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I. RESUMO 

Introdução: A hanseníase é uma doença infecciosa crônica causada pelo 

Mycobacterium leprae. Cerca de 30-40% dos pacientes desenvolvem episódios 

inflamatórios súbitos e agudos, as chamadas reações hansênicas. Estudos anteriores 

mostraram uma série de miRNAs associados aos fenótipos da hanseníase, evidenciando 

o papel desse mecanismo epigenético na patogênese da doença. Objetivo: Esse trabalho 

teve como objetivos avaliar a correlação de miRNAs previamente associados à 

hanseníase com genes ligados à apoptose e autofagia em lesões de pacientes com 

hanseníase, comparar o padrão de expressão dos genes em biópsias de pacientes com e 

sem reações e descrever o perfil clínico e epidemiológico de pacientes com hanseníase, 

atendidos em centros de referência do estado da Bahia, HUPES-AMN e ICOM. Métodos: 

Biópisas de 28 pacientes com e sem reações hansênicas, com as diversas formas clínicas 

da hanseníase foram recrutados. Para fins de análise, estes pacientes foram alocados de 

acordo com a classificação da OMS como paucibacilares (PB) ou multibacilares (MB), e 

separados em pacientes com ou sem reações. Foram utilizadas amostras de RNA contidas 

em nosso biorepositório, extraídas pelo método do utilizandoTRIzol® Reagente 

(Ambion®). A obtenção de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit 

comercialmente disponível High Capacity (ThermoFisher). Os genes foram escolhidos 

por serem importantes em processos de morte celular e serem regulados pelos miRNAs 

previaente analisados pelo grupo. Expressão gênica pelo método de qPCR em tempo real 

por TaqMan® foi realizada e os dados analisados comparando-se o ciclo limiar (Ct) entre 

grupos de amostras. A análise de correlação entre genes e miRNAs foi realizada por meio 

do teste de Correlação de Spearman, utilizando GraphPad Prism8. As diferenças foram 

consideradas significativas quando o valor de p ficou abaixo de 0,05 (p ˂ 0,05). O banco 

de dados clínico-epidemiológico dos pacientes foi analisado através do programa R para 

Windows, versão 4.2.3 e os dados apresentados por tabelas. Resultados: Foi avaliado por 

qPCR a expressão dos genes ATG12, TNFRSF10A, PARK2, BCL2, CFLAR e STX7 e 

comparada a expressão entre pacientes sem reação (PB + MB) e pacientes com reação, 

(RR e ENH) e não houve associação estatisticamente significante nesta comparação. 

Nossos resultados mostraram uma correlação entre os miRNAs e os genes ATG12 (miR-

125a-3p), TNFRSF10A (miR-146b-5p), PARK2, CFLAR e STX7 (miR-132-5p). Na 

análise epidemiológica, observamos que a forma MB é mais predominante no sexo 

masculino e que formas doença dentro deste espectro são mais propensas ao 

desenvolvimento de reações, assim como atinge pacientes com menor nível educacional 

e econômico. Conclusão: Reforçamos um papel para esses miRNAs na patogênese da 

hanseníase, influenciando mecanismos como apoptose e autofagia na pele; A forma MB 

da doença ocorre dentro de um contexto social de maior vulnerabilidade social se 

comparado aos pacientes PB. 

 

Palavras-chave: miRNAs, Gene, hanseníase, ATG12, TNFRSF10A, PARK2, BCL2, 

CFLAR, STX7. 
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II. ABSTRACT  

 

Introduction: Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium 

leprae. About 30-40% of patients develop sudden and acute inflammatory episodes, the 

so-called leprosy reactions. Previous studies have shown a series of miRNAs associated 

with leprosy phenotypes, evidencing the role of this epigenetic mechanism in the 

pathogenesis of the disease. Objective: This study aimed to evaluate the correlation of 

miRNAs previously associated with leprosy with genes linked to apoptosis and autophagy 

in lesions of patients with leprosy, compare the expression pattern of genes in biopsies of 

patients with and without reactions and describe the clinical profile and epidemiological 

analysis of patients with leprosy treated at reference centers in the state of Bahia, HUPES-

AMN and ICOM. Methods: Biopsies of 28 patients with and without leprosy reactions, 

with different clinical forms of leprosy were recruited. For analysis purposes, these 

patients were allocated according to the WHO classification as paucibacillary (PB) or 

multibacillary (MB), and separated into patients with or without reactions. RNA samples 

contained in our biorepository were used, extracted by the method using TRIzol® 

Reagent (Ambion®). Obtaining complementary DNA (cDNA) was performed using the 

commercially available High Capacity kit (ThermoFisher). The genes were chosen 

because they are important in cell death processes and are regulated by the miRNAs 

previously analyzed by the group. Gene expression by real-time qPCR method by 

TaqMan® was performed and the data analyzed by comparing the threshold cycle (Ct) 

between groups of samples. Correlation analysis between genes and miRNAs was 

performed using the Spearman Correlation test, using GraphPad Prism8. Differences 

were considered significant when the p-value was below 0.05 (p ˂ 0.05). The patients' 

clinical-epidemiological database was analyzed using the R program for Windows, 

version 4.2.3 and the data presented in tables. Results: The expression of the genes 

ATG12, TNFRSF10A, PARK2, BCL2, CFLAR and STX7 was evaluated by qPCR and the 

expression between patients without reaction (PB + MB) and patients with reaction (RR 

and ENH) was compared and there was no statistically significant association in this 

comparison. Our results showed a correlation between miRNAs and ATG12 (miR-125a-

3p), TNFRSF10A (miR-146b-5p), PARK2, CFLAR and STX7 (miR-132-5p) genes. In the 

epidemiological analysis, we observed that the MB form is more prevalent in males and 

that disease forms within this spectrum are more prone to the development of reactions, 

as well as affecting patients with lower educational and economic levels. Conclusion: We 

reinforce a role for these miRNAs in the pathogenesis of leprosy, influencing mechanisms 

such as apoptosis and autophagy in the skin; The MB form of the disease occurs within a 

social context of greater social vulnerability compared to PB patients. 

 

Keywords: miRNAs, Gene, leprosy, ATG12, TNFRSF10A, PARK2, BCL2, CFLAR, 

STX7. 
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III. OBJETIVOS 

III.1. OBJETIVO GERAL  

Avaliar a correlação de miRNAs previamente associados à hanseníase com genes 

ligados à apoptose e autofagia em lesões de pacientes com hanseníase. 

III.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

III.2.1. Avaliar a expressão de genes ligados a vias de morte celular em um 

conjunto de biópsias de pacientes com hanseníase e comparar esse padrão de expressão 

em pacientes com e sem reações. 

III.2.2. Avaliar a correlação entre os genes avaliados e miRNAs previamente 

testados na amostra. 

III.2.3. Descrever o perfil clínico e epidemiológico de pacientes com hanseníase, 

atendidos em dois centros de referência do estado da Bahia. 
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IV. HIPÓTESES 

IV.1. miRNAS previamente associados com formas clínicas da hanseníase e com 

índice bacilar, também se correlacionam, no tecido, com genes importantes para 

processos de eliminação dos patógenos. 

IV.2. A população atendida em centros de referência da Bahia, na cidade de Salvador, 

possui características clínicas e demográficas similar a outras populações afetadas pela 

hanseníase. 
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V. INTRODUÇÃO 

A hanseníase é uma doença infectocontagiosa crônica causada pelo bacilo 

Mycobacterium leprae. A doença, de evolução lenta e insidiosa, apresenta um caráter 

espectral. Assim, no pólo tuberculóide (TT), poucas lesões cutâneas se associam a uma 

baixa carga bacilar e à presença da resposta imune celular contra o bacilo de Hansen. No 

outro pólo da doença, a forma lepromatosa (LL), o quadro clínico de lesões disseminadas 

está associado a uma alta carga bacilífera e ausência de resposta imune celular. Entre 

essas duas formas, encontramos pacientes com formas clínicas que são ditas “borderline” 

(BT, BB e BL) que são de difícil caracterização imunológica. Adicionalmente, a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) criou uma classificação operacional baseada na 

contagem do número de lesões de pele para facilitar o tratamento da doença (WHO, 

1995). Os pacientes são classificados em paucibacilares (PB) com as formas clínicas mais 

brandas TT e BT ou, multibacilares (MB) com as formas clínicas BB, BL e LL, mais 

resistentes (WHO, 1982). Além disso, cerca de 30-40% dos pacientes desenvolvem 

episódios inflamatórios súbitos e agudos, as chamadas reações hansenícas. As de tipo 1 

ou reação reversa (RR) se apresentam clinicamente com neurite ou eritema ou edema das 

lesões cutâneas; as do tipo 2 ou eritema nodoso hansênico (ENH), envolve o aparecimento 

de nódulos subcutâneos e sintomas como febre, artrite, neurite, entre outros.  

Os MicroRNAs (miRNAs) são pequenos ácido ribonucleicos (RNAs) não 

codificantes, expressos por células eucarióticas que têm papel central na formação, 

diferenciação e desenvolvimento das células. Os processos ambientais que desregulam a 

expressão de miRNAs estão associados a várias doenças, incluindo câncer, doenças 

inflamatórias e infecciosas pois estes interferem diretamente na regulação da expressão 

gênica e, por conseguinte, na resposta imunológica (BARTEL, 2004; O’CONNELL et 
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al., 2012). Estudos anteriores mostraram uma série de miRNAs associados aos fenótipos 

da hanseníase, evidenciando o papel desse mecanismo epigenético na patogênese da 

doença (JORGE et al., 2017, SALGADO et al., 2018, LIU et al., 2012). Anteriormente, 

o grupo de pesquisa em hanseníase do Serviço de Imunologia do Com-HUPES identificou 

que o miR-125a-3p foi mais expresso em indivíduos PB quando comparados à indivíduos 

MB e com RR, sugerindo que o mesmo pode contribuir para uma melhor resposta celular 

e apoptótica nesta forma clínica. Igualmente, o miR-125a-3p foi também mais expresso 

em indivíduos com ENH quando comparado à indivíduos MB e correlacionado com um 

maior índice bacilar (IB) nestes pacientes reacionais, corroborando que o mesmo possa 

estar envolvido na proliferação e disseminação bacilar no ENH. Similarmente, os 

miRNAS 146b-5p e -132-5p também foram associados a um maior IB nestes pacientes 

com reação.  

Diante desses achados, é proposta do presente trabalho avaliar a expressão de genes 

relacionados à resposta imune e a processos de morte celular, especialmente autofagia e 

apoptose, em biópsias de pacientes com hanseníase, correlacionando-os com miRNAs 

previamente associados à doença. Em complemento a este trabalho, objetivamos também 

fazer uma caracterização dos aspectos clínicos e epidemiológicos de pacientes com 

hanseníase, atendidos no Ambulatório Magalhães Neto do com-HUPES (AMN) e o 

Instituto Couto Maia (ICOM), entre os anos de 2011 e 2021. 
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VI. REVISÃO DE LITERATURA 

VI.1. EPIDEMIOLOGIA DA HANSENÍASE 

Embora seja curável, a hanseníase continua sendo uma doença endêmica em 

muitas partes do mundo, principalmente na Índia, Brasil e Indonésia, com mais de 

200.000 novos casos notificados anualmente em todo o mundo (BRASIL, 2022; WHO, 

2020). Todos os anos, a OMS coleta dados da hanseníase de nações para analisar o cenário 

atual e emitir um relatório anual global sobre hanseníase. Foram relatados mais de 

140.000 novos casos no ano de 2021, uma redução cerca de 40% se comparado ao ano de 

2019, justificado pela pandemia do COVID-19 (WHO, 2022). Em comparação às 127 no 

ano de 2020, 143 nações forneceram estatísticas em 2021, distribuídos conforme 

mostrado (Figura 1).  

 

Figura 1 - Distribuição geográfica de casos novos de hanseníase, 2021. 
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Figura 1 - Das 143 nações que enviaram relatórios, 36 não relataram novos casos, 58 

relataram < 100 casos, 36 relataram casos entre 101 - 1.000 e 10 países relataram casos 

entre 1.001 - 10.000. Fonte: (WHO, 2022). 

 

No Brasil, a hanseníase é uma doença de notificação compulsória, sendo 

obrigatório que novos casos sejam reportados ao Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação (Sinan). Cerca de 119.698 novos casos de hanseníase foram diagnosticados 

no Brasil nos últimos cinco anos (2017 a 2021) (BRASIL, 2023). Nesse total, 66.613 

novos casos ou 55,7% dos casos, ocorreram em indivíduos do sexo masculino. A 

predominância dessa proporção foi observada na maioria das categorias de idade e anos 

de avaliação, com maior frequência entre os 50 e 60 anos, totalizando 23.192 casos novos 

(BRASIL, 2023). 

O (Gráfico 1) mostra a cinética de distribuição dos casos de hanseníase entre os 

anos de 2012 a 2021.  Nota-se uma redução de 17,17 por 100 milhões de habitantes em 

2012 para 8,59 por 100 milhões de habitantes em 2021, com uma queda na taxa de 

detecção geral de casos novos de quase 50,0% (BRASIL, 2023). Entretanto, o menor 

número de diagnósticos entre 2020 e 2021 pode ter se dado pelas restrições impostas 

durante a pandemia de COVID-19 (BRASIL, 2022; BRASIL, 2023). 
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Gráfico 1 - Taxa de detecção geral de casos novos de hanseníase por 100 mil habitantes 

segundo região de residência. Brasil, 2012 a 2021. 

 

 
Gráfico 1 - A paridade de endemicidade do país mudou de "alto" para "médio". Em 2021, 

as 16 Unidades Federais (UF) também passaram por essa mudança de parâmetro. De 2012 

a 2021, todas as regiões observaram uma redução na taxa geral de detecção de novos 

casos de hanseníase. Fonte: (BRASIL, 2023) 

 

Em 2021, na Bahia foram notificados 1.511 casos novos de hanseníase, 

abrangendo uma taxa de detecção anual de 10,08 casos por 100.000 habitantes, 

considerada de alta endemicidade segundo padrões internacionais. Destaca-se que o 

contexto da pandemia de COVID-19 impactou nesse número detecção de casos (SESAB, 

2023). A hanseníase é endêmica e transmissível por contato prolongado quando é 

observada em pessoas com menos de 15 anos. O estado da Bahia registrou 45 novos casos 

em menores de 15 anos, o que equivale a uma taxa de detecção de 1,41% por 100.000 

habitantes, considerada a endemicidade média para essa faixa etária (SESAB, 2023).  

