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RESUMO

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doenca crbnica e progressiva de alta
variabilidade clinica, que pode incluir manifestagées neuroldgicas. Em virtude das
alteracdes inflamatorias encefélicas, sabe-se atualmente que cdaes infectados
cronicamente podem apresentar déficits neurologicos significativos. Apesar da
importancia clinica desta desordem, sdo escassos 0s relatos que caracterizam
lesbes neuroldgicas na LVC. Estudos prévios realizados em caes com LVC
evidenciaram a presenca de inflamacao encefalica pela observacao de infiltracéo de
linfécitos T, ativacdo de células da glia, alteracdes degenerativas de neurdnios,
meningite, coroidite, além da ativacdo de metaloproteinases e alteracdo na
expressio génica de quimiocinas e de citocinas pré-inflamatérias. E sabida a funcéo
de microRNAs (miRNAs) na regulacdo da expressdo de proteinas fundamentais
para a funcdo, a diferenciacdo e o desenvolvimento de tipos celulares do sistema
imunologico; e a desregulacdo da atividade de miRNAs esta envolvida em diversas
enfermidades. No sistema nervoso, o equilibrio entre diferentes estados fenotipicos
da microglia e dos astrocitos pode promover inflamacdo ou reparo tecidual e
influenciam a progressdo dos disturbios inflamatérios. Os miRNA operam ativando
ou modulando os genes expressos por células da glia e astrocitos, e podem
exacerbar ou restringir a sinalizacdo de um processo inflamatério. Ainda, na LVC,
em virtude de a supressdo imunoldgica celular ser determinante para a sua
progressao, sabe-se que os miRNAs e sua regulacdo imunologica sdo essenciais
para a mudanca do padrdo da resposta. Assim, o presente estudo buscou a melhor
compreensao da patogénese das alteracbes neuroldgicas causadas pela LVC, por
meio da avaliacao da expressdo de miRNA em cérebro de cdes com leishmaniose.

Palavras-chaves: Leishmania infantum; miRNA; neuroinflamacéo; 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 INTRODUCAO GERAL

1.1 Aspectos epidemiolégicos e clinicos da Leishmaniose

As leishmanioses sdo um grupo de doencas de carater zoonagtico, causadas
por mais de vinte espécies do protozoéario Leishmania sp. (ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae), transmitidas pela picada de mosquitos flebotomineos.
Ocorrem principalmente em regides tropicais e subtropicais, com maior incidéncia
em paises da Africa, Asia, América Latina e regides no Mediterraneo (Alvar et al.,
2012)

Nas Américas, a leishmaniose é endémica em 13 paises, sendo considerada
um problema de saude publica (Organizacdo Mundial da Saude — OMS, 2010). O
Brasil concentra cerca de 90% dos casos registrados nas Américas, com uma meédia
de 3.400 casos por ano (Organizacdo Panamericana de Saude — OPAS, 2020).

Dentre as apresentacdes clinicas da doenca, podem ser citadas a forma
cutdnea, mucocutanea e visceral, sendo a leishmaniose visceral (LV) a
apresentacao clinica mais grave (Grimaldi; Tesh, 1993).

Os céaes, além de desenvolverem a forma visceral da doenca, sado
considerados importantes reservatérios da Leishmania infantum, principal espécie
relacionada a LV em &reas endémicas e espécie predominante no Brasil. Uma vez
infectados, os caes abrigam o parasito em seu sangue e tecidos, atuando como
fonte de infeccdo para o mosquito. Por este motivo, a leishmaniose visceral canina
(LVC) tem grande importancia epidemiolégica, visto o intenso parasitismo cutaneo
dos cées, o que favorece a transmissdo ao homem (Alvar et al., 2012).

A LVC classica é considerada uma doenca cronica e sistémica, promovendo
um amplo espectro de sinais clinicos ndo especificos, podendo acometer qualquer
orgdo do animal, mas principalmente o figado, bago, linfonodos, medula 6ssea e
rins. Os caes infectados podem apresentar desde infeccdo subclinica a formas
graves da doenca, que inclui mais comumente alteracdes dermatologicas, renais,
hepaticas e oculares, associadas a sinais inespecificos como linfoadenomegalia
generalizada, perda de peso ou caquexia, alteracdo do apetite, letargia, palidez de
mucosas, hepatoesplenomegalia, polidria, polidpsia, febre e diarreia crénica (Solano-

Gallego et al, 2009). Alteragbes Ilaboratoriais como hipoalbuminemia,
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hiperglobulinemia, anemia n&o regenerativa, trombocitopatias, aumento de enzimas
hepéticas e azotemia renal costumam acompanhar os sintomas, em diferentes graus
de severidade (Solano-Gallego et al., 2011).

