
 

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS 
FUNDAÇÃO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MEDICINA TROPICAL 
DOUTORADO EM DOENÇAS TROPICAIS E INFECCIOSAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARCADORES SOROLÓGICOS, GENÉTICOS E MOLECULARES NA 
HANSENÍASE: SUPORTE AO DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE PACIENTES E 

VIGILÂNCIA DOS CONTATOS 

 

 

 

ANDRÉ LUIZ LETURIONDO 

 

 

 

 

 

 

 

 

MANAUS 
2020



i 

 

ANDRÉ LUIZ LETURIONDO 

  

 

 

 

 

 

 

MARCADORES SOROLÓGICOS, GENÉTICOS E MOLECULARES NA 
HANSENÍASE: SUPORTE AO DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE PACIENTES E 

VIGILÂNCIA DOS CONTATOS 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Medicina Tropical da 
Universidade do Estado do Amazonas, em 
convênio com a Fundação de Medicina 
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, para 
obtenção do grau de Doutor em Doenças 
Tropicais e Infecciosas. 

 

 

 

 

Orientadora: Profª Dra Carolina Chrusciak Talhari Cortez 

Coorientador: Profo Dr Milton Ozório Moraes 

 
 
 
 

MANAUS 
2020



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ficha Catalográfica 
Ficha catalográfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a). 

Sistema Integrado de Bibliotecas da Universidade do Estado do Amazonas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Elaborado por Jeane Macelino Galves - CRB-11/463 

 
 

L651m     Leturiondo, André Luiz 
Marcadores sorológicos, moleculares e genéticos na 

hanseníase: suporte ao diagnóstico clínico de pacientes e 
vigilância dos contatos  / André Luiz Leturiondo. Manaus : [s.n], 
2020.  

147 f.: color.; 29 cm. 
 
Tese - Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical - 

Doutorado - Universidade do Estado do Amazonas, Manaus, 
2020.  
Inclui bibliografia 
Orientadora: Talhari, Carolina 
Coorientador: Moraes, Milton Ozório 

 
1. Hanseníase. 2. testes rápidos 3. 16S rRNA. 4. SNPs. 5. 

Amazonas I. Talhari, Carolina (Orient.). II. Moraes, Milton Ozório 
(Cooriet.) III. Universidade do Estado do Amazonas. IV. Título.  



ii 
 

 

MARCADORES SOROLÓGICOS, GENÉTICOS E MOLECULARES NA 

HANSENÍASE: SUPORTE AO DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE 

PACIENTES E VIGILÂNCIA DOS CONTATOS 

 

ANDRÉ LUIZ LETURIONDO 

 

 

“Esta Tese foi julgada adequada para obtenção do Título de Doutor em Doenças Tropicais e 

Infecciosas, aprovada em sua forma final pelo Programa de Pós-Graduação em Medicina 

Tropical da Universidade do Estado do Amazonas em convênio com a Fundação de Medicina 

Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado”. 

 

Banca Julgadora: 

 

______________________________________ 

Profª Dra Carolina Chrusciak Talhari Cortez 
Presidente 

 

______________________________________ 

Dr. Felipe Gomes Naveca    
Membro  

 

______________________________________ 
Dr. Sinésio Talhari    

Membro  
 
 

______________________________________ 
Dr. Marcelo Távora Mira   

Membro  
 
 

______________________________________ 
Dra. Valderiza Lourenço Pedrosa   

Membro 
 
 



iii 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta Tese a minha esposa Elieci, que sempre me apoiou, 

incondicionalmente, as minhas conquistas. 

 



iv 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, por me colocar mais uma oportunidade de crescimento em meu caminho. 

À minha orientadora, Dra. Carolina Talhari, pela confiança, revisão do trabalho e por 

sempre apoiar as ações do Laboratório de Biologia Molecular da FUAM. 

Ao meu co-orientador, Dr. Milton Ozório Moraes, pela idéia do estudo, aprendizado, 

revisão, amizade e confiança no meu aprendizado. 

À Dra. Fabíola, eternamente grato pela paciência nos ensinamentos em genética e 

pela amizade formada. 

Às colegas e amigas do laboratório, Cynthia, Camila e Ariani pelo apoio e ambiente 

de trabalho saudável. 

Aos meus alunos de Iniciação Científica Marllon, Karina, Evelyn, Suzi e Michelle. 

Ao Júlio, bibliotecário, pelo profissionalismo e disposição em sempre ajudar. 

À equipe do Laboratório de Hanseníase da Fiocruz-RJ, Dra. Fernanda Manta, Dra. 

Ohanna, Dra. Lucia e à técnica Suellen, pela preciosa ajuda. 

Aos membros da banca, pela gentileza de terem aceitado o convite. 

Aos pacientes e familiares que participaram da pesquisa. 

À Fundação Alfredo da Matta, por apoiar o aprendizado dos servidores da 

Instituição.  

À Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) e o 

Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) pelo 

financiamento do estudo. 

Ao Programa de Pós-graduação em Doenças Tropicais e Infecciosas da 

Universidade do Estado do Amazonas/ Fundação de Medicina Tropical Dr Heitor 

Vieira Dourado e aos professores do curso que contribuíram enormemente com a 

minha formação acadêmica.  