O (Gráfico 2) traz uma das ações utilizadas para o controle da hanseníase que é a 

prevenção de incapacidades. É possível avaliar a qualidade do atendimento recebido nos 
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serviços saúde baianos levando em consideração a proporção de incapacidade física no 

diagnóstico (SESAB, 2023). 

 

Gráfico 2 - Proporção de casos novos de hanseníase com grau de incapacidade e com 

grau 2 avaliados no diagnóstico, Bahia 2012 a 2021. 

 
Gráfico 2 - A Bahia tem se mantido nos últimos dez anos na faixa de assiduidade (75 a 

89,9%). Seguindo essa análise, a proporção de casos novos no estado é considerada média 

(5,0 a 9,9%) segundo os parâmetros do MS. O grau 2 de incapacidade em casos novos 

revela um diagnóstico tardio da doença (SESAB, 2023). 

 

VI.2. HANSENÍASE: DEFINIÇÃO E FORMAS CLÍNICAS 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica, com alto poder de infectividade, 

apesar de apenas cerca de 10% dos indivíduos infectados pelo Mycobacterium leprae (M. 

leprae) desenvolverem clinicamente a doença. Isso ocorre devido à resistência do 

hospedeiro, que é conferida por uma resposta imune efetiva e de influência genética 

(MAYMONE et al., 2020). A transmissão ocorre por meio do contato interpessoal direto 

e é facilitada pela interação prologada de indivíduos, que não estão sendo tratados, com 

pessoas suscetíveis ao bacilo. (BRASIL, 2022). Em 2008 foi descoberto o Mycobacterium 



26 

 

 

lepromatosis (M. lepromatosis), que possui uma composição genética semelhante e da 

mesma espécie que o M. leprae, com uma quantidade significante de pseudogenes. 

Supõe-se que o M. lepromatosis e o M. leprae advieram de um ancestral em comum há 

milhões de anos atras. Apesar do M. lepromatosis também ser reconhecido como um 

agente etiológico causador da hanseníase, o Ministério da Saúde (MS) relata que há uma 

carência de estudos sobre epidemiologia dessa micobactéria no Brasil e de sua clínica, 

sendo necessário maiores investigações (HAN et al., 2008; BHANDARI et al., 2022; 

BRASIL, 2022). A hanseníase frequentemente se manifesta primeiro com a dormência 

em regiões cutâneas eritematosas ou hipopigmentadas. Se não for tratada, pode levar a 

danos irreversíveis nos nervos, pele, rosto, mãos e pés. Afeta principalmente a pele e os 

nervos periféricos. Os sintomas podem variar de leves, como perder as sobrancelhas 

externas, a mais graves, como deformidade do nariz em sela e neuropatia irreversível 

(RANDHAWA et al., 2022; WHO, 2021); que podem levar a limitações físicas e perda 

funcional, principalmente nas mãos, pés e olhos e que podem ser bastante graves nos 

casos de diagnóstico tardio. (BRASIL, 2022).  

Desde a década de 1930, uma série de categorias distintas de hanseniase foram 

apresentadas, levado em conta dois extremos, “máculo-anestésico” e “nodular”, bem 

como as apresentações intermediarias. Acreditava-se que as variedades de terminologias 

e classificações, traziam uma ampla gama de diferentes interpretações da doença 

(RODRIGUES JÚNIOR et al., 2016; VON MOSTEHT, 1956). A comissão de 

classificação concordou que era necessário unificar os diferentes pontos de vista quanto 

as formas da doença e por unanimidade no Congresso de Madrid em 1953, fosse adoptado 

um sistema que é em grande parte clínico, apoiado em dados imunológico e 

bacteriológicos, definindo as formas TT, LL e a Indeterminada (I) (RODRIGUES DE 

SOUSA et al., 2022; VON MOSTEHT, 1956). Atualmente há dois tipos de classificação, 
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o espectro de Ridley-Joplin e a classificação da OMS, para categorizar os pacientes 

(RANDHAWA et al., 2022). A classificação feita por RIDLEY, JOPLING (1966), trouxe 

uma maior flexibilidade e optimização a classificação do espectro da hanseníase. 

Utilizando como base as características clínicas e imunológicas, biópsia de pele e a 

baciloscopia é descrito os polós como, TT e LL e os subgrupos indeterminados, 

borderlines: borderline tuberculoide (BT), borderline borderline (BB), borderline 

lepromatoso (BL). A forma indeterminada (I) da doença não pode ser definida pois as 

características não estão ainda bem desenvolvidas e os pacientes podem, ou não, evoluir 

para doença tuberculóide ou lepromatosa pois ainda não tiveram uma resposta imune 

celular do organismo ao bacilo (Figura 2) (RIDLEY, JOPLING, 1966; FROES JUNIOR 

et al., 2022; MAYMONE et al., 2020).  

 

Figura 2 - Espectro da Hanseníase, na Classificação de Ridley-Jopling 
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Figura 2. Resposta imune na hanseníase. As formas TT e BT representam o polo PB 

da doença, caracterizado pela resposta do tipo Th1, enquanto as formas BB, BL e LL 

compreendem o polo MB do espectro, este caracterizado por um incremento da resposta 

do tipo Th2. Episódios reacionais do tipo I (RR) estão mais presentes entre as formas TT 

a BL. Por outro lado, episódios do tipo II (ENH), são predominantes entre as formas BB 

a LL (FIGUEIRA, 2010; GOULART et al., 2002; ADAPTADO). 

 

Para fins terapêuticos, medicamentosos e de tratamento da hanseníase, por meio 

da poliquimioterapia (PQT), em 1981 a OMS classificou a doença em PB e MB. Usando 

a classificação de Madri (1953) a hanseníase indeterminada e turbeculóide são 

classificadas como PB, as dimorfas ou borderlines e as virchowiana ou lepromatosa como 

MB. Os indivíduos afetados são categorizados como PB na presença de até cinco lesões 

de pele ou baciloscopia revelando raspado intradérmico que é negativo, ou MB na 

presença de seis ou mais lesões cutâneas ou baciloscopia do raspado intradérmico 

positiva; de acordo com pesquisas sobre bactérias na linfa, a baciloscopia é realizada em 

vários locais pré-determinados, incluindo lóbulos de lesões, joelhos e cotovelos. (WHO, 

2020; BRASIL, 2017; SOUZA et al., 1997). 

As reações de hanseníase são sintomas de aumento da atividade da doença com 

piora clínica que pode ocorrer abruptamente antes, durante ou após a conclusão do 

tratamento de PQT. E quando elas ocorrem depois do tratamento pode ser devido a uma 

hanseníase reincidiva, ou a fragmentos do bacilo gradualmente decompostos 

remanescentes no corpo do indivíduo causando uma resposta imunológica, caracterizada 

por crises de hipersensibilidade aguda definidas pelo agravamento de lesões anteriores ou 

surgimento de novas lesões (FROES JUNIOR et al., 2022; BRASIL, 2021). As reações 

são a fonte primária de malformações e deficiências, apesar da terapia prolongada com 

uma variedade de medicamentos, como corticosteroides, talidomida e medicamentos 



29 

 

 

imunossupressores. Apesar de serem recomendados pela OMS, esses medicamentos 

possuem diversos efeitos colaterais que podem levar ao aumento da morbidade 

(MACHADO et al., 2015; RÊGO et al., 2020). Pessoas com a doença podem desenvolver 

duas formas comuns de reação à hanseníase. A reação do tipo 1 ou reação reversa (RR), 

é caracterizada por agravamento súbito de lesões cutâneas já existentes (Figura 3), ou 

surgimento de novas lesões, presença de lesão neurológica periférica proeminente, neurite 

febril, eritema de lesões preexistentes e resposta inflamatória imediata da pele, mais 

presentes nas formas TT, BT, BB e BL (BRASIL, 2021). 

 

Figura 3 - Reação Reversa  

   

          

Figura 3 – Paciente com RR. Foto tirada durante visita ao ambulatório do ICOM e AMN. 

Acervo pessoal do pesquisador.  
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As RR são causadas pela resposta celular do tipo Th1 do sistema imunológico em 

uma reação adaptativa ao M. leprae, caminhando com a elevação dos níveis de interferon-

gama (IFN-), fator de necrose tumoral alfa (TNF), interleucina-12 (IL-12) e a síntese de 

oxido nítrico induzível (iNOS) (EBENEZER et al., 2021; FARAG et al., 2021; BRASIL, 

2021). O diagnóstico de RR é muitas vezes feito clinicamente, embora as biópsias de pele 

sejam frequentemente úteis para melhor diagnostico. Apesar de não haver um conjunto 

de critérios histológicos para RR, os achados típicos incluem células plasmáticas, 

granulomas epitelioides maciços e edema cutâneo. As lesões cutâneas podem expandir, 

eritematiza-se mais e até ulcerar (LEGENDRE et al., 2012). O principal fator causador 

da lesão nervosa, perda funcional nervosa e incapacidades é a RR. Estes pacientes têm 

um envolvimento nervoso mais pronunciado, que se manifesta na forma de neurite, 

parestesia e perda motora abrupta que ocasiona no chamado punho em queda, pé caído e 

paralisia facial. O estado imunológico, idade avançada, terapia com PQT, ou a falta dela, 

gravidez ou período pós-parto, tipo clínico da hanseníase, baciloscopia positiva, 

existência de anticorpos glicolipídeo antifenólico-1 do M. leprae (anti PGL-I IgM) e 

função nervosa deteriorada são algumas das causas potenciais da RR (MAYMORE et al., 

2020). A reação do tipo dois ou eritema nodoso hansênico (ENH), ocorre devido a 

liberação de proteínas dos bacilos decompostos que causam uma resposta imune 

sistêmica. O ENH afeta vários órgãos do corpo e resulta em sintomas generalizados, 

caracterizados por nódulos eritematosos dolorosos na face, tronco e membros superiores 

e inferiores e formação de depósitos de imunocomplexos (Figura 3). Outras 

complicações, incluindo febre, mal-estar, dores no corpo e artralgias, podem acompanhar 

essa manifestação, assim com hepatite, nefrite, iridociclite e orquite podem estar 

presentes (RANDHAWA et al., 2022; BRASIL, 2021). 

 



31 

 

 

Figura 4 - Eritema Nodoso Hansênico (ENH) 

                                                

Figura 4 – Paciente com reação de ENH com nódulos palpáveis. Foto tirada durante 

visita ao ambulatório do ICOM. Acervo pessoal do pesquisador.  

 

O ENH é inerente ao polo virchowiano da doença nas formas BB, BL e LL 

(PRAGASAM et al., 2020), os episódios duram entre uma e três semanas, e as repetições 

da reação são frequentes. Indivíduos com lesões cutâneas de ENH possuem quantidades 

excepcionalmente altas de TNF na circulação, além do acúmulo de imunocomplexos 

extravasculares, produção de citocinas pro inflamatórias e quimiocinas que desencadeiam 

a resposta inflamatória sistêmica, principal mecanismo imunológico por trás dos sintomas 

(MAYMORE et al., 2020; EBENEZER et al., 2021; RÊGO et al., 2020)  

Algumas nações conseguiram atingiram contagens de casos extremamente baixas 

desde a introdução efetiva do tratamento multimedicamentoso, a PQT (WHO, 2021). A 

todos os pacientes com hanseníase é seguido um regime de PQT utilizando três 

medicamentos, que incluem a rifampicina, dapsona e clofazimina, por um período de 
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tratamento de seis meses para hanseníase PB e doze meses para hanseníase MB. Esta é 

uma mudança em relação ao tratamento padrão para hanseníase PB, que é rifampicina e 

dapsona por 6 meses, pois algumas evidências sugerem que há melhores resultados 

clínicos com um regime de 3 medicamentos, administrados por 6 meses, em vez de 2 

medicamentos e 6 meses (WHO, 2019). A rifampicina demonstrou recentemente sua 

eficácia na redução do risco de transmissão da hanseníase, de pessoas que mantem 

contatos de pacientes com a doença, utilizando apenas uma dosagem do medicamento de 

forma preventiva (WHO. 2021). 

 

VI.3.  RESPOSTA IMUNOLÓGICA E ASPECTOS SOBRE 

MECANISMOS DE ELIMINAÇÃO BACILAR NA HANSENÍASE  

 

VI.3.1. IMUNIDADE INATA 

A primeira barreira à infecção com M. leprae é a imunidade inata e os receptores 

de reconhecimento de padrões (PRRs) como os toll-like receptors (TLRs) representam 

uma etapa essencial na geração de uma resposta imune contra M. leprae, induzindo 

cascatas de sinalização que ativam genes que codificam citocinas, quimiocinas e 

moléculas co-estimuladoras necessárias para a resposta imune adaptativa (MODLIN, 

2010; HART, TAPPING, 2012). Além disso, células “natural killer” (NK), linfócitos T e 

macrófagos ativados podem destruir os bacilos, independentemente da ativação da 

imunidade adaptativa. A resposta imune inata efetiva, modulada pelas células dendríticas, 

que é a principal célula apresentadora de antígeno, em combinação com a baixa virulência 

de M. leprae, pode ser a base para a resistência ao desenvolvimento de manifestações 

clínicas da hanseníase. Após a instalação da infecção, a resposta imune do hospedeiro 
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ainda é indefinida na fase inicial. A regulação de citocinas inflamatórias e quimiocinas 

podem levar à proliferação de linfócitos T auxiliares 1 (T1) ou T auxiliares 2 (T2), que 

irão promover a resposta imune celular ou humoral ao M. leprae, respectivamente. Isto 

determinará a evolução da doença na direção TT ou LL dentro do espectro (MEDONÇA 

et al., 2008; MODLIN, BLOOM, 1993). Outros elementos que desempenham função 

acessória nesta resposta inata são os neutrófilos, mastócitos e o sistema complemento. No 

caso deste último, o bacilo é fagocitado pela interação entre o glicolipídio fenólico-1 

(PGF-1), que se liga aos receptores CR1, CR3 e CR4 do complemento nos macrófagos 

(FROES JUNIOR et al., 2022). Em adição, uma resposta imune inata caracterizada pela 

ativação da via antimicrobiana dependente de vitamina-D nestas células é descrita como 

mecanismo de resposta (MONTOYA et al., 2009).   

 

VI.3.2. IMUNIDADE ADAPTATIVA 

A apresentação dos antígenos derivados do bacilo aos linfócitos T, que 

desencadeia a resposta adaptativa, é possibilitada pela capacidade dos macrófagos e das 

células dendríticas em estimular a fagocitose do M. leprae. (ROCHA et al., 2023). 

