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I. RESUMO 

 

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença infecciosa parasitária 

causada por protozoários do gênero Leishmania e está entre as endemias com maior 

impacto em saúde pública, devido à sua distribuição globalizada e limitações referentes 

ao diagnóstico, tratamento e controle em áreas endêmicas. Nos últimos anos, estudos tem 

mostrado a capacidade de Leishmania spp alterar o transcriptoma de células e tecidos 

infectados, modulando a expressão de RNAs codificantes e não codificantes do 

hospedeiro. OBJETIVO: Avaliar em pele e plasma a expressão de miRNAs reguladores 

de genes super expressos em biópsias de pacientes com leishmaniose cutânea (LC) 

causada por Leishmania braziliensis. MÉTODOS: Foram obtidas duas biópsias de pele 

de vinte e cinco pacientes com LC infectados por L. braziliensis (pele lesionada e pele 

sadia) e doze amostras de plasmas de indivíduos com LC e controles sadios. Para 

extração do RNA de pele e plasma utilizamos os métodos do TRIzol e o kit comercial 

MagMAX™ mirVana™ (Thermo Fisher), respectivamente. Para obtenção de DNA 

complementar (cDNA) utilizamos o kit comercialmente disponível TaqMan® Advanced 

miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher). Os níveis de expressão de miRNAs em 

biópsias cutâneas  e plasma foram detectados por qRT-PCR usando ensaios TaqMan 

pré-desenhados (Thermo Fisher). Os dados foram analisados utilizando o teste não 

paramétrico de Mann-Whitney para comparação dos dados de pele com LC e normal, 

além de correlação de Spearman, analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meier e 

curva ROC utilizando o software  GraphPad Prism 5 para avaliação entre o perfil de 

expressão dos miRNAs e os parâmetros clínicos avaliados. RESULTADOS: Não 

observamos expressão dos miRNAs selecionados no plasma. Em relação às biópsias, dos 

quatorze miRNAs testados, quatro mostraram expressão nos tecidos:  miR-361-3p, -103a-

2-5p, -140-3p e -205-3p. Os miRNAs miR-361-3p e -140-3p foram significativamente 

mais expressos nas lesões de LC quando comparados a amostras de pele normal, (p= 

0,0001 e p< 0,0001, respectivamente). Em adição, observamos uma associação entre a 

expressão do miR-361-3p e falha terapêutica (p= 0,0071) e correlação direta entre a 

expressão do miR-361-3p e com um maior tempo de cura das lesões nos pacientes 

avaliados (r= 0,5 e p= 0,007). Adicionalmente, análises complementares mostraram que o 

miR-361-3p é capaz de identificar com boa sensibilidade (81,2%) e especificidade 

(100%) pacientes que tendem a falhar ao tratamento inicial com Sbv (área sob a curva 

ROC 0,95; p= 0,006). Finalmente, a curva de sobrevivência levando o tempo de cura 

como desfecho mostrou que quanto maior a expressão do miR-361-3p, maior o tempo de 

cicatrização das úlceras de LC. CONCLUSÕES: O miR-361-3p e miR-140-3p possuem 

um perfil de expressão diferenciado nas lesões de LC em relação à pele normal de 

pacientes infectados por L. braziliensis, mostrando que a regulação de miRNAs é 

importante na patogênese da LC; O miR-361-3p foi correlacionado com falha terapêutica 

e com maior tempo de cura da doença, evidenciando o seu potencial como biomarcador 

de prognóstico na LC causada por L. braziliensis. 

 

 

Palavras-chave: 1. miRNAs; 2. Leishmaniose Tegumentar Americana; 3. Expressão 

gênica; 4. Dano tecidual; 5. Imunopatogênese  
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II. OBJETIVOS 

 

II.1.  PRINCIPAL 

 Avaliação de miRNAs candidatos envolvidos no controle de genes super expressos em 

biópsias de pacientes com leishmaniose cutânea (LC) causada por L. braziliensis. 

 

 

II.2. SECUNDÁRIOS 

 

 Identificar miRNAs reguladores de genes super expressos em biópsias de LC em 

uma análise de transcriptoma em pacientes provenientes da área endêmica de 

Corte de Pedra-BA. 

 

  Avaliar a expressão de miRNAs candidatos em biópsias de pele de pacientes 

com leishmaniose cutânea clássica (LC) e em amostras de pele normal obtidas 

do mesmo paciente. 

 

 Avaliar a expressão de miRNAs candidatos no plasma de pacientes com LC e 

doadores sadios. 

 

 Correlacionar a expressão de miRNAs com os parâmetros clínicos de pacientes 

com LC (enduração do teste Montenegro, tamanho da lesão, números de lesões, 

tempo de cura, falha terapêutica). 

 
 

 

 



20 

 

 

 

III. INTRODUÇÃO 

 

A Leishmaniose é uma doença parasitária causada por protozoários do gênero 

Leishmania spp, parasitas intracelulares obrigatórios de mamíferos. A maioria destes 

parasitas se albergam dentro de macrófagos de tecidos infectados, porém outros tipos 

células tais como as células dendriticas, linfócitos e neutrófilos participam na patogênese 

desta doença. A leishmaniose tegumentar americana (LTA) causada por L. braziliensis 

pode causar desde a leishmaniose cutânea (LC), associada a uma ou mais úlceras 

granulomatosas, até as debilitantes formas disseminada (LD) ou mucosa (LM) da doença 

(Marsden et al., 1985; Schriefer et al., 2009; Carvalho et al., 2012)  

Não há vacinas contra a leishmaniose, fazendo de novas abordagens para 

desenvolver a base molecular para vacinas ou novos alvos farmacológicos uma área 

crucial de continuidade em pesquisa básica e aplicada. A análise do transcriptoma por 

meio de técnicas avançadas como microarranjos e RNA-seq tem ajudado a elucidar as 

redes compostas por genes cuja expressão é crítica no processo de interação parasita-

hospedeiro. Novais et al., 2014, utilizando análise transcricional em larga escala, analisou 

diferenças no padrão de expressão gênica entre amostras de lesão de LC e de pele normal 

de pacientes infectados por L.braziliensis e identificou genes associados com o 

desenvolvimento de lesões e função da resposta imune Th1, tais como as quimiocinas 

CXCL-9 e CXCL-10. Análise de função in silico mostrou que genes associados à 

ativação do inflamassoma, através da produção de IL-1β e vários genes à jusante de INF-

γ foram positivamente regulados, o que pode contribuir para o dano tecidual extenso 

observado na doença. Em contraste, os genes mais negativamente regulados foram 

associados com manutenção da função da barreira epidérmica.    

Os microRNA (miRNAs) são  RNAs não codificantes compostos por uma 

sequência de cerca de 22 nucleotídeos que atuam como reguladores pós-transcrcionais 
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por meio da interferência no processamento e estabilidade dos RNAs codificantes de 

proteínas e na maquinaria de transcrição (Bartel et al 2004; Cowland et al., 2007). Desde 

a sua identificação, os miRNAs vem sendo associados a diversos processos biológicos e 

patológicos, tendo sido relacionados a diversas doenças inflamatórias e infecciosas 

(Cowland et al., 2007; Jinnin et al., 2014; Zhu et al., 2014; Chowdhari et al., 2017; Ono 

et al., 2017).  No entanto, em leishmaniose, poucos são os trabalhos publicados. Em 

especial destaca-se os dados de Lemaire et al., 2013  que mostrou alterações na expressão 

de miRNAs em macrófagos infectados por L. major,  sendo alguns destes miRNAs 

envolvidos na ativação de monócitos através da sinalização de TRLs. Em adição, Geraci 

et al., 2015 mostraram que diferentes espécies de Leishmania ativam um perfil 

diferenciado de expressão de miRNAs espécie-específica, sendo alguns destes associados 

a vias importantes como JAK-STAT e TGF-β. Mais recentemente, alguns miRNAs  

foram correlacionados com uma boa resposta ao tratamento da leishmaniose cutânea 

humana causada por Leishmania braziliensis (Nunes et al., 2018) 

 O objetivo deste estudo é investigar a expressão de miRNAs envolvidos na 

regulação de genes relacionados à imunopatogênese de leishmaniose cutânea. Os 

resultados de nossa pesquisa podem ajudar a identificar reguladores de moléculas chave 

na resposta imune da doença, assim como modificadores da resposta ao tratamento. 

Nossos resultados em última instância podem servir como ferramenta para identificação 

de novos alvos para drogas ou reaproveitamento de drogas embora reconhecendo que o 

desdobramento deste, assim como novos estudos são necessários para o avanço desta 

área.  
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IV. REVISÃO DE LITERATURA 

IV.1. Definição e epidemiologia das Leishmanioses 

As leishmanioses constituem um complexo grupo de doenças de caráter zoonótico 

causadas por parasitos do gênero Leishmania, pertencentes à ordem Kinetoplastida e à 

família Trypanosomatidae. São protozoários que têm ampla distribuição geográfica, 

transmitidos ao hospedeiro vertebrado por flebotomíneos infectados. A depender da 

região, estes insetos são conhecidos como mosquito palha, tatuquira, birigui, dentre 

outros (Desjeux et al., 1996; Pearson et al., 1996)  

A doença representa uma das seis endemias parasitarias mais importantes no 

mundo sendo considerada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) uma doença 

negligenciada, pelo seu alto coeficiente de detecção, capacidade de produzir 

deformidades e pela ineficiência das ações de controle (WHO, 1990, 2015; Alvar et al., 

2012; Reveiz et al., 2013). Considerada um grande problema de saúde pública, a 

leishmaniose ocorre em 98 países, afetando grande parte do continente americano, Ásia, 

África, Europa e Oriente Médio, Figura 1 (Alvar et al., 2012). A OMS estima uma 

incidência total de 1,6 milhões de novos casos por ano. Destes, 0,5 milhão são casos de 

LV e 1,2 milhões são casos da LTA.  Em dez anos, o número de casos de LV no Brasil 

reduziu 9%, passando de 3.597 casos, em 2005, para 3.289 casos, em 2015. Com relação 

à LTA, nesse período houve uma redução de 27%, passando de 26.685 casos em 2005 

para 19.395 casos em 2015. Em 2015, a região Nordeste registrou o maior número de 

casos de LV (1.806), seguida pelas regiões Sudeste (538); Norte (469); Centro-Oeste 

(157); e Sul (5). Em relação à LTA, a região Norte registrou o maior número de casos 

(8.939); seguida do Nordeste (5.152); Centro-Oeste (2.937); Sudeste (1.762); e Sul (493) 

(Brasil, 2017). 
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Figura 1. Distribuição geográfica da Leishmaniose Cutânea no mundo.  A LTA É Endêmica em 

98 países, afetando principalmente grande parte do continente americano, Ásia, África, Europa e 

Oriente Médio. A OMS estima uma incidência de 1,2 milhões de casos por ano. No Brasil foram 

registrados 19.395 casos em 2015 Fonte: OMS/2015. 

 

Cerca de 90% dos casos de LV ocorrem em seis países: Índia, Bangladesh, 

Sudão, Brasil, Nepal e Etiópia (Alvar et al., 2012). No Novo Mundo a principal forma 

da leishmaniose é a LTA, que se apresenta sob as formas clínicas: Leishmaniose 

cutânea (LC), Mucosa (LM), Leishmaniose Disseminada (LD) e Leishmaniose 

Cutânea Difusa (LCD) (Marsden et al., 1985; Carvalho et al., 2012). Os dez países 

com maior número de casos estimados de leishmaniose tegumentar são: Afeganistão, 

Argélia, Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão, Costa Rica e Peru, que são os 

responsáveis por aproximadamente 70-75% da incidência global da doença (Alvar et 

al., 2012). 

