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RESUMO

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica que pode resultar em deficiéncias fisicas
e sociais permanentes se ndo for diagnosticada precocemente. Apesar de ser uma doenca
antiga, ainda constitui um importante problema de saude publica em funcdo do seu
diagnéstico tardio. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar biomarcadores genéticos e
epigenéticos atrelados ao seu processo de adoecimento. Para isso, realizou-se a validacao de
um conjunto de miRNAs e uma analise de transcriptoma em amostras de sangue de pacientes
com hanseniase (LP) e de contatos domiciliares sem hanseniase (ndo-LP). As duas abordagens
experimentais incluiram: (1) A validagdo de um conjunto de nove miRNAs por RT-qPCR, dos
quais, cinco miRNAs (hsa-miR-144-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-1291, hsa-miR-106b-5p e hsa-
miR-16-5p) apresentaram expressao diferencial significativa nas distintas comparagdes
realizadas, com um AUC > 0,75. (2) Na segunda abordagem, verificou-se a expressao global de
genes por meio de RNA-Seq. Os genes mais diferencialmente expressos foram selecionados
para avaliacdo de biomarcadores potenciais para a hanseniase, dos quais foram escolhidos 10
genes hiperexpressos e nove hipoexpressos. Entre os hiperexpressos, seis genes: SHISA7Z,
MARCHF8, FOX03, TSPAN5, WINK1 e RPIA, foram capazes de discriminar com alta precisao os
grupos LP e ndo-LP, mostrando uma AUC 2 0,85. Da mesma forma, entre os hipoexpressos,
dois genes: RBBP4P2 e PSAT1, também foram capazes de discriminar com alta precisdao os
grupos LP e n3do-LP, com um AUC > 0,85. As analises de enriquecimento revelaram vias e
processos importantes no desenvolvimento da doeng¢a, como a apoptose, autofagia e
mitofagia, que sdo mecanismos celulares importantes na defesa contra M. leprae. Quando os
genes que participam destas vias estdo desregulados, podem levar a uma resposta
inflamatdria exacerbada. Outra via significativamente identificada foi a da ferroptose, um
processo de morte celular regulado pelo ferro que pode estar envolvida como um mecanismo
de defesa contra o bacilo da hanseniase. Vias que compreendem a diferenciacao de células
mieloides, o metabolismo de vitamina D e outras relacionadas ao sistema imune também se
mostraram enriquecidas. Em conclusao, este estudo fornece informagdes importantes sobre
a relacdo entre o perfil genético e epigenético do hospedeiro e a patogénese da hanseniase.
Novos genes e miRNAs foram identificados como possiveis biomarcadores de diagndstico
precoce, com capacidade de diferenciar pacientes doentes de contatos domiciliares, o que é
essencial na prevencdo da progressdo da doenca, assim como na reducdo de sua transmissao.

Palavras chave: hanseniase, microRNA, expressao diferencial, biomarcador.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease that can result in permanent physical and social
disabilities if not diagnosed early. Despite being an ancient disease still constitutes an
important public health problem due to late diagnosis. Therefore, the aim of this study was to
investigate genetic and epigenetic biomarkers linked to leprosy disease process. To achieve
this a set of miRNAs was validated and a transcriptome analysis was performed in blood
samples from leprosy patients (LP) and household contacts without leprosy (non-LP). The two
experimental approaches included: (1) Validating a set of nine miRNAs by RT-qPCR, of which
five miRNAs (hsa-miR-144-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-1291, hsa-miR-106b-5p, and hsa-miR-
16-5p) showed significant differential expression in different comparisons with an AUC > 0.75.
(2) In the second approach, global gene expression was assessed through RNA-Seq. The most
differentially expressed genes were selected for potential biomarker evaluation for leprosy of
which, 10 hyperexpressed and nine hypoexpressed genes were chosen. Among the
hyperexpressed genes, six genes: SHISA7, MARCHF8, FOX03, TSPAN5, WINK1 and RPIA were
able to discriminate the LP and non-LP groups with high accuracy, showing an AUC > 0.85.
Similarly, among the downregulated genes, two genes, RBBP4P2 and PSAT1 were also able to
discriminate with high accuracy, between LP and non-LP groups with an AUC > 0.85.
Enrichment analyses revealed important pathways and processes within the disease
development, such as apoptosis, autophagy, and mitophagy, which are important cellular
mechanisms against M. leprae, but when regulated defectively can lead to an exacerbated
inflammatory response. Another significantly identified pathway was ferroptosis, a cell death
process regulated by iron that might be involved as a defensive mechanism against the leprosy
bacillus. Pathways comprising myeloid cell differentiation, vitamin D metabolism and other
immune-related pathways were also enriched. In conclusion, this study provides important
insights into the correlation between the host's genetic and epigenetic profile and the
pathogenesis of leprosy. New genes and miRNAs were identified as potential early diagnostic
biomarkers with the ability to differentiate LP from household contacts. These findings are
crucial for preventing disease progression and reducing its transmission.

Keywords: leprosy, microRNA, differential expression, biomarker



1. INTRODUCAO
1.1. Hanseniase

A hanseniase é uma doenga granulomatosa crénica que, embora curavel, continua a
ser um problema de salde publica em varias partes do mundo e é considerada uma doenca
negligenciada. E uma infecgdo ocasionada pelo bacilo Mycobacterium leprae, a qual pode
acometer principalmente os nervos periféricos e a pele. Outros 6rgaos como os olhos, mucosas
do trato respiratério superior, ossos e testiculos também podem ser afetados, produzindo um
espectro fenotipico clinico tipico da doenca (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015; PINHEIRO;
SCHMITZ; SILVA, 2018; MI; LIU; ZHANG, 2020).

Normalmente quando ndo tratada em seus estdgios iniciais, a hanseniase pode resultar
em deformidades e incapacidade fisica nos pacientes (WHO, 2020). A frequéncia estimada
desta infeccdo consiste em menos de 1:10.000 pessoas, na maioria das popula¢cdes mundiais,
e frequentemente estd associada a pobreza. Hoje, o maior niumero de casos novos de
hanseniase tem origem em regides do sudeste da Asia, nas Américas e na Africa. O tratamento
da hanseniase esta baseado em poliquimioterapia, correspondendo a triade de rifampicina,
dapsona e clofazimina, na maioria dos casos. Portanto, a deteccdo e o tratamento precoces

podem ajudar a evitar muitas das complicacdes e sequelas incapacitantes (WHO, 2020).

1.2. Breve histérico da hanseniase

A hanseniase parece ser uma das mais antigas doencas que acometem o homem,
deixando marcas registradas e duradouras sobre religido, literatura e artes. Acredita-se que
seja originaria da Asia ou da Africa, mas ainda hoje, pairam muitas duvidas e informacdes
conflitantes sobre a origem e a descricdo da doenca. Nos textos antigos sobre a hanseniase

ndo se encontra uma descri¢do clara e precisa de sua pratica clinica, possibilitando confundir
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sua histéria e evolucdo em diferentes regiées do mundo ao longo do tempo (COUTO DAL

SECCO et al., 2017; EIDT, 2004; SEHGAL, 2006).

Registros mostram que infec¢Ges por micobactérias afetam a humanidade por
milénios. Restos humanos no Mediterraneo Oriental datados de 9.000 anos contém evidéncias
de DNA de micobactérias tuberculosas, além disso, DNA micobacteriano foi recuperado de
ossos doentes de um bisdo preso no pergelissolo de cerca de 17.000 anos atras. A primeira
descricdo médica da hanseniase foi encontrada em um tratado indiano, conhecido como
Sushruta Sambhita, datado de 600 a.C. Na China, a primeira descricdo clinica consistente com a
hanseniase data do século Il a.C. (ROBBINS et al., 2009). Por outro lado, a doencga foi
importada pelo exército de Alexandre o Grande, da india, por volta de 327-326 a.C. Até o Velho
e o Novo Testamento da Biblia Sagrada mencionam a hanseniase em varios detalhes. A
primeira evidéncia biolégica de hanseniase encontrada em seres humanos foi identificada
gracas a paleontologia e a biologia molecular. O DNA de M. leprae foi isolado dos ossos de um
esqueleto humano datado do século | a.C. e encontrado em uma sepultura perto de Jerusalém
(MATHESON et al., 2009). No periodo, o atendimento médico era organizado em hospitais
especiais chamados “leprosarios” ou “lazaretos” construidos as margens dos rios. Foram
organizados escritdrios de servicos especiais e até servigos para o tratamento e isolamento das
pessoas infectadas. Embora existam referéncias a hanseniase nos escritos egipcios antigos,
gregos e romanos, o flagelo da hanseniase parecia atingir o pico na Idade Média a medida que
a doenca se espalhava pela Europa, onde foi endémica desde o século Xll ao século Xlll, porém,
atualmente encontra-se restrita a algumas regides (FALUS, 2011; O’BRIEN; MALIK, 2017;
REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015).

No territério das Américas, mais especificamente na América do Sul, os primeiros casos
de hanseniase foram observados na Colémbia em individuos de origem espanhola, dessa
forma, pode-se hipotetizar que esta doenca chegou ao continente por meio dos colonizadores
espanhodis e portugueses. Provavelmente, o maior fator de expansao da hanseniase nas

Américas foi o trafico de escravos. Acredita-se que franceses e africanos introduziram a doenca
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na América do Norte pelo estado da Fldrida, mas os chineses a difundiram na costa do Pacifico.
No Brasil, os primeiros casos foram relatados em 1600, na cidade do Rio de Janeiro, depois
disso, a doenga foi identificada em outras regides brasileiras. Na atualidade, a hanseniase é
incidente em todos os paises sul-americanos, sendo o Brasil o que apresenta a prevaléncia

mais alta desta doenca (EIDT, 2004).

1.3. Aspectos clinicos gerais da hanseniase e susceptibilidade da infec¢ao

Ao longo da histdéria, a hanseniase tem sido considerada contagiosa e individuos
afetados eram isolados e muitas vezes banidos do convivio da sociedade. As pessoas temiam
gue apenas tocar uma pessoa infectada pudesse espalhar a doenca. Hoje, cientistas sabem
que a hanseniase precisa de um contato direto e prolongado para a sua transmissdo, mas os
mecanismos exatos de adoecimento e transmissdo ainda precisam ser melhor compreendidos

(SEHGAL, 2006).

A patogénese da hanseniase nao foi definitivamente esclarecida. No entanto, alguns
pontos sdo indiscutiveis: o agente etiolégico é o M. Leprae; a doenca se desenvolve em
individuos suscetiveis, e em paises endémicos onde o ambiente (baixo nivel socioeconémico,
superlotacdo, entre outras caracteristicas) desempenham um papel importante na
transmissdao da infeccdo. A hanseniase e suas manifesta¢des clinicas sdo resultado de um
processo interativo dindmico entre o bacilo e a imunidade mediada por células (IMC) de

individuos geneticamente predispostos (Ml; LIU; ZHANG, 2020; NUNZI; MASSONE, 2012).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indica que a hanseniase tem baixa
patogenicidade, e que entre 90 e 95% das pessoas que contraem o M. leprae tem resisténcia
natural e ndo desenvolvem a doenga (BENNETT; PARKER; ROBSON, 2008; DA SILVA et al., 2018;
WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015; WHO, 2017). Embora as razOes exatas ndo sejam

completamente compreendidas, uma série de fatores bioldgicos ou ndo, aumentam
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significativamente o risco de desenvolver hanseniase. Estes incluem pessoas em idade mais
avancada que apresentam uma menor resposta imunoldgica e maior probabilidade de
exposicdo ao bacilo, sexo masculino, contato com pessoas com a forma mais grave da doenca
(forma multibacilar -MB-), fatores genéticos e exposi¢ao por um periodo de tempo prolongado
com um paciente (por exemplo, pessoas que habitam a mesma morada de um paciente com

hanseniase — principalmente assintomaticos e/ou nado diagnosticados) (WHO, 2017).

Os contatos domiciliares de pacientes com a forma MB tém demonstrado um risco
maior de desenvolver hanseniase, de 5 a 8 vezes, que a populacdo geral, enquanto os contatos
dos pacientes PB, um risco 2 vezes maior. A ma nutricdo, os hdbitos anti-higiénicos, as
condicGes constitucionais (tuberculose, alcoolismo) parecem favorecer também a sua
propagacao. Aquelas que desenvolvem a doencga, apds um periodo de incubagdo de varios
anos, podem ter apenas uma Unica lesdo que muitas vezes se auto cura. Quando a auto cura
ndo acontece, e quando a Unica lesdo ndo é tratada, a doenca pode progredir para os estagios
paucibacilar (PB) ou MB. Aqueles que desenvolvem a doen¢a demonstram uma baixa resposta
IMC ao bacilo, e ha evidéncias que sugerem que pode haver uma predisposicdo genética no

hospedeiro (JACOBSON; KRAHENBUHL, 1999; NUNZI; MASSONE, 2012; 2018; SHEGAL, 2006;).

1.4. Epidemiologia da hanseniase

De acordo com dados divulgados pela OMS em 2022, a hanseniase continua sendo um
problema global de saude publica. Em 2021, foram detectados 140.594 novos casos em todo
o mundo, com uma taxa de deteccado de 17,83 por milhdo de habitantes, representando um
aumento de 10,2% em relagcdo a 2020. No entanto, essa aparente diminuicdo de casos em 2020
pode estar relacionada a menor detec¢do durante a pandemia de COVID-19. Apenas 127 paises
forneceram dados epidemioldgicos em 2020, enquanto em 2019, esse numero foi de 160

paises (WHO, 2021).
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O Brasil, a India e a Indonésia relataram > 10.000 novos casos de hanseniase, enquanto
10 paises relataram, cada um, de 1.001 a 10.000 novos casos, 36 paises entre 101 e 1.000
casos, 58 paises < 100 novos casos e 36 paises notificaram 0 casos. A distribuicdo geografica
dos novos casos detectados em 2021 é apresentada no mapa da Figura 1 (WHO, 2022). Desse
total de novos casos, 19.826 ocorreram na regido das Américas, sendo notificados 18.318
novos casos sO no Brasil, representando 92,4% dos casos na regido. Do total de casos novos
diagnosticados no pais, 761 (3,84%) ocorreram em individuos menores de 15 anos. Quanto ao
grau de incapacidade fisica, 1.737 (7,7%) dos novos casos avaliados no diagndstico,

apresentaram incapacidade de grau 2 (WHO, 2022).

Novos casos de hanseniase, 2021

0

1-10
11-100
101-1000

1001-10000 : s e
>10000 — " —

JNREEO0

Sem dados

Figura 1. Distribuicdo geografica de novos casos de hanseniase em 2021. Fonte: WHO, 2022.

No entanto, os dados publicados pela OMS devem ser observados com bastante
atencdo e cautela, por causa da subnotificacdo existente. Salgado e colaboradores (2018)
reportaram a presenca de muitas lacunas na notificacdo de novos casos de hanseniase em
diversas regides do mundo, onde paises de alta renda com sistemas de saude bem
estruturados relataram casos, ao passo que muitos paises de baixa renda, onde geralmente

existem condicdes favoraveis para hanseniase, ndo relataram. Especificamente, no Brasil,
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foram revelados mais casos ocultos do que a taxa nacional de detec¢do de novos casos por
meio diagndstico de casos passivos, inclusive em areas do pais consideradas de baixa
endemicidade. Essas descobertas ilustram a importancia da vigilancia ativa e da descoberta de
casos entre os contactantes domiciliares com os recém diagnosticados. Dados do Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo do Brasil mostraram que cerca de 50% da populacao
residente em 19 dos 27 estados estd exposta a taxas elevadas ou hiperendémicas da infecgdo,
e, portanto, seria viavel encontrar mais casos de hanseniase usando sistemas de informacao
geografica e analise soroldgica para a vigilancia nessas dreas em especifico. Deste modo, o
numero estimado de casos ocultos de hanseniase é provavelmente até oito vezes maior do

gue a prevaléncia na drea (SALGADO et al, 2016; SALGADO et al, 2018).

Em 2019, o estado do Para foi classificado como hiperendémico para a doenga tanto
na populagcdo em geral, com uma taxa de 29,82 casos por 100.000 habitantes, quanto em
criancas com menos de 15 anos, com uma taxa de 9,60 casos por 100.000 habitantes. Em 2020,
a taxa na populagdao em geral foi de 18,91 casos por 100.000 habitantes, e em criangas de 6,49
casos por 100.000 habitantes. No entanto, essa diminuicdo nas taxas pode estar relacionada
aos efeitos do menor numero de diagndsticos causados pela sobrecarga dos servigos de saude
e pelas restricoes durante a pandemia da covid-19. O estado é considerado o terceiro com
maior incidéncia da doenca, e a taxa anual de deteccdo de casos em criangas é 3,26 vezes mais
alta do que a média nacional, sugerindo que o diagndstico de hanseniase em adultos no estado

esta sendo realizado tardiamente (Ministério da Saude, 2023).

Diante desse cenario, o Brasil é classificado como um pais de alta carga para a doenga,
ocupando o segundo lugar na relacdo de paises com maior nimero de casos no mundo,

estando atras apenas da India (Ministério da Satde, 2021).

17



1.5. Classificagdao da hanseniase

O diagnéstico de hanseniase é muitas vezes complicado e tem sido definido como as
manifestacbes “espectrais” da doencga, que se devem a variabilidade no tipo e forca da
resposta imune do corpo a bactéria. De modo geral, uma forte resposta IMC origina uma forma
mais branda de manifestacao, enquanto uma fraca resposta IMC leva a uma forma mais grave
da doenca. Esta apresentacao espectral resultou no desenvolvimento de varios sistemas de
classificagdo para a hanseniase, dois dos mais importantes sendo a classificagdo Ridley e

Jopling e a classificacdo da OMS (Tabela 1) (KUMAR; UPRETY; DOGRA, 2017).

Tabela 1. Principais sistemas de classificacdo da hanseniase e sua correlagao

Classificagdo Espectro da Hanseniase
Borderline Borderline- Borderline
Sistema Ridley-  Tuberculoide Lepromatosa
Tuberculoide borderline Lepromatosa
Jopling (TT) (LL)
(BT) (BB) (BL)
Sistema OMS Paucibacilar/TT e maioria BT Multibacilar/Alguns BT, BB, BL e LL

Fonte: (KUMAR; UPRETY; DOGRA, 2017)

Em 1941, Rabello foi um dos primeiros a estabelecer o conceito de hanseniase polar.
Individuos com hanseniase indeterminada (I), ndo tratados, evoluem para forma polar
tuberculoide (T) ou para o polo lepromatoso (L), dependendo da resposta imune ao M. leprae.
No Congresso de Hanseniase de 1953, que ocorreu em Madri, os critérios propostos por
Rabello foram mantidos e um novo grupo de pacientes foi adicionado, nomeado por
especialistas ingleses como borderline (B). Em paises de lingua portuguesa e espanhola, o
termo borderline pode ser traduzido como dimdrfico. Esse grupo clinicamente instavel ao
longo de seu curso é caracterizado por manifestacées que ndo se encaixam nas formas polares.

A melhor denominacao seria interpolar, pois esses pacientes ndo se apresentam simplesmente
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com as duas formas polares da doenca. Clinicamente, eles podem apresentar caracteristicas

proximas aos polos T ou L, e também as formas intermediarias (CRUZ et al., 2017).

Em 1966, Ridley e Jopling propuseram um sistema de classificagdo para a hanseniase
gue foi desenvolvida para fins de pesquisa e ainda é usada na pratica clinica em muitas partes
do mundo, incluindo os EUA e a maioria dos paises europeus. Essa classificagdo baseia-se ndao
apenas em caracteristicas clinicas, mas também em histopatoldgicas, grau de IMC contra M.

leprae e a carga bacteriana (KUMAR; UPRETY; DOGRA, 2017; RIDDLEY; JOPLING; 1966).

O sistema Ridley-Jopling classifica a hanseniase como uma doenca espectral, onde
apresenta de um lado, a hanseniase tuberculoide (TT), e do outro, a lepromatosa (LL) (Tabelas
1 e 2). Estas duas extremidades do espectro sdo consideradas clinicamente estdveis.
Imunologicamente, uma forte resposta IMC se correlaciona com o tipo TT e uma fraca resposta
IMC se correlaciona com o tipo LL da doenca. Entre essas extremidades observa-se o espectro
limitrofe clinicamente instdvel, que pode ser subdividido em borderline tuberculoide (BT),
borderline-borderline (BB) e borderline lepromatosa (BL), dos quais o BB é o menos estavel. A
hanseniase frequentemente sofre altera¢des na apresentacao clinica, dependendo do estado

imunolégico do individuo (RIDLEY; JOPLING, 1966).

A hanseniase tuberculoide (TT) se manifesta em individuos com uma intensa resposta
IMC. Caracteriza-se pela presencga de lesdes Unicas ou de pequeno porte, mostrando bordas
bem definidas e elevadas (pdpulas e placas) (Tabela 2). As lesGes podem apresentar diminuicdo
do suor, perda de pélos do corpo e perda/diminuicdo da sensibilidade. Os nervos sdo
geralmente muito engrossados na hanseniase TT, e menos nos grupos borderline. Vale
ressaltar que, casos TT puros sdo raros (RIDLEY; JOPLING, 1966; VIRMOND; GRZYBOWSKI;
VIRMOND, 2015). As bidpsias dessas lesdes revelam granulomas epitelioides bem

desenvolvidos e bacilos dlcool-acido resistentes raros (Figura 2) (SCOLLARD, 2016).
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Tabela 2. Caracteristicas das lesdes na hanseniase polar

Caracteristica
Numero de lesGes

Distribuicdo
Definigdo e clareza

Anestesia

Perda auténoma

Alargamento do nervo
Mucosa e sistémica

Numero de M. Leprae

Tuberculoide (TT)
Poucas

Assimétrica, em qualquer lugar

Borda definida,
hipopigmentada
Precoce, marcada, definida,
localizada para lesdes cutaneas
ou nervo periférico principal
No inicio das lesdes cutaneas e
nervosas
Marcado, em alguns nervos
Ausente

Ndo detectavel

Lepromatosa (LL)
Muitas (até mais de 100)
Simétrica, evitando areas

“poupadas”

Borda vaga, leve
hipopigmentagdo
Tardia, inicialmente leve, mal
definida, mas extensa, sobre
areas do corpo “frias”
Tardia, extensa quanto a
anestesia
Leve, mas difundida
Comuns, reagdes severas tipo 2
Numerosos em todos os tecidos
afetados

Fonte: RIDLEY; JOPLING; 1966; SCOTT et al., 2018; VIRMOND; GRZYBOWSKI; VIRMOND, 2015

Figura 2. Cortes histoldgicos do espectro da hanseniase. De esquerda para direita: TT, BT, BB, BL e LL.
Os infiltrados granulomatosos epitelioides bem formados vistos em lesGes TT tornam-se cada vez mais
desorganizados em cada incremento sucessivo na escala BT, BB e BL, até se tornarem agregados
completamente desorganizados de histidcitos espumosos, com apenas linfécitos ocasionais, em lesdes
LL. Fonte: SCOLLARD, 2016.
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A hanseniase borderline tuberculoide (BT) apresenta lesdes cutaneas semelhantes as
observadas na TT, porém maiores e mais abundantes. As lesdes podem variar de tamanho,
forma e cor, no mesmo paciente. Pequenas lesdes por satélite préximas as lesdes maiores
podem ser observadas, e a cor varia de hipocrémico para vermelho. Reagdes de reversao (RR),
com envolvimento nervoso grave, sdo comuns na BT. As manchas de pele podem ser negativas
ou positivas, e o indice bacteriolégico geralmente ndao excede de 2+ (RIDLEY; JOPLING, 1966;

VIRMOND; GRZYBOWSKI; VIRMOND, 2015).

A hanseniase borderline-borderline (BB) é altamente instavel e rara. As lesdes de pele
conhecidas como "queijo suico", sdo caracterizadas por placas infiltradas com pele normal
aparente no centro e borda interna bem definida e bordas externas definidas incertas. Entre
as lesdes tipicas, pode haver maculas, placas, pdpulas, e ndédulos, que geralmente sao
encontrados em combinacdo com as lesdes tipicas (RIDLEY; JOPLING, 1966; VIRMOND;
GRZYBOWSKI; VIRMOND, 2015).

A hanseniase borderline lepromatosa (BL) exibe uma reducdo da resisténcia
imunolégica. As lesdes sao disseminadas e distribuidas simetricamente. Lesdes maculares
podem aumentar de tamanho para se tornarem eritematosas e infiltradas. As bordas destas
sdoirregulares e invadem a pele normal. Podem aparecer lesdes semelhantes a placas, papulas
e nédulos, simulando a forma LL. A RR e o eritema nodoso hansénico (ENH) sdo comuns nesses

casos (RIDLEY; JOPLING, 1966; VIRMOND; GRZYBOWSKI; VIRMOND, 2015).

A hanseniase lepromatosa (LL) é causada por uma forte incapacidade do sistema
imunolégico em combater o bacilo. Se ndo tratada, a doenca se espalha amplamente no
paciente com repercussoes sistémicas (Tabela 2). Além das lesGes cutaneas, olhos, nariz, 0ssos,
testiculos, baco, figado e glandulas suprarrenais podem ser comprometidos. As lesdes
cutaneas sdo difusas com bordas imprecisas no tipo polar. No tipo subpolar, os pacientes
apresentam alguma reacdo fraca aos bacilos e as maculas, nddulos e placas apresentam limites

mais precisos, embora as lesdes sejam generalizadas através da superficie corporal, exceto

21



pelo couro cabeludo, solas dos pés e outros locais com temperaturas mais altas (RIDLEY;

JOPLING, 1966; VIRMOND; GRZYBOWSKI; VIRMOND, 2015).

Em 1998, o Comité de Especialistas em Hanseniase da Organizacao Mundial da Saude
(OMS) determinou que as baciloscopias ndo eram essenciais para iniciar o tratamento, criando
assim, para fins praticos e para aprovar critérios em todo o mundo, uma classificagdo rédpida e
concisa que qualquer médico poderia usar, sem equipamento diagndstico ou risco de trabalho:
(i) caso paucibacilar (PB) é definido com cinco (5) ou menos lesGes cutaneas; e (ii) paciente que
apresenta seis (6) ou mais lesGes cutaneas é classificado como multibacilar (MB) (Tabela 3).
Mesmo assim, diferentes estudos mostram que essa classificacdo tem algumas falhas, pois
desta forma ha um ndimero ndo considerdvel de pacientes MB que sdo classificados como PB,
0 que acaba impactando no tratamento (EICHELMANN et al.,, 2012; GUPTA et al., 2012;
RODRIGUES JUNIOR et al., 2016; PARKASH, 2009).

Segundo a OMS, um paciente com hanseniase pode apresentar uma o mais das seguintes

carateristicas:

- LesOes de pele hipopigmentadas com perda de sensagao;

- Comprometimento ou envolvimento dos nervos periféricos como demonstrado por:
perda definitiva de sensacao; fraqueza das maos e pés ou face; disturbios da fungao
autébnoma, como anidrose (pele seca);

- Presenca de deformidades visiveis;

- Sinais da doenca com presenca demonstrada de bacilos em esfregaco de pele ou

confirmacdo histopatolégica (WHO, 2017; WHO, 2020).
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Tabela 3. Classificagdo da hanseniase segundo a OMS

Classificagao clinica Paucibacilar (PB) Multibacilar (MB)
Numero de lesGes na pele 1até5s 6 ou mais
Esfregaco de pele Negativo em todos os locais Positivo em qualquer local
Distribuicdo Assimétrica Mais simétrica
Perda de sensagdo Perda de sensagdo definida Perda de sensagdo extensiva

Qualquer neurite,
Dano nos nervos (perda de
- independentemente do
sensacdo ou fraqueza muscular)
numero de lesdes cutaneas

Fonte: WHO, 2017; WHO, 2020.

A maioria das pessoas com hanseniase ndo sdao infectantes, pois a micobactéria
permanece intracelular. Pacientes com hanseniase LL, chamada também de virchowiana,
entretanto, excretam bacilos da sua mucosa nasal e da pele e sao infecciosos antes de iniciar
o tratamento com poliquimioterapia. Os contatos desses pacientes apresentam, portanto,
maior risco de desenvolver a doenca. A magnitude desse risco depende da proximidade do
contato, sendo os contatos domiciliares de maior risco. O risco de doenga nos contatos
também estd relacionado a carga bacteriana do caso primario, sendo maior nos contatos dos

casos MB do que nos PB (RODRIGUES; LOCKWOOD, 2011).

A porta de entrada do patdgeno no corpo ainda é debatida. Evidéncias sugerem duas
principais portas de entrada, sendo estas a pele e o trato respiratdrio superior. A secrecdo
nasal de pacientes ndo tratados com hanseniase ativa tem sido demonstrada com uma grande
guantidade de bacilos. Portanto, a mucosa das vias aéreas superiores é considerada a principal
rota de entrada. Estudos mostraram transmissao experimental de hanseniase via aerossois em
camundongos (CLAPASSON; CANATA, 2012). Outros estudos sugerem que a bactéria pode
também entrar através da pele apds inoculacdo acidental mediante vacinacdo ou realizagao

de tatuagem (BRANAGAN et al., 2016; GHORPADE, 2002; SEGHAL, 1970).
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O tempo exato de incubacdo é desconhecido e pode variar de alguns meses até mais
de 20 anos (WHO, 2017). A porta de entrada do bacilo pode ser um dos fatores que influencia
a posicdo do paciente no espectro da hanseniase. A inoculacdo transcutdnea estd
correlacionada as formas hiperérgicas (TT, BT) com um periodo de incuba¢dao mais curto. A
entrada do bacilo através da mucosa do trato respiratdrio superior estd relacionada as formas
hipoérgicas disseminadas (BB, BL, LL) com periodos de incuba¢cdo mais longos (NUNZI;

MASSONE, 2012).

