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RESUMO 

A hanseníase é causada pelo Mycobacterium leprae e os indivíduos acometidos 

pela hanseníase podem ser classificados, em Paucibacilares e Multibacilares. 

Alternativamente, segundo Ridley-Jopling (1966), com base em critérios clínicos e 

imuno-hitológicos em outros dois pólos: (i) o pólo Tuberculóide (TT); e (ii) pólo 

Lepromatoso (LL), e seus intermediários. Independente de sua classificação, este 

espectro parecer ser inflluenciado por moléculas moduladoras da resposta imune, como 

os genes que codificam estes mediadores, e por um grupo de pequenos RNAs 

(microRNAs) que são responsáveis pela regulação destes genes, portanto essas 

investigações podem adensar o conhecimento sobre o mecanismo de resposta ao 

processo infecsioso, assim como possibilitar a identificação de novos biomarcadores no 

auxilio ao diagnóstico da hanseníase. O objetivo foi investigar oito polimorfismos do 

tipo INDEL nos genes CYP19A1, NFKβ1, IL1α, CASP8, UGT1A1, PAR1, CYP2E1, e 

IL4, para identificar possiveis marcadores de susceptibilidade e a influência da ancestria 

genética neste risco, além disso foi realizado o primeiro miRnoma da hanseníase por 

sequenciamento massivo em plataforma de alto desempenho, afim de elucidar o perfil 

epigenético presente na hanseníase. Nosso estudo revelou que os genes NFΚβ1, CASP8, 

PAR1 e IL4, são potenciais marcadores de susceptibilidade para a hanseníase, enquanto 

que NFΚβ1, CASP8, PAR1 e CYP19A1 são potenciais marcadores da forma clínica 

multibacilar. Adicionalmente, a análise da ancestralidade genômica mostrou que a 

contribuição Européia elevou o risco ao desenvolvimento da doença, enquanto a 

contribuição Africana aumentou proteção. No que diz respeito a análise diferencial do 

perfil de expressão dos microRNAs de pacientes com hanseníase, por meio da análise 

de biopsias de pele, revelaram-se 67 miRNAs diferencialmente expressos, dos quais 43 

apresentavam um padrão de expressão downregulated e 24 upregulated. Quando 

analisamos amostras de sangue desses mesmos pacientes, observaram-se 10 miRNAs 



 

diferencialmente expressos, dos quais 9 com padrão de expressão downregulated e 1 

upregulated. Os alvos pesquisados, em análise in silico, a partir desses resultados 

sugeriu os genes (IL1β, IL6, IL8, IL12, TLR2, TLR4, IL17RB, IFNGR1, TGFBR1, NFκβ, 

família SMAD, STAT3, CASP8, CYP19A1, BCL-2, entre outros) como envolvidos na 

patologia da hanseníase. Por fim, monstrou-se pela primeira vez o perfil de microRNAs 

em genome wide da Hanseníase. 



 

ABSTRACT 

Leprosy is caused by Mycobacterium leprae and patients can be grouped in 

Paucibacillary and Multibacillary. Alternatively, according by Ridley-Jopling (1966), 

using immune-hystogical criteria, grouped in two distinct pole: (i) Tuberculóide (TT); 

and (ii) lepromatous (LL), and your intermediaries. Independently these classification, 

the disease can be affected by molecules that modulates immune response, like genes 

that encode these molecules, and by small RNA (micro-RNA), wich regulated these 

genes, thus these study can improve the knowledge about the mechanism of response to 

infectious process, as well as enable the identification of new possibles biomarkers to 

assist diagnosis in leprosy. The objective of this study was to investigate eight INDEL 

polymorphisms on genes CYP19A1, NFKβ1, IL1α, CASP8, UGT1A1, PAR1, CYP2E1, 

and IL4, to identify possible susceptibility markers of leprosy and evaluate the influence 

of genetic ancestry on disease risk. Besides was performed the first genome wide 

miRNA profiling of Leprosy by next generation sequencing (NGS), assessing and 

describing the expression standard in leprosy. Our study shows that the NFKβ1, CASP8, 

PAR1, IL4 and CYP19A1 genes are possible markers for the susceptibility to 

development of leprosy and the severe clinical form MB. Moreover, after correcting for 

population structure within an admixture population, the results show that different 

levels of ethnic group composition can generate different OR rates for leprosy 

susceptibility. The differential expression profile from tissue samples reveal 67 

miRNAs differentially expression, with 43 down and 24 upregulated and from blood 

sample were found a total of 10 miRNAs differentially expression with 9 down and one 

upregulated. Moreover was performed in silico target analysis and detect the genes 

(IL1β, IL6, IL8, IL12, TLR2, TLR4, IL17RB, IFNGR1, TGFBR1, NFκβ, família SMAD, 

STAT3, CASP8, CYP19A1, BCL-2, in others) involved on pathological of leprosy. 

Lastly, was showed for the first time the genome wide microRNA of leprosy.  
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1 -  INTRODUÇÃO  

 

Cerca de trinta e cinco mil pessoas morrem diariamente acometidas por 

doenças infectocontagiosas, como a hanseníase, que afetam desproporcionalmente as 

populações pobres da América Latina, África e Ásia. Essas doenças são comumente 

referidas como “doenças negligenciadas”, termo cunhado pela Organização Mundial da 

Saúde, porque de uma forma geral foram esquecidas pela comunidade científica global, 

governos e indústria farmacêutica (Torreele, 2006; Suzuki et al., 2012). 

A hanseníase é uma doença infectocontagiosa, de progressão lenta, que se 

manifesta principalmente por meio de lesões cutâneas ocasianada pelo Mycobacterium 

leprae, uma bactéria intracelular obrigatória (Dickson et al., 2011). Esta patologia se 

apresenta como uma infecção crônica, com tropismo por macrófagos e células de 

Schwann de nervos periféricos (onde a bactéria pode causar alterações dermatológicas), 

com evolução a um quadro de deficiência sensitiva e progressivo comprometimento 

motor (Alcais et al., 2005) que estigmatiza socialmente os grupos de indivíduos que 

manifestam esta doença. 

A manifestação clínica da hanseníase origina uma patologia com características 

imunológicas variáveis, das quais emergem o aparecimento de dois espectros distintos 

da mesma doença, o pólo Tuberculóide e o Lepromatoso. O pólo Tuberculóide (TT) 

envolve uma intensa resposta imune celular realizada por células com atividade 

fagocitárias, como macrófagos e células NK (Natural Killer), além da presença de 

citocinas inflamatórias secretadas por linfócitos TCD4+. Adicionalmente, constitue um 

tipo de resposta imune Th1, eficiente no combate ao crescimento e proliferação do M. 

leprae, que auxilia a manutenção de um baixo índice bacilar (IB)*1, e melhora o 
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prognóstico dos pacientes, diminuindo as chances de lesões neurológicas (Elizabeth et 

al., 2010; Araújo, 2003).  

O pólo Lepromatoso (LL) ocasiona mudança do padrão de resposta 

inflamatória imune celular para um padrão de resposta humoral (Th1  Th2). Este 

padrão é formado por linfócitos B, os quais passam a produzir anticorpos específicos 

para o M. leprae, como o anti-PGL1 (Lipídio Glico-fenólico 1), além de ser mediado 

por citocinas anti-inflamatórias secretadas por linfócitos TCD4+. Constitue o tipo de 

resposta imune ineficiente no combate ao crescimento e proliferação do M. leprae, uma 

vez que o bacilo se encontra na região intracelular. Este padrão imunológico gera Índice 

Bacilar (IB) elevado que dificulta o tratamento e aumenta a probabilidade de ocorrência 

de deficiências neurológicas (Figura 1) (Alcais et al., 2005]. 

Por outro lado, muitos pacientes apresentam características intermediárias entre 

estes dois pólos. O pólo indeterminado (I), como definidos pela classificação de Madrid, 

que poderá progredir para os pólos TT ou LL da doença, ou as categorias 

intermediárias, de acordo com classificação de Ridley-Jopling: Boderline-Tuberculóide 

(TB), Boderline-Boderline (BB) e Boderline-Lepromatoso (BL) (Elizabeth et al., 2010; 

Araújo, 2003; Ridley and Jopling, 1966]. 

Recentes estudos de células T em hanseníase, revelaram que as células Th17 e 

Foxp3, como envolvidas na patogênese da doença. O subconjunto Th17 produz IL-17, 

descritas em reações de ENH (Eritema nodoso hansênico) (Martiniuk, 2012). Segundo 

Saini et al (2013), as células Th17 podem constituir um terceiro tipo de perfil Th na 

hanseníase, e pode ser uma via alternativa em pacientes incapazes de montar uma 

resposta Th definida (Saini et al., 2015). As células Foxp3 ou Th3 (CD4+, CD25+, 

Foxp3+), são induzidas pelo aumento de TGFβ e regulam negativamente as células 

Th17, apresentando função supressora  (Kumar, 2013). Acredita-se que estas células T 

javascript:Anchor('246300_Reference19')
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reguladoras podem ser ativadas na presença de uma grande quantidade de IL-4, como na 

forma LL, induzindo a produção de TGF-β1 e IL-10, contribuindo com a persistência do 

parasito e a indução da cronicidade da doença (Goulart et al., 2002; Venturini, 2011). 

 

Figura 1: Espectro clínico da hanseníase: O padrão Imunológico, medido pelo teste 

de Mitsuda, e o Ìndice Bacilar, medido pelo índice baciloscópico (IB), entre os 

distintos pólos da hanseníase, segundo a classificação de Ridley & Jopling.  

 

O padrão epidemiológico das doenças infecciosas é multifatorial e é modulado 

por componentes intrínsecos e extrínsecos ao indivíduo, envolvendo relações entre os 

dois genomas, o do hospedeiro e do M. leprae . Os fatores intrínsecos são os biológicos 

por natureza, tais como a composição genética e a resposta imune (Suzuki et al., 2012). 

Esses fatores geralmente associados aos extrínsecos, tais como a falta de saneamento 

básico, falta de acesso aos serviços de saúde (presentes principalmente em grupos 

sociais mais empobrecidos), diferentes atividades humanas, e o auto-tratamento 

inadequado, podem determinar o padrão de prevalência das doenças negligenciadas. 

Estes fatores mostram que as políticas públicas para a eliminação dessas doenças, 
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devem necessariamente apresentar uma abragência multiprofissional para que o 

processo seja bem sucedido (Ehrenberg and Ault, 2005). 

 

1.1 Epidemiologia da Hanseníase 

Durante meados da década de 1990, a assembléia mundial da saúde aprovou 

uma ousada e ambiciosa campanha, que propunha a eliminação da hanseníase com o 

slogan "eliminação da hanseníase como um problema de saúde pública até o ano 

2000". A eliminação foi definida como uma redução na prevalência de pacientes com 

hanseníase, através do tratamento com a poliquimioterapia (PQT) antimicrobiana, para 

menos de 1 por 10.000 habitantes (World Health Assembly, 1991). A justificativa para 

esta definição reside no fato de que o tratamento com PQT seria altamente eficaz, e 

portanto, a incidência de hanseníase seria reduzida, o que geraria o desaparecimento 

gradual da doença (Suzuki et al., 2012). 