No Brasil, devido ao aumento das atividades rurais e movimentos migratórios, a 

doença se espalhou por diferentes regiões, colocando o país entre os sete que concentram 

90% dos casos de leishmaniose no mundo, com registro de casos em todas as regiões 
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brasileiras (Brasil, 2017). A despeito do crescente número de estudos sobre a 

leishmaniose nas últimas décadas e do crescente conhecimento de sua patogênese, pouco 

se avançou em medidas de controle e tratamento da doença. Em adição, não há uma 

vacina que garanta proteção a longo tempo que possa imunizar de forma segura 

populações expostas. 

 

IV.1.1. A área endêmica de Corte de Pedra-Ba 

 

Uma importante área endêmica de LTA encontra-se no sudeste do estado da Bahia, 

na região do município de Presidente Tancredo Neves, situado a 280 km de Salvador. 

Nesse local está localizada a vila de Corte de Pedra, reconhecida como uma das mais 

importantes áreas de transmissão de L. braziliensis no Brasil. A área é caracterizada por 

vegetação característica da Mata Atlântica secundária, abrangendo 10.000 Km
2
 de área 

geográfica com cerca de vinte cidades circunvizinhas de população com atividade 

econômica predominantemente rural, Figura 2. 

Assim, pacientes desta área endêmica têm sido acompanhados no Posto de Saúde, 

que se tornou o centro de referência para o tratamento e diagnóstico da doença na região. 

Desde então, médicos do Serviço de Imunologia e médicos da Universidade Federal da 

Bahia (UFBA) incluindo clínicos, imunologistas, infectologistas, dermatologistas e 

otorrinolaringologistas trabalham quinzenalmente no posto de saúde. Recentemente, 

foram notificados entre 2012-2017, 6.597 casos de LTA na área endêmica de Corte de 

Pedra, conforme detalhado na Tabela 1.  
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Tabela 1. Número de casos de LTA entre 2012-2017 na área endêmica de LTA 

ANO NÚMERO DE CASOS 

2012 

2013 

1.858 

974 

2014 727 

2015 781 

2016 873 

2017 1.384 

                                                            SINAN (http://sinan.saude.gov.br) 

 

 

 
Figura 2. Mapa de localização da área endêmica de LTA. A área é caracterizada por vegetação 

característica da Mata Atlântica secundária, abrangendo 10.000 Km
2 

de área geográfica com cerca de 

vinte municípios que perfazem esta área endêmica de LTA (verde) localizado no sudeste do estado da 

Bahia situado a 280Km de Salvador.  

 

 
Há cerca de 30 anos diversos estudos vêm sendo conduzidos nesta área e conta com 

o apoio da equipe médica e pesquisadores do Serviço de Imunologia da UFBA. Estes 

estudos forneceram importantes avanços na compreensão da Imunopatogênese da doença 

e documentaram um aumento do número de casos mais graves, uma diminuição da 

eficácia do antimonial pentavalente, mudanças demográficas na área (Turetz et al., 2002; 
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Guimarães et al., 2009), e estabeleceram novos tipos de terapias para LTA (Almeida et 

al., 2005; Machado et al., 2007; Machado et al., 2010). Os estudos realizados nesta área 

também determinaram a incidência de LC e LM, e descreveram o aumento de formas 

clínicas emergentes de LTA causadas pela infecção por Leishmania braziliensis, tais 

como a LD e a LCA (Costa et al., 1986; Morgan et al., 2007; Guimarães et al., 2009; 

Machado et al., 2011). 

 

IV. 2.  Ciclo do parasita 

 

O ciclo biológico da Leishmania é do tipo heteroxênico, passando o parasito por 

uma fase de multiplicação intracelular no hospedeiro vertebrado, e outra extracelular no 

inseto vetor. Predominam, respectivamente, as formas amastigotas e promastigotas nestes 

ciclos, conforme mostrado na Figura 3. 

 Os vetores responsáveis pela transmissão são mosquitos do grupo dos 

flebotomineos, pertencentes aos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia. Em particular, nas 

Américas, a transmissão é realizada pelo gênero Lutzomyia, onde, já foram descritas 

cerca de 350 espécies (Basano et al., 2004; Negrão et al., 2009). As principais espécies 

transmissoras da LTA no Brasil são: Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. 

intermedia, Lu. wellcome e, Lu. migonei (Medeiros et al., 1999; Gontijo et al., 2003). Os 

flebotomíneos podem ser encontrados em ambientes silvestres, rurais e urbanos, além de 

se adaptar em condições climáticas diversificadas. De modo geral, possuem hábitos 

noturnos, entretanto, algumas espécies podem apresentar hábitos diurnos no interior de 

matas. As modificações em zonas de matas e/ou rurais têm proporcionado uma adaptação 

destes vetores em domicílios e áreas periurbanas, fazendo com que a disseminação da 

doença se propague em regiões endêmicas (Cupolillo et al., 2003). Os hábitos de vida da 

população também exerce um grande papel na transmissão da doença. 
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Figura 3. Formas alternativas de Leishmania spp. Representação esquemática das principais 

organelas intracelulares das formas promastigotas (A) e amastigotas (B). As formas promastigotas 

estão situadas no trato digestivo e intestinal dos flebotomíneos, apresentando contorno alongado, 

presença de flagelo, citoplasma com pequenos vacúolos e núcleo apresentando posições variadas. As 

formas amastigotas são encontradas em células do sistema fagócito mononuclear apresentando 

formato ovoide ou esférico, citoplasma com presença de vacúolos, um único núcleo, cinetoplasto e 

rudimento flagelar (Medeiros et al., 1999) Fonte: figura “adaptada de Besteiro et al, 2007”.  

 

De forma geral, o flebotomíneo ao fazer o repasto sanguíneo em indivíduos 

infectados ingere as formas amastigotas encontradas nos macrófagos infectados, que se 

convertem em promastigotas no intestino do vetor após sucessivos processos de 

multiplicação por divisão binária. As formas promastigotas se transformam em 

promastigotas metacíclicos, a forma infectante, através de um processo denominado 

metaciclogênese. Estas formas migram para a faringe e cavidade bucal do inseto, aptas a 

penetrarem nas células dos hospedeiros vertebrados no próximo repasto sanguíneo do 

vetor conforme ilustrado na Figura 4 (Brasil, 2007).  

O flebótomo fêmea infectado, ao fazer a hematofagia no hospedeiro vertebrado, 

regurgita as formas promastigotas juntamente com a saliva. A saliva deste inseto 

apresenta um papel importante na infectividade das formas promastigotas, pois funciona 
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como vasodilatador e imunossupressor da resposta do hospedeiro vertebrado. Após a 

penetração, as promastigotas metacíclicas penetram nas células do sistema fagocitário 

mononuclear (célula alvo) por um processo de fagocitose mediada por receptores e 

ligantes na superfície dos macrófagos (Ribeiro et  al., 1987; Titus & Ribeiro., 1990). No 

interior dessas células, as promastigotas se transformam em amastigotas envolvidas pelo 

vacúolo parasitóforo, que as separa do citoplasma celular. Os parasitos, dentro dos 

macrófagos, se multiplicam por divisão binária no interior dos vacúolos fagocitários. 

Após a lise dos macrófagos as formas amastigotas são liberadas, sendo novamente 

fagocitadas por outros macrófagos, dando continuidade ao processo infeccioso conforme 

mostrado na Figura 4 (Person & Sousa, 1995; Medeiros & Roselino., 1999; Brasil., 

2007). 
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Figura 4. Ciclo Evolutivo da Leishmania spp. Ciclo de vida da Leishmania sp. no hospedeiro 

vertebrado. 1. Ao realizar repasto sanguíneo o flebotomíneo fêmea infectado inocula promastigotas na 

pele; 2. Promastigotas são internalizados por células fagocitárias; 3. Promastigotas se transformam em 

amastigotas; 4. Os amastigotas se replicam nas células fagocitárias e eventualmente levam ao 

rompimento da mesma, podendo infectar  outras células fagocíticas; 5. O flebotomíneo fêmea se 

alimenta de sangue do hospedeiro infectado; 6. Ingestão de células parasitadas; 7. As células 

infectadas (geralmente macrófagos) passam para o intestino do flebotomíneo e se transformam em 

formas promastigotas; 8. Os promastigotas se dividem e se transformam na forma metacíclica 

infectante, migrando para a probóscita do flebotomíneo. 

 

IV. 3. Aspectos clínicos e imunológicos 

Dentro das manifestações clínicas da LTA, a mais frequente é a LC, considerada a 

forma clássica da doença. Nesta forma clínica, um dos primeiros sinais após a infecção 

por L. braziliensis é a presença da linfadenopatia e a formação de uma pápula seguida de 

uma exoulceração no local da inoculação do parasito (Barral et al., 1992). A úlcera 

leishmaniótica caracteristicamente possui fundo granulomatoso e bordas elevadas 

(Carvalho et al., 1995; Pearson et al., 1996). Esta úlcera na maioria das vezes pode 

apresentar um tempo de cura prolongado, e, em alguns casos, apresentar cura espontânea 

(Barral et al., 1992; Carvalho et al., 1995). A resposta imune em LC é complexa, 

apresentando uma forte resposta inflamatória, tipicamente Th1, com linfoproliferação 
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importante e produção de citocinas e quimiocinas próinflamatórias que contribuem para a 

patogênese da doença (Bottrel et al., 2001; Bacellar et al., 2002; Follador et al. , 

2002;  Vargas et al. , 2010; Carvalho et al., 2012). Nesse processo destacam-se as 

citocinas IFN-, TNF, IL1β e IL-12, além de quimiocinas como CCL2, CXCL-9 e 

CXCL-10. Já é bem documentada a produção do IFN- pelos macrófagos como 

importante mecanismo de morte do parasita (Carvalho et al., 1995; Kaye et al., 2011). 

Em adição, a produção de TNF e de óxido nítrico (NO) são também fatores chave no 

controle da infecção por Leishmania (Murray et al., 1983; Bogdan et al., 2000). A LM se 

desenvolve possivelmente como uma complicação da LC, com parasitas disseminando 

por via hematogênica para o trato das mucosas. Prevalente em 3 a 5% dos casos ocorre 

concomitantemente ou mesmo após anos de cura da LC (Weigle et al., 1996; Blum et al., 

2004; Machado-Coelho et al., 2005). A LM começa com eritema e ulcerações nas 

narinas, e pode evoluir para perfuração do septo nasal e lesões inflamatórias destrutivas, 

podendo obstruir a faringe ou a laringe e levar a desfigurações marcantes caso não tratada 

(Franke et al., 1990). Nesta forma da doença a exacerbação da resposta imune é ainda 

maior ao que se observa na LC clássica. 

Nas formas cutânea e mucosa da LTA a despeito de existir uma resposta protetora, 

o desbalanço imune leva à evolução da doença.  Indivíduos com LC e LM produzem 

concentrações altas de IFN-, TNF, IL-6 e NO (Ribeiro de Jesus et al., 1998; Bacellar et 

al., 2002), porém em vez de controlar a infecção, os indivíduos susceptíveis desenvolvem 

uma inflamação exacerbada que concorre para o dano tecidual observado nas úlceras 

cutâneas e mucosas. Todo esse processo é coordenado pelo recrutamento e atividade de 

macrófagos, células NK, células TCD4+ e TCD8+.  Em adição, a produção de citocinas 

reguladoras como TGF-β e, principalmente IL-10, é menor nestas formas clínicas da 

doença (Bacellar et al., 2002). Várias evidências apontam para a citotoxicidade como um 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R7
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R44
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mecanismo imune que favorece uma resposta protetora (Brodskyn et al. , 1997; Faria et 

al. , 2009). Em adição, estudos revelaram a presença de células T CD8+ associada a dano 

tecidual na leishmaniose mucocutânea devido a uma resposta inflamatória destrutiva e 

um número elevado de células citotóxicas no sangue (Novais et al. , 2013, 2014 e 

2017; Santos et al. , 2013). Recentemente, Novais  et al, 2017 mostrou que em lesões de 

pacientes infectados por L. braziliensis, a ativação do inflammasoma gera IL-1β, o que 

promove o aumento da inflamação, estimulando a produção de quimiocinas e também 

metaloproteinases de matriz, que degradam a matriz extracelular levando ao dano 

tecidual. 