Estudos têm demonstrado que a produção de IFN- pelos linfócitos e TNF por monócitos 

favorece as interações celulares no tecido lesado, bem como a ativação e regulação das 

moléculas produzidas pelas células epiteliais, mastócitos, monócitos e neutrófilos, tais 

como as quimiocinas CXC (CXCL8, CXCL9 e CXCL10) (CHARO, RANSOHOFF, 2006; 

ALLEN et al., 2007). Na forma TT, as lesões cutâneas exibem uma resposta imune 

adaptativa caracterizada por citocinas inflamatórias tais como IL-2, TNF, IL-1β, IL-12, 

IL-15 (YAMAMURA et al., 1991; SALGAME et al., 1992; BHAT e PRAKASH, 2012; 

MAZINI et al., 2015), um perfil Interferon Tipo II (IFN) (TELES et al., 2013). Por outro 
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lado, na forma LL, prevalece lesões caracterizadas principalmente por uma reposta imune 

humoral com produção de anticorpos, incluindo a formação de complexos imunes e 

presença de citocinas Th2 IL-4, IL-5 e IL-10 e ativação de células T reguladoras (T reg), 

um perfil IFN Tipo I (TELES et al., 2013). 

Em relação às reações hansênicas, na RR o padrão de citocinas Th1 IL-1β, TNF, 

IL-2 e IFN-γ é encontrado nas lesões dos pacientes, além da elevação dos marcadores 

TNF, IL-17F e CXCL-10 no soro (CHAITANYA et al., 2012; KHADGE et al., 2015; 

RÊGO et al., 2018). O ENH por outro lado, exibe uma evolução rápida com má 

preservação ou ausência de imunidade celular (HASTINGS et al., 1988). A 

imunopatogênese é caracterizada pelo aumento de citocinas pró-inflamatórias tais como 

IFN-, IL-1β, TNF, IL-6, IL-12 em indivíduos que exibem inicialmente uma resposta 

imune predominantemente humoral (KAHAWITA et al., 2008; LOCKWOOD et al., 

2007) 

 

VI.3.3. APOPTOSE E AUTOFAGIA  

A apoptose, ou morte celular programada, é essencial para a regulação 

homeostática de células, restrição de patógenos intracelulares e também para estimulação 

da resposta imune adaptativa do hospedeiro (HASAN et al., 2006). A autofagia, por outro 

lado, é um processo necessário para manipulação bacteriana, apresentação de antígenos e 

geração de resposta de células TCD4+, ocorrendo após a ativação de células dendríticas 

por NOD2 (SCHENK et al., 2012; COONEY et al., 2010). Um estudo mostrou que a 

autofagia foi regulada negativamente em pacientes com a forma MB que vieram a 

desenvolver RR no futuro em um estudo de seguimento (BARBOSA et al., 2018). Em 

adição, dados mostraram que a expressão de genes de autofagia foram significativamente 
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aumentados na forma PB, enquanto o fluxo autofágico foi prejudicado na forma MB, 

sendo restaurado por IFN-γ ou rapamicina, sugerindo a autofagia como uma resposta inata 

dos macrófagos para controlar o M. leprae (SILVA et al., 2017). Corroborando com este, 

outro dado mostra uma maior densidade de células apoptóticas em indivíduos PB em 

relação a MB, o que indica esta função celular como estratégia para controlar o aumento 

da carga bacilar (BRITO DE SOUZA et al., 2016). Macrófagos pró-inflamatórios (M1) 

de pacientes PB estimulados com antígeno de M. leprae, que tiveram células apoptóticas 

removidas da cultura (eferocitose), mostraram aumento da persistência micobacteriana 

por aumentar a população de macrófagos anti-inflamatórios (M2), num processo 

acompanhado de redução dos níveis de IL-15 e IL-6 e aumento da secreção de TGF-β e 

IL-10 (FULCO et al., 2014). Finalmente, dados recentes mostraram um alto nível de 

apoptose e baixa expressão da proteína antiapoptótica, linfoma de células B 2 (BCL-2) 

em lesões tuberculóides, em contraste com a fraca detecção de apoptose e abundante 

expressão de BCL-2 em amostras de lepra lepromatosa. Esses dados reforçam que em 

pacientes lepromatosos uma regulação negativa de apoptose ocorre favorecendo a 

persistência e multiplicação dos bacilos no interior dos macrófagos, bem como a 

progressão da doença, enquanto nas lesões tuberculóides níveis mais elevados de a 

apoptose pode contribuir para o controle carga bacilar (SOUSA et al., 2022).  

 Vários estudos demonstraram que o TLR2 está associado à autofagia e tem um 

papel importante na imunopatogênese das infecções micobacterianas (SHIN et al., 2010; 

FANG et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2003). Atualmente, foi demonstrado os 

microRNAs miR0125a e miR-23a-5p, inibem ativação da autofagia durante a infecção 

por M. tuberculosis por mecanismos relacionados ao aumento da expressão de TLR2 

(KIM et al., 2015) e, adicionalmente, dados do nosso grupo mostraram associação do 

miR125a com formas clínicas da hanseníase, que foram interpretados à luz de sua 

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1006103
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influência em mecanismos de autofagia dada, função reguladora de genes da família 

BLC2 (dados submetidos à publicação). 

 

VI.4. CONCEITO DE MIRNAS E SEU PAPEL NA HANSENÍASE 

Os microRNAs (miRNAs) formam uma classe de RNAs reguladores não 

codificantes, altamente conservados, medindo cerca de 20 a 24 nucleotídeos (nt) de 

comprimento (UDDIN et al., 2022). Os microRNAs controlam processos biológicos 

vitais por meio de padrões de expressão específicos, quer seja inerente ao 

desenvolvimento ou induzidos por estresse (Figura 4). Esses pequenos elementos de 

RNA são potentes reguladores pós-transcricionais que alteram a expressão gênica através 

do pareamento de bases com a região 3' não traduzida (UTR) de seus RNAs mensageiros 

(mRNAs) alvo, causando clivagem ou degradação dos mesmos (METLAPALLY et al., 

2013). 
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Figura 5 – Biogênese do miRNA  

 

Figura 5 – Processos envolvidos na biogênese do microRNA e como ele controla a 

expressão gênica (MOHR et al., 2021; PENG, CROCE, 2016; SI et al., 2019, 

ADAPTADO). 

 

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

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

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

em RISC (HA, KIM , 2014). A maturação, por sua vez, refere-se ás etapas que envolvem 

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

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

67 nucleotídeos (pré-miR), transporte do pré-miR do núcleo para o citoplasma pelo fator 

de exportação exportina-5 (Exp-5), clivagem do pré-miR no citoplasma pela RNase tipo 

III específica para dupla-fita (Dicer) em um RNA dupla-fita de aproximadamente 22 

nucleotídeos de comprimento. Seleção de uma fita do duplex como miR e incorporação 

no complexo ribonucleico RISC (MURCHISON et al., 2004; KIM et al., 2005). O 
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complexo miRNA-RISC se liga ao mRNA alvo de maneira sequência-específica, 

induzindo sua clivagem ou impossibilitando a ligação dos ribossomos (VALENCIA-

SANCHEZ et al., 2006). Esse processo é conhecido como silenciamento gênico e acarreta 

em depleção dos níveis proteicos. Vários miRNAs têm sido associados a doenças 

complexas tais como câncer, doenças cardiovasculares, infecciosas e neurodegenerativas 

(TAMGUE et al., 2021). Na hanseníase há ainda uma escassez de trabalhos mostrando o 

papel dos miRNAs. JORGE et al., 2017, demostrou que a combinação dos miR-101, miR-

196b, miR-27b e o miR-29b é capaz de diferenciar as formas clinicas entre o polo LL e o 

polo TT, com uma taxa de sensibilidade de 80% e uma especificidade de 91%, o que 

representa um alto poder diagnostico (JORGE et al., 2017). Em biópsias de pacientes com 

hanseníase, o hsa-mir-21 foi diferencialmente expresso na forma progressiva da 

hanseníase LL, com potencial de regular os genes alvo na via antimicrobiana da vitamina 

D (LIU et al., 2012). Os resultados obtidos por CEZAR-de-MELLO et al., 2014, 

estabeleceu uma ligação genética entre o alelo C no SNP (Single-Nucleotide 

Polymorphism) rs2910164 do miR-146a e a suscetibilidade à hanseníase. Esses achados 

implicam que, células de linhagem semelhantes a macrófagos (mTHP-1) infectados com 

M. leprae vivo superexpressou o miR-146a, que também foi observado em biópsias de 

pacientes com hanseníase. O miR-146a, expresso em níveis elevados naqueles com o 

alelo de risco, corresponde a níveis mais baixos de TNF (CEZAR-de-MELLO et al., 

2014). Outros achados apontam para uma função essencial da expressão de uma 

assinatura de miRNAs na imunofisiopatologia da hanseníase, particularmente no controle 

de apoptose, desmielinização das células de Schwann, transição epitelial-mesenquimal e 

dor neuropática (SALGADO et al., 2018). Anteriormente, o grupo de pesquisa em 

hanseníase do Serviço de Imunologia do Com-HUPES identificou que o miR-125a-3p foi 

mais expresso em indivíduos PB quando comparados à indivíduos MB e com RR, 
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sugerindo que o mesmo pode contribuir para uma melhor resposta celular e apoptótica 

nesta forma clínica. Igualmente, o miR-125a-3p foi também mais expresso em indivíduos 

com ENH quando comparado à indivíduos MB e correlacionado com um maior IB nestes 

pacientes reacionais, corroborando que o mesmo possa estar envolvido na proliferação e 

disseminação bacilar no ENH, ou seja atuando aqui por uma via distinta e específica desse 

fenótipo de doença. Por outro lado, o miR-147a foi correlacionado com as quimiocinas 

CXCL-8, CXCL-10 e IB em indivíduos não reacionais. Sendo todos estes marcadores 

previamente associados ao desenvolvimento de reações (RÊGO et al., 2018), sugeriu-se 

que este é um miRNA que pode ser associado a uma susceptibilidade ao desenvolvimento 

de episódios reacionais. 

 

VI.5 GENES LIGADOS A PROCESSOS DE ELIMINAÇÃO DE 

PATÓGENOS ANALISADOS NESTE ESTUDO  

Uma população isogênica tem heterogeneidade devido a expressão gênica que é 

um processo dinâmico e estocástico. Ácido desoxirribonucleico (DNA), RNA, proteínas 

e interações ambientais desempenham um papel na complexa regulação da expressão 

gênica. A visualização da dinâmica da transcrição e dos seus elementos reguladores na 

escala de moléculas individuais é agora possível graças aos recentes avanços na 

tecnologia (BROUWER, LENSTRA, 2019; SIGNOR, NUZHDIN, 2018).  

Os principais genes relacionados à autofagia (ATG), é composto por cerca de 20 

genes (ou famílias de genes), são necessários para a síntese do autofagossomo. O ATG12 

é uma ubiquitina, uma proteína faz parte de um dos grupos funcionais que são 

subprodutos do ATG. O excesso do processo de autofagia promove o dano celular e 

apoptose. Esse excesso está fortemente conectado ao ATG12 (MIZUSHIMA, 2020; LI et 
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al., 2021). ATG5 era o único alvo identificado do mecanismo de conjugação ATG12.  A 

ubiquitina é transferida da enzima E1 para enzima E2, a qual é semelhante a ATG3, que 

combina ATG8 com o lipídeo fosfotidiletanolamina, demonstrou ser um segundo receptor 

de conjugação ATG12, tem a capacidade de alterar uma variedade de receptores de 

proteínas em células de mamíferos (RADOSHEVICH, DEBNATH, 2011; GENG, 

KLIONSKY, 2008). A proteína de interesse é reconhecida por uma ubiquitina ligase E3, 

que por sua vez se migra a ubiquitina de E2 para um resíduo de lisina no alvo. ATG12 

não necessita do uso de protease durante a conjugação e sua sequência de aminoácidos 

termina com um resíduo de glicina (GENG, KLIONSKY, 2008). 

TNFRSF10A é um receptor ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de 

necrose tumoral (TRAIL) é referido como receptor de morte 4, APO2, CD261 e TRAIL-

R1. pode se ligar ao TRAIL para iniciar a via apoptótica extrínseca ou do receptor de 

morte através de um domínio de morte intracelular. Em contraste com a super expressão 

do TNFRSF10A, que teve efeitos opostos, a regulação negativa do TNFRSF10A aumentou 

a taxa de apoptose e a produção das formas clivadas da caspase-3 (CASP3) e polimerase 

(PARP) (MORI et al., 2022; WANG et al., 2022). A apoptose acontece quando a CASP3 

é ativada em níveis elevados. Enquanto isso, baixos níveis de ativação de CASP3 têm sido 

associados à melhoria da sobrevida da célula, estimulando vias inflamatórias. Outros 

receptores de superfície celular associados ao TNFRSF10A podem potencialmente ter um 

impacto nestas vias. Alterações na expressão de TNFRSF10A podem estar envolvidas em 

distúrbios celulares e doenças (KACZYNSKI et al., 2023). 

Uma mutação autossômica recessiva relacionada à parkina PARK2 foi 

identificada pela primeira vez em 1998. Desde então, um total de 23 mutações distintas 

foram implicadas no desenvolvimento da doença de Parkinson. O gene PARK2 funciona 

como uma ubiquitina ligase. Este processo enzimático destrói os aminoácidos como 
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consequência da poli-ubiquitilação de proteínas que cumpriram o seu propósito e foram 

identificadas pelo proteassoma 26S (MIZUNO, 2020). Descobriu-se que o axoplasma das 

fibras mielinizadas e o citoplasma das células de Schwann contêm proteína parkina, e 

pequenas fibras nervosas autônomas mielinizadas e não mielinizadas ainda estão 

presentes em portadores mutantes de PARK2 (DOMINGOS et al., 2015). TIJERO et al., 

2015, demostrou que em nove portadores de PARK2 e dois irmãos com a mutação PARK2 

documentaram lesões específicas em fibras nervosas de grande diâmetro, bem como 

redução da amplitude do potencial de ação do nervo sensorial sural. 