 



v 
 

DECLARAÇÃO DAS AGÊNCIAS FINANCIADORAS 

 

O CONSELHO DIRETOR da FUNDAÇÃO DE AMPARO À PESQUISA DO 

ESTADO DO AMAZONAS, em reunião realizada em Manaus, no dia 26 de 

novembro de 2013, decidiu HOMOLOGAR o resultado da análise e julgamento das 

propostas submetidas à Chamada Pública FAPEAM/SUSAM-SES-AM/MS/CNPq 

no001/2013, referente ao Programa Pesquisa para o SUS: Gestão Compartilhada 

em Saúde - PPSUS, recomendadas pela Comissão de Especialistas e pelo Comitê 

Gestor do Programa supra (ANEXO D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

RESUMO 

 

A detecção precoce da hanseníase e o tratamento imediato com a poliquimioterapia 
são cruciais para alcançar as metas de zero transmissão e zero de incapacidades de 
grau II, da Organização Mundial da Saúde. A hanseníase é difícil de diagnosticar 
devido à variedade de formas clínicas e à falta de um teste padrão-ouro capaz de 
auxiliar o diagnóstico clínico.  O conhecimento do perfil de resposta imunológica do 
hospedeiro e a identificação de variantes genéticas de suscetibilidade à hanseníase, 
poderão subsidiar um melhor entendimento de sua patogênese e talvez facilitar o 
diagnóstico precoce, tratamento e profilaxia. Nesse trabalho, foi avaliado a 
performance de dois testes sorológicos rápidos, (PGL1 e NDO-LID), na 
discriminação de casos de hanseníase e de indivíduos saudáveis, na Fundação 
Alfredo da Matta. Posteriormente, foi conduzido estudo caso-controle, em que foram 
testados dez SNPs, recentemente associados à hanseníase, em genes que regulam 
a resposta imune: TLR1 (rs4833095), NOD2 (rs751271, rs8057341), TNF 
(rs1800629), IL10 (rs1800871), CCDC122/LACC1 (rs4942254), PACRG/PRKN 
(rs9356058, rs1040079), IFNG (rs2430561), e IL6 (rs2069845). A amostra 
populacional foi 1.379 indivíduos. Para o estudo sorológico, dentre os pacientes 
paucibacilares, a sensibilidade foi 34,0% e 32,0% para o NDO-LID e PGL1, 
respectivamente. Nos pacientes multibacilares, a sensibilidade do NDO-LID foi 
73,6% e 81,0% para PGL1. Os testes sorológicos demonstraram especificidade de 
75,9% para o PGL1 e 81,7% para o NDO-LID. O valor preditivo positivo (VPP), o 
valor preditivo negativo (VPN) e a acurácia nos pacientes multibacilares foram 
47,9%, 93,1% e 80,2% respectivamente para o NDO-LID, e 43,4%, 94,6% e 76,8% 
para PGL1. Os testes sorológicos rápidos mostraram limitada capacidade no 
diagnóstico da hanseníase, contudo, o alto valor preditivo negativo dos testes indica 
grande probabilidade de exclusão da doença. No estudo genético, resultados 
estatisticamente significativos foram encontrados somente para as variantes dos 
genes IFNG e NOD2. O polimorfismo rs8057341 do gene NOD2 foi estatisticamente 
significativo à proteção para o genótipo AA (OR = 0,56; 95% IC, 0,37–0,84; P 
=0,005) e limítrofe para o alelo A (OR = 0,76; 95% IC, 0,58–1,00; P = 0,053) e 
carreador (OR = 0,76; 95% IC, 0,58–1,00; P = 0,051). O SNP rs2430561 do gene 
IFNG foi associado com a suscetibilidade à doença para o genótipo AT (OR = 1,40; 
95% IC, 1,06–1,85; P = 0,018) e carreador (OR = 1,44; 95% IC, 1,10–1,88; P = 
0,008). Dessa forma, foi possível confirmar, em população geneticamente 
miscigenada do estado do Amazonas, forte associação de polimorfismos nos genes 
NOD2 e IFNG. Perspectivas de novas variantes, associadas a importante efeito no 
fenótipo, podem ser identificadas, com a evolução da tecnologia de sequenciamento 
de genoma e de estudos funcionais, tanto para hanseníase como outras doenças 
infecciosas, ou inflamatórias. 
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ABSTRACT 

 

