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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: A leishmaniose cutânea localizada (LCL) é uma doença crônica 

caracterizada por lesão (s) de pele ulcerada e inflamação descontrolada. Os mecanismos 

subjacentes à sua patogênese não são completamente compreendidos e pouco se sabe sobre a 

regulação pós-transcricional durante LCL. MicroRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs não-

codificantes, responsáveis por regular a expressão gênica, o que pode ser implicar na 

patogênese da LCL. OBJETIVO: O presente estudo teve como objetivo investigar o 

envolvimento de miRNAs e seus genes alvo na LCL humana utilizando conjuntos de dados de 

transcriptomas disponíveis publicamente, seguido de validação ex vivo. MATERIAL E 

MÉTODOS: Foram analisados dados públicos de transcriptomas [códigos de acesso GEO do 

GSE55664 (plataforma Illumina) e GSE63931 (plataforma Agilent)], para análise de 

expressão de miRNAs na LCL. Após encontrar o perfil de miRNAs, eles foram validados em 

novas biópsias de lesões ativas de pacientes com LCL em comparação a amostras de pele 

saudável (controle). Dados clínicos dos pacientes do transcriptoma (GSE55664) foram 

utilizados para correlacionar com os achados de expressão de miRNAs e seus genes alvo. 

RESULTADOS: Foram avaliados o envolvimento de 792 sondas de miRNAs e seus alvos 

em biópsias de pele de pacientes com LCL em comparação a controles saudáveis, utilizando 

dados dos transcriptomas. Além disso, as sondas de miRNAs observadas na LCL foram 

analisadas em outras doenças inflamatórias de pele pela mesma plataforma (GSE55664), a 

fim avaliar a especificidade da expressão desses miRNAs para cada doença avaliada. A 

análise conjunta identificou 8 miRNAs high confidence alterados (-1.5 <Fold Change> 1,5 p-

valor <0,05) entre lesões de LCL e controle. Esse estudo revela que a expressão de miR-193b, 

miR-671 e seus genes alvo estão associados ao tamanho da lesão, indicando um papel 

importante dessas moléculas na gravidade da doença. A análise de redes mostrou que, miR-

193b, miR-671 e TREM1 apenas se correlacionam em pacientes que apresentam um tempo de 

cura de até 59 dias. CONCLUSÃO: Dado que esses miRNAs e seus genes alvo estão 

associados ao controle da inflamação e do tempo de cura, nossos achados revelam que podem 

influenciar a patogênese e o prognóstico da LCL. 

 

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, microRNA, Pele, Transcriptomas. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: Localized Cutaneous Leishmaniasis (LCL) is a chronic disease 

characterized by ulcerated skin lesion(s) and uncontrolled inflammation. The mechanisms 

underlying its pathogenesis are not completely understood and little is known about 

posttranscriptional regulation during LCL. MicroRNAs (miRNAs) are non-coding small 

RNAs that regulates gene expression, which can be implicated in the pathogenesis of LCL. 

AIM: To investigate the involvement of miRNAs and their targets in human LCL using 

publicly available transcriptomes data, followed by ex vivo validation. MATERIAL AND 

METHODS: Public data from transcripts [GEO access codes GSE55664 (Illumina platform) 

and GSE63931 (Agilent platform)] were analyzed for expression of miRNAs in LCL. After 

finding the miRNAs profile, they were validated in new biopsies of active lesions from LCL 

patients compared to healthy skin control. Clinical data from transcriptome patients 

(GSE55664) were used to correlate with the expression findings of miRNAs and their target 

genes. RESULTS: Initial analysis highlighted that miRNAs expression is altered during LCL, 

clustering patients separately from controls. Moreover, we analyzed the miRNAs probes seen 

in LCL in others inflammatory skin disease from Illumina platform (GSE55664) in order to 

reinforce that specificity of microRNA expression for each condition or disease evaluated. 

Therefore, the expression profile of these miRNAs seems specific from LCL. Joint analysis 

identified 8 high confidence microRNAs altered (-1.5≤fold change≥1.5; p<0.05) between 

cutaneous ulcers and uninfected skin. We found that the expression of miR-193b, miR-671 

and their target genes greatly associates with lesion size, indicating an important role of these 

molecules in disease severity. Network analysis revealed that, miR-193b, miR-671 and 

TREM1 correlate only in patients that shows faster wound healing (less than 59 days) than 

patients with longer time of cure (more than 60 days). CONCLUSION: Given that these 

miRNAs and target genes are associated with the control of inflammation and time of healing, 

our findings reveal that they might influence the pathogenesis and prognosis of LCL. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 LEISHMANIOSES 

As leishmanioses são um complexo de doenças crônicas negligenciadas causadas por 

parasitos intracelulares do gênero Leishmania através da picada de vetores flebotomíneos 

infectados (KAYE e SCOTT, 2011). A leishmaniose é considerada um problema de saúde 

pública, endêmica em 98 países, nos quais 350 milhões de pessoas estão em áreas de risco à 

infecção e cerca de 12 milhões estão infectadas. A cada ano, são registrados aproximadamente 

2 milhões de novos casos, dos quais 500.000 são referentes à leishmaniose visceral (LV) e 1.5 

milhão à leishmaniose cutânea (LC), com 50 mil mortes (DESJEUX et al., 2004; WHO, 2010; 

ALVAR et al., 2012).  

A Leishmania é um parasito protozoário intracelular da família Trypanosomatidae, capaz 

de infectar humanos e outros mamíferos, levando a um espectro de doenças que variam desde 

lesões cutâneas até a forma visceral, que é fatal, se não tratada (VANNIER-SANTOS et al., 

2002; DAWIT e SIMENEW, 2013). Esses parasitos são digenéticos, completando seu ciclo 

de forma alternada entre o hospedeiro vertebrado e o vetor hematófago (gênero Lutzomyia no 

Novo Mundo) (AKHOUNDI et al., 2016; KAUFER et al., 2017). Na interação com o 

hospedeiro, a Leishmania é inoculada na derme do vertebrado na forma promastigota 

metacíclica, que é flagelada, livre e infectante (GRIMALDI et al., 1987).  

 A interação entre Leishmania e receptores de superfície celulares como neutrófilos e 

macrófagos, ativam sua capacidade fagocítica, permitindo o acesso do parasito ao seu interior. 

No vacúolo parasitóforo, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, que é a 

forma intracelular obrigatória sem flagelo. As amastigotas multiplicam dentro de vacúolos 

celulares, principalmente em macrófagos, e posteriormente, rompem as células, infectando 

outras células (HERWALDT et al., 1999; CHAKRABORTY et al., 2001; KAYE e SCOTT, 

2011).  

Aproximadamente 53 espécies de Leishmania já foram descritas (AKHOUNDI et al., 

2016) e, destas, 20 espécies são patogênicas para os humanos (AKHOUNDI et al., 2016; 

KAUFER et al., 2017). Cada espécie está associada a diferentes formas clínicas e o perfil das 

doenças está associado à capacidade da resposta imune do hospedeiro (PEACOCK et al., 

2007; AMATO et al., 2008; ALVES-FERREIRA et al., 2015). Algumas espécies de 

Leishmania causam lesões cutâneas crônicas que se restringem a sintomas na pele e mucosa. 
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Esse conjunto de desordens denomina-se leishmaniose cutânea, que é forma mais frequente da 

doença. Outras espécies podem ocasionar disseminação do parasito para órgãos internos, 

como fígado e baço, levando à leishmaniose visceral, forma mais grave da doença (KAYE e 

SCOTT, 2011).   

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), compreende as formas cutâneas da 

doença com potencial de evolução para as formas mucosa, disseminada e difusa (JONES et 

al., 1987). As lesões crônicas são capazes de promover deformidades de grandes proporções 

aos indivíduos infectados, levando a um impacto social e econômico importante, porque 

afasta  o indivíduo acometido das suas atividades laborativas (COSTA et al., 2005; BRASIL, 

2017). A LTA é considerada endêmica em diversas áreas da América latina (JONES et al., 

1987), onde cerca de 12 espécies ocorrem nesse território, entre elas, Leishmania (Viannia) 

braziliensis, Leishmania (V.) guyanensis,  Leishmania (Leishmania) amazonenses e 

Leishmania (Leishmania) mexicana (BRASIL, 2017).  

No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuição, com casos em todos os estados, onde a 

Bahia está entre os líderes juntamente com o Maranhão e o Ceará (BARRETTO et al., 1984; 

COSTA et al., 1998). Algumas espécies são responsáveis por esse quadro epidemiológico de 

leishmaniose cutânea no país, entre elas, L. (V.) braziliensis, principal espécie encontrada 

(Figura 1) (BRASIL, 2010).  

 

 

Figura 1. Distribuição de espécies de Leishmania - Leishmaniose Tegumentar Americana, Brasil – 2010 – 

Ministério da Saúde – Manual de vigilância da Leishmaniose Tegumentar Americana – (Adaptado). 
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Diferentes manifestações clínicas compreendem a LTA, entre elas, a forma cutânea 

localizada (LCL), caracterizada por lesões ulceradas únicas ou múltiplas (SCOTT & 

NOVAIS, 2016). Destes, cerca de 3% dos casos podem evoluir para lesões cutâneas na 

mucosa nasal e nasofaringe caracterizando a leishmaniose mucocutânea (LCM) (AMATO et 

al., 2008). Por fim, múltiplas lesões nodulares, de aparência acneiforme, ulceradas e quase 

sempre, com comprometimento da mucosa, caracterizam a leishmaniose cutânea disseminada 

(LCD) (SCHRANER et al., 2005). A presença de diversas lesões nodulares não ulceradas 

sobre toda pele caracterizam a forma cutânea difusa (LD) (FERNÁNDEZ-FIGUEROA et al., 

2016). 

1.2   IMUNOPATOGÊNESE DA LCL  

As leishmanioses apresentam manifestações clínicas com perfis imunológicos 

diferentes. Essas variações podem ocorrer devido à patogenicidade de cada espécie de 

Leishmania e à resposta imune individual do paciente infectado (WHO, 2010). No hospedeiro 

vertebrado, o controle da infecção acontece por intermédio da resposta imune inata e 

adaptativa (BRASIL, 2017).   

A LCL é a forma mais frequente das leishmanioses cutâneas. É caracterizada por 

lesões ulceradas na pele que podem apresentar um tempo de cura prolongado, semanas a 

meses (SCOTT e NOVAIS, 2016). A LCL humana causada por L. braziliensis está associada 

a uma inflamação crônica que é crítica para a sobrevivência do parasita, mas também para a 

lesão tecidual e a patogênese da doença.  