O BCL2, é um membro da família BCL2 que inibe a apoptose, tem um aumento 

na expressão em uma variedade de tumores malignos humanos (LIANG et al., 2017). A 

inclusão de até quatro estruturas de sequência conhecidas como domínios de homólogos 

BCL2 distingue as 20 proteínas que compõem a família BCL2 de outras famílias de 

proteínas. As proteínas BCL2 antiapoptóticas e pró-apoptóticas de múltiplos domínios 

(BIM, BAX e BAK) e as proteínas pró-apoptóticas, somente BH3, são as três categorias 

nas quais as proteínas BCL2 podem ser subdivididas (VOGLER, 2014). Durante uma 

infecção micobacteriana, BCL2 inibe os mecanismos de defesa do hospedeiro. Além de 

controlar a sobrevivência celular durante a infecção micobacteriana, o BCL2 também 

desempenha um papel mais significativo no controle das respostas imunológicas. O 

envolvimento do BCL2 vai além do seu papel convencional no controle da sobrevivência 

celular e se estende ao controle das respostas defensivas das células dendríticas contra 

micobactérias. São as células apresentadoras de antígenos profissionais mais eficazes 

para estimular células T virgens e com maior eficácia no desencadeamento de uma 

resposta imunológica que é antibacteriana e antitumoral. No entanto, para que as 

micobactérias desenvolvam com sucesso uma infecção duradoura, infectam os 

macrófagos são os tipos de células alvo (SINGH et al., 2021). 
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Um promotor negativo crucial da apoptose em células eucariontes é o CASP8 

celular e o regulador de apoptose tipo FADD (CFLAR) ou inibidor da enzima conversora 

de IL-1β semelhante a FADD (c-FLIP). Ele possui dois domínios efetores de morte, que 

se ligar à proteína adaptadora de domínio de morte associada a FAS (FADD) de forma 

antagonista e impedir a ativação das CASPs 8 e 10 (LI et al., 2023). Três das 13 variantes 

de splice produzidas pelo gene CFLAR de 14 éxons são expressas como proteínas. 

Quando as isoformas c-FLIP e a heterodimerização da caspase-8, a atividade da caspase-

8 é restringida, o que inibe os processos de apoptose. Embora as isoformas curtas do c-

FLIP sejam apenas inibidores da apoptose, o c-FLIP tem a capacidade de induzir a 

apoptose quando presente em pequenas quantidades e bloqueá-la indiretamente quando 

localizado em altas concentrações, aumentando a atividade enzimática da caspase-8 

(FAIZ et al., 2018). Uma enzima de desubiquitinação de CFLAR, a ubiquitina-

proteassoma, aumenta a estabilidade e previne a apoptose provocada por receptores 

extrínsecos (AN et al., 2019). 

Membro do grupo Qa da família de proteínas solúvel sensível à N-etilmaleimida 

receptores de fator proteína de ligação (SNARE), Sintaxina 7 (STX7) induz as vias de 

endocitose e exocitose, bem como procedimentos de transporte molecular em processos 

secretores (WU et al., 2023). STX7 afeta a fusão de fagossomas e lisossomas, bem como 

o tráfego de vesículas para essas organelas (CASTELLUCCI et al., 2021). STX7 é 

essencial para o desenvolvimento de invadopódios e atividades relacionadas, podem estar 

envolvidos no tráfico de carga de sinalização, essencial para o desenvolvimento de 

invasopódios em sua fase inicial (PARVEEN et al., 2022). STX7 foi identificado em 

fagossomas maduros em macrófagos, facilita o transporte da citocina inflamatória TNF 

para a membrana plasmática. Um processo regulador crucial na formação de complexos 

SNARE endossomais é a fosforilação de STX7 (ACHUTHAN et al., 2008). 
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VII. CASUÍSTICA, MATERIAIS E MÉTODOS  

VII.1. LOCAL DO ESTUDO 

O presente estudo foi desenvolvido no Serviço de Imunologia (SIM), localizado 

no Hospital Universitário Professor Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia 

(UFBA). Os indivíduos que formaram a população de estudo foram selecionados de duas 

unidades de referência estadual para tratamento e acompanhamento da hanseníase: 

Ambulatório de Dermatologia do Complexo Hospitalar Universitário Professor Edgard 

Santos - Ambulatório Magalhães Neto (AMN-UFBA) e Instituto Couto Maia (ICOM), 

ambos na cidade de Salvador-BA. O ambulatório do AMN-UFBA anualmente 

diagnostica cerca de 50 a 60 novos casos da doença. O ICOM, especialista no tratamento 

de doenças infecciosas e parasitárias, desde 2013, passou a atender os pacientes com 

hanseníase oriundos do extinto Hospital Dom Rodrigo de Menezes.  

  

VII.2. TIPO DE ESTUDO E DEFINIÇÃO DOS CASOS E CONTROLES 

Este foi um estudo do tipo caso-controle e transversal na análise do banco de 

dados, no qual indivíduos de ambos os sexos, acima de 18 anos e diagnosticados no 

espectro da hanseníase foram convidados a participar. O diagnóstico clínico e 

laboratorial, bem como a classificação das formas da hanseníase foram feitas de acordo 

com os critérios estabelecidos pelo MS (BRASIL, 2016), nas seguintes formas clínicas: 

TT, BT, BB, BL e LL. Pacientes sem evidência do desenvolvimento de episódio reacional 

atual ou pregressa foram definidos como controles. Para fins de análise, estes pacientes 

foram também alocados como PB ou MB, de acordo com sua forma clínica. Foram 

considerados casos, indivíduos diagnosticados com RR e ENH, antes ou durante o 
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tratamento com a PQT, bem como após seu retorno para acompanhamento. Para os 

estudos de expressão gênica, foram recrutados pacientes ao diagnóstico, isentos de 

tratamento e de imunossupressores (no caso da presença de reações). Após assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - ANEXO I, os participantes foram 

submetidos a um questionário clínico-epidemiológico para coleta de informações 

relativas às suas características sociodemográficas e ocupacionais (ANEXO II). 

Gestantes e indivíduos com outras doenças infecciosas ou autoimunes ou que se 

recusaram a participar não foram inclusos no estudo. 

 

VII.3. APROVAÇÃO EM COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

O material biológico utilizado nesse estudo faz parte do nosso biorrepositório e 

seu reuso está previsto em projeto: Avaliação da expressão de miRNAS envolvidos na 

regulação de genes participantes da resposta imune ao M. Leprae identificados a partir 

de um estudo de expressão gênica (CAAE 68790417.3.1001.0049). Os dados clínicos e 

epidemiológicos dos pacientes por sua vez, foram coletados durante a execução do projeto 

Genes associados a processos de autoimunidade como biomarcadores do 

desenvolvimento de surto reacional na hanseníase (CAAE 37246914.4.0000.5577). 

Ambos, anteriormente aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Complexo 

Hospitalar Universitário Professor Edgard Santos da Universidade Federal da Bahia. No 

entanto, este estudo também contou com aprovação do CEP-HUPES (CAAE: 

47999921.0.0000.0049). 
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VII.4. EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL 

Foram utilizadas amostras de RNA contidas em nosso biorepositório,  extraídas 

pelo método do utilizandoTRIzol® Reagente (Ambion®), como descrito a seguir: (a) o 

tecido foi macerado em uma placa de petri em poliestireno contendo 500μl de TRIzol® e 

transferido para tubos de 1,5ml; (b) foram adicionados mais 500μl de TRIzol e 200μl de 

clorofórmio e,  após homogeneização, feita uma centrifugação a 12 000 (rpm) por 5 

minutos; (c) a fase aquosa formada contendo o RNA foi transferida para um novo tubo 

de 1,5 ml e adicionados 500μl de isopropanol e 2μl de glicogênio com nova 

homogeneização e centrifugação a 12.000 (rpm) por 10 minutos para descarte do 

sobrenadante; (d) foi adicionado 1000μl de etanol a 75% com posterior centrifugação a 7 

500 (rpm) por 5 minutos. O RNA foi ressuspenso em 25μl de água livre de RNase. A 

pureza de RNA total foi determinada por medições de densidade óptica (260nm e 280nm) 

usando L-Quant 2 e as amostras armazenadas a -70°C até o uso.  

 

VII.5. SÍNTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) E EXPRESSÃO 

GÊNICA POR PCR QUANTITATIVA (qPCR) 

A obtenção de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit 

comercialmente disponível High Capacity (ThermoFisher), seguindo as orientações do 

fabricante. Para cada reação foi adicionado em tubo de 1,5 ml o 2X RT master mix da 

reação com os seguintes componentes: 2μl de 10x RT Buffer, 0,8μl de dNPT Mix (100 

mM), 2μl de 10x RT Random Primers, 1μl de MultiScribeTM Reverse Transcriptase e 4,2μl 

de RNase-free water. Em uma placa de reação foi adicionado 2μl da amostra (5ng/μl) e 

8μl do mix de reação por poço, que foram assim ciclados: (I) 10 minutos a 25°C, (II) 120 
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minutos a 37°C, (III) 5 minutos a 85ºC e (IV) Hold 4°C. O cDNA foi estocado a -20°C, 

até o uso. Para o qPCR, ensaios TaqMan® pré-desenhados contendo primers e sondas 

específicos para os genes ATG12, TNFRSF10A, PARK2, BCL2, CFLAR e STX7 foram 

adquiridos da ThermoFisher e executados como a seguir, com cada amostra em duplicata: 

5µl de Master Mix (2X), 0,5µl de TaqManTM Gene Expression Assay (20X) e 2,5µl de 

RNase-free water; para cada reação foi utilizado 2μl do cDNA template diluído (1:5) e 

8μl do mix de reação descrito. As condições de amplificação foram: (I) 2 minutos a 50°C, 

(II) 20 segundos a 95°C, (III) 1 segundo a 95°C, (IV) 20 segundo a 60°C e (V) por 40 

ciclos seguindo da Curva de dissociação (melting curve) implementados através do 

equipamento QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific). 

 

VII.6. JUSTIFICATIVA DA ESCOLHA DOS GENES E ANÁLISE 

ESTATÍSTICA 

Os dados relativos à metodologia e análise da expressão dos miRNAs fizeram 

parte de outro projeto de tese e, portanto, não serão descritas nesta dissertação. Os 

miRNAs -146a-5p, -146b-5p, -147a, -155-5p, -9-3p, -125a-3p, -132-5p, 21-3p, hsa-let-

7a-3p, -511- 3p, -103a-3p foram analisados de acordo com sua participação na via de 

ativação dos TLRs. Para acessar essa informação, consultar manuscrito no ANEXO III. 

Os genes foram escolhidos por serem importantes em processos de morte celular como 

apoptose e autofagia, o racional que a nosso ver, teria maior plausibilidade biológica para 

justificar a participação dos miRNAS testados nas análises iniciais. Para os genes 

escolhidos, os dados foram analisados comparando-se o ciclo limiar (Ct), conforme a 

equação 2-CT onde CT é o valor de CT de cada indivíduo menos a mediana de 

CT do grupo controle (pacientes sem reação). A análise de correlação entre genes e 
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miRNAs foi realizada por meio do teste de Correlação de Spearman, utilizando GraphPad 

Prism8. As diferenças foram consideradas significativas quando o valor de p ficou abaixo 

de 0,05 (p ˂ 0,05). O banco de dados clínico-epidemiológico dos pacientes foi realizado 

através do programa R para Windows, versão 4.2.3 e os dados apresentados por tabelas e 

gráficos. 
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VIII. RESULTADOS 

VIII.1. RESULTADOS DO OBJETIVO 1: Avaliar a expressão de genes 

ligados a vias de morte celular em um conjunto de biópsias de pacientes com 

hanseníase e comparar esse padrão de expressão em pacientes com e sem reações. 

 

A Tabela 1 mostra as características clínicas dos pacientes que tiveram biópsias 

colhidas para o estudo. Foi avaliado por qPCR a expressão dos genes ATG12, 

TNFRSF10A, PARK2, BCL2, CFLAR e STX7 e comparada a expressão entre pacientes 

sem reação (PB + MB) e pacientes com reação, RR e ENH. As medianas de expressão 

foram parecidas entre os grupos e não houve associação estatisticamente significante 

nesta comparação, Figura 6. Assim também como não houve diferenças na comparação 

entre os grupos PB+MB vs RR+ENH (juntos), ou mesmo comparando-se apenas PB vs 

MB, dados não mostrados. 
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Tabela 1 

   

Características clínico-epidemiológicas dos pacientes matriculados no  

HUPES-UFBA e Couto Maia 

  
  NÃO REACIONAL  REACIONAL  

  (n=14) (n=14) 

Idade (média ± DP*)  47,78 ± 16,65 44 ± 16,35 

Sexo, %   
 Masculino M*= 8/14 (57,14%)  M*= 9/14 (64,3%) 

 Feminino  F*= 6/14 (42,86%)  F*= 5/14 (35,7%) 

Fenótipo clínico     

Paucibacilar (PB), %  
Tuberculoide (TT) 3/7 (42,86%) 0/0 

Borderline Tuberculoide (BT) 4/7 (57,14%) 1/6 (16,7%) (RR*) 

 

 

Multibacilar (MB), % 

  

Borderline Borderline (BB)  1/7 (14,3%) 4/6 (66,6%) (RR*) 

Borderline Lepromatosa (BL)  1/7 (14,3%) 1/6 (16,7%) (RR*) 

     1/8 (12,5%) (ENH*) 

 Lepromatosa (LL)  5/7 (71,4%)    7/8 (87,5%) (ENH*) 

Pacientes com reação hansênica, %  

 

6 (RR*) 

8 (ENH*) 

Índice baciloscópico (Mediana, IQ*) 0 (0-4,3) 2,5 (0,2-4,7) 

      

M*: Masculino; F*: Feminino; RR*: Reação Reversa; ENH*: Eritema Nodoso 

Hansênico; DP: Desvio Padrão; IQ*: Intervalo interquartil. 
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Figura 6 – Expressão dos genes ligados a processos de morte celular avaliados no estudo. 
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Figura 6 - Boxplots representando os valores de expressão dos genes ATG12, TNFRSF10A, 

PARK2, BCL2, CFLAR e STX7 em biópsias. Os grupos analisados foram os indivíduos sem reação 

(PB/MB) contra indivíduos com RR e ENH. Não houve diferença estatísticamente significante 

entre os grupos, p≥ 0,05, GraphPad Prism 8. 

 

VIII.2. RESULTADOS DO OBJETIVO 2: Avaliar a correlação entre os 

genes avaliados e os miRNAs previamente testados na amostra. 

 Nas mesmas biópsias testadas, e como parte do projeto, temos dados submetidos 

à publicação (ANEXO III) que mostram um aumento significativo na expressão do miR-

125a-3p em pacientes PB vs MB (p = 0,007) e vs RR (p = 0,005), respectivamente; assim 

como maior expressão em pacientes com ENH vs MB sem reações (p = 0,002). Em 

adição, houve uma correlação positiva entre a expressão dos miR-125a-3p, miR-146b-5p 

e miR-132-5p e IB em pacientes reacionais. 
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No grupo de pacientes PB, houve uma correlação negativa entre o mir-125a-3p e 

o gene ATG12 (r = -0.9, p = 0.006). Já nos indivíduos com reações, o miR-146b-5p foi 

inversamente correlacionado com o gene TNFRSF10A (r = -0,6, p = 0,034). Similarmente, 

também no grupo de pacientes reacionais o miR-132 está negativamente correlacionado 

com os genes PARK2 (r = -0,8, p = 0,015), CFLAR (r = -1,0, p = 0,0004) e STX7 (r = -

0,7, p = 0,036) (Figura 7 A-E) 

 

Figura 7 - Correlação entre os miRNAs e os genes. 