Além das citocinas inflamatórias citadas, a participação de quimiocinas como 

CXCL-10 e seu receptor CXCR3 já foi documentada.  De fato, estas quimiocinas tem 

sido implicados na patogênese das lesões leishmanióticas (Vargas-Inchaustegui et al., 

2010).  

A LD é uma forma emergente da doença causada pela infecção por Leishmania 

braziliensis, que se distingue das demais formas clínicas por suas características clínicas 

e imunológicas exclusivas (Costa et al., 1986; Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002). 

Caracterizada pela presença de um grande número de lesões cutâneas que abrange mais 

de uma área do corpo com tipos variados de lesões na pele (papulares, nodulares, 

ulceradas) e uma alta frequência de envolvimento mucoso (Carvalho et al., 1994; Turetz 

et al., 2002). O paciente tende a apresentar uma lesão única inicial, geralmente nas 

extremidades, seguida da disseminação que pode envolver todo o corpo, por vezes, 

associada com febre e calafrios. A importância da LD é delineada pela gravidade da 

doença, terapêutica desafiadora pelo alto grau de refratariedade e aumento da 

prevalência (Carvalho et al., 1994; Turetz et al., 2002).  A LD em comparação com a 

LC, tem sido associada com menor produção de IFN- e TNF, maior produção de IL-10 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3667352/#bib8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3667352/#bib14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3667352/#bib14
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4268311/#R38
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(Turetz et al., 2002) e anticorpos anti-Leishmania, com resposta de células T variável 

entre indivíduos afetados (Carvalho et al., 1994). 

Casos de LCA também estão emergindo na área endêmica de Corte de Pedra. São 

definidos como indivíduos que não preenchem os critérios de LC, LM e LD e claramente 

não apresentam fatores predisponentes, como imunossupressão (Guimarães et al., 2009). 

Estes pacientes apresentam lesões atípicas de LC, tais como lesões vegetativas, 

verrucosas, crostosas e lupóides. 

 

IV. 4.  MicroRNAs estrutura e função 

 

O campo da epigenética tem atraído bastante atenção na área de ciências biológicas. 

Os eventos epigenéticos regulam a atividade e a herança gênica independente da 

sequência de nucleotídeos do DNA (Baylin et al., 2001; Das et al., 2004), e 

correspondem a modificações que ocorrem no próprio DNA e a alterações que se 

processam na compactação deste polímero (Rothhammer et al., 2007). Os principais 

mecanismos epigenéticos de controle da expressão gênica compreendem a modificação 

covalente do DNA e/ou das histonas, e o controle da expressão gênica mediado por 

miRNAs  (Morris et al., 2005). 

Durante muito tempo as regiões não codificantes do genoma foram consideradas 

lixo genético, devido à ausência de informação para síntese de proteínas. Atualmente, 

diversos estudos mostram que a informação genética é muito mais complexa e não segue 

o antigo dogma central da biologia molecular, uma vez que a maior porção do 

transcriptoma produzido pelo genoma de eucariotos é composta por RNAs não 

codificantes de proteínas (Hui et al.,2005; Nagalakshmi et al., 2008; Guttman et al., 

2009)  
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A partir do ano de 2005 tornou-se claro que os genomas de animais e plantas 

produzem muitos RNAs não codificantes com função regulatória (Mattick et al., 2009). 

Em humanos e outros mamíferos, por exemplo, os RNAs não codificantes são transcritos 

de ambas as fitas do DNA, até mesmo sobrepondo regiões promotoras e de RNAs 

mensageiros (Carninci et al., 2005; Kapranov et al., 2007). Esses RNAs não codificantes 

regulam vários mecanismos intracelulares por intermédio de uma variedade de interações 

RNA-DNA, RNA-RNA e RNA-proteína (Qi et al., 2006).  

Os RNAs não codificantes podem ser classificados em moléculas de RNA que tem 

função estrutural, enzimática e reguladora. Entre aquelas com atividade reguladora estão 

os miRNAs, que são pequenos RNAs não codificantes endógenos constituídos por 19 a 

25 nucleotídeos que surgiram como reguladores-chave da expressão de genes ao nível 

pós-transcricional através da degradação ou repressão da tradução de moléculas-alvo de 

mRNA, conduzindo a uma redução na disponibilidade de proteína (Bartel et al., 2004; 

Cowland et al., 2007).  

Já é bem documentado na literatura que um único miRNA pode regular a expressão 

de múltiplos genes e das suas proteínas codificadas. Neste sentido, miRNAs podem 

influenciar diversas vias de sinalização molecular e tem sido implicado na maioria das 

principais funções celulares, como proliferação, diferenciação, apoptose, resposta ao 

estresse e regulação transcricional (Cowland et al., 2007; Kozaki et al., 2008).  

No que remete ao histórico dos miRNAs, Lee et al., 1993, descobriram o primeiro 

miRNA, em Caenorhabditis elegans para o qual deram o nome de lin-4, um pequeno 

RNA codificado a partir do lócus lin-4 associado com o processo de desenvolvimento do 

nematóide, por meio da regulação da expressão da proteína lin-14. Após o surgimento 

dos primeiros miRNAs, muitos outros foram e ainda estão sendo descobertos, 

aumentando cada vez mais esta família. Centenas de miRNAs foram encontrados em 

vermes, assim como moscas, plantas e vertebrados (Pasquinelli et al., 2000; Carrington et 
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al., 2003; Bartel et al., 2004), representando um novo nível nos processos de regulação 

gênica (Reinhart et al., 2000). Atualmente essas moléculas têm seu papel estabelecido em 

termos de mecanismo de ação, pela complementaridade ao mRNA alvo e a importância 

disso no controle das funções nas células eucariotas. Além disso, sabe-se que estes são 

filogeneticamente conservados e que são codificados por genes localizados nas regiões 

entre os genes codificadores de proteínas e por íntrons (Mattick et al., 2001, 2005, 2006; 

Bartel et al., 2004). Quanto à nomenclatura, os miRNAs são nomeados pela identificação 

da espécie seguida do número do miRNA, de acordo com a ordem de sua descoberta. 

Assim, por exemplo, para denominar o microRNA 21 em Homo sapiens, utiliza-se a 

nomenclatura hsa-miR-21 (Ambros et al., 2003). 

Os miRNAs são capazes de se ligar em seus mRNA alvos e inibir sua estabilidade 

e/ou tradução por pareamento. Essa ligação impossibilita que os ribossomos consigam 

traduzir a informação genética contida no mRNA, acarretando na diminuição da síntese 

proteica do gene-alvo sem impactar nos níveis correspondentes de mRNA. De modo 

geral, a regulação mediada pelos miRNAs é através da associação da região “seed” ou 

seja região semente do miRNA (nucleotídeos 2-7 do miRNA) com a região 3’ não 

traduzida (3’ UTR) do mRNA alvo (Lewis et al., 2003). Este tipo de associação entre os 

miRNAs e o mRNA alvo são utilizadas como parâmetro para o desenvolvimento de 

algoritmos que permitem a predição dos mRNA alvos dos miRNAs. No entanto, ainda é 

desconhecida a proporção dos miRNAs que interagem com seus alvos segundo estas 

normas e a quantidade de miRNAs que reconhecem regiões do mRNA que não 

compreende a região 3’ UTR. Estima-se que cada miRNA tenha muitos alvos e que cada 

mRNA possa ser regulado por mais de um miRNA (Lim et al., 2005; Rajewsky  et al., 

2006).  
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A biogênese de um miRNA diz respeito a todos os eventos, a partir do gene, até se 

chegar ao miRNA maduro integrado ao complexo RISC (RNA-induced silencing 

complex), ou seja transcrição no núcleo celular, maturação e incorporação do miRNA em 

RISC (Ha et al., 2014). A maturação, por sua vez, refere-se ás etapas que envolvem o (1) 

processamento do pri-miRNA pela endonuclease chamada DROSHA, RNAse tipo III, 

para produzir um RNA em formato de grampo ou “hairpin” com aproximadamente 65 a 

67 nucleotídeos (pré-miR); (2) transporte do pré-miR do núcleo para o citoplasma pelo 

fator de exportação exportina-5 (Exp-5); (3) clivagem do pré-miR no citoplasma pela 

RNase tipo III específica para dupla-fita, Dicer em um RNA dupla-fita (dsRNA) de 

aproximadamente 22 nucleotídeos de comprimento; (4) seleção de uma fita do duplex 

como miR e incorporação no complexo ribonucléico RISC (Murchison et al., 2004; Kim 

et al., 2005). O complexo miRNA-RISC se liga ao mRNA alvo de maneira sequência-

específica, induzindo sua clivagem ou impossibilitando a ligação dos ribossomos 

(Valencia-Sanchez et al., 2006). Esse processo é conhecido como silenciamento gênico e 

acarreta em depleção dos níveis proteicos, conforme Figura 5. 
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 Figura 5. Biogênese dos miRNAs. 1. Transcrição do pri-miRNA pela RNA pol II ou III. 2. No 

núcleo, os pri-miRNAs são processados pela Drosha produzindo grampos de pre-miRNAs 3. São 

exportados ao citosol 4. pre-miRNAs são processado pela Dicer em uma fita dupla de miRNA maduro 

de 19-24 nucleotídeos 5. Uma das fitas do miRNA madura é incorporada ao complexo RISC onde 

pode regular a expressão de mRNAs alvos  6. A outra fita será degradada ou possivelmente preparada 

para ser exportada da célula 7. Alguns miRNAs são encontrados empacotados em exossomos 8. 

Exportados na presença de proteínas ligadoras ou 9. em micropartículas 10) Uma vez  no espaço 

extracelular os miRNAs podem ser importados por outras células ou degradados por RNases Fonte: 

Erheridge et al., 2011. 

 

Normalmente a interação miRNA-mRNA é imperfeita, ou seja, todos os 

nucleotídeos do miRNA ligados ao mRNA. Assim, a não obrigatoriedade de interação 

completa somado ao fato de os miRNAs possuírem sequências pequenas, confere aos 

miRNA funções redundantes em diversos processos, de modo que um único miRNA 

pode regular centenas de genes-alvo distintos, além de cooperarem no controle de um 

único gene-alvo (Lewis et al., 2005; Miranda et al., 2006).  

Finalmente, uma característica dos miRNAs, a qual torna essas moléculas atrativas 

para estudos moleculares, é a sua estabilidade. De fato, os miRNAs são moléculas mais 

estáveis quando comparados à molécula de RNA mensageiro (mRNA). Devido a essa 
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característica, a sua expressão pode ser mais facilmente quantificada em amostras 

clinicamente relevantes, tais como tecidos e fluidos corporais como o plasma e soro e têm 

sido considerados como biomarcadores sensíveis e minimamente invasivos para a 

detecção de células tumorais circulantes (Hu et al., 2010).  

 

IV. 5. Implicações patológicas da desregulação de miRNAs 

 

Vários mecanismos podem levar a alterações na expressão de miRNAs, incluindo 

alterações genômicas como amplificações e deleções, mutações, polimorfismos, 

alterações epigenéticas e alterações na maquinaria de biogênese de miRNAs. Essas 

alterações são responsáveis pela desregulação dos níveis de expressão de miRNAs ou por 

alterações nos genes-alvo dos miRNAs em células tumorais (Iorio et al., 2012).  