Early detection of leprosy and prompt treatment with multidrug therapy are crucial to 
achieving the World Health Organization's goals of zero transmission and zero grade 
II disabilities. Leprosy is difficult to diagnose due to the variety of clinical forms and 
the lack of a gold standard test. Knowledge of the host’s immune response profile 
and the identification of genetic variants of susceptibility to leprosy may support a 
better understanding of its pathogenesis and perhaps facilitate early diagnosis, 
treatment and prophylaxis. In this study, the performance of two rapid serological 
tests (PGL1 and NDO-LID) was evaluated in the discrimination of leprosy cases and 
healthy individuals at the Alfredo da Matta Foundation. A case-control study was 
further conducted and ten SNPs previously associated with leprosy susceptibility 
were tested: TLR1 (rs4833095), NOD2 (rs751271, rs8057341), TNF (rs1800629), 
IL10 (rs1800871), CCDC122/LACC1 (rs4942254), PACRG/PRKN (rs9356058, 
rs1040079), IFNG (rs2430561), and IL6 (rs2069845). Population sample was 1,379 
individuals. For the serological study, among paucibacillary leprosy patients, 
sensitivity was 34.0% and 32.0% for NDO-LID and PGL1, respectively. In 
multibacillary leprosy patients, NDO-LID sensitivity was 73.6% and 81.0% for PGL1. 
Serological tests demonstrated a specificity of 75.9% for PGL-1 and 81.7% for NDO-
LID. The positive predictive value (PPV), negative predictive value (NPV) and 
accuracy in multibacillary patients were 47.9%, 93.1%, and 80.2% respectively for 
NDO-LID, and 43.4%, 94.6% and 76.8% for PGL1. Rapid serological tests showed 
limited ability to diagnose the disease; however, the high negative predictive value of 
the tests indicates a high probability of excluding leprosy. In the genetic study, 
statistically significant results were found only for the variants of the IFNG and NOD2 
genes. The rs8057341 polymorphism of the NOD2 gene was statistically significant 
for protection for the AA genotype (OR = 0.56; 95% CI, 0.37–0.84; P =0.005) and 
borderline for the A allele (OR = 0.76; 95% CI, 0.58–1.00; P = 0.053) and carrier (OR 
= 0.76; 95% CI, 0.58–1.00; P = 0.051). The SNP rs2430561 of the IFNG gene was 
associated with disease susceptibility to the AT genotype (OR = 1.40; 95% CI, 1.06–
1.85; P = 0.018) and carrier (OR = 1.44; 95% CI, 1.10–1.88; P = 0.008). In this way, it 
was possible to confirm a strong association of polymorphisms in the NOD2 and 
IFNG genes in a genetically mixed population in the state of Amazonas. Perspectives 
for new gene variants, possibly associated with a major effect on the disease 
phenotype (leprosy, other infectious or inflammatory diseases) could be identified 
upon the development of new genome sequencing technologies and functional 
studies. 
 
 
Keywords: Leprosy, rapid tests, polymorphisms, Amazonas 
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RESUMO LEIGO 

 

A hanseníase é uma doença milenar que ainda está presente na nossa sociedade, 
podendo levar a deformidades físicas e consequente estigmatização. Apesar da 
queda brusca após a implantação da poliquimioterapia no início da década de 1980, 
o número de casos tem se mantido praticamente constante nos últimos 10 anos, 
tanto no nível mundial como nacional. Por tratar-se de uma doença de amplo 
espectro clínico, muitas vezes o diagnóstico é difícil até mesmo para profissionais 
experientes. Até o momento não se tem uma ferramenta laboratorial de auxílio ao 
diagnóstico clínico, ou um marcador capaz de diferenciar exposição, infecção e 
doença. Recentes estudos têm tentado caracterizar biomarcadores, em diferentes 
populações, capazes de indicar prováveis candidatos ao adoecimento (entre os 
contatos, por exemplo) ou no diagnóstico precoce da hanseníase. Nosso estudo de 
replicação também seguiu essa mesma linha de colaboração, através da 
caracterização de biomarcadores sorológicos e genéticos na nossa população.  
Infelizmente, a utilização de testes sorológicos na identificação de doentes, com 
anticorpo anti-PGL1 positivo, não foi satisfatório. Porém, um resultado anti-PGL1 
negativo tem uma grande probabilidade de afastar um suspeito de ter a doença. 
Essa característica do teste é importante, especialmente em uma região endêmica 
para a doença e com outras dermatoses semelhantes e confundidoras. No estudo 
genético, avaliamos dez polimorfismos de oito genes envolvidos com a resposta 
imune do hospedeiro, para verificar se a sua presença está associada com a 
hanseníase. Encontramos associação de dois polimorfismos em dois genes (NOD2 
e IFNG) envolvidos com proteção e risco, respectivamente. Por tratar-se de uma 
doença complexa, mais marcadores genéticos necessitarão ser avaliados, com a 
finalidade de compor um painel de marcadores genéticos que possa inferir maior 
risco de adoecimento no grupo mais vulnerável. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

          A hanseníase é uma das enfermidades mais antigas da humanidade, com 

relatos registrados no antigo Egito, China e Índia, há aproximadamente três a quatro 

mil anos a.C., e com evidências ósseas sugestivas da doença, datadas de 2.000 

a.C, na Índia(1). No Brasil, a doença chegou com o processo de colonização 

portuguesa, tendo os primeiros relatos descritos por volta do ano 1600. No estado 

do Amazonas, os registros iniciais são de 1854(2). 

 É uma doença granulomatosa crônica causada pelo Mycobacterium leprae 

(M. leprae), na maioria dos casos, e pelo Mycobacterium lepromatosis (M. 

lepromatosis), afetando principalmente pele e nervos periféricos. O diagnóstico e o 

tratamento precoce são importantes para interromper o ciclo de transmissão e evitar 

as incapacidades físicas e as deformidades(3), que levam à estigmatização e à 

discriminação.  

O M. leprae apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade, ou seja, 

muitos indivíduos são infectados pelo bacilo, mas poucos adoecem(4). Isso ocorre, 

em parte, devido a fatores socioeconômicos(5) e baixa variabilidade genética do 

microorganismo(6). Estudos recentes indicam que a condição genética do 

hospedeiro é um dos fatores mais relevantes na suscetibilidade à hanseníase e nas  

diferentes manifestações clínicas da doença(7).  