A gravidade da LCL está mais associada a uma resposta inflamatória exacerbada do 

que uma consequência da alta carga parasitária, teoria sustentada por múltiplas linhas de 

evidência (KAYE e SCOTT, 2011; CARDOSO et al., 2015; HU et al., 2016; SCOTT e 

NOVAIS, 2016). A resolução da inflamação é um processo bem regulado e ativo que requer 

uma mudança na expressão gênica, levando a uma regulação negativa de mediadores 

inflamatórios (ALVES-FERREIRA et al., 2015; CARNEIRO et al., 2016). 

No sítio de infecção, após a picada do flebótomo, os neutrófilos são as primeiras 

células a chegar (POMPEU et al., 1991). Os neutrófilos liberam quimiocinas, como exemplo, 

CXCL8, a fim de recrutar mais neutrófilos (CONCEIÇÃO et al., 2016). Em seguida, outras 

células do sistema imune inato, incluindo monócitos, células dendríticas e células natural 

killer, chegam ao local da infecção. Essas células demonstram exercer um papel importante 
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no curso da doença (WHO, 2010). Após a fagocitose da leishmania pelos neutrófilos, essas 

células entram em apoptose e sinalizam sua morte de forma silenciosa para que os 

macrófagos, principais células no cenário da leishmaniose (SCOTT e NOVAIS, 2016), 

reconheçam os corpos apoptóticos e os fagocite (Figura 2). Nesse contexto, citocinas e 

quimiocinas implicadas na resposta inflamatória são liberadas, com subsequente indução da 

produção de mediadores inflamatórios (TEIXEIRA et al., 2006).  

 

Figura 2. O envolvimento de células inatas na amplificação da inflamação na Leishmaniose cutânea. Na pele, 

após a entrada da Leishmania, os neutrófilos são as primeiras células recrutadas ao sítio de infecção para 

fagocitar o parasito. Os neutrófilos vivos ou apoptóticos podem ativar macrófagos infectados e induzir o 

controle de parasitas em uma forma dependente de espécies reativas de oxigênio (ROS). Os neutrófilos 

recrutam células dendríticas (DCs) para  local da infecção através da produção de quimiocinas (CCL3). Os 

monócitos também são recrutados de forma dependente de quimiocinas (CCR2). Os monócitos também se 

diferenciam em DCs, migram para os gânglios linfáticos e promovem a diferenciação de TH1 células 

produzindo interleucina-12 (IL-12). As células T então migram para a pele e eliminam os parasitas induzindo 

a produção de óxido nítrico (NO) e ROS (Scott & Novais, 2016 – adaptado). 
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1.3  microRNAs 

1.3.1 A descoberta dos microRNAs 

 

 Em 1993, Lee e colaboradores descobriram o primeiro miRNA,  lin-4, descrito em 

experimentos que demonstravam a inibição da tradução protéica por este pequeno transcrito 

durante  o desenvolvimento larval da Caenorhabditis elegans (LEE et al., 1993). Estudos 

anteriores mostravam que alguns genes heterocrônicos estavam relacionados com o ciclo da 

larva e que mutações nesses genes poderiam levar a um desenvolvimento precoce ou tardio 

(AMBROS e HORVITZ, 1984). Especificamente o gene lin-4 já tinha sido descrito como um 

gene relacionado ao desenvolvimento da C. elegans. Em seguida, foi confirmando  que esse 

gene não codificava proteína, mas dava origem a pequenos transcritos que inibiam a proteína 

LIN-14, levando ao desenvolvimento normal da C. elegans. O estudo observou também que 

não havia alteração nos níveis do RNAm da lin-14, sugerindo uma regulação pós-

transcricional. Além disso, a deficiência deste pequeno transcrito compromete a formação da 

larva de C. elegans, levando à conclusão de que essa inibição era fundamental para o 

desenvolvimento do ciclo larval (LEE et al., 1993; WIGHTMAN et al., 1993; MOSS et al., 

1997).  

 Em seguida, outros estudos levantaram a hipótese de que este fenômeno também 

poderia estar presente em genes altamente conservados entre diferentes espécies (REINHART 

et al., 2000), incluindo mamíferos. A partir desses achados, surge um novo campo de estudo 

para avaliar o papel desses pequenos RNAs considerados importantes reguladores pós-

transcricionais. 

1.3.2 Biogênese dos microRNAs  

 Os miRNAs são pequenos RNAs endógenos de fita simples, com cerca de 19-25 

nucleotídeos, que modulam a expressão por meio da repressão da tradução ou degradação de 

RNAm alvo (BARTEL et al., 2004; HE et al., 2004; HÁ e KIM, 2014). Eles correspondem a 

aproximadamente 1-2% do genoma conhecido de eucariotos e são atualmente, considerados 

reguladores chave da expressão gênica e protéica de, pelo menos, 60% dos genes humanos 

(FRIEDMAN et al., 2009; MASOTTI et al., 2009; O’CONNELL et al., 2012).  

 A biogênese dos miRNAs é iniciada pela RNA polimerase II que, a partir de um gene, 

gera um transcrito de fita dupla com uma estrutura em hairpin denominada de miRNA 
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primário (pri-miRNA) (DU e ZAMORE, 2005). Este pri-miRNA possui caudas que são 

clivadas no núcleo pelo complexo da endonuclease DROSHA RNAse III, levando a formação 

do miRNA precursor (pré-miRNA) (LEE et al., 2003; DENLI et al., 2004; GREGORY et al., 

2004).  

 O miRNA precursor é, então, reconhecido pela Exportina-5, que transporta o pré-

miRNA para o citoplasma (KIM et al., 2009). Em seguida, o pré-miRNA é clivado por uma 

segunda endonuclease RNAse III, a DICER, formando um duplex de miRNA maduro 

(CHENDRIMADA et al., 2005; JIANG et al., 2006; YONG; DUTTA et al., 2007). 

Posteriormente, a fita dupla do miRNA maduro é separada. Este processo ainda é controverso 

na literatura, pois alguns autores sugerem a degradação de uma das fitas (DU e ZAMORE, 

2005), mas o consenso é que uma fita simples compõe o miRNA maduro e exerce papel 

funcional inibidor (LEE et al., 2004; HÁ e KIM, 2014).  

 O miRNA maduro é incorporado ao RISC (miRISC), um complexo de silenciamento 

induzido por RNA que então direciona-o para o RNAm alvo por meio de interações por 

pareamento de bases (DU e ZAMORE, 2005). O miRNA se liga de forma específica na região 

não transcrita do RNAm alvo por uma região denominada Seed Region (entre os nucleotídeos 

2 a 8 do miRNA), que é determinante para a especificidade da ligação do miRNA com seu 

RNAm alvo  (FRIEDMAN et al., 2009). A eficiência desse pareamento determina a inibição 

do RNAm, quanto mais eficiente a complementariedade, maior inibição da tradução ou a 

degradação do RNAm (Figura 3) (HAKE et al., 2003; MARTINEZ; TUSCHL et al., 2004; 

BARTEL et al., 2009; HÁ e KIM, 2014). 

A expressão alterada de miRNAs tem sido associada a muitas doenças humanas, 

especialmente o câncer. Já foi demonstrado que a indução de miRNAs específicos pode 

promover a tumorigênese em diferentes tipos de células e tecidos afetando o crescimento 

celular, migração e invasão (MENG et al., 2007; ASANGANI et al., 2008; GABRIELY et al., 

2008). Em relação às doenças inflamatórias da pele, o perfil de expressão de miRNAs parece 

ser específico para cada doença (SONKOLY et al., 2007; ZIBERT et al., 2010). 

Dessa forma, a avaliação dos perfis de expressão dos miRNAs nos seres humanos, 

quando implicados em um contexto de doenças transmitidas por patógenos, podem gerar 

novas estratégias de diagnóstico e tratamento. Assim, os miRNAs tornam-se candidatos 

promissores como biomarcadores e alvos terapêuticos (WANG et al., 2012; BENZ et al., 

2016). 
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Figura 3. Biogênese dos microRNAs. Etapas no processo de biogênese dos miRNAs. Transcrição do miRNA 

primário (pri-miRNA) pela RNA Polimerase II, seguido de clivagem do transcrito pela endonuclease DROSHA 

em um miRNA precursor (pré-miRNA). O pré-miRNA é transportado para o citoplasma pela exportina 5. No 

citoplasma o pré-miRNA é clivado por outra endonuclease, a DICER em um miRNA duplex. As fitas são 

separadas e a fita simples é considerada o miRNA maduro, que junto com o complexo de silenciamento induzido 

por RNA (RISC), se liga ao RNAm alvo levando a repressão da tradução ou degradação do RNAm (Adaptado de 

Peng, 2016). 

 

1.4 REGULAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE POR microRNAs 

Nos últimos anos, diversos estudos tem avaliado a ação dos miRNAs no intuito de 

esclarecer seu envolvimento nos principais processos celulares. Esses pequenos RNAs são 

considerados moléculas chave na regulação da resposta imune e exercem um papel crucial no 

controle de processos biológicos importantes, como a hematopoese, o controle de migração, a 

proliferação celular, a reprogramação celular, as vias de sinalização, a homeostase e morte 

celular (BALTIMORE et al., 2008; XIAO e RAJEWSKY, 2008; RAISCH et al., 2013; LI et 

al., 2017). Além disso, a desregulação na expressão dos miRNAs pode levar a consequências 
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patológicas importantes (MEHTA e BALTIMORE, 2016), como por exemplo, o 

desenvolvimento de doenças autoimunes (DENG et al., 2015) e câncer  (HATA e 

LIEBERMAN, 2015). A figura 4 exemplifica a participação dos miRNAs no 

desenvolvimento e atuação dos componentes das respostas imunes inatas e adaptativas. 

 

Figura 4. Papel dos microRNAs durante a diferenciação e maturação das células do sistema imune inato e 

adaptativo. Os miRNAs regulam várias etapas no desenvolvimento de células do sistema imune, incluindo 

linfócitos (células B e T) e células mielóides (monócitos e neutrófilos). CLP, progenitor linfocitário comum; 

CMP, progenitor mielóide comum; GMP, progenitor monocítico de granulócitos, HSC, células estaminais 

hematopoiéticas; MDP, progenitor dendrítico mielóide (Lindsay, 2008 adaptado). 