No exame necroscopico de animais com leishmaniose, a linfoadenopatia,
hepatoesplenomegalia e presenca de multiplas les6es cutaneas ulcerativas ou
erosivas sdo as alteragcbes macroscopicas mais caracteristicas (Solano-Gallego et
al., 2011). Na histopatologia, observa-se infiltrado piogranulomatoso ou
granulomatoso associado a presenca de formas amastigotas em diversos 6rgaos,
incluindo pele, muasculos, articulagbes, 0ssos, trato urogenital e gastrointestinal,
embora as alteragbes mais marcantes ocorram nos linfonodos e baco.

A evolucdo clinica da leishmaniose depende de uma série de fatores
relacionados a viruléncia do patégeno e a capacidade do sistema imune do
hospedeiro de desenvolver respostas favoraveis. Cées infectados sdo descritos
como susceptiveis quando a replicacao irrestrita do parasita leva a danos
progressivos. Ainda, existem animais resistentes que se mantém assintomaticos ou
com sinais discretos por toda a vida, ainda que com carga parasitaria moderada a

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

1.2 Resposta Imune na LVC

A resposta imune na LVC é complexa e 0s mecanismos imunolégicos
relacionados a resisténcia, suscetibilidade e estabelecimento da infeccdo em caes
ainda nao foram completamente estabelecidos (Hosein; Blake; Solano-Gallego,
2017). Entretanto, é sabido que a evolucdo da doenca depende diretamente do tipo
de resposta imune desenvolvida e que esta é considerada compartimentalizada e
orgao-especifica (Reis et al., 2009).

Inicialmente, células da resposta imune inata como macréfagos e ceélulas
dendriticas agem visando a eliminagdo do patdgeno por meio da fagocitose e da
inducdo da producdo de citocinas proé-inflamatérias como interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), que participam da
posterior ativacdo da resposta imune adaptativa (Hosein; Blake; Solano-Gallego,
2017). Assim, a resposta imune inata € responsavel por instruir o desenvolvimento

de uma resposta imune adaptativa especifica e de longa duracdo (Kumar, 2019).



12

Em cées infectados clinicamente saudaveis, a resposta imune adaptativa do
tipo Thl (celular) prevalece, mediada por citocinas como interleucina 2 (IL-2),
interferon-gama (IFN-y) e TNF-a. A ativacdo da producdo de oxido nitrico (NO) e
espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos macréfagos € determinante para
eliminacao do parasita (Baneth et al., 2008).

O desenvolvimento de sinais clinicos mais graves estd associado a uma
resposta imune celular predominantemente do tipo Th2 (humoral) (Reis et al., 2009).
A resposta Th2 é caracterizada por uma superproducéo de interleucina-10 (IL-10),
que inibe a atividade das células Thl e dos macréfagos, permitindo a sobrevivéncia
dos parasitas, além de uma alta producao de anticorpos e IgG (linfécitos B), com
marcada reducao na populacéo de linfocitos das células T CD4+, mais eficientes no
combate ao parasito (Baneth et al., 2008). A proliferacéo celular de linfécitos B leva
a formacéo e deposicdo de imunocomplexos nas paredes dos vasos sanguineos,
gue muitas vezes € responsavel pelo desenvolvimento dos sinais clinicos (Reis et
al., 2009).

1.3 Leishmaniose e o Sistema Nervoso Central

Existem poucos estudos caracterizando a patogenia das alteracdes
neuroldgicas na Leishmaniose, entretanto, ja é sabido que o parasita pode infectar o
tecido nervoso (Melo et al., 2017) e que manifestacdes clinicas neurologicas podem
ocorrer com a progressdo e cronificacdo da doenca. Em cées, a presenca de
alteracdes tanto inflamatoérias quanto vasculares é descrita, em associacdo ou ndo a
presenca de sinais clinicos (Giannuzzi et al., 2017), afetando o sistema nervoso
central e o periférico.