Com a implantação da poliquimioterapia (PQT), há quatro décadas, houve, no 

mundo, redução significativa na prevalência e incidência da hanseníase. Mas, 

apesar dos esforços dos países onde a hanseníase é endêmica, e da Organização 

Mundial de Saúde (OMS) para melhorar a qualidade dos programas de controle da 

doença, a taxa de detecção de novos casos tem apresentado lenta redução nos 

últimos anos. Em 2011, 219.075 novos casos de hanseníase foram diagnosticados 

no mundo e em 2018, 208.641(8).  A contínua transmissão ocorre, em grande parte, 

por meio de pacientes multibacilares ainda não-tratados(9).  

  Vários países endêmicos conseguiram atingir a meta estipulada pela OMS 

para a eliminação da doença como problema de saúde pública (menos de um caso 

para 10.000 habitantes). No entanto, em 2018, 127 países relataram casos novos(8). 

Houve aumento no número de casos com grau 2 de incapacidade física (GIF2) entre 
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2017 e 2018 em países como o Brasil, Angola, Moçambique e Nepal. Somente o 

Brasil detectou 2.109 casos, com GIF2, em 2018.  

O diagnóstico clínico da hanseníase, em muitos casos, constitui grande 

desafio. As dificuldades encontradas ocorrem, não somente devido à falta de 

profissionais experientes no diagnóstico da hanseníase, mas também devido as 

características específicas da doença. As formas neurais puras, lesões de 

hanseníase indeterminada e lesões únicas em pacientes paucibacilares (PB) podem 

ser de difícil resolução clínica e facilmente confundidas com outras dermatoses 

comuns. Dermatoses como granuloma anular, sarcoidose, tuberculose cutânea, 

sífilis secundária, lúpus eritematoso sistêmico e pitiríase alba são alguns dos 

possíveis diagnósticos diferenciais(10). Aproximadamente 30% dos pacientes, 

muitos deles multibacilares (MB), não apresentam os sinais característicos da 

hanseníase, como por exemplo a perda de sensibilidade, o que dificulta o 

diagnóstico e favorece a transmissão da doença(11).  

Campanhas estaduais ou municipais, com o objetivo de identificar novos 

casos de hanseníase, são importantes medidas de políticas públicas para reduzir a 

incidência da doença. Quando detectados em jovens, abaixo de 15 anos, pode-se 

fazer estimativas de início de transmissão e indicar a existência de um foco ativo na 

comunidade(12,13). A Fundação Alfredo da Matta, nesses 65 anos de história, tem 

enfrentado a hanseníase a partir de ações de assistência, vigilância e pesquisa. No 

recente estudo de Pedrosa e colaboradores(13), quando 34.547 crianças de escolas 

públicas, de Manaus, foram examinadas, 40 novos casos de hanseníase foram 

detectados. Esse achado revelou uma taxa de detecção, 17 vezes superior a taxa 

oficial. Na busca de uma possível fonte dessa infecção, mais sete novos casos de 

hanseníase, em contatos domiciliares, foram descobertos.   

A OMS preconiza a vigilância dos contatos de pacientes com hanseníase pois 

essas pessoas apresentam risco de adoecimento maior do que a população geral. 

Quando essa estratégia é bem executada, ocorre aumento das taxas de detecção 

das formas clínicas menos graves(14). Uma atenção maior deve ser dada aos 

contatos domiciliares de pacientes multibacilares, que possuem um risco de 5 a 10 

maior de adoecimento, do que a população geral (15,16) e incidência de, 

aproximadamente, 60% maior do que em contatos de PB (17) . Entre os contatos 
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domiciliares que adoecem, a maior parte deles, ocorre nos seis primeiros anos do 

caso primário, com o pico acontecendo no primeiro ano(17). Na coorte, realizado por 

Teixeira e colaboradores(17), 42.725 contatos domiciliares de pacientes com 

hanseníase, foram acompanhados no período de janeiro de 2007 a dezembro de 

2014, utilizando informações coletadas da plataforma “Coorte de 100 milhões de 

brasileiros”(18) e correlacionadas com o Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação (SINAN – Hanseníase)(12). Adoeceram, neste intervalo, 829 contatos 

(1,9%). E a taxa de incidência, com esse grupo de risco, foi superior em 50 vezes, 

quanto em comparação com a população geral do Brasil em 2017. Os principais 

fatores de risco associados à doença, destacados nesse estudo foram, a idade 

acima dos 50 anos e os contatos de pacientes que apresentam a forma multibacilar, 

grau II de incapacidade física ou reações do tipo 1 ou 2(17).  

Identificar pacientes com infecção subclínica e/ou os prováveis contatos que 

tenham predisposição genética para adoecer, através de marcadores biológicos, 

pode constituir estratégia interessante no controle da hanseníase. No entanto, até o 

momento, não existe teste laboratorial padrão-ouro, capaz de detectar o M. leprae 

ou seus componentes celulares e que diferencie exposição, infecção e doença. Esse 

fato dificulta a intervenção precoce e consequente interrupção da cadeia de 

transmissão.  

A dificuldade de identificar marcadores específicos de resposta imune celular 

e humoral consiste no principal impedimento para o desenvolvimento de testes que 

diferenciem infecção e doença. Além disso, face a baixa incidência da doença e ao 

longo tempo de incubação do bacilo, seriam necessários longos estudos 

longitudinais, os quais são, geralmente, de difícil execução.  