Por outro lado, estudos in silico predizem que aproximadamente 60% dos genes 

podem ser regulados pelos miRNAs (Friedman et al., 2009). Durante a última década, 

uma série de estudos tem focado na biologia dos miRNAs, principalmente sobre a 

desregulação dessas moléculas em diversas doenças. Desta forma, todos esses avanços 

vislumbram a possibilidade do uso real de perfis de expressão de miRNAs para fins 

diagnósticos, prognósticos e terapêuticos. Esse fato é confirmado pelos mais de 273 testes 

clínicos registrados na plataforma clinicaltrials.gov, que avaliam o uso de miRNAs como 

biomarcadores ou candidatos a drogas (Blenkiron et al., 2007; Van Rooij et al., 2012). 

Contudo, uma das primeiras evidências do envolvimento de miRNAs em doenças 

humanas veio da área de oncologia, publicado por Calin et al., 2002, descrevendo a 

deleção ou regulação negativa de miR-15a e miR-16-1 na Leucemia Linfocítica Crônica 

(LLC) (Calin et al., 2002). Adicionalmente, dados mostram que o miR-30a e o miR-155 

circulantes foram considerados melhores marcadores de carcinoma de mama metastático 

do que os marcadores sanguíneos gerais, antígeno carcionoembrionário (CEA) e antígeno 
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carboidrato (CA)  (Sun et al., 2012; Zheng et al., 2012; Zeng 2014). Neste sentido, o 

nível sérico do miR-155 é elevado em tumores primários de mama, em relação a 

indivíduos normais (Roth et al., 2010). Recentemente Zuo et al., 2018 mostrou a 

importância do miR-155 como alvo terapêutico, onde o silenciamento do miR-155 seria 

uma maneira potencial de curar o câncer de mama. Em adição, segundo Wang et al., 

2013, a alta expressão do miR-125b não está somente associada com a resistência à 

quimioterapia, mas também  com a quantidade de células-tronco tumorais e com a 

metástase no câncer de mama. Sugerindo que miR-125b tem grande potencial a marcador 

de prognóstico para a terapia do câncer.  

Com os avanços científicos nessa área, especialmente pelo volume de dados 

gerados em plataformas de sequenciamento de última geração, o número de miRNAs 

conhecidos,  depositados na base de dados miRbase (http://www.mirbase.org/cgi-

bin/browse.pl?org=hsa) aumentou consideravelmente, sendo atualmente 1881 sequências 

de pré-miRNAs, que expressam 2.588 miRNAs maduros no genoma humano. A análise 

de expressão de miRNAs, integrada à predição dos genes-alvo regulados por miRNAs, 

pode levar à elucidação de vias moleculares desreguladas em diversas patologias (Lodin 

et al., 2015). 

 

IV.5.1. miRNAs em doenças inflamatórias e neurodegenerativas 

 

A maioria dos estudos associados ao uso de miRNAs como biomarcadores está 

relacionado a neoplasias, porém um grande número de estudos vem documentando o 

papel destes RNAs reguladores também em outras doenças, como descreveremos a 

seguir. Em um estudo de pacientes com epilepsia, foi demonstrada uma elevada 

expressão de miRNAs como Let-7d-5p, miR-130a-3p, miR-146a-5p e uma diminuição de 

outros como miR-15a-5p e miR-194-5p no soro de pacientes, em comparação com 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa
http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa
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indivíduos saudáveis (Wang et al., 2015). Outra doença favorecida pelo estudo dos 

miRNAs é a Esclerose Múltipla. Diversos estudos demonstraram a desregulação da 

expressão de miRNAs em linfócitos T isolados do sangue periférico de pacientes com 

esta doença (Keller et al., 2009; Otaegui et al., 2009; Lindberg et al., 2010; Fenoglio et 

al., 2011; Lorenzi et al., 2012). 

Na doença de Alzheimer (DA), foi observada a alteração dos níveis séricos 

específicos de miR-98-5p, miR-885-5p, miR-483-3p, miR-342-3p, miR-191-5p e miR-

let-7d-5p nos pacientes em comparação com indivíduos saudáveis. Entre os miRNAs, o  

miR-342-3p foi determinado como um bom preditor de DA, pois apresentou boa 

sensibilidade e especificidade (Tan et al., 2014). Da mesma maneira, em líquido 

cefalorraquidiano de pacientes com DA, foi demostrado que os níveis de miR-27a-3p 

estavam reduzidos quando comparados com os níveis de indivíduos do grupo controle 

(Frigerio et al., 2013).  Assim como na DA, outra patologia importante associada ao 

processo de envelhecimento é a doença de Parkinson. Foi identificado e validado um 

painel de miRNAs circulantes incluindo miR-19b, miR-24 e miR-195, com expressão 

diferencial no soro de pacientes, tendo sido postulado que estas moléculas seriam capazes 

de permitir o diagnóstico da doença (Cao et al., 2017).  

As doenças cutâneas são caracterizadas por múltiplos caminhos de comunicação 

intercelular, desencadeados por diversos estímulos e mediados por reguladores 

heterogêneos, incluindo miRNAs. Na psoríase, foi descrito um papel relevante dos 

miRNAs miR-31, miR-21 e miR-4516. As funções destes miRNAs foram atribuídas à 

desregulação de mecanismos de apoptose, migração de células T e hiperproliferação de 

queratinócitos (Joyce et al., 2011; Meisgen et al., 2012; Xia et al., 2014; Yan et al., 2015; 

Chowdhari et al., 2017).  

Na esclerose sistêmica (ES) foi demonstrado que o miR-29a medeia a regulação 

pós-transcricional de colágenos, o que contribui para fibrose tecidual (Kawashita et al., 
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2011; Jinnin et al., 2014). Adicionalmente, foi descrito que os níveis séricos de miR-150 

foram diminuídos em pacientes com ES e foram inversamente correlacionados com a 

prevalência de cicatrizes ou de úlceras, indicando potencial terapêutico de miRNAs no 

diagnóstico das doenças de pele (Honda et al., 2013).  

O perfil distinto de expressão dos miRNAs miR-203 e miR-483-5p foram 

identificados no soro e na urina de crianças com dermatite atópica (DA), sugerindo, que 

níveis aumentados de miR-483-5p no soro, pode ser indicativo de outras condições 

atópicas, como rinite e/ou asma, enquanto que a regulação negativa do miR-203 na urina, 

foi apontado como um bom biomarcador de gravidade da inflamação de crianças com DA  

(Yani et al., 2014). 

Para outras condições como doenças cardiovasculares e diabetes há estudos na 

literatura documentando a dosagem de miRNAs no soro com perspectivas de colocar os 

miRNAs como biomarcadores para estas doenças. Foi demonstrado um papel significante 

do miR-22, let-7, miR-21,  miR-17, miR-1, miR-133 no infarto do miocárdio (IM), 

incluindo efeitos regulatórios no estresse oxidativo, apoptose, autofagia, hipertrofia , 

fibrose e regeneração (Cheng et al., 2010; Chen et al., 2013; Huang et al., 2016; 

Bostjancic et al., 2012). Do mesmo modo, os níveis circulantes dos miRNAs  miR -19b-

3p e miR -181b-5p foram associados com alterações metabólicas no miocárdio durante o 

desenvolvimento de cardiomiopatia diabética, sugerindo que estes miRNAs são 

biomarcadores potenciais com eventual aplicação no diagnóstico clínico para prevenir 

alterações metabólicas e funcionais em pacientes diabéticos assintomáticos (Copier et al., 

2017). 

Foi estabelecida também a participação destas moléculas em doenças inflamatória 

intestinal.  Particularmente, na doença de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU), a 

desregulação do miR-126, miR-155 e miR-21 foi associada a inflamação, ativação do 
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sistema imune e  diferenciação nestas doenças (O’Connell et al., 2007; Min et al., 2014; 

Singh et al., 2014; Guan et al., 2015; Pathak et al., 2015; Svrcek et al., 2013). 

Os relatos acima citados representam apenas uma pequena parte dos dados 

disponíveis na literatura, mas exemplificam a ampla gama de evidências que colocam os 

miRNAs na condição de importante fator epigenético envolvido na regulação da 

expressão gênica em diferentes condições imunopatológicas.  

 

IV.5.2. miRNAs em doenças infecciosas, parasitárias e leishmaniose 

 

A importância dos miRNAs tem sido  descrita em muitas enfermidades parasitárias. 

Na infecção crônica por helmintos, particularmente na esquistossomose, foi demonstrado 

que os miRNAs miR-10, miR-223, miR-454 e miR-3479-3p podem regular o 

desenvolvimento do parasita, a patologia hepática e poderiam ser utilizados como 

biomarcadores para o diagnóstico da doença (Cai et al., 2013; He et al., 2013; Zhu et al., 

2014).  

Uma série de estudos avaliando o papel dos miRNAs associados à distúrbios 

cardiovasculares na doença de Chagas, causada pelo parasita Trypanossoma cruzi foi 

relatado recentemente, destacando o papel de miRNAs como o miR-1, o miR-133a-2, o 

miR-133b, o miR-208a e o miR-208b na patogênese, com implicações potenciais como 

ferramentas diagnósticas e prognósticas (Ferreira et al., 2014; Linhares-Lacerda et al., 

2015, 2016; Navarro et al., 2015).   

Espécies de Mycobacterium também podem modular miRNAs para fugir da 

resposta imune do hospedeiro. Assim como outras bactérias patogênicas, a infecção por 

Mycobacterium leva ao aumento da expressão do miR-21 e miR-146a (Liu et al., 2012; 

Wu et al., 2012; Das et al., 2013; Singh et al., 2013; Xu et al., 2013). O M. leprae, 

também pode induzir a expressão de miR-21 em monócitos e macrófagos infectados. 
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Atuando sobre CYP27B1 e IL-1β, o miR-21 pode inibir a síntese de dois peptídeos 

antimicrobianos dependentes da vitamina D e, portanto, permitir que o M. leprae persista 

nas células (Liu et al., 2012). Recentemente Soares et al., 2017,  identificou um perfil 

diferencial de expressão de vários miRNAs ( miR-142-3p, miR-142-5p,  miR-146b-5p, 

miR-342-3p, miR-361-3p, miR-3653,  miR-484 e miR-1290) em lesões de pele de 

indivíduos com hanseníase e várias outras doenças de cunho autoimune, especialmente 

aquelas relacionadas à resposta imune, sugerindo que esses miRNAs podem desempenhar 

um papel importante na patogênese da doença. 

Os vírus produzem miRNAs que possuem papel fundamental no ciclo replicativo 

viral e durante sua infecção. Mukherjee et al., 2015, demonstraram que a expressão do 

miR-373 é regulada positivamente na infecção crônica pelo vírus da hepatite C e modula 

o sistema imune inato, que por sua vez suprime a expressão de JAK1, IRF9 e suas 

moléculas envolvidas na via de sinalização do IFN. Em adição, foi descrito também que o 

miR-122 participa do processo de replicação do vírus da hepatite C e quando inibido faz 

com que a quantidade de partículas virais produzidas pelos hepatócitos diminua 

significativamente (Jopling et al., 2005; Jangra et al., 2010; Ono et al., 2017). Na 

infecção por HTLV-1, estudos tem demonstrado diversos miRNAs do hospedeiro (miR-

24, miR-146a, miR-155, miR-221, miR-223, miR-18a, miR-93, miR-130b, miR-125b) 

tem expressão alterada em linhagens celulares, PBMCs e em células T CD4+ infectadas 

podendo revelar mecanismos relacionados à patogênese desta doença (Pichler et al., 

2008; Ghisi et al., 2011; D’Agostino et al., 2012; Nicolete et al., 2012; Rahman et al., 

2012; Tomita et al., 2012; Ruggero et al., 2014).  Estes estudos demonstraram que a 

infecção pelo HTLV-1 modula a expressão de miRNAs humanos, podendo influenciar no 

estabelecimento da infecção e/ou no desenvolvimento de doenças a ela associadas. 