Quanto aos aspectos histopatoldgicos da hanseniase, as lesdes cutdneas de pacientes
TT sdo caracterizadas por infiltrados inflamatérios contendo granulomas bem formados com
macrofagos diferenciados, células epitelidides gigantes e predominancia de células T CD4+ na
lesdo local, com nivel de carga bacteriana baixa ou ausente. Os pacientes apresentam uma
vigorosa resposta imune especifica ao bacilo com perfil Thl, producao de interferon (IFN) -y e
um teste de pele positivo (reacdo de Lepromin ou Mitsuda). No outro polo, pacientes LL
apresentam varias lesdes cutaneas com preponderancia de células T CD8+ in situ, auséncia de
formacdo de granuloma, alta carga bacteriana e epiderme achatada. O niumero de bacilos de
um paciente LL recém-diagnosticado pode chegar a 1.012 bactérias por grama de tecido. Os
pacientes LL tém uma razdao CD4:CD8 de aproximadamente 1:2 com uma resposta do tipo Th2
predominante e titulos altos de anticorpos anti-M. leprae. A IMC contra M. leprae é modesta
ou ausente, caracterizada por teste de pele negativo e diminuicdo da proliferacdo de linfécitos

(PINHEIRO et al., 2011).

Durante o desenvolvimento da doenca, podem ocorrer episédios agudos de
inflamacdo. As reac¢Oes a hanseniase sdo um problema desafiador porque aumentam a
morbidade, devido a danos nos nervos mesmo apds a conclusdao da poliquimioterapia. Elas
sdo classificadas como reacdes de reversao ou de tipo | (RR) ou tipo Il (ENH). As RR ocorrem
em pacientes borderline (BT, BB e BL), enquanto o ENH ocorre nas formas BL e LL. As reagbes
sdo interpretadas como uma mudanga no estado imunoldgico dos pacientes. Quimioterapia,

gravidez, infecgdes simultaneas e estresse emocional e fisico tém sido identificados como
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condicOes de predisposicao as reacdes. Raramente requerem internacao, ambos os tipos tém
sido encontrados como sendo causa de inflamagdo nervosa (neurite), representando a causa

primaria de deformidades irreversiveis (PINHEIRO et al., 2011).

1.6. Diagnostico da hanseniase

Apesar de ser uma doenca antiga, o diagndstico da hanseniase, especialmente em seus
estagios iniciais, ainda é um desafio (VISSCHEDIJK et al, 2000). Isso deve-se ao fato de que a
identificacdo da doenca levar em consideracdo, principalmente, as caracteristicas clinico-
epidemioldgicas do paciente, baciloscopia e alteragdes de sensibilidade nos nervos periféricos.
O teste de temperatura, dor e sensacdo ao toque é essencial para o diagndstico clinico; no
entanto, muitas lesdes das formas clinicas MBs podem apresentar sensibilidade normal, ou

dor durante as reacées (BAHMANYAR et al., 2016; CRUZ et al., 2017; GELUK et al., 2012).

O reconhecimento clinico dos sinais sutis da hanseniase é de grande importancia no
seu diagndstico, pois esse reconhecimento auxilia o diagndstico na maioria dos casos. Sempre
gue possivel, a baciloscopia deve ser feita, e os seguintes testes deveriam estar disponiveis:
teste de histamina, teste de pilocarpina e histopatologia (CRUZ et al., 2017). Além disso,
métodos mais atuais como a identificacdo do elemento repetitivo RLEP por meio de PCR em
tempo real (QPCR) (CARVALHO et al., 2018; GOBBO et al., 2022) e a detecc¢do de anticorpos
anti-PGL-1 no sangue, auxiliam no diagndstico da hanseniase (MOURA et al., 2008). A
eletroneurografia, ultrassom ou ressonancia magnética dos troncos nervosos podem ser Uteis
no diagnodstico de formas neurais (CRUZ et al., 2017). No entanto, testes laboratoriais sdao
muitas vezes indisponiveis em regides altamente endémicas. Por outro lado, os esfregacos de
raspado dérmico e a histopatologia sdo ferramentas investigativas simples, mas importantes
no diagndstico da hanseniase. O comité de especialistas em hanseniase da OMS define o caso
de hanseniase como um individuo que tem um dos seguintes sinais, mas que nao recebeu uma

completa poliquimioterapia para o tipo de hanseniase identificada:
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- Uma perda definitiva de sensibilidade em uma mancha de pele palida
(hipopigmentada) ou avermelhada;

- Um nervo periférico espesso ou aumentado com perda de sensacdo e/ou fraqueza nos
musculos fornecidos pelo nervo;

- A presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em um esfregaco de raspado

dérmico (KUMAR; UPRETY; DOGRA, 2017).

1.7. Etiologia da hanseniase
1.7.1. Mycobacterium leprae

M. leprae é o agente etiolégico da hanseniase. E um BAAR Gram-positivo, pertencente
a ordem Actinomycetales e a familia Mycobacteriaceae (Tabela 4) que se assemelha muito, em
tamanho e forma, ao bacilo Mycobacterium tuberculosis. Até o ano de 2008, M. leprae era a
Unica bactéria patogénica conhecida por invadir o sistema nervoso periférico, quando entdo
foi descoberto o Mycobacterium lepromatosis, um bacilo que causa hanseniase lepromatosa
difusa (HAN et al., 2008). Assim como o M. leprae, também é um BAAR, ndo cultivadvel e capaz
de infectar nervos periféricos. M. leprae e M. lepromatosis divergiram de um ancestral comum
apos o evento massivo de inativacdo de genes descrito para M. leprae (HANSEN, 1875; HAN et
al., 2008; HAN et al., 2009; MUNIJAL et al., 2020). Por ter sido descrito por Hansen em 1873,
considera-se o M. leprae como o primeiro patégeno bacteriano a ser associado a alguma

doenga humana (SINGH; COLE, 2011).
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Tabela 4. Classificacdo taxonémica do M. leprae e M. lepromatosis

Reino Monera
Filo Actinobacteria
Classe Actinobacteria
Ordem Actinomycetales
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium
M. leprae,
Espécies

M. lepromatosis

Os organismos podem ser identificados em bidpsias coradas, esfregacos de secrecoes
nasais ou, mais comumente, esfregacos de pele. Os bacilos estdo ocasionalmente presentes
em grandes aglomerados conhecidos como globos. Pensa-se que apenas o0s poucos
organismos soélidos de coloracdo sdo vidveis, enquanto a grande maioria dos organismos, que
mostram manchas irregulares e morfologia fragmentada, sdo invidveis. A propor¢do de
organismos com colorac3o sélida (conhecida como indice Morfoldgico ou IM) é geralmente de
4-5% em pacientes com hanseniase LL ndo tratada (HANSEN, 1875; GILLIS, 2015; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008; WALKER; WITHINGTON; LOCKWOOD, 2014).

O bacilo da hanseniase é um parasita intracelular obrigatério. E uma bactéria de
crescimento lento, quando comparado com outras bactérias, precisando de 12,5 dias em
média para se duplicar. A temperatura ideal para o seu crescimento estd entre 27 e 30°C, dai
sua predilecdo por areas mais frias do corpo humano, como as pontas dos dedos, pele, mucosa

nasal e nervos periféricos (JACOBSON; KRAHENBUHL, 1999; SEHGAL, 2006).

M. leprae é extremamente exigente em relagdo aos requisitos de crescimento e ainda
deve ser cultivado com sucesso em meios artificiais. No entanto, é possivel manté-lo vivo em
meio liquido ou em cultura de macréfagos, mas apenas por um curto periodo de tempo

(CLAPASSON; CANATA, 2012). Para enfrentar esse problema, Shepard em 1960 estabeleceu
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um modelo animal que consiste na multiplicacdo de bacilos nas patas de camundongos. Em
1971, W.E. Kirchheimer e E.E. Storrs conseguiram a dissemina¢ao do M. leprae em tatus de
nove bandas (Dasypus novemcinctus) em cativeiro, e logo depois no tatu de sete bandas
(Dasypus hybridus). Atualmente, D. novemcinctus é considerado a espécie de tatu mais
apropriada para pesquisas em hanseniase. Algumas espécies de primatas (Pan troglodytes,
Cercocebus atys e Macaca fascicularis) e tatus sao suscetiveis a infec¢do por M. leprae e sao

naturalmente infectados (HOCKINGS et al., 2021; OLIVEIRA; DEPS; ANTUNES, 2019).

Dasypus novemcinctus, além de ser um hospedeiro natural de M. leprae, tornou-se a
principal fonte do organismo para pesquisas imunoldgicas e bioquimicas. Isto se deve a baixa
temperatura corporal do animal, a qual cria condi¢des ideais de incubacdo para o bacilo

(CONVIT; PINARDI, 1974; WALKER; WITHINGTON; LOCKWOOD, 2014).

Na regido amazlOnica brasileira, no oeste do estado do Pard, considerada
hiperendémica para a hanseniase, Da Silva e colaboradores (2018), realizaram pesquisas tanto
na populacao local, quanto em tatus que habitam na pequena cidade de Belterra. Conseguiram
demonstrar que 65% das pessoas tinham algum contato com os tatus, por meio da caga,
manipulacdo para preparo e posterior ingestao da carne, além de que a infeccdo por M. leprae
em tatus nesta area atingia 62%. Adicionalmente, foi descoberto que os individuos que
consumiam carne de tatu mais de uma vez por més, apresentavam um titulo de anticorpos
significativamente mais alto para o antigeno especifico do M. leprae, PGL-1, e,
consequentemente, um risco quase duas vezes maior de ser diagnosticado com a doenca. Em
vista disso, determinar a extensdao da infec¢do nesses animais selvagens e aplicar o
sequenciamento do genoma completo para identificar os tipos de cepas que circulam tanto
em tatus quanto em popula¢cdes humanas que interagem com estes é importante para
esclarecer o risco relativo que reservatdrios ndo humanos tém na transmissao desta (e talvez

de outras) doenca e podem ajudar a melhorar as estratégias de combate a hanseniase.

O bacilo M. leprae tem entre 1 a 8 um de comprimento e 0,3 um de diametro, com

lados paralelos e extremidades arredondadas. A parede celular da bactéria tem caracteristicas
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préprias da espécie, uma morfologia aberrante, presenca de bandas de parede e de estruturas
paracristalinas (DRAPER, 1983). A parede celular micobacteriana consiste em uma camada
interna e uma camada externa que circundam a membrana plasmatica. O compartimento
externo consiste em lipidios e proteinas. Os lipidios sdo frequentemente associados com a
parede celular, com alguns acidos graxos de cadeia longa e curta complementando as cadeias

curtas e longas encontradas na camada interna (HETT; RUBIN, 2008).

Essa parede é altamente complexa, contendo proteinas, glicolipideos fendlicos,
peptidoglicano, arabinogalactano e acidos micélicos. Os dcidos micdlicos sdo responsaveis pela
manuten¢dao de uma forma celular rigida e podem constituir até 60% do peso seco do
organismo (Figura 3). Eles também tornam as bactérias resistentes a lesdes quimicas,
protegendo assim as células contra antibiéticos hidrofébicos. E por causa desse revestimento
ceroso que a bactéria ganha suas caracteristicas hidrofdbicas. Adicionalmente, sua
propriedade BAAR é mais fraca que a das demais espécies micobacterianas. Uma caracteristica
fundamental do M. leprae é sua habilidade em sobreviver e crescer dentro de macréfagos.
Fatores de viruléncia como glicolipideos fendlicos podem remover e, consequentemente,
proteger o bacilo de formas tdxicas de oxigénio, enquanto o lipoarabinomanano é um potente

repressor de certas funces imunoldgicas (SEHGAL, 2016; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

29



Extracelular

Capsula

Acidos
micdlicos

Parede
celular Membrana
celular

Arabiano

Complexo
Galactano MAP

Peptideoglicano

Membrana
Celular

Intracelular

Figura 3. Diagrama dos componentes bdsicos da parede celular micobacteriana. Complexo MAP

(micdlico- arabinogalactano- peptideoglicano). Fonte: HETT; RUBIN, 2008

1.7.2. Genoma do M. leprae

A sequéncia completa do genoma de M. leprae contém 3.268.203 pares de base (pb),
e tem um teor médio de G+C de 57,8% (COLE et al., 2001). Esses valores sdao muito inferiores
aos relatados para o genoma de M. tuberculosis, que compreende 4.000 genes, 4.411.532 bp
e 65,6% G+C (COLE et al., 2001). A comparacdo do genoma de M. leprae com o de M.
tuberculosis revelou que o bacilo da hanseniase sofreu extensa evolugdo redutiva resultando
em perda funcional de aproximadamente 2.000 genes, quase metade de suas funcdes
metabdlicas e auséncia de vias metabdlicas inteiras que sdo funcionais em M. tuberculosis

(PINHEIRO et al., 2011).

A partir da comparacao das sequéncias do genoma e do proteoma de M. leprae e de

M. tuberculosis, observou-se que apenas 49,5% do genoma de M. leprae contém genes
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codificadores de proteinas e 27% contém pseudogenes reconheciveis (quadros de leitura
inativos com contrapartes funcionais no bacilo da tuberculose). Os 23,5% restantes do genoma
ndo parecem ser codificadores e podem corresponder a sequéncias reguladoras e a
remanescentes genéticos. A distribuicdo dos 1.116 pseudogenes é essencialmente aleatdria
(Figura 4) e, se forem excluidos, permanecem 1.604 genes potencialmente ativos, dos quais

1.439 sdo comuns a ambos os patégenos. (COLE et al., 2001).

Mycobacterium leprae

3,268,203 bp

Figura 4. Mapa circular do genoma do M. leprae. Mostra-se a posi¢do e orientacdo dos genes
conhecidos, pseudogenes e sequencias repetitivas. Do lado de fora: circulos 1 e 2 (no sentido horario
e anti-hordrio) nos genes - e +, respectivamente; circulos 3 e 4, pseudogenes; 5 e 6, genes especificos
de M. leprae; 7, sequéncias repetidas; 8, conteido de G + C; 9, desvio G/C (G+C)/(G-C). Fonte: COLE et
al., 2001.
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A dificuldade no cultivo in vitro de células de M. leprae pode resultar dos efeitos
combinados da redugdo genética e mutagdes em vdrias areas metabdlicas. Mutac¢des sao
encontradas em genes envolvidos na regulacdo (codificadores de repressores, ativadores,
sistemas de dois componentes, serina-treonina-quinases e fosfatases), desintoxica¢do (genes
que codificam peroxidases), reparo do DNA (genes mutT, dnaQ, alkA, dinX e dinP) e transporte
ou efluxo de metabdlitos, como aminoacidos (aa) (arginina, ornitina, D-alanina, D-serina e
glicina), peptideos, cations (magnésio, niquel, mercurio, amonio, ions ferrosos e férricos e
potassio) e anions (arsenato, sulfato e fosfato). Em geral, os pseudogenes sdo encontrados
com mais frequéncia em vias degradativas, em vez de sintéticas. Os genes para a sintese da
maioria das moléculas pequenas, como aa, purinas, pirimidinas e acidos graxos, e para a
sintese de macro-moléculas como ribossomos, aminoacil tRNAs, RNA e proteinas, estdao

razoavelmente intactos (VISSA; BRENNAN, 2001).

1.8. Aspectos genéticos e imunes da hanseniase

Atualmente, sabe-se que somente a exposicdao ao M. leprae ndo é suficiente para
causar hanseniase, e apenas uma proporc¢ao de pessoas expostas ao bacilo eventualmente
desenvolvem a doenga. De fato, é provavel que uma combinacdo de fatores ambientais, carga
de patégenos, background genético e a resposta imune do hospedeiro, seja necessaria na

patogénese da hanseniase (FAVA; DALLMANN-SAUER; SCHURR, 2020; MI; LIU; ZHANG, 2020).

O reduzido tamanho do genoma do M. leprae levou a uma uniformidade da cepa,
sugerindo que o background genético do hospedeiro é um aspecto central da susceptibilidade
a hanseniase, sendo identificada uma série de fatores genéticos de risco. As analises de ligacdo
seguidas por clonagem posicional e abordagens de genes candidatos identificaram varios
genes associados a doenca. No entanto, foi o avanco das técnicas moleculares que permitiram

abranger todo o genoma de milhares de individuos, aumentando o numero de genes e
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variantes identificadas como fatores de risco a hanseniase (FAVA; DALLMANN-SAUER;
SCHURR, 2020).

Os estudos de Chakravartti e Vogel (1973), mostraram que a concordancia da
hanseniase e das formas clinicas resultantes era maior entre gémeos monozigéticos
geneticamente idénticos (60-85%), em comparagao com gémeos dizigoticos (5-20%). Estudos
adicionais demonstraram que agrupamentos familiares da doenca, e andlises de segregacao,
apoiaram um modelo poligénico de heranga que inclui genes de susceptibilidade principais.
Esses achados enfatizaram a indispensabilidade da genética do patégeno e do hospedeiro para
a patogénese da hanseniase (ABEL; DEMENAIS, 1988; CHAKRAVARTTI; VOGEL, 1973; SHEPARD,
1960; SHIELDS; RUSSELL; PERICAK-VANCER, 1987;).

Andlises de segregacdo complexas detectaram repetidamente evidéncias de um
componente genético e concluiram consistentemente a existéncia de um ou mais genes
principais para a hanseniase e seus subtipos. No entanto, ndo surgiu um consenso sobre o
modo de heranga, tornando a hanseniase menos adequada para a anadlise de liga¢cdo baseada

em modelo (ALTER et al., 2011).

Existem varios genes e regides do genoma humano que foram associados a
suscetibilidade a hanseniase, bem como, de formas mais graves da doenca. Alelos na regido
dos genes PARK2 e PACRG do cromossomo 6 foram associados a suscetibilidade da doenca em
populacdes vietnamitas e brasileiras. Ambos genes sdo amplamente expressos em tecidos
humanos, incluindo tecidos imunoldgicos, com niveis de expressdao vagamente
correlacionados. PARK2 é uma ligase E3, e acredita-se que pode estar relacionada a regulacao

da imunidade inata (MIRA et al., 2004).

A forma ativa da vitamina D (hormonio), 1,25 dihidroxyvitamina D3 (1,25D3), ndo sé
regula o calcio e o metabolismo ésseo, mas também tem um papel imunoregulatdério mediado
através da ligacdo ao receptor de vitamina D (VDR) em mondcitos, macréfagos e linfocitos

ativados. Estudos demonstraram que os homozigotos que expressavam diferentes alelos do
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gene VDR estavam associados a hanseniase TT ou LL (ROY et al., 1999). Ha evidéncias de
metabolismo anormal no sistema enddcrino da vitamina D em pacientes com hanseniase, que
apresentam, geralmente, deformidades dsseas. Fatores genéticos, como o VDR, a regido do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), cromossomo 20, receptores toll-like
(TLRs), a proteina 1 associada a resisténcia natural do macréfago (NRAMP1), o dominio de
oligomerizagao ligador de nucleotideo 2 (NOD2), o gene regulador de fosfato com homologias
as endopeptidases no cromossomo X (PHEX) e o receptor do fator de crescimento da tirosina
quinase ErbB-2, contribuem tanto para o status da vitamina D quanto para a hanseniase

(LU’O’NG; HOANG NGUYEN, 2012).

O gene VDR esta localizado na regido 12g13.11. O receptor é um polipeptideo
intracelular que se liga ao metabdlito ativo da vitamina D, e quando ativado, atua como um
fator de transcricdo para varios genes envolvidos na imunomodula¢do e outros processos
gendmicos e fisioldgicos importantes. Entdo, a vitamina D é um regulador direto e indireto do

sistema imunolégico (CARDOSO et al., 2011; PEPINELI et al., 2019).

O primeiro nivel de interagcao e reconhecimento do M. leprae pelas células hospedeiras
sdo os receptores de reconhecimento padrado (PRRs), TLRs e NOD2, e os receptores associados
a adesdo e entrada do M. leprae nas células de Schwann e macréfagos (Receptor de manose -
MRC1-, laminina a2, receptor do complemento) (Figura 5). VariacGes genéticas neles podem
tornar os hospedeiros naturalmente resistentes, simplesmente modulando a ativacao por
meio de TLRs ou bloqueando/diminuindo a taxa de captacdo de bacilos pelas células. Assim,
espera-se que individuos suscetiveis fagocitem o M. leprae, evitando os mecanismos contra as

micobactérias e infectando a célula com sucesso (CARDOSO et al., 2011).
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Figura 5. Vias proeminentes que envolvem genes associados a hanseniase. M leprae pode ser
reconhecido preferencialmente por PRRs, como os TLR ou NOD2, que ativam macrdéfagos. Além disso,
MRC1 (entre outros, como CR3) medeia a fagocitose, regulando a capta¢do de bacilos. Paralelamente,
TLR1/2 podem induzir uma resposta inflamatdria e antimicrobiana, ativando o NF-kB que, por sua vez,
regula a transcricdo de genes importantes no controle da infec¢do. TLR1/2 também aumentam a
expressao de VDR, induzindo (junto com NF-kB) a expressdo de genes associados a resposta imune-
inflamatdria (TNF, IL-1-, IL-6, IL-12 e HLA) e a atividade microbicida de macrdfagos. VariagGes do LTA4H
resultam em niveis mais elevados do mediador anti-inflamatério lipoxina A4. Outros mediadores
(ADRP, perilipina e PGE2) sdo hiperexpressos, o que é consistente com a inibicdo da autofagia e
inflamacdo. Parkin (PRK) participa na regulacdo da formacao de goticulas de lipidios, bem como em vias
de autofagia e apoptdticas. Além disso, a hipomodulacdo em genes-chave nesse processo, como HLA,
TNF, LTA, IFNG e IL-10, pode evoluir para um estado sem resposta que leva a infeccdo por M. leprae e
posteriormente para a progressao da doenga. As setas azuis pontilhadas correspondem as vias de
ativacdo, enquanto as setas pretas identificam as intera¢des ou transloca¢des de proteinas. Fonte:

CARDOSO et al., 2011.
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No ano de 2009 foi publicado o primeiro estudo de associacdo genémica (GWAS) onde
um total de 491.883 polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) de 706 pacientes (PB e MB)
e 1.225 controles foram avaliados, achando uma associacdo significativa entre SNPs nos genes
CCDC122, C130rf31, NOD2, TNFSF15, HLA-DR e RIPK2 e uma tendéncia para uma associagao
com um SNP em LRRK2. As associa¢des entre os SNPs em C13o0rf31, LRRK2, NOD2 e RIPK2 e a
hanseniase MB foram mais fortes do que as associagdes entre esses SNPs e a hanseniase PB

(ZHANG et al., 2009).

O papel do NOD2 na resposta imune a hanseniase foi confirmado funcionalmente por
experimentos baseados em células. No mondcito, o reconhecimento do NOD2 poderia induzir
a expressao da IL-32, que regula a diferenciacdo do mondcito ao CD1b+DC. Mas o
conhecimento sobre o efeito das variantes em funcdao do NOD2 ainda ndo estd esclarecido na

hanseniase (MI; LIU; ZHANG, 2020).

Os PRRs NOD1 e NOD2 também ativam o gene RIPK2 (Serina/treonina-proteina quinase
2 de interagdo com receptor). RIPK2, localizado no brago longo do cromossomo 8 (8g21), é
essencial na sinalizacao através dos TLRs. Além disso, a interacdo entre a RIPK2 e NOD2
melhora a atividade NF-kB tornando-o um importante ator na resposta imune celular.
Variantes do gene da quinase rica em leucina de repeticdo 2 (LRRK2), localizado no braco longo
do cromossomo 12 (12g12), estdao documentados como uma causa comum para a doenca de

Parkinson, doencas inflamatérias e infeccdes microbianas (MARCINEK et al., 2013).

O estudo da associacao de Zhangy colaboradores (2009) mostrou que, dos quatro SNPs
no locus NOD2, dois SNPs (rs9302752 e rs7194886) estdo mais fortemente associados a
hanseniase. Todas as variantes genéticas implicadas, com a possivel excecdo as do LRRK2,
parecem conferir suscetibilidade tanto as formas MB quanto as PB da hanseniase, indicando
mecanismos compartilhados subjacentes ao desenvolvimento dessas duas formas clinicas da
doenca. No entanto, outras variantes genéticas parecem estar mais fortemente associadas a
forma MB da doenca do que a forma PB, indicando uma associa¢do entre variantes no locus

LRRK2 apenas com a forma MB.
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TNFSF15, um membro da familia TNF (fator de necrose tumoral), é expresso em
macroéfagos e células T; e liga um receptor da familia TNF (expresso principalmente em células
T) que media a mudanca das células Th1l para as células Th2 (ZHANG et al., 2009; MI; LIU;
ZHANG, 2020). Variantes de TNFSF15 e de NOD2 estdo associadas a doenga de Crohn e estdo
ligadas a producdo alterada de interleucina (IL)-10 e alteracdo Th1-Th2. Portanto, é ainda mais
notavel que a hanseniase e a doenga de Crohn tenham caracteristicas imunoldgicas comuns,
incluindo uma resposta de células Thl com formacdo de granuloma. Além disso, a infeccdo
micobacteriana foi descrita como um fator de risco para a doenca de Crohn (ZHANG et al.,

2009).

Os genes HLA desempenham papéis chave na apresentacdo de antigenos as células T e
sdao indispensdveis para as respostas imunes adaptativas. Variantes de genes HLA, HLA-DRB1
em particular, tém sido associadas a hanseniase. Foi observada também associagdo com
hanseniase na regido do MHC (SNP rs602875, ao lado do HLADRB1), embora nado foi observada
associacao da doenga com outros loci de "risco" relatados anteriormente: PARK2-PACRG, LTA,
e um locus no cromossomo 10p13. Foi achada também a associacdo da doenca com o locus

HLA-DR-DQ (ZHANG et al., 2009).

1.9. Resposta imune inata na hanseniase

M. leprae invade e sobrevive dentro de macréfagos, células dendriticas e células de
Schwann. A entrada na célula hospedeira é o primeiro passo no ciclo de vida intracelular de M.
leprae, que é alcangado através de varios mecanismos diferentes. Em particular, o glicolipideo
fendlico 1 (PGL-1) expresso na parede celular de M. leprae é reconhecido por complemento, e
o receptor complementar (CR) 1, CR 3 e CR 4 auxiliam na fagocitose dos bacilos (JIN; AHN; AN,
2018). O PGL-1 foi identificado como um importante antigeno e fator de viruléncia, que
também se mostrou uma molécula diagndstica promissora por induzir a producdo de

anticorpos da classe de imunoglobulina (Ig) M. Curiosamente, a presenca de lipidios e agclcares
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na parede celular também induz um aumento na fagocitose, tanto por macréfagos, quanto por
outros tipos de células. Além disso, a presenga do PGL-1 interagindo com macréfagos
residentes é capaz de levar a producgdo de 6xido nitrico, causando danos em nervos periféricos
caracteristicos de pacientes com hanseniase. Foi demonstrada também a capacidade do M.
leprae de induzir a producdo de mediadores oxidativos e seus produtos, peroxinitrito e

nitrotirosina (PRATA et al., 2019).

As células hospedeiras reconhecem muitos patdgenos através do reconhecimento
geral de padrées moleculares; contudo, o complemento e os TLRs expressos em macréfagos e
células dendriticas sdo importantes para o reconhecimento de patdégenos microbianos,

incluindo os micobacterianos (NATH; SAINI; VALLURI, 2015).

Foi demonstrado que os macréfagos sdo células fundamentais para determinar o
resultado da doenca. LesGes cutdaneas de pacientes com a forma PB apresentam
predominancia de macréfagos com fenétipo pré-inflamatdrio (M1), enquanto lesdes cutaneas
de pacientes MB apresentam predominio de macréfagos anti-inflamatérios (M2). Além disso,
a autofagia é responsavel pelo controle da carga bacilar em macréfagos PB e que o bloqueio
da autofagia esta envolvido no aparecimento de episédios reacionais inflamatdrios agudos em

células MB (PRATA et al., 2019).

Embora a polarizacao diferencial dos macréfagos nas lesdes da hanseniase seja bem
caracterizada, os mecanismos intrinsecos da divergéncia dos macréfagos nas lesbes da
hanseniase sdo amplamente desconhecidos. A IL-10, uma citocina chave presente em lesdes
LL, mostrou induzir o processo de fagocitose em macréfagos derivados de células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC), enquanto a IL-15 que é abundante em
lesdes TT, desencadeou a via antimicrobiana dependente de vitamina D (MONTOYA et al,,

2009).

Células endoteliais ndo estimuladas podem fazer com que mondcitos se tornem

macrofagos M2, enquanto as células endoteliais estimuladas por IFN-y ou certas drogas
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induzem a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos M1 dependente de Jaggedl (JAG1),
demonstrando como a divergéncia de macréfagos ocorre no local da infecgao, fornecendo
também novas pistas para intervir em infec¢des intracelulares (KIBBIE; TELES; WANG, 2016).
Adicionalmente, um estudo recente com foco na expressao de microRNAs (miRNAs) na
fisiopatologia da hanseniase descobriu que o hsa-miR-34a-5p, que controla a expressdo de
JAG1, é hiperexpresso em lesdes da hanseniase LL (SALGADO et al., 2018). Assim, a regulagao
de JAG1 por hsa-miR-34a-5p permite a diferenciacdo de macréfagos M2 na forma LL, o que é
consistente com a descoberta de uma diferenciacao de macréfagos M1 dependente de JAGI.
Esses estudos demonstram que as citocinas, miRNAs e o microambiente no local da infecgao
podem desempenhar papéis na divergéncia de macrdfagos. No entanto, a razdo pela qual
essas citocinas sdao expressas diferencialmente em diferentes tipos de hanseniase ainda é

desconhecida (KIBBIE; TELES; WANG, 2016; SALGADO et al., 2018).

