas sabe-se que a resposta 
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imune é considerada órgão-específica e que o tipo de resposta desenvolvida 

determina a evolução da doença (Reis et al., 2009). 

 A resposta inflamatória desenvolvida no SNC é única e complexa; e é sabido 

que estímulos crônicos periféricos desencadeiam a ativação de micróglia e 

astrócitos, considerados células da imunidade inata no tecido nervoso (Negi; Das, 

2018). Em virtude dos mediadores inflamatórios produzidos sistemicamente na LVC, 

a doença pode promover alterações no sistema nervoso central (SNC) (Melo et al., 

2015; Melo et al., 2017). Em cães, tanto o sistema nervoso central como o periférico 

podem ser afetados pela leishmaniose. Dentre os sinais clínicos neurológicos 

relatados em cães com LVC, podem ser citadas a ocorrência de convulsões 

generalizadas, comportamento atípico, fotofobia, agressão transitória, tetraplegia, 

andar em círculos, alterações vestibulares e cerebelares (Gianuzzi et al., 2017).  

Embora poucos animais desenvolvam sinais clínicos neurológicos, alterações 

histopatológicas como meningite, coroidite e alterações morfológicas indicativas de 

ativação da micróglia e de astrócitos são observadas em grande parte dos cães 

infectados (Oliveira et al., 2017; Melo et al., 2011; Melo et al, 2009). A presença de 

vasculite, focos de micro hemorragias e múltiplos infartos também é relatada, 

embora com menor frequência (Garcia-Alonso et al., 1996; Márquez et al., 2013), 

além de depósitos amiloides, degeneração neuronal e neuroniofagia (Ikeda et al., 

2007). 

Alterações na barreira hematoencefálica (BHE) (Melo et al., 2015) e 

hematolíquorica (Silva et al., 2023) foram identificadas no cérebro de cães 

infectados, associadas ao aumento da expressão de genes no tecido nervoso com 

funções pró-inflamatórias, como interleucina (IL) -1β, IL-6, interferon (IFN)-γ, fator de 

necrose tumoral (TNF)-α e o receptor Toll Like (TRL)-4 (Grano et al., 2018; Melo et 

al., 2017; Melo et al., 2015). 

Os microRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não codificantes capazes de 

regular a expressão de genes alvo em nível pós-transcricional. No SNC, as 

interações miRNA-alvo são complexas e podem afetar muitos processos, incluindo 

morte neuronal, neurogênese, angiogênese, agregação plaquetária, modulação da 

micróglia e astrócitos, infiltração de leucócitos e até disfunção da BHE (Slota and 

Booth, 2019). Diversos fatores, como a presença de promotores específicos, 

interações com proteínas ligantes e modificações epigenéticas influenciam 

diretamente a expressão dos miRNAs (Bartel, 2004). A desregulação de diversos 
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miRNAs foi documentada em condições neuropatológicas em humanos e em cães 

(Mármol-Sánchez et al., 2023), no entanto, a literatura ainda é escassa em relação a 

expressão de miRNAs no SNC em doenças infecciosas, especialmente as causadas 

por protozoários.  

Na LVC, estudos recentes identificaram diversos miRNAs diferencialmente 

expressos em cães infectados, sugerindo sua participação na regulação da 

expressão gênica e na resposta imune durante a infecção. Os miR-148a, mir-194, 

mir-150 tiveram seus níveis de expressão correlacionados com a gravidade da 

infecção e/ou com a carga parasitária dos animais.  Ainda, a expressão diferencial 

do miR-21 e do miR-148a foi associada à polarização das respostas do tipo Th1/Th2 

(Costa et al., 2024; Melo et al., 2019; Rebech et al., 2023; Soares et al., 2023). 

No contexto da neuroinflamação, os miRNA operam modulando a expressão 

de genes que podem promover ou restringir a sinalização inflamatória, sendo 

determinantes na diferenciação da micróglia e astrócitos no fenótipo pró ou anti-

inflamatório. Entre os miRNAs relacionados à ativação da micróglia, os alvos diretos 

da maioria dos miRNAs estão dentro da via do fator de transcrição NF-kapa B (NF-

kB), indicando o importante papel desta via na ativação da mesma (Guo et al., 

2019).  

Considerando as alterações histopatológicas observadas no cérebro de cães 

com LVC e o aumento da expressão de genes com funções pró-inflamatórias 

identificados no cérebro desses animais, é possível que miRNAs estejam envolvidos 

na regulação de vias determinantes para a imunopatogênese da leishmaniose 

cerebral. Nossos achados sugerem que a expressão diferencial de miRNAs, 

incluindo a diminuição significativa de miR-19a, miR-219a, miR-451a e miR-33a nos 

cérebros dos cães com LVC, está associada a genes alvo presentes em vias 

cruciais para a resposta imune e neurodegeneração. Esses resultados fornecem 

novos insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes à patogênese da 

leishmaniose no encéfalo de cães.  
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2.4 Métodos 

 

2.4.1 Ética 

 

Todos os procedimentos e métodos utilizados no estudo foram submetidos à 

avaliação da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA da FOA, UNESP, 

Araçatuba/SP, nº 739/2022 (Anexo A). 