Na contra-mão ao combate a hanseníase, apesar de todos os esforços da 

comunidade internacional, 15 países endêmicos ainda apresentam uma prevalência de 

mais de um indivíduo por 10.000 habitantes, principalmente nos continentes da Ásia, 

África e América do Sul. Por outro lado, 116 dos 122 países endêmicos para a 

hanseníase, identificados em 1985, atingiram o controle da doença (Dickson et al., 

2011). Há ainda uma elevada taxa endêmica em algumas áreas da Índia, Brasil, 

Indonésia, Bangladesh, República Democrática do Congo, Etiópia, Nepal, Nigéria, 

Myanmar, República da Tanzânia, Sudan, Sri Lanka, Filipinas, China, Madagascar e 

Mozambique (Figura 2), com uma contribuição de 93% do total de casos de hanseníase 

registrados no mundo em 2009, com as taxas de detecção por 10.000 habitantes mais 

elevadas: India (133.717 casos), Brasil (37.610 casos), Indonésia (17.260 casos), 

Bangladesh (5.239 casos), República Democrática do Congo (5.062 casos), Etiópia 
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(4.417 casos), Nepal (4.394 casos), Nigéria (4.219 casos), Myanmar (3.147 casos), 

Republica da Tanzania (2.654 casos), Sudan (2.100 casos), Sri Lanka (1.875 casos 

Filipinas (1.795 casos), China (1.597 casos), Madagascar (1.572 casos) e Mozambique 

(1.191 casos) (Dickson et al., 2011 and Suzuki et al., 2012). 
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Figura 2: Taxas de prevalência da Hanseníase no mundo no ano de 2011; registro de caso/10.000 Habitantes. Fonte: WHO, 2011. Disponível: 

Janeiro/2012.
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A Figura 3 apresenta um gráfico com a evolução do coeficiente de detecção 

geral de casos novos no Brasil e regiões entre os anos de 2003 a 2012. Observa-se, no 

período, uma diminuição do coeficiente de detecção de casos em todas as regiões 

geográficas, inclusive na região Sul, que historicamente apresenta os menores 

coeficientes. Os maiores coeficientes de detecção por região geográfica foram 

verificados nas regiões Norte e Centro-Oeste, com respectivamente 42,3 e 40,1 casos 

novos por 100 mil habitantes em 2012, o que caracteriza hiperendemicidade (Ministério 

da Saúde, 2012).  

 

 

 

           
 

Figura 3: Coeficientes de detecção de casos novos de hanseníase por 100.000 

habitantes, regiões e Brasil,2002/2012. 

Fonte: SINAN/SVS-MS. Disponível: Abril/2013. 
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A Figura 4, mostra um gráfico com os coeficientes de detecção de casos novos 

registrados nos estados em 2012. Evidencia-se o comprometimento da região da 

Amazônia Legal em relação à hanseníase, que comporta uma população correspondente, 

em 2012, a 17.5% da população do Brasil, porém concentra um coeficiente de detecção 

de casos novos de 42,24/100.000 habitantes, ou seja, a região com menor contribuição 

populacional detém a maior taxa de detecção do país. A Amazônia Legal apresenta 

barreiras físicas e sociais que dificultam o acesso aos serviços de saúde, e tem aspectos 

demográficos e ambientais que a tornam historicamente vinculada à evolução da 

endemia no Brasil (Ministério da Saúde - coordenação geral de hanseníase e doenças 

em eliminação, 2012).   

 

 

 

 

 

Figura 4: Coeficiente de detecção de casos novos de hanseníase por 100.000 

habitantes,(A) estados da Federação, e (B) municipios Brasil, 2012. 
Fonte: SINAN/SVS-MS. Disponível: Abril/2013. 
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Em particular no Estado do Pará, tem-se registrado avanços importantes no 

combate à hanseníase, devido a busca ativa e tratamento dos pacientes em regiões 

endêmicas e em regiões ao redor destas. Entretanto, em 2010 um total de 34.894 novos 

casos foram registrados no Brasil correspondendo a uma taxa de incidência de 18,22 

casos por 100.000 habitantes. Neste cenário o Pará foi responsável por 10,2% dos casos 

(3.562 casos), uma taxa de incidência de 46,93 por 100.000 habitantes. Considerando 

apenas crianças menores de 15 anos, o Estado registrou 389 novos casos de hanseníase 

em 2010, representando 10,9% de todos os casos, uma taxa de incidência 16,52 por 

100.000 habitantes, indicando que o Mycobacterium leprae está circulando entre as 

crianças, consideradas como focos ativos da doença (Salgado et al., 2012).  

Estes dados são agravados pelo pouco acesso ao sistema público de saúde, uma 

vez que no Pará somente 42% da população total é atingida por estes serviços, o que 

dificulta a periodicidade do monitoramento clínico e sugere a existência de muitos 

pacientes com hanseníase não diagnosticados no Pará. Além disso, um estudo de 1,592 

estudantes entre 09 a 15 anos no estado do Pará diagnosticou 63 novos casos de 

hanseníase (4%). Considerando que o Pará tinha no período do estudo, dois milhões de 

estudantes matriculados nas escolas públicas, e se extrapolarmos os dados, estamos 

falando de aproximadamente 80.000 estudantes não diagnosticados no Estado, o que 

pode aumentar a incidência de hanseníase nas próximas décadas (Salgado et al., 2012; 

Barreto et al., 2012). 

Em muitas dessas áreas, 18% dos casos novos são diagnosticados com elevado 

comprometimento do nervo motor, o que gera incapacidades físicas, e demonstra o 

diagnóstico tardio. Este fato acarreta um custo social muito elevado para o Estado e a 

população atingida. A hanseníase constitui, para o Pará, um grave problema de saúde 
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pública, mesmo com todo o trabalho que vem sendo realizado em prol do controle dessa 

doença (Ministério da Saúde - coordenação geral de hanseníase e doenças em 

eliminação, 2012). 

 

1.2 Biologia do Agente 

O Mycobacterium leprae é um bacilo de BAAR (bacilo álcool-acido resistente) 

e parasita intracelular obrigatório (Suzuki et al., 2012). O genoma do M. leprae inclui 

1.605 genes que codificam proteínas e 50 genes para moléculas estáveis de RNA.  Mais 

da metade dos genes funcionais do genoma do Mycobacterium tuberculosis estão 

ausentes, ou são pseudogenes no M. leprae, o bacilo parece ter excluído genes 

normalmente exigidos para a replicação fora de organismos vivos, assumindo assim um 

nicho ecológico com hospedeiros e a necessidade de crescimento dentro de suas células 

(Cole et al., 2001). 

A perda de material genético pode ter afetado vários genes, particularmente 

aqueles envolvidos no catabolismo, porém os genes essenciais para a formação da 

parede celular de micobactérias permaneceram inalterados. Este fato pode colaborar 

para que o M. leprae, tenha tornado-se dependente de produtos metabólicos das células 

que parasita, isto poderia explicar o longo período de duração da infecção e a 

incapacidade de crescer em meio de cultura. Contudo, a perda de variabilidade genética 

do M. leprae em comparação ao M. tuberculosis não parece influenciar em sua 

virulência (Brennan et al., 2001; Laura et al., 2011). 

A parede celular de micobactérias contém alvos importantes da resposta imune 

do hospedeiro, que incluem o glicolipido fenólico I (PGL-I), que estimula uma potente 

resposta de anticorpos IgM, que é proporcional à carga bacilar dos pacientes infectados, 
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e tende a decrescer com a terapia (Thole et al., 1999). Alguns genes codificadores de 

vários antígenos foram identificados, incluindo antígenos compartilhados com 

Mycobacterium tuberculosis e com outras micobacterias  ambientais (Roche et al., 

1992; Suzuki et al., 2012).   

A hanseníase é uma doença infecciosa de curso crônico e de baixa 

patogenicidade, apresenta um quadro clínico variável, que depende basicamente do 

padrão de resposta imunológica individual. A transmissão da doença ainda não é clara, 

mas se acredita que ocorra pelo contato pessoal, preferencialmente prolongado, com 

maior risco para os contatos intradomiciliares de pacientes hansênicos (Britton et al., 

2004). 

 

1.3 Resposta Imunológica 

Segundo Siddiqui et al. (2001), fatores genéticos do hospedeiro assumem 

efeitos parciais no desenvolvimento da hanseníase. O sequenciamento do genoma 

humano identificou locos relacionados com a susceptibilidade `a hanseníase, no 

cromossomo 6 na região do MHC (Major histocompatibility complex), assim como 

vários outros genes envolvidos na regulação da resposta imune, tais como os 

codificantes de interleucinas, e alguns receptores essenciais à função imunológica como 

o transportador associado ao processamento de antigeno (TAP) que é responsável pelo 

transporte de moléculas antigênicas para o MHC de classe I no citoplasma das células 

imunológicas (Shaw et al., 2001). 

Os linfócitos T com fenótipo CD4+, possuem atividades imuno-reguladoras 

específicas mediadas por diferentes interleucinas, as quais podem gerar diferenciação 

em subpopulações como Th1, Th2, Th17, Th3, Th9, correlacionadas com a 
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susceptibilidade a diferentes tipos de doenças. A subpopulação Th1 produz um padrão 

de resposta imune mediado principalmente por IL-2 (Interleucina 2), IFN-γ (Interferon 

gamma) TNF-α (Fator de necrose Tumoral), IL-12 (Interleucina 12) e IL1β 

(Interleucina 1 beta), as quais ativam a resposta imune celular. A IL-2 atua em 

receptores dos linfócitos CD4+, e mantém estável ritmo de produção destas citocinas 

(IL-2, IFN-γ e TNF-α), além de estimular células NK a produzirem IFN-γ. O interferon 

atua diretamente sobre macrófagos e estimula mecanismos que promovem a fagocitose, 

além da produção de TNF-α e IL12 (Figura 5). Esse mecanismo integrado, determina 

uma resposta celular eficiente no combate e eliminação do bacilo, e ocasiona o padrão 

de resposta imune observado na maioria dos pacientes do pólo Tuberculóide (TT) (Foss 

et al., 1997, Britton et al., 2004, Scollard et al., 2006, Elizabeth et al., 2010]. 

De maneira distinta, a subpopulação Th2 produz um padrão de resposta imune 

mediado principalmente por IL-4 (Interleucina 4), IL-5 (Interleucina 5), IL-6 

(Interleucina 6), IL-8 (Interleucina 8), IL-10 (Interleucina 10), e VDR (receptor de 

vitamina D). Estes mediadores suprimem a atividade do macrófago, e células NK com 

consequente desvio do padrão de resposta imunológica de celular para humoral (Figura 

5). Adicionalmente, a IL-4 estimula linfócitos B, a produzirem imunoglobulinas e a se 

diferenciarem em mastócitos para produzir mais IL-4, esse mecanismo imunorregulador 

irá aumentar a resposta supressora macrofágica, que consequentemente ativa a resposta 

humoral ineficaz para a eliminação dos bacilos, como observado na maioria dos 

pacientes do pólo lepromatoso (LL] (Foss et al., 1997; Salgame et al., 1992; Yamamura 

et al., 1992; Elizabeth et al., 2010). 
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Figura 5: Mecanismo de regulação imunológica, mediada por interleucinas, as 

quais influenciam o balanço entre os dois principais tipos resposta imune, 

envolvido na susceptibilidade á hanseníase, o tipo 1 (Th1) e o tipo 2 (Th2). Fonte: 

Goulart et al., 2002. 

 

1.4 Aspectos Genéticos  

Os mecanismos imunológicos mediados por citocinas envolvem o sensível 

balanço entre a resposta immune inflamatória (Th1), mediada principalmente por IL-12, 

IFN-γ, IL-1β, e TNF-α, e anti-inflamatória (Th2), mediada principalmente por IL-6, IL-

10, IL-4 e IL-8 (Stretch et al., 1999). O entendimento deste sensível balanço e de seus 
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fatores regulatórios imunológicos podem elucidar o processo de manifestação da 

doença, susceptibilidade e estabelecimento do polo BB ou LL. Adicionalmente, estes 

mecanismos regulatórios estão relacionados com os processos pelos quais o hospedeiro 

pode oferecer resistência ao crescimento e proliferação do M. leprae (Elizabeth et al., 

2010). 