Há uma carência de estudos documentando a importância dos elementos de 

regulação pós-transcricional na leishmaniose. No caso de miRNAs em particular, há uma 
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escassez de trabalhos hoje na literatura. A grande maioria dos estudos descritos são 

espécies de leishmania que causam a forma visceral da doença ou utilizam espécies que 

são do novo mundo (Ghosh et al., 2013; Mukherjee et al., 2015; Singh et al., 2016).  Em 

relação à leishmaniose tegumentar não há documentação destacando miRNAs envolvidos 

na regulação do dano tecidual e na patogênese da doença em amostras provenientes de 

pacientes. 

Ghosh et al., 2013, mostrou a importância do miR-122 em células hépaticas, 

durante a infecção experimental por L. donovani no fígado de camundongos, 

demonstrado que esse miRNA tem expressão reduzida, associada também com a redução 

da síntese de colesterol do fígado. O estudo mostrou que quando esse miRNA é re-

administrado nesses camundongos, houve aumento da expressão da regulação de 

colesterol, indicando que esse miRNA é relevante para a entrada da leishmania na célula. 

O grupo também mostrou que a proteína gp63, proteína importante na virulência da 

leishmania, inibe a endonuclease Dicer do complexo que regula a formação dos miRNAs 

maduros.  

 Lemaire et al., 2013, analisando o perfil de expressão de miRNAs de macrófagos 

de doadoares sadios infectados por L.major observou mudanças rápidas na modulação de 

20% dos miRNAs avaliados, sendo alguns destes miRNAs envolvidos na ativação de 

monócitos através da sinalização de TLRs. Esses dados evidenciam que alterações nos 

níveis de miRNAs resultam a notável capacidade do parasito modificar as respostas do 

hospedeiro e assegurar sua diferenciação e multiplicação intracelular. Em adição, Geraci 

et al., 2015, avaliou o perfil de miRNAs de células infectadas com ambos, L.major e 

L.donovani, identificando um padrão de modulação negativa espécie-específica da 

maioria dos miRNAs maduros, especialmente na infecção por L.donovani,  com alguns 

destes miRNAs associados a vias importantes como a JAK-STAT e TGF-β, segundo 
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análises in silico. Esses dados dão suporte a ideia de que a célula hospedeira sofre seleção 

e regulação miRNA específica após a infecção com parasitas de Leishmania. 

Recentemente, Nunes et al., 2018 investigou o envolvimento de miRNAs e seus 

genes alvos na LCL causada por L. braziliensis, usando conjuntos de dados de 

transcriptomas seguidos de validação ex vivo. O estudo fornece evidências de que os 

miR-193b, miR-671 e TREM-1 estão associados com o processo inflamatório e com o 

tempo de cicatrização, revelando que esses miRNAs podem vir a ser utilizados como 

indicadores preditivos de prognóstico para LCL. 
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V- CASUÍSTICA, MATERIAL E MÉTODOS 

 

V.1. Aspectos bioéticos 

O estudo faz parte de um projeto maior do National Institute of Health (NIH) 

(AI030639), os procedimentos adotados nesse estudo foram aprovados pelo Comitê de 

Ética e Pesquisa do Complexo Hospitalar Professor Edgard Santos da Universidade 

Federal da Bahia, sob o cadastro (CEP-UFBA 22/2012), e da Comissão Nacional de Ética 

em Pesquisa (CONEP: 1258513.1.000.5537). Todos os pacientes e indivíduos-controle 

participantes do estudo forneceram consentimento informado por escrito para a coleta de 

amostras e posterior análise. 

 

V.2. Seleção dos pacientes e controles 

 Os participantes do estudo consistiram de pacientes com LC recrutados no posto 

de saúde de Corte de Pedra, uma vila localizada a 280Km a sudeste de Salvador e que 

pertence ao município de Presidente Tancredo Neves-Ba. Médicos vinculados ao serviço 

de Imunologia da UFBA visitam à área a cada duas semanas e atuam, vinculados à 

estrutura do posto, na assistência para a população local acometida pela leishmaniose. 

Desta forma, a referida unidade de saúde tornou-se um centro de referência para o 

diagnóstico e tratamento da LC na região, contemplando 20 municípios abangidos dentro 

de uma área de 10.000 Km
2
.  

 Os pacientes foram selecionados aleatoriamente no periodo de março à novembro 

de 2016. Para a elegibilidade dos casos, foram incluídos no estudo apenas pacientes 

portadores de LC sem tratamento prévio. Todos os pacientes tiveram diagnóstico clínico 

confirmado por detecção de DNA do parasita por PCR. Características demográficas, 

duração da doença, número, localização e tamanho das úlceras foram registrados. Os 

pacientes foram tratados com GLUCANTIME
® 

antimoniato, conforme preconizado pelo 
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Ministério da Saúde do Brasil. Glucantime (Sanofi / Aventis) foi administrado por via 

intravenosa diariamente em uma concentração de 20mg / Kg / dia por 20 dias. Foram 

excluídos pacientes que apresentaram lesões atípicas, gestantes ou menores de 18 anos de 

idade.  

 

V.3. Coleta de biópsias 

 A coleta de biópsias de lesões de LC foi baseada no recrutamento de casos novos 

de leishmaniose cutânea apresentados no posto de saúde de Corte de Pedra, e que ainda 

não tinham iniciado o tratamento. As biópsias de pele normal foram coletadas em 

membro oposto aqueles que foram obtidos as biópsias de LC. As biópsias foram 

realizadas utilizando punch de 4mm, e preservadas em RNALater Solution (Ambion) até 

posterior extração de RNA. 

 

V.4. Obtenção do plasma 

 Foram coletados 4mL de sangue através de punção venosa em tubos contendo 

Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) obtidos de doentes com LC e voluntários não 

residentes na área endêmica. Após centrifugar a amostra a 12.000 (rpm) durante 10 min, 

o plasma foi obtido e armazenado a -70ºC. 

 

V.5.  Método in silico para predição dos alvos 

A seleção dos miRNAs candidatos foi feita utilizando-se a base de dados do 

miRBase e a ferramenta de predição TargetScanHuman, versão 7.0. Esta última, embora 

identifique a partir de pareamentos completos na região correspondente ao seed do 

miRNA com a 3’ UTR do alvo predito, permite também a identificação com base em 

pareamentos fora dessa região, desde que certas propriedades termodinâmicas do duplex 

sejam mantidas. Um aspecto importante na restrição da análise à porção 3’ UTR do 
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transcrito se deve ao fato da maioria dos miRNAs experimentalmente testados se ligarem 

preferencialmente nessa região. Além disso, o programa parte do pressuposto de que 

interações verdadeiras entre miRNAs e alvos deveriam ser conservadas ao longo do 

processo evolutivo. O miRbase, por sua vez,  é um banco de dados online compreensivo e 

periodicamente atualizado, que reúne coleções de dados gerados por clonagem, 

sequenciamento e predição computacional. O banco apresenta ferramentas de busca com 

as quais é possível identificar rapidamente uma sequência de miRNA por homologia às 

sequências depositadas. 

 

V.6. Extração do RNA 

 

V.6.1. RNA de pele 

Após maceração usando o homogeneizador de amostras TissueRuptor (QIAGEN), 

o RNA foi extraído de biópsias cutâneas usando TRIzol
® 

Reagent, da seguinte forma: o 

tecido macerado foi transferido para tubos eppendorf de 1,5mL, depois foram 

adicionados 500μl de TRIzol e 200μl de clorofórmio a cada tubo. A mistura foi 

homogeneizada por inversão e incubada durante 5 min à temperatura ambiente (TA) e 

centrifugada a 12000 rpm durante 5 min em seguida, a fase aquosa contendo o RNA foi 

transferida para um novo tubo de 1,5mL. Nesta fase de extração o RNA foi 

cuidadosamente aspirado. A cada tubo foi adicionado 500μl de isopropanol e 2μl de 

glicogénio. O material foi centrifugado a 12000 rpm durante 10 min; O sobrenadante foi 

descartado e foram adicionados 1 mL de  etanol 75%  com centrifugação posterior a 7500 

rpm durante 5 min; O sobrenadante foi novamente  descartado por inversão do tubo 

durante 5 min ou até que o pellet estivesse completamente seco. O RNA foi ressuspenso 

em 20μl de água livre de RNase e sua concentração e grau de pureza foram aferidos por 

meio do sistema Nanodrop®. 
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V.6.2. RNA do plasma 

O RNA do plasma foi extraído utilizando MagMAX™ mirVana™ Total RNA 

Isolation Kit, seguindo precisamente o protocolo da seguinte forma: as amostras  foram 

digeridas utilizando Proteinase K,  misturando-se 50μl de PK Digestion Mix com 150μl 

de plasma em tubos eppendorf. O material foi homogeneizado e incubado a 65°C por 30 

minutos. Para lisar as amostras e ligar o RNA ao RNA Binding beads, foram adicionados 

100μl de Lysis Binding Mix a cada amostra e 20μl de RNA Binding beads. Após misturar 

o material, foram adicionados 270μl de isopropanol e a mistura foi homogeneizada. Para 

purificar o RNA os tubos foram posicionados na MagnaRack por 5 minutos ou até a 

solução ficar clara. Cuidadosamente o sobrenadante foi descartado sem mexer o RNA 

Binding beads e adicionado 150μl de Wash Solution 1 a cada amostra. Repetiu-se os 

passos com 150μl de Wash Solution 2. Para tratar as amostras com TURBO Dnase e 

religar o RNA ao RNA Binding beads, foi adicionado a cada tubo 50μl de TURBO Dnase 

Solution e misturado em agitador. Logo após, foi adicionado 50μl de Rebinding Buffer e 

100μl de isopropanol. Os tubos foram posicionados na MagnaRack. Cuidadosamente o 

sobrenadante foi descartado sem mexer o RNA Binding beads e adicionado 150μl de 

Wash Solution 1 a cada amostra. Para eluir o RNA, foi adicionado a cada amostra 50μl de 

Elution Buffer pré-aquecido, seguido de incubação. O sobrenadante foi tranferido para 

tubos eppendorf e as amostras estocadas a -70°C. 

A concentração e a pureza de RNA foram determinadas por medições de 

densidade óptica (260nm e 280nm) usando Nanodrop® e, finalmente, os ácidos nucleicos 

foram armazenados a -70 ° C até a sua utilização. 
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V.7. Síntese de DNA complementar cDNA 

Utilizando RNA previamente extraído de biópsias de pele e de plasma, a obtenção 

de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit comercialmente disponível 

TaqMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems), seguindo 

precisamente as orientações do fabricante. De forma resumida: as amostras de tecido 

foram diluídas na concentração final 10ng e o plasma foi utilizado concentrado. Para 

reação de cauda poly(A) foi adicionado em tubo eppendorf o mix da reação poly(A) com 

os seguintes componentes: 0,5μl de 10x Poly(A) Buffer, 0,5μl ATP, 0,3μl Poly(A) 

Enzyme e 1,7μl água livre de Rnase. Em uma placa de reação foi adicionado 2 μl da 

amostra e 3 μl do mix de reação poly(A). As amostras foram incubadas em um 

termociclador e obedeceram a seguinte ciclagem: (I) 45 minutos a 37°C, (II) 10 minutos 

a 65°C e (III) Hold 4°C. Para ligação do adaptador foi adicionado em tubo eppendorf o 

mix de reação de ligação com os seguintes componentes: 3μl de DNA ligase Buffer 5x, 

4,5 μl 50 PEG 8000, 0,6 μl ligação do adaptador 25x, 1,5 de RNA ligase e 0,4 μl de água 

livre de Rnase. 10 μl do mix foi transferido para cada poço da placa de reação. 