Mas com os recentes avanços da imunogenética do hospedeiro, e o 

conhecimento do genoma do bacilo, novos testes diagnósticos estão sendo testados 

e replicados em diferentes populações. 

Os testes imunológicos atualmente utilizados no auxílio ao diagnóstico da 

hanseníase são baseados na detecção de componentes específicos do M. leprae e 

do perfil de resposta do hospedeiro, como, na mensuração de anticorpos, de 

citocinas, quimiocinas ou o tipo resposta imune desenvolvido. Dentre esses testes, 

destacam-se: - a detecção do anticorpo anti-PGL-1, com o teste de fluxo lateral (ML 



4 

 

flow test)(19); - os níveis de citocinas e quimiocinas IP-10, IL-10 e CCL4 e anticorpos 

anti-PGL1, pelo teste de fluxo lateral (LFAs)(20); - a detecção de anticorpos mono ou 

policlonais de proteínas únicas do bacilo(21,22); - a mensuração dos níveis de 

produção de IFN-γ pelas células T, como o IGRA (IFN-gamma releasing assays)(23); 

- ou o uso de uma suspensão salina de antígenos solúveis do M. leprae, lepromina 

ou leprosina, com inoculação intradérmica(24). O uso desse teste intradérmico, 

quando positivo, indica que o indivíduo apresenta boa resposta imune celular. 

Apesar de não ser usado como diagnóstico para M. leprae, pelo fato de apresentar 

reação cruzada com antígenos de outras micobactérias, pode ser usado para 

classificação operacional da hanseníase(24).  

Os testes sorológicos baseados da detecção do PGL1 ou nas suas formas 

sintéticas, tanto com a metodologia ELISA, quanto com o teste rápido, ainda são 

importantes ferramentas de auxílio ao diagnóstico clínico, principalmente para a 

classificação operacional(25). Esses testes também podem auxiliar no 

monitoramento da eficácia do tratamento da hanseníase(26). Além disso, os testes 

rápidos têm baixo custo quando comparados com os testes moleculares, são de fácil 

execução e não necessitam de equipamento especial ou refrigeração, podendo ser 

utilizado em campo(27,28). 

A identificação da sequência genômica do M. leprae possibilitou a realização 

de testes como a reação em cadeia da polimerase (PCR) tanto na forma 

convencional(29,30), quanto a versão em tempo real (q-PCR)(30–32). Com esta 

técnica é possível detectar e quantificar concentrações baixas de DNA de M. leprae, 

aproximadamente de 30 fg (fentogramas), que é o equivalente ao DNA de 8,3 

bacilos (33). Diferentes amostras clínicas como biópsias de lesões cutâneas, 

raspado dérmico, sangue, saliva, urina e da mucosa nasal podem ser utilizados 

como substrato para a realização da PCR. Esta técnica tem sido empregada nos 

grandes centros de referência, em estudos científicos e/ou como rotina laboratorial, 

como uma alternativa mais eficiente as metodologias tradicionais de auxílio ao 

diagnóstico clínico, como a baciloscopia e a histopatologia, por exemplo.  

A PCR também tem sido útil na identificação de cepas resistentes as drogas 

administradas no tratamento, no acompanhamento de contatos com a identificação 

de bacilos viáveis, no diagnóstico diferencial da hanseníase com outras dermatoses, 
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na forma neural pura, e em pacientes com lesões atípicas e/ou histopatologia 

inconclusiva para hanseníase (34).  

 Alguns trabalhos, do tipo caso-controle, estudaram a distribuição da 

frequência de marcadores genéticos, como polimorfismos de base única ou SNPs 

(Single Nucleotide Polymorphism), em pacientes em comparação com indivíduos 

saudáveis. Assim, foi possível avaliar SNPs que conferem uma maior suscetibilidade 

de adoecimento(35,36). De fato, o fator genético do hospedeiro é apontado com 

uma das causas de desenvolvimento de doenças infecciosas, há bastante tempo, 

em estudos de segregação, de famílias e de gêmeos(37). 

Estudos de caso-controle têm revelado importante associação de 

polimorfismos em genes candidatos, associando SNPs com a suscetibilidade à 

doença e/ou aos episódios reacionais. Dentre esses estudos, pode-se destacar 

SNPs nos genes: HLA, VDR (receptores da vitamina D), TNF, TLR1, IL10, IFNG, 

NOD2, PACRG/PRKN (anteriormente PARK2)(35,36,38–40).  

 

1.1 Biologia do Mycobacterium leprae 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica causada, principalmente, pelo 

Mycobacterium leprae, um bacilo intracelular obrigatório, que tem tropismo pelas 

células de Schwann, nos nervos periféricos, e pelos macrófagos, na pele(41). 

Também o bacilo pode causar manifestações oculares, otorrinolaringológicas, 

musculares, ósseas, nos testículos e vísceras abdominais(10,48,49) O termo 

hanseníase foi adotado no Brasil para diminuir o estigma associado com a doença e 

recebeu este nome em homenagem ao médico norueguês, Gerhard Armauer 

Hansen, que em 1873, identificou o bacilo como causador da doença.   