Figura 7. A                                                   Figura 7. B                          
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Figura 7. C                                                         Figura 7. D 

     

 Figura 7. E                                                 

  

Figura 7.A a E - Análise de correlação entre a expressão relativa de miR-125a-3p e 

ATG12 (A), miR-146b-5p e TNFRSF10A (B) e miR-132-5p com PARK2 (C), CFLAR (D) 

e STX7(E) em biópsias de indivíduos LR (RR + ENH). Dados analisados pelo teste de 

Correlação de Spearman, utilizando o software GraphPad Prism, onde foi considerado r 

≥ 0,7. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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VIII.3. RESULTADOS DO OBJETIVO 3: Descrever o perfil clínico e 

epidemiológico de pacientes com hanseníase, atendidos em dois centros de referência 

do estado da Bahia. 

Ao longo dos anos de 2011 a 2021, foram aplicados questionários para avaliação 

de fatores sociodemográficos e clínicos de pacientes provenientes do AMN e do ICOM. 

No total, foram analisados questionários de 565 pacientes oriundos dos dois centros. Para 

apresentação dos dados, estes pacientes foram alocados como PB e MB e comparações 

entre os grupos realizadas pelo teste exato de Fisher. Em termos gerais, a média de idade 

foi de 44 ±14 anos, sendo 254 (45%) do sexo feminino e 311 (55%) do sexo masculino 

em toda a amostra. Observamos algumas diferenças sociais e clínicas entre os dois grupos. 

Notadamente, pacientes PB possuem maior percentual de pessoas com renda superior a 

um salário mínimo e maior nível de escolaridade. Estes pacientes também tem mais 

alergias do que os do grupo MB, enquanto para doenças como hipertensão (HAS) e 

diabetes não houveram diferenças significativas. Como previsto, o grupo MB apresentou 

em grande maioria índice bacilar mais elevado, assim como o desenvolvimento de reações 

hansenícas, inclusive ocorreram casos de o paciente apresentar os dois de tipo de reação 

concomitantemente, o que condiz com seu perfil clínico e imunológico. Finalmente, estes 

pacientes também apresentaram maior número de casos de hanseníase na família, o que 

ocorre provavelmente devido sua maior carga bacilífera, que favorece a disseminação da 

doença. Todos os dados relacionados a estas análises são apresentadas com maiores 

detalhes na Tabela 2. 
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Tabela 2 

 

Características clínico-epidemiológicas do banco de dados dos pacientes matriculados no  

HUPES-UFBA e Couto Maia 
 

    MB PB 

Sexo, %;         p = < 0,01       
Masculino   

 224/323 (69,3%) 87/242 (36%) 

Feminino    99/323 (30,7%) 155/242 (64%) 
  

         

Doenças associadas a hanseníase 

          MB PB 

Alergia, %;     p = 0,03021         
Sim    

 51/312 (16,3%) 57/238 (23,9%) 

Não  
   261/312 (83,7%) 181/238 (76,1%) 

  
         

Diabetes, %;   p = 0,663  
   

 
 

Sim    
 32/316 (10,1%) 21/238 (8,8%) 

Não   
 284/316 (89,9%) 217/238 (91,2%) 

    
       

Has, %;           p = 0,0701  
     

Sim    
 66/315 (21%) 66/238 (27,7%) 

Não   
 249/315 (79%) 172/238 (72,3%) 

Índice Bacilar 
   

 MB PB 

Baixo, %;       p = 0,0109  
  

 

Negativo   
 1/19 (5,3%) 9/22 (40,9%) 

Baixo (IB < 2)   
 18/19 (94,7%) 13/22 (59,1%) 

    
       

Médio, %;       p = 0,0001191  
  

 

Negativo   
 1/10 (10%) 9/9 (100%) 

Médio (IB 2,1 - 4)   
 9/10 (90%) 0/9 (0%) 

    
       

Alto, %;          p = 0,0004114  
  

 

Negativo   
 1/9 (11,1%) 9/9 (100%) 

Alto (IB > 4)   
 8/9 (88,9%) 0/9 (0%) 

    
       

Reações Hansenícas 
   

 MB PB 

RR, %;               p = 0,001106   
 

Sem Reação   
 102/170 (60%) 182/241 (75,5%) 

Reação Reversa   
 68/170 (40%) 59/241 (24,5%) 
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ENH , %;            p = < 0,01  
 

Sem Reação   
 102/232 (44%) 182/183 (99,5%) 

ENH   
 130/232 (56%) 1/183 (0,5%) 

    
       

RR e ENH , %;   p = < 0,01        
Sem Reação    102/125 (81,6%) 182/182 (100%) 

RR e ENH    23/125 (18,4%) 0/182 (0%) 
  

         

Uso de Corticoides durante as reações hansenícas 
   

 MB PB 

Prednisona, %;  p = 0,00001358   
 

Sim   
 103/320 (32,2%) 38/236 (16,1%) 

Não   
 217/320 (67,8%) 198/236 (83,9%) 

    
       

Talidomida, %;  p = < 0,01  
 

Sim   
 73/319 (22,9%) 1/237 (0,4%) 

Não   
 246/319 (77,1%) 236/237 (99,6%) 

    
       

Dados Familiares 
   

 MB PB 

Escolaridade, %;  p = 0,000001608              

SE a 2°GI   
 223/316 (70,6%) 119/237 (50,2%) 

2°GC a 3°GC   
 93/316 (29,4%) 118/237 (49,8%) 

    
             

Renda Familiar, %; p = 0,01276   
 

≤ 1 SM   
 133/313 (42,5%) 75/236 (31,8%) 

> 1SM   
 180/313 (57,5%) 161/236 (68,2%) 

    
       

Hanseníase na Família, %; p = 0,03914   
 

Sim   
 80/313 (25,6%) 43/238 (18,1%) 

Não   
 233/313 (74,4%) 195/238 (81,9%) 

    
       

Número de casos na Família, %; p = 1  
 

0 a 1   
 50/74 (67,6%) 27/40 (67,5%) 

2 a 6   
 24/74 (32,4%) 13/40 (32,5%) 

    
       

Hanseníase Residência, %; p = 1   
 

Sim   
 45/314 (14,3%) 34/237 (14,3%) 

Não   
 269/314 (85,7%) 203/237 (85,7%) 

    
       

Número de casos na Residência, %; p = 0,3037  

0 a 1   
 27/41 (65,9%) 25/32 (78,1%) 

2 a 6   
 14/41 (34,1%) 7/32 (21,9%) 
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MB: Multibacilar; PB: Paucibacilar; RR: Reação Reversa; ENH: Eritema Nodoso Hansênico; IB: Índice 

Bacilar; SM: Salário Mínimo; HAS: Hipertensão Arterial Sistêmica; SE: Sem Escolaridade; GI: Grau 

Incompleto; GC: Grau Completo 
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IX. DISCUSSÃO 

A infecção pelo M. leprae evolui de acordo com a resposta imunológica específica 

do hospedeiro frente ao bacilo. É a combinação entre fatores ambientais, carga bacilar e 

fatores genéticos que podem levar à hanseníase clínica. O avanço nas técnicas 

moleculares permitiu a identificação de múltiplos genes como fatores de risco na 

hanseníase (FAVA et al., 2019). Isso inclui elementos gênicos reguladores da transcrição 

como os microRNAs (miRNAs) (LIU et al., 2012; JORGE et al., 2017; SALGADO et 

al., 2018), que desempenham papéis desde a homeostase celular normal até metástase e 

patogênese de doenças (SUN et al., 2013). Os miRNAs participam amplamente de 

mecanismos da resposta imune a exemplo da ativação das vias sinalizadas pelos TLRs, 

culminando na produção de citocinas e quimiocinas que vão ativar, recrutar e promover 

a morte celular programada como estratégias de eliminação de patógenos. (O’NEILL et 

al., 2011).  

Em relação ao objetivo 1 do estudo, a expressão dos genes escolhidos mostrou-se 

similar entre as diferentes formas de hanseníase, seja comparando entre pacientes com e 

sem reações, seja comparando dentro de cada um destes grupos (PB x MB ou RR vs 

ENH). Os genes ATG12, TNFRSF10A, PARK2, BCL2, CFLAR e STX7 foram 

selecionados por serem regulados pelos miRNAS já estudados nessa amostra e pelo seu 

papel biológico previamente documentado em processos de morte celular e eliminação 

de patógenos. Embora nossa premissa era de que possivelmente poderia haver alguma 

diferença de expressão destes genes, por exemplo, entre pacientes com e sem reações, 

nossos resultados não confirmaram essa hipótese, possivelmente pela sua produção ser 

constante ou pouco variável desde a infecção até o desenvolvimento de qualquer de suas 

formas clínicas. Em relação ao objetivo 2, anteriormente o grupo de pesquisa em 

hanseníase do Serviço de Imunologia do Com-HUPES identificou que o miR-125a-3p foi 
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mais expresso em indivíduos PB quando comparados à indivíduos MB e com RR, 

sugerindo que o mesmo pode contribuir para uma melhor resposta celular e apoptótica 

nesta forma clínica, no sentido de conter o bacilo. Por outro lado, nós observamos uma 

correlação negativa entre o miR-125a-3p e o gene ATG12 em pacientes PB. A proteína 

essencial de autofagia ATG12 é um mediador positivo da apoptose mitocondrial. Dados 

mostram que ATG12 regula diretamente a via apoptótica ligando e inativando membros 

pró-apoptóticos da família BCL-2, incluindo BCL-2 e infoma de células mieloides-1 

(MCL-1) (RUBINSTEIN et al., 2011). miRNAs que afetam a expressão de ATGs também 

influenciam diferentes fases da autofagia, que vão desde a indução até a fusão e 

degradação lisossômica. Foi relatado que vários miRNAs participam dos sistemas de 

conjugação ATG5-ATG12-ATG16L e fosfatidiletanolamina lipídica de cadeia leve 3 

(LC3-PE) que regulam o alongamento dos autofagossomos (SHAN et al., 2021). Dados 

mostraram que a autofagia foi regulada diferencialmente em pacientes T-lep e L-lep. 

Nesse caso, as células T-lep da lesão da pele mostraram uma regulação positiva de genes 

associados ao aumento da formação de autofagossomos. Em contraste, em células de 

lesão de pele L-lep houve uma inibição do fluxo autofágico, restaurado via tratamento 

com IFN-γ. Esses dados nos sugerem que é possível que uma maior expressão de miR-

125a-3p nas biópsias de PB e sua concomitante inibição na expressão de ATG12 que 

observamos possa ser um fator contribuinte para haver uma resposta apoptótica mais 

eficiente em T-lep, levando a um fenótipo de doença mais brando, embora contribuiria 

para um aumento na carga bacilar (SILVA et al., 2017).  

O miR-146b-5p desempenha um papel essencial na regulação negativa da 

produção de citocinas pró-inflamatórias e proliferação celular, modulando assim a 

intensidade da resposta inflamatória (PERRY et al.,2008). Estudos anteriores sugeriram 

que o miR-146a vincula a resposta imune inata à transformação oncogênica (WILLIAMS 
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et al., 2008; BOLDIN et al., 2011; ZHAO et al., 2011) e, em camundongos, a deficiência 

de miR-146a foi associada à desregulação crônica da sinalização de NF-κB, produzindo 

um fenótipo com características de malignidade mielóide (ZHAO et al., 2011). 

TNFRSF10A e TNFRSF10B são receptores de superfície celular que se ligam ao ligante 

indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL) e medeiam a via 

extrínseca da apoptose (LI et al., 2015). Assim, nosso achado de que o miR-146b-5p inibe 

o TNFRSF10A em pacientes com reações sugere que isso pode estar implicado em um 

prejuízo na eliminação do M. leprae, favorecendo a disseminação do bacilo e seus 

antígenos nas lesões de hanseníase. 

O miR-132 tem sido proposto como um regulador da estrutura e função neuronal, 

sendo implicado, por exemplo, na dor neuropática após lesão constritiva crônica e lesão 

nervosa poupada (ARAI et al., 2013; ZHANG et al., 2015; DONATE et al., 2021). O M. 

leprae afeta os nervos, causando incapacidades que são mais frequentes durante as 

reações. Aqui, o miR-132 foi correlacionado com genes importantes para a resposta ao 

M. leprae nestes pacientes - PARK2: PARKIN ou gene da doença de Parkinson é uma 

ubiquitina ligase com papel bem estabelecido na mitofagia. A ubiquitinação mediada por 

PARKIN leva ao direcionamento autofágico de M. tuberculosis e é essencial para a 

inibição da replicação micobacteriana em macrófagos (MANZANILLO., 2013). Dados 

anteriores do nosso grupo mostram que existe uma assinatura para RR no sangue, 

compreendendo genes principalmente relacionados com as respostas imunes inatas, 

incluindo componentes do IFN tipo I, autofagia, parkins e TLRs. Além disso, PARK2 foi 

expresso diferencialmente no grupo ENL, corroborando com dados de que fragmentos de 

bactérias mortas podem continuar o processo inflamatório característico de ambos os 

episódios reacionais levando a danos nos nervos e tecidos (RÊGO et al., 2020); CFLAR: 

Esta é uma proteína semelhante à CASP, mas carece de atividade catalítica. Regula 
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apoptose, necroptose, autofagia e inflamação (LIAO, 2022). Dependendo do contexto 

inflamatório, esses mecanismos perdem a homeostase, aumentando a morte celular e 

consequentemente o dano tecidual e nervoso, elevando a liberação de PAMPs (patogen-

associated molecular patterns) e DAMPs (danos associados a padrões moleculares), em 

pacientes que desenvolvem reações; STX7: STX7 influencia o tráfego de vesículas para 

os lisossomos, incluindo a fusão fagossomo-lisossomo (WANG et al., 1997). É possível 

que uma regulação negativa do STX7 possa influenciar a entrega dos fagossomas do 

M.leprae aos lisossomos dos macrófagos. Além disso, o STX7 também é expresso em 

linfócitos T citotóxicos e os dados mostraram que a regulação negativa desse gene leva à 

destruição mediada por linfócitos T citotóxicos, afetando a atividade citolítica dos 

linfócitos T humanos (PATTU et al., 2011). Em conjunto, poderíamos pensar que uma 

regulação negativa desse gene poderia prejudicar a retração do bacilo, favorecer a 

disseminação e aumentar ainda mais o processo inflamatório. 