Posteriormente obedecendo os tempos de ciclagens: (I) 60 minutos a 16°C, (III) hold 

4°C. Para reação da transcriptase reversa foram utilizados os seguintes componentes para 

preparar o mix de reação: 6μl de RT Buffer 5x, 1,2μl dNTP mix, 1,5μl primer RT 

universal 20x, 3μl enzima RT 10x e 3,3μl de Rnase-free water. Para cada poço da placa 

de reação foi adicionado 15μl do mix. As amostras foram incubadas seguindo os devidos 

tempos de ciclagens: (I) 15 minutos a 42°C, (II) 5 minutos a 85°C e (III) hold 4°C. Para 

reação de amplificação de miRNAs (miR-AMP) os componentes utilizados para preparar 

o mix de reação foram: 25μl de Master mix miR-AMP 2x, 2,5μl primer miR-AMP 20x e 

17,5μl de água livre de RNase. Em uma nova placa foi adicionado 45μl do mix de reação 

miR-AMP e 5μl do produto de reação RT. As amostras foram incubadas seguindo os 

seguintes tempos de ciclagens: (I) 5 minutos a 92°C – 1 ciclo (II) 3 segundos a 95°C e 30 
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segundos a 60°C - 14 ciclos (III) 10 minutos a 99°C – 1 ciclo (IV) hold 4°C. O produto 

final da reação miR-AMP foi estocado a -20°C, até 2 meses. 

 

V.8. Avaliação da expressão de miRNAs por RT-PCR quantitativa (qRT-PCR) 

 Utilizando o equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), 

Para as reações de qRT-PCR, as amostras foram preparadas como descrito a seguir: 2,5µl 

de cDNA, 5µl de TaqMan Universal Mastermix, 2µl de água livre de DNAse-RNAse e 

0,5µl de ensaio em um volume final de 10µl. As condições de amplificação obedeceram a 

seguinte ciclagem (I) 5 minutos a 50°C, (II) 10 minutos a 95°C, (III) 15 segundos a 95°C 

e (IV) 1 minuto a 60°C, sendo os ciclos 3 e 4 repetidos 40 vezes. Todas as amostras 

foram utilizadas em duplicatas. A expressão dos miRNAs foi normalizado para o nível de 

hsa-miR-24-3p correspondente para cada amostra a fim de controlar a variabilidade entre 

as amostras.  Liang et al., 2007  relatou a expressão estável do hsa-miR-24-3p em 40 

tecidos normais. 

Por fim, a comparação dos padrões de expressão dos miRNAs de interesse foi 

realizada utilizando o método de Ct comparativo, 
 
onde ΔCt corresponde ao valor de 

Ct do  gene alvo subtraído do valor Ct do gene endógeno, e ΔΔCt corresponde ao valor 

ΔCt de cada alvo em lesão subtraída do o ΔCt da pele normal (amostra calibradora). 

Todos os dados foram plotados em unidades de expressão relativa (2
-ΔΔCt

) em relação ao 

grupo controle. 
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V.9. Delineamento do estudo 

 A pesquisa constituiu-se em um estudo transversal, onde foram selecionados 

pacientes do posto de saúde de Corte de Pedra-Ba, área endêmica de LC. O estudo foi 

desenvolvido no Serviço de Imunologia do Complexo Hospitalar Universitário Professor 

Edgard Santos – UFBA. O Serviço de Imunologia possui estrutura adequada para a 

realização do trabalho.  

 

V.10.  Análise estatística  

Para avaliação da expressão dos miRNAs os dados foram representados em 

unidades de expressão relativa entre os grupos de comparação. A significância estatística 

foi avaliada pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney para comparação entre dois 

grupos. A análise de correlação foi analisada pelo teste de Spearman. Em adição, analises 

de sobrevida foram estimadas pelo método de Kaplan-Meier com o objetivo de 

diferenciar o tempo de cura de acordo os valores de expressão dos miRNAs. Uma curva 

ROC foi feita com a finalidade de predizer a sensibilidade e especificidade de quem vai 

curar ou falhar de acordo com os valores de expressão do miRNA. Valores de p< 0,05 

foram considerados estatistiticamente significante, e, para todas estas análises o software 

GraphPad Prism 5 foi utilizado. 
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V.11. Fluxograma ilustrativo do estudo 
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VI. RESULTADOS GERAIS  

VI.1. Características clínico-epidemiológicas da população estudada 

Um total de vinte e cinco pacientes com LC foram recrutados para o estudo. No 

geral, a média de idade foi de 32 anos ± 9,7 e a proporção de homens:mulheres foi de 

18:7. Em seguida, dividimos os pacientes em dois grupos de acordo com a resposta ao 

tratamento com antimonial pentavalente (Sbv). Definimos como “cura”, aqueles 

pacientes que tiveram a necessidade de apenas um curso de Sbv, com tempo de cura de 

até noventa dias; enquanto que o grupo “falha” eram aqueles que precisavam de dois ou 

mais cursos de Sbv ou outra droga alternativa, com tempo de cura superior a noventa dias 

para curar suas lesões. Essa estratificação foi utilizada para realizar análise de correlação 

quanto à resposta terapêutica e tempo de cicatrização. Os dados clínicos e demográficos 

dos pacientes estão detalhados na Tabela 2. Em adição, doze amostras de doadores de 

sangue provenientes da Fundação de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA) 

foram obtidas para os estudos em plasma. Estes doadores não possuíam história presente 

ou pregressa de leishmaniose, assim como, outras doenças e comorbidades e não residiam 

em área endêmica.  
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Tabela 2. Características clínicas dos pacientes com leishmaniose cutânea que curaram 

ou falharam na terapia com antimonial pentavalente 

 

DP= Desvio padrão; IQ = Intervalo interquartil; IDRM= Intradermorreação de Montenegro. 

 

 

VII.2.  Resultados do objetivo 1: Identificar miRNAs reguladores dos genes hiper-

expressos em uma análise de transcriptoma realizada em pacientes provenientes da área 

endêmica de Corte de Pedra-Ba. 

 

Considerando os genes documentados na literatura e identificados a partir de um 

estudo de transcriptoma realizado em pacientes infectados provenientes da área endêmica 

de Corte de Pedra-Ba, foram selecionados os miRs:  361-3p, 103a-2-5p, 140-3p, 1265, 

205-3p, 584-5p, 7161-3p, 3646, 1252-3p, 4313, 153-5p, 5011-5p, 6885-3p e 4753-3p. 

Nessa escolha foram utilizados os bancos de domínio público TargetScanHuman 7.1 

(http://www.targetscan.org/vert_71/) e miRBase (http://www.mirbase.org/). Os genes-

alvo para cada miRNA selecionado encontram-se na Tabela 3 abaixo. Devido ao seu 

 ASPECTOS CLÍNICOS E DEMOGRÁFICOS                                    RESULTADO DO TRATAMENTO 
 

Cura            Falha Valor de p 
 

 

Idade, média, (DP) 

 

 

      32 ± 9,7                       22 ± 3,9 

 

0,037 

Sexo, %  

                                 Masculino 

                                 

 

15/20 (75) 

 

 

3/5 (60)  

 

 

0,596 

Duração da doença, mediana, (IQ) 

 

81,5 (65 -120)  

 

     160 (137,5 – 178) 

 
0,008 

 

Número de lesões, mediana, (IQ) 

 

1,5 (1-2) 

 

1 (1-2,5) 

 

0,765 

 

Área da maior lesão, mediana, mm² (IQ) 

 

163,5 (84-537,5) 

 

42 (25-301) 

 

0,071 

 

Área da IDRM, mediana, mm² (IQ) 

 

180 (25-440) 225 (144-240) 0,759 

 Lesões nos membros inferiores, % 

 

Tempo de cura, mediana, (IQ) 

50 

 

50 (36,2-59) 

40 

 

120 (120-143) 

1,000 

 

0,001 
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efeito redundante, é possível observar que um único miRNA aparece regulando diferentes 

genes alvo. 

 

Tabela 3 – Lista dos miRNAs selecionados para análise por qPCR e seus respectivos genes alvo 

miRNA 
# DE 

ACESSO 

miRbase 
GENES ALVO SEQUÊNCIA DO miRNA MADURO  

hsa-miR-361-3p 
MIMAT0004682 

TNF e GZMB UCCCCCAGGUGUGAUUCUGAUUU 
hsa-miR-103a-2-5p 

MIMAT0009196 

CXCL9, FLI1, GBP5, GNLY AGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUG 
hsa-miR-140-3p MIMAT0004597 

NKG7 UACCACAGGGUAGAACCACGG 
hsa-miR-1265 

MIMAT0005918 

CXCL10,GBP5,CXCL9 CAGGAUGUGGUCAAGUGUUGUU 
hsa-miR-205-3p 

MIMAT0009197 

FLI1, CXCL9, IL1-β, IL6 GAUUUCAGUGGAGUGAAGUUC 
hsa-miR-584-5p 

MIMAT0003249 

GBP5,CXCL9 UUAUGGUUUGCCUGGGACUGAG 
hsa-miR-7161-3p 

MIMAT0028233 

GBP5,CXCL9,MMP1 UAGAUCUUUGACUCUGGCAGUCUCCAGG 
hsa-miR-3646 MIMAT0018065 GZMA AAAAUGAAAUGAGCCCAGCCCA 
hsa-miR-1252-3p MIMAT0026744 

GZMA CAAAUGAGCUUAAUUUCCUUUU 
hsa-miR-4313 

MIMAT0016865 

GZMB AGCCCCCUGGCCCCAAACCC 
hsa-miR-153-5p 

MIMAT0026480 

CXCL9,CXCL10,GBP5,IDO1 UCAUUUUUGUGAUGUUGCAGCU 
hsa-miR-5011-5p 

MIMAT0021045 

CXCL9,CXCL10,GBP5,IDO1 UAUAUAUACAGCCAUGCACUC 
hsa-miR-6885-3p 

MIMAT0027671 

FLI1,GZMB,CXCL9 CUUUGCUUCCUGCUCCCCUAG 
hsa-miR-4753-3p 

MIMAT0019891 

FLI1,MMP1,CCL8 UUCUCUUUCUUUAGCCUUGUGU 
       miRNA, microRNA;   hsa-miR, homo sapiens 

 

O desenho dessas moléculas foi disponibilizado pelo software  TargetScanHuman 

que mostra a região de ligação do miRNA ao gene-alvo, conforme exemplos mostrados 

na Tabela 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004682
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0009196
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0004597
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0005918
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0009197
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0003249
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0028233
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0018065
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0026744
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0016865
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0026480
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0021045
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0027671
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0019891
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POSIÇÃO NA REGIÃO 3´UTR  

 

                  PAREAMENTO PREDITO  

     REGIÃO ALVO (Superior) E miRNA (Inferior) 

 

TNF      

                         

hsa-miR-361-3p 

 

5’  ...GGAGACCGGGGUAUCCUGGGGGA... 

  

3’      UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU        

GZMB 

 

hsa-miR-361-3p 

5’ ...AUGCAGUGUGGCCGGCUGGGGGC... 

  

3’     UUUAGUCUUUAGUGUGGACCCCU   

 

5’  ...CCAUUGAGUUGUGCGUGGGGGAC... 

  

3’   UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU  

 

5’  ...UGGAGACUCAAGUAGUGGGGGAC... 

  

3’   UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU 

 

5’   ...AGGAAACUGUGCCCACUGGGGGU... 

  

3’    UUUAGUCUUAGUGUGGACCCCCU 

CXCL9 

 

hsa-miR-103a-2-5p 

5’ ...AGCUUCUCCAACAAUAAGAAGCA... 

  

3’     GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA 
 

FLI1 

 

hsa-miR-103a-2-5p 

5’   ...GUCAUGGUUCUGAGAAAGAAGCU... 

  

3’       GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA 

GBP5 

 

hsa-miR-103a-2-5p 

5’   ...GCUUAAGGGCUAAAGAAGAAGCC... 

  

3’       GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA 
 

GNLY 

 

hsa-miR-103a-2-5p 

5’ ...CAACCUUGUCCUGUGGAAGAAGCA... 

  

3’     GUUCCGUCGUGACAUUUCUUCGA 

CXCL9 

 

hsa-miR-205-3p 

5’   ...AUUUAAAACAUUACUCUGAAAUU... 