 

2.4.2 Animais 

 

Para compor o grupo infectado, foram selecionados 16 cães adultos que 

apresentavam alterações histopatológicas no SNC, com idades entre 1 e 5 anos, 

sem raça definida, 12 machos e 4 fêmeas, provenientes do Centro de Controle de 

Zoonoses de Araçatuba/SP.  Os cães apresentavam pelo menos três sinais clínicos 

compatíveis com LVC, como linfoadenomegalia, hepatoesplenomegalia, onicogrifose 

e/ou lesões dermatológicas. Para confirmação do diagnóstico de LVC, foi realizado 

exame citológico de linfonodo e baço, sendo incluídos cães com exame 

parasitológico positivo em pelo menos um dos tecidos avaliados; teste sorológico 

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a detecção de anticorpos anti-

Leishmania, sendo considerados positivas amostras com densidade óptica acima de 

0,270 (Lima et al., 2003) e a quantificação da presença de DNA do parasito em 

amostras de baço por qPCR (Real Time Quantitative PCR) (Toz et al., 2013). 

Exames complementares como hemograma e avaliação bioquímica sérica de perfil 

hepático e renal foram realizados, visando a determinação do estadiamento clínico 

dos animais segundo Solano-Gallego et al., 2009.  

O grupo controle consistiu em cinco cães com diagnóstico negativo para LVC 

(sorologia e PCR), provenientes de regiões não endêmicas para a doença. A causa 

da morte dos cães do grupo controle não estava relacionada a doenças infecciosas 

e/ou enfermidades com comprometimento encefálico e os mesmos não 

apresentavam alterações significativas no hemograma ou avaliação bioquímica.  

 



26 

 

2.4.3 Colheita de material 

 

Os cães foram submetidos à eutanásia de acordo com a Resolução Nº 1.000, 

de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV), que 

dispõe detalhadamente sobre procedimentos e métodos de eutanásia em animais. A 

colheita de sangue para avaliação hematológica e bioquímica foi realizada antes da 

eutanásia. Posteriormente, os animais foram submetidos à necropsia para exame 

macroscópico e colheita de amostras de tecidos.  

Para a avaliação histopatológica, foram realizados cortes coronais de um 

hemisfério cerebral, selecionando áreas pré-determinadas, incluindo o córtex 

temporal e piriforme, tálamo, hipocampo, bulbo, cerebelo e plexo coroide ventricular, 

fixados em formalina 10%. Posteriormente, as secções foram submetidas ao 

processamento histológico convencional.  

Para a avaliação molecular, do hemisfério cerebral contralateral, foram 

colhidos fragmentos de cerca de 0,5 cm3 das regiões periventricular e meníngea, 

incluindo o tálamo, hipocampo, substância branca periventricular, córtex temporal 

parietal e córtex piriforme (Figura 1). Esses fragmentos, assim como fragmentos do 

baço, foram armazenados em solução preservadora de RNA (RNAlater®, Applied 

Biosystems, AM7020) e estocados a - 80ºC até o processamento. 
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Figura 1 - Cortes coronais de encéfalo de cão para ilustração das áreas encefálicas 

avaliadas.  

 

Legenda: A- Corte coronal passando pelo quiasma óptico. No retângulo amarelo destacamos a região 
de núcleos da base. B – Corte coronal passando pelo infundíbulo hipofisário. Destacadas as áreas 
que incluem o diencéfalo, hipocampo, lobo piriforme e lobo temporal. C – Corte coronal de tronco 
encefálico passando pelos pedúnculos cerebelares. D – Os círculos azuis indicam as regiões de onde 
foram colhidas amostras para compor um pool para pesquisa de miRNA (periventricular e peri-
meníngeo). 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

 

 

2.4.4 Avaliação histopatológica e imunohistoquímica do cérebro 

 

Cortes de 5 um corados com HE foram utilizados para avaliação 

histopatológica do cérebro. As regiões avaliadas incluíram o plexo coroide, 

meninges, região subependimária e região subpial, além do hipocampo e tálamo. A 

avaliação da presença de infiltrado leucocitário foi conduzida de forma 

semiquantitativa, graduando a presença de células inflamatórias em discreta, 

moderada ou acentuada, com distribuição focal, multifocal ou difusa. Para 

determinação de um escore inflamatório, foram atribuídos graus de 0 a 3 de acordo 

com a intensidade e localização do infiltrado inflamatório observado (Melo et al., 

2009). O grau 0 foi atribuído a cães com ausência de inflamação. O grau 1 foi 

atribuído à animais com infiltrado discreto e focal nas meninges e no plexo coroide, 

enquanto o grau 2 foi atribuído aos animais com infiltrado moderado nas meninges e 

plexo coroide, mas com a presença de alguns linfócitos no parênquima cerebral. O 
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grau 3 foi atribuído aos cães que apresentavam infiltrado moderado a acentuado em 

duas ou mais regiões avaliadas, além da presença de manguitos perivasculares.  

Para a confirmação e melhor caracterização da presença de infiltrado 

inflamatório nas regiões destacadas, foram realizadas reações de 

imunohistoquímica para detecção de linfócitos TCD3 nos cortes de cérebro dos cães 

com LVC, utilizando o anticorpo anti-CD3 (A0452, Dako), de acordo com o protocolo 

do fabricante.   

 

2.4.5 Carga parasitária do baço 

 

A extração de DNA do baço dos animais foi realizada utilizando o kit AllPrep 

DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen) seguindo as recomendações do fabricante. 

O DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop™ ND-1000 

(NanoDrop™, Thermo Fisher) para verificação da pureza (260/280) e quantidade. A 

reação de qPCR foi realizada utilizando o equipamento Eppendorf Mastercycler® 

RealPlex2, SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (Sigma-Aldrich) e os primers 5’-

CTGGATCATTTTCCGATG e 5’-TGATACCACTTATCGCACTT, que amplificam o 

transcrito interno 1 (ITS1) do parasito, em um volume total de 25 μl, em duplicata. As 

condições de amplificação foram 94°C por 2 min, 40 ciclos de 94°C por 15 s e 60°C 

por 1 min. As amostras foram submetidas a uma curva de dissociação de 60°C a 

95°C; aumentando 0,5°C a cada 5 seg. A quantificação absoluta foi avaliada 

utilizando uma curva padrão com dez diluições (107 a 101) em série de DNA extraído 

de promastigotas de L. infantum (MHOM/BR00/MER02). 

 

2.4.6 Seleção dos miRNAs 

 

Para selecionar os miRNAs a serem utilizados, uma pesquisa sistemática na 

literatura foi conduzida no banco de dados PubMed, usando várias palavras-chave: 

microRNA and dog brain; microRNA and astrocytes, microRNA and microglia, 

microRNA and neuroinflammation, microRNA and central nervous system injury, 

microRNA and neuronal infection, microRNA and inflammatory response, regulatory 

function of microRNAs in astrocytes, regulatory function of microRNAs in microglia e 

CNS microRNA profiles and dog.    
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A partir desta pesquisa inicial, selecionamos 28 miRNAs (Tabela S1) que 

demonstraram envolvimento pró ou anti-inflamatório em cães com alta frequência 

nas palavras-chaves pesquisadas, especialmente os descritos na literatura como 

bastante expressos no tecido nervoso de cães normais e/ou em diferentes 

condições inflamatórias. Além destes, foram escolhidos os miRNAs diferencialmente 

expressos associados à resposta inflamatória em cães na leishmaniose (Bragato et 

al., 2018).  

 

2.4.7 Avaliação da expressão de miRNAs 

 

A extração dos miRNAs do pool de amostras das regiões periventriculares e 

peri-meníngeas do cérebro dos cães foi realizada utilizando o kit AllPrep 

DNA/RNA/miRNA Universal Kit (Qiagen) seguindo as recomendações do fabricante. 

O RNA total extraído foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop™ ND-1000 

(NanoDrop™, Thermo Fisher) para verificação da pureza (260/280) e quantidade. O 

cDNA foi sintetizado a partir do kit miRCURY LNA RT Kit (Qiagen), utilizando o 

UniSp6 RNA Spike-in como controle da reação.  

A expressão relativa dos miRNAs foi avaliada por Real time Qpcr (RT-qPCR), 

utilizando sequências disponíveis comercialmente e com similaridade comprovada 

com miRNAs caninos (Koenig et al., 2016). Os ensaios foram realizados em placas 

customizadas confeccionadas para PCR miRNA miRCURY (Qiagen), com genes 

para normatização das reações, além dos primers para os miRNAs alvos 

selecionados. Para cada amostra, foram realizadas 32 reações, sendo 28 miRNAs 

alvos e 4 controles de normatização exógenos (UniSp6 e UniSp3 RNA Spike In). Os 

resultados de Ct obtidos foram avaliados através da plataforma Gene Globe 

Analyses (Qiagen). A quantificação da expressão gênica foi avaliada pelo método 2-

∆∆CT, segundo (Livak and Schmittgen, 2001), obtendo-se os valores de fold change 

e fold regulation para cada um dos miRNAs avaliados em relação ao grupo controle. 

Para a determinação de genes de referência endógenos, uma vez que a 

literatura carece de padronização quanto a miRNAs estáveis no cérebro de cães 

(Varvil and dos Santos, 2023), utilizamos os softwares Normfinder (Andersen et al., 

2004) e Genorm (Vandesompele et al., 2002) para verificar o índice de estabilidade 

dos miRNAs em nossas amostras. Assim, selecionamos dois genes de referência 
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endógenos (hsa-miR-148a-3p e hsa-miR-340-5p) cujos valores de estabilidade se 

mostraram adequados nos dois softwares (Tabela 1). Ambos os softwares fornecem 

um valor de estabilidade para cada gene; e valores de estabilidade mais baixos 

indicam maior estabilidade do gene. O NormFinder considera não apenas a média 

da expressão gênica entre amostras, mas também a variabilidade entre grupos de 

amostras. Já o GeneNorm utiliza o algoritmo de média geométrica de pares para 

estimar a estabilidade dos genes candidatos. 

 

Tabela 1 - Fator de estabilidade dos genes de referência endógenos de acordo com 

o NormFinder e Genorm.  

miRNA 

Fator de Estabilidade 

NormFinder Genorm 

hsa-miR-148a-3p  0.16 0.2085 

hsa-miR-340-5p 0.11 0.2092 

 

 

  
                      Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

 
 

  

2.4.8 Previsão de alvos e análise de vias 

 

Para previsão de possíveis genes alvos e vias relacionadas aos miRNAs 

diferencialmente expressos, foi realizada uma busca nas plataformas MirDB (Chen 

and Wang, 2020), mirWalk(Sticht et al., 2018) e TargetScan (Agarwal et al., 2015). 