Os dados fornecidos neste artigo reforçam o papel dos miRNAs na modulação de 

parâmetros imunológicos e clínicos da hanseníase, reforçando mecanismos epigenéticos 

finos que regulam a patogênese da doença. Mais estudos serão importantes para 

fundamentar esses dados, fornecendo marcadores prognósticos e potenciais alvos 

terapêuticos para um melhor manejo dessa doença no futuro. 

 

Em relação ao objetivo 3, trazemos um panorama até então inédito sobre fatores 

clínicos e demográficos da população atendida em dois centros de referência para 

tratamento da hanseníase no estado da Bahia. Nossos dados corroboram com outros já 

publicados em outras regiões, que mostram a realidade social de uma doença 

negligenciada e de difícil diagnóstico, especialmente em cidades de pequeno porte, o que 

ocasiona um diagnóstico tardio, que contribui para o aumento do número de reações, 
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incapacidades, assim como dificuldades na quebra do ciclo de transmissão. É também 

claro, que as populações mais vulneráveis do ponto de vista social desenvolvem as formas 

mais graves (MAROTTA et al., 2020; AVANZI et al., 2020, ALVES et al., 2017). O 

presente estudo correlacionou as condições socioeconômicas e com as formas clínicas da 

hanseníase. Observamos um maior número de pacientes MB do sexo masculino. Isso 

corrobora com outros dados que também relatam maior prevalência da hanseníase na 

forma clinica MB em homens (ALVES et al., 2017; HUSSEIN et al., 2010; SARKAR, 

PRADHAN, 2016).  

Parte dos pacientes analisados no estudo apresentaram alergias e isso foi 

significantemente maior no grupo PB. Os achados de ELLERTSEN et al., 2005, mostram 

que pacientes com hanseníase tem altos níveis de marcadores de alergia e atribui isso fato 

de os pacientes terem uma resposta do tipo Th2 e possuírem altos níveis de IgE. 

Consistente com isso, dados de uma população do Nordeste do Brasil também mostrou 

que pacientes com hanseníase apresentam maior percentual de atopia e asma em relação 

a contactantes (TENÓRIO et al., 2023). No caso deste estudo não pareceu haver diferença 

entre pacientes PB e MB. No nosso caso, embora essa diferença não seja tão grande, (16 

% vs 24%) ela foi significante e poderia talvez ser atribuída a uma menor exposição a 

antígenos com propriedades imunomoduladoras (a exemplo de helmintos) e que de 

alguma forma torna esse grupo mais hipersensibilizado para o ambiente. Com as outras 

doenças de base anotadas, não houve diferenças entre ser PB ou MB. 

Como já previsto, a massiva maioria de pacientes com IB negativo se concentra 

no grupo PB, da mesma forma que em relação as reações hansenícas, os pacientes MB 

são mais propensos a ocorrência de ENH e os pacientes PB tem uma menor chance de ter 

reações, tanto a RR quanto a ENH. Pacientes MB possuem lesões de pele em grandes 

quantidades, uma alta carga bacilar, baixa imunidade celular e tendência a expressar uma 



62 

 

 

resposta do tipo Th2. Durante o tratamento os pacientes podem apresentar uma resposta 

aguda e inflamatória devido a um desequilíbrio da resposta imune do paciente e a 

hipersensibilidade ao antígeno do M. leprae, principalmente em pacientes MB que tem 

essa baixa imunidade. Em concordância com os resultados encontrado, MAYMONE et 

al., 2020, relata através de estudos prévios que pacientes do polo MB tem propensão a 

desenvolver as reações hansenícas (GASCHIGNARD et al., 2016; WALKER, 

LOCKWOOD, 2006; MUNGROO et al., 2020; MAYMONE et al., 2020; KAMATH et 

al., 2014). 

Em relação aos indicadores de perfil socioeconômico, observamos que os 

pacientes MB, que concentram as formas mais graves da doença e maior número de 

reações, há significativamente menor grau de escolaridade, menor renda familiar, assim 

como maior número de casos da doença na família. Esses dados são similares aos do 

estudo de ALVES et al., 2017, assim como relatados na literatura. Diferentes estudos 

apontam que condições individuais e socioeconômicas da população, como estado 

nutricional, situação de higiene e de moradia influenciam na transmissão da hanseníase, 

dificultando o seu controle. (SAVASSI, 2010; MINUZZO, 2008; DUCATTI, 2009). 

Portanto, faz-se importante que os protocolos de intervenções clínicas se integrem a 

medidas de melhoria das condições de vida da população para uma efetiva política de 

controle da doença, uma vez que sua ocorrência está diretamente relacionada às 

desigualdades sociais, atingindo com muito mais intensidade as populações socialmente 

vulneráveis.  
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X. CONCLUSÃO 

Os dados fornecidos neste estudo sugerem um papel regulador dos miRNAs em 

parâmetros imunológicos da hanseníase, reforçando a ideia de que mecanismos 

epigenéticos interferem na patogênese dessa doença. Entretanto, estudos funcionais serão 

importantes para validar melhor esses dados. Em relação ao estudo epidemiológico, 

similarmente a outras regiões do Brasil e do mundo, reforçamos que as formas mais 

graves e reacionais da hanseníase ocorrem dentro de um contexto social de maior escassez 

educacional e financeira e, portanto, de maior vulnerabilidade social.  
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XII. ANEXOS 

XII.1.  ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Título do Estudo: Avaliação da Expressão de miRNAs Envolvidos na Regulação de 

Genes Participantes da Resposta Imune ao Mycobacterium leprae Identificados a Partir 

de um Estudo de Expressão Gênica 

Pesquisador Responsável: Léa Cristina de Carvalho Castellucci 

 

O (A) Senhor (a) está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Por favor, leia 

este documento com bastante atenção antes de assiná-lo. Caso haja alguma palavra ou 

frase que o (a) senhor (a) não consiga entender, converse com o pesquisador responsável 

pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecê-los. 

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre 

o estudo e solicitar a sua permissão para participar do mesmo. 

OBSERVAÇÃO: Caso o paciente não tenha condições de ler e/ou compreender este 

TCLE, o mesmo poderá ser assinado e datado por um membro da família ou responsável 

legal pelo paciente. 

 

Objetivo do Estudo 

Você está sendo convidado (a) a participar de um estudo que tem como objetivo avaliar 

a associação entre genes e as manifestações da Hanseníase. Caso você concorde em 

participar do estudo, além de ser examinado por um médico clínico e realizar biópsia de 

pele, que são métodos necessários para o diagnóstico da doença, você doará 10 ml de 

sangue para a pesquisa da influência dos genes nas manifestações da hanseníase. A 

retirada do pedaço da pele para o diagnóstico da sua doença, caso necessário, será feita 

com anestesia para você não sentir dor e parte deste material será utilizado para esta 
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pesquisa. Além das informações aqui presentes você pode perguntar tudo sobre o estudo 

ao seu médico. 

 

Duração do Estudo 

A duração total do estudo é quatro anos. 

A sua participação no estudo será de apenas um (I) dia, ou de dois (2) dias caso o Senhor 

(a) durante ou após o tratamento venha a desenvolver um episódio inflamatório a que 

chamamos de reações hansênicas. 

 

 

Descrição do Estudo 

Participarão do estudo: Aproximadamente 90 indivíduos. 

Este estudo será realizado no Ambulatório de Hanseníase do Hospital Universitário 

Professor Edgard Santos e no Hospital Couto Maia, ambos são centros de referência para 

o tratamento e acompanhamento da hanseníase no estado da Bahia. 

O (a) Senhor (a) foi escolhido (a) a participar do estudo porque é paciente matriculado no 

Ambulatório Magalhães Neto ou no Hospital Couto Maia e está em tratamento e 

acompanhamento por uma equipe médica. O (a) Senhor (a) não poderá participar do 

estudo se possuir alguma limitação física que o (a) impeça de participar como alguns tipos 

de doença ou gestação. 

 

Procedimento do Estudo 
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Após entender e concordar em você doará 10ml de sangue venoso (o equivalente a uma 

colher de sopa), que será coletado por profissional capacitado, com o auxílio de seringas 

e agulhas descartáveis. Deste material, células e o soro serão avaliados. Se o seu médico 

julgar pertinente a realização de uma biópsia da sua lesão, solicitaremos a doação de um 

pedaço pequeno da sua pele para o nosso estudo. Esse procedimento é feito com anestesia 

e exclusivamente pelo seu médico. Este material ficará guardado em laboratório e será 

identificado por um código. Não será de forma alguma identificado pelo seu nome. 

Assim, seu material pode auxiliar o desenvolvimento desta e de outras pesquisas futuras 

nessa área. Como o material será coletado para fins de pesquisa, não há nenhuma 

influência dos procedimentos realizados no seu diagnóstico ou tratamento não havendo, 

portanto, necessidade da liberação de laudo. Entretanto, se for do seu desejo, a equipe lhe 

fornecerá um relatório em que consta a utilização do material pelo tempo até então 

decorrido. 

 

Riscos Potenciais. Efeitos Colaterais e Desconforto 

A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em alguns casos pode 

provocar dor leve e sangramento ou pequeno hematoma após a retirada da agulha. 

Raramente podem acontecer desmaios. Caso isso aconteça, todos os cuidados serão 

tomados por profissionais devidamente habilitados. Os riscos relativos à realização da 

biópsia incluem sangramento e infecções. As chances de essas complicações acontecerem 

são pequenas. Caso algum desses eventos ocorra você terá assistência imediata do médico 

e será tratado com medicamento ou procedimento adequado para cada caso, sem nenhum 

custo para você. No caso de infeção será tratado com o antibiótico adequado. 
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Benefícios para o participante 

Não há benefícios diretos pela sua participação na pesquisa. Este estudo visa avaliar o 

papel da genética no desenvolvimento da Hanseníase ou de episódios reacionais. O 

conhecimento preciso dessa interação poderá resultar no desenvolvimento de novas 

estratégias de tratamento da doença e principalmente dos episódios reacionais. 

 

Compensação 

Você não receberá nenhuma compensação para participar desta pesquisa e também não 

terá nenhuma despesa adicional. 

 

Participação Voluntária/ Desistência do Estudo 

Sua participação neste estudo é totalmente voluntária, ou seja, você somente participa se 

quiser. 

A não participação no estudo não implicará em nenhuma alteração no seu 

acompanhamento médico tão pouco alterará a relação da equipe médica com você. Após 

assinar o consentimento, você terá total liberdade de retirá-lo a qualquer momento e 

deixar de participar do estudo se assim o desejar, sem quaisquer prejuízos à continuidade 

do tratamento e acompanhamento na instituição. 

 

Novas Informações 

Quaisquer novas informações que possam afetar a sua segurança ou influenciar sua 

decisão de continuar a participação no estudo serão fornecidas a você por escrito. Se você 



95 

 

 

decidir continuar nesse estudo, terá que assinar um novo (revisado) Termo de 

Consentimento informado para documentar seu conhecimento sobre novas informações. 

 

Em Caso de Danos Relacionados à Pesquisa 

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos 

propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento 

médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. 

 

Utilização de Registros Médicos e Confidencialidade 

Todas as informações colhidas e os resultados dos testes serão analisados em caráter 

estritamente científico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o 

momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serão divulgados, a 

menos que seja exigido por lei. Os registros médicos que trazem a sua identificação e esse 

termo de consentimento assinado poderão ser inspecionados por agências reguladoras e 

pelo CEP. 

Os resultados desta pesquisa poderão ser apresentados em reuniões ou publicações, 

contudo, sua identidade não será revelada nessas apresentações. 

 

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Dúvida 

Em qualquer etapa do estudo você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 

pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. Os responsáveis pelo estudo nesta 

instituição são Dra. Léa Castellucci e Dr. Paulo Roberto Machado que poderão ser 
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encontrados no endereço: Rua Augusto Viana, S/N, Hospital Universitário Professor 

Edgard Santos, Serviço de Imunologia, 50 andar ou nos respectivos telefones: 71-3234-

7353 ou 3283-8114/8116 

 

Em caso de dúvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, você poderá consultar: 

PESQUISADOR(A) RESPONSÁVEL: DRA. LÉA CASTELLUCCI 

ENDEREÇO: Rua Augusto Viana, S/N. Hospital Universitário Professor Edgard Santos. 

SALA: Serviço de Imunologia ANDAR: 5  

HORÁRIOS DE ATENDIMENTO: SEGUNDA A SEXTA, DAS 9:00 Às 17:00HS 

SALVADOR (BA) - CEP: 40110-170 

FONE: (71) 3237-7353 / E-MAIL: SERVICODEIMUNO@GMAIL.COM 

CEP/HUPES- COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO PROF. EDGARD SANTOS- UFBA 

SALVADOR (BA) - CEP: 4011060 

FONE: (71) 3283-8043 / E-MAIL: cep.hupes@qmail.com  

 

Declaração de Consentimento 

Concordo em participar do estudo intitulado: "Avaliação da Expressão de miRNAs 

Envolvidos na Regulação de Genes Participantes da Resposta Imune ao Mycobacterium 

leprae Identificados a Partir de um Estudo de Expressão Gênica" 

mailto:cep.hupes@qmail.com
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Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus 

possíveis benefícios e riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as 

minhas dúvidas foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir não participar 

desta pesquisa. Entendo que ao assinar esse documento, não estou abdicando de nenhum 

dos meus direitos legais. 

Eu autorizo a utilização de meus registros médicos (prontuário médico) pelo pesquisador, 

autoridades regulatórias e pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da instituição. 