Em uma analise de expressao diferencial de miRNAs entre as lesdes TT e LL encontrou-
se que o0 hsa-miR-21 estd principalmente regulado em lesdes LL. Analises posteriores indicaram
gue o hsa-miR-21 poderia inibir a expressao de dois peptideos antimicrobianos dependentes
de vitamina D, regulando negativamente a via do TLR 2/1 e positivamente a regulacdo do IL-
10, que demonstrou claramente a interacdo entre o patégeno e atividade antimicrobiana de
macrofagos. Além disso, os receptores TLR4 e TLR5 sdo regulados positivamente na forma LL
por outros miRNAs, indicando a inibigdo da via antimicrobiana dependente de vitamina D (Ml;

LIU; ZHANG, 2020).

A autofagia é um importante mecanismo inato associado ao controle do M. leprae em
macrofagos da pele, desempenhando um papel importante na RR na hanseniase MB (SILVA et
al., 2017). Um estudo que avaliou lesGes cutaneas apds o diagndéstico da forma LL, demonstrou
gue no grupo que desenvolveu RR, apresentaram, no futuro, uma hiporregulacdo da autofagia
associada a hiperregulacdo de TLR2 e MLST8. O comprometimento da autofagia no grupo RR
foi associado ao aumento da expressdo de NLRP3, caspase-1 (p10) e producdo de IL-1B.

Adicionalmente, a analise da producdo de IL-1B no soro de pacientes MB demonstrou que os
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pacientes que desenvolveram RR aumentaram significativamente as concentracdes de IL-1B
no diagndstico, sugerindo que o padrao de respostas imunes inatas poderiam predizer o

resultado do episddio reacional (DE MATTOS et al., 2018).

Embora a polarizacao diferencial dos macrofagos nas lesdes da hanseniase seja bem
caracterizada, os mecanismos intrinsecos da divergéncia dos macréfagos nas lesGes da
hanseniase sdo amplamente desconhecidos. Assim, estratégias que visam induzir a autofagia
em macroéfagos infectados prometem ndo sé melhorar a eficacia da poliquimioterapia, mas
também evitar a ocorréncia de episddios reaciondrios responsdveis pelas deficiéncias

observadas em pacientes com hanseniase (PRATA et al., 2019).

As células dendriticas sdo células especializadas que podem processar e apresentar
antigenos para as células T. Considerando os papéis essenciais das células dendriticas na IMC,
pensa-se que tém papel importante na patogénese da hanseniase, e diferentes tipos de células
dendriticas tém sido investigadas em vdérios estudos (ANDRADE et al., 2015; DE ALVARENGA
LIRA et al., 2015; SIMOES QUARESMA et al., 2009).

Os queratindcitos na epiderme também mostram varias respostas imunes em lesdes
de hanseniase ou contra a infeccdo com M. leprae. Os queratindcitos expressam receptores
de ligacdo de manose (KCMR), receptores TLR e antigenos do complexo MHC de classe Il e
também foram identificados como fonte de citocinas, quimiocinas e peptideos
antimicrobianos. Assim, este tipo de célula possui um sofisticado sistema de PRRs em que o
reconhecimento simultaneo de um patdgeno por diferentes classes de PRRs pode fornecer
uma resposta imune especifica ou, no caso de comensais, a falta de resposta aos
microrganismos. Além disso, os queratindcitos podem distinguir entre microrganismos

patogénicos e comensais (JIN; AHN; AN, 2018; MI; LIU; ZHANG, 2020).
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1.10. Resposta imune adaptativa na hanseniase

A hanseniase é um exemplo de doenca complexa e multifatorial, na qual o bacilo
modula a resposta imune do hospedeiro por meio dos mecanismos de evasao adquiridos pelo
patdégeno. Na caracterizacdo da resposta imune, a doenca apresenta classicamente duas
formas clinicas consideradas antagonicas, o que orienta a compreensdo do padrdo de dupla
resposta, observado entre os linfocitos Thl e Th2 (DE SOUSA et al., 2017; MODLIN, 1994).
Entdo, parece que as respostas das células T determinam o resultado no desenvolvimento da
hanseniase. Em um modelo murino, as células Th1 que produziam IL-2 e IFN-y poderiam levar
os macroéfagos para o estado polar microbicida M1 e produzir uma forma restrita da doenca.
Em contraste, as células Th2 que produziram IL-4 e IL-5 inibiram a fungdo microbicida dos

macréfagos, resultando na forma progressiva da doenga (MODLIN, 1994).

IL-2 e IFN-y sdo marcadamente dominantes em lesdes TT, enquanto IL-4, IL-5 e IL-10
sdo caracteristicas de lesdes LL. Além disso, o subconjunto celular Thl, caracterizado pela
secrecao predominante de IL-2 e IFN-y, fornece preferencialmente IMC, enquanto as células
Th2, que produzem IL-4, IL-5 e IL-10, aumentam a resposta imune humoral. Tanto a cldssica
relacdo reciproca entre a producdo de anticorpos e a IMC quanto a resisténcia ou
suscetibilidade ao M. leprae podem ser explicadas por subconjuntos de células T que diferem
no padrdo de producdo de citocinas. O mecanismo de ativacdo de células T em resposta as
micobactérias, é destacado pela via de apresentagdo de antigeno lipideo mediado pelo CD1,
pois representa um aspecto da defesa do hospedeiro independente da apresentacao classica

de antigenos peptideos por meio de moléculas do MHC (JIN; AHN; AN, 2018).

O paradigma Th1/Th2 pode explicar, em parte, as manifestacdes e histopatologia das
duas formas polares de hanseniase. Na forma TT localizada, a resposta IMC é forte e os bacilos
raramente sdo observados, enquanto na forma LL disseminada, a resposta humoral domina e
a carga de bacilos é alta. Além disso, nas ultimas décadas, varios outros subconjuntos de
linfécitos foram descritos em lesdes de hanseniase, que podem estar envolvidas na

patogénese da mesma, especialmente na formacdo da resposta imune do hospedeiro a
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infeccdo (MI; LIU; ZHANG, 2020). Durante muito tempo, a principal interpretacdo da resposta
da defesa do hospedeiro baseou-se na caracterizagdo desse paradigma Th1/Th2. No entanto,
com os avanc¢os do conhecimento no campo da imunologia, novas abordagens surgiram, isto
mudou a interpretagao das formas polares da doenca, especialmente com a identificagao de

outros subtipos de linfocitos T, como Th9, Th17, Th22 e Tregs (DE SOUSA et al., 2017).
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Figura 6. Possiveis causas para a polarizacao da hanseniase. As células T natural killer, que sdo as
primeiras a responder, produzem citocinas Th1l como IFN-y ou citocinas Th2 como IL-4, dependendo da
resposta basal de citocinas do hospedeiro. As células Tregs, que sdo predominantemente supressoras
por natureza e produzem citocinas IL-10 e TGF-, juntamente com a expressdao aumentada de morte
programada-1 e seu ligante, o ligante de morte programada-1 nas células apresentadoras de antigeno,
sdo encontradas em numeros significativos em pacientes LL. As células Th17, que produzem as citocinas
IL-17 e IL-22, demonstram um fendtipo inflamatério e, portanto, sdo encontradas em numeros

aumentados em pacientes com lepra tuberculoide. Fonte: SADHU; MITRA, 2018.
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Uma compreensdo abrangente do papel de varias células T reguladoras, como células
Treg e células T natural killer, na decisdo do estado polarizado da imunidade de células T é
crucial. A interacdo desses subconjuntos de células T com células T efetoras como Thl, Th2 e
células Th17 por meio de varios citocinas e moléculas reguladoras pode constituir eventos
chave na regulacdo do estado de polarizacdo imunoldgica, controlando assim a manifestacao

clinica (Figura 6) (SADHU; MITRA, 2018).

1.11. Anadlises de expressao diferencial na busca de novos biomarcadores para a

hanseniase

O sequenciamento de RNA (RNA-Seq) é uma técnica que usa o sequenciamento de
nova geracao (NGS) para revelar a presencga e a quantidade de RNA em uma amostra bioldgica
em um determinado momento (CHU; COREY, 2012). Estatécnica tornou-se a principal escolha
para medir os niveis de expressdao (MORTAZAVI; WILLIAMS; MCCUE, 2008). O RNA-Seq pode
ser realizado sem conhecimento prévio da referéncia ou sequéncia de interesse e permite uma
ampla variedade de aplicagBes, como: reconstrucao “de novo” do transcriptoma (sem um
genoma de referéncia), avaliacdo de variacGes de nucleotideos e avaliacdo de padrdes de

metilacdo, entre outros (COKUS; FENG; ZHANG, 2008).

A analise transcriptomica da expressao diferencial de genes (DGE) representa uma
abordagem eficaz para identificar novos biomarcadores para o diagndstico da hanseniase (TIO-
COMA et al., 2021). O RNA-Seq consiste em uma técnica de alto rendimento que inclui todo o
transcriptoma em vez de uma selecdo de genes, por esta razao, vem sendo cada vez mais
promissora para o diagndstico e tratamento de varias doencas, incluindo a hanseniase (TIO-

COMA et al., 2019).

Poucos estudos empregaram transcriptomica para identificar uma assinatura de risco

de biomarcador para o diagndstico da hanseniase. Guerreiro e colaboradores (2013),
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descreveram que a expressao génica de LDR e CCL4 em bidpsias nervosas identificou até 80%
dos pacientes com hanseniase neural pura. Tid Coma e colaboradores (2021), propuseram uma
assinatura de 4 genes, designada RISK4LEP (MT-ND2, REX1BD, TPGS1 e UBC) com um poder de

discriminagdo de 86,4%, entre pacientes com hanseniase e contatos domiciliares.

A caracteriza¢do de padrdes genéticos associados as formas PBs e MBs da hanseniase
pode levar ao desenvolvimento de melhores ferramentas de diagndstico e intervencdes

terapéuticas direcionadas as principais vias bioldgicas afetadas (LEAL-CALVO et al., 2021).

Jorge e colaboradores (2017), revelaram que uma combinac¢ao de quatro miRNAs (hsa-
miR-101, hsa-miR-196b, hsa-miR-27b e hsa-miR-29c), em biopsias de pele, foi capaz de
discriminar entre controles saudaveis e pacientes com hanseniase com uma sensibilidade de
80% e especificidade de 91%. Esse conjunto de miRNAs também foi capaz de discriminar entre
pacientes LL e TT com uma sensibilidade de 83% e especificidade de 80%. Salgado e
colaboradores (2018), apresentaram o primeiro miRNoma de hanseniase a partir de amostras
de lesOes de pele e sangue provenientes de pacientes com a doencga, encontrando varios
miRNAs com expressao diferencial significativa e envolvidos em vias e processos de
reconhecimento e fagocitose do patdgeno, apoptose, desmielinizacdo e transicdo epitelial-

mesenquimal (EMT), além de perda de sensibilidade e dor neuropética.

Mais recentemente, Pinto e colaboradores (2020) publicaram o primeiro piRnoma da
hanseniase, onde avaliaram a expressdo diferencial de PIWI-Interacting RNAs (piRNAs),
descobrindo que as suas fungdes na hanseniase sao semelhantes as descritas para os miRNAs,
incluindo atuacdo na apoptose, reconhecimento e fagocitose de M. leprae, desmielinizacdo de
células de Schwann SC, transicdo epitelial-mesenquimal, perda de sensibilidade e dor
neuropatica. Portanto, é fundamental a realizacdo de estudos que integrem informacdes
bioldgicas, genéticas, imunoldgicas, diagndsticas e clinicas para compreender a complexa
imunofisiopatologia da doenca, estabelecer novas estratégias terapéuticas e identificar novos

casos de hanseniase antes da manifestacao dos sinais e sintomas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar biomarcadores genéticos e epigenéticos envolvidos no processo imuno-
fisiopatoldgico da hanseniase, utilizando a andlise do conjunto completo de genes expressos e
a validagao de um painel de miRNAs, em amostras de pacientes com hanseniase e contatos

domiciliares sem a doenga.

2.2. Objetivos Especificos

1. Descrever o comportamento epidemioldgico da hanseniase no Brasil e em vérios paises
da América Latina;

2. Validar um conjunto de nove miRNAs em amostras de sangue de pacientes com
hanseniase e de contatos domiciliares sem a doenca por RT-qPCR;

3. Caracterizar a expressao global de genes em amostras de sangue de pacientes com
hanseniase e de contatos domiciliares sem a doenca;

4. Identificar os genes diferencialmente expressos em amostras de sangue de pacientes
com hanseniase e de contatos domiciliares sem a doenca;

5. Realizar a identificacdao in silico de possiveis vias ou processos celulares em que os
genes diferencialmente expressos e os miRNAs validados podem estar envolvidos;

6. Associar os genes diferencialmente expressos e os miRNAs validados com o
desenvolvimento da doenca;

7. ldentificar potenciais genes e miRNAs como biomarcadores de risco para a hanseniase.

45



3. CAPITULO |

COMPORTAMIENTO EPIDEMIOLOGICO DE LA LEPRA EN VARIOS PAISES DE AMERICA

LATINA, 2011-2020

(Epidemiological behavior of leprosy in several Latin American countries, 2011-2020)

(Comportamento epidemiolégico da hanseniase em varios paises da América Latina,

2011-2020)

Artigo publicado na Revista Panamericana de Salud Publica /
Pan American Journal of Public Health

ISNN: 1680-5348

Fator de Impacto: 2,84

Qualis: A4

DOI: 10.26633/RPSP.2022.14

46



Investigacion original

PAN AMERICAN JOURNAL
OF PUBLIC HEALTH

Comportamiento epidemiolégico de la lepra en varios
paises de América Latina, 2011-2020

Miguel Angel Céceres-Durdn'

Forma de citar

Céceres-Duran MA. Comportamiento epidemiolégico de la lepra en varios paises de América Latina, 2011-2020. Rev Panam
Salud Publica. 2022;46:e14. hitps://doi.org/10.26633/RPSP.2022. 14

RESUMEN

Palabras clave

Obijetivo. Describir el comportamiento epidemiolégico de la lepra en varios paises latinoamericanos durante
2011-2020, tomando como base los indicadores de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

Método. Estudio transversal, descriptivo y cuantitativo con datos oficiales sobre incidencia y prevalencia en la
poblacion en general, nifios, forma clinica y casos de discapacidad de grado 2 registrados por la OMS entre
2011y 2020. Se seleccionaron los ocho paises latinoamericanos con mas casos y se realizaron analisis de
estadistica descriptiva simple y comparativa entre las variables.

Resultados. Entre 2011-2020 se reportaron 301 312 casos de lepra en los paises seleccionados: Argentina,
Brasil, Colombia, Cuba, México, Paraguay, Republica Dominicana y Venezuela. Brasil fue el tnico con una
prevalenciamayor a 1 por 10 000 habitantes y representé 93,77 % de casos. En Brasil y Republica Dominicana
se observd un aumento de la prevalencia durante 2011-2019, mientras que en los demas paises esta tendio
a disminuir. La enfermedad fue mas frecuente en hombres, y los casos multibacilares superaron significati-
vamente a los paucibacilares. En Brasil se encontraron las mayores incidencias de casos de lepra infantil y
discapacidad de grado 2 durante el periodo evaluado.

Conclusién. A pesar de que en América Latina la lepra solo es considerada un problema de salud publica
en Brasil, la mayoria de los paises de la region continla reportando casos cada afio, lo que revela una falta
de atencion médica adecuada. El estudio confirmé la importancia de |a vigilancia activa, el diagnostico tem-
prano y la planificacion de acciones contra la enfermedad en todos los paises evaluados, con el propodsito de
disminuir o detener su transmision.

Lepra; epidemiologia; prevalencia; enfermedades endémicas; Mycobacterium leprae; América Latina.

La lepra es una enfermedad granulomatosa crénica muy
antigua y, aunque es curable, sigue siendo un problema de
salud ptiblica en varias partes del mundo. Es el resultado de la
infeccion por Mycobacteriunt leprae o Mycobacterium lepromatosis,
y afecta principalmente la piel y los nervios periféricos. Otros
6rganos, como los ojos, las membranas mucosas del tracto res-
piratorio superior, los huesos y los testiculos, también pueden
verse afectados, y esta afectacion produce el espectro fenotipico
clinico tipico de la enfermedad (1-3).

! Laboratério de Genética Humana e Médica. Universidade Federal do Pard,
Belém, Brasil. =1 Miguel Angel Céceres-Duran, macdur@gmail.com

Alo largo de la historia, los pacientes con lepra eran aislados
y a menudo se prohibia su convivencia con la sociedad, ya que
esta enfermedad era considerada altamente contagiosa. Existia
el temor de que el solo hecho de tocar a una persona infectada
pudiera propagar la enfermedad. Hoy en dia, se sabe que la
lepra no es tan facil de transmitir, pero el mecanismo exacto
de la enfermedad y su transmisién atin deben ser mejor enten-
didos. Se sabe que los bacilos se transmiten principalmente
de persona a persona a través de secreciones nasales, y que
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aquellas que conviven con un caso multibacilar (MB) no tra-
tado tienen un mayor riesgo de infecciéon. Ademas, actualmente
se estdn considerando otros posibles modelos de transmisién,
como la transmision zoonotica (4,5).

La enfermedad se desarrolla en individuos susceptibles, y
en paises endémicos donde el entorno (bajo nivel socioeconé-
mico, desnutricién, hacinamiento, poblacién rural dispersa y la
limitacién en el acceso oportuno a los servicios de salud para la
atencién y el diagnéstico, entre otras caracteristicas) juega un
papel importante en la transmisién de la infeccién. Las mani-
festaciones clinicas de la enfermedad son el resultado de un
proceso interactivo dinamico entre el bacilo y la inmunidad
mediada por células de individuos genéticamente predispues-
tos (3,6). La lepra es una de las principales causas infecciosas
de discapacidad. El tropismo de la micobacteria por el sistema
nervioso periférico es el primer paso a la discapacidad y se
manifiesta clinicamente cuando la consulta o el diagnéstico es
tardio. Por lo tanto, el diagndstico precoz reviste gran impor-
tancia ya que lleva a la cura del paciente, interrumpe la cadena
de transmision y evita la severa afeccion neural y las manifesta-
ciones con la repercusién social y laboral que ello conlleva (7).

Después de la introduccién de la poliquimioterapia (PQT)
en 1981, la estrategia de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) se centré en reducir la tasa de prevalencia, disminu-
yendo a menos de 1 caso por cada 10 000 habitantes, y luego,
reduciendo atin mas la detecciéon de nuevos casos, la disca-
pacidad, el estigma y la discriminacién. En muchos paises la
incidencia de la lepra esta disminuyendo debido a varios facto-
res, entre ellos, el desarrollo econémico, la vacunacién con BCG
y la cobertura de la PQT, y es posible que se haya interrumpido
la transmision comunitaria (8). Sin embargo, a pesar de que la
prevalencia cumplié con el objetivo de eliminacién (< 1 por
10 000 habitantes), en paises no desarrollados, la disminucién de
la incidencia no se logré como se esperaba y la transmision de
la enfermedad atin contintia (8), tanto asi, que, en el afio 2020, la
prevalencia global registrada (niimero de casos en tratamiento)
fue de 129 192, con una tasa de 16,6 por millén de habitantes,
siendo notificados 127 396 nuevos casos en todo el mundo, con
una tasa de deteccién de 16,4 por millén de habitantes. Aunque
ambas cifras presentaron una reduccién de 27,7% y 37,1% en la
prevalencia registrada y en los nuevos casos, respectivamente,
en comparacién con el ano 2019, a nivel global, esa disminu-
cion probablemente se deba a una menor detecciéon durante la
pandemia de COVID-19, ya que solo 127 paises proporcionaron
datos en 2020, en comparacién con 160 en 2019 (9).

En el continente americano, en el ano 2020, fueron reporta-
dos 19 195 nuevos casos con una prevalencia de 25,786, siendo
Brasil el pais con mas casos en la region (>10 000). Aunque en
el resto de la regién la enfermedad ya no es mas considerada
un problema de salud priblica, paises como Argentina, Bolivia,
Colombia, Cuba, Estados Unidos, México, Paraguay, Pert y
Venezuela, reportaron mas de 100 casos nuevos cada uno (9).

Los mayores desafios en los paises en desarrollo, como es el
caso de nuestros paises latinoamericanos, donde atin hay una
presencia marcada de la enfermedad, son el diagnéstico tar-
dio, evidenciado en la proporcion relativamente alta de nuevos
casos de discapacidad grado 2 (DG2), débiles programas de
busqueda activa de nuevos casos y seguimiento de contactos
domésticos, falta de concientizacién, estigma asociado con la
enfermedad, falta de profesionales especialistas, politicas publi-
cas, entre otras (8).

Caceres-Duran « Lepra en América Latina

Cabe destacar que los datos publicados por la OMS deben
ser observados con bastante cautela, debido a la gran subno-
tificacion existente en todos los paises de la region. Estudios
realizados en Brasil (10,11) informaron la presencia de muchas
brechas en la notificacién de nuevos casos de lepra en paises de
todas las regiones, donde paises de altos ingresos y con sistemas
de salud bien estructurados atin reportan casos, mientras que
muchos paises de bajos ingresos, donde generalmente hay con-
diciones favorables para la lepra, no reportan. Especificamente,
en Brasil, se han observado mas casos ocultos a través del diag-
nostico de casos pasivos, incluso en areas del pais consideradas
de baja endemicidad. Estos hallazgos ilustran la importancia
de la vigilancia activa y el descubrimiento adicional de casos
entre los contactos domésticos de casos recién diagnosticados
por especialistas capacitados (10,11).

Datos del Sistema Brasileno de Informacion de Enfermeda-
des de Declaracion Obligatoria mostraron que alrededor del
50% de la poblacién que vive en 19 de los 27 estados del pais,
estd expuesta a tasas altas o hiperendémicas de infeccién y, por
esta razon, seria factible encontrar mds casos de lepra utili-
zando sistemas de informacién geografica y andlisis serolégicos
para la vigilancia en estas areas especificas. En consecuencia, el
nuimero estimado de casos ocultos de lepra es probablemente
hasta ocho veces mayor que la tasa reportada (10,11). Por tanto,
resulta importante que todos estos paises sostengan las accio-
nes adecuadas contra la enfermedad.

La Estrategia Mundial contra la Lepra 2021-2030 es un instru-
mento avanzado para acelerar el progreso hacia la cero lepra,
donde se tienen como objetivos, para 2030, llegar a un total de 120
paises con 0 casos autdctonos; reducir el niimero de nuevos casos
a63000; reducir la tasa de nuevos casos de discapacidad de grado
2a 0,12 por millén de habitantes y reducir la tasa de deteccion de
nuevos casos infantiles a 0,77 por millén de poblacién infantil (8).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue describir el
comportamiento epidemiolégico de la lepra en varios paises de
América Latina durante el periodo comprendido en los tltimos
10 afos, tomando como base los indicadores estipulados por la
OMS.

MATERIALESY METODOS

Se trata de un estudio transversal, descriptivo y cuantita-
tivo donde se tomaron los datos oficiales sobre incidencia y
prevalencia de lepra en la poblacién en general, en nifios (<15
anos), clasificacién operacional de la enfermedad y casos con
DG2, reportados en los registros oficiales y base de datos de
la OMS durante el periodo comprendido entre los afios 2011 y
2020 (https://www.who.int/data/gho/data/themes/topics/
leprosy-hansens-disease) (12). Para ello, fueron seleccionados
los ocho paises de América Latina que mas casos reportaron
durante ese periodo y los analisis se realzaron a través de esta-
distica descriptiva simple y comparativa entre los diferentes
datos en los paises seleccionados. Todos los datos colectados
fueron organizados, filtrados y tabulados en hojas de calculo
en los programas Microsoft Excel 2019 y BioEstat 5.0. Se reali-
zaron calculos correspondientes a las diferencias porcentuales
de la prevalencia en todo el periodo, se construyeron tablas de
frecuencia y gréficos con las distintas variables y se aplic6 la
prueba de Chi cuadrado para evaluarlas, tomando como valo-
res estadisticamente significativos aquellos en los que el p-valor
obtenido fue < 0,05.
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RESULTADOS

Entre el periodo comprendido durante 2011 y 2020 fueron
reportados 301 312 casos de lepra en los ocho paises con mas
casos en América Latina, siendo ellos, en orden decreciente de
casos: Argentina, Brasil, Colombia, Cuba, Paraguay, México,
Reptiblica Dominicana y Venezuela, (cuadro 1y figura 1a). Del
total de casos, Brasil representa 93,77%, siendo el tinico pais de
la regioén con una prevalencia > 1 por 10 000 habitantes (media
geométrica durante el periodo: 1,32). Los demas paises repre-
sentan 6,23% del total de casos, y todos con una prevalencia < 1
por 10 000 habitantes (cuadro 1y figura 1a). Del mismo modo,
Brasil present6 la mayor incidencia en toda la regién en todos
los afos con una media geométrica durante el periodo: 1,36 por
10 000 habitantes, seguida por Cuba y Reptblica Dominicana
con incidencias medias > 0,1 por 10 000 habitantes. El restante
de paises seleccionados presenté incidencias medias < 0,1 por
10 000 habitantes (figura 1b).

Al comparar la variacién anual de la prevalencia durante el
periodo 2011-2020, se observé que la tendencia, en todos los
paises estudiados, fue una disminucién entre 22,79 y 57,10%. En
2020, los paises prioritarios para la lepra, segtin la OMS, repor-
taron un nimero de casos significativamente menor que en
2019, lo que puede reflejar el impacto de la pandemia COVID-
19 actualmente, ya que a nivel mundial se ha priorizado el
diagnéstico y atencién de esta enfermedad, por esta razoén, se
determiné también la variacion de la prevalencia durante el
periodo 2011-2019, encontrando asi, que seis de los ocho paises
seleccionados mostraron una menor disminucién de la preva-
lencia, mientras que dos paises, Brasil y Reptiblica Dominicana,
aumentaron, comparados con el periodo 2011-2020 (cuadro 2).

Los casos multibacilares (MB) son los de mayor importancia
epidemiolégica en la transmision de la enfermedad. Con excep-
cién de Reptiblica Dominicana en el afio 2013, fue encontrado,
en todos los paises seleccionados, que la frecuencia anual de
casos MB es mayor que las de casos paucibacilares (PB) (figura
1c). También fue determinado que la frecuencia media de casos
MB diagnosticados durante el periodo 2011-2020 supera entre 2
y 6 veces la frecuencia de casos PB (p<0,05).

Con respecto a la distribucion de nuevos casos de lepra de
acuerdo con el género durante el periodo evaluado, se encontro,
en todos los afios, una mayor frecuencia de lepra en hombres,
siendo las tnicas excepciones Cuba en 2016, con 52,15% de
casos en mujeres, y Reptiblica Dominicana en 2020, donde la
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distribucién fue de 50% para cada género. Sin embargo, solo
cuatro paises presentaron diferencias signiﬁcativas, siendo
ellos, Argentina, Brasil, Cuba y Reptiblica Dominicana (cuadro
3y figura 2a).

En todos los paises seleccionados fueron diagnosticados
casos de lepra en nifos menores de 15 afos, siendo Brasil el pais
con mayor incidencia en cada ano del periodo 2011-2020, con
una media de 40 casos por millén de poblacién infantil, seguido
por Paraguay, con una media de 5,08. Los demas paises selec-
cionados presentaron incidencias medias entre 0,08 y 2,94 casos
por millén de poblacién infantil (figura 2b). De igual forma, las
mayores incidencias para los nuevos casos de DG2 durante el
periodo estudiado fueron encontradas en Brasil, con una inci-
dencia media de 10,15 nuevos casos por millén de habitantes
seguido por Paraguay, con una media de 5,86 nuevos casos por
millén de habitantes. Los demas paises seleccionados presen-
taron incidencias medias entre 0,08 y 1,16 casos por millon de
habitantes (figura 2¢).

DISCUSION

En el afo 2020, 21 paises del continente americano reportaron
casos nuevos de lepra, siendo Brasil el tinico pais del continente
con una prevalencia > 1 por 10 000 habitantes. Sin embargo,
paises como Argentina, Colombia, Cuba, México, Paraguay,
Reptblica Dominicana y Venezuela, con prevalencias de < 1
por 10 000 habitantes, reportaron mds de 100 nuevos casos cada
uno, lo que indica que, aunque la terapia curativa ha resultado
en una disminucion sustancial en el nimero de casos, todavia
existe la necesidad de mejores estrategias para el control de la
enfermedad y la prevencién de la discapacidad en las personas
afectadas (13).

La eliminacion de la lepra como problema de salud priblica
es una consecuencia del impacto de la poliquimioterapia (PQT).
En el afio 2000, la prevalencia mundial de la lepra alcanz6 una
tasa de < 1 por 10 000 habitantes. Sin embargo, se esperaba que
el impacto de la‘PQT también pudiera contribuir al control de
la transmisién. Este bajo impacto de la PQT en la transmision
se refleja en la incidencia de la enfermedad, que ha disminuido,
pero no en la proporcién esperada, ya que el niimero de nuevos
casos por afo fue de mas de 200 000 en todo el mundo en 2019.
En 2020 se reportaron mas de 127 000 nuevos casos, sin embargo,
esa disminucion pudo ser debida al impacto de la pandemia de
COVID-19 que estamos viviendo actualmente (9,14).