 

Dentre os miRNAs caracterizados na resposta imune, o miR-155 é o mais estudado 

(CONNELL et al., 2007; BALTIMORE et al., 2008; LINDSAY, 2009; SONKOLY; 

PIVARCSI, 2009; O’CONNELL et al., 2010). Esse miRNA está implicado na diferenciação e 

ativação de células no sistema imune inato e adaptativo (Figura 4) (LINDSAY et al., 2009; 

MASHIMA et al., 2015); está relacionado com processos inflamatórios, tais como a regulação 
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positiva de citocinas inflamatórias (O’CONNELL et al., 2012; RAISCH et al., 2013) e tem 

sua expressão aumentada quando a cascata de sinalização do TLR4 é ativada (O’NEILL et al., 

2011). Além disso, é considerado um regulador da maturação e ativação de células T e B 

(GRACIAS et al., 2013; HU et al., 2014; MASHIMA, 2015; SONG e LEE, 2015); além de 

indicar prognósticos distintos em diferentes tipos de câncer (NI et al., 2014; FANG et al., 

2016). 

Além de controlar o desenvolvimento, a maturação e as funções das células do sistema 

imune (XIAO e RAJEWSKY, 2008), diversos estudos mostram a participação dos miRNAs 

na regulação da resposta imune a diferentes tipos de microrganismos patogênicos, como vírus 

(SKALSKY e CULLEN, 2010; TAMBYAH et al., 2013), bactérias (EULALIO et al., 2012) 

fungos (KATIYAR-AGARWAL; JIN, 2010) e parasitas (ZEINER et al., 2010; CAI et al., 

2014). Além disso, a alteração de miRNAs também tem sido associada a estímulos por 

citocinas pró-inflamatórias e influências dos receptores Toll like (TAGANOV et al., 2006; 

PENG e CROCE, 2016). 

1.5   REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR microRNAs NA 

LEISHMANIOSE 

 A interação entre Leishmania e células imunes do hospedeiro desencadeia alterações 

complexas na expressão gênica (GREGORY et al., 2008; MARETTI-MIRA et al., 2012; 

NOVAIS et al., 2015), envolvendo estratégias do parasito para evadir-se dos mecanismos 

leishmanicidas da resposta imune. Neste sentido, já foram demonstradas alterações na 

capacidade de apresentação antigênica (REINER et al., 1987) e no padrão de expressão de 

moléculas co-estimulatórias por células infectadas (KAYE e SCOTT, 2011). A ativação de 

vias de sinalização intracelular e de fatores de transcrição também são alvos dos mecanismos 

de escape da Leishmania (OLIVIER et al., 2005; SHIO et al., 2012). Esta reprogramação dos 

transcritos celular do hospedeiro permite a expressão de genes relacionados à resposta imune 

e sua modulação por microorganimos. Neste processo, os miRNAs têm um papel 

fundamental. 

 Durante processos infecciosos, alterações no perfil de expressão dos miRNAs do 

hospedeiro podem indicar tanto a indução de mecanismos de defesa quanto uma estratégia de 

subversão da resposta imune desenvolvida pelo patógeno. Diferentes classes de patógenos, 

dentre eles vírus (SCARIA et al., 2006; SKALSKY e CULLEN, 2010), bactérias 
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(KATIYAR-AGARWAL e JIN, 2010; EULALIO et al., 2012) e parasitas da família 

Apicomplexo (a qual pertence à Leishmania) (ZEINER et al., 2010; HAKIMI e CANNELLA, 

2011), podem manipular a rede de miRNAs em células infectadas do hospedeiro (MAUDET 

et al., 2014). 

 Dessa forma, já foi demonstrado que L. donovani, agente etiológico da LV, reduz a 

expressão do miR-122 no fígado de animais infectados (GHOSH et al., 2007). Este miRNA 

modula uma grande variedade de funções hepáticas, como metabolismo lipídico (GIRARD et 

al.,, 2008; CHANG et al., 2014). O mecanismo pelo qual a L. donovani reduz miR-122 é 

mediado pela metaloprotease de Leishmania, a gp63, que degrada a endonuclease Dicer, 

limitando o processamento desse miRNA e aumentando a sobrevivência do parasito (GHOSH 

et al., 2007). Isso favorece a infecção porque reduz os níveis de colesterol nas membranas 

celulares, aumentando a fluidez da membrana, o que compromete a capacidade de 

apresentação antigênica das células infectadas (CHAKRABORTY et al., 2001). Por outro 

lado, a infecção experimental por L. major reduz a expressão do miR-10a. Esse miRNA, tem 

como alvo o fator de transcrição regulado por IFN-γ,o CREB. Neste contexto, o miR10a foi 

identificado como regulador-chave da indução de células T reguladoras em um ambiente 

inflamatório com predomínio de citocinas do perfil Th1 (a exemplo de IFN-γ e IL-12), como 

observado na infecção experimental por L. major (KELADA et al., 2013). 

 É importante ressaltar a grande lacuna que existe no conhecimento sobre o papel dos 

miRNAs no contexto das leishmanioses. Os estudos já publicados para identificar alterações 

na expressão de miRNAs após a infecção por Leishmania são poucos e abordam infecções 

experimentais, que podem não refletir o que realmente acontece nos pacientes acometidos por 

esta enfermidade. Neste sentido, são poucos os estudos que abordam as alterações no perfil de 

expressão de miRNAs em células fagocíticas humanas após infecção in vitro por L. major 

(LEMAIRE et al., 2013; GERACI et al., 2015) ou L. donovani (GERACI et al., 2015). Os 

achados indicam que a infecção de macrófagos humanos por L. major altera a expressão de 

miRNAs que regulam quimiocinas, inibindo a resposta inflamatória, favorecendo o 

estabelecimento do parasito. Por outro lado, a infecção in vitro de células dendríticas humanas 

por L. major induz uma redução global nos níveis de expressão de miRNAs, enquanto L. 

donovani aumenta a expressão de miRNAs nestas células (GERACI et al., 2015). Destacam-

se os miRNAs da família LET-7, que tem como alvos transcritos que participam na indução 

da inflamação (STAEDEL e DARFEUILLE, 2013).  

Este é o primeiro estudo dedicado a avaliar o perfil de expressão de miRNAs em 

biópsias de lesões de pacientes infectados com L. braziliensis, bem como sua influência para 
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o desfecho desta doença. Uma abordagem integrativa foi aplicada em duas fases a partir de 

dados públicos. No primeiro momento, foram identificados os miRNAs e seus genes alvo, 

cujos níveis de expressão estavam modulados na LCL humana, além da validação ex vivo 

destes achados e correlacionar os achados com a clínica desses pacientes. Na segunda fase, 

foram analisados conjuntos de transcriptomas de outras doenças de pele também com caráter 

inflamatório. O perfil de expressão dos miRNAs também foi definido para as diferentes 

doenças, bem como seus potenciais alvos, no intuito de avaliar a especificidade deste padrão 

de alteração em condições inflamatórias. 
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CAPÍTULO 1 

2 JUSTIFICATIVA 

O desfecho das doenças causadas por Leishmania é definido pela influência de fatores 

parasitários e imunológicos/ genéticos do hospedeiro . Muitos estudos em humanos e em 

modelos experimentais mostram o envolvimento da imunidade inata na resposta protetora 

contra a infecçaõ por Leishmania. O parasito, portanto, possui estratégias para 

subverter/evadir a resposta imune, favorecendo o estabelecimento da infecção. Neste 

contexto, mecanismos reguladores da resposta imune têm papel fundamental para manutenção 

do equilíbrio entre controle do parasito e dano tecidual. Recentemente, os microRNAs foram 

descritos como reguladores da expressão gênica de pelo menos 60% dos genes humanos, 

incluindo muitos genes da resposta imune inata (FRIEDMAN et al., 2009). De fato, alguns 

estudos apontam alterações no perfil de expressão dos microRNAs em muitas doenças 

infecciosas. Porém, pouco se conhece sobre o padrão de expressão de microRNAs na 

Leishmaniose Cutânea causada por Leishmania braziliensis em humanos. Dessa forma, o 

presente estudo pretende definir o padrão de expressão de microRNAs em biópsias de lesão 

ativa obtidas de pacientes infectados por L. braziliensis, além de associar estes achados com o 

desfecho da doença. 

 

3 HIPÓTESE 

O perfil de expressão de microRNAs encontra-se alterado na lesão cutânea causada por 

Leishmania braziliensis tem influência sobre o desfecho clínico da Leishmaniose Cutânea 

Localizada. 
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4 OBJETIVOS 

4.4   OBJETIVO GERAL 

Estudar o perfil e o papel de microRNAs expressos durante a infecção por Leishmania 

braziliensis em humanos. 

 

4.5 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Identificar o perfil de expressão de microRNAs em conjuntos de dados públicos de 

biópsias de lesões de pacientes infectados por L. braziliensis; 

 Validar os achados em biópsias frescas (ex vivo); 

 Identificar genes-alvos de microRNAs implicados em vias relevantes para imunidade 

contra L. braziliensis; 

 Correlacionar os microRNAs e seus alvos com a gravidade e o desfecho clínico da 

doença. 
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5 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

Figura 5. Representação esquemática do estudo. Utilização de ferramentas genômicas para avaliação do perfil 

de expressão de microRNAs na LCL. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

6.1  ASPECTOS ÉTICOS 

Este estudo foi conduzido de acordo com os princípios da Declaração de Helsínquia e nas 

diretrizes éticas locais. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Instituto Gonçalo 

Moniz (Salvador, Bahia, Brasil - CAAE: 47120215.8.0000.0040). Todos os pacientes que 

participaram da pesquisa forneceram consentimento por escrito para a coleta de amostras 

(TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) e posterior análise. 

6.2  ANÁLISE DE DADOS EM REPOSITÓRIOS PÚBLICOS 

Análises de microarranjos foram obtidas do repositório público do NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), Gene Expression Omnibus (GEO), onde os termos de inclusão 

do estudo foram "humanos", "biópsias", "pele" e "Leishmania braziliensis". Foram 

selecionados dois conjuntos de dados de microarranjos dentro desses critérios. O primeiro 

conjunto de dados (GSE55664), publicado por Novais et al. (NOVAIS et al., 2015), aplicou a 

plataforma Illumina HT12 v4 (GPL10558) para analisar 10 amostras controle de pele 

saudável e 25 biópsias de lesões de pele de pacientes com LCL (8 amostras de lesões iniciais 

e 17 amostras de lesões tardias). O segundo conjunto de dados (GSE63931), publicado por 

Oliveira et al. (OLIVEIRA et al., 2015), aplicou a plataforma Agilent Sure Print GE Human 

G3v2 (GPL17077) comparando 8 amostras controle de pele saudável e 8 biópsias de pele de 

pacientes com LCL. Aproximadamente 50.000 sondas foram analisadas em cada conjunto de 

dados. Inicialmente, foram encontrados 576 sondas de miRNAs no primeiro conjunto de 

dados e apenas 13 sondas de miRNAs no segundo. Considerando que alguns transcritos 

apresentavam suas descrições vazias, todo o dado (GSE55664 e GSE63931) foi reanalisado 

pela ferramenta genômica Ensembl/BioMart (www.ensembl.org/biomart/) a fim de encontrar  

miRNAs. Após essa análise, foram encontradas 792 e 141sondas de miRNAs em GSE55664 e 

GSE63931, respectivamente. Além disso, os miRNAs foram classificados usando miRBase 

21 (Figura 6). Dados clínicos referentes às amostras de Illumina (GSE55664) foram utilizados 

para correlacionar os achados das análises de expressão com a gravidade da doença. As 

amostras foram separadas em grupos considerando o tamanho da lesão ou o tempo de cura 

dos pacientes correlacionados aos miRNAs e seus alvos. O tempo de cura dos pacientes foi 

determinado considerando a coleta das amostras no tempo zero e o resultado baseado no 
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acompanhamento desses pacientes. Esses grupos foram classificados como tempo de cura 

entre 0-59 dias, 60-89 dias, ou > 90 dias. 