 

1.4.1 Biomarcadores gênicos relacionados à Hanseníase 

 Um dos principais fatores de sinalização ativado por danos teciduais e patógenos 

microbianos é o fator nuclear kB (NFkB), o qual realiza um papel central na indução 

transcricional de genes da resposta imune inata, controlando a expressão de uma rede de 

indutores e efetores que irão definir as respostas aos patógenos via sinalização 

intracelular. Neste sentido, a capacidade de regular a expressão gênica como fator de 

proteção, possibilita a adaptabilidade e sobrevivência dos organismos multicelulares 

frente as infecções. O NFkB é, principalmente, ativado após infecção por 

microorganismos via sinalização de vários receptores como TLRs (receptores Toll-like), 

TNFR (receptor do fator de necrose tumoral), IL1R (receptor de interleucina 1) entre 

outros, os quais são expressos por macrófagos, células dendriticas, e células epiteliais de 

mucosa (Mohamed and McFadden, 2009) 

O NFkB é uma família de fatores de transcrição diméricos, os quais 

compreendem cinco proteínas RelA(p65), RelB, c-Rel, NFkB1(p50) e NFkB2(p52), que 

se associam aos pares pelo domínio homologo Rel n-terminal (RHDs), para formar os 

fatores de transcrição que irão ativar regiões diferentes do genoma (Mohamed and 

McFadden, 2009). Em estágios celulares não sensibilizados, a proteína IkBα (inibidor 

da atividade de NFkB) sequestra NFkB no citoplasma e evita que haja a ativação 
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transcricional, porém em resposta a estímulos específicos (via receptores TLR, TNFR 

etc), IkBα é ubquitinado e degradado o que libera o NFkB para migrar para o núcleo e 

estimular a transcrição de genes pró-inflamatórios (Ali et al., 2013; Andersen et al., 

2011). Neste contexto, estudos genéticos de associação apontam que o alelo deleção 

(DEL, rs28362491) do gene NFkB dimune a atividade transcricional da enzima, e por 

conseguinte a transcrição de uma variedade de genes da imunidade inata inflamatória 

(Karban et al., 2004; Salim et al., 2013; Cen et al., 2013). 

Receptores ativados por proteases (PAR) podem ser ativados por proteases 

plasmáticas circulantes comuns em processos infecciosos, e contém um mecanismo 

molecular de ativação que inclui clivagem proteolítica irreversível de sua porção N-

terminal, o qual o torna um ligante ativo. Esses receptores compreendem uma família 

com quatro classes (PAR1, PAR2, PAR3, PAR4) transcritos pelos genes PAR1, PAR2, 

PAR3 e PAR4, e a excessção de PAR2, todos os outros são ativados por trombina, uma 

protease presente no plasma em estágios de infecção (Aerts et al., 2013). 

Os receptores PAR de ação ubiquitinante estão presentes na superfície de 

plaquetas, células endoteliais e epiteliais, neurônios, fibroblastos, músculo esquelético, 

leucócitos e células tumorais (Adams et al., 2011). Estes receptores estão envolvidos em 

alguns processos fisiológicos como função cardiovascular, respiratória, sistema nervoso 

central, câncer e inflamação (Aerts et al., 2013). PAR1 suprime a atividade de células T 

auxiliares do tipo 1 (Th1) e do tipo 17 (Th17), e por conseguinte a secreção de IL-12 e 

IL-13 o que resulta em uma inibição da atividade celular inflamatória, importante para o 

combate ao crescimento do bacilo (Chionh et al., 2014). O alelo de inserção (INS) do 

INDEL (rs11267092) do gene PAR1 foi relatado como responsável por aumentar o 

nível de transcrição (Arnald et al., 2000), e assim pode representar um fator de risco ao 

desenvlvimento da hanseníase. 
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A família das caspases (cysteine-aspartic-acid-proteases) são fisiologicamente 

envolvidas na regulação da apoptose celular, e tem duas funções básicas: caspases-1,-4,-

5 e -11, como caspases iniciadoras, estão envolvidas no processessamento e ativação de 

citocinas pro-inflamatórias. Por outro lado, caspases -2, -3, -6, -7, -8 e -9, como 

caspases executoras, desenvolvem um papel direto na execução da apoptose. Neste 

último caso, há dois caminhos metabólicos distintos, porém complementares: i) o 

caminho extrínseco ou mediado por receptor, e ii) o caminho intrínseco ou mitocondrial 

(Chen et al., 2012). 

Macrófagos com alta carga bacilar de M. leprae são submetidos à apoptose, e 

este mecanismos está sob controle de citocinas inflamatórias (Klingler et al., 1997). Em 

pacientes com hanseníase, a contínua ativação de células T por antígenos de M. leprae, 

induz a apoptose e redução de linfócitos em tecidos periféricos e outras células, nestes 

casos a regulação da apoptose envolve estimulação e ativação de caspase-8, codificado 

pelo gene CASP8 (Chattree et al., 2008). O alelo DEL (rs3834129) do gene CASP8 

causa diminuição do nível de transcrição e está associado a redução da apoptose 

induzida por caspase-8 (Sun et al., 2007). 

A interleucina 4 (IL-4) estimula o padrão de resposta Th2 ao promover a 

diferenciação e proliferação de linfócitos B e elevar o nível de produção de IgE, através 

da ligação desta citocina ao seu receptor (IL-4R), que é uma proteína transmembranar 

codificada pelo gene IL4R, que contém 12 éxons (Paul et al., 1991). Este receptor é 

formado por duas subunidades, uma alfa (IL4Rα), que forma um sitio de ligação 

específico para IL-4, localizado na zona intracelular da proteína, com a função de 

conduzir a informação para o interior da célula, a partir da ativação de proteínas kinases 

(JAKs) que fosforilam uma série de substratos, dentre estes o fator de transcrição 

STAT6, que regula a transcrição de vários genes de resposta Th2. E outra subunidade 
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denominada γ (gama), que é comum a vários outros receptores e exerce função 

importante na condução do sinal (Holgate, 1999; Izuhara et al., 2004; Robaee et al., 

2012). 

Neste contexto, por ativar o padrão de resposta imune humoral (Th2), através da 

ativação e diferenciada de céluas B, caracteriza esta interleucina como um marcardor de 

ineficiência da resposta imunológica contra o bacilo e desenvolvimento da hanseníase 

(Teles et al., 2010). O polimorfismo do tipo VNTR (rs79071878) do gene IL-4 tem dois 

alelos mais frequentes, com duas repetições (A1) e com três repetições (A2). 

Adicionalmente, o alelo A2 é responsável por elevar o nível de produção de IL-4 

(Nakashima et al., 2002), e pode estar relacionado como um fator de risco à doença. 

A conversão de andrógenos em estrogénos, é catalisada pela aromatase 

codificada pelo gene CYP19A1, esta é a via primária de produção de estrogéno em seres 

humanos (Beitelshees et al., 2010). Os níveis desses hormônios são importante em 

pacientes com hanseníase e tem sido demonstrado que os níveis de andrógenos são 

significativamente menores nos pacientes com hanseníase em comparação com 

indivíduos sem hanseníase (Foss et al., 2012). Além disso, existe uma correlação 

inversa entre os níveis de androgénos plasmáticos e a secreção de citoquinas 

inflamatórias, sugerindo que os níveis de androgénos elevados no plasma pode ser 

menos eficaz na inibição do crescimento do Bacilo (Leal et al., 2003). O alelo DEL 

(rs11575899), do gene CYP19A1, foi previamente relatada como tendo um efeito 

negativo sobre a actividade da aromatase (Limer et al., 2009), e pode assim ser um fator 

de ricso ao desenvolvimento da doença. 
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1.5 RNA Reguladores 

Os RNAs reguladores englobavam tanto entidades expressas constitutivamente 

(RNA ribossômico, transportador, telomérico e pequenos RNAs nucleares que possuíam 

funções), quanto uma nova classe de RNA não codificantes, cuja expressão ocorre em 

fase específica do desenvolvimento ou no processo de diferenciação de um organismo. 

Estes atuam na coordenação de funções celulares eucarióticas importantes em nível 

transcricional e/ou nível pós-transcricional (Houwing et al., 2007).  

A descoberta de um controle regulatório associado ao papel catalítico do RNA 

descrito há 20 anos por Szymanski et al., reconfigurou um novo e convincente conceito 

às moléculas de RNA como participantes ativos na regulação, catálise e controle de 

muitas reações que definem processos fundamentais celulares, papéis que, 

anteriormente, eram reservados às proteínas (Taft et al., 2010), inserindo-se assim, a 

necessidade de desbravar um novo caminho na biologia molecular. 

 

1.5.1 MicroRNA (miRNA) 

No inicio de 1990, um grupo de biólogos que trabalhava com a manipulação de 

genes da plantas petúnias, buscavam acentuar a pigmentação roxa de suas pétalas por 

meio da síntese de antocianina via superexpressão do transgene da enzima chalcona 

sintase. Ao contrário da manifestação da coloração esperada, percebeu-se uma interação 

entre o bloqueio na síntese de pigmentos e a redução em 50 vezes dos níveis de mRNA 

transgênico, denominando-o efeito de co-supressão (Jorgensen, 1990; Napoli et al., 

1990). 

Ambros et al., 2003 ao buscarem defeitos genéticos no controle do calendário de 

desenvolvimento pós-embrionário em Caenorhabditis elegans, identificaram lin-4, um 
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gene incomum que originou um transcrito bifilamentar de pequeno RNA, responsável 

por controlar o processo de desenvolvimento no nematóide (Lee et al., 1993). Em 

experimentos consecutivos, notou-se a complementaridade antisentido de lin-4 a vários 

sítios de 3’UTR do mRNA de lin-14 (Lee et al., 1993) sugerindo que este havia sofrido 

controle traducional por lin-4.  

Estudos posteriores revelaram a regulação traducional de lin-14 e lin-28, 

envolvidos nos estágios de desenvolvimento inicial e tardio de nematóide,  

respectivamente, os quais eram realizados por um mecanismo de interação entre RNA e 

RNA (Sevignani et al., 2006), recebendo a denominação de "interferência de RNA” 

(iRNA) em nematóides (Hüttenhofer et al., 2004). 

Em 2000, foi descrita a molécula let-7 que tinha como alvo o mRNA do gene 

lin-41, responsável por conduzir a transição do nematóide à fase adulta (Reinhart et al., 

2000). A mutação induzida no sítio de ligação de lin-41 promovia a estagnação do 

desenvolvimento, ilustrando que a arquitetura global, bem como o sítio de ligação eram 

essenciais para a função eficaz do miRNA (Vella et al., 2004). Neste mesmo ano, let-7 

foi identificado em humanos (Pasquinelli et al., 2000). 

 

1.5.2 Biogênese dos miRNA’s 

A biogênese de miRNAs caracteriza-se por um complexo processo de múltiplos 

passos ainda não totalmente esclarecidos, compostos pela associação de diferentes 

grupos de enzimas e proteínas, ocorridos no núcleo e no citoplasma celular. As fases 

desse processamento compreendem cinco passos sintetizados na: 
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a) Processo transcricional efetuado pela POLIMERASE II:  

Estímulos temporais alternativos ocorrem para que haja a transcrição de gene de 

miRNA pela RNA POLIMERASE II. O produto gerado é um longo transcrito de 

miRNA primário (pri-miRNA) com tamanho aproximado de 700 a 1000 nucleotídeos, 

dispondo de 5’cap e cauda poli(A) semelhante aos demais RNAs mensageiros (Lee et 

al., 2004; Sevignani, 2006). Devido à presença de regiões palindrômicas, esta longa 

molécula sobrepõem sobre si (pri-miRNA), como objetivo de aumentar sua estabilidade 

e proteger-se da ação de endonucleases (Kim, 2005), de onde futuramente, será 

originada uma estrutura madura chamada de hairpin. 

 

b) Processamento nuclear pela DROSHA  

DROSHA é uma proteína que possui dois domínios para RNase III duplicados 

(RIIDa e RIIIDb), um domínio de ligação C-terminal ao RNA duplex (dsRNA), região 

rica em PROLINA (PRR) e um domínio rico em ARGININA/SERINA (RS) na região 

N-terminal (Wu et al., 2000; Lee et al., 2003). A RNase III é capaz de reconhecer 

inúmeras moléculas de pri-miRNA, por apresentarem estruturas terciária que lhes 

designam como substrato, valorizando tanto o sítio de clivagem próximo à base, quanto 

o largo terminal do stem-loop (Lee et al., 2003; Kim, 2005). A estrutura em grampo 

(pri-miRNA) após a ação catalítica da DROSHA gera uma molécula com 

aproximadamente 70 nt, denominada de pré-miRNA, (Lee et al., 2003). 
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c) Transporte núcleo-citoplasma pela EXPORTINA-5  (Figura) 

Ao término do processamento nuclear pelo microprocessador, o pré-miRNA é 

gerado e transportado ao citoplasma pela EXPORTINA-5 (EXP-5), uma proteína de 

exportação nuclear que utiliza Ran-GTP como cofator necessário para a ligação 

específica de pré-miRNAs à EXPORTINA-5. Esta interação requer que o terminal 

3’UTR seja específico e o tronco do RNA duplex seja maior que 16 pb de tamanho 

(Cullen et al., 2004). 