CUADRO 1. Casos nuevos de lepra reportados por la OMS en paises seleccionados de América Latina durante 2011-2020

Pais/Afo 2011 2012 2013 2014 2015
Argentina 340 310 309 314 290
Brasil 33955 33303 31044 31064 26395
Colombia 434 392 430 423 349
Cuba 254 258 232 210 207
México 215 216 172 208 173
Paraguay 468 515 407 378 421
Rep. Dom. 154 124 128 370 138
Venezuela 577 692 sD* 513 448
Total 36 397 35810 32722 33 480 28 421

2016 2017 2018 2019 2020 Total
295 250 269 21 131 2719
25218 26 875 28 660 27 863 17979 282 356
314 362 324 336 192 3556
186 190 220 186 115 2058
152 148 136 182 106 1708
34 321 345 348 198 3742
125 123 218 175 74 1629
303 332 245 291 143 3544
26 934 28601 30417 29592 18 938 301 312

Fuente: OMS. * SD: sin datos
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FIGURA 1. Parametros evaluados durante el periodo 2011-2020 en paises seleccionados. Las lineas discontinuas y la ausencia de
barras para Venezuela en 2013 se deben a la falta de datos en el respectivo ano.
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CUADRO 2. Porcentaje de variacion de la prevalencia de la lepra durante 2011-2020 en paises seleccionados de América Latina,

calculados a partir de datos reportados por la OMS

iacion anual (%)

Variacion periodo (%)

Pais/afio 2011-2012 2012-2013 2013-2014 2014-2015 2015-2016
Argentina -16,60 -10,78 -5,02 14,68 -12,46
Brasil -1,28 -2,82 -9,64 -6,78 -5,36
Colombia -13,65 -581 0,51 -15,16 -20,88
Cuba -1,04 -1154 -8,30 517 -12,70
México 2,29 -8,15 0,67 -11,67 15,21
Paraguay 2,01 0,39 -16,31 7,51 -12,22
Rep. Dom. 1,14 -3,10 -53,78 80,50 -12,20
Venezuela -8,67 SD* SD* SD* -4.47

2016-2017 2017-2018 2018-2019 2019-2020 2011-2019 2011-2020
-14.23 8.18 22,27 -11,08 -48.82 -54,50
-2,83 39,95 3,060 28,14 7,20 22,96
-355 39,21 -16,64 -30,16 -38,58 57,10
6,10 14,16 -12,02 -38,33 21,45 -51,56
-18,40 6,10 -10.75 -3.64 -25,63 -28,33
-4.98 524 10,70 -41.12 -10,46 -4728
-4,37 28,22 17,48 -25,34 3,42 -22.79
-1,52 -6,18 722 -6,85 -29,42 -34,25

* 8D: sin datos

La pandemia de COVID-19 tuvo un impacto significativo en
los servicios de salud en todos los paises. Los programas contra
la lepra se vieron claramente afectados, como lo demuestra la
reduccion sustancial del niimero de casos detectados y notifi-
cados por los paises en 2020, y que no debe confundirse con

una real disminucién de casos de lepra, sobre todo en los pai-
ses prioritarios. Ademads, el estrés causado por la pandemia de
COVID-19 y la dificultad para acceder a un tratamiento anti-
rreaccional podrian amplificar la DG2 y demas secuelas de la
lepra (15).
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FIGURA 2. Parametros evaluados durante el periodo 2011-2020 en paises seleccionados. La ausencia de barras y las lineas dis-
continuas para Venezuela en 2013 y 2014, segun el caso, se deben a la falta de datos en el respectivo afo.
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Fuente: elaboracion propia del autor a partir de los resultados presentados.

Mientras que servicios esenciales y criticos continuaron en
general durante la pandemia de COVID-19, en muchos paises
los programas de control se vieron afectados por la reasignacién
de personal, el cese de las actividades comunitarias y la bus-
queda activa de casos, retrasos en la recepcién de suministros
de PQT, desabastecimientos ocasionales en los establecimientos
de salud, y seguimiento limitado de los pacientes con lepra (9).

La situacion de la lepra en el mundo debe considerarse cui-
dadosamente antes de que se puedan sacar conclusiones. La
clasificacién de un problema de salud ptblica basado en la pre-
valencia trae confusién y ha generado un mal reconocimiento
de la enfermedad en nuestros paises (14). La prevalencia de una
enfermedad aumenta como consecuencia de una mayor duracién
de la enfermedad, la prolongacién de la vida de los pacientes sin
que éstos se curen, el aumento de casos nuevos, la inmigracién
de casos (o de susceptibles), la emigracion de personas sanas y
la mejoria en los diagnésticos. Por otro lado, la prevalencia de
una enfermedad disminuye cuando es menor la duracion de la
enfermedad, existe una elevada tasa de letalidad, disminuyen
los casos nuevos, hay inmigracién de personas sanas, emigra-
cién de casos y aumento de la tasa de curacién. Resumidamente,
la prevalencia de una enfermedad depende de la incidencia, de
la duracién de la enfermedad y de otros factores no relaciona-
dos directamente con la causa de la enfermedad, y puede ser titil
para valorar la necesidad de asistencia sanitaria, planificar los
servicios de salud o estimar las necesidades asistenciales (16).

Los datos epidemiolégicos de muchos paises deben inter-
pretarse con cautela, porque los objetivos de eliminacién de la
enfermedad se alcanzaron sobre la base de algunos criterios,
tales como: cambios en la definicion de caso, exclusion de los
casos recurrentes de la tasa de prevalencia, exclusién de los
casos de abandono del tratamiento de los registros activos, tra-
tamiento de dosis tinica de pacientes PB, menor duracién del
tratamiento, etc. Esto ha causado una fuerte caida en el nimero
de nuevos casos reportados (17).

La reduccion de la prevalencia en Brasil ha venido ocurriendo
en menores niveles que los presentados en los demas paises
endémicos. Este hecho podria estar relacionado a la adopcion
mas tardia de la PQT, al hecho de que, al ser un pais endémico,
mas personas tienen contacto con el bacilo a lo largo de su vida,
asi como también a procesos administrativas de programas
nacionales (18). Aunado a esto, se debe tomar en cuenta la gran
extension territorial brasilena y las desigualdades socioeconé-
micas entre sus regiones, de hecho, las regiones mas pobres del
pais son las mds endémicas (19). Un mayor niimero de contactos
domésticos entre los miembros de la familia es otra de las razo-
nes de una mayor transmision y una mayor prevalencia de lepra
en Brasil (20). No obstante, existen muchas lagunas en la notifica-
cion de nuevos casos para los paises de todas las regiones. Paises
de altos ingresos con sistemas de salud bien estructurados, como
la mayoria de los paises europeos, Estados Unidos, Australia y
Jap6n, han reportado casos de lepra en los tltimos anos, mientras
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que muchos paises de bajos ingresos, donde generalmente exis-
ten condiciones favorables para la enfermedad no reportan. En
Brasil, el tinico pais en la Regién de las Américas que atin no ha
alcanzado el objetivo de menos de un nuevo caso por cada 10 000
habitantes, las encuestas realizadas por varios leprélogos, que
utilizan la vigilancia activa de escolares y sus contactos domés-
ticos revelan mas casos ocultos que los reportados oficialmente,
mediante el diagnéstico pasivo de casos, incluso en zonas del
pais consideradas de baja endemicidad (10,11,21). Se debe des-
tacar que como Brasil concentra el mayor porcentaje de casos de
lepra en la regién, los resultados tienen influencia en los demas
paises de América Latina en su conjunto.

Debe mencionarse también que entre los afios 2000 y 2020
se estimé que dejaron de ser diagnosticados mas de 4 millones
de casos de lepra en todo el mundo (22), lo que implica que
puede haber una gran acumulacién de personas infectadas en
la comunidad que permanecen sin diagnéstico, sin tratamiento,
desarrollando incapacidades y propagando la enfermedad.

La importancia epidemiolégica de los casos de pacientes MB
en la transmisioén de la enfermedad radica en que ellos son la
mayor fuente de propagacién del agente infeccioso. Esta reco-
nocido que los contactos domésticos con pacientes con lepra
MB son los mas propensos a contraer la enfermedad, aunque
existan casos en donde tales contactos nunca iran a manifes-
tarla, lo que indica el papel crucial de los factores genéticos y
ambientales en la transmision de la infeccién y patogénesis de
la lepra clinica (23, 24).

Un estudio reciente (24) evaluo las frecuencias de casos PB y
MB a lo largo del periodo entre 1985 y 2017, donde, hasta 2003
la forma paucibacilar (PB) predominaba sobre la multibacilar
(MB). En todos los ocho paises seleccionados las formas MB
superaron significativamente a las PB durante el periodo estu-
diado. El cambio consistente y significativo en el tipo de casos
hacia los casos MB que predominan en los informes de la OMS
probablemente sea el resultado de la interaccion de varios efec-
tos diferentes. Estos incluyen una definicién de caso cambiante
y hasta tal vez una posible sobre clasificacion de los pacientes
con la forma MB. Puede haber un sesgo basado en la calidad de
las habilidades de clasificacion entre los trabajadores de campo
que deciden si el nuevo caso es PB o MB (25). La correcta clasifi-
cacién del paciente es un factor de riesgo clinico importante. Los
pacientes con formas MB tienen un mayor riesgo de desarrollar
dafio nervioso y reacciones de la enfermedad, por lo que asignar
aun paciente a la clasificacion correcta tiene sus implicaciones.

Tradicionalmente, se ha reportado una preponderancia mas-
culina sobre femenina en diversos estudios epidemiolégicos,
aunque en los tltimos afios la diferencia entre los sexos haya
disminuido (26-28). En los paises seleccionados de nuestra
regién, durante el periodo 2011-2020, los hombres fueron mas
afectados que las mujeres, sin embargo, solo cuatro de ellos
presentaron una distribucion diferenciada estadisticamente
significativa. Los ligeros aumentos en las tasas de incidencia en
mujeres pueden deberse a un incremento de mujeres infectadas
0 a una mayor accesibilidad al servicio de salud, ademas que
las mujeres se muestran mas preocupadas por la imagen de si
mismas que los hombres (26-28).

Varios factores atribuidos tradicionalmente a las mujeres como
bajo estatus, movilidad mas limitada, analfabetismo y el escaso
conocimiento de la enfermedad serian responsables de la subno-
tificacion de los casos de mujeres afectadas por la lepra (29). Las
desigualdades de género en la salud tienen un efecto significativo

Investigacion original

en la salud de las mujeres. Sin embargo, existen muchas des-
igualdades de género relacionadas con la salud y la enfermedad.
Existen diferencias de género, tanto biolégicas como sociocultura-
les, que estan relacionadas con la lepra, donde las desigualdades
de género podrian ser mds graves, ya que es una enfermedad
altamente estigmatizada. Las mujeres que la padecen sufren
doblemente la exclusion, por su condicién de enfermas y de ser
mujeres, haciendo que tengan menos probabilidades que los
hombres de ser diagnosticadas a tiempo y aumentando el riesgo
de desarrollar una discapacidad de por vida (30).

Otra de las razones por las cuales se diagnostica mas lepra
en hombres es que éstos tienen menos probabilidades de reci-
bir un diagnéstico erréneo debido a diagnédsticos relativamente
tardios y una mayor frecuencia de sintomas de enfermedad
avanzada. Los hombres son diagnosticados con lepra MB con
el doble de frecuencia que las mujeres en diferentes partes del
mundo. Por otro lado, las mujeres y los nifios tienen mas proba-
bilidades de presentar tipos de lepra PB localizada, con lesiones
mas discretas, lo que puede explicar las mayores posibilidades
de diagnéstico erréneo para estos grupos poblacionales (31).

Aunque tanto los hombres como las mujeres se ven afectados
en términos de su vida familiar y social, las mujeres sufren mas
aislamiento y rechazo de la familia y la sociedad. Los proble-
mas familiares y sociales que enfrentan las mujeres que sufren
de lepra se deben principalmente al estigma social asociado,
por lo que se enfatiza la necesidad de desarrollar estrategias
para reducir ese estigma. Para superar este problema, es nece-
sario fortalecer el componente educativo comunitario de los
programas de lucha contra la lepra, asi como también analizar
la situacién de los pacientes con lepra desde la perspectiva de
género, ya que tiene implicaciones significativas para el control
de la enfermedad (32).

Aunque la lepra es mds comun en adultos, la lepra en los
ninos es mas frecuente de lo que se cree, sobre todo en zonas
endémicas en donde la infeccion se contrae frecuentemente
durante este periodo y todos los afios se notifican nuevos casos
de lepra infantil (23). El brote de casos en nifos y adolescentes
muestra la circulacion activa del bacilo en la comunidad, con
su transmisién continua y el fracaso del sistema de salud para
controlar la enfermedad (23,33). Todos los ocho paises selec-
cionados reportaron casos de lepra infantil durante el periodo
2011-2020, siendo Brasil el pais con mayor incidencia. En paises
en los que la lepra puede considerarse endémica, como Brasil,
a pesar de la caida de las tasas de prevalencia e incidencia, la
alta tasa de deteccion de casos en menores de 15 afnos ayuda
a monitorear el endemismo (23). Los nifios son mas suscepti-
bles que los adultos, dada su inmunidad incipiente y el posible
contacto intrafamiliar. Epidemiolégicamente, la lepra infantil es
un indice de transmisién de la enfermedad en la poblacién y
permite identificar el caso indice (34). En los nifios con lepra,
la discapacidad es mayor conforme avanza la edad ya que los
efectos sociales y psicoldgicos y el estigma de la enfermedad
son angustiantes. Aunque las reacciones a lalepra son poco fre-
cuentes en los nifios, cuando acontecen producen la mayor parte
del dafo neuronal, provocando discapacidades que pueden lle-
var a una disminucién de la calidad de vida (35). La frecuencia
de aparicion de la lepra en los nifos es un indicador epidemio-
légico importante para determinar el nivel de transmision de la
enfermedad, y la deteccion en nifios en edad escolar podria ser
una estrategia valiosa para apoyar el control de la lepra y lograr
el objetivo de transmisién cero (24).
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Entre los casos de lepra, la DG2, definida como la presencia
de dafios o deformidades visibles, es usada por la OMS como un
indicador fundamental para monitorear las medidas sanitarias
aplicadas al control epidemiolégico, juntamente conlos otros indi-
cadores. El ntimero de nuevos casos con DG2 es imperativo para
evaluar la capacidad de respuesta del sistema de salud y la carga
de la lepra. La DG2 en nuevos casos indica un retraso en la detec-
cion, a menudo debido a la falta de conciencia en la comunidad de
los primeros signos de lepra, retraso en la buisqueda de atencién
o capacidad limitada del sistema de salud para reconocer la lepra
tempranamente. De los paises seleccionados, Brasil reporto, en el
tltimo afo, 1504 casos de DG2 al momento del diagnéstico (7-9).
Brasil y Paraguay fueron los paises con mayor incidencia de DG2
durante el periodo evaluado, sin embargo, de acuerdo con los
reportes oficiales de la OMS, Colombia y Argentina son los pai-
ses que presentan la mayor proporcién de DG2 respecto al total
de nuevos casos. El retraso en el diagnéstico de los pacientes con
lepra, sobre todo en casos MB, es un factor de riesgo importante
para el desarrollo de la discapacidad, los programas de control en
muchos paises priorizan la deteccién temprana y trabajan en la
btisqueda de una herramienta que permita predecir el grado de
discapacidad que se podria generar segtin los diferentes tiempos
de retraso en el diagnéstico. Se debe destacar que también es de
importancia prestar atencion a los casos de discapacidad de grado
1, para tener una mejor idea de la prevalencia oculta y para que un
mayor niimero de pacientes pueda recibir tratamiento oportuno y
resolver su atin incipiente discapacidad (36).

Una de las limitaciones del presente estudio fue que todos
los datos se obtuvieron de repositorios oficiales de la OMS y no
de los entes nacionales de cada pais, por lo que pueden conte-
ner informacién inconsistente en cuanto a cantidad y calidad y
con presencia de datos que fueron potencialmente ignorados,
incompletos y sin tomar en cuenta aspectos socioeconémicos y
demograficos. Aun asi, se decidié trabajar exclusivamente con
esos repositorios en especifico para asi poder evaluar de una
manera menos sesgada los parametros elegidos.

A pesar de que en América Latina solo Brasil presenta una
alta endemicidad de lepra, todos paises de la regién incluidos
en este estudio, aunque en menor escala, atin presentan y trans-
miten la enfermedad y siguen mostrando casos de lepra infantil
y de DG2. Sin lugar a duda, el elemento esencial que impac-
tard sobre la transmision de la lepra es el diagnéstico temprano.
Por lo tanto, para detener la transmisién, deben mejorarse y
ampliarse los programas de deteccion de casos en contactos
domésticos y escolares, especialmente en nifios menores de
15 afios y en dreas endémicas. Todos estos rasgos revelan una
falta de atencién médica adecuada en la region afectada. Estos
enfoques, asociados con la vacunacién con BCG, reducen los
casos nuevos en esos grupos vulnerables, ya que la vacunacién
se asocia con la potenciacion de la respuesta inmune del indivi-
duo infectado, evitando la progresion al estado de enfermedad
o su influencia en el desarrollo de la forma PB.
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Por otra parte, enfoques complementarios para mejorar la
vigilancia y, por consiguiente, el descubrimiento de casos infec-
ciosos ocultos no diagnosticados que transmiten activamente
la lepra, son cruciales para romper la cadena de transmisién.
En Brasil, por ejemplo, se realiza la blisqueda de nuevos casos
ocultos independientemente si al drea es prioritaria o no, y con
ello han conseguido diagnosticar casos de lepra practicamente
en todas las regiones del pais.

Por ello, se recomienda la realizacién de campanas orienta-
das a la deteccion temprana y a la evaluacion de los contactos
domésticos, asi como también una mejora en los servicios de
atencién médica que deben estar accesibles a toda la poblacion
que requiera diagnéstico y tratamiento, sin barreras geografi-
cas, sociales, econémicas o de género. Deben también disefarse
estrategias dirigidas para las personas afectadas enfocadas en
la rehabilitacién y establecimiento de redes destinadas al apoyo
psicosocial para la disminucién del sufrimiento emocional y
econémico, mejorando asi la calidad de vida de esos pacientes.

La comprensién y el reconocimiento de la situacién real de
la lepra en todo el mundo es imprescindible en primer lugar.
De hecho, la ausencia de casos notificados no es lo mismo que
la ausencia de lepra. El niimero anual de casos reportados y las
tasas de deteccion de nuevos casos reflejan en gran medida los
esfuerzos actuales en la bisqueda de casos de la enfermedad,
sin embargo, atin no son suficientes.

En conclusion, el presente estudio confirma la importancia
de la vigilancia activa, el diagnéstico temprano y la planifica-
cién de acciones contra la enfermedad en todos nuestros paises,
y a menos que los ministerios de salud e instituciones corres-
pondientes desarrollen y apoyen estrategias audaces en todos
ellos, el niimero de nuevos casos diagnosticados podria seguir
estancado o incluso, en aumento, a los niimeros observados
en la era previa a la eliminacién. Sumado a esto, la situacion
socioeconémica de América Latina, que ya atravesaba una
desventaja con respecto a paises desarrollados, empeoré por
causa de la pandemia de COVID-19, aumentando los indices de
pobreza, la desigualdad, desocupacién, y la deuda de los paises,
entorpeciendo la financiacién y magnificando las debilidades
estructurales de los sistemas de salud en la regioén, entorpe-
ciendo, atin mas, la tan anhelada erradicacion de la enfermedad.
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Epidemiological behavior of leprosy in several Latin American countries,
2011-2020

ABSTRACT Objective. To describe the epidemiological behavior of leprosy in several Latin American countries during
2011-2020, based on World Health Organization (WHO) indicators.
Methods. Cross-sectional, descriptive and quantitative study with official data on incidence and prevalence
in the general population, children, clinical form and cases with grade 2 disability from WHO records between
2011 and 2020. The eight countries in Latin America that reported most cases were selected and analyses
were carried out using simple descriptive and comparative statistics between different variables.
Results. During the study period, 301 312 cases of leprosy were reported in the selected countries: Argentina,
Brazil, Colombia, Cuba, Dominican Republic, Mexico, Paraguay, and Venezuela. Brazil is the only country in
the region with a prevalence greater than 1 per 10 000, representing 93.77% of all cases. Brazil and the Domi-
nican Republic showed an increase in prevalence during 2011-2019, while in other countries the trend was
decreasing. The disease is more frequent in men, and multibacillary cases significantly exceed paucibacillary
ones. Brazil showed the highest incidences of cases of childhood leprosy and grade 2 disability during the
evaluated period.
Conclusion. In Latin America, leprosy is only considered a public health problem in Brazil; however, most
countries in the region continue to report cases annually, revealing a lack of adequate medical care. This study
confirmed the importance of active surveillance, early diagnosis and planning of actions against the disease
in all the countries evaluated with the aim of reducing its transmission.

Keywords Lepra; epidemiology; prevalence; endemic diseases; Mycobacterium leprae; Latin America.

Comportamento epidemiolégico da hanseniase em varios paises da Ameérica
Latina, 2011-2020

RESUMO Objetivo. Descrever o comportamento epidemiolégico da hanseniase em varios paises de América Latina
durante 2011-2020, tomando como base os indicadores da Organizagdo Mundial da Saude (OMS).
Método. Estudo transversal, descritivo e quantitativo com dados oficiais de incidéncia e prevaléncia na popu-
lagéo geral, em criancas, forma clinica e casos com incapacidade de grau 2 nos registros da OMS entre 2011
e 2020. Se selecionaram os oito paises da América Latina que relataram a maioria dos casos e as anélises
foram avaliadas por meio de estatisticas descritivas e comparativas simples entre as variaveis.
Resultados. No periodo, foram notificados 301 312 casos de hanseniase nos paises selecionados: Argentina,
Brasil, Coldombia, Cuba, México, Paraguai, Republica Dominicana e Venezuela. O Brasil € o Unico pais da
regido com prevaléncia maior que 1 por 10 000 habitantes, representando 93,77% do total de casos. O Brasil
e a Republica Dominicana mostraram um aumento na variag&o da prevaléncia durante 2011-2019, enquanto
nos demais a tendéncia foi decrescente. A doenca € mais frequente em homens e os casos multibacilares
superam significativamente os paucibacilares. O Brasil apresentou as maiores incidéncias de hanseniase
infantil e incapacidade de grau 2 durante o periodo avaliado.
Conclusao. Na América Latina, a hanseniase so6 € considerada um problema de satde publica no Brasil; no
entanto, a maioria dos paises da regido continua notificando casos anualmente, revelando falta de assisténcia
médica adequada. O presente estudo confirmou a importancia da vigilancia ativa, do diagnéstico precoce e
do planejamento de agdes contra a doenga em todos os paises avaliados, com o objetivo de reduzir e inte-
rromper a sua transmisséo.

Palavras-chave Hanseniase; epidemiologia; prevaléncia; doengas endémicas; Mycobacterium leprae; América Latina.
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Abstract

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae that affects millions of
people worldwide. Despite persistent efforts to combat it leprosy remains a significant public
health concern particularly in developing countries. The underlying pathophysiology of the
disease is not yet fully understood hindering the development of effective treatment strategies.
However, recent studies have shed light on the potential role of microRNAs (miRNAs), small
non-coding RNA molecules that can regulate gene expression. This study aimed to validate a
set of nine MiIRNASs to propose new biomarkers for early diagnosis of the disease. Hsa-miR-16-
5p, hsa-miR-106b-5p, has-miR-1291, hsa-miR-144-5p, and hsa-miR-20a-5p showed significant
differential expression between non-leprosy group (non-LP) and leprosy group (LP), accurately
discriminating between them (AUC>0.75). In addition, the miRNAs studied were also able to
accurately distinguish between the various comparisons between groups and by sex. The

dysregulation of the cell cycle and immune system has been linked to the development of
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leprosy. In conclusion, the validation of miRNA expression reveals several miRNAS as potential
biomarkers for early diagnosis and sheds new light on the disease pathogenesis.

Keywords: Leprosy, microRNA, apoptosis, immune system, autophagy, biomarker.
Introduction

Leprosy is a neglected tropical disease of the skin and peripheral nerves caused by
Mycobacterium leprae, presenting a strong link with the host genetic background (Fava et al.,
2020). Currently, leprosy continues as a public health problem in several countries of the world
being reported globally during 2021, 140.594 new cases, for a case detection rate of 17.83 per
million population (WER, 2022).

The bacillus is an obligate intracellular parasite with tropism for peripheral nervous system and
thus neural involvement is a feature of all forms of leprosy, has a slow replication, a long
incubation period, and few genes controlling its metabolism. As a result, the disease progresses
slowly over years or even decades, resulting in various clinical presentations and mimicking
numerous other diseases; thus, treating this disease is extremely challenging. Specifically, M.
leprae contains more than 3 million base pairs which leads to a dependence on the host’s energy
production and nutritional products, resulting in parasitic life adaptation (Akama et al., 2009;
Cole et al., 2001; Oliveira et al., 2021; Soares et al., 2017).

Classification of leprosy is complex and difficult and includes clinical, histopathological,
microbiological and immunological features. The Ridley-Jopling system classifies Leprosy as a
spectral disease, at one extreme of the spectrum is the polar tuberculoid form (TT), characterized
by a low bacterial load, primarily cell-mediated immunity, and minor production of specific
antibodies; at the other extreme of the spectrum is the polar lepromatous form (LL),
characterized by a high bacterial load, increased production of antibodies and lower or absent
M. leprae-specific cell-mediated immunity. Also, there is a clinically unstable borderline
spectrum between these two polar forms, borderline-tuberculoid (BT), borderline-borderline
(BB), and borderline-lepromatous (BL), with BB being the least stable (Ridley and Jopling,
1966).
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Leprosy is a difficult disease to treat especially during the reactionary episodes. Current
medications, such as corticosteroids and thalidomide, significantly disrupt homeostasis,
resulting in difficult-to-control disorders such as obesity, diabetes, immunodeficiency, and

teratogenesis, among others (Soares et al., 2017).

It is now well known that exposure to M. leprae alone is not enough to cause leprosy and only
a small proportion of people exposed to the bacillus eventually develop the disease. Indeed, it
is likely that a combination of numerous variables including environmental factors, pathogen
load, genetic background, socioeconomic status, time of exposure to the bacillus and host
immune response are related to the development of leprosy (Fava et al., 2020; Naaz et al., 2017).
Currently, studies that evaluate the epigenetic role in the infection and subsequent development
of the disease are beginning to emerge, and, remarkably, studies with miRNAs have advanced
to several infectious diseases, including Leprosy (da Silva et al., 2022; Jorge et al., 2017;
Khanizadeh et al., 2019; Salgado et al, 2018). MicroRNAs (miRNAs) are a major class of small
ncRNAs found in animals, plants, and some viruses, which regulate posttranscriptional silencing
of target genes at the mRNA level (Bartel, 2004; Lu and Rothenberg, 2018). These small RNAs
play a significant role in modulation of an array of physiological and pathological processes
ranging from embryonic development to neoplastic progression. They mostly function by
binding to complementary target sequences in mRNA and interfering with the translational
machinery, preventing or altering the production of the protein product. Additional studies also
have shown that besides repressing translation, miRNA binding to its target mRNA also
triggered the recruitment and association of mRNA decay factors, leading to mRNA
destabilization, degradation, and resultant decrease in expression levels (Bhaskaran and Mohan,
2014). MiRNA:s are involved in several important biological processes such as modulation of
the adaptative and innate immune system, response against pathogens, cell proliferation, cell
differentiation and apoptosis (Dask et al., 2016; Liu et al., 2017; Lukasik and Zielenkiewicz,
2019; Yang and Ge, 2018).

Delay in the diagnosis of leprosy can lead to the development of more advanced stages of the
disease, thus increasing the chances of transmission of the infectious agent and compromising

the quality of life of patients (Jorge et al., 2017). The identification of the disease remains
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difficult due to the limited sensitivity of traditional approaches based on bacillary counts of skin
smears and histology (Sharma and Pushpendra, 2022). Molecular techniques using PCR
technology and serological tests were developed; but sensitivity and specificity were limited,
because household contacts of leprosy patients, as individuals remaining without disease may
present positive PCR and/or PGL1 (Carvalho et al., 2018; Jorge et al., 2017; van Hoolj et al.,
2016). In this sense, identification of new biomarkers is needed for the early diagnosis of
leprosy, as well as to discriminate the different forms of the disease. Recently, our group
presented the first leprosy miRNome from skin lesions and blood in leprosy patients (Salgado
et al., 2018), finding several miRNAs with significant differential expression. For this reason,
in this work we validated these differentially expressed miRNAs in blood samples from patients
and household contacts in order to propose new leprosy biomarkers for early diagnosis of the

disease.

2 Materials and methods

2.1 Biological samples

In total, 108 blood samples were collected from 49 non-consanguineous and healthy household
contacts of leprosy patients, named as non-leprosy group (non-LP); and 59 leprosy patients (LP)
as follows: 33 from tuberculoid-tuberculoid (TT) and borderline tuberculoid (BT) form, and 26
from lepromatous-lepromatous (LL) and borderline lepromatous (BL) form. All patient samples
were obtained before starting MDT treatment at URE Dr. Marcello Candia, in Marituba, Para,
Brazil. All samples were stored in RNAlater (SIGMA R0901) and frozen at -80 °C immediately
after collection. This study adhered to the Declaration of Helsinki and was approved by the
Ethics Committee of Institute of Health Sciences at the Federal University of
Para (26765414.0.0000.0018). Informed consent was obtained from all individual participants.