  

3’           CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG 

 

5’   ...GUUAUACCUUGUAAUUUGAAAUAU... 

  

3’          CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG 

 

IL6 

 

hsa-miR-205-3p 

5’     ...UUUAUGUAUUAGUUUUGAAAUAA... 

  

3’           CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG 

 

 

IL1β 

 

hsa-miR-205-3p 

5’  ...UACUGUUCAAUGGUUCUGAAAUA... 

  

3’           CUUGAAGUGAGGUGACUUUAG 

 

Tabela 4. Região de ligação dos miR-361-3p, 103a-2-5p e 205-3p aos seus respectivos genes 

alvos. 

 

 
                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              

              A fita 5´corresponde ao miRNA e afita 3´corresponde ao gene alvo. 
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VI. 3. Resultados do objetivo 2: Avaliar a expressão dos miRNAs  em biópsias de pele 

de pacientes com Leishmaniose Cutânea Clássica (LC)  e em amostras de pele normal. 

 

Para determinar se a patogênese da leishmaniose cutânea é acompanhada pela 

alteração da expressão de miRNAs que regulam genes nas lesões de LC, os níveis de 

expressão de miRNAs candidatos foram comparados entre biópsias de lesões de LC 

(N=25) e biópsias de pele normal distante da lesão (N=25). Dos quatorze miRNAs alvos 

avaliados, apenas quatro apresentaram expressão tecidual detectável:  miR-361-3p (TNF 

e GZMB), miR-103a-2-5p (CXCL9, FLI1, GBP5, GNLY), miR-140-3p (NKG7) e miR-

205-3p (FLI1, CXCL9, IL1-β, IL-6). Os miRNAs miR-361-3p e -140-3p foram 

significativamente mais expressos nas lesões de LC quando comparados a amostras de 

pele normal, (p=0,0001 e p< 0,0001, respectivamente), conforme demonstrado na Figura 

6.  Os miR-103a-2-5p e -205-3p embora também estivessem mais expressos em lesões do 

que em pele normal, não alcançaram significância estatística, como mostrado na Figura 

7. 
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Figura 6. Comparação da expressão relativa dos miR-361-3p (A) e miR-140-3p (B) em amostras 

de pele lesionada e amostras de pele normal de pacientes de LC. Avaliação por qPCR. Todos os 

valores foram representados em unidades de expressão relativa (2
-ΔΔCt

) da lesão em relação à pele 

normal de cada indivíduo. As barras representam a mediana dos grupos. Os dados foram analisados 

utilizando o teste não paramétrico de Mann Whitney pelo programa GraphPad Prism.  
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Figura 7. Comparação da expressão relativa dos miR-103a-2-5p (A) e miR-205-3p (B) em 

amostras de pele lesionada e amostras de pele normal de pacientes de LC.  Avaliação por qPCR 

em tempo real. Todos os valores foram  representados em unidades de expressão relativa (2
-ΔΔCt

)  da 

lesão em relação à pele normal de cada individuo. As barras representam a mediana dos grupos. Os 

dados foram analisados utilizando o teste não paramétrico de Mann-Whitney pelo programa GraphPad 

Prism.  
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VI. 4. Resultados do objetivo 3: Avaliar a expressão de miRNAs  no plasma de 

pacientes com LC e doadores sadios. 

 

O método de qPCR também foi utilizado para avaliação do perfil de expressão de 

miRNAs no plasma de pacientes infectados por L. braziliensis e em indivíduos não 

residentes na área endêmica e provenientes de banco de sangue que serviram como 

controles. Não detectamos expressão dos miRNA testados nos plasmas avaliados tanto 

em pacientes, quanto em controles sadios. 

 

 

VI. 5. Resultados do objetivo 4: Correlacionar a expressão dos miRNAs  com os 

parâmetros clínicos de pacientes com LC (tratamento, área da lesão, área da 

intradermorreação de Montenegro (IDRM) e número de lesões ulceradas). 

 

 Antes das análises de correlação propriamente ditas, iniciamos o manejo dos 

dados fazendo análises de associação. Neste ponto, observamos uma associação 

significante entre o número de cursos de antimonial pentavalente e a expressão do miR-

361-3p, com maior expressão em pacientes que tomaram dois ou mais cursos de 

tratamento em comparação àqueles que receberam apenas um curso, (p=0,0071), 

conforme demonstrado na Figura 8. No entanto, não houve associação dos miR-140-3p, -

103a-2-5p e -205-3p com falha terapêutica e demais parâmetros clínicos (área da lesão, 

área da IDRM e números de lesões ulceradas). Em relação às análises de correlação entre 

a expressão desses miRNAs com os mesmos parâmetros clínicos já descritos, nossos 

resultados mostram uma correlação positiva entre o número de cursos de Sbv e a 

expressão relativa do miR-361-3p, mostrando que a expressão deste miRNA foi maior em 

pacientes que não atigiram a cura com um curso de Sbv (r= 0,6, p= 0,003) Figura 9. 

Além disso, também encontramos uma correlação direta entre o mesmo miRNA e o 

tempo de cura das lesões (r= 0,5, p= 0,007), indicando que os indivíduos que expressam 
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mais esse miRNA demandam um tempo maior de cura das suas lesões como mostrado na 

Figura 10. Novamente, esse foi o único miRNA que mostrou correlação significante em 

relação a este parâmetro clínico.  Os demais parâmetros avaliados não foram 

correlacionados com nenhum dos miRNAs, como mostrado nas Figuras 11, 12 e 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8.  Associação entre o número de cursos de antimonial pentavalente e expressão do miR-

361-3p. Os pacientes elencados no grupo “cura” são aqueles que tomaram apenas um curso de 

tratamento e cicatrizaram suas lesões em até 90 dias. Os pacientes do grupo “falha” precisaram de dois 

ou mais cursos  de terapia com antimonial com processo de cicatrização superior a 90 dias. Avaliação 

por qPCR em tempo real. Todos os dados foram representados em unidades de expressão relativa (2
-

ΔΔCt
). Os dados foram analisados utilizando o teste não paramétrico de Mann Whitney pelo programa 

GraphPad Prism. 
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Figura 9.  Analise de correlação de Spearman entre a expressão relativa do miR -361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p  com o número de cursos de Sbv. 
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Figura 10. Analise de correlação de Spearman entre a expressão relativa do miR -361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p  com o tempo de cura após o inicio do tratamento. 
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Figura 11. Analise de correlação de Spearman entre a expressão relativa do miR -361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p  com a área da lesão. 
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Figura 12. Analise de correlação de Spearman entre a expressão relativa do miR -361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p  com a área da IDRM. 
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Figura 13. Analise de correlação de Spearman entre a expressão relativa do miR-361-3p, -140-3p, -

103a-2-5p, 205-3p   com o número de lesões ulceradas. 
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Como desdobramento das nossas análises iniciais, fizemos uma análise de 

sobrevida pelo método de Kaplan-Meier com o objetivo de diferenciar o tempo de cura 

de acordo aos valores de expressão dos miRNAs avaliados. Esta análise revelou que 

quanto maior a expressão do miR-361-3p, maior o tempo previsto para cicatrização da 

úlcera de LC (p= 0,002 e p= 0.010), conforme Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 14.  Análise de sobrevida de Kaplan-Meier diferenciando o tempo de cicatrização de acordo 

com os valores de expressão do miR-361-3p. 

 

 

Por fim, para avaliarmos se a expressão do miR-361-3p  pode ser utilizada como 

um biomarcador de falha terapeutica, fizemos uma análise de curva ROC. Desse modo, a 

curva ROC mostrou que os valores da expressão do miR-361-3p são capazes de 

discriminar corretamente os indivíduos que não responderam ao tratamento (AUC=0.95, 

p= 0,006) com uma sensibilidade de 81,2% (IC=54,3-95,9) e especificidade de 100% 

(IC=39,7-100), utilizando o cut off de 9,5 (Figura 15). Estas mesmas análises foram 
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realizadas para os outros miRNAs, porém não foram alcançados valores com 

significância estatística. A Tabela 5 mostra os valores obtidos na análise de curva ROC 

de todos os miRNAs (área sob a curva, sensibilidade, especificidade e valor de P). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Expressão relativa do miR-361-3p na lesão prediz falha terapêutica em pacientes com 

LC. Os valores de expressão do miR-361-3p discriminam significativamente os indivíduos que não 

responderam ao tratamento com um curso de Sbv e são refratários (área sob a curva ROC [0,95; p= 

0,006). 

 

 

 

Tabela 5. Valores obtidos na análise de curva ROC 

 

 

 

 

 

 

miRNA Área sob a 

curva 

Sensibilidade 

95% IC 

Especificidade 

95% IC 

Cut off Valor de p 

miR-361-3p 0,95 81,20 100 < 9,521 0,006 

miR-140-3p 0,62 55,96 100 > 5,563 0,410 

miR-103a-2-5p 0,65 50,80 100 > 49,72 0,308 

miR-205-3p 0,51 55,96 100 > 5,563 0,926 
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VII. DISCUSSÃO 

A LTA é considerada pela OMS uma das principais doenças negligenciadas e está 

entre as endemias com maior impacto em saúde pública, devido a sua ampla distribuição, 

ocorrência de formas clínicas debilitantes, além das limitações referentes ao diagnóstico, 

tratamento e controle. A patogênese e amplo espectro clínico dessa doença estão 

relacionados a diversos aspectos, incluindo a interação entre o parasita e a resposta imune 

e fatores genéticos e epigenéticos do hospedeiro. O número crescente de casos de 

leishmaniose, somando à refratariedade crescente dos tratamentos disponíveis e a 

ausência de métodos adequados de controle e profilaxia em grandes áreas de transmissão 

justificam a relevância da continuação em pesquisas que identifiquem alvos para o 

desenvolvimento de novos tratamentos e vacinas que garantam proteção a longo termo 

em populações expostas. Nesse contexto, estudos utilizando diferentes abordagens 

moleculares vêm esclarecendo vias e mecanismos que podem nortear a identificação de 

antígenos e fármacos com potencial de aplicação e que podem, no futuro, ser traduzidos 

em benefícios diretos para os pacientes, especialmente considerando áreas endêmicas 

onde a condição socioeconômica da população aumenta a dificuldade em lidar com as 

consequências da leishmaniose. 

Hoje se sabe que os miRNAs são importantes reguladores de várias funções 

celulares, com capacidade de inibir e ativar a expressão gênica de diferentes formas em 

situações fisiológicas e patológicas. Assim, alterações identificadas na expressão de 

miRNAs do hospedeiro podem elucidar mecanismos relacionados  à imunopatogênese de 

doenças infecciosas e parasitárias.  Portanto, vários trabalhos tem sido realizados para 

melhor esclarecer a função dos miRNAs e o importante papel regulatório que estas 

moléculas desempenham em diversas doenças.  
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 O papel dos miRNAs na leishmaniose tem sido pouco estudado, no entanto dados 

anteriores mostram que essa classe de reguladores pode controlar diversas vias celulares 

do hospedeiro, direcionando a infecção e regulando mecanismos que culminam no 

desenvolvimento da doença (Lemaire et al., 2013; Ghosh et al., 2013; Geraci et al., 2015; 

Chamnanchanunt et al., 2017). Em relação à LTA,  há apenas um único trabalho, 

publicado muito recentemente destacando miRNAs envolvidos na resposta ao tratamento 

da doença (Nunes et al., 2018). Na certeza de que é preciso adicionar conhecimento sobre 

o tema à literatura, o presente estudo teve a finalidade de identificar miRNAs reguladores 

de genes com expressão diferenciada no transcriptoma de indivíduos com LC, a fim de 

esclarecer o papel dessas moléculas na infecção causada por L. braziliensis e que leva ao 

desenvolvimento da lesão. Em adição, buscamos possíveis correlações com parâmetros 

clínicos relevantes dessa doença.  