 

 d) Ação catalítica da DICER no citoplasma  

O pré-miRNA é novamente processado por outra enzima da família RNase III, 

chamada DICER, uma proteína altamente conservada com variadas isoformas, que 

apresentam papéis distintos em organismos eucariotos. A DICER contém dois sítios 

catalíticos RIIIDa e RIIIDb na região C-terminal para RNA duplex, um domínio na 

região N-terminal para ATPase, um domínio helicase contendo caixa de DECH, e um 

domínio DUF 283 com função desconhecida, um domínio AGO, PIWI e PAZ. 

(Bernstein et al., 2001; Provost et al., 2002; Zhang et al., 2002; Zhang et al., 2004; 

Kim, 2005).  

Zhang et al., (2004) propuseram um modelo no qual a DICER era detentora de 

um único centro catalítico, executando sua função por meio da dimerização 

intramolecular de seus dois elementos catalíticos RIIID, assistidos pelo 

acompanhamento dos domínios PAZ e de ligação ao RNA duplex (dsRNA). O domínio 

PAZ participava do reconhecimento do terminal 3’ do pré-miRNA, em que cada 

elemento catalítico RIIID clivava uma fita do duplex, gerando um saliência de 2 

nucleotídeos (nt), devido ao alinhamento do dímero com um novo terminal 3’ 
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hidroxilados e outro terminal 5’ fosforilado. A nova molécula gerada pela ação 

catalítica da DICER apresentava tamanho aproximado de 21 pb determinada pela 

distância entre o domínio PAZ e o sítio ativo de clivagem. 

 

e) Formação do complexo efetor RISC  

A molécula gerada a partir desse processamento é oriundo de um pequeno e 

imperfeito duplex (miRNA: miRNA*) que contém tanto a fita do miRNA maduro 

quanto a sua fita antisentido em vertentes separadas (Lee et al., 2003). A relação de 

estabilidade termodinâmica é a responsável por determinar qual vertente será ligada ao 

complexo RISC e qual será degradada por enzimas. A preferência é concedida a 

vertente relativamente instável no terminal 5’UTR, determinador da montagem 

assimétrica do complexo RISC e, portanto a especificidade de destino pós-

transcricional. No entanto, apesar de raro, pode ocorrer similaridade termodinâmica de 

ambos, igualando a frequência de veiculação ao RISC (Kim, 2005).  

Após a escolha do unifilamento, este será incorporado a ribonucleoproteínas 

(RNPs) para formar RISC (RNA-induced silenciando o complexo) ou miRNP (Schwarz 

et al., 2003). As ribonucleoproteínas são denominadas ARGONAUTAS 2 (AGO2) que 

pesam cerca de 100 kDa e dispõem de dois domínios: PAZ e PIWI. O domínio PAZ, 

localizado no centro da proteína, hibridiza-se à saliência 3' UTR do RNA unifilamentar 

processado anteriormente pela DICER (Song et al., 2003;. Yan et al., 2003), enquanto 

que o domínio PIWI apresenta uma homologia estrutural RNase H, agindo diretamente 

sobre a região de dominio do mesmo RNA unifilamentar, inibindo-o (Song et al., 2004). 
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1.5.3 Mecanismo de regulação da expressão por miRNA 

Há dois distintos mecanismos regulatórios pós-transcricionais apontado por 

ensaios sobre o mRNA alvo, clivando-o ou reprimindo-o traducionalmente. A escolha 

dependerá da interação molecular entre a extremidade 5’UTR do regulador e 

extremidade 3’UTR do regulado. A interação é determinada quando a sequência 

chamada seed (2-8 nucleotídeos iniciais da extremidade 5’UTR do miRNA) reconhece e 

pareia-se com mRNA alvo. Assim, observa-se que o pareamento perfeito entre as bases 

desencadeia a clivagem/degradação do mensageiro, enquanto que o pareamento 

imperfeito causa repressão traducional, observado respectivamente em siRNA e miRNA 

(Bartel, 2004; Nilsen et al., 2007). Um resumo esquemático do processo é apresentado 

na Figura 6. 

 

Figura 6. Resumo esquemático da biogênese do miRNA Fonte: Kai and Pasquinell, 

2010. 
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1.6 Biomarcadore epigenéticos associados à Hanseníase 

Variados estudos já provaram que a função básica dos miRNAs é regular a 

expressão de um grande número de genes, por isso o perfil de expressão dessas 

moléculas é investigado em várias doenças infecciosas, como patologias bacterianas, 

virais e parasitárias, logo os estudos que buscam associar um padrão de expressão de 

miRNA a determinadas doenças infectocontagiosas, estão revelando mecanismos de 

defesa até o momento desconhecidos, tal fato esta atraindo o interesse em se pesquisar a 

relação destas moléculas como reguladoras da resposta imune do hospeiro, frente a uma 

infecção bacteriana como a causada pelo M. leprae  (Ding et al., 2007; Cullen et al., 

2011; Hakimi et al., 2011).  

Embora os estudos atuais estabelecerem, com clareza, que determinadas 

interações entre humanos e o ambiente podem determinar um grau mais elevado de 

susceptibilidade à hanseníase, o entendimento de quais mecanismos moleculares estão 

envolvidos neste processo é incerto (Sing et al., 2013). Pesquisas recentes tem 

demonstrado o papel central que os miRNAs exercem no desenvolvimento de doenças 

micobacterianas, assim o conhecimento destes mecanismos regulatórios podem auxiliar 

a elucidar a biologia da doença, e determinar como a resposta do hospedeiro à infecção 

por M. leprae pode modular os níveis de expressão de miRNA e ocasionar um maior 

risco de desenvolvimento desta patologia (Sing et al., 2013; Hakimi et al., 2011) 

A avaliação de expressão de miRNA em distintos padrões de lesões hansênicas, 

encontrou níveis diferenciados de expressão em 16 miRNAs (Figura 7a) quando 

comparados indivíduos do pólo tuberculoíde (T-lep) versus individuos do pólo 

lepromatoso (L-lep) da doença  (Liu et al., 2012). Dentre os miRNAs estudados, o hsa-

miR-21 foi o mais diferencialmente expresso, com um padrão de hiperexpressão em 
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lesões L-lep, assim como quando avaliado monócitos infectado e mantidos em cultura 

para análise (Liu et al., 2012). Experimentos adicionais demonstraram que o hsa-miR-

21 inibe a atividade de dois genes que traduzem peptídeos antimicrobianos dependentes 

de vitamina-D, CAMP e DEFB4A. A regulação ocorre por inibição direta da expressão 

dos genes CYP27B1 e IL1β (Figura 7b). O hsa-miR-21 não apresenta sítios alvo na 

região 3’UTR do gene IL10, porém regula um mecanismo que parece ser mediado pela 

interação entre hsa-miR-21 e o receptor heterodimérico Toll-like 2/1 (TLR2/1), o qual é 

ativado durante o processo de infecção pelo M. leprae. Nestes mecanismos a 

conseqüência é a elevação do nível de mRNA do gene IL10, que diminuem a 

capacidade do hospedeiro de responder a infecção e desenvolver o pólo mais severo da 

doença. Quando o hsa-miR-21 foi inibido em cultura de monócitos infectados, a 

expressão de CAMP, DEFB4A, TLR2/1, CYP27B1 e IL1β voltaram para os níveis 

normais e as células passaram a exercer ações para combater o progresso da infecção 

(Liu et al., 2012). 
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Figura 7.Perfil de expressão de miRNA.  A) entre os pólos distintos da hanseníase e B) 

predição de  genes modulados pelos target de  miRNA. Fonte: Liu et al., 2012. (com 

modificações). 

 

Adicionalmente, o hsa-miR-21 também pode suprimir a expressão de IL12, uma 

importante interleucina que é induzida em processos inflamatórios e estimula a resposta 

imune do tipo Th1 do hospedeiro, a qual determina um padrão de controle e combate da 

proliferação do M. leprae. Essa ação supressora também induz a apoptose de células 

denriticas, por inibição de BCL2 (B-cell lymphoma 2), o que pode estar associado as 

sequelas sensitivas e motoras ocasionadas pela hanseníase (Kumar et al., 2011). Apesar 

do papel crítico do hsa-miR-21 na hanseníase, o hsa-miR-181a, o qual esta hipoexpresso 
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em L-lep, desempenha um papel importante na progressão da doença. Este permite a 

hiperexpressão do gene SHP2 (um tipo de receptor tirosina quinase) que ocasiona uma 

hiporesponsividade das células T em resosta a infecção micobacteriana (Kumar et al., 

2011). O conjunto de hsa-miR-21 e hsa-miR-181a  parece modular a resposta imune do 

hospeiro (Tabela 1), dimunuindo os mecanismos de defesa e facilitanto a instalação e 

proliferação do M. leprae, assim como o desenvolvimento da doença.  

 

Tabela1. Genes, alvos dos hsa-mir-21 e hsa-mir-181a, moduladores da resposta 

imune do hospedeiro durante a infecção pelo M. leprae. 

Gene Contig na 

região 3’UTR 

Região consenso  

miRNA 

IL1β  

 

hsa-mir-21 

517-523 5' ...UAAGACUGAAAAUAUAUAAGCUC... 

                                                  |  |  |  |  |  |  | 

3'        AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU 

CYP27B1 

 

hsa-mir-21 

369-375 5' ...AGCAUUUAUCAAAGC- AUAAGCUC... 

                           |  |  |  |                |  |  |  |  |  |  |  

3'          AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU 

IL12 

 

hsa-mir-21 

256-263 5'  ...GAAGGGCAAAUAUUUAUAAGCUA... 

                                                   |  |  |  |  |  |  |  |  |  

3'          AGUUGUAGUCAGACUAUUCGAU  

SHP2 

 

hsa-mir-181a 

64-71 5'  ...AGAAGUGUGAACUUGUGAAUGUA... 

                                                    |  |  |  |  |  |  |  

3'     UGAGUGGCUGUCGCAACUUACAA 
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2 -  OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

Investigar sete polimorfismos de sete genes moduladores do sistema imune 

(CYP19A1 (rs11575899), NFΚβ1 (rs28362491), CASP8 (rs3834129), PAR1 

(rs11267092), CYP2E1 (INDEL 96pb), IL4 (rs79071878), assim como o perfil de 

expressão diferencial dos microRNAs, identificados no miRnoma de amostras de 

pacientes com hanseníase na população do Estado do Pará.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

- Investigar a associação de polimorfismos presentes em sete genes envolvidos na 

modulação da resposta imune, como fatores de risco à hanseníase, assim como à 

progressão clínica da doença; 

- Realizar o primeiro sequenciamento de alto desempenho em grupos de pacientes 

acometidos pela hanseníase; 

- Investigar e descrever o perfil de expressão dos microRNAs em diferentes tipos 

de lesões hansênicas (TT, e LL); 

- Comparar o perfil de expressão diferencial dos microRNAs dos distintos grupos 

de pacientes com hanseníase;  

- Realizar a predição de alvos in silico, na busca de possíveis biomarcadores de 

risco ao desenvolvimento da doença; 

- Melhorar o conhecimento acerca dos mecanismos biológicos do hospedeiro no 

combate a doença.  
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3 – CAPÍTULO 1 - INFLUENCE OF GENETIC ANCESTRY ON INDEL 

MARKERS OF NFΚΒ1, CASP8, PAR1, IL4 AND CYP19A1 GENES IN LEPROSY 

PATIENTS. 

Artigo publicado na revista Plos Neglected Tropical Disease  

doi: 10.1371/journal.pntd.0004050. eCollection 2015 (Fator de Impacto 4.71 – Qualis A1). 
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S1 Table. Ranges of African and European genetic ancestry contributions in leprosy 

patients and healthy individuals. 