Dentre os sinais clinicos neuroldgicos relatados em cdes com LVC, podem
ser citadas a ocorréncia de convulsbes generalizadas, comportamento atipico,
fotofobia, agresséo transitoria, tetraplegia, andar em circulos, alteragdes vestibulares
e cerebelares, mioclonia, paresia de membros e vocalizagédo (Blavier et al., 2001,
Maia et al., 2015; Giannuzzi et al., 2017).

Embora poucos animais desenvolvam sinais clinicos neurologicos (Giannuzzi
et al., 2017), alteracbes histopatologicas como meningite, coroidite, infiltrado
inflamatorio linfoplasmocitico perivascular e alteracdes morfologicas indicativas de

ativacdo da micréglia e de astrécitos sdo observadas em grande parte dos caes
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infectados (Oliveira et al.,, 2017; Melo; Machado, 2011; Melo et al., 2009). A
presenca de focos de micro hemorragias, multiplos infartos e depdsitos de
imunocomplexos nos vasos sanguineos do plexo cordéide também €& descrita,
embora menos frequente (Garcia-Alonso et al., 1996; Marquez et al., 2013), além de
depdsitos amiloides, degeneracédo neuronal e neuroniofagia (Ikeda et al., 2007).

Estudos comprovam que a Leishmania € capaz de penetrar a barreia
hematoencefalica (BHE), disseminando-se no liquido cefalorraquidiano (LCR) e
infectando o encéfalo e a medula espinhal de céaes (Oliveira et al., 2017). Formas
amastigotas do parasito ja foram detectadas na meninge (Marquez et al.,, 2013),
medula espinhal (Oliveira et al., 2017) e no plexo coroide (Grano et al., 2014) de
cées infectados, bem como no LCR, embora os relatos sejam escassos. A deteccéo
de DNA de Leishmania por PCR (Polimerase Chain Reaction) no tecido nervoso é
mais frequente, e esta descrita em diferentes areas do cérebro de caes (Oliveira et
al., 2017; Grano et al., 2014).

A presenca das alteracBes inflamatérias comprova que a LVC pode afetar o
SNC, seja devido a resposta inflamatoria sistémica ou pela infeccdo do parasita.
Produtos da inflamagdo, como citocinas e quimiocinas liberadas na circulagéo
durante a resposta imune periférica podem cruzar a barreira hematoencefalica,
levando a ativacdo da micréglia residente no cérebro, que entdo desencadeia uma
cascata neuroinflamatoria (Negi; Das, 2018). Disfuncdo na BHE (Melo et al., 2015) e
na barreira hematoliquorica (Silva et al., 2023) foram identificadas no cérebro de
cdes infectados, permitindo assim a invasdo de células do sistema imune e
patégenos.

Ainda, no tecido nervoso de cdes com LVC, foi detectado aumento da
expressao de genes com fungBes pré-inflamatérias, tanto da imunidade inata quanto
adaptativa, como interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6, IFN-y, TNF-a 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
expressao génica relacionados a producdo 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 expressao génica foi detectado
na regiao do plexo coroide, onde a presenca de linfécitos T € marcante (Silva et al.,
2023).
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1.4 MicroRNASs

Os micros RNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs nado codificantes, altamente
conservados entre as espécies e capazes de regular a expressao de genes alvos no
nivel pds-transcricional. Apresentam cerca de 19 a 25 nucleotideos, processados no
ndcleo e depois transportados para o citoplasma, onde podem ser degradados ou
reconhecer um RNA mensageiro (MRNA) especifico. Os miRNA se ligam por
complementariedade as regides 3 nao traduzidas dos mRNA, bloqueando a
traducédo de proteinas (Bartel, 2004).

Os miRNAs podem originar-se de regides intergénicas, de introns ou de
éxons de genes, entretanto, sabe-se que cerca de metade de todos os miRNAs
atualmente identificados séo intrébnicos, enquanto os restantes estdo nas regides
intergénicas, podendo ser transcritos independentemente de um gene hospedeiro
(O’Brien et al., 2018). Por vezes, dois ou mais miRNAs estdo localizados proximos
uns dos outros, e sdo transcritos em uma Unica transcricdo longa, sendo
denominados clusters (familia) (Bartel, 2004).