Os genes alvos listados em pelo menos duas dessas plataformas foram utilizados 

para análise funcional.  

A análise de enriquecimento foi realizada através da plataforma GProfiler 

(Reimand et al., 2016), que utiliza as bases de dados públicas Gene Ontology (GO) 

e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) para determinar as funções 

biológicas e as vias metabólicas associadas aos genes diferencialmente expressos. 

Os dados de GO e vias enriquecidas (KEGGS) com p<0.05 envolvidos na resposta 

imune ou relacionados ao sistema nervoso central foram destacados. 
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2.4.9 Estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 

(GraphPad Software, Inc., CA, USA). A significância entre as médias de dois grupos 

foi analisada pelo teste t pareado (p>0.05).  

 

2.5 Resultados 

 

2.5.1 Achados clínicos e laboratoriais 

 

Todos os dezesseis cães incluídos no grupo infectado no estudo 

apresentaram teste sorológico ELISA e qPCR do baço positivos para Leishmania 

spp. (Tabela S2). Os cães possuíam pelo menos três sinais clínicos compatíveis 

com a doença, destacando-se a linfoadenomegalia (10/16), hepatoesplenomegalia 

(8/16) e alterações cutâneas difusas (8/16). Nenhum dos animais apresentava sinais 

clínicos neurológicos ou alterações macroscópicas no sistema nervoso central.  

Dentre as alterações laboratoriais observadas (Tabela S3), a presença de anemia foi 

a mais frequente (13/16), seguida pela hiperproteinemia (10/16) e trombocitopenia 

(8/16). Assim, considerando as alterações clínicas e laboratoriais observadas, bem 

como o resultado do teste ELISA, 7 cães (7/16) foram classificados no estágio I, com 

apenas alterações laboratoriais discretas, 8 (8/16) animais no estágio II, 

apresentando sinais clínicos discretos associados a anemia e hiperglobulinemia 

discretas; e um (1/16) no estágio III, apresentando alterações bioquímicas 

significativas.  

 

2.5.2 Lesões histopatológicas do tecido nervoso 

 

A avaliação histopatológica do cérebro dos cães com LVC revelou a presença 

de alterações compatíveis com infiltrado mononuclear, linfoplasmocítico (Figura 2, A, 

B, C e D), principalmente na região de plexo coróide, leptomeninges e região 

subependimária, em sua maioria discreto e focal, principalmente na região de plexo 

coroide e meninge. Foi observada presença de células inflamatórias no parênquima 
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cerebral e/ou presença de manguitos perivasculares em sete cães (Tabela S3). A 

presença de células inflamatórias foi confirmada na avaliação imunohistoquímica 

para detecção de linfócitos TCD3+ (Figura 2, E, F). A presença de gliose reativa 

também foi observada, principalmente nas regiões periventriculares, com 

distribuição focal a difusa. Astrogliose foi observada de forma discreta e difusa em 

todo o parênquima cerebral.  Sete cães (7/16) apresentaram alterações 

histopatológicas no cérebro compatíveis com o escore inflamatório 3, que consiste 

em infiltrado moderado a acentuado em duas ou mais regiões avaliadas. O escore 2 

foi atribuído a seis (6/16) animais, que possuíam infiltrado discreto a moderado em 

pelo menos uma região; e três (3/16) animais foram classificados com o escore 1, 

caracterizado por infiltrado discreto em apenas uma região. Os cães pertencentes ao 

grupo controle não apresentavam alterações histopatológicas nos cortes de cérebro 

avaliados. 

 

Figura 2 - Histopatologia do cérebro dos cães. 

 
A – Região de meninge de cão infectado com LVC demonstrando infiltrado inflamatório 
mononuclear focal acentuado (seta). B – Região subependimária de cão infectado com LVC, 
evidenciada pela presença do plexo coróide (PC), demostrando presença discreta de células 
inflamatórias difusa. C – Plexo coróide de cão infectado com LVC apresentando infiltrado 
inflamatório mononuclear acentuado (*). D – Manguito perivascular no cérebro de cão com 
LVC (seta). E – Manguito perivascular no cérebro de cão com LVC, destacando a presença 
de linfócitos T CD3+ imunomarcados (Imunohistoquímica, DAB). F – Pléxo coroide de cão 
com LVC, evidenciando a presença de linfócitos T CD3+ imunomarcados 
(Imunohistoquímica, DAB). A, B, C e D – Hematoxilina eosina, Obj. 40x. 
 
Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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2.5.3 Carga parasitária 

 

A carga parasitária do baço dos cães no estudo foi avaliada por meio de 

qPCR. A reação de amplificação no baço obteve valores de eficiência de 87%, r2 

0,996 e slope -3,67. Todos os 16 cães foram positivos no PCR do baço e os valores 

de carga parasitária variaram entre 4,1 x 101 e 9,5 x 105 ng de DNA/ 10 mg de 

tecido, sumarizados na Tabela S2. Não foi observada correlação entre a carga 

parasitária no baço e a presença/intensidade da inflamação no cérebro de cães com 

LVC.  