Mais recentemente, em 2008, uma segunda espécie causadora da doença, o 

Mycobacterium lepromatosis (M. lepromatosis), com capacidade, também, de 

infectar nervos, foi identificado em duas amostras de pacientes do México, que 

morreram de hanseníase virchowiana difusa(42). Em seguida, em 2009, em um 

outro estudo, também liderado por Xiang Y. Han, realizaram o sequenciamento em 

15 genes e 5 pseudo-genes, e revelaram que o M. lepromatosis é 90% 
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geneticamente idêntico ao M. leprae, e cuja diferença foi suficiente para caracterizá-

lo como uma nova espécie(43). Desde então, essa nova espécie, já foi encontrada 

em vários pacientes do México(44), e em alguns casos individuais de Singapura(44) 

e Canadá(45). O sequenciamanento completo, do M. lepromatosis, ocorreu em 

2015, com Singh e colaboradores(46). Recentemente, essa nova espécie foi 

identificada, pela primeira vez, em esquilos vermelhos, localizados na Escócia, 

apresentando lesões semelhantes à hanseníase(47). 

O bacilo é levemente curvado, medindo de 1,5 a oito microns de comprimento 

e 0,2 a 0,5 micron de diâmetro. É um bacilo álcool ácido resistente devido ao fato de 

não descolorir a fucsina de Ziehl-Neelsen, a cor vermelha impregnada no bacilo, 

durante as etapas de lavagem com álcool ou ácido(50). Os bacilos podem 

apresentar-se em arranjos especiais, denominados de globias, isolados ou em 

agrupamentos variados, em esfregaços dérmicos ou em cortes histológicos.   

O M. leprae não cresce em meios artificiais e a reprodução desse bacilo 

ocorre por fissão binária, com crescimento lento (entre 12 a 14 dias) em pata de 

camundongo(50). A temperatura ideal para a viabilidade e proliferação do M. leprae 

é entre 27 a 300C, explicando com isso, a predileção da bactéria por áreas mais frias 

do corpo humano, como lóbulos auriculares, pele, nervos periféricos e testículos(50). 

No meio ambiente, a viabilidade do bacilo é de até nove dias(51).  

O exato mecanismo de transmissão do M. leprae ainda é desconhecido(52), 

mas é provável que o contágio inter-humano ocorra pelas vias aéreas superiores, 

com bacilos transportados pelo ar, em gotículas de aerossóis, por meio de um 

contato próximo e prolongado de pessoas doentes para indivíduos suscetíveis(10). 

Essa hipótese é validada por estudos que demostraram que adesinas, como a 

HBHA (Heparin-binding hemagglutinin), presente na superfície do bacilo, podem se 

fixar nas células epiteliais alveolares e nasais, mantendo o M. leprae viável(53,54).  

A maioria dos indivíduos tem resistência natural ao bacilo(55) e poucas 

pessoas infectadas desenvolverão a doença (entre 1 a 5%). Os sinais clínicos 

geralmente aparecem entre dois a seis anos e, algumas vezes, em até 20 anos(56). 

Portadores sadios e indivíduos com infecção subclínica também podem transmitir o 

bacilo, principalmente para contatos próximos(57,58). 
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Alguns animais podem ser reservatórios naturais do M. leprae ou M. 

lepromatosis, como os tatus selvagens e os esquilos, podendo apresentar lesões 

características de hanseníase. Os primeiros casos relatados de M. leprae foram em 

tatus de vida selvagem (Dasypus novemcinctus), nos Estados Unidos, e, 

posteriormente, em diferentes espécies de tatus, em países da América Latina, 

como México, Brasil, Argentina e Colômbia(59).  

Estudos recentes revelaram que os esquilos vermelhos (Sciurus vulgaris), no 

Reino Unido, estavam infectados com o M. leprae ou M. lepromatosis. Esses 

animais mostravam ainda características clínicas e laboratoriais compatíveis com a 

doença(47).  

A presença de ácido ribonucleico (RNA) do M. leprae, que indica bacilo viável, 

foi demonstrada no solo e na água de áreas endêmicas de países como o Brasil e 

Índia. A identificação de M. leprae, viável por dias ou semanas, em amebas de vida 

livre sugere a possibilidade desses microorganimos serem potenciais vetores da 

transmissão do bacilo para os humamos(59). Essas potenciais vias de transmissão 

do M. leprae permanecem controversas. 

 O sequenciamento do genoma completo do Mycobacterium leprae foi 

realizado em 2001, por Cole e colaboradores(60). Não houve alteração significativa 

da arquitetura genômica do DNA do M. leprae quando comparado ao identificado em 

corpos preservados, dos séculos 12 e 13, em países europeus(6).  

A comparação do genoma circular do M. leprae, com 3.268.203 pares de 

bases (pb), com o do Mycobacterium tuberculosis (4.411.532 pb), revelou extensa 

deleção de nucleotídeos durante a evolução. Houve consequente perda de 

importantes vias metabólicas e condições específicas de crescimento, tornando M. 

leprae um microorganismo intracelular obrigatório(60).  

De acordo com o sequenciamento completo do genoma do M. leprae, 49,5% 

dos genes codificam proteínas; no M. tuberculosis são 90,8% dos genes. Dentre os 

1604 genes que codificam proteínas, no M. leprae, 1439 são genes comuns para o 

M. leprae e M. tuberculosis. O conhecimento do genoma do bacilo foi importante 

para a identificação de proteínas específicas do M. leprae, as quais poderão, 
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eventualmente, servir para o desenvolvimento de testes imunológicos, vacinas e 

exames moleculares mais sensíveis e específicos.  