African Leprosy patients (N=141) Healthy Individuals (N=180)   

Range (%) of 

contribution 

Percent Cumulative Percent Percent Cumulative Percent p valuea OR (95% CI)b 

       0 ├─ 10 4.3 4.3 1.1 1.1  1  

      10├─ 20 24.1 28.4 41.7 42.8 0.035 0.93 (1.00-0.76) 

      20├─ 30 37.6 66 40 82.8 0.010 0.41 (0.85-0.15) 

      30├─ 40 17 83 12.2 95 0.001 0.38 (0.75-0.10) 

      40├─ 50 9.9 92.9 4.4 99.4 0.005 0.17 (0.82-0.12) 

      50├─ 60 5.7 98.6 0.6 100 - - 

      60├─ 70 1.4 100 - - - - 

 
European Leprosy patients (N=141) Healthy Individuals (N=180)   

Range (%) of 

contribution 

Percent Cumulative Percent Percent Cumulative Percent p valuea OR (95% CI)b 

       0 ├─ 10 1.4 1.4 1.1 1.1  1  

      10├─ 20 2.8 4.3 5  6.1 0.001 1.25 (1.01-1.86) 

      20├─ 30 12.1 16.3 16.1 22.2 0.009 1.63 (1.05-1.98) 

      30├─ 40 22 38.3 33.3 55.6 0.035 1.80 (1.25-2.10) 

      40├─ 50 27.7 66 31.7 87.2 0.026 2.22 (1.85-3.5) 

      50├─ 60 17 83 12.8 100 0.045 2.45 (1.23-12.5) 

      60├─ 70 12.1 95.1 - - - - 

      70├─ 80 5 100 - - - - 
ap value obtained for logistic regression; bodds ratio (OR). 
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3 – CAPÍTULO 2 - GENOME WIDE MICRORNAS IN LEPROSY PATIENTS BY NEXT 

GENERATION SEQUENCING. 

Artigo em preparação para submissão em revista científica 
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Abstract 

 

Leprosy is a contagious infectious disease that is caused by Mycobacterium 

leprae, which primarily affects macrophages and Schwann cells in peripheral nerves. 

Leprosy is characterized by two major types of clinical manifestations. tuberculoid (T) 

leprosy, and lepromatous (L) leprosy. In Amazon region an epidemiological situation is 

critical, where approximately 80,000 new cases were reported the last 20 years, and in 

the state of Pará with annual case detection rate of 50/100,000 peoples, measured in 

2012. Evidences show that miRNAs are able to modulated the host antibacterial 

pathways during the infection process and can influence the outcome of disease. The 

analysis of miRNA differentially expressed in distinct pole of disease can provide a 

known about target key to immune response efficient on prevent infection. In the 

present study was conduct with 17 skin tissue biopsies samples (6 L-pole and 5 T-pole) 

and 11 (5 L-pole and 4 T-pole) peripheral blood samples of leprosy patients, which 

were extract RNA, sequencing in next generation sequencing on Illumina platform. The 

results obtained were normalized and analyzed using the package Bioconductor-

DESeq2 with statistic software R. The differential expression profile from tissue 

samples reveal 67 miRNAs differentially expression, with 43 downregulated and 24 

upregulated and from blood sample were found a total of 10 miRNAs differentially 

expression with 9 downregulated and one upregulated. Moreover was performed in 

silico target analysis for detect genes involved on pathological of leprosy. In the present, 

we demonstrated a first genome wide miRNA profile of leprosy in two sample type skin 

lesions biopsies and peripheral blood of leprosy patients and non-leprosy individuals, 

and highlight for new miRNA no yet describe, and corroborated same find of literature.  
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Introduction 

 

Leprosy is a contagious infectious disease that is caused by Mycobacterium 

leprae, which primarily affects macrophages and Schwann cells in peripheral nerves 

[1]. Leprosy is characterized by two major types of clinical manifestations. 

Paucibacillary (PB) is primarily characterized by tuberculoid (T) leprosy, with a few 

lesions and scarce bacilli, and multibacillary (MB) is primarily characterized by anergic 

lepromatous (L) leprosy, with multiple lesions and many bacilli inside macrophages. In 

addition, the three following intermediate forms exist: borderline-tuberculoid (BT), 

borderline-borderline (BB) and borderline-lepromatous (BL) [2]. According the World 

Health Organization (WHO), MB leprosy includes the BB, BL and LL forms, while PB 

leprosy encompasses the TT and BT forms [3,4].  

In epidemiological world context more than 200,000 cases are registered every 

year and a great idea of its elimination is questioned [5-7]. the Brazil has the highest 

burden of disease on American continent and the second most affected country in the 

world, with 31,064 new cases reported in 2014 and case detection rate of 15.4/100.000 

people [8]. In Amazon region, north of the country, an epidemiological situation is 

critical, where approximately 80,000 new cases were reported the last 20 years, and in 

the state of Pará this is an old problem, with annual case detection rate of 50/100,000 

peoples, measured in 2012, three times the national average [9]. 

Exist consensus to affirm that detection and treatment would reduce transmission 

of leprosy, and an idea of prophylaxis like way. Thus new tools are needed for detection 

of new cases, include subclinical infections [10]. There is no laboratory test that detects 

all forms of leprosy, but some biomarkers have been developed since the isolation and 

characterization in the 1980s of phenolic Glycolipid-I (PGL-1) [11,12]. Serology could 

potentially be used to detect antibodies against PGL-I to assist the classification of 

patients for treatment and monitoring, identify the risk of relapse and the healthy 

household contacts of leprosy patients who are most at risk of contracting the disease, 

besides also a marker of subclinical infection [9,10]. However, evidences do not 

straightforward, with variation in the validity this test as a predictor of who will 

contracting leprosy [10]. 
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Genetics studies of portions of genome that not encode protein, revealed one class 

de small non-coding RNAs (named microRNAs or miRNAs) involved in control post-

transcriptional of gene expression [13]. The knowledge about the interaction between 

miRNA and leprosy disease is limited, recent study demonstrated that miRNA can 

influence the mechanism whereby the cell host can prevent the bacillary growth and 

generate natural barriers against infection by M. leprae [14]. Evidences show that 

miRNAs are able to modulated the host antibacterial pathways during the infection 

process and can influence the outcome of disease. The analysis of miRNA differentially 

expressed in distinct pole of disease can provide a known about target key to immune 

response efficient on prevent infection, besides can generate novels possible biomarkers 

to leprosy, as well as to subclinical infection and one possible predictor of who will 

contracting leprosy [15, 16]. 

In view of this new field of study on Leprosy, with possibilities of increase the 

knowledge about the mechanism that involve the progression and installation of disease, 

as to point to possible new markers to diagnose, our study aim performs the first 

genome wide miRNA profiling of Leprosy by next generation sequencing (NGS), 

assessing and describing the expression standard in two distinct sample, skin tissue and 

peripheral blood of leprosy patients. 
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Methods 

Samples 

 

A total of 28 biological samples from leprosy patients and individuals without 

leprosy, who attended the Dr Marcello Candia Reference Unit in Sanitary Dermatology 

of the State of Pará (UREMC), in Marituba, Pará, Brazil, treatment virgin, were 

included in the present study: a) 17 tissue biopsies samples (11 from from leprosy 

patients [6 L-pole and 5 T-pole] and 6 ephitelial tissue from individuals without leprosy 

for controls); b) 11 peripheral blood samples (9 from from leprosy patients [5 L-pole 

and 4 T-pole] and 2 from individuals without leprosy for controls). This study adhered 

to the Declaration of Helsinki and was approved by the Institute of Health Sciences 

Research Ethics Committee at Universidade federal do Pará. A written informed 

consent to publish was obtained from every individual who accepted to participate in 

this study. (No. 197/07 UFPA) 

 

Total RNA storage, extraction and quantification  

 

The peripheral blood sample were collected in Tempus Blood RNA Tube 

(Thermo Fisher Scientific, US) and storage at -20ºC until extraction. The skin tissue 

biopsies samples were collected in propylene tube of 2 mL with RNAlater (Thermo 

Fisher Scientific, US) and storage in liquid nitrogen until extraction. 

Extraction of tissue sample total RNA was performed using Trizol reagent 

(Ivitrogen, US), and samples were eluate in DEPC water and storage in liquid nitrogen. 

For extraction of blood sample total RNA was performed using MagMAX RNA 

Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, US) 

Total RNA quantification and quality were measured with Nanodrop 1000 (Thermo 

Scientific, US) and Agilent 2200 TapeStation (Agilent Technologies, US). 
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Library preparation and Next Generation Sequencing 

 

The library was prepared using TruSeq Small RNA Library Preparation Kit 

(Illumina, Inc, US), according to the manufacturer's instructions, and all samples using 

for library, obtained initial concentration of 1 µg/5µL of total RNA 

 

The library was validated and quantifications with Agilent 2200 TapeStation 

(Agilent Technologies, US) platform, and by real time PCR with KAPA Library 

Quantification Kit (KAPABIOSYSTEM, USA). After, the libraries were diluted for 4 

nM concentration and sequencing using MiSeq Reagent Kit v3 150 cycle (Illumina, Inc, 

US) on MiSeq System (Illumina Inc, US). The tissue and blood sample, were 

sequencing separately.  

 

Sequencing data processing and Analysis-Small RNA-Seq Pipeline 

 

The data of sequencing, were processed on Illumina MiSeq reporter and extract 

in FASTQ format. A pipeline of pre-processing using Fastx_toolkit was applied for 

filter low quality, Trimer the extremes 3’ reads obtained and removal contaminants. The 

pipeline was performed according the chronogram: a) Quality score average Phred (Q) 

greater than 30, b) Reads with more of 17 nucleotides of longitude, c) A base calling 

error probabilities (P) greater than 80. 

Next, was performed the reads alignment with Human genome (GRCh37) in 

combination with microRNA data base (MirBase v.19) using STAR (Spliced Transcripts 

Alignment to a Reference). The score of microRNA was performed with htseq-count 

toll, results obtained were normalized and analyzed using the package Bioconductor-

DESeq2 (Love MI. Et al, 2014) with statistic software R. Thus were conducted 

following comparisons: a) Leprosy patient’s vs Individuals without leprosy; b) T-pole 

Leprosy vs vs Individuals without leprosy; c) L-pole Leprosy vs vs Individuals without 
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leprosy; d) T-pole vs L-pole Leprosy. Values of p adjusted ≤ 0,05 e log2fold change > 2 

were considered statistically significant.  

 

In silico Target genes identification  

 

The identification of targets regulated by miRNA differentially expressed 

detected at the analysis, were performed using four toll: i) TargetCompare 

(lghm.ufpa.br/targetcompare); ii)  miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw); iii) 

DIANA miRPath v.3 (Vlachos et al., 2012) and iv) TargetScan (Agarwal et al., 2015). 

The Target selected share more than one miRNA and they are related with a 

pathological of leprosy. 

 

Results  

 

This study evaluated different types of leprosy samples, skin biopsies and 

peripheral blood, in distinct next generation sequencing. For two sample types were 

analyzed the microRNA differential expression profile, aiming identify possible leprosy 

biomarkers, that assist the understand of pathology, progression and risk factor of 

disease. 

 

miRNA sequencing and differential expression profile from Tissue samples.  

 

This sequencing a yield of 4 million of reads were obtained. After the process 

pipeline, more than 96% of reads were alignment with Human genome and the count of 

miRNA was performed using htseq-count (miRNA count ≥ 10), with average of 36.745 

reads per sample and 656 miRNAs expressed at least one sample. 

 

The analysis of differential expression was conducted comparisons between a) 

Leprosy patient’s vs Individuals without leprosy; b) T-pole Leprosy vs Individuals 
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without leprosy; c) L-pole Leprosy vs Individuals without leprosy. Ergo were found a 

total of 67 miRNAs differentially expression, with 43 downregulated and 24 

upregulated (Table 1, and S1). 

 

For all miRNA differentially expressed, a heatmap was constructed using the 

expression in RPKM (Reads Per Kilobase per Million mapped reads) and was 

visualized a clustering and standards of expression able to differential leprosy patients 

of Individuals without leprosy, and T-pole of L-pole (Fig 1).   

 

The Figure 2 show the 39 miRNAs, according by fold change, presents on three 

comparisons conducted like demonstrate in Table 1, with 24 downregulated e 15 

upregulated (Fig 2.)  