 

2.5.4 Expressão relativa dos miRNAs 

 

A quantificação da expressão gênica foi avaliada pelo método 2-∆∆CT, 

segundo Livak e Schimittgen (2001), para determinação dos valores de fold change 

e fold regulation dos cães com LVC em relação ao grupo controle para cada um dos 

miRNAs avaliados (Tabela S4). Os miRNAs mir-19a-3p (p=0.0034), miR-219a-5p 

(p=0.0311), mir-451a (p=0.0172) e o mir-33a-5p (p=0.0480) foram menos expressos 

no cérebro de animais do grupo infectado em relação ao grupo controle (down-

regulation) (Figura 3). Ao avaliar a expressão desses miRNAs de acordo com o 

escore inflamatório dos animais, observou-se que os animais classificados como 

escore inflamatório 3 obtiveram valores de fold regulation ainda menores para os 

miR-19a e mir-219a-5p (Figura 4), embora apenas o miR-19a-3p tenha sido 

significativamente menos expresso (p=0.10488) no grupo mais inflamado. O mir-

451a foi significativamente menos expresso nos animais com escore inflamatório 2 

(p=0.018965). Não foi observada diferença estatística significativa nos valores de 

fold regulation nos demais miRNAs analisados com relação ao grupo controle ou 

entre os cães com LVC com diferentes escores inflamatórios. 
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Figura 3 - Expressão relativa (fold regulation) dos miRNAs avaliados no cérebro dos 

cães com LVC em relação ao grupo controle. Os miRNAs mir-19a-3p (p=0.00345), 

miR-219a-5p (p=0.0311), mir-451a (p=0.0172) e o mir-33a-5p (p=0.04803) foram 

menos expressos nos cães do grupo infectado em relação ao grupo controle (down-

regulation). 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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Figura 4 - Expressão relativa (fold regulation) dos miRNAs em relação ao grupo 

controle de acordo com o escore inflamatório do cérebro dos cães com LVC. O miR-

19a-3p foi significativamente menos expresso nos animais com maior intensidade de 

inflamação no cérebro (p=0.0104). O mir-451a foi significativamente menos expresso 

nos animais com escore inflamatório 2 (p=0.0189).  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

 

2.5.5 Previsão de alvos e vias  

 

A pesquisa de genes alvos para cada um dos miRNAs diferencialmente 

expressos foi realizada em três bases de dados, TargetScan, mirDB e mirWalk 

(Figura 5). Os genes alvos previstos em pelo menos duas plataformas foram 

utilizados para a análise de enriquecimento na plataforma GProfiler, totalizando 992 

genes. Os resultados de enriquecimento de vias (KEGG) e GO com p valor 

significativo (p<0.05) e com envolvimento em respostas imunes celulares ou 

relacionados ao sistema nervoso central foram destacados (Figura 6). 

Constatamos que os miRNAs diferencialmente expressos executam funções 

fisiológicas e patológicas no tecido nervoso, estando associados à genes alvo 

presentes em vias de resposta do sistema imune como dos receptores T e 

receptores Toll Like (TRL), via JAK-STAT, produção de fator de necrose tumoral 
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(TNF) e de quimiocinas, migração transendotelial leucocitária e resposta mediada 

por células Natural Killer (NK), além de vias relacionadas a neurodegeneração e 

depressão sináptica (Tabela S5).  

 

 

Figura 5 - Previsão de genes alvos de acordo com as plataformas TargetScan, 

mirDB e mirWalk. Os genes anotados em pelo menos duas das plataformas foram 

utilizados para a análise de enriquecimento.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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Figura 6 - Análise de enriquecimento de vias de genes alvos dos miRNAs cuja 

expressão foi significativamente menor no grupo infectado. Destacamos 15 vias com 

p>0.05 importantes para o sistema imune e relacionadas ao sistema nervoso 

central/Leishmaniose.  

 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

 

2.6 Discussão 

 

Em nosso trabalho, investigamos a expressão diferencial de miRNAs no 

cérebro de cães com LVC em relação a um grupo controle, associando-os as 

alterações histopatológicas presentes no cérebro dos animais.  

As alterações inflamatórias observadas na histopatologia no cérebro de cães 

com LVC neste estudo foram semelhantes as alterações descritas em trabalhos 

anteriores (Melo et al., 2009; Sakamoto et al., 2013), que descrevem a presença de 

infiltrado inflamatório linfoplasmocítico discreto a moderado em meninges, plexo 
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coróide, região subependimária e regiões perivasculares, além de reatividade glial e 

de astrócitos (Melo & Machado, 2011). 

 Observamos que os miRNAs mir-19a (p=0.00345), miR-219a (p=0.0311), 

mir-451a (p=0.0172) e o mir-33a (0.04803) foram menos expressos nos cães do 

grupo infectado em relação ao grupo controle (down-regulation).  

Em nosso trabalho, o miR-19a foi quatro vezes menos expresso no cérebro 

dos cães doentes. A diminuição foi ainda mais significativa nos cães classificados no 

escore inflamatório 3, no qual o mesmo foi cerca de doze vezes menos expresso. Na 

inflamação periférica, dados de expressão genética baseados em microarray 

demonstraram um número significativo de genes da resposta imune regulados pelo 

miR-19, sugerindo que há uma relação entre o miR-19 e a inflamação (Li et al., 

2020). Ainda, estudos apontam que a expressão de miR-19 é essencial para 

aumentar a capacidade das células T efetoras para produzir IFN-γ, favorecendo sua 

diferenciação a uma resposta Th1 (Jiang et al., 2011). Já no sistema nervoso, no 

contexto da neuroinflamação, há poucos estudos que destacam o mir-19, mas seu 

papel já foi estudado em gliomas (Wang et al., 2018) e lesões de isquemia-

reperfusão (Liu et al., 2021; Zhou et al., 2021). 