A biogénese classica dos miRNAs (via candnica) inicia-se no nucleo a partir
do DNA, onde a RNA polimerase Il transcreve o pri-miRNA (com centenas de
nucleotideos), e este é clivado pelo complexo proteico DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Critical Region 8) e pela endoribonuclease Il (Drosha), resultando em um pré-miRNA
com cerca de 70 a 100 nucleotideos (Slota; Booth, 2019). Os trabalhos também
mencionam a existéncia de vias alternativas na biogénese dos miRNAs, como a via
miRtron, que ndo requer a clivagem mediada por Drosha, de modo que os pri-
mMiRNAs sdo processados diretamente pela maquinaria de splicing para gerar pré-
miRNAs (lorio; Croce, 2012).

No citoplasma, os pré-miRNA sdo clivados em uma fita dupla pela
ribonuclease Il (Dicer), formando o miRNA maduro, com cerca de 22 nucleotideos.
Uma das cadeias, 0 miRNA guia, é entdo carregada no complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC). O RISC é essencialmente uma maquinaria proteica
composta de proteinas da familia Argonauta, que guia o miRNA guia para encontrar
MRNAs complementares. Quando o miRNA guia se liga ao mRNA alvo, o RISC
pode bloquear a tradugdo do mRNA ou induzir sua degradacao, regulando assim a

expressao génica (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 degradacéo
dos transcritos alvos ou a inibicdo da traducao (O’Brien et al., 2018).

A capacidade de ligacdo por complementaridade parcial permite que o0s
mMiRNAs interajam com muitos alvos diferentes. Um Unico miRNA pode ter efeitos
biolégicos opostos em diferentes tipos celulares, dependendo das fungbBes dos
mRNAs-alvo. Além disso, cada mRNA pode ser alvo de multiplos miRNAs, e os
efeitos bioldgicos de um miRNA especifico podem refletir a soma das interacdes
com outros miRNAs na mesma célula. A coexpressao de miRNAs de um cluster, por
exemplo, pode resultar em uma regulacdo coordenada de mdltiplos alvos génicos,
ampliando o impacto regulatorio dos miRNAs sobre processos biolégicos (O’Brien et
al., 2018).

A expressao dos miRNAs, assim como a expressdo dos mRNAs, pode ser
regulada por diversos mecanismos e em varios niveis, desde a sua sintese,
processamento e manutencdo da sua estabilidade. A presenca de alteracbes
gendbmicas (mutacdes), presenca de fatores de transcricdo, interagdo com outros
RNAs ndo codificantes e a modulacdo epigenética, como a metilagdo de DNA e a
modificacdo de histonas podem impactar diretamente na expressdo dos miRNAs
(Morales; Monzo; Navarro, 2017).

Os miRNAs intragénicos estdo incorporados nos introns dos genes
hospedeiros e sdo co-transcritos com esses genes, de modo que mudancas na
expressdo dos genes hospedeiros afetam diretamente sua expressédo. Por outro
lado, os miRNASs intergénicos possuem seus proprios promotores independentes e
sdo regulados por fatores de transcricdo especificos que se ligam a esses
promotores. Além da regulacdo transcricional, a expressdo dos miRNAs pode ser
modulada em niveis pdés-transcricionais, por alteracdes na atividade de enzimas
criticas em sua biogénese como Dicer e Drosha (Gulyaeva; Kushlinskiy, 2016). Os
préoprios miRNAs podem regular a expressdo de componentes da magquinaria
epigenética, criando um mecanismo de feedback altamente controlado (lorio; Croce,
2012).

Além de seus papéis regulatorios autécrinos, os miRNAs também podem ser
liberados para alterar a fungdo de outras células proximas ou em todo o corpo,
sendo liberados no espaco extracelular em vesiculas (exossomos). Uma vez

liberados no espaco extracelular, os exossomos podem ser captados por células
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vizinhas ou células distantes através da circulacdo sanguinea ou linfatica. Os
MIiRNAs contidos nos exossomos sdo capazes de regular a expressdo génica nas
células receptoras, influenciando assim diversos processos fisioldgicos e patologicos
(Gaudet et al., 2018).

A atividade dos miRNAs é fundamental para o controle da expressao de
genes e, portanto, na transcricdo de proteinas que atuam em inimeras atividades
celulares, incluindo as relacionadas a resposta imunoldgica. Assim, genes que
modulam a inflamacdo e a resposta imune podem ser co-regulados por varios
MIRNAs e a desregulagdo da atividade de miRNA vem sendo destacada em
diversas enfermidades, incluindo as doencas infecciosas (Nejad; Stunden; Gantier,
2018).