 

Figura 6. Análise transcriptômica de conjuntos de dados públicos de lesões cutâneas de pacientes infectados 

com L. braziliensis. O conjunto de dados de microarranjo realizados em biópsias de pele humana de LCL 

causadas por Leishmania braziliensis em comparação a controles saudáveis foram identificados no banco de 

dados GEO (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Foram encontrados dois conjuntos de dados [GSE55664 (Illumina HT 

12 v4) e GSE63931 (Agilent Sure Print GE Human G3v2)]. A ferramenta Ensembl/ BioMart foi aplicada à 

mineração de dados e o número de sondas que codificam  miRNAs encontrados foram 792 e 141 para 

GSE55664 e GSE63931, respectivamente. 

6.3  IDENTIFICAÇÃO DE microRNAs HIGH CONFIDENCE 

A versão 21 do miRBase foi utilizada a fim de classificar os miRNAs. Na ferramenta 

estão catalogados 1881 miRNAs precursores e 2588 miRNAs maduros presentes no genoma 

humano. No miRBase 21, esses miRNAs são classificados como anotações de alta ou baixa 

confiança (high confidence e low confidence) com base no mapeamento das reads e dados de 

sequenciamento (KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES, 2011, 2014; KOLBERT et al., 2013). 
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O total de precursores de miRNAs humanos considerados high confidence é de 296, enquanto 

que 1.585 são classificados como miRNAs low confidence. Portanto, baseado nessa 

classificação e considerando sondas não-miRBase (sondas de miRNAs que não estão 

presentes na versão do miRBase 21), os dados GSE55664 e GSE63931 foram categorizados 

(Figura 7). 

 

Figura 7. microRNAs high confidence disponíveis no banco de dados miRBase 21 e nas plataformas GSE55664 

e GSE63931. Número total de precursores de miRNAs para humanos considerados high ou low confidence no 

miRBase 21 (www.mirbase.org/). Número absoluto (#) de sondas de miRNAs high confidence (barras pretas) ou 

low confidence (barras cinzas). Algumas sondas eram referentes à miRNAs preditos não depositados na 

miRBase 21 (barras brancas). 

 

 

6.4   PERFIL DE EXPRESSÃO DOS microRNAs 

Os dados de expressão foram analisados utilizando Multi Experiment Viewer (MeV) 

(www.tm4.org/mev.html), ferramenta de análise de dados de microarranjos. A significância de 

expressão de miRNAs foi determinada com base na variância entre os dois grupos (valores 

em log de base 2), além disso, para análise de agrupamento hierárquico, a distância entre as 

amostras foi determinada pela distância euclidiana e pela ligação média (average-linkage). Os 

heatmaps foram utilizados para representar a expressão das sondas dos miRNAs através da 

intensidade do sinal. A análise de componentes principais (CP) permitiu o agrupamento de 

amostras com base na expressão de miRNAs, onde CP1 e CP2 correspondem a mais de 50% 

da variabilidade dos dados. A diferença de expressão dos transcritos nas amostras de LCL em 

comparação as amostras controle foi ≥ 1,5 (Fold Change), com valor corrigido de p < 0,05 

como critério para identificar miRNAs diferencialmente expressos. 
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6.5  ANÁLISE DE VIAS CANÔNICAS 

Os dados normalizados foram analisados pelo Ingenuity Pathway Analysis 

(www.ingenuity.com) a fim de identificar vias canônicas na leishmaniose. A opção 

denominada "Core analysis" foi realizada considerando os filtros "pele, derme, epiderme, 

células da resposta imune e resposta imune inata". Os mesmos filtros foram aplicados nos 

dois conjuntos de dados da leishmaniose (GSE55664 e GSE63931). As moléculas que 

compõem as vias foram separadas e, concomitantemente, os alvos dos miRNAs (miRNAs 

implicados na LCL) foram obtidos no TargetScan (www.targetscan.org/vert_71/). Dentre 

essas moléculas das vias, as que eram alvos dos miRNAs foram separadas, e posteriormente 

aplicamos o critério de pareamento de expressão, ou seja, considerar apenas as moléculas 

alvos que tivessem a expressão oposta ao miRNA (Figura 8). 

 

Figura 8. Pipeline para identificação de vias relacionadas à resposta imune na LCL. Os conjuntos de dados da 

LCL, GSE55664 e GSE63931, foram analisados pelo Ingenuity Pathway Analysis (IPA) para identificar as vias 

canônicas relacionadas à resposta imune inata durante a LCL. Moléculas que compõem estas vias com expressão 

diferencial (p-valor <0,05 e -2 <FC> 2 e) foram selecionadas. Com a ferramenta TargetScan, essas moléculas 

foram classificadas, ou não, como alvos dos miRNAs encontrados em LCL. 
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6.6  PACIENTES E AMOSTRAS 

As amostras de biópsias de pele foram obtidas a partir de lesões ativas de pacientes com 

LCL. Os pacientes são provenientes do posto de saúde na cidade de Jiquiriçá (estado da 

Bahia, Brasil), uma área considerada endêmica à transmissão de L. braziliensis. Os critérios 

de diagnóstico foram: sintomas clínicos típicos de LCL, características histológicas e resposta 

positiva nos testes cutâneos de hipersensibilidade tardia (DTH) ou sorologia para Leishmania. 

Antes da terapia, as biópsias foram coletadas da borda da lesão com punch de 4mm mediante 

anestesia. Foram coletadas biópsias de pele de 12 pacientes com LCL e amostras controle de 

pele saudável de cirurgia plástica de 7 doadores de área não-endêmica sem histórico de LCL. 

Esses fragmentos foram imediatamente reservados em RNA later para realização do PCR.  

6.7   ISOLAMENTO DE microRNAs 

As biópsias em RNA later foram maceradas e colocadas em 700μl do reagente TRIzol 

(Invitrogen). O RNA total foi extraído utilizando miRNeasy Mini kit (Qiagen), esse kit permite 

o isolamento de RNA total, preservando os miRNAs, que frequentemente são perdidos em 

outros métodos de extração. A extração foi realizada seguindo as instruções do fabricante. As 

concentrações de RNA foram medidas com o Espectrofotômetro UV-Vis NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific). A síntese de cDNA foi realizada utilizando miScript II RT kit (Qiagen) 

seguindo as instruções do fabricante. 

6.8   ENSAIO DE VALIDAÇÃO POR PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL (qRT-

PCR) 

A expressão relativa de miRNAs foi obtida por qRT-PCR. Os ensaios foram realizados 

em duplicata no equipamento de PCR em tempo real ABI 7500 (Applied Biosystems) 

seguindo as instruções do fabricante. As reações foram conduzidas com 10 ng de RNA e 250 

nM de primer, utilizando sonda SYBR Green Real-Time PCR Master Mixes (Applied 

Biosystems), com um volume final de 20μl. A expressão referente a hsa-miR-155, hsa-miR-

503, hsa-miR-193b, hsa-miR-99a e hsa-miR-221 foi normalizada com SNORD8, SNORA70 

e SNORD46, pequenos RNAs constitutivos, utilizados como controles endógenos. Todos os 

primers foram sintetizados comercialmente por Integrated DNA Technologies (IDT). 
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6.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5 (San Diego, 

USA). Para as correlações com variáveis de distribuição não-paramétrica foi utilizado o teste 

de Spearman, onde o r ≥ 0,6 foi considerado. O valor de p <0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo. 
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7 RESULTADOS 

7.1  O PERFIL DE EXPRESSÃO DE microRNAs DISTINGUE A LESÃO DE LCL DA 

PELE NÃO INFECTADA. 

Foram analisados dois conjuntos de dados transcriptômicos publicamente disponíveis de 

lesões de LCL humanas causadas por L. braziliensis (Figura 7). O primeiro (GSE55664), 

comparou os padrões globais da expressão gênica entre 25 amostras de biópsias cutâneas de 

pacientes com LCL e 10 amostras de controles de pele saudável (NOVAIS et al., 2015). Após 

a identificação desses transcritos, 792 sondas (de um total de 47.305) correspondem a regiões 

que abrigam miRNAs. O perfil de expressão dos miRNAs agrupa as amostras de lesões 

cutâneas das amostras controle de pele saudável (Figura 9). 

Considerando os transcritos que abrigam miRNAs significantemente moduladas (p-valor 

<0,05; diferença de expressão ≥1,5 para mais ou para menos) neste mesmo data set 

(GSE55664), foram encontradas 33 sondas de miRNAs (Figura 10A). Os seus padrões de 

expressão mantêm a separação das amostras de LCL em grupos distintos das amostras de pele 

saudável. A análise de componentes principais confirma este resultado (Figura 10B). Das 33 

sondas de miRNAs moduladas (Tabela S1), 17 estão induzidas (vermelho) e 16 inibidas 

(verde) na LCL em relação às amostras controle (Figura 10C). 
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Figura 9. Análise de agrupamento hierárquico não supervisionado de biópsias de pele de leishmaniose e 

controle saudável com base nas expressões de microRNAs em GSE55664. O heat map mostra o perfil de 

expressão de 792 sondas de miRNAs na plataforma GSE55664 (plataforma Illumina HT12 v4) em 10 amostras 

controle e 25 de LCL. O eixo Y representa as sondas de miRNAs e o eixo X representa as amostras. A barra de 

escala simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). 
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Figura 10. O perfil de expressão de microRNAs alterados durante a leishmaniose cutânea causada por L. 

braziliensis no conjunto de dados da plataforma Illumina (GSE55664). Foram incluídos nesta análise apenas 

miRNAs diferencialmente expressos (p-valor <0,05; -1,5 <diferença de expressão> 1,5) em amostras de biópsias 

de LCL (barra marrom) comparadas a controles saudáveis (barra laranja). (A) O heat map mostra o perfil de 

expressão de 33 sondas de miRNAs do conjunto de dados (10 amostras controle e 25 LCL), onde o eixo X 

representa as amostras, enquanto que o eixo Y representa o perfil de expressão dos miRNAs. A barra de escala 

simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). (B) A Análise de Componentes 

Principais (CP) utilizando sondas de miRNAs diferencialmente expressas entre as amostras de  LCL e controle 

foram realizadas. Cada símbolo representa uma amostra. (C) Os valores da diferença de expressão (FC) das 

sondas de miRNAs moduladas em LCL em relação às amostras controles foram ilustrados no gráfico, onde as 

linhas pontilhadas representam o corte presumido para a expressão diferencial (-1,5 <diferença de expressão> 

1,5). 
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Resultados semelhantes foram obtidos com o segundo conjunto de dados, GSE63931, 

obtidos com a plataforma Agilent Sure Print GE Human G3v2. A análise comparou 8 biópsias 

de lesões de pacientes com LCL e 8 amostras controle de pele saudável (OLIVEIRA et al., 

2015). O conjunto de dados compreende 50.737 sondas e, dentre elas, apenas 141 abrangem 

regiões de miRNAs. Apesar do pequeno número de sondas abrangendo miRNAs, a análise de 

agrupamento foi capaz de distinguir as amostras de lesões das amostras de pele saudável 

(Figura 11).  