 Um estudo recente detectou maior ativação da micróglia na presença de 

mimics do mir-19a e mir-19b, com aumento da expressão de citocinas pró-

inflamatórias e diminuição da expressão de genes supressores da sinalização de 

citocinas (SOCS), possivelmente através das vias NF-kB e JAK-STAT (Sahebdel, 

2023). A modulação da via NF-κB pelo mir-19 foi descrita na inflamação induzida por 

LPS em camundongos, através de genes alvos reguladores negativos da sinalização 

do NF-κB, como o A20, o RNF11 e o ZBTB16. Ao regular negativamente estes 

genes, o estudo sugere que o miR-19a pode aumentar a atividade do NF-κB, 

conduzindo a um aumento da expressão de genes pró-inflamatórios (Gantier et al., 

2012). 

Uma vez que em nosso estudo detectamos uma diminuição significativa da 

expressão do miR-19a no tecido nervoso de cães com LVC, é possível que este 

miRNA atue na doença visando manter a micróglia em um estado quiescente. A 

diminuição do miR-19 pode levar ao aumento da expressão de SOCS, 

possivelmente pela via JAK-STAT, que se mostrou enriquecida.  

O mir-219 também apresentou regulação negativa no cérebro dos cães com 

LVC em relação ao grupo controle, sendo de cinco vezes menos expresso nos cães 
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com LVC e 17 vezes menos expresso no grupo infectado com escore inflamatório 

três. Estudos demonstraram que o miR-219 desempenha um papel crucial na 

regulação da diferenciação de precursores neurais, especialmente na diferenciação 

de oligodendrócitos durante o desenvolvimento, na mielinização e regulação da 

atividade neural (Hu et al., 2016).  

Na resposta neuroinflamatória, o miR-219 tem como alvo genes que 

favorecem a ativação da micróglia e astrócitos, assim, o aumento de sua expressão 

visa atenuar a neuroinflamação e proteger contra danos neuronais, com importante 

destaque na prevenção de convulsões (Zheng et al., 2016). Esta modulação ficou 

evidente em um estudo investigando o papel do mir-219 em lesões na medula 

espinhal de camundongos, que evidenciou seu papel na supressão da produção de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-6 e ROS, possivelmente mediada 

pela regulação do gene NEUROD2 (Zhu et al., 2019). A expressão gênica de IL-1β, 

TNF-α e INF-y (Melo et al., 2013) é marcadamente aumentada no cérebro de cães 

com LVC, o que pode estar relacionado com a acentuada diminuição do mir-219 

observada em nossos resultados, embora outros miRNAs não investigados também 

possam estar envolvidos.   

Em nosso estudo, o miR-451a foi significativamente menos expresso no 

tecido nervoso dos cães com LVC, com diminuição significativa nos cães 

classificados com escore inflamatório 2. Curiosamente, os animais com escore 

inflamatório 3 apresentaram uma regulação positiva do miR-451a, embora sem 

diferença estatística em relação ao grupo controle. Em um estudo com mimics do 

miR-451a in vitro, verificou-se a capacidade deste miRNA de inibir a ativação 

microglial desencadeada por LPS, reduzindo a produção de óxido nítrico (NO) e a 

expressão do marcador de ativação da micróglia IBA-1. Ainda, o miR-451a foi capaz 

reverter a ativação microglial induzida por citocinas pró-inflamatórias, como IL-6, IL-

1β e TNF-α, tendo como alvo o receptor TRL4 (Sun and Zhang, 2018). Na LVC, é 

descrito o aumento da expressão de TRL4 no cérebro de cães com LVC (Grano et 

al., 2018). Visto que em nossos resultados o miR-451a teve sua expressão 

diminuída nos cães menos inflamados e aumentada nos cães mais inflamados, é 

possível que a expressão diferencial deste miRNA também atue visando diminuir a 

ativação microglial e reduzir os danos da neuroinflamação.  
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2.7 Conclusão 

 

Diante da complexidade que envolve a patogenia da reação inflamatória no 

cérebro na LVC, nossos achados sugerem que a expressão diferencial de miRNAs, 

incluindo a diminuição significativa de miR-19a, miR-219a, miR-451a e miR-33a, 

está associada a genes alvo presentes em vias cruciais para a manutenção do 

ambiente inflamatório no cérebro. Embora a neuroinflamação seja um mecanismo 

protetor, a neuroinflamação crônica pode induzir neurotoxicidade e está relacionada 

com a neurodegeneração. Esses resultados fornecem novos insights sobre os 

mecanismos moleculares subjacentes à patogênese da leishmaniose no encéfalo de 

cães.  