2.2 RNA isolation and RT-gPCR
Total RNA was isolated from peripheral blood using TRIzol reagent (ThermoFisher, Waltham,

MA, USA, catalog #15596018), according to manufacturer’s instructions.

61



The purity and concentration of RNA samples were measured using the NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). RNA samples that achieved adequate purity
ratios (A260/A280 = 1.9-2.1) were used for subsequent analyses. RNA integrity was also
checked on 1% agarose gels containing SYBR® DNA gel stain (Invitrogen). cDNA synthesis
was performed with at least 50 ng of RNA input and random hexamers using GoTaq® 2 step
RT-gPCR Systems (Promega, Madison, WI, USA, catalog #A6010).

Quantitative real-time PCR was conducted in an AriaMx Real-time PCR System — Agilent,
using GoTaq® 2 step RT-gPCR Systems (Promega, Madison, WI, USA, catalog #A6010). The
real-time PCR assays were performed in a final volume of 10pl. Reactions consisted of 2 ng of
cDNA, 250 nM of each forward and reverse primers, and 5 pL of gPCR master mix in thermal
cycling conditions provided by the manufacturer. Primers utilized are listed in
Supplementary Table 1. Expression levels were normalized using RNUG6B and RNU24 as
endogenous control. All gPCR experiments were conducted in triplicates.

2.3 Statistical Analysis

The expression data of miRNAs for each sample were normalized to RNU6B e RNU24, using
the comparative Ct method (244¢Y) (Smittgen and Livak, 2008). Ct values > 35 were considered
undetectable. Shapiro-Wilk test was used to verify if the normalized expression values followed
a Gaussian distribution. T-test and Wilcoxon test were used to compare the miRNA expression
differences in each condition and p-values < 0.05 were considered to be statistically significant.

All tests and graphs were performed in RStudio statistical software (ver. 4.2.2).
2.4 Receiver operating characteristic (ROC)

In order to verify if miRNAs expression was able to distinguish between non-LP from LP,
Receiver Operating Characteristic (ROC) curves and Area Under the Curve (AUC) were
calculated using the pROC package in RStudio statistical software (ver. 4.2.2), and miRNAs

that showed an AUC > 0.75 were considered to be good potential biomarkers.
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2.5 Search for target driver genes and functional analysis

The target driver genes of the studied miRNAs were searched in the miRTarBase public

database (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/) (Chou et al., 2016), using just interactions

experimentally validated by strong evidence (RT-qPCR, Luciferase reporter assay, Western blot
and Microarray). Identification of genes that are regulated by at least two miRNAs in common,
among the nine studied and with statistical significance, was made using MiRTargetLink tool
(Hamberg et al., 2016). Enrichment analysis of differentially expressed miRNAs and shared
alvos genes were conducted in KEGG and Gene Ontology (Ashburner, et al., 2021; The Gene
Ontology Consortium, 2020). Interaction networks and enriched pathways were constructed

using cnetplot() function in R or Cytoscape v.3.9.1 (Shannon et al., 2003).
3 Results
3.1 Samples characteristics.

A total of 108 individual samples were recruited for this study. After clinical and
histopathological assessments, bacilloscopy and gPCR, all the LP were classified according to
Ridley and Jopling’s criteria of disease and reactions, 33 BT-TT patients and 26 BL-LL patients.
The 49 non-LP samples were obtained from healthy household contacts and tested negative for
all tests for leprosy. There were no significant differences between LP and non-LP in sex
(P>0.05, x? test) but, there were in terms of age (P<0.05, Wilcoxon test) (Table 1). BL-LL
patients had positive bacilloscopy, while BT-TT patients had negative bacilloscopy which is in
accordance with the expected characteristics of these leprosy subforms. Only three BT-TT
samples were non-reactive to detection of antibodies against phenolic glycolipid I (PGL1) and

four BL-LL samples were undetermined for gPCR (Table 1).

3.2 Expression profile of miRNAs in blood samples and evaluation of their potential as

biomarker

Of all nine miRNAs studied, seven (hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-1291, hsa-miR-144-5p, hsa-
miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-26b-5p) were significantly
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upregulated in LP (p <0.05) (Figure 1A). Hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-1291, hsa-miR-144-5p,
hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-26b-5p were upregulated in both poles and has-
miR-144-5p was upregulated in BL-LL form when compared with BT-TT pole. (Figure 1B).
Similarly, these seven microRNAs were upregulated in male and female LP (p < 0.05). In male
patients, hsa-miR-1291 was upregulated in both poles (p < 0.05) (Figure S1A). Likewise, hsa-
miR-144-5p and hsa-miR-20a-5p were upregulated in BL-LL pole (p <0.05). Has-miR-15a-5p
was shown to be downregulated in leprosy patients, without statistical significance. In female
patients, hsa-106b-5p, hsa-miR-144-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p and has-miR-26b-5p
were all upregulated at both poles (p < 0.05). Furthermore, all these miRNAS, except hsa-miR-
106b-5p, were more upregulated in BL-LL pole when compared to BT-TT pole (p < 0.05)
(Figure S1B). The expression values (22" and Fold Change values are presented in Table S2

and S3 in the supplemental material.

In LP, miRNA expression comparisons were also made for two of the diagnostic methods used:
Anti-PGL1 (>0.295 and <0.295) (Gobbo et al., 2022) and RLEP-qPCR (Ct >35 and <35) (Silva
et al., 2018; Silva et al., 2021) finding that hsa-miR-20a-5p was significantly upregulated in
patients with PGL1 values >0.295 (Figure S3A). However, when the expression of the miRNAs
was compared according to sex, it was found no significant expression in male patients, but in
female patients, four miRNAs, hsa-miR-106b-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p and hsa-
miR-26b-5p, were significantly upregulated in patients with PGL1 > 0.295 (Figure S3B). For
RLEP-gPCR, only hsa-miR-15a-5p showed significant upregulated in patients with Ct >35
compared to Ct<35 (Figure S4). No miRNA was differentially expressed when comparisons

were made according to sex.

Has-miR-16-5p, hsa-miR-106b-5p, has-miR-1291, hsa-miR-144-5p and hsa-miR-20a-5p, were
able to discriminate, with great accuracy, between non-LP and LP (AUC>0.75) (Figure 2A) and
between non-LP and BL-LL pole (Figure 2B). Hsa-miR-106b-5p, has-miR-1291, hsa-miR-144-
5p and hsa-miR-20a-5p were able to discriminate, with great accuracy, between non-LP and
BT-TT pole (AUC>0.75) (Figure 2C). Comparisons between BT-TT and BL-LL poles, only
showed hsa-miR-144-5p with AUC>0.75 (Figure 2D). Same comparisons were performed by

sex and they are showed in Tables S4 and S5.
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MiRNAs that showed a significant differential expression between all comparisons and with an
AUC>0.75, were proposed as possible diagnostic biomarkers for leprosy, and they are
highlighted with a green checkmark in Table 2 and Tables S4 and S5.

3.3 Target gene identification

Genes that are regulated by at least two miRNAs with significant differential expression
between non-LP and LP were investigated using MiRTargetLink tool, founding in total 43
regulated genes (Table 4). Enrichment analyzes showed processes that are related mainly to the
development to cell cycle and several pathways that are related to leprosy such as apoptosis,
autophagy/mitophagy, and immune system like Thl, Th2 and Th17 cell differentiation (Figure
3A and 3B). Interaction networks between miRNAs and genes alvo was constructed using
Cytoscape v.3.9.1 (Figure 3C).

4. Discussion

Strong evidence suggests that circulating miRNAs could play an essential role as biomarkers in
several types of cancer (Chen etal., 2019; Filipéw et al., 2019; Hasanzadeh et al., 2019; O’Bryan
etal.; Wang et al., 2016), cardiovascular disease (Cheng et al., 2014; Corsten et al., 2010; Wang
et al., 2017), infectious diseases (Kaur et al., 2018; Furci et al., 2013; Poore et al., 2018; Silva
et al., 2021) neurology for the diagnosis and prognosis of Alzheimer’s disease (Wiedrick et
al.,2019) between others, being a promising tool for diagnosis and prognosis of various diseases.
Despite present limitations, use miRNAs as biomarkers for several conditions remain an
impressive research field. Leprosy is a slow onset disease and the symptoms are difficult to

observe at the early stages of infection.

Generally, leprosy diagnosis is late and there are few research groups or health professionals
capable of making an early diagnosis. Diagnosis delay can lead to the development of the most
advanced stages of the disease, thus increasing the probabilities of transmission of the infectious

agent and committing the quality of life of those affected by the disease. For this reason, the
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study of miRNAs, and pathways that they are involved can generate new knowledge to
understand the complex genetic and immune regulation of leprosy, thus directing new
approaches to prevention, diagnosis and treatment, through the use of miRNAs as possible
biomarkers of the disease. Our study found that hsa-miR-144-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-
1291 and hsa-miR-106b-5p are good candidates for leprosy early biomarkers. In addition,
several evaluated miRNAs are capable of accurately distinguishing between various of the

comparisons characterized in this study (Table 2, Table S4 and S5).

Besides, hsa-miR-20a-5p was upregulated in LP with Anti-PGL1 > 0.295, and hsa-miR-106b-
5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-26b-5p were significantly upregulated in
female LP with PGL1 > 0.295. The PGL1 fraction is part of the cell envelope of M. leprae and
induces the production of the humoral specific response against PGL1 detected in serum of
patients (Foss et al., 1993). When the antibody is present at high levels the infection can be
supposed to be active, particularly during reactional episodes, which constitute a very common
complication in the evolution of leprosy (Goulart et al., 2002). Therefore, these miRNAs could
also act as biomarkers for the active form and for reactive episodes of the disease. For RLEP-
gPCR, hsa-miR-15a-5p showed significant upregulated in LP with Ct >35 compared to Ct<35.
Lower Cts values generally belong to multibacillary cases, while higher Cts values to
paucibacillary cases (Azevedo et al., 2017; Gobbo et al., 2022). Has-miR-15a-5p showed lower
expression (although without statistical significance) in BL-LL patients, when compared to BT-
TT patients, so its potential use as biomarker to discriminate between the poles of the disease
may be considered.

Household contacts of leprosy patients constitute a population of risk to be monitored for the
early detection of leprosy (Cardona-Castro et al., 2005). Several studies in Brazil have detected
cases of leprosy in asymptomatic household contacts. One of them detected a high frequency of
M. Leprae in 23.89% of asymptomatic home contacts evaluated by RLEP-gPCR (Gama et al.,
2018). Another study reported an increase of 16 times in the new case detection rate after active
search, training and examination for expert professionals in low endemicity areas (Bernardes et
al., 2017). It was also found that prevalence in schoolchildren, in endemic areas of Amazonian

populations, was 17 times greater than the officially reported rate (Pedrosa et al., 2018). Official
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data from Brazil show that about 50% of the population living in 19 of the 27 states are exposed
to either high or hyperendemic rates of infection. The estimated number of hidden cases of
leprosy is likely to be up to eight times higher than the prevalence in the area at any given time
(Salgado et al., 2018). Additionally, there have been limited studies evaluating the genetic and
epigenetic profile of household contacts. Consequently, it is imperative to conduct further
evaluation to identify new early diagnostic biomarkers as well as potential therapeutic targets.

Sex bias in leprosy

In general, a male preponderance over female has been reported in various epidemiological
studies on leprosy, although in recent years the difference between sex has decreased (Caceres-
Durén, 2022; Padhi and Pradhan, 2015; Peters and Eshiet, 2002; Van Veen et al., 2006). Several
factors traditionally attributed to women, especially in countries like India, such as low status,
more limited mobility, analphabetism, and poor knowledge of the disease, could be responsible
for the underreporting of cases of women affected by leprosy (Sarkar and Pradhan, 2016). The
genetic background between men and women may also be involved in the immune response
against M. leprae. To date, no large-scale study has reported the contribution of genetic factors
to sex bias in leprosy. Although social and behavioral factors could contribute to male bias in
leprosy, the role of variants in sex chromosomes has not been studied (Fava et al., 2020). Sex
chromosomes are generally not analyzed by GWAS due to various factors. However, X
chromosome is known to carry several genes related to the immune system that could contribute
to sexual bias in leprosy (Jaillon et al., 2019). A study in Brazil found that polymorphisms in
the TLR1 gene were associated with greater protection against leprosy in females (Alvarenga et
al., 2018). Another study, also in Brazil, associated polymorphisms in TNFa gene as protector
against LL pole in women. Increased production of TNFa results from decrease in IL-10, a
proinflammatory cytokine that inhibits synthesis of anti-inflammatory cytokines and activation
of T cells (Santos et al, 2002). Because of this sex bias it would be important to find sex-specific

diagnostic biomarkers for leprosy.

Our study showed, for the first time, a differential expression of miRNAs by sex in leprosy

patients. Although there was no statistical significance, has-miR-126-5p, has-15a-5p and has-
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let7f-5p were downregulated in male LP. In addition, the expression of hsa-miR-1291 was
significantly more elevated in male LP patients than in females LP, suggesting it as a potential
specific biomarker for males. It was predicted that this miRNA would regulate the AQP1 gene
and that SNP increases the affinity of has-miR-1291 resulting in a decrease in AQP1 gene
expression (Fabrega et al., 2011). AQP1 can also be involved in hydration and skin dryness and
loss of elasticity, which are well known signs of leprosy and may be involved in the loss of
sensation or leprosy pain, but with unrecognized physiopathology (Verkman et al., 2005;
Salgado et al., 2018).

In females, hsa-miR-144-5p, hsa-miR-20a-5p, and hsa-miR-16-5p appear to have the best
potential as biomarkers to discriminate between the comparisons (Table S5). This result
coincides with those previously published by Salgado et al (2018), where the differentially
expressed miRNAs were downregulated. It should be noted that all samples sequenced in the
miRnoma were from male patients. The expression of miRNAs in leprosy patients was found to
be differentially regulated between males and females which may contribute to the sexual bias
observed in this disease. This sexual bias could also be influenced by the hormonal dependence
of M. leprae, or by hormonal imbalances during the disease (Ree et al., 1981). In fact,
individuals with the LL form of leprosy often present alterations in various endocrine and sexual
hormones, which could be related to the disease's progression (Dabi et al., 2022). Therefore, the
crosstalk between sex hormones and immune effectors emerges as one of the main candidate
drivers of gender differences in infectious disease susceptibility, as previously reported (Guerra-
Silveira, Abad-Franch, 2013).

Apoptosis, autophagy, mitophagy and cell cycle are dysregulated in LP

Functional enrichment analysis revealed participation of pathways involved in apoptosis,
autophagy and mitophagy. Although the role of apoptosis during M. Leprae infection is not yet
clear, this is a defense mechanism against pathogens. There are studies that demonstrate pro-
apoptotic effects (Ajith et al., 2005; Hernandez et al., 2003, Quaresma et al., 2010; Quaresma et
al., 2014) and others that demonstrate anti-apoptotic effects (Hasan et al., 2006; Rodrigues et al,

2010). In addition, there also are studies that suggest a modulation of apoptosis mechanisms in
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the spectrum of the disease with low levels of apoptosis in the LL pole and high levels in the
TT pole (de Souza et al., 2010). Comparisons of lesions between polar forms revealed that
apoptosis is more frequent in TT patients suggesting that activation of apoptosis could act
containing the multiplication of mycobacteria (Walsh et al., 2004). High levels of apoptosis
could favor the control of the bacillary load observed in TT patients and low apoptosis rate in
LL patients could contribute to the persistence of mycobacteria (Ajith et al., 2005). MiRNAs
that regulate anti-apoptotic genes such as BCL2 and AKT3 were found to be upregulated in LP,
which could be associated with a pro-apoptotic state. In particular, when comparing the
expression of MiRNAs between the two poles, hsa-miR-15a-5p showed a 4-fold lower
expression in BL-LL form, suggesting a lower downregulation of its target genes BCL2 and
AKT3 in these patients. This might result in an anti-apoptotic profile in this pole which is
associated with a decrease in immune response. Conversely, it was found that hsa-miR-16-5p
expression, that also regulates BCL2 and AKT3, was increased by 10-fold in the BL-LL pole,
which may contribute to a pro-apoptotic profile in these patients. Also, AKT inhibits the
expression of proapoptotic genes YAP1 and FOXO3, while stimulating the expression of the
antiapoptotic gene MDM4 (Salgado et al., 2018). YAP1 is also targeted by hsa-miR-15a-5p and
hsa-miR-16-5p. This deregulation leads to a lack of control in the apoptosis related pathways in
LP (Figure 4).

In addition to this, BCL2L11 gene, which encodes a member of the BCL2 family that promotes
apoptosis (O'connor, 1998), is regulated by hsa-miR-20a-5p. This miRNA was found to be
expressed 12-fold higher in the BL-LL form leading to an anti-apoptotic state in this form, which
is associated with a less effective immune response. Bim protein is a crucial factor in initiating
apoptosis and shaping immune responses. (Sionov et al., 2015). Additionally, by inhibiting
SMAD4 and SMAD?7, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p and hsa-miR-144-5p could inhibit
apoptosis by activating the TGF-B signaling pathway (Yao et al., 2018; Zou, 2011). Notably,
hsa-miR-144-5p was found to be expressed 38-fold higher in BL-LL form. Besides, VEGFR2 is
recognized for its involvement in Mycobacterium. tuberculosis (Mtb) dissemination by inducing
angiogenesis, whereas VEGFA, its corresponding ligand (Salgado et al., 2018) is targeted by
hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p, playing an important role
in the regulation of apoptosis. Upon M. leprae infection, IFGR1, the receptor of IGF1, is
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activated in macrophages and Schwann cells, which in turn inhibits apoptosis and promotes cell
survival. This leads to the production and secretion of IGF, which further stimulates cell survival
and pathogen proliferation (Batista-Silva et al., 2016). In general, all these findings indicate a

dysregulation at various levels in the apoptosis process in leprosy patients (Figure 4).

Autophagy has been associated with immune responses against intracellular pathogens such as
Mtb and it can be induced by IFN-y to inhibit intracellular survival of mycobacteria (Harris et
al., 2009). Hsa-miR-15a-5p and hsa-miR-16-5p regulate IFNG gene affecting the process of
autophagy. Conversely, Th2 cytokines IL-4 and IL-13 inhibit autophagy in macrophages (Harris
etal., 2009). The role of autophagy in the immunopathogenesis of leprosy is not fully understood
but M. leprae infection can alter host cell autophagy as an immune escape mechanism.
Proinflammatory cytokines can induce autophagy in TT pole lesions, while BCL2 family
members can alter autophagy induction in LL pole lesions (Silva et al.,2017). Studies have
shown that T1R patients had hypo-regulation of autophagy associated with hyper-regulation of
TLR2 and MLST8 (de Mattos Barbosa et al., 2018).

Mitophagy is important for the removal of redundant and damaged mitochondria to maintain
cell survival and viability in response to injury, trauma, and infection. Ineffective removal of
damaged mitochondria can cause chronic systemic inflammation and the development of
inflammatory diseases (Gkikas et al., 2018). HIF1A, a transcription factor that responds to low
oxygen availability and plays a regulatory role in response to a variety of molecular signals of
infection and inflammation and induce autophagy (Gladek et al., 2017; Santos and Andrade,
2017), is targeted by hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-106b-5p in LP. As previously mentioned,
hsa-miR-20a-5p was found to be increased 12-fold in the BL-LL pole, thereby altering
mitophagy in these patients. Mitochondrias are known to play a role in the immune response
and have been implicated in various infectious diseases, including mycobacterial infections
(Sousa and Cavalcante, 2022). Furthermore, mitophagy also plays a role in the differentiation
of M1 or M2 macrophages, which could provide a link between the immune response and the
metabolic phenotype observed in leprosy. Additionally, mitochondrias play a role in the nerve
damage detected in leprosy patients (van Hooij and Annemieke, 2021).
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Cell cycle regulation is a crucial process for maintaining proper cellular function. AKT3 plays a
vital role in this process, as well as in apoptosis (Chang et al., 2014; Chang et al., 2015; Wang
etal., 2017). It was showed that that overexpression of has-miR-16-5p and knockdown of AKT3
led to a significantly decreased number of cells in the S phase and a significantly increased
number of cells in the GO/G1 phase, coinciding with the suppression of cell survival (Wang et
al., 2020). Additionally, disruption of AKT3 has been shown to significantly reduce neuron
viability and axon length and can actively participate in neuronal death and pathologies
associated with uncontrolled cell growth (Diez et al., 2012). Impairment of nerve function in
leprosy often results in chronic deformities and disabilities. Cumulative nerve damage affects
sensory, motor, and autonomic systems, and is typically characterized by nerve enlargement.
LL patients with clinical nerve function impairment are at a high risk of further nerve function
deterioration (Wilder-Smith and Wandosell, 2008).

Other genes related to cell cycle are targeted by several miRNAs studied. The tumor suppressor
gene PTEN is targeting by hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-26b-5p and hsa-miR-106b-5p. This gene
is involved in critical cellular processes such as survival, proliferation, energy metabolism and
cellular architecture (Song et al., 2012, Huang et al., 2012). Hsa-miR-15a-5p and hsa-miR-16-
5p, have been found to target the TP53 gene, which is not only crucial for the immune response
but it also plays a role in antibacterial activity. As well, it was showed that inhibition of IGF1R
reduces TP53 and MDM2 translation through a gene-specific mechanism (Xiong et al., 2007).
IGF1R is targeting by hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p which also leads to downregulation of
the TP53 gene in LP affecting apoptosis (Figure 4). These miRNAs were increased by 10 and
15-fold, respectively, in the BL-LL pole. A study on Mtb found that TP53-deficient
macrophages failed to control the mycobacteria, manifesting in a lower rate of apoptosis and
greater intracellular survival of the pathogen (Lim et al., 2020). In addition, the
PIBK/AKT/PTEN signaling pathway plays a role in regulation of apoptosis and autophagy
(Paul-Samojedny et al., 2015).

Cyclins (CCND1, CCND2 and CCNEZ1), cyclin-dependent kinases (CDKN1A and CDKG6) and
RB1 are also being target of several miRNAs studied. All of them contribute to activation of

downstream E2F transcription factors, which in turn can cause uncontrolled cell proliferation
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and ectopic cell divisions (Johnson et al., 2016). E2F targets are involved in cell cycle
regulation, glycolysis, fatty acid metabolism and mitochondrial functions (Bracken et al., 2004;

Benevolenskaya and Frolov, 2015).

Overall, this evidence suggests that leprosy disrupts the cell cycle at various stages and may
also modulate apoptosis, autophagy, and mitophagy, potentially contributing to pathogen

survival.

Immune effector cells activation

For a long time, the main interpretation of the host defense response was based on the
characterization of the Th1/Th2 paradigm. However, new approaches have emerged that have
changed the interpretation of this paradigm in the polar forms of the disease, especially with the
identification of other subtypes of T lymphocytes such as Th9, Th17, Th22 and Tregs (de Sousa
et al., 2017). Precisely, Th1-Th2 and Th17 differentiation pathways were shown to be enriched
in our study with several genes being regulated by miRNAs evaluated. IFNG is targeted by hsa-
miR16-5p, that presented a 10-fold higher expression in BL-LL patients than in BT-TT patients.
A greater production of IFN-y has been demonstrated in BT-TT individuals during primary
response to infection by M. leprae (de Almeida-Neto et al., 2015). Several studies have reported
that IFN-y and TNF-o have an important role in immune protection. IFN-y activates
antimicrobial mechanisms, inducing inducible NO synthase production, leading to production
of nitric oxide, an important microbicide that destroys the bacillus by releasing free radicals
(Moubasher et al., 1998). IFN-y also induces macrophages to produce TNF-o, leading to
activation of these same cells. It has been shown that TNF-a is present in serum of BT-TT
patients and absent in serum of BL-LL patients, indicating that bacillus destruction and
granuloma formation must be related to presence of this cytokine (Murray et al., 1985; Madan
etal., 2011).

LL form is associated with a greater number of lesions with presence of foamy macrophages

and globes. There is a predominance of a Th2 lymphocyte response in this polar form which
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induces the production of cytokines such as IL-4, IL-10 and TGF-B that inactivate the
microbicidal response of macrophages facilitating the bacillus survival. This type of response
produced by Th2 cells negatively regulates the Thl response by inhibiting the microbicidal

response of macrophages at this pole (de Sousa et al., 2017).

Participation of Th17 cells and their main product IL-17 in immunology of leprosy was
confirmed. Some studies reported the presence of Th17 in ENL reactions expressing low IL-17
in the skin (Martiniuk et al.,2012). Others studies have reported that the IL-17F isomer is
associated with reversal reactions of leprosy (Chaitanya et al., 2012). It was also reported that
Th17 cells with the IL-17A signature and its IL-17C, D, F, E, and RORC isoforms are more
associated with BT-TT form both in skin lesions and in PBMC cultures induced by M. leprae,
suggesting its differential role in patients (Saini et al., 2013). Also, a positive correlation
between IFN-y and I1L-17 was established, as well as the differentiation of the frequency of these
cells between TT and LL individuals (de Almeida-Neto et al., 2015).

Upregulated miRNAs hsa-miR-20a-5p and hsa-miR-106b-5p control SMAD7 gene and has-
miR-15a-5p and has-16-5p control CHUK gene. Low levels of SMAD7 may result in an increase
in TGFBR1 gene, with more TGF- capture contributing to the immunosuppressive profile in
LP. CHUK inhibits the NF-kp1 and COX2 inflammatory pathway (Salgado et al., 2018) (Figure
4).

Of the nine miRNAs evaluated, hsa-let7f-5p was the only one that was shown to be
downregulated (although with not statistical significance) in LP. Studies in Mtb-infected
macrophages also revealed this RNA being downregulated. Has-let-7f-5p targets A20, a
feedback inhibitor of the NF-kp pathway. It was shown that Mtb-infected mice have a lower
expression of hsa-let7f and a higher expression of A20 during infection progression.
Macrophages with decreased expression of A20 showed reduced survival of Mtb and
concomitantly produced lower levels of TNF, IL-1B, and nitrites (Kumar et al., 2016). These
observations suggest that a comparable mechanism may also be involved in the pathogenesis of

leprosy.
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5. Final considerations

A good diagnostic test will recognize M. leprae infected people at risk of developing diseases
or leading to their spread. Hence, identification of new blood-based biomarker in leprosy is a
need to also switch from leprosy management to prevention of infection. The advantages of
blood biomarkers lie in their high accessibility and practicality as blood is an easily obtainable
and non-invasive sample compared to a skin or nerve biopsy. This makes blood biomarkers a
valuable tool for leprosy diagnosis especially in the early stages for patients who are

asymptomatic.

In conclusion, it is known that altered expression of miRNAs occurs in various types of diseases,
cancer being one of the most studied. Research has provided a better understanding of
pathophysiological mechanisms of different diseases at the molecular level, some of which have
shown peculiar patterns in miRNA expression that allow their molecular classification. In
addition, differential expression of these molecules in diseases have been object of study for
search new biomarkers with prognostic, diagnostic and therapeutic potential. However, studies
with miRNAs in infectious diseases are emerging, they are still not enough, mainly in leprosy.
We found that hsa-miR-144-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-1291 and hsa-miR-106b-5p are
potential candidates for leprosy early biomarkers. These miRNAs seem to play an important
role in the pathogenesis of the disease and could be used as new biomarkers for early diagnosis
in order to decrease or stop its transmission and prevent the development of the most advanced

stages of the disease.

Limitations: the present work presents a preliminary study of the modulation of miRNAs as a
component of the host response. One of the limitations of our study was not considering the
comorbidities of the participants, since many of them were unaware of the presence of other
possible diseases that they might be suffering. Other forms of leprosy were not included in our
study due to the low number of samples obtained. In addition, a larger number of samples is
necessary to establish a better relationship between the miRNAs evaluated and the development

of the disease.
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Figure 1. Expression level of studied miRNAs. A) Expression level of miRNAs betweem non-LP and

LP. B) Expression level of miRNAs between non-LP and BT-TT and BL-LL poles. *p-value < 0.05;

**p-value < 0.001; ***p-value < 0.0001; p-value adjusted by FDR correction.
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Pro-apoptotic profile in BT-TT form. MiRNAs that target anti-apoptotic genes BCL2, AKT3 and PTEN
were more upregulated in BT-TT form consequently leading to a pro-apoptotic profile. Furthermore,
miRNAs that target pro-apoptotic genes BCL2L11, YAP1 and SMAD4/SMAD7 and
autophagy/mitophagy-related genes like IFNG and HIF1A were less upregulated in this form, leading to
an apoptotic profile and a more autophagic/mitophagic profile in the BT-TT pole. B) Anti-apoptotic
profile on BL-LL form. Conversely, the differences in miRNAs expression between disease forms lead
to an antiapoptotic profile and the inhibition of autophagy/mitophagy in BL-LL form. Genes in red are
targeted by the upregulated miRNAs in our study and genes in green are not direct targets of the studied
miRNAs.