 

   

Nome do Sujeito de Pesquisa Letra de Forma ou à Máquina  Data 

   

Assinatura do Sujeito de Pesquisa   

   

Nome do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa Letra 

de Forma ou à Máquina (quando aplicável) 

 Data 

   
Assinatura do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa 

(quando aplicável) 

  

   
Nome da pessoa obtendo o Consentimento  Data 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento 

 

 

  

                Nome do Pesquisador Principal  Data 

   

        Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal   
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XII.2. ANEXO 2 - Modelo da Ficha clínica e questionário – PACIENTES 

Modelo da Ficha clínica e questionário – PACIENTES 

 UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA 

HOSPITAL UNIVERSITÁRIO PROFESSOR EDGARD SANTOS 

 AMBULATÓRIO DE HANSENÍASE 

                                      SERVIÇO DE IMUNOLOGIA 

 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE E MARCADORES GENÉTICOS EM 

HANSENÍASE 

FICHA CLÍNICA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – DADOS DE IDENTIFICAÇÃO 

1- INICIAIS – RG HUPES: ____________________________________________________ 

2- DATA DE NASCIMENTO: ____/____/_____ 

3- IDADE: ______ANOS 

4- GÊNERO: a. Masculino ( )   b. Feminino ( ) 

5- FOTOTIPO (fitzpatrick): a. I ( )   b.II(  )    c.III ( )    d. IV( )    e.V ( )     f. VI  ( ) 

6- PROFISSÃO: _______________________ 7- TELEFONE: ______________________ 

8- COMUNICANTE COM M.H.: ( ) Sim   ( ) Não     Quantos?  ______________________ 

 

 

B – DADOS CLÍNICOS 

1-MÊS E ANO DE DIAGNÓSTICO DA HANSENÍASE: ____________________________ 

2-CLASSIFICAÇÃO DA HANSENÍASE: a.I ( )   b.TT ( )    c.BT( )    d.BB ( )   e.BL( )    f.LL ( ) 

3-SURTO REACIONAL: a) Tipo I ( )   b) Tipo II  ( )   c) não classificado  ( )   d)não  ( ) 

4-BACILOSCOPIA: a) Negativa ( )   b) Positiva ( )      IB=__________ 

5- AP: __________________________________________________________________ 

6-APRESENTA OUTRAS DOENÇAS CRÔNICAS? Sim ( )      Não ( ) 

Quais? ___________________________________________________________________ 

7-ENCONTRA-SE EM USO DE MEDICAMENTOS? Sim ( )    Não ( ) 

Quais? _______________________________________________________ 

8-COLETA DE SANGUE: 

a) Data____/____/____ PQT: ( )Sim  (  )Não    SR1(  )  SR2(  )  sem SR(  )  Pred(  )  Talid( )   
ImSup(  ) 

b) Data____/____/____ PQT: ( )Sim  (  )Não    SR1(  )  SR2(  )  sem SR(  )  Pred(  )  Talid( )   
ImSup(  ) 

c) Data____/____/____ PQT: ( )Sim  (  )Não    SR1(  )  SR2(  )  sem SR(  )  Pred(  )  Talid(  )  
ImSup(  ) 

9- PQT: (  ) MB     (  ) PB   DATA INÍCIO:___/___/___     DATA ALTA:___/___/___ 

      (  ) ESQUEMA ALTERNATIVO. QUAL?___________________________ 
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I. ESCOLARIDADE:    

|____| 0: sem escolaridade |____| 1: I grau incompleto  
|____| 2: I grau completo |____| 3: II grau incompleto  

|____| 4: II grau completo|____| 5: III grau incompleto  

|____| 6: III grau completo 

 

II. EPIDEMIOLOGIA 

Município de Nascimento: |________________________________________|  UF I____l 

Residiu em outros municípios por período igual ou superior a 6 meses? |__| 0: não |__| 1: sim 

Quais?  Município |_____________________________________________| UF |_______| 

 Município |_____________________________________________| UF |_______| 

 Município |_____________________________________________| UF |_______| 

 

Tempo de moradia no endereço atual: 

  |___| 1. Menos de 6 meses |___| 3. 1 a 2 anos     

  |___|2. 6 meses a 1 ano  |___| 4. 2 a 5 anos  |___| 5. Mais de 5anos 

Total Renda familiar:  

|___| 0. Sem renda |___| 1. Até 1 salário mínimo (SM)  

|___| 2. 1 a 2 SM|___| 3. 2 a 3 SM |___| 4. 3 a 4 SM |___|5. Mais de 4 SM 

 

III. ANTECEDENTES PESSOAIS:  

Tuberculose |___| 0: não |___| 1: sim|___| 99: não sabe / sem informação.Idade |__|  

Diabetes |___| 0: não |___| 1: sim  |___| 99: não sabe / sem informação  

10-CARACTERISTICAS DO SURTO REACIONAL TIPO 1:  

      1)     ( ) Neurite ( ) Sim ( ) Não 

              ( ) Até 1 Nervos Periféricos ( ) > 1 Até 3 Nervos Periféricos ( ) > 3 Nervos Periféricos  

      2)     ( ) Lesão Cutânea ( ) Sim ( ) Não  

               Face ( ) Tronco ( ) MMSS ( ) MMII ( ) Outros ( )  

      3)     Outros Sintomas/Comprometimentos:  

             ( ) Febre ( ) Artrite ( ) Edema MMII (nos Pés) ( ) Edema MMSS (nas mãos)    

 

 

 

     ( ) Febre ( ) Artrite ( ) Edema MMII (nos Pés) ( ) Edema MMSS (nas mãos) 

11-CARACTERISTICAS DO SURTO REACIONAL TIPO 2:  

1) ( ) Neurite ( ) Sim ( ) Não  

              ( ) Até 1 Nervos Periféricos ( ) > 1 Até 3 Nervos Periféricos ( ) > 3 Nervos Periféricos  

2) ( ) Lesão Cutânea ( ) Sim ( ) Não  

              Face ( ) Tronco ( ) MMII ( ) MMSS ( ) Outros ( )  

              Tipo: ( ) ENH ( ) Eritema Polimorfo  

              Nº de lesões: ( ) Até 5 ( ) 6-10  ( ) >10  

3) Outros Sintomas/Comprometimentos:  

             ( ) Febre ( ) Artrite ( ) Edema MMII (nos Pés) ( ) Edema MMSS (nas mãos)  
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HAS |___| 0: não |___| 1: sim  |___| 99: não sabe / sem informação  

Alergia |___| 0: não |___| 1: sim  |___| 99: não sabe / sem informação  

 

Outros|______________________________________________________________________| 

Internamentos |___| 0: não |___| 1: sim  |___| 99: não sabe / sem informação  

Causa (s) |_________________________________________________________________| 

 

V. ANTECEDENTES FAMILIARES:  

Hanseníase na família  |___| 0: não |___| 1: sim |___| 99: não sabe |_____| Número de casos 

Hanseníase na residência|___| 0: não |___| 1: sim |___| 99: não sabe |_____| Número de casos  

Parentesco com o (s) caso (s) de HANSEN |___| 1: seu pai |___| 2: sua mãe |__| 3: seu filho (a) 
|___| 4: seu esposo (a)   |___| 5: outros, especificar: |___________________________| 

 

V. CLASSIFICAÇÃO FINAL PARA ESTE ESTUDO 

 |___| CASO |___| CONTROLE |___| REAVALIAR APÓS 6M 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESPOSÁVEL PELA AVALIAÇÃO: 
___________________________________________________ 

DATA: _____/_____/______ 
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XII.3. ANEXO 3 – Research Article 

Research Article 

MicroRNAs correlate with bacillary index and genes associated to cell 

death processes in leprosy.  

Nadja de Lima Santana b, c, Lucas Neves de Farias b, c,  Tainã Lago b, c, Thyago Leal-

Calvo d, Paulo Roberto Lima Machado a, b, c, Léa Cristina Castelluccia, b, c  

a Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Doenças Tropicais, Brazil 

b Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde da Universidade Federal da Bahia, 

Salvador, Brazil 

c Serviço de Imunologia da Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brazil  

dLaboratório de Hanseníase, Fundação Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil 

Email addresses: 

NLS: nlimas@hotmail.com 

LNF: nfarias.lucas@hotmail.com 

TSL: tataylago@gmail.com 

TL-C: thyagoleal@yahoo.com 

PRLM: prlmachado@uol.com.br 

 LCC: leacastel@hotmail.com   

 

§Corresponding author: Léa Cristina Castellucci. Address: Rua João das Botas, S/Nº, 5º 

andar, Hospital Universitário Professor Edgard Santos, Serviço de Imunologia. Salvador, 

Bahia, Brazil. 40.110-160. Tel.: (071) 3283-8114/8116. E-mail: leacastel@hotmail.com 

 

Running headline: MiRNAs, leprosy phenotypes, apoptosis, autophagy, bacillary index 

mailto:nlimas@hotmail.com
mailto:nfarias.lucas@hotmail.com
mailto:tataylago@gmail.com
mailto:thyagoleal@yahoo.com
mailto:leacastel@hotmail.com
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Abstract 

Mycobacterium leprae infects skin and peripheral nerves causing a broad of clinical 

forms. MicroRNAs (miRNAs) control immune mechanisms such as apoptosis, autophagy 

as well as to target genes leading to abnormal proliferation, metastasis, and invasion of 

cells. Herein we evaluated miRNAs expression for leprosy phenotypes in biopsies 

obtained from patients with and without reactions. We also correlated those miRNAs with 

both, bacillary index (BI) and genes involved in the micobacteria elimination process. 

Our results show a significant increase in the miR-125a-3p expression in paucibacillary 

(PB) patients vs multibacillary (MB) subjects (p = 0.007) and vs reversal reactions (RR) 

(p = 0.005), respectively; a higher expression in patients with erythema nodosum 

leprosum (ENL) vs MB without reactions (p = 0.002). Furthermore, there was a positive 

correlation between miR-125a-3p, miR-146b-5p and miR-132-5p expression and BI in 

patients with RR and ENL. These miRNAS were also correlated with genes such as ATG12 

(miR-125a-3p), TNFRSF10A (miR-146b-5p), PARK2, CFLAR and STX7 (miR-132-5p). 

All together we underpin a role for these miRNAs in leprosy pathogenesis, influencing 

mechanisms such as apoptosis and autophagy in skin. The miR-125a-3p might have a 

distinct role associated with PB phenotype and ENL in MB patients.  

  

 

Key words: Leprosy, microRNAs, Phenotypes, Bacillary Index, Apoptosis, Autophagy 
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1. Introduction 

Leprosy or Hansen´s disease is an infectious and contagious disease, with many different 

dermato-neurological clinical outcomes comprising a spectrum with a chronic evolution. 

It still constitutes an important public health problem in Brazil, making it the second 

country in number of cases in the world [1]. M. leprae infection evolves according to the 

specific immune response of the host against the bacillus. Thus, disease progression 

depends on the ability of mycobacteria to form a safe environment for replication during 

the initial interaction with host cells [2]. This immune response creates a spectrum that 

expresses different clinical forms, ranging from the indeterminate form that either self-

heal, or migrate into a milder disease up to more severe forms [3-5]. The Ridley & Jopling 

classification (1966), divide subgroups within the spectrum according to clinical, 

immunological, histopathological and bacteriological criteria,into two polar forms: 

tuberculoid-tuberculoid (TT) and lepromatous-lepromatous (LL) and the three borderline 

subgroups: borderline tuberculoid (BT), borderline borderline (BB), borderline 

lepromatous (BL) [6]. Moreover, sudden acute inflammatory episodes known as leprosy 

reacions (LR) may occur during the disease evolution, mainly during specific treatment 

with multidrugtherapy (MDT) [3, 7]. The two main types of LR are: Type 1 or reverse 

reaction (RR), observed mainly in borderline forms of leprosy; being one of the main 

causes of neuritis in leprosy [8-9]; and the Type 2 reaction, or erythema nodosum 

leprosum (ENL), occurs predominantly in the polar LL and borderline lepromatous (BL) 

form [9]. Both reactions are the source of several disabilities and deformities that have a 

major impact in the patient’s quality of life causing severe psychological damage [10-11]. 

Although most individuals are naturally resistant to M. leprae [12-13], a percentage of 

exposed people develop the disease [14]. A combination of environmental factors, 

bacillus burden and human genetic susceptibility factors are required to lead to clinical 
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leprosy. Advances in molecular techniques identified a number of genes and their variants 

related to risk factors in developing leprosy [15]. Among these gene elements are 

transcription regulators such as microRNAs (miRNAs) [16-21]. MicroRNAs are small 

noncoding RNA molecules that control gene expression by interacting with mRNAs in 

practically all biological processes. By base-pairing to mRNAs, miRNAs can inhibit the 

translation or increase mRNA turnover. For that reason, miRNAs are widely involved in 

important immune response mechanisms, such as the activation of pathways signaled by 

Toll-like receptors (TLRs) and NFkB [22]. In this work, we evaluated the expression of 

some key miRNAs in the TLR pathways in biopsies from leprosy individuals, with and 

without LR. We show here miRNAs associated with leprosy phenotypes and correlated 

with BI, as well as relevant genes for the processes of cell death in biopsies of patients 

with LR. 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Patient recruitment and clinical data. Following Brazilian´s Ministry of Health 

guidelines all subjects were diagnosed and classified according to Ridley-Jopling criteria 

after clinical dermato-neurological evaluation and data from histopathology and bacillary 

index. We have also used the WHO PB and MB classification in order to organize the 

data bank and to perform correlations and statistical analysis. Twenty-eight skin biopsies 

from leprosy patients of both sex (7 PB, 7 MB, 6 RR and 8 ENL), and age mean 45.89 ± 

16.30 were collected from March 2018 to June 2020 in the reference centers for treatment 

of leprosy at Hospital Universitario Edgard Santos and the Couto Maia Institute, both 

located in Salvador, Bahia, Brazil. We selected patients at the initial diagnosis, before 

starting MDT treatment. Especially in the case of LR patients, we only selected those who 

arrived at the clinic still free of immunosuppressive drugs such as prednisone and 
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thalidomide to avoid the bias of recruiting immunomodulated subjects. Patients that 

finished MDT treatment and did not developed reactions were classfied as PB and MB 

only. Written informed consent was obtained from all patients after approval of the study 

by the Ethics Committee from the Federal University of Bahia (CEP 2.149.677), 

attending the recommendations of Resolution 466/12 of the National Health Council for 

research with human beings and the Declaration of Helsinki.  

2.2 Sample collection and RNA extraction  

Lesion biopsies were collected using a 4 mm punch (4 mm punch) and preserved in a tube 

containing RNAlater® Solution (Ambion®) at -70ᵒC until tissue processing. This 

procedure was performed by the dermatologist who treated the individuals at the 

Reference Units. The tissue was intensely macerated using the TissueRuptor (Qiagen) 

followed by TRIzol RNA isolation, according to manufacturer’s instructions. The isolated 

RNA was resuspended in 20 μl of RNase-free water and concentration determined by 

optical density measurements (260nm and 280nm) using L-Quant®. Samples were stored 

at -70°C until use. 