Este padrão de agrupamento foi mantido mesmo após restringir a análise às sondas 

significantemente moduladas (valor de p <0,05; diferença de expressão ≥1,5 para mais ou 

para menos). Foram encontradas 44 sondas de miRNA diferencialmente expressas entre 

amostras de lesões e controles (Figura 12A). Este padrão também foi confirmado pelo CP 

(Figura 12B). A partir destas 44 sondas de miRNAs (Tabela S2), 24 estavam induzidas 

(vermelho) e 20 estavam inibidas (verde) em lesões de pacientes com LCL em comparação 

com os controles de pele saudável (Figura 12C). Esses dados apontam que o perfil de 

expressão de miRNAs é amplamente modulado em lesões cutâneas causadas por L. 

braziliensis. 
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Figura 11. Análise de agrupamento hierárquico não supervisionado de biópsias de pele de leishmaniose e 

controle saudável com base nas expressões de microRNAs em GSE63931. O heat map mostra o perfil de 

expressão de 141 sondas de miRNAs na plataforma GSE63931 (plataforma AgilentSure Print GE Human G3v2) 

em 8 amostras controle e 8 de LCL. O eixo Y representa as sondas de miRNAs e o eixo X representa as 

amostras. A barra de escala simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). 
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Figura 12. O perfil de expressão de microRNAs alterados durante a leishmaniose cutânea causada por L. 

braziliensis no conjunto de dados da plataforma Agilent (GSE63931). Apenas foram incluídos nesta análise 

miRNAs diferencialmente expressas (p <0,05 e -1,5 <diferença de expressão> 1,5) em amostras de biópsias de 

LCL (barra marrom) comparadas a controles saudáveis (barra laranja). (A) O heat map mostra o perfil de 

expressão de 44 sondas de miRNAs do conjunto de dados (8 amostras controle e 8 de LCL), onde o eixo X 

representa as amostras, enquanto que o eixo Y representa o perfil de expressão dos miRNAs. A barra de escala 

simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). (B) A Análise de Componentes 

Principais (CP) usando sondas de miRNAs diferencialmente expressas entre as amostras de LCL e controle 

foram realizadas. Cada símbolo representa uma amostra. (C) Os valores da diferença de expressão (FC) das 

sondas de miRNAs moduladas em LCL em relação às amostras controles foram ilustrados no gráfico, onde as 

linhas pontilhadas representam o corte presumido para a expressão diferencial (-1,5 <diferença de expressão> 

1,5). 
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7.2   microRNAs HIGH CONFIDENCE DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM 

LESÕES DE PACIENTES INFECTADOS COM L. BRAZILIENSIS EM 

DIFERENTES ÁREAS ENDÊMICAS. 

A identificação de miRNAs high confidence foi realizada com base nos critérios de 

confiança estabelecidos pelo banco de dados miRBase 21 (AMBROS et al., 2003; 

GRIFFITHS-JONES et al., 2008; GRIFFITHS-JONES et al, 2010; KOZOMARA & 

GRIFFITHS-JONES, 2014). Considerando os dois conjuntos de dados avaliados, foram 

identificados 77 sondas de miRNAs (abrangendo 49 miRNAs) cuja expressão é modulada em 

lesões LCL causadas por L. braziliensis (Tabela S3). Destes, 23 miRNAs estão na plataforma 

GSE55664 e 26 na plataforma GSE63931, mas deste total, apenas 8 são considerados 

miRNAs high confidence e, entre eles, apenas o miR-155 é comum a ambos conjuntos de 

dados. 

Na plataforma GSE55664, dos 6 miRNAS encontrados, 4 tiveram a expressão induzida, 

enquanto 2 tiveram a expressão inibida. Na plataforma GSE6393, dos 3 miRNAs 

identificados, 2 estavam com a expressão induzida e 1 com a expressão inibida (Figura 13). 

 

Figura 13. Expressão de microRNAs high confidence é modulada em lesões cutâneas causadas por L. 

braziliensis.O número total de sondas, sequências ou miRNAs high confidence para cada conjunto de dados, 

GSE55664 (roxo) e GSE63931 (laranja), dos círculos externos aos internos, respectivamente (p-valor <0,05). Os 

gráficos de barras mostram a diferença de expressão dos miRNAs high confidence diferencialmente expressos de 

ambos os conjuntos de dados. As barras vermelhas representam os miRNAs induzidos e as barras verdes 

representam os miRNAs inibidos. 



45 
 

7.3 VALIDAÇÃO DOS microRNAs EM NOVAS AMOSTRAS. 

Para validar tecnicamente esses achados e confirmar a expressão dos miRNAs, foram 

realizados ensaios de qRT-PCR com primers comercialmente validados (disponíveis para: 

hsa-miR-155, hsa-miR-503, hsa-miR-193b, hsa-miR-99a e hsa-miR-221) (Figura 14A) 

utilizando novas biópsias de lesões cutâneas de pacientes que residem em outra área endêmica 

para L. braziliensis na Bahia. Não foi possível validar o miR-671, miR-302c e miR-93 (Figura 

14B).  

Comparando os valores da mudança da expressão (Fold change) entre os dados dos 

microarranjos e os resultados do qRT-PCR, existe uma correlação positiva (r = 0,7) entre 

essas plataformas para todos os miRNAs testados, reforçando que os achados obtidos com 

diferentes plataformas convergem para o mesmo padrão. Esse resultado valida a expressão 

alterada dos miRNAs em três diferentes coortes de pacientes com LCL. 

 

Figura 14.Validação dos microRNAs high confidence em nova coorte. (A) A expressão relativa dos miRNAs 

high confidence foi validada por qRT-PCR em novas amostras de biópsias de pele de pacientes com LCL em 

comparação com o controle. Os níveis de expressão foram normalizados utilizando os endógenos SNORD46, 

SNORD8 e SNORA70. O perfil de expressão de cada miRNA high confidence, estão representados em barras 

roxas (GSE55664) e barras laranjas (GSE63931). As barras pretas representam o perfil de expressão dos 

miRNAS na validação  por qRT-PCR. As setas indicam a expressão induzida (vermelho) ou inibida (verde) ( >-

1.5  diferença de expressão >1.5) (B) O miR-671, miR-302c e miR-93, não foram validados. 
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7.4   VIAS CANÔNICAS ASSOCIADAS À RESPOSTA IMUNE INATA DURANTE 

LCL. 

A resposta imune inata é crucial para a defesa do hospedeiro contra Leishmania que 

possui mecanismos de evasão para estabelecer a infecção (GEIGER et al., 2016). Portanto, a 

modulação da resposta imune inata através de miRNAs poderia representar um aspecto 

importante na imunopatogenia da LCL. Para identificar potenciais genes cujos RNAm podem 

ser inibidos pelos miRNAs modulados durante a LCL, foi realizada uma análise de vias 

canônicas associadas à doença para ambos conjuntos de dados utilizando o software IPA 

(Ingenuity Pathway Analysis) (Tabela S4), com foco em vias associadas à resposta imune 

inata. Foram encontradas 13 vias inflamatórias (Tabela S5) com valor de p significante 

(p<0,05) e comuns aos dois conjuntos de dados (Figura 15A). Após a correção de Bonferroni, 

6 vias permaneceram significativamente associadas à LCL (Cut-off = 0,00192308). As 6 vias 

mais significantes no conjunto de dados GSE55664 (Figura 15B) são as mesmas no 

GSE63931 (Figura 15C), reforçando o envolvimento dessas vias na patogênese da LCL. 

Após a seleção das vias, foram identificadas todas as moléculas que formavam cada uma 

das vias. Dentre estas moléculas, aquelas consideradas alvos dos 8 miRNAs high confidence 

modulados durante a LCL, foram identificados (Figura 8). Foram encontrados, em média, 30-

40% das moléculas envolvidas na resposta imune inata contra L. braziliensis como alvos 

potenciais dos miRNAs significantemente modulados (Figura 15B,C). Juntos, esses achados 

sugerem que a resposta inflamatória descontrolada observada na LCL também pode ser 

devido a um desequilíbrio nos mecanismos reguladores mediados por miRNAs. 
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Figura 15. Vias canônicas associadas à resposta imune inata identificadas na LCL. (A) p-valor de 13 vias 

canônicas comuns para ambos os conjuntos de dados, GSE55664 (roxo) e GSE63931 (laranja), relacionados à 

resposta imune inata. Cada símbolo representa uma via identificada por números e listado à direita. As vias mais 

significativas em GSE66554(B) e GSE63931(C) são identificadas pelo p-valor e pelo percentual moléculas que 

são alvos para miRNAs. 
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7.5   ALVOS DOS microRNAs IMPLICADOS NA LCL. 

Os potenciais genes alvos dos miRNAs foram definidos por análise de pareamento de 

expressão (Figura 8). Esta abordagem considera apenas os genes alvos com a expressão 

oposta a do miRNA (HUANG et al., 2007). Essa análise foi realizada para ambos os 

conjuntos de dados que comparam lesões de LCL com os controles de pele saudável. Assim, 

apenas um pequeno subconjunto dos genes totais previstos pelo TargetScan foi definido como 

alvo dos miRNAs. De fato, 6 dos 8 miRNAs high confidence não tem RNAm alvos que 

correspondem a esses critérios. Foram encontrados apenas o gene STAT3 como um alvo 

potencial para miR-671 e 11 genes-alvo para miR-193b considerando ambos os conjuntos de 

dados (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Identificação de microRNAs e seus alvos implicados na LCL. Imagem representativa de moléculas 

de vias de resposta imune inata e seus respectivos miRNAs com expressão oposta (alvo ↑ miR ↓ ou alvo↑ miR 

↑). 