 

1.2 Tratamento 

  

O tratamento da hanseníase é gratuito e fornecido pelo Sistema Único de 

Saúde (SUS). É realizado em regime ambulatorial, independente da forma clínica, e 

preferencialmente nos serviços de atenção primária à saúde. No caso de 

intercorrências clínicas ou cirúrgicas, relacionadas ou não com a hanseníase, o 

atendimento é feito em um serviço especializado ambulatorial, se possível em 

centros de referência para a doença.   

O histórico do tratamento da hanseníase começou no iníco da década de 

1940, utilizando somente a dapsona como droga terapêutica.  Mas a utilização da 

monoterapia, por longo período, desencadeou uma resistência crescente do 

patógeno. Essa constatação levou a Organização Mundial da Saúde a recomendar o 

uso do regime de poliquimioterapia (PQT), em 1981, com a utilização das drogas, 

dapsona, rifampicina e clofazimina. No Brasil, a poliquimioterapia foi estabelecida, 

oficialmente, somente em 1993(61).  

O diagnóstico da hanseníase é clínico e epidemiológico, baseado na 

presença de pelo menos um dos três sinais cardinais da doença: 1- Alteração de 

sensibilidade de lesões infiltradas e avermelhadas e/ou de manchas hipocrômicas 

ou eritematosas; 2- Espessamento de nervos periféricos com associação de 

alterações motoras e/ou sensitivas e/ou autonômicas; 3- Presença do bacilo álcool-

ácido resistente (BAAR) no raspado dérmico(62).  

Nos locais onde a baciloscopia e a histopatologia são realizados como rotina, 

utiliza-se a classificação de Ridley & Jopling(63), a qual caracteriza o paciente cinco 

formas: tuberculoide-tuberculoide (TT), bordeline-tuberculoide (BT), borderline-

borderline (BB), borderline-virchowiana (BV) e virchowiana-virchowiana (VV).  

Em lugares onde a baciloscopia e/ou exame histopatológico não estão 

disponíveis, a OMS preconiza a utilização de parâmetros mais simples para 

classificar os pacientes, em: paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Essa 
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classificação é baseada no número de lesões, nervos comprometidos e a 

baciloscopia(64).  

O Ministério da Saúde do Brasil, por meio da portaria 3.125, de 2010(65), 

estabeleceu a padronização terapêutica baseada na classificação operacional da 

doença (PB ou MB).  O tratamento é realizado com a combinação de duas drogas, 

dapsona e rifampicina, durante 6 meses, para os pacientes paucibacilares. Nos 

multibacilares, o tratamento é realizado com a combinação de dapsona, rifampicina 

e clofazimina, durante 12 meses.  

São considerados pacientes PB, os que apresentarem, no máximo, cinco 

lesões, baciloscopia negativa e nenhum envolvimento de nervos ou somente de um 

filete nervoso. Os pacientes MB são aqueles que apresentam mais de cinco lesões, 

baciloscopia positiva e têm mais de um nervo comprometido(65). Após um mês de 

tratamento, os pacientes tornam-se não infecciosos.   

A estratégia para a prevenção da hanseníase, denominada de profilaxia pós-

exposição, como a imunoprofilaxia com a vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guerin) 

e/ou a quimioprofilaxia, no grupo de risco, tem sido estudada(66).  O estudo COLEP 

(Contact Leprosy Patient)(67), realizado em região endêmica de Bangladesh, arrolou 

aproximadamente 19 mil contatos e os acompanhou por quatro anos. Esse estudo 

mostrou redução, estatisticamente significativa, somente nos primeiros dois anos, de 

57% no número de casos de hanseníase no grupo que utilizou a rifampicina em 

dose única em relação ao grupo que recebeu apenas placebo.   

Outra grande coorte, também com a população de Bangladesh, acompanhou 

contatos de pacientes com hanseníase que receberam e não receberam a profilaxia 

com rifampicina, por dois anos (68). Nesse estudo não houve diferença estatística 

entre os dois grupos de contatos. O uso da rifampicina, como quimioprofilaxia para a 

hanseníase, bem como re-vacinação com BCG, permanece controverso (66). 

Importante salientar, que, qualquer esquema de quimioprofilaxia deve ser executada 

somente por programas que tenham um amplo controle dos contatos, e desde que o 

seu caso índice permita a divulgação de seu nome. O esquema da quimioprofilaxia 

deve ser seguro para o indivíduo, eficaz, não ter grandes efeitos colaterais e não 

induzir resistência medicamentosa na hanseníase e tuberculose(69).   
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1.3 Imunopatologia da hanseníase 

 

O amplo espectro das formas clínicas na hanseníase e suas reações 

hansênicas, oferecem oportunidade de investigar a complexa rede de comunicação 

entre os variados fenótipos celulares e citocinas envolvidos durante a resposta 

imune inata e adaptativa do hospedeiro. 

O início da resposta imune começa quando um indivíduo passa de exposto, a 

um determinado patógeno, para infectado. Inicia-se assim, uma série de eventos 

imunológicos que visam eliminar esse agente infeccioso, começando por uma 

resposta imune inata, como primeira linha de defesa, e finaliza com uma específica 

resposta imune adaptativa. Tanto uma como a outra resposta imune são 

interdependentes e complementares, com a primeira direcionando para uma 

eficiente resposta adaptativa e essa por sua vez, potencializando as ações das 

células do sistema imune inato. 