 

The analysis performed between the extreme pole of leprosy, T and L, five 

miRNAs differentially expressed were obtained, of which three were downregulated 

and two upregulated. The hsa-miR-362-5p is only present in this comparisons (Fig. 3)  

 

For in silico target genes identification, among the miRNAs differentially 

expressed obtained on sequencing, were selected those with p adjusted < 1x10-5 for a 

prediction of target gene, and were selected targets regulated for more than one miRNA 

or validated for western blot, reporter assay or qPCR. Thus were found that the 12 

miRNAs more differentially expressed may be regulating 53 target genes (Fig 4), in 

common these genes are involved in modulation inflammatory. 
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miRNA sequencing and differential expression profile from peripheral blood 

samples.  

 

This sequencing a yield of 6 million of reads were obtained. After the process 

pipeline, more than 95% of reads were alignment with Human genome and the count of 

miRNA was performed using htseq-count (miRNA count ≥ 10), with average of 

371.325 reads per sample and 527 miRNAs expressed at least one sample. 

 

The analysis of differential expression was conducted comparisons between a) 

Leprosy patient’s vs Individuals without leprosy; b) T-pole Leprosy vs vs Individuals 

without leprosy; c) L-pole Leprosy vs vs Individuals without leprosy. Ergo were found a 

total of 10 miRNAs differentially expression (Fig 5), with nine downregulated and one 

upregulated (Table 2, and S2). 

 

 With the miRNA differentially expressed identified, a heatmap was constructed 

using the expression in RPKM and was visualized a clustering and standards of 

expression able to differential leprosy patients of Individuals without leprosy (Fig 6), 

but when the comparisons were performed between the T-pole vs L-pole, not miRNA 

differentially expressed were found. 

 

For in silico target genes identification, the miRNAs differentially expressed 

obtained on sequencing were selected for a prediction of target gene, and were selected 

targets regulated for more than one miRNA or validated for western blot, reporter assay 

or qPCR. Thus were found that the 10 miRNAs more differentially expressed may be 

regulating 48 target genes (Fig 7), in common these genes too are involved in 

modulation inflammatory. 
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Discussion 

  

 Our study found miRNAs differentially expression profile in two types of 

leprosy samples, and showed like it’s have ability to differentiate leprosy patients and 

individuals without leprosy, as well as got discern specific miRNAs clustering of T-pole 

or L-pole leprosy. Besides showed the target genes regulated by these miRNAs, which 

be involved in various inflammatory process, modulatory mechanism of host immunity, 

include immune response against leprosy, and reveal common targets in skin tissue and 

peripheral blood miRNA profile, regulated by different miRNAs. Thus reveal new 

miRNAs not describes, as a profile of blood samples that can show possible new 

markers of disease. 

 

 The evaluated of expression of microRNA in skin biopsies, by microarray 

method, in distinct leprosy lesion (T-pole vs L-pole) showed differentially expression in 

16 miRNAs (hsa-miR-21, hsa-miR-146a, hsa-miR-30a, hsa-miR-22, hsa-miR-30b, hsa-

miR-451, hsa-miR-34, hsa-miR-181b, hsa-miR-181a, hsa-miR-155, hsa-miR-29c, hsa-

miR-24 e hsa-miR-638). The hsa-miR-21 was the more differentially expressed like 

upregulated in L-pole, and was demonstrated inhibit antimicrobial mechanism D-

vitamin dependent and stop production of CAMP e DEFB4A, two peptides with anti-

leprosy activity. Besides hsa-miR-21 can modulated the TLR2/1 (receptor of toll-like 

family) and generate an increase of expression of IL10 that decrease the host ability to 

combat the M. leprae infection [14]. 

 

 Additionally, hsa-miR-21 can decrease IL12 expression, an important cytokine 

that is stimulated on inflammation and improve Th1 host immune response, and 

generate a standard of control to infection by M. leprae. The hsa-miR-21 also inhibit 

BCL2 (B-cell lymphoma) and can be associated with sensitive motor sequel in leprosy 

[17, 18]. Further the hsa-miR-181a when downregulated permit an expression of SHP2 

(Tyrosine-kinase receptor family) that decrease a T-cell activity in response to M. 

leprae and reduction the host defense mechanism against infection [17].  
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Tuberculosis study model in vitro, demonstrated that high expression of hsa-

miR-125b and low expression of hsa-miR-155 can low TNF (Tumoral Necrosis Factor) 

production, with hsa-miR-125b act directly on mRNA of TNF, and hsa-miR-155 acting 

in Bach1 (transcriptional repressor of heme oxygenase-1) and SHIP1 (inhibitor of 

activation of the serine/threonine kinase AKT), take together this events are critical on 

modulation of host innate immunity and protection against infection [17, 16]. Besides 

hsa-miR-99b can also modulate TNF expression and affect the cell power in combat the 

bacterial growth [19], and overexpression of has-miR-144-5p can modulated the T cells 

proliferation and inhibit TNF and IFN-γ, that modulated the anti-tuberculosis immunity 

and support the disease development [20]. Futher a study of rs2910164 in hsa-miR-

146a, in nerve biopsies sample of leprosy patients,    reveal that high expression this 

miRNA is correlated with lowest level of TNF and minor capacity of combat to M. 

leprae [21] 

 

 A recent study demonstrated that the microRNA let-7f modulates the immune 

response against Mycobaterium tuberculosis (Mtb), and has as  target the protein A20, 

which inhibits the NFκβ pathway and contributes to survival of the infected cell. During 

infection process, microRNA let-7f is downregulated, which results in the decrease of 

expression of key genes to adequate immune response, like TNF, IL1β and IL6, ergo 

Mtb has a larger survival. Further, let-7f overexpression diminishes Mtb survival and 

augments the production of cytokines including TNF and IL-1β [22].  

 

Our analysis showed an overview of profile of all miRNA differentially express 

in skin tissue and blood peripheral samples of virgin treatment patients, and realized 

comparisons include individuals without leprosy, therefore the first case-control 

revealing miRNA genome wide of leprosy. In tissue sample a high diversities of 

miRNA were found and able to differentiate leprosy of non-leprosy, as the distinct pole 

T or L of non-leprosy and the pole in itself. Thus can classify the miRNA: i) involved 

on progression and manifestation of leprosy (for those that be present on Leprosy 

patient’s vs non-leprosy, T-pole Leprosy vs non-leprosy and L-pole Leprosy vs non-
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leprosy comparisons); ii) markers of clinical form Tuberculoide (for those that be 

present on Leprosy patient’s vs non-leprosy and T-pole Leprosy vs non-leprosy 

comparisons); iii) markers of clinical form Lepromatous (for those that be present on 

Leprosy patient’s vs non-leprosy and L-pole Leprosy vs non-leprosy comparisons), iv) 

markers specific of Lepromatous (for those that be present on L-pole Leprosy vs non-

leprosy comparisons only) and v) markers of clinical form (for those that be present on 

T-pole Leprosy vs L-pole Leprosy comparisons). 

 

The findings of miRNAs differentially express in our study corroborate with 

data of literature like has-miR-146a [14,21], has-miR-34 [14], has-miR-155 [14,16,17], 

has-miR-29c [14], has-miR-125b [17,16], has-miR-99 [19], that act regulated key genes 

to establishment of adequate immune response, generate conditions to host cell combat 

the infection and bacillary growth, and doing a micro-environment that can lead to 

remiss and elimination of M. leprae or to leprosy. Besides the in silico target analysis 

proposed by us (Fig 4), showed same important validated markers that modulated 

immune response against leprosy like IL1β, IL6, IL8, TLR2, TLR4, IL17RB, IFNGR1 

and TGFBR1 that regulated a sensitive balance between pro-inflammatory or humoral 

immunity and contribute for establishment of leprosy and your clinical form T-pole or 

L-pole, additionally same important mediators like NFκβ, SMAD family, STAT3, that 

regulated the cellular signaling and expression in inflammatory process like showed 

above. Thus this overview of differentially expression profile can highlight new 

perspectives e knowledge about the leprosy and host mechanism of defense. 

 

In peripheral blood sample a low diversities of miRNA were found, but able to 

differentiate leprosy of non-leprosy, as the distinct pole T or L of non-leprosy, and 

showed an potential field for search of new biomarkers. In this context an classify the 

miRNA: i) involved on progression and manifestation of leprosy (for those that be 

present on Leprosy patient’s vs non-leprosy, T-pole Leprosy vs non-leprosy and L-pole 

Leprosy vs non-leprosy comparisons); ii) markers of clinical form Tuberculoide (for 

those that be present on Leprosy patient’s vs non-leprosy and T-pole Leprosy vs non-

leprosy comparisons); iii) markers of clinical form Lepromatous (for those that be 
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present on Leprosy patient’s vs non-leprosy and L-pole Leprosy vs non-leprosy 

comparisons), iv) markers specific of Tuberculoide (for those that be present on T-pole 

Leprosy vs non-leprosy comparisons only) and v) markers of leprosy (for those that be 

present on Leprosy vs non-leprosy comparisons only). 

The findings of miRNAs in blood (Fig 7 and S2) in our study corroborate with 

two data of literature the has-miR-144-5p [20] and has-let-7f-5p [22], that act regulated 

T cells differentiation and NFκβ pathway respectively, that demonstrate importance to 

survival of viable mycobacterial in host cell, and to mechanism like the innate immune 

response will perform your defense against infection. The in silico target analysis reveal 

targets validated markers like NFκβ, CASP8 and CYP19A1, which were describe in a 

genetic study of case-control, like associated to development of disease [23], this 

corroborate the idea that these miRNA regulated genes already validated in population 

study and high the your evidence like potential biomarkers for leprosy, besides also 

regulated IL12 and BCL-2 that were showed how very important to improve Th1 host 

immune response [17,18].  

 

Differentially expression profile in skin tissue and blood have different standard 

of miRNA and exhibit different markers on comparisons conducted, but can converge in 

some important issues, both seem regulated a marker in common, the NFκβ, studies 

how show above demonstrated an importance this mediator for establishment of an 

effective host immunity against infection by M. leprae. So NFκβ necessity be more 

study in leprosy to know like it can assist to discovery of new markers for both the 

academic search like clinical practices. Further the has-miR-1291 was the only 

differentially express in skin tissue and peripheral blood, so more study about this 

miRNA are necessary to validated us like potential biomarker for leprosy. 

 

In summarize, we demonstrated a first genome wide miRNA profile of leprosy 

in two sample type skin lesions biopsies and peripheral blood of leprosy patients and 

non-leprosy individuals, and highlight for new miRNAs no yet describe, and 

corroborated same find of literature. We understand that this study showed a new way 

for study of new biomarkers of leprosy, that assist to development of diagnostics 
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measures with objective of identify precociously who will sicken, like healthy 

household contacts of patients, individual in subclinical infection, to improve the 

diagnostic and combat to leprosy. 
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Table 1. Number of differential expression profile between the all comparisons. 

Analysis  miRNAs 
miRNAs 

downregulated 

miRNAs 

upregulated 

Leprosy patient’s vs 

Individuals without 

leprosy 

43 26 17 

T-pole Leprosy vs 

Individuals without 

leprosy 

14 7 7 

L-pole Leprosy vs 

Individuals without 

leprosy 

60 41 19 

 

 

 

 

Table 2. Number of miRNAs differential expression profile between the all 

comparisons. 

Analysis  miRNAs 
miRNAs 

downregulated 

miRNAs 

upregulated 

Leprosy patient’s 

vs Individuals 

without leprosy 

7 7 0 

T-pole Leprosy vs 

Individuals without 

leprosy 

5 5 0 

L-pole Leprosy vs 

Individuals without 

leprosy 

4 3 1 
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Fig. 1: Heatmap in log2 RPKM of 67 miRNAs deferentially expressed in Leprosy  (RP: 

Individuals without leprosy, H: Leprosy patients with H25, H26, H21, H20, H23, H15 

belonging to L-pole). 
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Fig 2: miRNAs differentially expressed according your profile in down or up regulated 

in three distinct comparisons (data in |log2FoldChange| >2 e p adjusted ≤ 0,05 
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Fig. 3: Volcano plot of miRNAs differentially expressed between T-pole vs L-pole. 

 

 

Fig. 4: Targets found for 12 miRNAs in tissue sample (red box: validated miRNAs like 

regulators of targets; gray box: predicted miRNAs like regulators of targets). 
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Fig. 5. Volcano plot for miRNAs differentially expressed in all comparisons from blood 

samples. 
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Fig. 6: Heatmap in log2 RPKM of 10 miRNAs deferentially expressed in Leprosy (H12 

and H2: Individuals without leprosy). 
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Fig. 7: Targets found for 10 miRNAs in tissue sample (red box: validated miRNAs like 

regulators of targets; gray box: predicted miRNAs like regulators of targets). 
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S1. Profile of differential expression for four comparisons conduct in Tissue sample. 