 

2.8 Informações de Apoio 

 

Figura S1 - Placa customizada com os miRNAs e normalizadores. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024 
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Tabela S1 – MiRNAs avaliados no estudo.  

miRNA 
cão 

miRNA 
humano 

Acesso 
MiRBase 

Função Referência 

cfa-
miR-
128 

hsa-miR-
128-3p 

MI0008032 

Supressão da 
neuroinflamação e mantém o 

estado quiescente da 
micróglia 

Guo et al., 
2019 

cfa-
miR-9 

hsa-miR-
9-5p 

MI0008125 

Regula a resposta imune 
adaptativa e inata, 

influenciando a polarização de 
macrófagos e a expressão de 

citocinas 

Koening et 
al., 2016 

cfa-
miR-
155 

hsa-miR-
155-5p 

MI0008078 

Promove a ativação da 
micróglia e astrócitos, 

produção de citocinas pró-
inflamatórias, como IL-6 e IL-

1β 

Gaudet et 
al., 2018 

cfa-
miR-19 

hsa-miR-
19-5p 

MI0008051 
Produção de citocinas Th1 e 

proliferação de células T 
CD4+ 

Jiang et al., 
2011 

cfa-
miR-21 

hsa-miR-
21-5p 

MI0008165 
Supressão da 

neuroinflamação 
Bragato et 
al., 2018 

cfa-
miR-
219-1 

hsa-miR-
219-5p 

MI0008007 Regulação da atividade neural 
Koening et 
al., 2016 

cfa-
miR-
150 

hsa-miR-
150-5p 

MI0007998 
Diferencialmente expresso na 

LVC 
Bragato et 
al., 2018 

cfa-
miR-
192 

hsa-miR-
192-5p 

MI0008031 
Diferencialmente expresso na 

LVC 
Bragato et 
al., 2018 

cfa-
miR-
194 

hsa-miR-
194-5p 

MI0008091 
Diferencialmente expresso na 

LVC 
Bragato et 
al., 2018 

cfa-
miR-
424 

hsa-miR-
424-3p 

MI0008169 
Diferencialmente expresso na 

LVC/ Inibe a ativação de 
micróglia e a astrogliose 

Bragato et 
al., 2018 

cfa-
miR-
451 

hsa-miR-
451a 

MI0010367 
Diferencialmente expresso na 

LVC 

Bragato et 
al., 2018 

 
 

cfa-
miR-
574 

hsa-miR-
574-3p 

MI0008080 
Diferencialmente expresso na 

LVC 

Bragato et 
al., 2018 

 
 (Continua) 

(Continua) 
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miRNA 
cão 

miRNA 
humano 

Acesso 
MiRBase 

Função Referência 

cfa-
miR-
10a 

hsa-miR-
10a-5p 

MI0008161 
Ativação da micróglia, lesão 

em neurônios 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
126 

hsa-miR-
126-5p 

MI0008154 
Homeostase vascular, 
resposta imune inata 

Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-

181a 1 

sa-miR-
181a-5p 

MI0008126 
Ativação da micróglia e via 

NF-KB 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
203 

hsa-miR-
203a 

MI0010363 Ativação da micróglia 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
221 

hsa-miR-
221-3p 

MI0008183 
Disfunção da barreira 

hematoencefálica 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
222 

hsa-miR-
222-3p 

MI0010346 Anti-inflamatório 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
23a 

hsa-miR-
23a-3p 

MI0008039 Polarização da micróglia 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
23b 

hsa-miR-
23b-3p 

MI0008008 Polarização da micróglia 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
26a-1 

hsa-miR-
26a-5p 

MI0008058 Pró-inflamatório 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-33 

hsa-miR-
33a-5p 

MI0007988 Doenças neurodegenerativas 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-let-
7a-1 

hsa-let-
7a-5p 

MI0007989 
Atua na ativação de 

receptores TRL 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-let-
7b 

hsa-let-
7b-5p 

MI0010329 
Atua na ativação de 

receptores TLR 
Nejad et 
al., 2018 

cfa-
miR-
301a 

hsa-miR-
301a-3p 

MI0010348 Ativação da micróglia 
Nejad et 
al., 2018 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 

 

 

 

 

(Conclusão)
Tabela S1 – MiRNAs avaliados no estudo. 
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Tabela S2 – Dados gerais dos cães incluídos no experimento.  

Cão Idade Sexo 
ELISA 
D.O.* 

Carga 
Parasitária 

Baço 
(ng DNA/ 10ng 

de tecido) 

Estadiamento 
Clínico ** 

C1 Adulto M 1,421 2,38E+02 II 

C2 Adulto M 1,426 7,00E+01 II 

C3 Adulto M 1,336 1,16E+03 I 

C4 Adulto M 1,251 7,70E+02 II 

C5 Adulto M 1,430 3,19E+03 II 

C6 Adulto M 0,617 2,93E+02 II 

C7 1 ano F 0,805 2,70E+03 I 

C8 4 anos F 0,733 2,15E+03 II 

C9 Adulto M 0,523 9,57E+04 II 

C10 Adulto M 0,678 7,85E+02 I 

C11 Adulto M 1,328 7,70E+02 I 

C12 Adulto F 0,617 1,50E+03 I 

C13 Adulto F 0,412 4,13E+01 I 

C14 Adulto M 1,350 5,39E+03 I 

C15 Adulto M 1,577 6,86E+02 III 

C16 Adulto M 1,535 1,68E+04 II 

Controle 1 Adulto M 0,069 Negativo  

Controle 2 Adulto M 0,138 Negativo  

Controle 3 Adulto M 0,124 Negativo  

Controle 4 Adulto F 0,024 Negativo  

Controle 5 Adulto M 0,114 Negativo   

*Ponto de Corte ELISA: Leishmania (0,270).   ** Solano-Gallego et al. (2009).  
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Tabela S3 – Avaliação hematológica e bioquímica.  