1.5 MicroRNAs na Leishmaniose Canina

Nos ultimos anos, o papel dos miRNAs na leishmaniose tem sido amplamente
estudado. Diversos miRNAs foram identificados como moduladores-chave da
resposta imune e da carga parasitaria em cdes. Esses miRNAs desempenham
papéis cruciais na regulacdo de vias de sinalizacdo, expressao génica e resposta
inflamatoria, afetando diretamente a progressédo da doenca e a eficacia da resposta
imunoldgica contra o parasita.

Na infeccdo por Leishmania donovani de fagdcitos humanos in-vitro, foi
demonstrado que o parasita é capaz de induzir alteracdo na atividade de miRNAs
como miR-21, miR-155 e miR-146b-5p, interferindo na sinalizagdo de TGF-f3, fator
responsavel por reduzir a producdo de INF-y, o que diminuiu a resposta oxidativa e
eliminacao do parasita (Geraci; Tan; McDowell, 2015).

Em relacdo a modulacéo do perfil de resposta imune em Th1/Th2, o miR-21 e
0 miR-148a foram demonstrados aumentados em leucdcitos esplénicos de cées
LVC, favorecendo o desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th2 (Rebech
et al., 2023). Quanto a polarizacdo de macrofagos, foi verificado que o miR-21 regula
a polarizacdo dos macréfagos ao suprimir a PTEN, influenciando sua mudanca de
perfil de M2 (fendtipo anti-inflamatorio) para M1 (fenétipo pré-inflamatério), essencial
para a atividade leishmanicida (Freitas et al., 2023). Adicionalmente, o papel do miR-
21 também parece estar relacionado a regulacdo da expressdo de CD69 em

linfécitos B, reduzindo os niveis de IL-10 (Bragato et al., 2022). Sabe-se que a IL-10
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suprime a resposta imunitaria, e 0s seus niveis aumentados tém sido associados a
progressao do LVC.

O miR-371 foi correlacionado positivamente com a carga parasitaria,
possivelmente como regulador do gene Runx3, resultando em uma resposta Th2
mais pronunciada (Bragato et al., 2018). Ja o papel do miR-150 foi associado a
regulacdo da carga parasitaria nas células mononucleares do sangue periférico de
cdes com LVC, associando aos niveis de granzima B (Soares et al., 2023).

Adicionalmente, 0 miR-346 foi identificado em macréfagos caninos e no
plasma de cdes naturalmente infectados. Sua regulagcéo positiva pode contribuir
para o controle da resposta de genes envolvidos no estresse oxidativo, sugerindo
um possivel papel na regulacdo da carga parasitaria, além de ser um candidato a
biomarcador (Buffi et al., 2022).

A relacdo entre a interleucina 1 beta (IL-18) e o miR-194 em caes com
leishmaniose foi investigada, indicando que o miR-194 pode regular negativamente a
producdo de IL-18 em células inflamatdrias. A inibicdo do miR-194 resultou em um
aumento na producédo de IL-18 em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de céaes com LVC (Costa et al., 2024).

Ainda, o miR-194 apresentou uma forte correlagdo positiva com o aumento da
ureia sérica nos caes, destacando que este pode desempenhar um papel no
desenvolvimento de lesdes renais. Além disso, mostrou uma forte correlacédo
negativa com a concentracdo de hemoglobina, sugerindo uma possivel correlacéo
com a anemia, que é frequentemente observada em cées sintoméaticos (Bragato et
al., 2018).

1.6 MicroRNAs na Neuroinflamagéo

Os miRNAs demonstraram estar envolvidos na regulamentacdo de varios
processos biologicos dentro do SNC, sendo implicados em multiplos disturbios
neurologicos (Quinn; O’Neill, 2011). As interagbes miRNA-alvo no SNC sé&o
complexas e podem afetar muitos processos, incluindo morte neuronal,
neurogénese, angiogénese, agregacao plaquetéaria, infiltracdo de leucdcitos,
disfuncdo da BBB e infarto do tecido, promovendo déficits neurolégicos apos lesdes
(Hussain; Chang, 2021).
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No tecido nervoso, além de atuarem em diversas funcdes fisiolégicas, no
contexto da neuroinflamagdo, os mMIRNA operam ativando ou modulando a
expressao de genes das células da glia e astrocitos, podendo promover ou restringir
a sinalizacao inflamatoéria. Tanto a micréglia quanto os astrocitos sao considerados
parte do sistema imunoldgico inato no SNC, devido a sua capacidade para produzir
imunomoduladores e expressar receptores associado a imunidade inata (Matejuk;
Ransohoff, 2020).