Tables

Table 1. Clinical characteristics of samples

Variable Non-Lp (n = 49) LP (n =59) p-value
Sex
Male 25 24 0.428
Female 24 34
Age 37.40+16.11 45.89 + 16.44 0.01°
Bacilloscopy BT-TT BL-LL
Negative 49 33 0 < 0.0001°¢
Positive 0 0 26
Anti-PGL1 BT-TT BL-LL
Non-reactive 49 3 0 0.25¢
Positive 0 30 26
RLEP -gPCR BT-TT BL-LL
Undetermined 49 4 1 0.37°¢
Positive 0 29 25

a2 test; P Wilcoxon test; ¢ Fisher exact test.
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Table 2. Potential miRNA biomarkers for leprosy

MiRNA

hsa-miR-144-5p

hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-1291
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-126-5p

hsa-let7f-5p

Non-Lp
vsLp

X X X X 4 4 4 «

p-value

2.9e-07

2.7e-09
1.2e-07
1.1e-06
2.8e-06
1.1e-04
0.03

ns

ns

AUC

0.82

0.82

0.81

0.79

0.76

0.72

0.56

Non-Lp
vs BT-TT

v

X X X X X 4 4 «

p-value

8.1e-04

5.7e-06
2.5e-05
1.3e-05
2.4e-03
7e-02
ns

ns

ns

AUC Non-Lp
vs BL-LL
0.76 v
0.80 v
0.80 v
0.82 v
0.72 v
0.68 X
0.68 X
- X
X

p-value

8.1e-04

5.7e-06
2.5e-05
1.3e-05
2.4e-03
7e-02
ns

ns

ns

AUC

0.81

0.81

0.82

0.79

0.76

0.72

BT-TT vs

BL-LL

v

X X X X X X X X

p-value

7.9e-03

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

AUC

0.76
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Table 3. List of genes that were potentially targeted by two or more differentially expressed
mMiRNAS

- NO
Gene MiRNA MiRNAS
CCND1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p 4

CCND2 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
CCNE1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-144-5p

PURA hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
CCND1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
VEGFA hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p

WEE1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
APP hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p

BCL2 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-20a-5p

PTEN hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-106b-5p

RB1 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-106b-5p

AKT3 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p

ATG16L1  hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
BCL2L11  hsa-miR-20a5p, hsa-miR-106b-5p
BDNF hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
BMI1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
BRCA1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
CADM1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
CDK®6 hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p
CDKN1A  hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
CHEK1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p

CHUK hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
E2F1 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
HGF hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p
HIF1A hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
HMGA2 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
IFNG hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
IGF1R hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p
MYB hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
PTGS2 hsa-miR-16-5p, hsa-miR-26b-5p
RBL1 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
RBL2 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
RECK hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p

RUNX1 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-144-5p
RUNX3 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
SMAD4 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-144-5p
SMAD7 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p

SOX5 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
STAT3 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
TCEAL1 hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-106b-5p
TP53 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p

WNT3A hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p
YAP1 hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-16-5p

NN NPNNPNPNDPNPDNPDNDNDNDPNPDNPDNNDDNDPNPDNODNDNNNDPNPDNONDNNDNNDPNPDNONDNNDNNDNPNDMNNDNNNNDNMNNDMNNNOOOORSERREDEEDSESRD
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Supplementary table 1. Primers used in the study

Primer
has-miR-106b-5p-F
has-miR-126-5p-F
has-miR-1291-F
has-miR-144-5p-F
has-miR-15a-5p-F
has-miR-16-5p-F
has-miR-20a-5p-F
has-miR-26b-5p-F
has-let7f-5p-F
Reverse qPCR

RNUG6B-F

RNU24-F

Universal stem-loop

Sequence

5’>-TAAAGTGCTGACAGTGCAGAT-3’
5>-CATTATTACTTTTGGTACGCG-3’
5’-TGGCCCTGACTGAAGACCAGCAGT-3
5’-GGATATCATCATATACTGTAAG-3’
5’-TAGCAGCACATAATGGTTTGTG-3’
5-TAGCAGCACGTAAATATTGGCG-3’
5-TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG-3’
5-TTCAAGTAATTCAGGATAGGT-3’
5-TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT-3’
5’-CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT-3

5’- CGCAAGGATGACACGCAAATT CGTGAAGCGTTCCATATTTTT-
3’

5’-ATTTGCTATCTGAGAGATGGTGATGACATTTTAAACCAC
CAAGATCGCTGATGCA-3’

5°-
GAAAGAAGGCGAGGAGCAGATCGAGGAAGAAGACGGAAGAATG
TGCGTCTCGCCTTCTTTCNNNNNNNN-3°
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Supplementary table 2. ACt of miRNAs

Sample

C1
Cc2
C3
C4
C5
Cé6
c7
C8
C9
C10
C11
C12
C13
Cl4
C15
C16
C18
C19
C20
C21
C22
C23
C24
C25
C26
c27

Case_
Non-LP
Non-LP

Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP

Type

Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP

Endogen
ous
14,10

13,08
13,82
14,08
12,94
15,55
15,00
14,74
14,54
12,16
14,43
14,88
13,29
14,13
13,77
14,89
14,02
15,84
15,77
14,30
14,03
14,20
12,77
14,22
15,75
16,48

miR_15a_5p

6,45
5,74
6,61
6,74
2,17
8,46
4,00
511
0,67
1,87
4,15
8,05
1,54
3,23
3,70
3,57
6,13
6,12
7,14
9,36
2,30
2,36
2,16
2,92
8,13
1,83

miR_126_5p
4,61
8,22
9,58
9,13
3,38
8,92

6,81

10,93
8,48
7,49
9,61
5,45
6,19

7,58
7,54
9,41
721
9,81

5,96
551

miR_1291

10,61
12,75

11,37
13,45
13,95
12,83

10,94
10,28
10,81
10,38
11,54
11,18
13,14
12,15
11,84
13,72
13,41
14,62
14,42
14,13
11,73
11,19

miR_let7f_5p

13,10
15,53
13,03
10,28
9,80

17,19
12,83
17,12
18,93
13,06
15,89
14,80
6,27

11,56
14,05
14,94
13,25
14,43
9,41

1351
14,33
14,05
10,70
16,62
1343
11,61

miR_144 5p

14,69
17,24
18,41
18,29

19,69
20,15

18,91
15,35

15,58
17,37
18,50
17,14
16,44
14,48
16,25
17,11
17,23

17,77
15,17
14,88

miR_106b_5p

11,53
13,07
13,92
13,43
11,95
13,44
13,61
13,68
11,84
10,33
13,11
11,11
11,89
11,46
11,58
11,83
13,09
12,22
11,24
13,08
12,87
13,85
12,63
13,08
11,04
10,60

miR_16_5p

4,75
7,93
6,03
4,02
4,89
9,52
5,92
9,97
10,58
7,66
7,13
6,48
6,11
4,77
6,34
7,42
6,18
7,75
3,46
6,99
8,39
8,56
11,17
10,71
7,34
5,19

miR_20a_5p

9,17
13,41
8,37
7,11
8,34
10,72
9,84
11,61
11,56
9,52
10,96
10,64
10,02
9,46
10,63
11,31
10,39
11,11
7,99
8,68
10,86
11,80
12,49
12,59
10,34
9,35

miR_26b_5p

8,81
9,55
6,71
8,06
5,06
13,73
10,42
13,57
14,50
5,23
11,11
10,23
5,73
8,47
10,94
11,16
9,57
10,31
4,98
9,27
10,68
11,47
8,60
12,52
8,56
7,60
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C28
C29
C30
C31
C32
C33
C34
C35
C36
C37
C38
C39
C40
C41
C42
C43
C44
C45
C46
C47
C48
C49
C50
C17
P1

P10
P11
P13
P15

Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
LP

LP

LP

LP

LP

LP

Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
Non-LP
BT-TT

BT-TT

BT-TT

BT-TT

BT-TT

BT-TT

14,72
14,42
14,43
16,54
17,43
15,14
15,12
14,26
17,90
17,49
17,50
18,45
16,30
19,83
16,35
16,58
16,88
17,39
18,17
21,93
18,20
16,49
16,75
15,78
13,27
20,86
15,78
18,18
14,70

11,51
2,08
3,05
1,96
9,34
043
1,73
1,52
6,81
3,47
0,96
7,83
6,59
423
5,16
4,40
1,73
6,65
4,16
371
4,05
7,04
5,77

3,99

4,56

4,98
2,90

3,85
5,10
8,37
6,09
5,56
3,54
6,45
5,03
4,06
2,26
2,95
3,90

1,56
3,79
3,36
474
4,44
7,54

7,54
8,22
8,49

11,76

6,76
5,94

11,55
12,70
12,44
10,08
10,86
13,31
13,00
14,25
8,27
7,84
7,74
6,05
9,74
7,07
9,55
7,49
12,28
12,19
16,60
11,16
13,11
13,83
13,49
12,27
2,90
8,32
9,40
9,29
733

9,12
8,60
5,55
6,55
3,25
5,06
4,24
7,84
4,86
4,65
3,40
5,93
8,26
4,23
391
3,62
7,90
5,10
1,25
3,48
5,54
6,35
2,64
10,98
8,61
7,67
12,98
7,21
12,47

16,01
14,32
17,08
16,28
13,18
16,23
14,92
17,62
14,27
14,22
16,89
1511
18,41
13,32
12,19
10,83
17,00
14,03
12,23
10,12
13,73

9,52
15,83

13,69
16,08
11,46
14,97

12,34
11,99
11,87
11,47
10,14
13,05
13,50
12,81
7,68
8,99
9,89
8,64
11,53
8,14
9,24
8,55
11,13
10,15
7,96
8,47
9,86
8,95
8,60
9,78

8,36
12,29
7,15
11,34

8,56
9,29
7,02
744
4,64
6,54
6,71
7,94
5,65
581
5,20
7,84
10,47
4,35
3,69
2,87
8,42
524
1,81
2,63
4,91
6,30
4,72
3,99

1,66
6,32
0,09
711

11,23
10,87
10,32
10,68
8,36
10,43
10,16
11,62
8,82
6,97
7,76
7,67
10,30
6,68
7,19
6,29
9,66
7,86
591
551
7,58
9,07
8,49
8,60
8,43
591
10,21
3,34
10,18

10,16
6,25
10,14
10,53
6,91
13,14
10,92
13,42
9,41
10,85
9,04
11,91
15,69
8,95
6,82
6,03
12,91
9,49
5,84
6,05
9,06
7,68
7,99
7,70
4,63
4,98
10,14
3,86
9,94
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P16
P18
P21
P22
P24
P25
P26
p27
P28
P29
P30
P3

P4

P40
P41
P43
P44
P46
P48
P6

P7

P8

P19
P35
P38
P39
P5

P2

P9

LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP

BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BT-TT
BL-LL
BL-LL

17,45
17,04
16,88
15,09
15,22
16,80
16,30
17,63
17,15
15,24
15,70
13,10
13,73
18,65
19,86
18,55
20,62
19,38
17,89
15,34
17,74
16,45
13,57
16,08
16,73
16,37
15,52
13,10
18,61

-0,91
-0,30
-0,26

1,18
3,18

6,43
7,56

1,57
4,36
8,97
0,26
-0,22

1,66
4,10
3,70

-1,58

1,59
7,55
7,38
0,88
5,26

6,87
5,01
3,19
7,16
4,08

6,10
4,44
5,38
4,29

7,76
2,69
-0,47

-1,04
748
6,80
4,66

9,71

8,19

6,78

2,65

6,12

10,45

11,37
10,65
8,78
6,27
8,50
10,43
9,17
9,58
10,03
5,25
14,14
1,86
7,63
8,50
8,35
8,61
7,36
9,32
11,73
10,22
10,31
11,33
11,93
11,72
543
9,83
-1,21
1,94
7,03

12,65
9,44
14,32
13,01
16,20
9,58
8,41
9,50
11,97
331
11,44

7,57
10,69
10,04

7,62
5,18
10,49
6,13
395
9,46
12,91
12,29
11,44
15,79

9,94

15,32
14,15
15,40
15,24
17,04
10,74
11,25
11,97
12,78

14,43

13,23

8,89

7,98

7,61

10,36

11,66

17,53

13,61

15,09
12,75

14,88

10,26
8,81
9,63
9,62
10,76
10,01
8,98
8,94
9,83

6,87

7,92
8,71
4,72
5,22
4,62
6,78
7,28
7,55
8,57
10,21
11,81
9,69
10,27
12,00

9,33

6,49
5,19
6,43
7,02
11,54
3,88
3,88
4,47
7,74
4,70
6,22

6,51
491
1,14
3,11
-0,08
0,57
3,22
4,69
191
3,76
6,09
5,94
5,22
8,49
2,85

6,43

9,54
7,69
7,25
8,11
10,14
5,85
5,53
6,38
8,23
4,97
7,68
9,10
10,34
6,99
2,86
3,69
2,35
3,60
4,82
8,04
5,85
8,76
8,51
7,64
7,03
9,03
2,93

8,68

11,81
7,57
10,69
7,89
13,56
6,39
7,49
8,87
10,83
1,70
8,82

9,81
8,56
1,78
-1,20
0,22
3,06
6,65
6,38
6,45
9,562
712
8,95
10,51
11,85
5,35

10,07
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P12
P31
P32
P36
P37
P47
P49
P50
P53
P54
P55
P56
P57
P58
P59
P60
P61
P62
P63
P64
P65
P66
N1

LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP
LP

BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL
BL-LL

16,81
16,69
16,30
18,95
20,63
18,52
16,78
22,18
15,86
15,46
22,61
19,91
19,05
17,31
16,52
18,14
17,18
15,72
18,10
15,88
18,35
16,43
17,00

7,50
1,64
2,57
5,61
585
4,79
1,47
2,37

0,73
3,63

6,33
8,02

6,41
6,69
5,96
7,46
5,74
7,68

7,88
6,15
4,93
2,12
321
7,67
3,78
4,11

2,09
511

7,84
9,54

9,11
5,38
711
9,51
6,86
8,90

10,75
11,43
11,19
8,33
7,17

4,24
6,66
9,48
10,25

9,35
5,85
11,45
11,08
10,68
11,02
11,50
3,17
4,14
8,49
8,13
10,93

11,71
11,28
8,76
8,12
10,04
9,41
3,33
5,76
7,33

5,74
10,47
9,50
11,67

12,13

15,04
7,94

13,40
11,98
12,22
9,75
12,31
9,95

6,85

3,68

7,38

9,87

10,03

10,78

12,72

10,60
11,62
7,61
7,83
8,23
7,56
7,18
3,90

6,06
8,88
8,92
12,45
9,84
11,94
9,35
13,57
10,09

9,62
12,03

5,27
5,39
2,44
1,79
3,47
2,45
2,04
-1,30
4,92

-1,95
0,67
2,25
3,70

4,05

7,98
1,74

5,75
5,88

8,36
8,19
5,06
3,47
6,27
2,76
3,92
0,59

1,85
4,87
4,92
8,05

8,32

11,03
6,32

5,75
9,57

9,02
9,04
3,66
4,28
6,71
5,61
2,52
1,70
3,30
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Supplementary Figure 1. Expression level of studied miRNAs in male samples. A) Expression level of
mMiRNAs between non-LP and LP. B) Expression level of miRNAs between non-LP and BT-TT and BL-
LL poles. *p-value < 0.05; **p-value < 0.001; ***p-value < 0.0001; p-value adjusted by FDR correction.
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Supplementary Figure 2. Expression level of studied miRNAs in female samples. A) Expression level
of miRNAs between non-LP and LP. B) Expression level of miRNAs between non-LP and BT-TT and
BL-LL poles. *p-value < 0.05; **p-value < 0.001; ***p-value < 0.0001; p-value adjusted by FDR

correction.
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Supplementary Figure 3. Expression level of studied miRNAs in positive PGL1 patients’ samples. A)
Expression levels of miRNAs between non-LP and LP. B) Expression level of miRNAs between non-
LP and BT-TT and BL-LL poles in female samples. *p-value < 0.05; p-value adjusted by FDR

correction.
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samples. *p-value < 0.05; p-value adjusted by FDR correction.
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Supplementary Table 3. Profile of differential expression for comparisons conduct

mMiRNAs

hsa-let-7f-5p

hsa-miR-126-5p
hsa-miR-144-5p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-26b-5p

hsa-miR-106b-5p

hsa-miR-1291
hsa-miR-16-5p

LP vs non-LP
Fold Change™

-1.15
1.22
11.27
1.57
7.60
6.31
4.87
8.5
5.42

padj*

0.61

2.9 x10-07
0.033

2.7 X10-09
1.1 x10-04
1.1x10-06
1.2x10-07
2.8x10-06

*1 Log?2 fold change; *2 p adjusted by FDR

BT-TT vs non-LP

Fold Change

-1.41
1.54
5.69
2.87

6.01
4.81
5.50
7.90
3.79

padj

1

8.1 x10-04
0.08
5.7x10-06
7x10-03
1.3x10-05
2.5x10-05
2.4x10-03

BL-LL vs non-LP

Fold Change

1.24
-1.11
38.22
-1.36
11.68
15.14
4.07
9.33
9.74

padj

1

2.3 x10-05
0.48
1.1x10-04
6.8x10-03
2.9x10-03
3.3x10-05
1.1x10-04

BT-TT vs BL-LL

Fold Change

1.75
-1.7
6.71
-3.9
1.94
3.15
-1.35
1.18
2.58

padj

1
7.9x10-03
0.06

0.23

0.17

0.58

0.8

0.08
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Supplementary Figure 5. ROC curves of studied miRNAs with statistically significant expression
between the groups in male samples. Area Under the Curve (AUC) with at least 0.75 was considered
as good ability in discriminating between comparations. A) ROC curve between non-LP and LP. B)
ROC curve between non-LP and BL-LL pole. C) ROC curve between non-LP and BT-TT pole.
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Supplementary Figure 6. ROC curves of studied miRNAs with statistically significant expression
between the groups in female samples. Area Under the Curve (AUC) with at least 0.75 was
considered as good ability in discriminating between comparations. A) ROC curve between non-LP
and LP. B) ROC curve between non-LP and BL-LL pole. C) ROC curve between non-LP and BT-

TT pole.
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Supplementary Table 4. Potential miRNA biomarkers for male LP patients

Non-Lp Non-Lp vs Non-Lp vs BT-TT vs

MiRNA Vs Lp p-value AUC BT-TT p-value AUC BL-LL p-value AUC BL-LL p-value  AUC
hsa-miR-1291 v 3.6e-05 0.85 v 3.7e-03 0.86 v 7.7e-04 0.85 X ns -
hsa-miR-20a-5p v 1.9e-03 0.77 X Ns - v 0.03 0.78 X ns -
hsa-miR-144-5p v 0.01 0.76 X Ns - v 4e-03 0.80 X ns -
hsa-miR-26b-5p X 0,03 0.73 X Ns - X ns - X ns -
hsa-miR-16-5p X 0.03 0.72 X Ns - X ns - X ns -
hsa-miR-106b-5p X 0.032 0.69 X Ns - X ns - X ns -
hsa-miR-126-5p X ns - X Ns - X ns - X ns -
hsa-miR-15a-5p X ns - X Ns - X ns - X ns -
hsa-let7f-5p X ns - X Ns - X ns - X ns -
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Supplementary Table 5. Potential miRNA biomarkers for female LP patients

miRNA
hsa-miR-144-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-106b-5p
hsa-miR-26b-5p
hsa-miR-1291
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-126-5p

hsa-let7f-5p

Non-Lp
Vs Lp

X X X X X 4 4 4 <«

p-value

1.8e-05
3.3e-05
8.1e-05
1.5e-04
1.9e-03
0.048
ns

ns

ns

e oo
0.85 v
0.83 v
0.79 v
0.80 v
0.73 X
0.68 X
- X
- p ¢
- p ¢

p-value

1.4e-03
8.6-04
3.6-03
1.2e-03
0.02

Ns

Ns

Ns

Ns

avc g
0.81 v
0.80 v
0.75 v
0.80 v
0.70 X
- X
- X
- X
- X

p-value

4.3e-04
8.6e-04
1.7e-03
0.03
0.03

ns

ns

ns

ns

avc gl
0.98 v
0.93 v
0.94 v
0.81 X
0.96 v
- X
- X
- X
- X

p-value

2.1e-03
0.02
0.02

ns

0.05

ns

ns

ns

ns

AUC

0.95
0.82

0.82
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Abstract

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. It mainly
affects the skin and peripheral nerves and continues to be a public health concern. In this
work, the transcriptome of 37 blood samples from leprosy patients (LP) and household
contacts without the disease (non-LP) was characterized. Differential expression analysis
showed several differentially expressed genes (DEG) between LP and non-LP, especially
related to apoptosis, autophagy, iron metabolism, cell cycle, and immune system.
Enrichment analysis results indicated possible important roles of autophagy, mitophagy,
ferroptosis, and pathways associated with the immune system. Anti-apoptotic genes
BCL2L1, HSPB1, E2F2, AKT1S1, SIAH2, and GSK-3 were found to be upregulated in
leprosy patients. Additionally, leprosy patients showed upregulated genes involved in
autophagy, such as ATG9A, TBC1D25, and WIPI2 and genes involved in ferroptosis and
iron metabolism, such as PINK1, SLC25A37, SLC48A1, NRF2, TFR2 and GLRX1. KANK2
and PIM1, involved in the control of VDR activation and function were also found
upregulated in LP group. Finally, SHISA7, MARCHF8, FOXO3, TSPAN5, WINK1, and RPIA
were able to discriminate with high accuracy between the LP and non-LP groups, showing

105



an AUC > 0.85. The identification of these new potential blood biomarkers may be useful

for the prevention and early diagnosis of leprosy.
Keywords: Leprosy, transcriptome, biomarker, apoptosis, cell cycle.
Introduction

Leprosy is a chronic granulomatous bacterial infection that primarily affects skin and
peripheral nerves. The disease is caused by intracellular bacteria Mycobacterium leprae
which produce a broad spectrum of the illness (Eichelmann et al., 2013). Several factors
such as the infectious agent (dose and frequency of exposure), genetics (Alter et al., 2011;
Cardoso et al., 2011; Zhang et al., 2009), nutrition (Dwivedi et al., 2019; Feenstra et al.,
2011), living conditions (Kerr-Pontes et al., 2004) and individual characteristics such age
and sex (Caceres-Duran, 2022; Padhi and Pradhan, 2015; Peters and Eshiet, 2002; Van Veen
et al., 2006; Vieira et al.,2018) influence the development of the disease. Host factors that
regulate susceptibility to leprosy and its diverse clinical forms are still largely unknown
(Eichelmann et al., 2013; Misch, 2010).

Currently, the disease remains a public health problem in several countries of the
world. In 2021, 140.594 new cases were reported globally (WER 2022). All forms of leprosy
are characterized by neurological involvement because the bacillus is an obligate
intracellular parasite that has a preference for the peripheral nervous system. M. leprae has
a slow replication, a long incubation period, and few genes controlling its metabolism
(Akama, 2009; Oliveira, 2021; Soares, 2017).

The most widely used classification system in Leprosy is the Ridley-Jopling
classification which classifies as a spectral disease. The polar tuberculoid form (TT),
characterized by a low bacterial load, mostly cell-mediated immunity and minor production
of specific antibodies and the polar lepromatous form (LL), characterized by a high bacterial
loads and response to infection with elevated production of antibodies as well as lower or
absent M. leprae-specific cell-mediated immunity. The clinically unstable borderline
spectrum, which includes the borderline-tuberculoid (BT), borderline-borderline (BB) and
borderline-lepromatous (BL) types, lies between these two polar forms, with BB being the

least stable form (Ridley and Jopplin, 1966). However, while developing multidrug therapy
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for leprosy, it became critical for the World Health Organization (WHO) to establish a
simplified operational classification to differentiate between different forms of the disease
and therefore facilitate adequate treatment. Thus, patients are classified as paucibacillary
(PB) if they present up to five skin lesions and multibacillary (MB) if they present six or
more lesions. This operational classification is helpful for fieldwork because it doesn't
require expertise in assessing skin lesion morphology or applying the slit-skin smear
examination. However, different studies have shown that it has some flaws (Gupta et al.,
2012; Rodrigues Junior et al., 2016; Parkash, 2008).

Household contacts of leprosy patients are at the highest risk of developing the
disease. To prevent the disease from spreading, chemoprophylaxis is recommended for these
individuals according to the WHO 2018 guidelines (WHO, 2018). Clinical signs or
symptoms, such as loss of sensation on hypochromic or infiltrated skin lesions that can be
accompanied by muscle weakness, nerve damage, pain or loss of function can be used for
diagnosis of leprosy, that usually occurs at an advanced stage of the disease (Gobbo et al.,
2022; Moura et al., 2008). Therefore, biomarkers that can identify who will develop leprosy
after being exposed to the bacteria would be useful in targeting preventative measures.
Several studies have attempted to find biomarkers for early detection of leprosy based on the
host immune response (Chen et al., 2019; Queiroz et al., 2019; van Hooij et al., 2016; van
Hooij et al., 2017; van Hooij et al., 2018; van Hooij et al., 2019), the pathogen (Bariberi et
al., 2019; Gama et al., 2018) or a combination of both (Cardona-Castro et al., 2008; Martins
et al., 2010; Santos et al., 2018). To aid in the diagnosis of leprosy, methods such as
identifying the repetitive element RLEP through gPCR (Carvalho et al., 2018; Gobbo et al.,
2022) and detecting anti-M. leprae phenolic glycolipid I (PGL-I) IgM in the blood are
utilized (Moura et al., 2008). However, current diagnostic methods are not sensitive enough
to identify paucibacillary leprosy which has low concentrations of bacteria (van Hooij et al.,
2019; Ti6-Coma et al., 2020). PCR and anti-PGL-1 IgM are also inadequate predictors of
disease in household contacts of leprosy patients, because they may still test positive for both
methods (Ti6-Coma et al., 2020; van Hooij et al., 2016; van Hooij et al., 2020). Combining
other host proteins may be useful in diagnosing leprosy and detecting M. leprae infection,
but further research is needed (Goulart et al., 2008). Transcriptomic analysis of differential
gene expression (DGE) represents an effective approach for identifying new biomarkers for

leprosy diagnosis (Ti6-Coma et al., 2021). RNA-Seq, an unbiased and high-throughput
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technique that includes the whole transcriptome instead of a gene selection, has been
successfully used to prospectively identify correlates of risk for leprosy reaction as well as
for tuberculosis (Ti6-Coma et al., 2019). Few studies have employed transcriptomics to
identify a biomarker risk signature for leprosy diagnosis. Gene expression of LDR and CCL4
in nerve biopsies identified up to 80% of patients with pure neural leprosy (Guerreiro et
al.,2013). It was proposed a 4-gene signature, designated RISK4ALEP (MT-ND2, REX1BD,
TPGS1 and UBC) with a discrimination power of 86.4% between leprosy patients and
household contacts (Ti6-Coma et al., 2021). Likewise, it was proposed a signature formed
by four miRNAs (miR-101, miR-196b, miR-27b, and miR-29c) using skin biopsies that could
discriminate patients with leprosy with a sensitivity of 80% and a specificity of 91% (Jorge
et al.,2017). Characterization of genetic patterns associated with forms of leprosy may lead
to the development of better diagnostic tools and therapeutic interventions targeted to the
main biological pathways affected (Leal-Calvo et al., 2021). For this reason, this study aimed
to characterize the global expression profile of genes in leprosy patients and healthy
household contacts in order to identify potential biomarkers for early diagnosis of the disease

and relate them to the immunopathology of the disease.
Methods
Biological material and clinical data collection

In total, 37 blood samples were collected from 18 leprosy patients (LP) (7 from
lepromatous-lepromatous pole -LL- and 11 from tuberculoid-tuberculoid -TT- pole) before
starting MDT treatment at the Dr. Marcello Candia Reference Unit in Sanitary Dermatology
of the State of Par4, in Marituba, Brazil, and 19 non-consanguineous and healthy household
contacts of leprosy patients (non-leprosy group -non-LP-). After collection, all samples were
stored in RNAlater (SIGMA R0901) and immediately frozen at -80°C. This study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics
Committee of the Institute of Health Sciences at the Federal University of Para
(26765414.0.0000.0018). All individual participants provided informed consent.
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RNA extraction and library preparation.

Total RNA was isolated from peripheral blood using TRIzol reagent (ThermoFisher,

Waltham, MA, USA, catalog #15596018), according to manufacturer’s instructions.

The purity and concentration of RNA samples were measured using the NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). RNA samples that achieved
adequate purity ratios (A260/A280 = 1.9-2.1) were used for subsequent analyses (Bustin,
2009). RNA integrity was also checked on 1% agarose gels containing SYBR® DNA gel
stain (Invitrogen). After RNA extraction, 37 libraries were synthesized and sequenced using
a NextSeq 500 System (lllumina, USA).

NGS read quality control, alignment and quantitation

After sequencing, expression quantification was scored with htseg-count v0.6.0
based on STAR v2.6.1, alignments and the results were normalized and analyzed using
Bioconductor-DESeq2 v1.32.0 package with R statistical software. Adjusted p value < 0.05
were considered statistically significant. An automated pipeline was created using Targets
package (v.0.12.0). For each set of data, contrasts between non-LP and LP were analyzed,
with the Benjamini-Hochberg methods with a = 0.05 and Independent Hypothesis
Weighting (IHW v1.20.0) being used to correction of significance values due to multiple

hypotheses. PCAs and heatmaps were created in R statistical software.

Functional enrichment analysis

Enrichment analysis of DEG were conducted in Gene Ontology (GO) (Ashburner et
al; The Gene Ontology Consortium, 2020), KEGG and Reactome pathways using
ClusterProfiler (Yu et al.,, 2012). Interaction networks and enriched pathways were

constructed using cnetplot () function in R.

Receiver operating characteristic (ROC)

In order to verify if gene expression was able to distinguish LP from non-LP,
Receiver Operating Characteristic (ROC) curves and Area Under the Curve (AUC) were

calculated using the pROC package in RStudio statistical software (ver. 4.2.2), For graphical
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analysis of gene expression, data were normalized to RPKM, and genes that showed an AUC

> (0.85 were considered to be good potential biomarkers.
Results
Samples characteristics.