 Leprosy vs Individual 

without Leprosy 

T-pole vs Individual 

without Leprosy 

L-pole vs Individual 

without Leprosy 

L-pole vs T-pole 

Leprosy 

microRNAs Fold Change*1 Padj*2 Fold Change padj Fold Change padj Fold Change padj 

hsa-miR-1 -3,64 3,63E-03 -2,87 2,90E-02 -3,16 1,61E-02   

hsa-miR-10a-5p 3,51 4,48E-13 3,53 1,23E-12 3,47 1,53E-08   

hsa-miR-1247-5p -2,01 2,32E-02   -3,90 1,55E-04   

hsa-miR-1291 -4,53 9,08E-05   -3,70 1,16E-02   

hsa-miR-1301-3p 2,72 2,58E-02   3,39 3,87E-03   

hsa-miR-136-3p -2,17 3,53E-08   -2,53 3,52E-08   

hsa-miR-136-5p -4,22 1,04E-09 -3,41 8,51E-05 -4,39 2,11E-07   

hsa-miR-146a-5p 2,92 8,95E-07 2,15 2,07E-03 3,32 1,88E-08   

hsa-miR-154-5p -3,02 1,63E-02   -2,64 4,88E-02   

hsa-miR-155-5p 2,13 1,27E-06   2,52 3,54E-10   
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hsa-miR-185-5p 2,02 3,89E-02   2,43 9,35E-03   

hsa-miR-193a-3p -2,01 1,06E-02   -2,07 1,28E-02   

hsa-miR-196a-5p 3,69 6,06E-03 3,99 5,62E-04     

hsa-miR-196b-5p 3,25 5,02E-03 3,47 9,34E-04 2,85 2,83E-02   

hsa-miR-200a-3p -2,70 2,12E-04   -4,19 1,97E-07 2,09 5,81E-03 

hsa-miR-204-5p -3,38 1,59E-06 -2,48 1,88E-03 -4,17 2,78E-07   

hsa-miR-205-5p -2,40 3,54E-04   -3,04 7,41E-05   

hsa-miR-214-5p -2,05 3,65E-03   -2,39 4,69E-03   

hsa-miR-3065-3p -3,75 6,17E-03   -3,56 1,55E-02   

hsa-miR-31-5p -3,11 9,29E-08 -3,12 4,28E-06 -2,96 6,00E-05   

hsa-miR-340-5p 2,18 6,88E-03   2,79 1,38E-04 -2,18 2,32E-03 

hsa-miR-342-3p 2,70 1,79E-04   3,23 3,55E-07   

hsa-miR-342-5p 2,16 4,48E-02       
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hsa-miR-34a-5p 2,43 6,17E-03   3,06 7,76E-05 -2,16 3,56E-03 

hsa-miR-3609 -2,80 6,88E-03   -2,65 1,67E-02   

hsa-miR-369-3p -2,71 1,95E-02   -2,78 3,26E-02   

hsa-miR-375 -2,43 2,38E-03   -3,24 2,42E-04   

hsa-miR-376c-3p -3,16 9,99E-03   -2,76 3,49E-02   

hsa-miR-379-5p -2,99 7,59E-04 -2,76 1,60E-02 -2,67 4,58E-03   

hsa-miR-381-3p -2,97 4,48E-13 -2,66 1,12E-07 -3,09 3,98E-09   

hsa-miR-410-3p -2,27 7,59E-04   -2,67 7,40E-04   

hsa-miR-455-5p -2,40 1,27E-06   -2,68 1,20E-05   

hsa-miR-487b-3p -2,41 2,69E-02       

hsa-miR-500a-3p 2,43 1,88E-06   2,74 1,26E-07   

hsa-miR-501-3p 3,72 5,11E-08 2,60 1,03E-05 4,41 1,04E-13   

hsa-miR-509-3p -2,58 1,28E-02   -2,43 3,29E-02   
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hsa-miR-598-3p -2,63 3,34E-03   -2,66 8,84E-03   

hsa-miR-615-3p 3,52 8,95E-03 3,86 8,38E-04     

hsa-miR-744-5p 2,44 2,35E-03 2,23 1,21E-02 2,63 2,72E-03   

hsa-miR-766-3p 2,78 4,47E-02       

hsa-miR-891a-5p -3,42 1,22E-02       

hsa-miR-941 2,17 6,71E-04   2,49 1,63E-04   

hsa-miR-944 -2,72 6,94E-04 -2,01 3,94E-02 -3,07 1,52E-03   

hsa-miR-125b-2-3p     -2,08 8,08E-06   

hsa-miR-133a-3p     -2,62 4,67E-02   

hsa-miR-141-5p     -3,01 5,78E-03   

hsa-miR-146b-5p     2,42 3,14E-04   

hsa-miR-149-5p     -2,27 5,18E-03   

hsa-miR-182-5p     -2,32 1,54E-04   
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hsa-miR-191-5p     2,23 2,37E-18   

hsa-miR-195-3p     -2,24 3,87E-02   

hsa-miR-195-5p     -2,22 1,90E-03   

hsa-miR-199a-3p     -2,36 5,60E-09   

hsa-miR-223-3p     2,34 7,40E-04   

hsa-miR-224-5p     -2,03 2,02E-02   

hsa-miR-27b-3p     -2,51 1,88E-12   

hsa-miR-29c-5p     2,20 3,53E-02   

hsa-miR-326     2,18 9,94E-03   

hsa-miR-340-3p     2,74 2,79E-02   

hsa-miR-411-5p     -2,55 1,22E-04   

hsa-miR-429     -3,50 7,09E-05 2,43 3,56E-03 

hsa-miR-654-3p     -2,14 4,98E-04   
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hsa-miR-708-3p     -2,40 1,59E-03   

hsa-miR-708-5p     -2,12 1,04E-04   

hsa-miR-889-3p     -2,47 2,58E-02   

hsa-miR-99a-3p     -2,73 3,74E-03   

hsa-miR-362-5p       -2,12 1,90E-02 

*1. Log2 fold change; *2 p adjusted by Bomferroni. 
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S2. Profile of differential expression for three comparisons conduct in blood sample. 

 Leprosy vs Individual 

without Leprosy 

T-pole vs Individual 

without Leprosy 

L-pole vs Individual 

without Leprosy 

miRNAs Fold Change*1 Padj*2 Fold Change padj Fold Change padj 

hsa-let-7f-5p -2,38 4,15E-02     

hsa-miR-126-3p -3,27 1,44E-02     

hsa-miR-126-5p -3,97 1,29E-03 -3,94 9,64E-04   

hsa-miR-144-5p -5,58 1,52E-06 -4,57 5,05E-04 -6,91 1,03E-08 

hsa-miR-15a-5p -3,72 6,70E-04 -3,61 5,05E-04 -3,67 3,58E-02 

hsa-miR-20a-5p -2,83 3,27E-02     

hsa-miR-26b-5p -2,90 1,32E-03 -2,60 5,05E-04   

hsa-miR-106b-5p     -3,29 3,58E-02 

hsa-miR-1291     4,90 4,07E-02 

hsa-miR-16-5p   -3,04 2,18E-02   

*1. Log2 fold change; *2 p adjusted by Bomferroni. 
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4 - DISCUSSÃO GERAL 

 

No Brasil, os primeiros casos de hanseníase foram notificados no ano de 1600, 

na cidade do Rio de Janeiro. Posteriormente, outros focos da doença também foram 

identificados, na Bahia e no Pará (Eidt, 2004). Após a introdução da moléstia por 

diversos pontos da costa brasileira a infecção se disseminou a parir de Pernambuco à 

Paraíba e a Alagoas, provavelmente em função do desenvolvimento agrícola dessas 

regiões. E ao Ceará, Maranhão, Pará e Amazonas pela ocupação desses Estados. A 

hanseníase no estado do Pará,  do século XIX, tinha grande prevalência e as relações 

entre Belém, Santarém e Manaus, as quais eram intensas nessa época, auxiliaram na 

disseminação da doença na região amazônica (Eidt, 2004). 

 A situação epidemiológica da hanseníase no contexto amazônico é antiga, tanto 

quanto problemática, e os dados atuais, revelam-na ainda latente como um problema de 

saúde pública com baixa resolubilidade e alta incidência. No estado do Pará, em dias 

atuais, a taxa de detecção de novos casos é de 50.7 por 100 000 indivíduos, quase o 

triplo da taxa nacional (17/100 000) (Barreto et al., 2015). Além disso, a taxa de 

detecção da doença entre escolares no estado do Pará, é em média de 4%, e entre 

contatos intradomiciliares dos pacientes de 8% (Barreto et al., 2012). Todos estes 

fatores desenham uma doença em plena atividade no estado e em processo de expansão, 

de tal modo que ao se extrapolarem os dados, considerando o tempo de incubação da 

hanseníase, a realidade socioeconômica do estado e dos pacientes acometidos, assim 

como as atuais políticas em saúde de combate à doença, pode-se apontar potenciais 

novos casos no estado do Pará por mais algumas décadas (Salgado et al., 2016). 

 A distribuição espacial da hanseníase no Brasil é geograficamente desigual, 

atingindo principalmente as regiões norte, nordeste e centro-oeste do país, em que a 

doença é hiper-endêmica e subdiagnosticada, porém convergente com a pobreza e a 

falta de assistência e promoção à saúde, haja vista que aproximadamente metade dos 

casos detectados no país estão em municípios empobrecidos que compreendem apenas 

17% do total populacional do Brasil (Barreto et al., 2015, Barreto et al., 2012, Penna et 

al., 2009). Este histórico problema de saúde pública na região amazônica, que detectou 

aproximadamente 80.000 novos casos, nos últimos 20 anos, mostra sinais nítidos de 

continuidade com falha na quebra da cadeia de transmissão e alta endemicidade em 

crianças menores de 15 anos , indicando foco ativo da infecção na comunidade (Barreto 
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et al., 2015, Barreto et al., 2012). Adicionalmente, cerca de 50% da população não é 

coberta pela estratégia de saúde da família, a qual deveria – no âmbito da assistência 

primaria à saúde - ser responsável pela detecção e tratamento dos pacientes acometidos 

pela hanseníase, assim pode ser explicado a falha no diagnóstico e alta incidência da 

doença em nosso estado ( Salgado et al., 2016). 

 A compreensão de que a falta do diagnóstico da hanseníase não represente sua 

não existência como agravo de saúde na população, cria o imaginário de que a 

erradicação da doença é objetivo palpável e próximo da nossa realidade (Barreto et al., 

2015, Penna et al., 2009, Salgado et al., 2016). A negligência das políticas públicas em 

saúde para hanseníase alicerçado com a falha diagnóstica, configura para a nossa região 

uma endemia oculta e ocultada, em que o enfrentamento do problema se torna ponto 

importante de pesquisas, como a realizada aqui, que visem desenvolver técnicas e 

metodologias que aprimorem o controle e o auxílio diagnóstico da doença. 

 O presente trabalho investigou dois diferentes parâmetros biológicos que podem 

influenciar o mecanismo de defesa do hospedeiro frente ao proesso infeccioso 

promovido pelo M. lepra: (i) os genéticos intrínsecos ao hospedeiro, que está associado 

à suscetibilidade à doença; e (ii) os epigenéticos que congregam mecanismos presentes 

no hospedeiro e no agente infeccioso.  

 Os fatores genéticos, per si, estão associados a susceptibilidade à doença e a 

maneira como a interação parasita-hospedeiro pode gerar distintas formas clínicas da 

patologia, neste sentido encontramos associação dos marcadores do tipo INDEL dos 

genes NFκβ1, CASP8, PAR1, IL4 e CYP19A1 como fatores de susceptibilidade à 

hanseníase e como potenciais marcadores ao desenvolvimento da forma clínica MB. 

Adicionalmente, observa-se que o padrão de contribuição Inter-étnica individual, pode 

afetar de maneira distinta o risco de desenvolvimento da doença.  