 

 

 

 

 

 



49 
 

7.6   microRNAs E SEUS GENES ALVO ESTÃO RELACIONADOS COM A 

GRAVIDADE DA LCL. 

No intuito de associar a expressão dos miRNAs e seus genes alvos com o desfecho da 

LCL, as informações clínicas dos pacientes publicamente disponíveis para o conjunto de 

dados GSE55664 (NOVAIS et al., 2015) foram avaliadas. Primeiramente, uma análise de 

correlação foi realizada entre os níveis de expressão dos miRNAs e seus genes alvo com o 

tamanho da lesão, como marcador de gravidade da doença. A matriz de correlação 

apresentada na Figura 17A resume esses resultados. Surpreendentemente, quase todos os 

genes avaliados correlacionam-se com o tamanho da lesão. No entanto, o nível de 

significância indica que, TREM1 pode ter um papel mais preponderante neste contexto por 

apresentar o maior valor de p dentre todos os genes (Figura 17B). Apenas o miR-193b tem 

uma correlação negativa com seus alvos e com o tamanho da lesão. Esses dados sugerem que 

o miR-193b, miR-671 e seus alvos, em especial o TREM-1, desempenham um papel 

significativo na amplificação da resposta inflamatória observada na LCL. 

 

 

Figura 17. microRNAs e seus genes alvos correlacionados com a gravidade da LCL. (A) Matriz de correlação 

(correlação de Spearman) entre a expressão de miRNAs, seus alvo e o tamanho da lesão. O tamanho dos círculos 

e seus tamanhos representam valores significativos (p <0,05). As cores representam o direcionamento da 

correlação. (B) O p-valor das correlações de Spearman entre o tamanho da lesão e miRNAs ou genes alvo. Cada 

símbolo representa uma correlação. 
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7.7 miR-193b, miR-671 e TREM-1 ESTÃO CORRELACIONADOS COM O 

DESFECHO DA LCL. 

Utilizando dados sobre o tempo de cura dos pacientes obtidos no estudo GSE55664 

(NOVAIS et al., 2015), foram construídas redes de correlações de Spearman entre este dado 

clínico e miRNAs/genes alvos. As correlações foram aplicadas entre os grupos de pacientes 

com diferentes tempos de cura: menos de 59 dias (N=7), entre 60-89 dias (N=11) ou mais de 

90 dias (N=7). O perfil de correlação é distinto para cada grupo de pacientes, especialmente 

para aqueles com tempo de cura reduzido (0-59 dias). Existe uma correlação negativa entre os 

miR-193b e miR-671 com TREM-1 somente neste grupo (Figura 18). Surpreendentemente, 

no grupo com maior tempo de cura (acima de 90 dias), estas correlações são perdidas e estes 

pacientes apresentam mais correlações apenas entres os genes alvo. Estes achados sugerem 

que um melhor prognóstico para a LCL envolve as correlações entre miR-193b, miR671 e 

TREM1. 

 

Figura 18. miR-193b, miR-671 e TREM-1 no desfecho da LCL.  A análise de redes mostra correlações de 

Spearman (-0,6 <r> 0,6) entre miRNAs e os genes alvo de acordo com a resposta ao tratamento (tempo de cura 

em até 59 dias, 60-89 dias ou > 90 dias). As cores representam o direcionamento da correlação (vermelho, 

correlação negativa; azul, correlação positiva; vermelho, miRNAS ou genes induzidos; verde, miRNAs ou genes 

inibidos). 
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CAPÍTULO 2 

8 JUSTIFICATIVA 

A susceptibilidade da pele à doenças está relacionada com sua exposição ao ambiente, 

onde agentes químicos, físicos, microorganismos ou o próprio sistema imune podem 

desencadear alterações, levando à distúrbios cutâneos. O processo inflamatório exacerbado e a 

desregulação de moléculas envolvidas nesse contexto têm papel fundamental no 

desenvolvimento dessas doenças. Estudos recentes têm revelado a importância dos miRNAs 

para a regulação de mecanismos cruciais em diferentes de doenças inflamatória de pele. Para 

cada estudo referente à determinada doença inflamatória de pele, um perfil específico de 

miRNA tem sido encontrado, demonstrado importância funcional e biológica específicas. 

Portanto, esse capítulo tem o intuito de avaliar a expressão de miRNAs em diferentes doenças 

inflamatórias de pele a fim de determinar a especificidade do padrão de miRNAs. 

 

9 HIPÓTESE 

A expressão microRNAs é específica para cada doença inflamatória de pele avaliada. 
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10 OBJETIVOS 

10.1  OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar o perfil de expressão de microRNAs em doenças inflamatórias de pele. 

 

10.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar o perfil de expressão de microRNAs disponíveis em bancos públicos em 

outras doenças inflamatórias da pele que não a LCL; 

 Identificar microRNAs comuns expressos entre as diferentes doenças inflamatórias de 

pele. 
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11 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

Figura 19. Representação esquemática do estudo. Utilização de ferramentas genômicas para avaliação do perfil 

de expressão de miRNAs em doenças inflamatórias de pele. 
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12 MATERIAIS E MÉTODOS 

12.1    ANÁLISE DE DADOS PÚBLICOS REFERENTE A DOENÇAS 

INFLAMATÓRIAS DE PELE. 

O repositório público GEO (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) foi utilizado mais uma vez para 

buscar transcriptomas que avaliassem doenças inflamatórias de pele na mesma plataforma que 

tinha o maior número de sondas de miRNAs, Illumina HT12 v4. As análises foram realizadas 

da mesma maneira que na leishmaniose (Capítulo 1), no intuito de comparar os resultados.  

Foram considerados apenas os conjuntos de dados que analisavam biópsias de pele humana 

em comparação a controles saudáveis. Nesses critérios, 3 conjuntos de dados foram 

encontrados, GSE53431, GSE72535 e GSE58095 referentes a Psoríase, Lúpus e 

Esclerodermia, respectivamente (Figura 20). Todos os dados foram analisados pelas 

ferramentas GEO e MeV. 

 

Figura 20. Pipeline da busca dos transcriptomas referente às doenças inflamatórias de pele na plataforma 

Illumina. Illumina HT 12 v4 Beadchip (GPL10558) foi usado com novos filtros para analisar o perfil de 

expressão de miRNAs em outras doenças inflamatórias de pele em comparação a amostras controle. Cada 

conjunto de dados tem as mesmas 792 sondas para miRNAs avaliadas anteriormente na leishmaniose. 

GSE53431, GSE72535 e GSE58095 foram encontrados nesta pesquisa como equivalentes a Psoríase, Lúpus e 

Esclerodermia, respectivamente. 
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13 RESULTADOS 

13.1 COMPARAÇÃO DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE microRNAs ENTRE 

DOENÇAS INFLAMATÓRIAS DE PELE. 

Análises transcriptômicas de doenças inflamatórias de pele foram realizadas a fim de 

confirmar a especificidade do perfil de expressão de miRNAs em cada doença. O banco de 

dados GEO foi utilizado para pesquisar microarranjos realizados na mesma plataforma da 

Illumina HT 12 v4, cujo número total de sondas para miRNAs é maior. Foram encontrados 3 

transcriptomas: GSE53431 para Psoríase, GSE72535 para Lúpus e GSE58095 para 

Esclerodermia (Figura 20). O primeiro conjunto de dados comparou os padrões globais da 

expressão gênica entre 47 amostras (35 biópsias de pele de pacientes com Psoríase e 12 

amostras de controle saudável), o segundo avaliou 17 amostras (9 biópsias de pele de 

pacientes com Lúpus e 8 amostras de controle saudável) e o terceiro avaliou 102 amostras (59 

biópsias de pele de pacientes com Esclerodermia e 43 amostras de controle saudável). Após a 

identificação dos transcritos (de um total de 47.305), as mesmas 792 sondas de miRNAs 

avaliadas na leishmaniose foram analisadas. O perfil de expressão dos miRNAs não agrupou 

as amostras das lesões cutâneas separadamente dos controles de pele saudável em nenhuma 

das doenças avaliadas (Figuras 21 a 23), diferentemente do que foi encontrado para LCL 

(Figuras 9 e 11).  
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Figura 21. Análise de agrupamento hierárquico não supervisionado de biópsias de pele de Psoríase e controle 

saudável com base nas expressões de microRNAs em GSE53431. O heat map mostra o perfil de expressão de 

792 sondas de miRNAs na plataforma GSE53431 (plataforma Illumina HT12 v4) em 12 amostras controle e 35 

amostras de pacientes com psoríase. O eixo Y representa as sondas de miRNAs e o eixo X representa as 

amostras. A barra de escala simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). 
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Figura 22. Análise de agrupamento hierárquico não supervisionado de biópsias de pele de Lúpus e controle 

saudável com base nas expressões de microRNAs em GSE72535. O heat map mostra o perfil de expressão de 

792 sondas de miRNAs na plataforma GSE72535 (plataforma Illumina HT12 v4) em 8 amostras controle e 9 

amostras de pacientes com lúpus. O eixo Y representa as sondas de miRNAs e o eixo X representa as amostras. 

A barra de escala simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). 
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Figura 23. Análise de agrupamento hierárquico não supervisionado de biópsias de Esclerodermia e controle 

saudável com base em expressões de microRNAs em GSE58095. O heat map mostra o perfil de expressão de 

792 sondas de miRNAs na plataforma GSE58095 (plataforma Illumina HT12 v4) em 43 amostras controle e 59 

amostras de pacientes com Esclerodermia. O eixo Y representa as sondas de miRNAs e o eixo X representa as 

amostras. A barra de escala simboliza a intensidade de expressão para cada sonda de miRNA (Log2). 
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13.2 microRNAs MODULADOS EM DOENÇAS INFLAMATÓRIAS DE PELE. 