After clinical and histopathological assessments, bacilloscopy, and gPCR, all leprosy
patients were classified according to Ridley and Jopling's criteria for disease, resulting in 11
TT patients and seven LL patients. The 19 non-LP samples were obtained from household
contacts with no clinical signs and tested negative for bacilloscopy, Anti-PGL-I and RLEP-
gPCR (Table 1). All LL samples had positive bacilloscopy, while all TT samples had
negative bacilloscopy, which is in accordance with the expected characteristics of these
leprosy subforms. Twelve (63.16%) TT samples were non-reactive for Anti-PGL-I and one
(9.09%) was undetermined by RLEP-gPCR. One (14.23%) LL sample was non-reactive for
Anti-PGL-1 and all seven (100%) LL samples were positive by RLEP-qPCR (Table 1).

Table 1. Clinical characteristics of LP samples

Variable LP (n=18)
TT(n=11) LL(n=7)
Age 38.73+16.83 47.86+14.26
Bacilloscopy
Negative 11 (100%) 0 (0%)
Positive 0 (0%) 7 (100%)
Anti-PGL-I
Non-reactive 8 (72.72%) 1 (14.23%)
Positive 3 (27.28%) 6 (85.71%)
RLEP -gPCR
Undetermined 1 (9.09%) 0 (0%)
Positive 10 (90.91%) 7 (100%)

Differential Expression Analysis

After quality control, alignment, and transcript quantitation, all transcript fragments

were identified. From these sequences, between 1 and 2 million reads per sample (in most
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samples) were recognized as mRNA genes, identifying a total of 358 DEG in LP when
compared to non-LP, with 298 genes upregulated and 60 genes downregulated (Figure 1A).
1414 DEG were also found between LL vs non-LP, being 825 upregulated and 589
downregulated. 436 genes DEG were also found between LL vs TT forms, with 315
upregulated and 121 downregulated. Comparisons between TT and non-LP showed no

differentially expressed genes.
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Figure 1. Volcano plot with DEG between LP vs nonLP

PCA results suggest that the differences in gene expression patterns between LP and
non-LP are not significant enough to be clearly distinguished using this tool (Figure 2A).
However, when looking at the different clinical forms of leprosy, the LL group appears to
have distinct gene expression patterns that separate it from both the non-LP group and the
TT group (Figure 2B).
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Figure 2. Principal Component Analysis (PCA) between comparison. A) PCA LP vs non-
LP. B) PCA non-LP vs Clinic Forms (TT and LL)

Enrichment analysis

Enrichment analysis of DEG in GO showed processes that are related to leprosy,
mainly apoptosis, autophagy, iron metabolism, cell cycle and immune system such as:
development, differentiation and homeostasis of myeloid cell and vitamin D receptor
signaling pathway (Figure 3A). Enrichment analysis conducted in KEGG and Reactome
reveals autophagy, mitophagy, ferroptosis and some pathways related to immune system

(Figura 3B-C), all of which can play important roles in leprosy.
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Figure 3. Functional enrichment analysis of the DEG. A) Gene ontology (GO). B) Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). C) Reactome enrichment

113



Evaluation of potential biomarkers for leprosy

To construct the ROC curves, the most differentially expressed genes were selected
using the LFC>1 and p<0.05 filters, with 10 upregulated and 9 downregulated genes being
selected. Among the upregulated genes, six (SHISA7, MARCHF8, FOXO3, TSPANS,
WINK1 and RPIA) were able to discriminate with high accuracy between LP and non-LP
(AUC>0.85, Figure 4A-F). Likewise, among the downregulated genes, two (RBBP4P2 and
PSAT1) were also able to discriminate with high accuracy between LP and non-LP
(AUC>0.85, Figure 4G-H).
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Figure 4. ROC curves of DEG with LFC>1 and p=0. Between LP and non-LP. Area Under
the Curve (AUC) with at least 0.85 was considered as good ability in discriminating between
comparations. A) SHISA7. B) MARCHFS8. C) FOXO3. D) TSPANS. E) RPIA. F) RBBP4P2.
G) PSATL.
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Discussion

Understanding the transcriptome is essential for interpreting the functional elements
of the genome and revealing the molecular constituents of cells and tissues and also for
understanding the development and disease. Transcriptomic studies provide insights into the
genes that are turned on or off in response to different environmental or pathological
conditions (Wang et al., 2009).

Here, we characterized a blood leprosy transcriptome in an amazon population.
Leprosy is a significant public health concern in the Amazon region, with Brazil having the
second place at the highest number of cases globally. The Amazon region is considered an
endemic area for the disease with a high incidence of leprosy cases reported (Barreto et al.,
2014; Brasil, 2023; Da Silva et al., 2018; Gobbo et al., 2022; Silva et al., 2018). Several
factors contribute to the high incidence of leprosy in the Amazon population, including
poverty, poor living conditions, and limited access to healthcare services. Leprosy diagnosis
is typically delayed and early diagnosis is challenging due to limited healthcare providers
and professionals capable of identifying the disease. Such delay in diagnosis can result in
the progression of the disease to its advanced stages, increasing the likelihood of
transmission and compromising the quality of life of those affected (Alencar et al., 2012;
Wilder-Smith and Van Brakel, 2008). In general, transcriptomic studies have provided
valuable insights into the molecular mechanisms underlying leprosy, which can lead to the
development of new diagnostic tools, therapies, and drugs (Leal-Calvo, 2021; Ti6-Coma et
al., 2019; Ti6-Coma et al., 2021).

Apoptosis and autophagy are dysregulated in leprosy

Pathogenic microorganisms aim to avoid detection and destruction the longest
possible after invading a host. To achieve this, they modulate apoptosis in eukaryotic host
cells either by activation or inhibition. By doing so, pathogens can evade the host immune
system, allowing for sustained colonization and infection. Nevertheless, it is important to
note that apoptosis also plays a key role in the host defense against pathogens. The process

of apoptosis can regulate the immune response and limit the severity of infection (Favaloro
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et al.,2012). In our study, we founded the upregulation of several genes with anti-apoptotic
effects. BCL2 is involved in regulating apoptosis. Previous studies have shown that
repression of this gene is associated with the induction of apoptosis (Mcgarvey, 2004).
HSPB1 can inhibit apoptosis signaling caused by cellular stressors (Samali et al., 2001).
Overexpression of HSPB1 was found to protect against apoptosis triggered by endoplasmic
reticulum stress by enhancing the degradation of BIM, a pro-apoptotic protein in the BCL2
family (Kennedy et al., 2017; O'connor, 1998). E2F2 provides genomic stability to
activated T lymphocytes and plays a specific anti-apoptotic function (Mustafa et al., 2021).
AKT1S1 can decreases the levels of proapoptotic proteins and may lead to the inhibition
of apoptosis (Kim et al., 2013; Zhao et al., 2019). SIAH2 acts as important mediators of
death receptor mediated apoptosis through the modulation of caspase-8 activity (Christian
etal., 2011). The GSK-3 isoforms play regulatory roles in various cellular processes, such
as the cell cycle, apoptosis, DNA repair, tumor metabolism, invasion, and metastasis
(Martelli et al., 2021). It was showed that silencing GSK3A exerted their effects primarily
before TRAIL-induced caspase activation (Ovcharenko et al., 2007). Taken together, all
these evidences allow us to propose that leprosy leads to anti-apoptotic profile could be
modulated depending on the spectrum of the disease, in general driven by BCL2L1,
HSPB1, E2F2, AKT1S1, SIAH2 and GSK-3 genes.

Several studies have shown autophagy to be an important mechanism in the
elimination of various pathogens such as M. tuberculosis (Deretic, 2014), Escherichia coli
(Xue et al.,20117), Staphylococcus aureus (Wang et al., 2011) among others, including M.
leprae (Silva et al., 2017). M. leprae infection was found to alter host cell autophagy as an
immune escape mechanism, which is countered by Thl cytokine IFN-y stimulation.
Conversely, Th2 cytokines IL-4 and IL-13 inhibit autophagy in both murine and human
macrophages (Harris et al., 2009). Genes involved in autophagy, such as ATG9A, TBC1D25
and WIPI2, were found to be upregulated in LP that plays a crucial role in the early stages
of autophagy by contributing to the expansion of the phagophore membrane. ATG9A codes
for a protein that has a role in the expansion of the phagophore membrane in the early stages
of autophagy (Mailler et al., 2021). ATG9A interacts with AP2 and together with the
RabGAP protein TBC1DS5 is required for autophagosome formation (Popovic et al., 2014).
WIPI2 is a component of the autophagy machinery that controls the major intracellular

degradation process by which cytoplasmic materials are packaged into autophagosomes and
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delivered to lysosomes for degradation (Polson et al., 2010). Studies have demonstrated the
participation of autophagy in the skin immune response against M. leprae in both the polar
forms of leprosy. It was related that autophagy occur at basal levels in the LL pole while at
the TT pole is upregulated. Furthermore, proinflammatory cytokines present in the TT pole
may promote both apoptosis and autophagic induction. This implies that the autophagy
triggered by these cytokines in TT leprosy lesions may play a role in eliminating the
mycobacteria. (Silva et al., 2017). Finally, autophagy plays a complex role in the
pathogenesis of leprosy, both in the host defense against M. leprae and in the pathogenesis
of the disease (Watson et al., 2012).

Ferroptosis and iron metabolism

Ferroptosis is a type of regulated cell death that is characterized by iron-dependent
lipid peroxidation. It is regulated by several cellular metabolic pathways, including redox
homeostasis, iron handling, mitochondrial activity, and amino acid, lipid, and sugar
metabolism. Additionally, various signaling pathways relevant to disease are involved in
regulating this process (Jiang et al., 2021; Li et al., 2020). Ferroptosis has received increased
attention in the study of the pathophysiology of various infectious and noninfectious diseases
(Callea et al., 2016; Jorgensen et al., 2017; Morris et al., 2018). Ferroptosis is caused by a
redox imbalance between the production of oxidants and antioxidants, which is induced by
the abnormal expression and activity of several redox-active enzymes that either generate or

detoxify free radicals and lipid oxidation products (Tang et al., 2021).

Disbalance of Fe?*/Fe3* levels and cellular antioxidative capacity can lead to the
generation of toxic lipid peroxides called alkoxyl radicals, which ultimately results in lytic
cell death through the destabilization of membrane integrity (Miotto et al. 2019; Soustre and
Rakotonirina 1981). The degradation of PUFA by lipoxygenases can also induce lipid
peroxidation. The nature of lysis in ferroptosis differs from other forms of regulated necrotic
cell death where the failure of GPX4 activity in removing lipid hydroperoxides from
biological membranes leads to pore generation and micellization, resulting in irreversible
damage to membrane integrity (Agmon et al. 2018). The enzymes cyclooxygenases and
lipoxygenases compete for arachidonic acid and play important roles in modulating host
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defense and cell death following M. tuberculosis infection (Divangahi et al. 2009).
Lipoxygenases induce peroxidation of PUFA and are involved in ferroptosis, while
prostaglandins induced by cyclooxygenases promote cell viability by inducing GPX4
activity (Karuppagounder et al. 2018; Yang et al. 2014). Lipoxin A4 has a deleterious effect
on host cell response against Mycobacterium tuberculosis by promoting macrophage
necrosis, while PGE2 protects macrophages from necrosis and favors host resistance to M.
tuberculosis (Bafca et al. 2005; Behar et al. 2010; Chen et al. 2008). Ferroptosis has been
shown to be involved in M. tuberculosis-induced necrotic cell death, which is associated
with increased levels of intracellular labile iron, mitochondrial superoxide, accumulation of
lipid peroxides, and cellular necrosis (Amaral et al. 2019). A recent study has shown that M.
tuberculosis can take control of the epigenetic machinery within host cells, leading to the
induction of ferroptosis and ultimately promoting the pathogenicity and dissemination of the
pathogen (Gan, 2023). However, the exact mechanism through which M. tuberculosis
induces ferroptosis remains unclear. In leprosy, the distinction between M1 and M2
macrophages is not always clear-cut and there is a continuum of phenotypes between them.
Lepromatous macrophages, which typically express M2 markers, also exhibit some M1
characteristics, such as increased iron storage and reduced expression of the iron exporter
Ferroportin (Fpn-1) which may contribute to the survival of M. leprae inside these cells
(Pinheiro et al., 2018). Furthermore, iron may play a role in regulating indoleamine 2,3
dioxygenase expression through a mechanism involving IL-10. This may contribute to the
prevalence of the M2-like phenotype in LL lesions, which promotes phagocytosis and
survival of M. leprae within host cells (de Mattos Barbosa et al., 2017). Genes involved in
ferroptosis and iron metabolism were found to be upregulated in LP, such as PINK1,
SLC25A37, SLC48A1, NRF2, TFR2 and GLRX1. PINK1 mediates the degradation of
SLC25A37 and SLC25A28, therefore increasing mitochondrial iron accumulation (Li et al.,
2018). PINK2 plays role in degradation pathway and a special mitochondrial selection
strategy dependent on organellar topology under starvation (Guo et al., 2022). At the
ultrastructural level, cells undergoing ferroptosis frequently exhibit aberrant mitochondrial
morphology, characterized by mitochondrial swelling, changes in membrane density, and
rupture of the outer membrane. However, the role of mitochondria to the process of
ferroptosis remains controversial (Tang et al., 2021). SLC25A37 codes for a mitoferrin,
which is responsible for importing iron into the mitochondria and maintaining iron
homeostasis (Ali et al., 2022; Ni et al., 2020). Similarly, SLC48A1 is crucial for heme-iron
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recycling in mammals and is required for normal iron homeostasis (Simmons et al., 2020).
NRF2 is a key regulator of the cellular antioxidant response, controlling the expression of
genes that protect against oxidative and electrophilic stresses (Dodson et al., 2019). TFR2
codes for a glycoprotein that facilitates the uptake of iron into cells through receptor-
mediated endocytosis (Silvestri et al., 2014). Additionally, GLRX5 codes for a protein
involved in iron-sulfur (Fe-S) cluster biogenesis, which is essential for various biological
processes such as DNA repair and electron transport (Liu et al., 2014; Sankaran et al., 2021).
Given the role of iron in innate and adaptive immune response, understanding the
mechanisms underlying ferroptosis and iron metabolism in leprosy is critical and can provide

insight into disease pathogenesis and potential therapeutic targets.

Vitamin D response

The active form of vitamin D, 1,25 dihydroxyvitamin D3 (1,25D3), not only
regulates calcium and bone metabolism but also has an immunoregulatory role mediated
through binding to the vitamin D receptor (VDR) in monocytes, macrophages and activated
lymphocytes (Roy et al., 1999). There is evidence of abnormal metabolism of vitamin D
endocrine system in leprosy patients who typically present bone deformities. Genetic factors,
such as VDR, major histocompatibility complex (MHC) regions, TLRs, NRAMP1, NOD2,
PHEX, and ErbB-2 tyrosine kinase growth factor receptor, contribute to both vitamin D
status and leprosy (Lu’o’ng and Nguyén, 2012). In our study, KANK2 was found to be
upregulated. This gene encodes the steroid receptor coactivator (SRC)-interacting protein
(SIP), an ankyrin repeat containing protein, which sequesters SRCs in the cytoplasm and
controls transcription activation of VDR (Ramot et al., 2014). Vitamin D has been shown to
control several host immunomodulating properties through VDR gene and their deficiency
was found to be linked to an increased risk for several infections and metabolic diseases
(Singh et al., 2018). PIM1 was also found to be upregulated in our study. This gene codes
for a kinase that interacts with the DNA binding domain of the VDR. Studies in keratinocytes
have shown that when PIM-1 kinase is overexpressed, it increases the transcription of
endogenous calcitriol response genes and enhances the response to an extrachromosomal
DR3 reporter. Conversely, when PIM-1 kinase is suppressed, the transcription of these genes
is decreased. These findings suggest that the interaction between VDR and PIM-1 kinase is
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involved in growth and differentiation mediated by calcitriol (Maier et al., 2012). Overall,
the VDR plays a crucial role in the regulation of the immune response and antimicrobial
defense in leprosy and its modulation by genetic and environmental factors might have

important implications for the pathogenesis and clinical management of the disease.

Immune System

The enriched terms related to the immune system include the development,
differentiation, and homeostasis of myeloid cells, as well as, pathways related to class | MHC
mediated antigen processing and presentation. FOXO3 was upregulated in LP, this gene
plays a significant role in the development and function of immune cells with suppressive
functions during infections and immune stress conditions (Thompson et al., 2015). Studies
have demonstrated that FOXO3 is crucial for inducing FOXP3 expression in the
development of T regulatory cells, central memory CD8+ T cells and the suppressive
functions of myeloid cells and monocytes (Kerdiles et al., 2010; Lee et al., 2013; Ouyang et
al., 2010). Another gene found to be upregulated in our study was GATAL, a transcription
factor expressed in multiple hematopoietic lineages. A study showed that GATAL is
expressed in both myeloid and plasmacytoid dendritic cells and its ablation has been shown
to affect the survival of dendritic cells. It acts as a transcriptional regulator of dendritic cell
differentiation, suggesting that it plays a role in the separation of dendritic cell and
macrophage lineages (Gutiérrez et al., 2007). Likewise, it was demonstrated that GATAL
controls the numbers of hematopoietic progenitors and their response to autoimmune
neuroinflammation. Nevertheless, whether it plays a role in hematopoietic stem cell biology
and the development of myeloid cells, and what that role might be, remains unclear (Hwang
et al., 2022). TAL1, which was also found to be upregulated in our study, regulates normal
myeloid differentiation, controls the proliferation of erythroid progenitors, and determines
the direction of hematopoietic stem cells differentiation (\VVagapova et al., 2018). Overall,
FOXO3, GATAL and TAL1 genes are important regulators of immune responses in leprosy,
and their dysregulation may contribute to the chronic inflammation and tissue damage that

are characteristic of the disease.
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Genes candidates as potential biomarkers for leprosy

Medical research on leprosy has an ongoing objective of identifying new risk factors
associated with the disease. Advances in molecular biology, genetics, and computational
biology are accelerating the pace of this research. In this research we aim to increase our
understanding of the causes of leprosy. Additionally, the identification of new risk factors
has the potential to improve the detection of individuals who are in the early stages of, or at
high risk for, the disease. This, in turn, could lead to earlier diagnosis and treatment,

ultimately improving outcomes for individuals affected by leprosy.

Six upregulated and two downregulated DEG showed AUC > 0.85, accurately

distinguishing between LP and non-LP groups.

SHISA7 codes for a single-passing transmembrane protein, and localizes at
GABAEergic inhibitory synapses and interacts with GABA type A receptors (GABAARS).
The protein controls receptor abundance at synapses and speeds up the channel deactivation
kinetics (Han et al, 2019). GABA is the major inhibitory neurotransmitter in the brain, acts
primarily on GABAARSs to mediate fast inhibitory synaptic transmission (Wu et al., 2021).
One of the unusual properties of M. leprae is the neurotropism. The bacillus contains the
enzyme glutamic acid decarboxylase that generates GABA and it was detected the presence
of GABA in the infected tissues by M leprae. The exact role of the enzyme in M. leprae is
not clear. The decarboxylation product GABA is an inhibitory neurotransmitter, and
impairment of sensation in the lesions is an early sign of the infection (Prabhakaran et al.,
1983; Prabhakaran et al., 1992).

MARCHF8 codes for a member of RING-finger E3 ubiquitin ligases (Zhang et al.,
2020). MARCHS protein downregulates a variety of cellular transmembrane proteins, such
as MHC-I11 and several types of lymphocytes (Ohmura-Hoshino et al., 2006; Tze et al., 2011;
Bartee et al., 2010; Eyster et al., 2011). Recent studies (Zhang et al., 2020; Zheng and Tang,
2021) have highlighted the dual role played by the MARCHS in viral infections. On the one
hand, they contribute to cellular antiviral functions by disrupting viral production (Zhang et
al., 2020). The same, can be repurposed by other viruses to enhance their infectivity or to

downregulate important immunoreceptors thereby dampening the immune response and

121



facilitating viral replications (Zheng and Tang, 2021). However, its role in leprosy and others
bacterial diseases still needs to be studied.

FOXO3, in addition to its role in the development of immune cells (Thompson et al.,
2015)., as mentioned earlier, has a wide expression and regulates diverse transcriptional
programs such as cell cycle control, metabolism, and apoptosis (Kerdiles et al., 2010; Lee et
al., 2013; Ouyang et al., 2010). With regard to FOXO3 variability, information on the clinical
outcome of inflammatory or infectious diseases is scarce (Lee et al., 2013). A study in
malaria showed the contribution of FOXO03 rs12212067T>G polymorphism in the regulation
of the immune response during the infection (Nguetse et al., 2015). In Leprosy, a study
conducted by our group found that FOXO3 is regulated by two miRNAs (hsa-miR-155-5p
and hsa-miR-223-3p), which were found to be overexpressed in patients with lepromatous
leprosy. These results are related, along with other information, to an anti-apoptotic profile
present in this type of polar form (Salgado et al., 2018).

TSPANS encodes a protein that interacts with ADAM10, regulating its substrate
cleavage and Notch signaling activation. It plays a critical role in various functions,
including immunity. Nevertheless, there is no known association between TSPAN5 and
bacterial infections such as M. leprae. (Charrin et al., 2009; Charrin et al., 2014; Hemler,
2005). However, there is a lack of studies that establish a relationship between TSPAN5 and
bacterial infections, such as M. leprae.

The WNKZ1 gene product is a kinase that is involved in a well-characterized signaling
pathway regulating ion transport across cell membranes. In a recent study, it was discovered
a novel function for WNK1 as a negative regulator of autophagy in multiple cell lines,
suggesting that WNKZ1 action on autophagy is universal (Gallolu et al., 2017).

RPIA codes for an enzyme that plays an essential role in the carbohydrate
metabolism. This gene has been linked to several types of cancer such as colorectal (Guo et
al., 2020) and glioma (Minchenko et al., 2017). However, studies on infectious diseases are

very limited.

PSAT1 codes for an enzyme that catalyzes the first step in the serine biosynthetic

pathway. The enzyme promotes cell proliferation and has been closely associated with
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tumorigenesis in colon and breast cancer (Vie et al., 2008; Friederichs et al., 2005; Gao et
al., 2017). Studies on bacterial diseases are scarce. Finally, RBBP4P2 is a pseudogene with
no information in literature (GeneCard). Although pseudogenes do not produce proteins,
they can still have regulatory and structural functions and further studies are required to

elucidate it.

The identification of novel blood-based biomarkers for leprosy can have significant
implications in the prevention of infection and early diagnosis for asymptomatic patients and
household contacts. Recent studies have shown that altered gene expression in various
diseases can be utilized for diagnostic and therapeutic purposes. However, in leprosy,
genomic studies remain limited. It is important to note that the genetic profile of the host is
critical in the pathogenesis of leprosy. The use of these new biomarkers for early diagnosis
and targeted therapies has the potential to significantly reduce transmission and prevent the
progression to advanced stages of the disease. Nonetheless, it is essential to conduct further
specific studies to fully elucidate the relation between some of the genes identified as

potential biomarkers in our work and leprosy.

The current study presents a preliminary investigation of gene modulation as an
element of host response in leprosy. Despite the relevant findings obtained, several
limitations must be acknowledged. Firstly, our study did not consider the comorbidities of
the participants, as many of them were not aware of the presence of other potential diseases
they might be suffering from. Secondly, the low number of samples obtained did not permit
the inclusion of other forms of leprosy in our analysis. Moreover, the establishment of a
more robust relationship between the evaluated genes and the development of the disease
requires a larger number of samples. These limitations emphasize the need for further
research on the subject to provide a more comprehensive understanding of gene modulation

in leprosy.
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6. DISCUSSAO GERAL

Embora a hanseniase seja considerada uma das doencas infecciosas mais antigas
conhecidas na histéria, ainda ha muito a ser compreendido sobre ela. Esta continua sendo
um problema de saude publica em muitos paises, especialmente em regides mais pobres e
com menor acesso aos sistemas de saude. Para reduzir a incidéncia e a prevaléncia da
hanseniase, é fundamental compreender a epidemiologia, os fatores de risco associados, a
importancia do diagndstico precoce, as melhores formas de prevencgao e tratamento, bem
como, a imunologia e a genética da doenca. Somente dessa forma serda possivel
desenvolver estratégias eficazes para o controle da hanseniase e melhorar a qualidade de

vida dos pacientes.

Este trabalho gerou trés artigos, presentes nos capitulos |, Il e lll deste documento.
O primeiro capitulo visou estudar o comportamento epidemiolégico da hanseniase em
varios paises da América Latina no periodo compreendido entre 2011-2020. A
compreensdo da distribuicdo da hanseniase em uma determinada populagdo e/ou
territdrio é essencial para a definicdo de politicas publicas de saude e prevenc¢ao da doenca,
0 que torna os estudos epidemiolégicos uma ferramenta fundamental. Através deste
estudo, foi possivel obter informacgdes importantes sobre a incidéncia, prevaléncia, alguns
fatores de risco, padrdes de transmissdo, formas clinicas e evolucdo da doenca, além de
avaliar a eficacia das intervengdes realizadas para o seu controle. Com base nessas
informacdes, foi possivel identificar os oito paises da América Latina com as maiores taxas
de incidéncia da hanseniase de acordo com os dados oficiais da OMS. O Brasil se destaca
como o Unico pais da regido com uma prevaléncia maior que 1 por 10.000 habitantes,
representando 93,77% dos casos até esse momento. No entanto, é importante ressaltar
gue a aparente diminuicdo de casos em outros paises ndo significa necessariamente que a
doenca esteja desaparecendo, mas que possivelmente ha subnotificacdo de casos, o que
resulta em uma representatividade menor em comparagdo com o Brasil. A doenca foi mais
comum em homens do que em mulheres, e a forma MB foi mais prevalente do que a PB.
Durante o periodo analisado, o Brasil também apresentou as maiores incidéncias de casos

de hanseniase infantil e deficiéncia de grau 2.
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Apesar da hanseniase ser considerada um problema de saude publica apenas no
Brasil, a maioria dos paises da América Latina ainda registra casos todos os anos, o que
indica um diagndstico tardio e falta de atencdo médica adequada. O estudo confirmou a
importancia da vigilancia ativa, do diagndstico precoce e do planejamento de a¢des contra
a doenca em todos os paises avaliados, com o objetivo de reduzir ou interromper sua

transmissao.

O segundo capitulo buscou validar um conjunto de nove miRNAs que foram
achados com expressdo diferenciada no estudo de Salgado e colaboradores (2018), a fim
de propor novos biomarcadores para o diagndstico precoce da doenca. O diagndstico
precoce da hanseniase é uma tarefa desafiadora, sendo poucos os grupos ou profissionais
de saude capazes de realiza-lo. Esse cenario resulta em atrasos no diagndstico, que podem
acarretar o desenvolvimento de fases avanc¢adas da doenga, aumentando a probabilidade
de transmissdo e prejudicando a qualidade de vida dos pacientes. Nesse sentido, a pesquisa
em miRNAs e suas vias regulatérias pode proporcionar novos conhecimentos sobre a
complexa regulagao genética e imunoldgica da doenga, direcionando novas abordagens
para a prevengao, diagndstico e tratamento. O uso de miRNAs como possiveis
biomarcadores da hanseniase apresenta-se como uma perspectiva particularmente

promissora.

Este estudo coletou 108 amostras de sangue de pacientes com hanseniase,
incluindo diferentes formas da doenca, antes do tratamento, e de contatos domiciliares
sem hanseniase. Foram analisados os niveis de expressao de nove miRNAs e foi avaliado o
seu potencial como biomarcadores para distinguir pacientes com e sem hanseniase. Por
fim, o estudo buscou os genes alvos dos miRNAs com expressao diferencial e realizou-se

uma analise funcional.

Os miRNAs que apresentaram uma expressao diferencial em todas as comparagdes
e com um AUC 2 0,75 foram identificados como possiveis biomarcadores de diagndstico
para hanseniase. Entre eles, hsa-miR-144-5p destacou-se como um possivel biomarcador
capaz de discriminar com precisdo os grupos LP e non-LP, non-LP dos dois polos da doenca

e entre os dois polos da doenca. Além disso, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-1291 e hsa-miR-
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106b-5p apresentaram potencial para discriminar com precisdo entre os grupos non-LP e
LP, assim como entre o grupo non-LP e os dois polos, e hsa-miR-16-5p teve destaque em

discriminar com precisdo entre os grupos non-LP e LP e entre non-LP e o polo BL-LL.

Este trabalho também revelou que varios dos miRNAs estudados apresentaram
diferenga na expressao por sexo nos pacientes com hanseniase. Embora ndo tenham
alcancado significancia estatistica, hsa-miR-126-5p, hsa-15a-5p e hsa-let7f-5p foram
hipoexpressos em pacientes masculinos e ndao em femininos. Adicionalmente, hsa-miR-
1291 foi mais hiperexpresso em pacientes masculinos, desse modo sugere-se que pode ser
um potencial biomarcador especifico para este sexo. Em mulheres, hsa-miR-16-5p, hsa-
miR-20a-5p e hsa-miR-144-5p mostraram potencial em discriminar com precisdao entre
varias das comparacdes realizadas. As diferengas na expressdao de miRNAs entre homens e
mulheres podem ser influenciadas pela interacdo entre hormoénios sexuais e componentes
do sistema imunolégico (GUERRA-SILVEIRA, ABAD-FRANCH, 2013) ou pela dependéncia

hormonal de M. leprae e desequilibrios hormonais durante a hanseniase (REE et al., 1981).