2.3 cDNA synthesis and evaluation of miRNA expression by quantitative RT-PCR 

(qPCR) 

The miRNAs -146a-5p, -146b-5p, -147a, -155-5p, -9-3p, -125a-3p, -132-5p, 21-3p, hsa-

let-7a-3p, -511-3p, -103a-3p and the U6snComplementary DNA (cDNA) were chosen 

according to their contribution to the TLR activation pathway conferring the literature 

and websites TargetScanHuman (release7.1-http://www.targetscan.org/) e miRBase 

(release 21-http://www.mirbase.org/). cDNA was obtained using the miRCURY LNA™ 

RT Kit (QIAGEN), following the manufacturer's guidelines. Briefly, a reaction mix with 

the following components was added to an eppendorf tube: 2μl of 5x miRCURY RT 
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Reaction Buffer, 4.5μl of RNase-free water, 1μl of 10x miRCURY RT Enzyme mix and 

0.5μl of UniSp6 RNA Spike- in. 2μl of the sample (at 5ng/μl) and 8μl of the RT reaction 

master mix were added to a reaction plate, making a final volume of 10μl per well. The 

samples were incubated in a thermocycler (Applied Biosystems) and cycled as follows: 

(I) 60 minutes at 42°C, (II) 5 minutes at 95°C and (III) Hold 4°C. The gene expression 

was performed using qPCR, through the miRCURY LNA SYBR Kit. Samples were 

prepared in duplicates as follows: 5µl of 2x miRCURY LNA SYBR Green Master mix, 

0.05µl of ROX Reference Dye, 1µl of PCR primer mix and 1µl of RNase-free water. A 

final product of 10µl was used for each reaction containing 3µl of the diluted cDNA 

template (1:5) and 7µl of the reaction mix. The amplification conditions followed the 

following cycling (I) 2 minutes at 95°C, (II) 10 seconds at 95°C, (III) 60 seconds at 56°C 

(IV) for 40 cycles following the melting curve curve.  

2.4 cDNA synthesis and gene expression of PARK2, ERBB2, BLC2, TNFRSF10A, 

ATG12, CFLAR, STX7 and VEGFA. 

Reverse transcription reactions were performed using the commercially available High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), starting from 10µl of 

total RNA and using the MultiScribe Reverse Transcriptase enzyme, according to the 

manufacturer’s instructions. cDNA synthesis was carried out using the GeneAmp PCR 

System 9700 as follows: 25°C for 10 minutes, 37°C for 120 minutes, 85°C for 5 minutes, 

finally cooling at 4°C; and adjusted to 5ng/l. Pre-designed TaqMan® assays containing 

specific primers and probes for PARK2, ERBB2, BCL2, TNFRSF10A, ATG12, CFLAR, 

STX7 and VEGFA genes were pre-designed by Applied Biosystems. The mRNA levels 

within each sample were normalized to the level of the house-keeping gene Beta-actin. 

qRT-PCR individual reactions were prepared from 2 µl of cDNA, 0.5 µl of each assay, 5 

µl of TaqMan Universal Mastermix® and 2.5 µl of RNase-DNase free water in a final 
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volume of 10 µl. All samples were run in duplicate, and the output level reported as the 

average of the two samples. Amplification conditions included: 50°C for 2 minutes, 95°C 

for 10 minutes, and 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute on the 7500 

Real Time PCR System (Applied Biosystems).  

2.5 Statistical analysis.  

The microRNAs expression were normalized using the RefFinder program 

(https://www.heartcure.com.au/reffinder/), whose algorithm integrates three other 

computational programs (geNorm, Normfinder and BestKeeper) to compare and classify 

the candidate reference genes tested among samples using the Delta-Ct comparative 

method. Statistical data regarding miRNAs and clinical forms were generated by Welch's 

t test. For the chosen genes data were analyzed by comparing the threshold cycle (Ct), 

according to the equation 2-CT where CT is the CT value of each individual less the 

median CT of the control group (normal skin of our biorrepository). Analysis of BI, 

genes and miRNAs were performed through the Spearman's Correlation test, using 

GraphPad Prism8. Differences were considered significant when the p value was below 

0.05 (p ˂ 0.05). 

3. Results: 

 

miR-125a is differentially expressed between clinical forms of leprosy. Table 1 provide 

clinical and demographic data from patients enrolled in this study. The miR-125a-3p was 

differentially expressed between the samples with significantly higher expression in the 

PB group as compared with MB (logfc=1,59, p=0,007). PB patients had also a higher 

expression when compared with RR subjects (logfc=1,66, p=0,005). Conversely, this 

miRNA was also more expressed in ENL patients compared to MB without reactions 
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(logfc=1,73, p = 0.002), Table 2. There were no differences by comparing all patients 

without reactions (PB + MB) versus patients with reactions (RR + ENL), data not shown. 

MicroRNAs are correlated with bacillary index (BI) in patients with leprosy reactions. 

Regarding the BI we observed a positive correlation between miRs 125a-3p (r= 0.8, p= 

0.002), 132-5p (r= 0.7, p= 0.042) and 146b-5p (r= 0.7, p= 0.006) and the LR group 

(Figures 1A, 1B and 1C, respectively), but not in patients without reactions (data not 

shown).  

The miRNAs correlated with BI are also correlated with cell death genes. While the 

miR-125a correlates with the ATG12 gene in PB group (r= -0.9, p= 0.006), the miR-146b-

5p is negatively correlated with TNFRSF10A gene in patients with reactions (r= -0.6, p= 

0.034). In addition, also in LR patients, miR-132 is negatively correlated with PARK2 (r= 

-0.8, p= 0.015), CFLAR (r= -1,0, p= 0.0004) and STX7 (r= -0.7, p= 0.036) genes, Figure 

2A-2E, respectively. 

4. Discussion 

The miR-125a-3p higher expression in PB when compared to MB subjets allows 

us to hypothesize a possible role for this miR as a factor controlling leprosy in early stages 

of infection, since PB individuals have a more efficient immune response and less bacillus 

dissemination than occurs in MB. Members of the miR-125 family play a crucial role in 

host's immune defense, regulating cell differentiation, proliferation, apoptosis and 

response to specific stimuli such as IFN [23-25]. Our data is in agreement with Salgado 

et al., 2018, that showed that miR-125b is downregulated in LL subjects and also with 

another study that documented a differential expression of this miR in leprosy patients 

[19]. 
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Interestingly, we also observed a negative correlation between miR-125a-3p and 

ATG12 in PB patients. The essential autophagy protein ATG12 is a positive mediator of 

mitochondrial apoptosis. Data show that Atg12 directly regulates the apoptotic pathway 

by binding and inactivating prosurvival Bcl-2 family members, including Bcl-2 and Mcl-

1 [26], miRNAs that affect the expression of ATGs also influences different phases of 

autophagy, that goes from induction untill lysosomal fusion and degradation. Multiple 

miRNAs have been reported to participate in the ATG5-ATG12-ATG16L and LC3-PE 

conjugation systems regulating the elongation of autophagosomes [27]. Autophagy was 

differentially regulated in T-lep and L-lep patients. In this case, T-lep skin lesion cells 

showed an upregulation of genes associated with increased autophagosome formation. In 

contrast, in L-lep skin lesion cells, BCL2 represented a hindrance to autophagy together 

with an inhibition of the autophagic flux, restored via IFN-γ treatment. These data suggest 

that autophagy activation enhances mycobactericidal activity in skin cells, whereas 

impaired autophagy contributes to an increase in bacillary load [28]. Taken together, it is 

possible that a higher expression of miR-125a-3p in the PB biopsies we observed could 

be a contributing factor to a more efficient apoptotic response in T-lep, leading to a milder 

disease phenotype.  

Conversely, miR-125a-3p was also more expressed in subjects with ENL when 

compared to MB subjects without reactions. Consistent with this, in a model using 

M.tuberculosis (Mtb) the increasement of miR-125a-3p expression inhibited the 

activation of autophagy and antimicrobial effects against Mtb in manner dependent on 

TLR2 and MyD88 in macrophages [29]. In another study associated with human cancers, 

miR-125a was observed to increase the invasive potential in urothelial carcinomas [30]. 

Data such as these draw attention to mechanisms linked to dissemination and metastasis 

processes that could justify the action of this miR in ENL, a systemic disease 
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characterized by disseminated deposits of M. leprae antigens. Consonant with this, we 

also observed that in the LR individuals there was a positive correlation between the 

bacillary index (BI) and the expression of miR-125a-3p. ENL has a different immune 

regulation in relation to PB. The role of miR-125a here may be different and mediated by 

different triggers, with two possible explanations: a) The increased expression of miR-

125a in ENL would inhibit mechanisms of cell death promoting metastasis, here reflected 

in the correlation with a high BI; b) Alternatively, this correlation would reflect an 

increment of miR-125a “attempting” to regulate autophagy and contain the spread of the 

bacillus. However, to test these hypotheses a functional investigation are needed. 

The miR-146b-5p plays an essential role in down-regulating pro-inflammatory 

cytokine production and cell proliferation, thereby modulating the intensity of the 

inflammatory response [31]. Previous studies have suggested that miR-146a links the 

innate immune response to oncogenic transformation [32-34] and, in mice, miR-146a 

deficiency has been associated with chronic dysregulation of NF-κB signaling, producing 

a phenotype with features of myeloid malignancy [34] (Zhao et al., 2011). Considering 

these findings, it is possible that the correlation observed between this miR and the BI 

reflets a contribution from miR-146b-5p to the antigenic spreading of M. leprae observed 

under leprosy reactions. TNFRSF10A and TNFRSF10B are cell surface receptors that 

bind to tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) and mediate the 

extrinsic pathway of apoptosis [35]. Thus, our finding that miR-146b-5p inhibits 

TNFRSF10A suggests that this could be implied in an impairement of M. leprae killing, 

favoring the spreading of bacilli and their antigens in leprosy lesions. 

The miR-132 has been proposed as a regulator of neuronal structure and function, 

being implicated, for example, in neuropathic pain after chronic constriction injury and 

spared nerve injury [36-38]. M. leprae affect nerves, causing disabilities that are more 
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frequent during reactions. We believe that the correlation observed between this marker 

and BI reflects a possible role of miR-132 in the course of reactions, which may influence 

the neural damage observed in some cases. In addition, miR-132 was correlated with 

important genes for the response to M.leprae in these patients - PARK2: PARKIN or 

Parkinson´s disease gene is a ubiquitin ligase with a well-established role in mitophagy. 

PARKIN-mediated ubiquitination leads to the autophagic targeting of M. tuberculosis 

and is essential for inhibition of mycobacterial replication in macrophages [39]. Previous 

data from our group show that there is a signature for RR in the blood, comprising genes 

mainly related to the innate immune responses, including type I IFN components, 

autophagy, parkins and Toll like receptors. In addition, PARK2 was differentially 

expressed in the ENL group, corroborating with data that fragments of killed bacteria may 

continue the characteristic inflammatory process of both reactional episodes leading to 

the nerve and tissue damage [40]; CFLAR: This is a caspase-like protein but lacks 

catalytic activity. It regulates apoptosis, necroptosis, autophagy, and inflammation [41] . 

It depending on the inflammatory context, these mechanisms lose homeostasis, increasing 

cell death and consequently tissue and nerve damage, raising the release of PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns) and DAMPs (damage-associated molecular 

patterns), in patients who develop reactions; STX7: STX7 influences vesicle trafficking to 

lysosomes, including phagosome-lysosome fusion [42]. It is pobbible that a 

downregulation STX7 may influence delivery of M.leprae phagosomes to lysosomes of 

macrophages. Adding to that, STX7 is also expressed in cytotoxic T lymphocytes and data 

showed that downregulation of this gene leads to impaired cytotoxic T lymphocytes-

mediated killing, impacting the cytolytic activity of human T lymphocytes [43]. All 

together, we might think that a downregulation of this gene could spoil the bacilli 

retrenchment,favouring spread and further increase the inflammatory process. 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/programmed-cell-death
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/necroptosis
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The data provided in this article underpins the role of miRNAs with immunological and 

clinical parameters of leprosy, reinforcing fine epigenetic mechanisms regulating disease 

pathogenesis. Further studies will be important to substantiate these data, providing 

prognostic markers and potential therapeutic targets for a better management of this 

disease in the future. 
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Table 1. Demographic, clinical and laboratory characteristics of the leprosy patients. 

 

 

Table 2. miR-125a-3p differential expression in leprosy skin lesions 

Comparison groups log2FC mean 1 mean 2 
P-

value* 

95%CI 

lower 

95%CI 

upper 

PB vs MB -1.59 -5.38 -6.98 0.0078   -2.67   -0.51 

PB vs RR 1.66 -5.38 -7.04 0.005   0.63   2.69 

ENL vs MB 1.73 -5.25 -6.98 0.0028   0.75   2.71 

PB+MB vs 

RR+ENL 
-

0.1236 

-

6.11831 

-

5.9947 
0.79324   -1.08796   0.840756 

PB - paucibacillary; MB – multibacillary; ENL – erythema nodosum leprosum; RR- 

reversal reactions. Values expressed in logfc, analyzed by Welch's t test. 

 

 

 

Demographic and Clinical Features 
Patients without 

reactions (N=14) 

Patients with reactions                                                                  

(N=14) 
P Value 

Age, mean (SD), years  48 ± 17 44 ± 16 NS 

Sex, %    
               Male 8/14 (57)  9/14 (64) NS 

Paucibacillary (PB), %   

               Tuberculoid (TT) 3/7 (43) 0/0 (0)  
               Bordeline  Tuberculoid (BT) 4/7 (57) 1/6 (17) RR NS 

Multibacillary (MB), %           
 

               Borderline Borderline (BB)  1/7 (14) 4/6 (67) RR .05* 

               Borderline Lepromatous  (BL)  1/7 (14) 1/6 (17) RR  e 1/8 (13) ENH NS 

               Lepromatous  (LL)  5/7 (71)    7/8 (88) ENH NS 

Patients with leprosy reactions, %  
  

              Reversal reactions  (RR)  6/14 (43)  

              Erythema nodosum leprosum (ENL)  8/14 (43)  

Bacillary Index, median, (IQ) 0 (0-4,3)  2,5 (0,2-4,7) NS 

 Abbreviations: IQ, interquartile; NS, not significant; SD, standard deviation. 
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Legends to Figures 

Figure 1. Correlation analysis between bacillary index and the relative expression of 

miR-146b-5p (A), miR-125a-3p (B) and miR-132-5p (C) in biopsies from LR individuals 

(RR + ENH). Data analyzed using the Spearman Correlation test, using the GraphPad 

Prism software, where r ≥ 0.7 was considered. P values < 0.05 were considered 

statistically significant. 

Figure 2. Correlation analysis between the relative expression of miR-125a-3p and 

ATG12 (A), miR-146b-5p and TNFRSF10A (B), and miR-132-5p with PARK2 (C), 

CFLAR (D) and STX7(E) in biopsies from LR individuals (RR + ENH). Data analyzed 

using the Spearman Correlation test, using the GraphPad Prism software, where r ≥ 0.7 

was considered. P values < 0.05 were considered statistically significant. 
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