Considerando as sondas de miRNAs significantemente moduladas entre pacientes e 

controles (valor de p <0.05; diferença de expressão ≥ 1,5 para mais ou para menos), foram 

encontradas 20 sondas de miRNAs no conjunto de dados da Psoríase (Figura 24A). Deste 

total, 10 sondas estavam induzidas (barras em vermelho) e 10 sondas inibidas (barras em 

verde), das quais, 14 são miRNAs conhecidos e apenas 1 miRNA high confidence (Figura 

24B). No conjunto de dados para Lúpus, foram encontradas apenas 4 sondas de miRNAs 

significativamente moduladas (Figura 24A), das quais 1 sonda estava induzida (barra em 

vermelho) e 3 sondas inibidas (barras em vermelho). Todas estas sondas identificadas 

codificam miRNAs conhecidos e apenas 2 são miRNAs high confidence (Figura 24B).  Não 

foram encontrados miRNAs significativamente modulados na análise do conjunto de dados 

para Esclerodermia (Figura 24B). Em conjunto, os achados das análises de todas as doenças 

de pele avaliadas reforçam que o perfil de expressão de miRNAs é específico para cada 

enfermidade, mesmo quando todas apresentam um caráter inflamatório importante para sua 

patogênese. 
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Figura 24. Expressão diferencial de microRNAs em doenças inflamatórias de pele. (A) O gráfico mostra a 

diferença de expressão (FC) das sondas de miRNAs moduladas na Psoríase (GSE53431) e Lúpus (GSE72535) 

em relação às amostras controles. As linhas pontilhadas representam o corte para a expressão diferencial (-1,5 

<diferença de expressão> 1,5). (B) O número total de sondas, sequências ou miRNAs high confidence para cada 

conjunto de dados, GSE53431 (roxo) e GSE72535 (laranja) dos círculos externos aos internos, respectivamente 

(p-valor <0,05). Os gráficos de barras mostram a diferença de expressão dos miRNAs high confidence 

diferencialmente expressos de ambos os conjuntos de dados. As barras vermelhas representam os miRNAs 

induzidos e as barras verdes representam os miRNAs inibidos. No conjunto de dados GSE58095 (mostarda), não 

foram encontrados miRNAs significantemente modulados. 
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13.3 APENAS UM microRNA É COMUM A TODAS AS DOENÇAS 

INFLAMATÓRIAS DE PELE AVALIADAS. 

O total de sondas para miRNAs modulados significantemente (p-valor < 0.05; diferença 

de expressão ≥ 1,5 para mais ou para menos) em todas as doenças de pele foram avaliadas 

através do Diagrama de Venn no intuito de identificar miRNAs em comum. Os dados para 

Esclerodermia não foram incluídos, uma vez que, não foram identificadas sondas para 

miRNAs moduladas significativamente. O resultado desta análise indica que o miR-205 é o 

único miRNA em comum entre as doenças avaliadas (Figura 25A). Além disso, seu perfil de 

expressão está inibido em todas estas enfermidades (Figura 25B), sugerindo que o miR-205 

deve exercer um papel mais fundamental no processo inflamatório independente da sua 

etiologia. 

 

Figura 25. Diagrama de Venn para detectar microRNAs em comum nas doenças inflamatórias de pele. (A) O 

diagrama identificou um miRNA (miR-205) em comum a todas as doenças inflamatórias de pele, exceto para 

Esclerodermia. (B) O perfil de expressão do miR-205 é de inibição (barras verde) em todos os conjuntos de 

dados. 
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14 DISCUSSÃO 

 

A análise integrativa de conjuntos de dados de diferentes coortes contribui para a 

compreensão de interações complexas de redes envolvidas na patogênese das doenças (ZHU, 

M. et al., 2011; ANDRES-TERRE et al., 2015; WANG et al., 2015). Essa abordagem permitiu 

identificar a expressão de miRNAs em amostras de biópsias de LCL causada por L. 

braziliensis em diferentes áreas endêmicas. Com essa abordagem, foi possível distinguir a 

lesão humana causada por LCL das amostras de pele saudável. Além disso, vias relacionadas 

com a LCL foram identificadas a fim de analisar como os miRNAs e seus genes alvos 

estavam implicados na doença e como eles se correlacionavam com dados clínicos dos 

pacientes (capítulo 1). 

Avaliou-se também o mesmo conjunto de miRNAs em outras doenças inflamatórias de 

pele, a fim de comparar os padrões de expressão em cada enfermidade. Entretanto, não foi 

possível separar em grupos distintos cada uma das doenças avaliadas dos seus respectivos 

grupos controle com base no perfil de miRNAs, o que reforça a especificidade dos achados na 

LCL (capítulo 2).  

Os miRNAs foram validados em três áreas endêmicas distintas para L. braziliensis. 

Considerando que foram utilizados apenas ensaios comercialmente disponíveis, dos 8 

miRNAs encontrados nas análises de microarranjos, apenas 5 foram validados (hsa-miR-99a, 

hsa-miR-155, hsa-miR-193b, hsa-miR-503 e hsa-miR-221). As diferenças nas escalas 

observadas para cada técnica podem ser devido à sensibilidade dos ensaios, dos iniciadores de 

PCR ou dos antecedentes genéticos dos pacientes de diferentes coortes. No entanto, os 

achados dos microarranjos e do PCR convergem para o mesmo padrão de resultado. 

Estudos mostram os miRNAs como importantes reguladores da resposta imune inata e 

adaptativa em distúrbios (BALTIMORE et al., 2008; O’CONNELL et al., 2012) como 

doenças autoimunes (YAN et al., 2015), diabetes (REGAZZI et al., 2013), toxoplasmose 

(ZEINER et al, 2010), infecção bacteriana (KUMAR et al., 2015) e infecções virais 

(JOPLING et al., 2005). Para identificar potenciais moléculas que pudessem ser alvos dos 

miRNAs  modulados durante a LCL, foram identificadas vias canônicas associadas à doença 

para ambos conjuntos de dados. São elas: Comunicação entre células imunes inatas e 

adaptativas; Adesão de granulócitos e diapedese; Crosstalk entre células dendríticas e células 

Natural killer; Maturação de células dendríticas; Sinalização do TREM-1; e Adesão de 
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agranulócitos e diapedese. Essas vias são comuns em ambos os conjuntos de dados avaliados 

(GSE55664 e GSE63931).  

A maioria das vias identificadas foram descritas na literatura como importante para a 

patogênese  LCL (BOGDAN et al., 2012; ATHAYDE et al., 2016; FEIJÓ et al., 2016), exceto 

a via de "Sinalização do TREM-1". No entanto, Carneiro e colaboradores identificaram genes 

expressos em vias significativamente enriquecidas relacionadas à LCL, entre essas vias, a 

"Sinalização do TREM-1" estava fortemente associada à resposta inflamatória e controle de 

infecção (WEBER et al., 2014; CARNEIRO et al., 2016). Essas descobertas evidenciam a 

importância de estudar o papel do miRNAS nesse contexto. 

 Oito miRNAs high confidence compõem o perfil de miRNAs encontrado na LCL, 

onde as expressões dos miR-193b, miR-671 e seu alvo TREM1 estão fortemente 

correlacionadas com o tamanho da lesão. Além disso, uma correlação entre miR-193b, miR-

671 e TREM1 é observada apenas em pacientes com melhor prognóstico (tempo de cura entre 

0-59 dias), sugerindo que este eixo desempenha um papel significativo na LCL. Sendo assim, 

essas moléculas podem ser candidatos potenciais para o desenvolvimento de novas 

ferramentas para a doença. 

A análise do pareamento de expressão entre os miRNAs e os alvos, resultou em um 

conjunto mais restrito de miRNAs, uma vez que a predição de seus alvos identifica apenas 

RNAms com a expressão oposta ao miRNA (ZHU et al., 2011). A partir desta análise, apenas 

o miR-193b e o miR-671 e 11 alvos preenchem esses critérios.  

O envolvimento do miR-193b na regulação de genes-alvo relevantes já foi descrito 

para diferentes tipos de câncer (LIN et al., 2017; MOORE et al., 2017; TORRES-FERREIRA 

et al., 2017) e para infecção de hepatite B em seres humanos (REE et al., 2017). Alguns 

estudos mostram o papel no miR-671 na apoptose neuronal  (NAN et al., 2017), na resposta 

inflamatória de células epiteliais do cólon (CHUANG et al, 2016) e no câncer colorretal 

(RUTNAM & YANG, 2012; CHEN et al., 2016).  No entanto, não há nenhum relato na 

literatura descrevendo a expressão alterada de miR-193b e miR-671 no mesmo contexto. 

Neste estudo, esses dois miRNAs foram identificados como reguladores da expressão gênica e 

estão fortemente associados ao tamanho da lesão na LCL humana.  

Diversas moléculas estão envolvidas em processos inflamatórios como receptores, 

citocinas, quimiocinas, moléculas de adesão e moléculas amplificadoras, onde estes podem 

ser possivelmente alvos de miRNAs. Os potenciais genes-alvo do miR-193b e miR-671 foram 

preditos e selecionados pelo critério de pareamento de expressão (ZHU et al., 2011). O 

receptor de ativação expresso em células mieloides 1 (TREM1 do inglês Triggering receptor 
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expressed on myeloid cells 1), foi o gene alvo mais significativamente correlacionado com o 

tamanho da lesão (r = 0,6; p = 0,0002394). O TREM-1 é um receptor de superfície descrito na 

literatura como importante em reconhecimento e amplificação da inflamação. Sua ação 

aumenta a liberação de mediadores inflamatórios, como TNF, IL-8, quimiocinas e induz a 

degranulação celular (BOUCHON et al., 2001). A inflamação é crucial para a eliminação de 

patógenos e a sobrevivência do hospedeiro, mas sua amplificação mediada pelo TREM-1 

pode causar instabilidade hemodinâmica, falência de órgãos, além de morte (PELHAM et al., 

2014). Já foi demonstrado que muitas doenças, infecciosas ou não, apresentam níveis 

alterados da proteína TREM-1 e sua forma solúvel. A gravidade da sepse, choque séptico 

(DIMOPOULOU et al., 2012) e pancreatite aguda (SUN et al., 2017) correlacionam-se 

positivamente com os níveis séricos de TREM-1. Além disso, já foi demonstrado que a 

etiologia de doenças inflamatórias crônicas, como distúrbios reumáticos autoimunes e 

doenças inflamatórias intestinais, envolve TREM-1 (SCHENK et al., 2007; MURAKAMI et 

al., 2009). Na leishmaniose, foi demonstrado que a infecção de macrófagos murinos por L. 

major desencadeia uma resposta de padrão inflamatório, mediada por TREM-1 e citocinas 

/quimiocinas (FILARDY et al., 2014). No entanto, o papel prejudicial do TREM-1 para a 

infecção por L. major foi relatado in vivo, onde a deficiência de TREM-1 atenua a gravidade 

da LCL sem afetar o controle do parasito (WEBER et al., 2014).   

Neste sentido, o presente estudo identifica o miR-193b como candidato antagonista a 

expressão de TREM-1 em condições inflamatórias de maneira endógena. A realização de 

experimentos do grupo definirá o papel do TREM-1 na patogênese da infecção por L. 

braziliensis que, em última instância, pode determinar o desfecho e o prognóstico da doença. 

Além disso, a manipulação do eixo miR-193b e TREM-1 também pode ser útil para outras 

doenças inflamatórias, já que o mecanismo pelo qual o TREM-1 promove a inflamação pode 

ser comum para diferentes doenças imuno mediadas. 