Na patogénese da hanseniase, vdrios processos celulares importantes foram
identificados, como apoptose, mitofagia e autofagia. Foi demonstrado que a apoptose de
células imunoldgicas e nervos afetados pela doenca contribui para a imunossupressao e o
dano tecidual na hanseniase (FAVALORO et al., 2012). Além disso, a autofagia e mitofagia
(VAN HOOLlJ; ANNEMIEKE, 2021) podem estar envolvidas na resposta imune e na
sobrevivéncia celular dos patégenos dentro das células hospedeiras (HARRIS et al., 2008;

SILVA et al., 2017; VAN HOOIJ; ANNEMIEKE, 2021).

Em nosso estudo foi encontrado que os genes antiapoptdticos BCL2 e AKT3 sdo
alvos de varios miRNAs hiperexpressos nas amostras de pacientes LP. Porém, ao comparar
a expressao de miRNAs entre os dois polos, hsa-miR-15a-5p apresentou uma expressao 4
vezes menor na forma BL-LL, sugerindo uma menor regula¢do de seus genes alvos BCL2 e
AKT3 nesses pacientes. Isso pode resultar em um perfil antiapoptdtico nesse polo, que esta
associado a uma diminuicdo na resposta imune (SIONOV et al., 2015). Do mesmo modo, a
forma BT-TT estaria apresentando um perfil pré-apoptético, associado a uma melhor

resposta imune. Além disso, AKT inibe a expressdao dos genes pré-apoptéticos YAPI e
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FOXO03, enquanto estimula a expressdo do gene antiapoptético MDM4. O gene pro-
apoptotico BCL2L11 é regulado por hsa-miR-20a-5p que foi encontrado mais hiperexpresso
na forma BL-LL, levando a um estado antiapoptético nessa forma da doenca, o que esta
associado a uma resposta imune menos eficaz. Adicionalmente, hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-
106b-5p e hsa-miR-144-5p ao inibir SMAD4 e SMAD?7 inibem a apoptose, ativando a via de
sinalizacdo do TGF-B (YAO et al., 2018; ZOU, 2011). Notavelmente, hsa-miR-144-5p foi
hiperxpresso 38 vezes mais na forma BL-LL, favorecendo o estado antiapoptético nesse

polo.

A autofagia e a mitofagia sdao processos celulares importantes que estao
relacionados as respostas imunes contra patdgenos intracelulares. A infec¢do por M. leprae
altera a autofagia da célula hospedeira como um mecanismo de escape imune (SILVA et al.,
2017). A mitofagia, por sua vez, desempenha um papel na diferenciacdo de macréfagos M1
ou M2, afetando a resposta imune e o fendtipo metabdlico observado na apresentacao
espectral da hanseniase. As mitocondrias também desempenham um papel no dano
nervoso detectado em pacientes com hanseniase. Em resumo, a autofagia e a mitofagia
podem afetar a resposta imune contra patdgenos intracelulares, incluindo M. leprae, e
também podem estar envolvidos no dano nervoso associado a hanseniase (VAN HOOLJ;

GELUK, 2021).

A desregulacao do ciclo celular e do sistema imunolégico tem sido relacionada a
patogénese da hanseniase. Entre os miRNAs estudados, encontram-se reguladores de
genes envolvidos no controle do ciclo celular. Hsa-miR-20a-5p, hsa-miR-26b-5p e hsa-miR-
106b-5p regulam o gene supressor de tumor PTEN, que participa na resisténcia a infeccées
por patégenos (SONG et al., 2012; HUANG et al., 2012). Além disso, hsa-miR-15a-5p e hsa-
miR-16-5p desempenham um papel na regulacdo do gene supressor de tumor TP53, que é
fundamental na regulacdo da resposta imune e na atividade antibacteriana. Embora
estudos recentes tenham mostrado que a presenca da proteina TP53 é essencial para a
defesa do organismo contra bactérias, incluindo as M. leprae, a funcdo exata de TP53 na
infeccdo por micobactérias ainda ndo é totalmente compreendida (LIM et al., 2020). A
hiperexpressdo desses miRNAs pode afetar a expressdo dos genes supracitados e,
consequentemente, a sua atividade.
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Outros genes envolvidos no ciclo celular sdo alvos dos miRNAs estudados, incluindo
ciclinas, quinases dependentes de ciclinas e RB1. A expressao desses genes contribui para
a ativacdo dos fatores de transcricdo E2F, que, por sua vez, podem causar proliferacao
celular descontrolada e divisdes celulares ectépicas (JOHNSON et al.,, 2016). IFNG é
controlado por hsa-miR16-5p, que apresentou uma expressao 10 vezes maior em pacientes
BL-LL do que em pacientes BT-TT. Foi relatado que IFN-y e TNF-a tém papel importante na
protecdo imunoldgica. IFN-y ativa mecanismos antimicrobianos, levando a producdo de
oxido nitrico, um microbicida importante que destréi o bacilo liberando radicais livres
(MOUBASHER et al., 1998). IFN-y também induz macrdéfagos a produzir TNF-a, levando a
ativacdo dessas mesmas células. Vale ressaltar, que TNF-a esta presente no soro de
pacientes BT-TT e ausente no soro de pacientes BL-LL, indicando que a destrui¢ao do bacilo
e a formacdo de granulomas devem estar relacionadas a presenca dessa citocina (MURRAY

et al., 1985; MADAN et al., 2011).

O estudo da expressao diferencial de miRNAs em doencgas tem sido promissor na
busca por novos biomarcadores com potencial prognéstico, diagndstico e terapéutico. No
entanto, apesar dos avangos, a pesquisa com miRNAs em doengas infecciosas,
especialmente na hanseniase, ainda é insuficiente. Os miRNAs parecem desempenhar um
papel importante na patogénese da hanseniase e, portanto, podem ser utilizados como
novos biomarcadores para diagndstico precoce e alvos terapéuticos. Dessa forma, é
possivel contribuir para a diminui¢do ou interrupg¢do da transmissao da doenga e prevenir
o desenvolvimento de fases mais avangadas. Nao obstante, mais estudos sdao necessarios
para compreender de forma mais ampla, o papel dos miRNAs na hanseniase e seu potencial

uso em configuragdes clinicas.

O capitulo Ill teve como objetivo caracterizar o perfil de expressao global de genes
em pacientes com hanseniase e em contatos domiciliares sem a doenca, a fim de identificar
possiveis biomarcadores para o diagndstico precoce e relaciona-los com a sua

imunopatologia.

Neste estudo, foram coletadas 37 amostras de sangue de 18 pacientes com

hanseniase (LP, sendo 7 LL e 11 TT) antes de iniciar o tratamento MDT, e 19 contatos
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domiciliares sem hanseniase (non-LP). A analise de expressdo diferencial, revelou 358
genes diferencialmente expressos em pacientes com hanseniase, sendo 298
hiperexpressos e 60 hipoexpressos. Além disso, foram identificados 1.414 genes
diferencialmente expressos entre pacientes com a forma LL e os contatos domiciliares sem
hanseniase, com 825 hiperexpressos e 589 hipoexpressos. Também, foram encontrados
436 genes diferencialmente expressos entre as formas LL e TT, com 315 genes
hiperexpressos e 121 hipoexpressos. No entanto, nao foram encontrados genes
diferencialmente expressos na comparagao entre a forma TT e os contatos domiciliares

sem hanseniase.

A anadlise de enriquecimento dos DEG em Gene Ontology (GO) revelou processos
relevantes a hanseniase, sobretudo apoptose, autofagia, metabolismo do ferro, ciclo
celular e sistema imunolégico, como desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase de
células mieloides e a vias de sinalizacdo do receptor de vitamina D. J& as analises de
enriquecimento conduzidas em KEGG e Reactome apontaram para autofagia, mitofagia,
ferroptose e algumas vias associadas ao sistema imunoldgico, sendo todas elas

potencialmente importantes no cenario da hanseniase.

Microrganismos patogénicos tentam evitar a deteccdo e destruicdao através da
modulacdo da apoptose nas células do hospedeiro. Isso pode permitir a colonizacdo e
infeccdo sustentadas, mas a apoptose também desempenha um papel na defesa do
hospedeiro contra patdgenos. Varios genes com efeitos antiapoptdticos foram
hiperexpressos nos pacientes LP, incluindo BCL2L1, HSPB1, E2F2, AKT1S51, SIAH2 e GSK-3.
Citocinas pro-inflamatdrias podem induzir a autofagia em lesées polares TT, mas membros
da familia BCL2 podem impedir a induc¢ao da autofagia mediada em células com lesdes
polares LL (SILVA et al., 2017). Alguns genes envolvidos na autofagia foram encontrados

hiperexpressos em LP, incluindo ATG9A, TBC1D25 e WIPI2.

A ferroptose é um tipo de morte celular regulada, que ocorre através da
peroxidacdo lipidica dependente de ferro. E controlada por diferentes vias metabdlicas
celulares e envolve vdrias vias de sinalizacdo relevantes para doencas. Genes envolvidos na

ferroptose e no metabolismo do ferro foram hiperexpressos em LP, como PINK1, SLC25A37,
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SLC48A1, NRF2, TFR2 e GLRX1. No entanto, os mecanismos moleculares especificos
responsaveis pela ferroptose na infeccdo pelo M. leprae ainda ndo foram totalmente

elucidados.

Na hanseniase, ha uma continuidade de fendtipos entre os macrofagos M1 e M2,
tornando a distingdo entre eles menos esclarecida. Os macréfagos lepromatosos, que
normalmente expressam marcadores M2, possuem caracteristicas M1, como aumento do
armazenamento de ferro e reducdo da expressao de ferroportina, o que pode favorecer a
sobrevivéncia de M. leprae dentro dessas células (PINHEIRO et al., 2018). Além disso, o
ferro contribui, através de varios mecanismos, para o fenétipo semelhante a M2 em lesGes
LL, favorecendo a fagocitose e a sobrevivéncia de M. leprae dentro das células hospedeiras

(DE MATTOS BARBOSA et al., 2017).

Suplementarmente, neste trabalho encontrou-se genes importantes reguladores
das respostas imunes na hanseniase como FOX03, GATA1 e TAL1 que foram hiperexpressos
no grupo LP. A disfuncdo desses genes contribui para um processo de inflamacgao cronica

e danos teciduais, caracteristicos da doenca.

A vitamina D é um nutriente essencial que desempenha um papel importante na
regulacdo do metabolismo ésseo e no sistema imunoldgico. A relagao entre a vitamina D e
a hanseniase, por meio da influéncia de fatores ambientais e genéticos tem sido estudada
(LU'O’NG e HOANG NGUYEN, 2012). A vitamina D (hormonio) pode ter um efeito direto na
hanseniase por meio de seus receptores VDR, ou pode influenciar a hanseniase por meio
de efeitos indiretos. KANK2 e PIM1 foram hiperexpressos no grupo LP. Esses genes
participam no controle da ativacdo e na func¢do do VDR (RAMOT et al., 2014; MAIER et al.,
2012).

Para a avaliacdo de biomarcadores potenciais para a hanseniase, os genes mais
diferencialmente expressos foram selecionados usando os filtros LFC > 1 e p < 0,05, sendo
escolhidos dez genes hiperexpressos e nove hipoexpressos. Entre os genes hiperexpressos,
seis: SHISA7, MARCHF8, FOX03, TSPAN5, WINK1 e RPIA, foram capazes de discriminar com

alta precisdo os grupos LP e non-LP, mostrando uma AUC > 0,85. Da mesma forma, entre
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os genes hipoexpressos, dois: RBBP4P2 e PSAT1, também foram capazes de discriminar

com alta precisao os grupos LP e non-LP, com uma AUC 2 0,85.

Como ja foi discutido previamente, a identificagdo de novos biomarcadores
sanguineos para a hanseniase pode ser importante para a prevencao e diagndstico precoce
da doenga, visto que a expressao génica alterada tem sido utilizada com sucesso em outras

doencas. Porém, estudos gendmicos especificos para a hanseniase ainda sdo limitados.

Em suma, os capitulos aqui expostos contribuem de forma particular para um melhor
entendimento entre a relagdo do perfil genético e epigenético do hospedeiro e a patogénese
da hanseniase. Adicionalmente, conseguimos identificar novos genes e miRNAs como
potenciais biomarcadores de diagndstico precoce, que sdao de extrema importancia, pois
podem auxiliar na reducdo da transmissdo e prevenir a progressao da doenga. Contudo,
estudos adicionais sdo necessarios para melhor esclarecer a relacdo entre esses

biomarcadores e a hanseniase.
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ANEXO |

Universidade Federal do Para

Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Universidade Federal do Para - URE Dr. Marcello Candia.

A equipe de pesquisadores liderada pelo Professor Dr. Claudio Guedes Salgado esta
realizando uma pesquisa cujo titulo € “Hanseniase nos municipios do Para: diagndstico de
novos casos, identificacdo de areas criticas e treinamento de pessoal local para
manutencdo das estratégias de controle da doenca”.Gostariamos que vocé participasse
desta pesquisa e para isso precisamos de sua autorizacao.

O estudo tem por objetivo identificar caracteristicas relacionadas as pessoas, aos seus
modos de vida, ao meio ambiente e a genética do micrébio que causa hanseniase, para entender
melhor sobre a transmisséo da doenca, melhorando sua prevengéo e tratamento.

As criancas e os adolescentes que participarem deste estudo serdo submetidos a
coleta de sangue e de raspado intradérmico, realizada por médicos e profissionais de saude
experientes, sempre com a finalidade de identificar o Mycobacterium leprae. Suas casas serdo
visitadas, para que seja feito um mapeamento dos casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa sera realizada em ambiente seguro, com material limpo e descartavel. A
coleta de sangue e de raspado poder&o causar dor e pequena reagéo no local.

A participacdo nessa pesquisa € voluntaria e vocé participara apenas se vocé autorizar.
Sempre que desejar, sera fornecido esclarecimento sobre cada uma das etapas do estudo. A
gualquer momento, o0 participante podera recusar-se a continuar o estudo e retirar seu
consentimento, sem que isso |he traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Esta garantido o cumprimento do que fora informado acima, a gratuidade de todos os
procedimentos e o sigilo da identificac@o dos participantes.

Tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado, AUTORIZO A
MINHA PARTICIPACAO COMO VOLUNTARIO DESTA PESQUISA, SEM QUE ISSO EU
TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Assinatura ou impresséo dactiloscépica do participante
Doc:
Local: ,Data: [ |
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A equipe de pesquisadores liderada pelo Professor Dr. Claudio Guedes Salgado esta
realizando uma pesquisa cujo titulo € “Hanseniase nos municipios do Para: diagndstico de
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sob sua responsabilidade participasse desta pesquisa e para isso, precisamos de sua
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O estudo tem por objetivo identificar caracteristicas relacionadas as pessoas, aos seus
modos de vida, ao meio ambiente e a genética do micrébio que causa hanseniase, para entender
melhor sobre a transmisséo da doenca, melhorando sua prevencéo e tratamento.

As criancas e os adolescentes que participarem deste estudo serdo submetidos a
coleta de sangue e de raspado intradérmico, realizada por médicos e profissionais de saude
experientes, sempre com a finalidade de identificar o Mycobacterium leprae. Suas casas serdo
visitadas, para que seja feito um mapeamento dos casos de hanseniase por bairros e ruas.

A pesquisa sera realizada em ambiente seguro, com material limpo e descartavel. A
coleta de sangue e de raspado poderdo causar dor e pequena reacéo no local.

A participacdo nessa pesquisa € voluntéria e seu filho participar4 apenas se vocé
autorizar. Sempre que desejar, sera fornecido esclarecimento sobre cada uma das etapas do
estudo. A qualquer momento, o participante podera recusar-se a continuar o estudo e retirar seu
consentimento, sem que isso |he traga qualquer penalidade ou prejuizo.

Esta garantido o cumprimento do que fora informado acima, a gratuidade de todos os
procedimentos e o sigilo da identificacdo dos participantes.

Declaracao de pais ou responsaveis
Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado, AUTORIZO QUE

MEU FILHO(A) :
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Local: ,Data: [ |
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Abstract: Cervical cancer (CC) continues to be one of the leading causes of death for women across
the world. Although it has been determined that papillomavirus infection is one of the main causes
of the etiology of the disease, genetic and epigenetic factors are also required for its progression.
Among the epigenetic factors are included the long noncoding RNAs (IncRNAs), transcripts of more
than 200 nucleotides (nt) that generally do not code for proteins and have been associated with
diverse functions such as the regulation of transcription, translation, RN A metabolism, as well as
stem cell maintenance and differentiation, cell autophagy and apoptosis. Recently, studies have begun
to characterize the aberrant regulation of IncRNAs in CC cells and tissues, including Homeobox
transcript antisense RNA (HOTAIR), H19, Metastasis-associated lung adenocarcinoma transcriptl
(MALAT1), Cervical Carcinoma High-Expressed 1 (CCHE1), Antisense noncoding RNA in the
inhibitors of cyclin-dependent kinase 4 (ANRIL), Growth arrest special 5 (GAS5) and Plasmacytoma
variant translocation 1 (PVT1). They have been associated with several disease-related processes such
as cell growth, cell proliferation, cell survival, metastasis and invasion as well as therapeutic resistance,
and are novel potential biomarkers for diagnosis and prognosis in CC. In this review, we summarize
the current literature regarding the knowledge we have about the roles and mechanisms of the
IncRNAs in cervical neoplasia.

Keywords: cervical cancer; epigenetics; long noncoding RN As; biological function; tumorigenesis

1. Introduction

Cervical cancer (CC) is the fourth most frequent cancer in women globally. It is a preventable
disease and also curable if detected early and adequately treated. Yet it remains one of the most
common cancers and the leading cause of cancer-related death in women across the globe [1].

CC occurs at the epithelium of the uterine cervix, particularly at the squamocolumnar junction
of the ectocervix and endocervix, a site of continuous metaplastic activity [2]. Nearly all CCs are
caused by human papillomavirus (HPV) infections, which is the most common sexually transmitted
infection worldwide [3].

The two major histological types of epithelial tumors in the cervix are squamous cell carcinoma
(SCC) and adenocarcinoma, the first being the most common one, comprising 95% of all diagnosed
CCs worldwide, while the remaining 5% is represented by adenocarcinoma and other less common
epithelial tumors [2].

The most common therapies used for CC treatment are radiotherapy and chemotherapy, but these
methods are not always effective and can cause severe side effects. Hence, there is an evident interest
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the most diagnosed cancer and the leading cause of cancer death in women worldwide.
Polymorphisms in genes involved in the folate pathway are suggested as possible BC etiological factors. Among
them, Thymidylate synthase (TYMS) has two polymorphisms related to BC: TSER and 1494del6. Methylenete-
trahydrofolate reductase (MTHFR) has two SNPs, C677T and A1298C, that also could increase breast cancer risk.
This work aimed to determine if TYMS and MTHFR genes polymorphisms are related to BC risk in a population of
North Brazil. A total of 124 DNA samples, obtained from BC patients and control women, were genotyped uti-

Keywords:
Breast cancer
Folate pathway
Susceptibility

lizing PCR and automatic sequencing. Chi-square, G-test, Fisher’s exact test, and odds ratio were applied to
analyse the data. Significant associations with BC risk were observed for TYMS 3R allele carriers. Besides, pa- tients
with the —6 allele of 1494del6 polymorphism were more likely to develop aggressive BC molecular tumor types
(Luminal B, HER2-positive, and Triple-Negative). In conclusion, TYMS polymorphisms are related to BC

risk in the studied population, as the 3R allele is associated with BC susceptibility and the presence of the
1494del6-6 allele increases the development risk of more aggressive BC subtypes. Those findings may be useful
for predicting the efficacy of anti-TS drugs in BC patients.

1. Introduction

Breast cancer (BC) is the most diagnosed cancer and the leading cause
of cancer death in women across the world. In 2020, BC surpassed lung
cancer as the most diagnosed cancer worldwide with more than two
million new cases registered (Fahad Ullah, 2019; Sung et al,, 2021).

There are numerous risk factors such as sex, aging, estrogen, family
history, gene mutations, and unhealthy lifestyle, which can increase the
possibility of developing BC (Sun et al., 2017). Epigenetic modificationsin
the tumor microenvironment as well as folate deficiency can also increase
BC risk. Biological functions of folate within so-called
‘one-carbon metabolism’ are to facilitate de novo dNTP synthesis and
to provide methyl groups required for intracellular methylation re-
actions (da Silva Nogueira et al,, 2012; Sun et al.,, 2017; Suzuki et al,, 2008).
It is known that polymorphisms in genes encoding critical en- zymes
involved in the folate pathway play an important role in folate metabolism
influencing the risk of cancer, being described as possible

etiological factors of BC as well as an important factor in the response
and outcome of chemotherapy (da Silva Nogueira et al., 2012).
Thymidylate synthase gene (TYMS), located at 18p11.32, encodes the
thymidylate synthase enzyme (TS) that catalyzes the deoXyuridine
monophosphate (dUMP) conversion to deoXythymidine monophosphate
(dTMP), essential for thymidine production for DNA repair and syn- thesis
(da Silva Nogueira et al., 2012). Due to the critical role of TS in nucleotide
metabolism, this gene is a target of several chemotherapeutic agents
including 5-fluorouracil (5-FU), capecitabine, and pemetrexed
(Mandola et al,, 2003). TYMS has polymorphisms in the 5- and 3"~ un-
translated regions (UTRs), that influence gene expression (Yim et al,
2010). TSER (rs34743033) is a polymorphic 28 base-pair tandem re-
peats, resulting in two common alleles with double (2R) and triple (3R)
repeats, uncovered in the 5’-UTR of the TYMS enhancer region and have
been shown to influence gene expression. Another polymorphism in
TYMS is 1494del6 (rs34489327) consisting of a 6 bp deletion of the
sequence TTAAAG at nucleotide 1494 of the TYMS mRNA. Little is
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RESUMEN

El folato juega un papel esencial en procesos celulares importantes, entre ellos la sintesis
de precursores del ADN y eventos epigenéticos como la metilacion del ADN. Polimorfismos
en genes involucrados en la via de los folatos pueden estar asociados a diferentes tipos de
enfermedades humanas, principalmente defectos en el ftubo neural. autismo,
enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de cancer. Se piensa que las variantes
polimorficas TSER y 1494del6 del gen Timidilato sintasa (TYMS), C677T y A1298C del
gen Metilentetrahidrofolato rveductasa (MTHFR) y A1298G del gen Metionina sintasa

(MTR) podrian ser funcionalmente relevantes y estar asociadas al riesgo de padecer
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Resumo

A epigenética envolve mudancas na funcéo dos genes que ndo estdo relacionadas a mudancas na sequéncia do DNA. Dentro
dos mecanismos epigenéticos estdo a metilagdo do DNA e os RNAs ndo codificantes (ncRNAs). A metilacdo do DNA ¢
um processo pelo qual se agrega grupos metil ao DNA e geralmente tem por funcéo, dificultar a transcrigdo genética.
Padrdes de metilagdo podem ser usados no campo forense para determinacéo tecidual e de fluidos, estimativa de idade e
diferenciacdo entre gémeos monozig6ticos. Os ncRNAs reguladores sdo moléculas de RNA que ndo sdo traduzidas em
proteina, e tém uma importante funcdo na regulacdo da expressdo génica. Dentre eles, 0s mais estudados sdo os microRNAs
(miRNAs), que podem induzir silenciamento genético através da sua associacdo direta com o RNA mensageiro (MRNA).
Numerosos estudos publicados relatam que muitos miRNAs séo expressos de maneira tecido-especifica, sendo bastante
promissores para 0 campo forense na identificacdo de fluidos bioldgicos como sangue, sémen, saliva e secre¢fes vaginais.
Os RNAs longos néo codificantes (INcRNAs) se valem de diversos mecanismos para regular a expressdo génica. Diversos
estudos tém demonstrado o potencial uso dos IncRNAs como marcadores biol6gicos, no entanto, devido ao grande nimero
de IncRNAs existentes, ainda precisam ser mais bem caracterizados para avaliar o seu possivel uso no campo forense. As
aplicagdes epigenéticas nas ciéncias forenses sdo relativamente novas e atualmente limitadas, entretanto, o0 mundo da
epigenética tem o potencial de melhorar as investiga¢des criminais, aumentando a quantidade de informagfes que podem
ser obtidas de materiais bioldgicos obtidos nas cenas de crimes, contribuindo assim, no que diz respeito as evidéncias
criminais para o sistema judicial.

Palavras-Chave: Epigenética; Epigendmica; Metilagdo; RNA n&o codificante.
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Resumo

No Brasil, crimes sexuais s8o muito frequentes, e a devida coleta, acondicionamento, transporte e
processamento de amostras bioldgicas € de suma importancia para 0 prosseguimento da investigagdo e
solucionamento de casos. A formulagdo de leis especificas e a implementacéo dos bancos de perfis genéticos,
fizeram com que perfis genéticos oriundos de amostras encontradas em vitimas, vestigios e de condenados
fossem submetidos aos bancos genéticos para realizar confrontos genéticos. Diante disso, este artigo teve como
objetivo analisar amostras de DNA provenientes de crimes sexuais, atendidos pelo Laboratério Forense da
POLITEC-AP, armazenadas entre 0s anos de 2008 e 2021, avaliando a qualidade das amostras ao longo desse
periodo. Um total de 860 amostras foram processadas, o qual compreenderam amostras coletadas de regido
vaginal, vulvar, anal, oral e outras (crimes sexuais sem identificacdo da amostra, preservativos, vestimentas,
etc). Desse total, 12,91% apresentaram DNA degradado, sendo o ano de 2009, com o de maior percentual de
degradacéo, em relagéo ao total de amostras armazenadas para cada ano, com 47,06%, e o ano de 2018 com o
menor percentual, correspondendo a 1,35%. As amostras de origem vaginal foram as que apresentaram maior
porcentagem de degradacédo para nove dos quatorze anos avaliados. Contudo, apenas as amostras coletadas da
regido vulvar tiveram uma correlagdo positiva com as varidveis ano, média de misturas e média de amostras
degradadas. Um total de 318 amostras (36,98%) tiveram seus perfis genéticos depositados no BNPG, sendo o
ano de 2010 o de maior porcentagem de perfis genéticos depositados, correspondendo a 60,52%. Perfis
genéticos depositados no BNPG podem ajudar na resolucdo e investigacdo de crimes sexuais e de outras
vertentes, contribuindo assim para a redugdo de crimes.

Palavras-Chave: BNPG; RIBPG; Perfis Genéticos; Crimes Sexuais, Degradacdo do DNA.
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Resumo

A mineragio é uma atividade de extrema importincia para um pais. e ajuda a refletir na melhora da
qualidade socioecondomica da populacio. com a geracio de bens de consumo. Por outro lado. o ndo-cmidado
com as areas exploradas, como acontece geralmente em crimes ambientais. como a nuneracio ilegal. pode
gerar graves comsequéncias para o meio ambiente. afetando nfo somente a flora e fauna da regido, mas
também poluindo recursos hidricos importantes. Pensando nisso. formas alternativas e ecologicamente matis
corretas, precisam ser consideradas. Neste contexto, a uiilizacdo de microrgamsmos com caracteristicas de
resisténcia a metais pesados. tais como a bioacumulaciio e biossorciio. presentes em cianobacténas, pode ser
uma alternativa eficaz e com menor impacto ambiental O objetivo deste trabalho fo1 identificar
espécies/géneros de cianobacténas reportados na literatura, como sendo capazes de remover metais pesados.
e a partir disso, evidenciar cianobactérias da regifio amazdnica com potencial de biorremediacio de areas
contaminadas com metais. Para o desenvolvimento do trabalho de revisfo. foram selecionados 33 artigos
cientificos, dentre os anos de 1998 e 2021, e identificou-se os géneros Nostoc. Anabaena e Microcytis. como
sendo os géneros mais representativos de cianobacténias encontrados na regiio da Amazonia brasileira, com
grande potencial de utilizacio na recuperaciio de ambientes contaminados com metais pesados.

Palavras-Chave: Ciancobacténa. Biorremediaciio, Bioacumulacio. Biossorciio e Ambiente Amazénico
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Introduction

Leprosy (also known as Hansen’s disease) is a dermatoneurological disease that
progresses to deformities and incapacities if not diagnosed and treated correctly (Britton and
Lockwood, 2004). The causative agent of leprosy, Mycobacterium leprae, is known for a
tropism for the upper respiratory tract, skin macrophages and Schwann cells (SCs) of
peripheral nerves, conferring neurodermatological manifestations, including hypopigmented
or erythematous cutaneous patches, sensorimotor loss and thickened peripheral nerves
(1,2,3).
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Summary

In recent years, a mitochondria/immune system interaction has been proposed, so that
variants of mitochondrial genome and levels of heteroplasmy might be deregulate important
metabolic processes in the combat of infections, such as leprosy. Here, we sequenced the
whole mitochondrial genome to investigate variants and heteroplasmy levels, considering
patients with different clinical forms of leprosy and household contacts. We found 116
variants in at least two of the subtypes of the case group (Borderline Tuberculoid, Borderline
Lepromatous, Lepromatous), suggesting a possible clinical significance to these variants.
Notably, 15 variants were exclusively found in three clinical forms (m.3791T>C in MT-
ND1, m.5317C>A in MT-ND2, m.8545G>A in MT-ATP8, m.9044T>C in MT-ATP6 and
m.15837T>C in MT-CYB). We found a significant number of variants and heteroplasmy
levels in the leprosy patients from our cohort, suggesting for the first time that the
mitogenome might be involved with the leprosy process, distinction of clinical forms and
severity.
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