A análise genética de nossos resultados, evidenciou que o alelo DEL 

(rs28362491) do gene NFκβ1 é responsável pela diminuição de sua atividade 

transcricional  e, por conseguinte de uma conjunto de genes pró-inflamatórios que ativa 

(Karban et al.,2004; Salim et al., 2013, Cen et al., 2013). Esta observação sugere que a 

presença deste polimorfismo induz uma proteção contra a o desenvolvimento da 

hanseníase, embora tenha sido associado como fator de risco ao desenvolvimento do 

polo MB. Baseado no fato de que a transcrição de NFκβ1 não é constitutiva, mas 

mediado por estímulos antigênicos específicos como antígenos de M. leprae (Cen et al., 
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2013), a ideia de que o alelo DEL confere risco para o desenvolvimento da doença em 

seu pólo mais grave é viável. 

O gene PAR1 está envolvido em vários momentos do processo inflamatório, e 

parece modulá-lo em muitos estágios da relação parasita-hospedeiro (Adams et al., 

2011). PAR1 é um receptor da família PAR e estabelece a supressão da atividade de 

linfócitos do tipo Th1, Th17, e secreção de IL12 e IL23 (Aerts et al., 2013; Chionh et 

al., 2014), o que resulta em diminuição da imunidade mediada por células, logo uma 

diminuição da capacidade de combater a infeção causada pelo M. leprae. O alelo INS 

(rs112667092) deste gene eleva sua capacidade de transcrição. Nossos dados apontam 

que o genótipo DEL\DEL confere proteção ao desenvolvimento da doença e ao 

estabelecimento da forma clinica MB, por melhorar o padrão de resposta imune celular 

e as classes Th1 e Th17. Portanto, a ação do gene PAR1 pode revelar um novo 

mecanismo pelo qual o hospedeiro modula sua resposta imune frente ao parasito, e levar 

ao desenvolvimento da doença. 

A elevada carga bacilar em células apresentadoras de antígeno gera um estímulo 

à apoptose, e este mecanismo é controlado por citocinas e mediadores apoptóticos como 

BCL-2 e CASP8 (Klinger et al., 1997; Chattree et al., 2008). Como pacientes 

acometidos pela hanseníase têm sobrecarga bacilar e\ou continua ativação de células T 

por antígenos circulantes no plasma, estas células são estimuladas à apoptose e a 

diminuição da taxa de infiltração tissular (Sun et al., 2007). Assim, o alelo DEL 

(rs3834129) diminuí a taxa transcricional da caspase 8, e consequente diminuição da 

apoptose de células imunes infectadas com o bacilo. Portanto, nossos dados sugerem 

que o genótipo DEL\DEL pode elevar a sobrevida de células infectadas e favorecer a o 

estabelecimento da infecção, sendo assim um fator de risco à hanseníase. 

A IL4 é um mediador largamente estudado e analisado em várias patologias, é 

secretado por linfócitos, eosinófilos e mastócitos, os quais induzem a diferenciação e 

maturação de linfócitos B e o subconjunto de células Th2, que são ineficazes ao 

combate da proliferação bacilar e controle da doença (Teles et al., 2010; Nakashima et 

al., 2002). Os resltados observados no presente trabalho mostram que o VNTR no 

intron 3 do gene da IL4, revela que o alelo A2, é significativamente frequente em 

pacientes acometidos pela doença, além disso o alelo A2 é responsável por uma elevada 

produção da proteína e consistente com o fato de ser um fator de susceptibilidade à 

doença. 
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O gene CYP19A1, produz uma enzima da superfamília dos citocromo P450 

conhecida como aromatase, a qual é responsável pelo metabolismo primário dos 

precursores de hormônios esteróides e andrógenos. Em pacientes com hanseníase o 

nível de hormônios androgênicos é significativamente menor que em indivíduos sem a 

doença (Leal et al., 2003; Limer et al., 2009). A elevada concentração de hormônios 

androgênicos no plasma desses pacientes diminui a secreção de citocinas inflamatórias, 

e sugere que quanto maior a concentração deste hormônio e menor for a atividade 

metabólica da aromatase, menos efetivo é a inibição à infecção e crescimento do bacilo 

(Limer et al., 2009). Nossos dados sugerem que o alelo DEL (rs11575899) do gene 

CYP19A1 diminue a atividade da aromatase e eleva a concentração de androgênios, 

resultando em uma redução global da capacidade do hospedeiro de oferecer barreiras 

imunológicas eficazes contra o desenvolvimento da doença e  da forma clinica MB. 

Do ponto de vista da contribuição genômica dos diferentes grupos étnicos que 

constituem a atual população brasileira, podemos sugerir que estas podem gerar taxas 

de risco ao desenvolvimento de distintas doenças (Santos et al., 1999; Ribeiro-dos-

Santos et al., 2007; Ribeiro-Rodrigues et al., 2009), como a hanseníase. Nossos dados 

sugerem que quanto maior for a contribuição de genes de origem europeia, no genoma 

do indivíduo, maior será o risco ao desenvolvimento da hanseníase. E quanto maior for 

a contribuição africana, no genoma do indivíduo, menor é o risco ao desenvolvimento 

da doença. Do ponto de vista epidemiológico a hanseníase tem estreita ligação com as 

condições de vida e o desenvolvimento sócio econômico, porém fatores genéticos 

também são importantes para a susceptibilidade à patologia, logo o fato de indivíduos 

africanos serem a população mais geneticamente diversa do mundo, associado ao fato 

de terem entrado em contato com o bacilo a mais tempo (Eidt, 2004; Han et al., 2014), 

sugre-se que por vias de seleção, polimorfismos genéticos que conferem proteção 

podem ter se acumulado nesta população e em seu descendentes. É interessante ressaltar 

que a principal entrada de africanos no Brasil, foi de forma compulsória em navios 

negreiros que realizavam tráfico de escravos. Nesta situação a comercialização de 

escravos que apresentassem aspectos que desfavorecessem sua comercialização como 

aspectos de desnutrição, ausência de dentes, manchas ou lesão de pele, eram 

considerados como fator de perda de valor; logo os escravos que chegaram ao Brasil, e 

por conseguinte espalharam seus genes na população atual, em sua maioria eram livres  

da hanseníase e poderiam ter uma imunidade natural contra o desenvolvimento da 

doença (Scott et al., 1943; Han et al., 2014). 
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O segundo parâmetro analisado foram as alterações epigenéticas, por meio de 

análise da expressão diferencial de miRNAs em amostras de biopsia da lesão hansênica, 

equanto de sangue periférico de pacientes diagnosticados com hanseníase. Neste 

contexto o estudo mostrou uma diversidade de 67 miRNAs diferencialmente expressos 

em amostras de biopsias, as quais diferenciaram o grupo de indivíduos acometidos pela 

doença e o grupo sem a doença (controle), assim como distinguir os pólos Tuberculóide 

e Lepromatoso. 

As amostras de sangue periférico mostraram uma diversidade menor de 

microRNAs (10) diferencialmente expressos, mas que também foram hábeis em 

diferenciar indivíduos acometidos pela doença e o grupo controle, distinguindo os pólos 

Tuberculóide e Lepromatoso do controle. Adicionalmente a análise in silico dos alvos 

regulados por esses miRNAs, revelou importantes genes que podem influenciar a 

capacidade do hospedeiro de combater o crescimento bacilar, a progressão da infecção e 

a manifestação clínica da doença.  

 

O estudo de miRNAs como fatores epigenéticos que podem influenciar o 

estabelecimento da doença e suas formas clinicas, realizou o primeiro miRnoma da 

hanseníase, incluindo amostras de pacientes virgens de tratamento - apresentando 

clinicamente o polo Tuberculóide ou Lepromatoso - e indivíduos não acometidos pela 

doença. O dado de amostra de biopsia de pele mostrou uma elevada diversidade de 

miRNA, permitindo ainda o agrupamento destes miRNAs em: 

i) Envolvidos na manifestação e progressão da doença; 

ii)  Marcadores do polo Tuberculóide; 

iii) Marcadores do polo Lepromatoso; 

iv) Marcadores específicos do polo Lepromatoso; 

v) Marcadores que diferenciam os polos da hanseníase. 

 

Os miRNAs diferencialmente expressos nessas amostras corroboraram com 

alguns dados da literatura como o has-miR-146a, has-miR-34, has-miR-155, has-miR-

29c, has-miR-125b e has-miR-99, que regulam genes importantes para o 

estabelecimento de uma adequada resposta imunológica, a qual gere condições para a 

célula do hospedeiro elimine e contenha o bacilo, construindo um micro-ambiente que 

possa levar a remissão ou eliminação da hanseníase.  
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Adicionalmente, a analise in silico dos alvos revelou importantes genes – já 

validados – que modulam a resposta imune frente a infecção como IL1β, IL6, IL8, 

TLR2, TLR4, IL17RB, IFNGR1 e TGFBR1, capazes de influenciar o sensível balanço 

entre imunidade celular e humoral, por conseguinte a influenciam na susceptibilidade à 

doença e ao estabelecimento dos polos Tuberculóide ou Lepromatoso. Além disso 

alguns mediadores importantes como NFκβ (citado acima), proteínas da família SMAD 

e STAT3, que regulam a sinalização celular e a expressão de citocinas inflamatórias, 

também são regulados por este hall de miRNAs. Portanto, esta visão global do perfil de 

miRNAs diferencialmente expressos poderá melhorar nosso entendimento e 

perspectivas sobre novos estudos dos fatores genéticos envolvidos nos mecanismos de 

defesa do hospedeiro e de combate ao desenvolvimento da hanseníase. 

Os dados das amostras de sangue periférico mostraram pouca diversidade de 

miRNA, porém conseguiu diferenciar pacientes de não pacientes, e os distintos polos da 

hanseníase de não pacientes, permitindo ainda o agrupamento destes miRNAs em: 

vi) Envolvidos na manifestação e progressão da doença; 

vii)  Marcadores do polo Tuberculóide; 

viii) Marcadores do polo Lepromatoso; 

ix) Marcadores específicos do polo tuberculóide; 

 

Os miRNAs diferencialmente expressos nessas amostras corroboraram com 

alguns dados da literatura como o has-miR-144-5p e has-let-7f-5p, que regulam a 

diferenciação de células T e a via de ação do NFκβ respectivamente, que são 

importantes para a sobrevida de micobactérias viáveis na célula do hospedeiro, e para a 

resposta imune inata estabelecer uma correta barreira imune contra o bacilo. 

Adicionalmente, a analise in silico dos alvos revelou importantes genes – já validados – 

como NFκβ, CASP8 e CYP19A1, já discutidos acima, mostrando a relação entre os 

fatores genéticos e epigenéticos envolvidos na relação entre o hospedeiro-parasita que 

podem influenciar no estabelecimento da doença, além disso mostra que os miRNAs 

atuam em genes já validados em estudos populacionais e melhoram sua evidencia como 

possíveis biomarcadores para a hanseníase. Para além a fácil obtenção de amostras de 

sangue para auxilio diagnóstico, principalmente em áreas remotas e longe de 

equipamentos modernos de análise, poderiam ser usadas para validar biomarcadores que 

melhorassem o screen epidemiológico de populações vulneráveis à hanseníase, podendo 
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se estabelecer como uma possível novo marcador de desenvolvimento da patologia e de 

suas formas clinicas. 

Em conclusão, o estudo aponta para marcadores genéticos importantes e suas 

variantes na população que podem influenciar no estabelecimento da doença, e podem 

indicar formas alternativas pelas quais o hospedeiro pode oferecer barreira imunológica 

à infecção pelo M. leprae e o desenvolvimento dos distintos pólos da hanseníase. 

Ademais os dados de miRnoma apontam para um novo cainho para o estudo de 

marcadores e biomarcadores da hanseníase, revelando que futuras pesquisas podem 

elucidar novas moléculas que auxiliem o diagnóstico, e até prevê quem em situação de 

vulnerabilidade e risco poderá desenvolver a doença, ou até encontra infecções 

subclínicas que necessitem de intervenção profilática. Por fim, a hanseníase ainda 

configura um problema de saúde pública e anseia por novas pesquisas capazes de gerar 

resposta para a sociedade, como foi o objetivo desta tese. 
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