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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Tabela S4 – Avaliação da inflamação no cérebro dos cães com LVC. 

Inflamação / Presença Células CD3+ 

Cão Meninge Plexo Subepêdima Parênquima Escore 

C1 + F ++ D   2 

C2 + D ++ M  + D + F 3 

C3  +++ M ++ D + F + F 3 

C4 + F  + F   1 

C5  ++ M ++ D + F  2 

C6  + M + F  + M  2 

C7 ++ D ++ F + F  2 

C8 ++ D ++ F ++ F + F 3 

C9 + F ++ F  + F 3 

C10 ++ M  +++ F ++ M 3 

C11 +M + ++F ++F ++M 3 

C12  +M   1 

C13 ++M ++F   2 

C14 ++D +M   2 

C15 +++M +D ++M ++F 3 

C16 +F +F     1 

*Presença discreta (+), moderada (++) ou acentuada (+++), com distribuição focal (F), multifocal (M) 
ou difusa (D). ** Escore 1 = infiltrado discreto e focal nas meninges e no plexo coroide; escore 2 = 
infiltrado moderado nas meninges e plexo coroide, mas com a presença de alguns linfócitos no 
parênquima cerebral; escore 3 = infiltrado moderado a acentuado em duas ou mais regiões avaliadas, 
além da presença de manguitos perivasculares. 
 
 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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Tabela S5 – Valores de fold change, fold regulation e p valor. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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Tabela S6. Vias enriquecidas, genes alvos e p valor. 

KEGG Genes Alvo p valor 

T cell receptor 
pathway 

ZNF385B, MAPK8, PDPK1, MAPK6, HMGN1, 
DKK1, KBTBD4, SLC49A3, SPARCL1, FUT9, 

CYBRD1, PTK7, WNT10B, LPIN2 

0.00005 

JAK-STAT 
signaling pathway 

SYNPR, GHR, MTOR, TRIM9, MAPK6, 
SPPL3, HMGN1, BAIAP2, DKK1, KBTBD4, 
SPARCL1, TMEM168, SOCS5, MBOAT2, 

LPIN2, SCN7A 

0.00007 

TNF signaling 
pathway 

SLCO1C1, MAPK8, TRAF3, NONO, CDK8, 
KBTBD4, SPARCL1, FUT9, PIP4K2C, PTK7, 

TAF4, ARHGEF10L, POLDIP2 

0.00012 

TGF-beta 
signaling pathway 

SKI, TGFBR1, SMAD7, ADCY9, ARFGAP3, 
ANKRD6, WNT10B, MBOAT2, BAMBI, 

WNT10B, GPHN, ZFYVE9 

0.00028 

NOD-like receptor  SLCO1C1, CDKN2C, MAPK8, TRAF3, 
KRT27, MEIS1, MEIS2, FUT9, ATG16L1, 
PTK7, TENT4B, MEIS2, PANX1, TACC1 

0.00056 

Chemokine 
signaling pathway 

ZNF385B, ADCY9, MAPK6, HMGN1, MEIS2, 
NEUROG1, DKK1, KBTBD4, PTK7, ADCY9, 

SPARCL1, STAT5B, PRKACB, LPIN2 

0.00219 

VEGF  ZNF385B, HMGN1, DKK1, KBTBD4, 
SPARCL1, FUT9, PTK7 

0.00365 

Leukocyte 
transendothelial 

migration 

ZRANB3, ADCY9, NEUROG1, KBTBD4, 
PTK7, SPARCL1, FUT9, IQSEC2, PTK7, 

FSTL4 

0.00458 

B cell receptor ZNF385B, MAPK6, HMGN1, DKK1, KBTBD4, 
SPARCL1, LPIN2 

0.00941 

Natural killer cell 
mediated 

cytotoxicity 

ZNF385B, MAPK6, HMGN1, DKK1, KBTBD4, 
SPARCL1, LPIN2 

0.03336 

Toll-like receptor  MAPK8, TRAF3, CDK8, KBTBD4, SPARCL1, 
FUT9, PTK7 

0.03870 

Pathways of 
neurodegeneration  

ATRIP, VAPB, ZNF385B, ATP5J2, CAMK2G, 
SPPL3, MAPK8, MTOR, PDK2, HMGN1, 

TPGS1, FZD4, OLFM4, CDK8, MEIS2, DKK1, 
DKK1, MBOAT2, FUT9, MBOAT2, GRIN2A, 
MBOAT2, PTK7, CYBRD1, MEIS2, TACC1 

0.00400 

Chagas disease TGFBR1, MAPK8, WNT10B, MEIS2, 
KBTBD4, SPARCL1, FUT9, PTK7 

0.02289 

Toxoplasmosis DKK1, MAPK8, LAMC1, PDPK1, CDK8, 
MTHFD2, FUT9, PTK7 

0.02289 

Fonte: Elaborado pela autora, 2024. 
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ANEXO B – NORMAS DE SUBMISSÃO DA REVISTA VETERINARY 
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