TREM-1 também apresenta um papel sinérgico com o receptor Toll-like 4 (TLR4), 

induzindo liberação de citocinas inflamatórias (BOUCHON et al., 2001). O receptor Toll-like 

(TLR) está presente em vários tipos celulares no contexto da resposta imune inata, sendo 

responsáveis por reconhecer Padrões Moleculares Associados à Patógenos (PAMPs) ou 

Padrões Moleculares Associados ao Dano Celular (DAMPs). O TLR4, receptor amplamente 

descrito por sua ativação por lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), é capaz de reconhecer à 

Leishmania e contribuir para o amplo processo inflamatório da LCL (MURRAY et al., 2013; 

TOLOUEI et al., 2013). Além disso, esta ativação contribui para a liberação do fator de 

necrose tumoral (TNF), aumentando os níveis de expressão do receptor de TNF (TNFR), 
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potencial alvo do miR-193b. Estudos mostram que o TNF promove a eliminação de 

Leishmania em macrófagos através de óxido nítrico (NO) (GREEN et al., 1990). Neste 

contexto, a expressão de CD40 em macrófagos e sua interação com CD40L foram mostradas 

críticas para a indução de respostas anti-leishmanial (BOGDAN et al., 1996). Resultados 

semelhantes não foram encontrados na literatura. 

A expressão diferencial de miRNAs tem sido aplicada em diferentes contextos de doenças 

humanas. Eles podem atuar como biomarcadores de asma alérgica (MILGER et al., 2016), de 

progressão de doenças hepáticas (CAI et al., 2015), de doenças ósseas (HACKL et al., 2016), 

de doenças cardíacas (CREEMERS et al., 2012), e doenças crônicas de pele (MANNUCCI et 

al., 2017). Também já foi descrita a utilização de miRNAs como ferramenta terapêutica, a 

exemplo da infecção humana pelo vírus da hepatite C (JANSSEN et al., 2013), além de serem 

potenciais marcadores de prognósticos para diferentes tipos de câncer (LIU et al., 2017; 

MIAO et al., 2017; ZHU et al., 2017). No entanto, pouco se sabe sobre os perfis de expressão 

de miRNAs em doenças parasitárias humanas.  

Alguns estudos identificaram miRNAs circulantes em modelos murinos de infecção por 

Schistosoma japonicum (CAI et al., 2015), S. mansoni (HOY et al., 2014) e Toxoplasma 

gondii (JIA et al., 2014) como alvos potenciais para biomarcadores de progressão ou 

diagnóstico da doença. Estes perfis de expressão de miRNAs no plasma são específicos para 

cada doença avaliada, mas esses achados precisam ser validados em amostras humanas. 

Outros estudos demonstraram, por exemplo, que o miR-451 é significativamente enriquecido 

em glóbulos vermelhos humanos infectados por Plasmodium falciparum (XUE et al., 2008). 

Mais importante ainda, foi o mecanismo de atuação descrito para este miRNA na malária 

humana, onde ele é translocado para o parasito, protegendo o hospedeiro por afetar 

negativamente a sobrevivência parasitária (LAMONTE et al., 2012). Essas descobertas 

fornecem a primeira evidência do papel protetor de um miRNA específico na malária 

humana. 

Alguns estudos descritos na literatura já avaliaram a modulação da expressão de miRNAs 

durante a infecção por Leishmania em células cultivadas in vitro ou em modelos 

experimentais de infecção. A maioria deles avalia espécies causadoras da leishmaniose 

visceral (GHOSH et al., 2013; MUKHERJEE et al., 2015; PANDEY et al., 2016; SINGH et 

al., 2016; BHATTACHARYYA et al., 2017; TIWARI et al., 2017; VERMA et al., 2017) ou 

espécies do Velho Mundo que causam a LCL (KELADA et al., 2013; LEMAIRE et al., 2013; 

FRANK et al., 2015; MILLAR et al., 2015; MUXEL et al., 2017) ou ambas (GERACI et al., 
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2015), deixando em aberto uma lacuna no conhecimento sobre os miRNAs envolvidos na 

LCL humana causada por espécies do Novo Mundo, em especial a L. braziliensis. 

Os mecanismos de evasão do sistema imune que a Leishmania possui são bem 

descritos e conhecidos na literatura. No entanto, o envolvimento de miRNAs neste 

mecanismo tem sido identificado mais recentemente. Os principais estudos sugerem que a L. 

donovani sobrevive mais eficientemente através da indução/inibição de miRNAs implicados 

nas respostas Th1 e Th17,favorecendo um padrão de resposta Th2 (MUKHERJEE et al., 

2015; PANDEY et al., 2016). Além disso, esse parasito é capaz de alterar a homeostasia do 

fígado, por modulação do miRNAs, no intuito de manter sua sobrevivência (GHOSH et al., 

2013). 

Recentemente, Muxel e colaboradores avaliaram a expressão de 84 miRNAs em 

macrófagos de camundongos infectados por L. amazonensis em diferentes tempos. Eles 

mostraram que o miR-294 e miR-721 são induzidos pela infecção, tendo como alvo o 

metabolismo de NOS2 e L-arginina, favorecendo o estabelecimento do parasita (MUXEL,  et 

al., 2017). No entanto, a expressão alterada destes miRNAs não foi observada em nenhum 

outro estudo que investigou a infecção por Leishmania em diferentes contextos. 

 Outro estudo identificou a inibição do miR-494 na infecção in vitro de macrófagos 

humanos de linhagem (THP1) por L. donovani, a fim de favorecer a sobrevivência desse 

parasito (VERMA et al., 2017). Millar e colaboradores identificaram 698 genes 

diferencialmente expressos, dos quais 5 eram miRNAs, em macrófagos THP1 infectados com 

L. mexicana. De acordo com a literatura, esses miRNAs atuam na inibição da morte celular, 

que é um mecanismo de escape da L. mexicana, a fim de manter a sobrevida dentro do 

vacúolo parasitóforo (MILLAR et al., 2015). 

No entanto, há relatos na literatura do papel do miRNAs no controle da infecção. 

Singh e colaboradores avaliaram a expressão no miR-30a-3p , que estava induzido na 

infecção de macrófagos THP1 por L. donovani, onde esse miRNA inibe a BECLN1, um 

regulador da autofagia (SINGH et al., 2016). A autofagia pode ser um mecanismo induzido 

por patógenos intracelulares a fim de obter nutrientes, assim como, pode ser uma defesa do 

hospedeiro junto à resposta imune inata para restringir nutrientes a outros patógenos 

(ORVEDAHL e LEVINE, 2009; KROEMER et al., 2010). Juntos, esses estudos apontam a 

especificidade do perfil de expressão de miRNAs em cada modelo de doença, uma vez que os 

resultados obtidos foram observados apenas nas condições testadas. De fato, isso reforça a 

importância de avaliar as alterações diretamente em amostras obtidas de pacientes 
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naturalmente infectados, onde a complexidade do organismo humano é considerada e os 

artefatos potenciais dos modelos experimentais são evitados.  

Neste sentido, o presente estudo é o primeiro a avaliar o perfil de expressão de miRNA 

em lesões humanas causadas por L. braziliensis, uma importante causa da LCL na América do 

Sul. Foram observados 8 miRNAs high confidence que são modulados significativamente 

durante a LCL: 3 miRNAs inibidos (miR-193b, miR-99a e miR-221) e 5 miRNAs induzidos 

(miR-155, miR-671, miR-503, miR-302c e miR-93). Este conjunto de miRNAs parece ser 

específico para LCL humana, uma vez que foram encontrados diferentes perfis para outras 

doenças inflamatórias da pele em seres humanos (Figura 21-23). Além disso, não foram 

encontrados relatos na literatura que tenham descrito este perfil ou um perfil semelhante de 

miRNAs.  

Em resumo, este é o primeiro estudo a revelar um perfil de expressão previamente 

desconhecido de miRNAs envolvidos na regulação de vias que são importantes para a 

imunopatogênese da LCL humana, abrindo novas perspectivas para a regulação dos 

mecanismos envolvidos na gravidade e prognóstico da doença. É tentador especular que o 

eixo miR-193b, miR-671 e TREM-1 possa ser um candidato potencial para o 

desenvolvimento de novas ferramentas para gerenciar esta doença e outros distúrbios 

inflamatórios da pele. 
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15 PRINCIPAIS ACHADOS 

 

 O perfil de expressão de microRNAs distingue grupos de amostras com lesão de pele 

causadas por L. braziliensis das amostras de pele saudável; 

 Na LCL, 8 microRNAs high confidence estão significativamente modulados; 

 A expressão dos miR-193b, miR-671 e seu gene alvo TREM1 está correlacionada com o 

tamanho da lesão e ao bom prognóstico dos pacientes com LCL; 

 TLR4 e outras moléculas fundamentais na inflamação (como CCR7, TNFR e CD40) estão 

fortemente correlacionadas com o tamanho da lesão e todos eles são alvos potenciais do miR-

193b; 

 O perfil de expressão dos microRNAs parece ser específico para cada doença inflamatória 

de pele;  

 O miR-205 foi o único microRNA em comum nas doenças inflamatórias de pele avaliadas; 

 O miR-205 parece exercer funções mais genéricas (migração de queratinócitos e 

reepitelização) em inflamações cutâneas. 
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16 CONCLUSÃO 

 

O perfil de expressão dos miR-193b, miR-671 e seu gene alvo TREM1 está fortemente 

correlacionado com a gravidade da LCL humana causada por L. braziliensis e esse perfil de 

expressão parece ser específico para Leishmaniose. 

     No entanto, o mir-205 e o único miRNA inibido em diferentes doenças inflamatórias de 

pele de modo independente da sua etiologia.  
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17 PERSPECTIVAS 

 

• Estudar o perfil de expressão do miR-193b e miR-671 em macrófagos humanos 

transfectados com mimics ou inibidores dos miRNAs e infectados ou não com L. braziliensis; 

• Analisar a expressão dos alvos diante da inibição/indução desses microRNAs nas culturas de 

macrófagos infectados com L. braziliensis;   

• Dosar mediadores inflamatórios e citocinas no sobrenadante das culturas de macrófagos 

infectados com L. braziliensis; 

• Avaliar a viabilidade celular, carga parasitária e viabilidade/eliminação de parasitos; 

• Identificar o perfil de expressão do mir-205 e dos seus alvos em experimentos in vitro com 

queratinócitos humanos expostos a Leishmania braziliensis; 

• Avaliar a reepitelização/cicatrização diante da habilidade de migração dos queratinócitos 

submetidos a um processo de inibição/indução do miR-205. 
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