Nossos resultados mostram que os miRNAs miR-361-3p, -103a-2-5p, -140-3p e -

205-3p  possuem um perfil de expressão aumentada na lesão de indivíduos infectados 

com LC em relação à pele normal, evidenciando que a infecção por L. braziliensis altera 

a expressão dos miRNAs no ambiente tecidual. Com relação aos genes-alvo dos miRNAs 

miR-361-3p e miR-140-3p, os genes TNF, GZMB e NKG7 tiveram expressão aumentada 

nas lesões de indivíduos infectados por L. braziliensis (Novais et al., 2014). De um modo 

geral é postulado que há uma relação inversa na expressão do miRNA em relação aos 

seus genes alvo, ou seja, à medida que a expressão do miRNA aumenta no 

microambiente, a expressão do gene tende a cair. Porém, ao contrário do esperado, 

observamos que o miR-361-3p e o miR-140-3p se  mostraram significativamente mais 

expressos nas lesões de indivíduos infectados. Essa expressão elevada pode estar 

ocorrendo numa tentativa desses miRNAs de conterem a expressão também exacerbada 

dos seus genes-alvo no sítio da lesão. Alternativamente, uma outra abordagem que 

poderia explicar este resultado seria que esses miRNAs induzam a expressão desses 
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genes na região promotora. Desse modo, nossos resultados estariam de acordo com 

Zhang et al., 2014, que,  analisando a expressão do let-7i em células mononucleares do 

sangue periférico de indivíduos com HIV-1, constatou que este miRNA se associa com a 

RNA polimerase II (POL II) no núcleo celular, onde se liga especificamente ao elemento 

promotor TATA box de seu genes-alvo, elevando assim os níveis do mRNA e a produção 

de proteínas. Do mesmo modo, outros miRNAs celulares como o miR-138 e miR-92a, 

também aumentaram as atividades do promotor através da ligação aos motivos TATA-

box. Adicionalmente, mais estudos demonstraram que diversos miRNAs podem induzir a 

expressão de genes se ligando a sequências complementares ao promotor (Place et al., 

2008; Li L-C et al., 2006). Estes achados indicam um mecanismo regulador adicional da 

expressão gênica por miRNAs. Dessa forma, hipotetizamos que o aumento do miR-361-

3p e miR-140-3p pode induzir a expressão de seus genes-alvos em lesões de pacientes 

infectados por L. braziliensis, colaborando para o aumento do dano tecidual observado. 

Porém, apenas estudos funcionais poderiam esclarecer o real mecanismo de ação que 

ocorreria na infecção in vivo.  

A busca por correlações com parâmetros clínicos foi uma estratégia empregada 

neste trabalho com o intuito de explorar dados potencialmente relevantes no contexto da 

patogênese da LC. Desta forma, resposta ao tratamento, tempo de cura, área da lesão, 

área da IDRM e números de lesões ulceradas foram os parâmetros selecionados para 

correlação com a expressão de miRNAs detectados. Nossos resultados mostram de forma 

pioneira uma correlação direta entre um miRNA e ambos, resposta ao tratamento e tempo 

de cura na LC. E demonstram de maneira consistente que um miRNA regulador de genes 

importantes na imunopatogênese da LC como TNF e GZMB pode influenciar a resposta 

inflamatória ao ponto de refletir-se em desfechos clínicos relevantes como a resposta 

terapêutica e o tempo de cura da doença. Esses resultados tem um impacto muito grande, 

pois indicam que o miR-361-3p poderia ter valor prognóstico na evolução da LC e torna 
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esse marcador importante de se investigar do ponto de vista funcional. Da mesma forma, 

o miR-140-3p, apesar de não correlacionado a parâmetros clínicos pode ter um papel 

importante na imunopatogênese pois está com sua expressão aumentada seja na tentativa 

de regular o NKG7 ou, opostamente, contribuindo para o seu aumento, com 

consequências diretas na formação da úlcera leishmaniótica. 

Diversos estudos demonstraram o envolvimento dos miRNAs no desenvolvimento 

da resposta imunológica. Desta forma, miRNAs circulantes detectados no plasma são de 

interesse clínico, devido a sua possível aplicação como biomarcadores detectáveis de 

forma minimamente invasiva. A quantificação de miRNAs circulantes é um desafio pelos 

níveis proteicos elevados e pela baixa concentração de RNA no plasma e soro. Neste 

estudo, não detectamos expressão dos miRNAs selecionados no plasma de pacientes com 

LC e controles sadios. Isso pode ser explicado por dois motivos: (1) limitação na 

capacidade de detecção do kit; (2) a expressão dos miRNAs avaliados pode ter uma ação 

mais local do que sistêmica, tornando difícil a sua detecção no plasma.  

 Em relação aos genes regulados pelos miRNAs escolhidos para este estudo, 

mecanismos citotóxicos mediado pelo recrutamento de células T NK e CD8+ em resposta 

à infecção por L. braziliensis, induzem citocinas pró-inflamatórias como TNF e 

consequentemente desempenham diversas funções dentro do organismo. Geralmente está 

ligado à resposta pró-inflamatória, sendo produzido por macrófagos, células dendriticas, 

neutrófilos, linfócitos T e induz tanto a expressão de moléculas de adesão em células 

endoteliais quanto à produção de quimiocinas por diversas células (Ribeiro-de-Jesus et 

al., 1998; Bacellar et al., 2002; Carvalho et al., 2012). A enzima GZMB, também é uma 

importante molécula efetora de citotoxidade, pois liga-se à superfície da célula-alvo e 

entra no citoplasma, ativando a cascata das caspases e  induzindo a apoptose (Novais et 

al., 2013, 2014). Do mesmo modo, dados anteriores reportaram uma correlação positiva 

entre a quantidade de GZMB de células T CD8 + e o tamanho da lesão (Santos et al. 
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2013). A granzima B pode indiretamente promover a inflamação através da ativação de 

citocinas como IL-18, IL-1β e IL-1α (Omoto et al. 2010, Afonina et al. 2011, Hiebert & 

Granville 2012). Um provável mecanismo de como as células citotóxicas medeiam a 

inflamação e a lesão tecidual na LC é que, após a desgranulação das células citotóxicas, a 

granzima B e a perforina são liberadas no espaço extracelular, induzindo a apoptose de 

macrófagos infectados e células residentes. Além disso, a granzima B pode contribuir 

indiretamente para a inflamação pela ativação de citocinas pró-inflamatórias, como o 

TNF, bem como a degradação dos substratos da matriz extracelular  (MEC), contribuindo 

para o dano tecidual (Campos et al., 2017) Já a quimiocina CXCL9 participa no 

recrutamento de células inflamatórias, sendo que a expressão excessiva dessa quimiocina 

traz mais células T CD8+ para a pele, exacerbando assim a imunopatogênese. (Novais et 

al., 2014). O gene FLI1, desempenha um papel importante no processo de cura de lesão e 

polimorfismos em FLI1 foram previamente associados à susceptibilidade a LTA em 

Corte de Pedra (Nakerakanti et al., 2006; Castellucci et al., 2011). O gene NKG7, o qual 

é regulado pelo miR-140-3p, ativa células NK que produzem IFNγ ativando macrófagos 

para destruir microrganismos fagocitados. O gene IL1-β está relacionado ao 

inflammasoma, e promove aumento da inflamação, estimulando a produção de 

quimiocinas, como a IL-8, e também as metaloproteinases de matriz, que degradam a 

matriz extracelular levando ao dano tecidual (Pirmez et al., 1993; Novais et al., 2017). 

Nosso estudo mostrou que a regulação por miRNAs é importante na patogênese 

da LC, contribuindo não só para o dano tecidual mas  também para a falha terapêutica e 

aumento do tempo de cura  em indivíduos refratários ao antimonial pentavalente. Em 

última instância, nossos resultados abrem perspectivas para novos estudos exploratórios 

envolvendo os miRNAs, assim como a realização de estudos funcionais que podem 

agregar novas informações úteis para o desenvolvimento de novas terapias e alvos 

vacinais em LTA. 
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VIII. CONCLUSÕES 

1) Os miR-361-3p e miR-140-3p possuem um perfil de expressão elevado nas lesões 

de LC em relação à pele normal de pacientes infectados por L. braziliensis, 

mostrando que a regulação destes miRNAs é importante na patogênese da LC. 

 

2) O miR-361-3p foi correlacionado com falha terapêutica e com maior tempo de 

cura da doença, evidenciando o seu potencial como biomarcador de prognóstico 

na LC causada por L. braziliensis. 
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IX. SUMMARY  

 

American Cutaneous Leishmaniasis (ATL) is a parasitic infectious disease caused by 

protozoa of the genus Leishmania and it is between the endemies with the greatest impact 

on public health due to its globalized distribution and limitations regarding diagnosis, 

treatment and control in endemic areas. In recent years, studies of the ability of 

Leishmania spp. of altering the transcriptome of infected cells and tissues, has certainly 

added knowledge to the mechanisms of disease immunopathogenesis. Objectives: To 

evaluate in skin and plasma the expression of miRNAs that regulates genes highly 

expressed in lesions of cutaneous leishmaniasis (CL) caused by Leishmania braziliensis; 

To correlate the miRNAs expression with relevant clinical parameters of participants 

(IDRM area, size of lesions, healing time and therapeutic response). Methods: Two skin 

biopsies from twenty five patients with CL infected by L. braziliensis (injured skin and 

healthy skin) and twelve plasma samples from individuals with CL and healthy controls 

were obtained. For the RNA extraction of skin and plasma we used the methods of 

TRIzol and the commercial kit MagMAX ™ mirVana ™ (Thermo Fisher), respectively. 

To obtain complementary DNA (cDNA) we used the commercially available TaqMan® 

Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher), following the manufacturer's 

guidelines. Expression levels of candidate miRNAs in cutaneous and plasma biopsies 

were detected by qPCR using pre-designed TaqMan® assays (Thermo Fisher). Data were 

analyzed using the non-parametric Mann-Whitney test for comparison of CL skin with 

normal skin data; Spearman correlation, Kaplan-Meier survival analysis, and ROC curve 

using GraphPad Prism 5 software were used for evaluations of the expression profile of 

the miRNAs and the clinical parameters evaluated. Results: Of the fourteen miRNAs 

tested, four showed expression in the tissues: miR-361-3p, -103a-2-5p, -140-3p and -205-

3p. The miRNAs miR-361-3p and -140-3p were significantly more expressed in the CL 

lesions when compared to normal skin samples (p= 0.0001 and p< 0.0001, respectively). 

In addition, we observed an association between the miR-361-3p expression and 

therapeutic failure (p = 0.0071) and a direct correlation between the miR-361-3p 

expression and greater healing time (r= 0.5 and p= 0.007). Additionally, complementary 

analysis have shown that miR-361-3p is able to identify patients with good sensitivity 

(81.2%) and specificity (100%) who tend to fail initial treatment with antimonial (area 

under the ROC curve 0.95; p= 0.006). Finally, the survival curve taking the cure time as 

the endpoint showed that the greater the miR-361-3p expression, the longer the healing 

time of the CL ulcers. We did not observe expression of selected miRNAs in plasma. 

Conclusion: miR-361-3p and miR-140-3p have a differentiated expression profile in the 

lesions of CL in relation to the normal skin of patients infected by L. braziliensis, 

showing that miRNAs regulation is important in the pathogenesis of CL; The miR-361-

3p was correlated with therapeutic failure and with healing time, evidencing its potential 

as a prognostic biomarker in CL caused by L. braziliensis. 
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XI. ANEXOS 

XI.1. PRODUÇÃO CIENTÍFICA 

 

 

1. The miRNA 361-3p, a regulator of GZMB and TNF is associated with 

therapeutic failure and longer time healing of cutaneous leishmaniasis 

caused by L. (Viannia) braziliensis. 
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