Os astrocitos sédo as células mais abundantes no SNC e exercem multiplas
fungbes fisioldgicas no tecido nervoso, como a homeostase de ions e &gua,
reciclagem de neurotransmissores, participacdo na formacédo e eficiencia BBB,
regulacdo da sinaptogénese neuronal e sinalizacdo imunolégica. Sdo mantidos
quiescentes em situacdes fisiologicas; no entanto, podem sofrer alteracdes
morfoldgicas e bioquimicas na presenca de estimulos lesivos (Giovannoni; Quintana,
2020).

As células microgliais sdo macréfagos residentes no SNC com papel
essencial referente ao combate de infec¢des, remocdo de detritos celulares,
fagocitose, mielinizacdo e até mesmo a vascularizacdo do SNC (Guo et al., 2019).
Semelhante aos macrofagos periféricos, a micrdglia responde diretamente aos
patbgenos e mantém a homeostase celular eliminando-os. ApGs a exposicao a
estimulos, a microglia pode se polarizar nos fenétipos M1 (pré-inflamatério) ou M2
(anti-inflamatério), produzindo varias substancias, incluindo citocinas pro-
inflamatdrias, proteinas neurotdxicas, quimiocinas, citocinas anti-inflamatorias e
fatores neurotréficos (Guedes; Cardoso; Lima, 2013).

A expressdo aumentada ou diminuida de diversos miRNAs foi associada a
modulacdo do perfil de ativacdo da micréglia e dos astrécitos em diversas
enfermidades. Em geral, os miRNAs mais estudados no contexto da
neuroinflamacéo e sabidamente expressos pela microglia e astrocitos incluem os
mMiRNA-155, miRNA-27b e miRNA-326, cuja funcdo € promover uma resposta pro-
inflamatodria; os mMiRNA-124, miRNA-146a, miRNA-21, miRNA-223, tém sido
associados a efeitos anti-inflamatorios, enquanto a familia let-7 tem uma funcéo
reguladora mista (Gaudet et al., 2018).

Entre os miRNAs relacionados a ativacdo da microglia, os alvos diretos da
maioria dos miRNAs (miR-27a, miR-181a, miR-203, miR-125b, miR-199, miR-29b,
mMiR-7 e miR-146a) estdo dentro da via do fator nuclear kappa B (NF-kB), indicando
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o importante papel desta via na sua ativacao (Guo et al., 2019). A microglia também
pode expressar niveis elevados de miRNA-128, que por sua vez atua visando
manter seu estado quiescente (Conrad; Dittel, 2011). Quanto a polarizacdo dos
astrocitos, os mMiRNAs miR-136-5p, miR-140, miR-124-3p e miR-21a-5p s&o
considerados reguladores criticos em favorecer o fenotipo A2 (protetor) (Faraoni et
al., 2009).

A regulacdo 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 expressdo de genes que controlam proteinas de juncéo
apertada (tight junctions) e proteinas transportadoras, influenciando na
permeabilidade da barreira (Ma; Zhang; Yin, 2020).

Sendo assim, a liberacdo de miRNAs durante a neuroinflamacéo pode moldar
a resposta inflamatéria, incluindo a modulacdo do fendtipo da micréglia e dos
astrocitos, a intensidade da resposta e o equilibrio entre funcfes efetoras toxicas ou

reparadoras.

1.7 Justificativa

A ocorréncia de inflamacdo cerebral é comum em caes com LVC
cronicamente infectados, embora o envolvimento do SNC na doenca seja
subestimado. E sabido que o parasita pode infectar o SNC e que héa alteracdo na
expressdo génica no tecido favorecendo um ambiente pré-inflamatério. No entanto,
0S mecanismos moleculares subjacentes a patogenia das alteragdes cerebrais ainda
nao esta completamente estabelecido. Investigar a expressdo de miRNAs no tecido
cerebral pode fornecer informacdes sobre como a resposta inflamatoria é regulada
nesse contexto. Assim, 0 presente estudo buscou a melhor compreensdao da
patogénese das alteracdes neuroldgicas causadas na LVC, por meio da avaliagao

da expressédo de miRNA em cérebro de caes com leishmaniose.
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1.8 Objetivos

Determinar através de RT-gPCR a existéncia de miRNAs diferencialmente

expressos no tecido nervoso de cdes com LVC.
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