A mucosa do trato respiratório superior consiste na primeira barreira contra 

patógenos invasores, após exposição ao M. leprae. Mas somente a presença do 

DNA na mucosa nasal ou a soropositividade ao antígeno específico do M. leprae 

(PGL-1), em indivíduos saudáveis de uma área endêmica, não são indicativos de 

doença. Essas pessoas estão carreando o bacilo e colaborando com a transmissão 

do patógeno, ou estiveram em contato com pessoas bacilíferas, 

respectivamente(70–72).  

Quando o M. leprae invade as vias aéreas superiores, a epiderme e nervos 

periféricos serão seus principais destinos. Na epiderme, um conjunto de células do 

sistema imune inato, como os macrófagos, células dendríticas, natural killers, entre 

outros, expressam receptores de reconhecimento padrão (pattern recognition 

receptors/PRRs), que identificam padrões moleculares conservados, comuns em 

determinados grupos de patógenos (pathogen-associated molecular 

patterns/PAMPs)(73), ou padrões moleculares associadas ao dano (damaged-

associated molecular patterns/DAMPs).  Diferentes PRRs são expressos em uma 

mesma célula, como os receptores de lecitina tipo-C, como o CD209,  o Nod-like 

receptor (NLRs), o retinoic-acid inducible gene I (RIG-1) e o Toll-like receptor 

(TLRs)(74,75). Alguns membros da família dos TLRs, como o heterodímero TLR2/6 
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e TLR1/2,  reconhecem PAMPs do M. leprae, como as lipoproteínas di ou tri-

aciladas, respectivamente(75). Tanto o TLR1 como o TLR2 são mais expressos em 

células de lesões de pacientes com a forma clínica tuberculóide, quando 

comparados com os virchowianos(76,77). Em monócitos e células dendríticas houve 

uma redução da expressão do TLR2 pela IL4, e aumento da expressão do TLR1 

pelo IFN-γ (Interferon-gama) e pelo Fator estimulador de Colônia granulócito-

macrófago (GM-CSF/granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)(76). Os 

diferentes TLRs são expressos em várias células, como os linfócitos, células de 

Schwann e células endoteliais, e, apresentam níveis elevados em monócitos, e 

principalmente macrófagos e células dendríticas, que são classicamente células 

apresentadoras de antígenos (APCs).  

As APCs desempenham um importante papel na conexão da resposta imune 

inata com a adaptativa(78) e na formação do granuloma(79). Dependendo da sua 

distribuição tecidual, são denominadas de células de langerhans na epiderme ou 

células dendríticas dermais na derme(78,80). Outros fenótipos celulares participam 

da resposta inflamatória cutânea, como linfócitos Th CD4+ (auxiliares), linfócitos T 

CD8+ (citotóxicos), Natural Killers (NK), monócitos, T helper 17 (Th17), T 

regulatórias (Treg), células dendríticas, querotinócitos, células de Schwann e 

macrófagos(81).  

Os macrófagos têm sido identificados como as principais células envolvidas 

na patogênese da hanseníase, responsáveis por atividades fagocíticas e 

bactericidas (81). Dependendo do perfil das citocinas pelo qual é estimulado, pode 

apresentar um comportamento M1 ou M2.  

Quando ativados por citocinas pró-inflamatórias, como a IL-15, IFN-γ, TNF 

(Tumor Necrosis Factor), ou por agonistas do TLR, como as lipoproteínas di ou 

triaciladas do M. leprae, seu comportamento muda de MØ para um macrófago 

inflamatório M1, mais frequente na forma tuberculoide da doença. Desde modo é 

capaz de desempenhar inúmeras atividades como: - a de apresentador de 

antígenos; - produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas; - liberação de 

moléculas coestimulatórias, regulados pelo fator de transcrição NF-КB (factor 

nuclear-kappa B); - ativação da via dos peptídeos antimicrobianos (catelicidinas e 

defensinas-beta 2 e 3 humanas) dependentes da vitamina D; - ativação da iNOS 
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(induced nitric oxide synthase), que induz a produção de NO (nitric oxide) e 

consequentemente radicais livres que destroem o patógeno intracelular (Figura 

1)](73,82–84).  

Por outro lado, o fenótipo M2, mais presentes na forma virchowiana, é ativado 

por citocinas como, a IL-4, IL-10, IL-13, IL-27 e TGF-β (Transforming growth factor 

beta), contribuindo com a atividade imunossupressora, de reparo tecidual e 

fibrose(82,83,85–88). Macrófagos estimulados pela IL-10 aumentam a fagocitose de 

lipoproteínas oxidadas de baixa densidade e da micobactéria, mas sem 

desencadear a via metabólica antimicrobiana, dependente de vitamina D(89,90). 

Esses fatores promovem um ambiente favorável intracelular para o bacilo, 

favorecendo sua sobrevivência(Figura1)(90). 

 

Figura 1 - Resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro, em relação ao Mycobacterium leprae, 
nas formas clínicas polares da hanseníase: tuberculoide e virchowiana.  Adaptado de 
Fonseca e colaboradores (90). 

 

Esse aumento da carga bacilar é devido a uma maior expressão do receptor 

CD209 (cluster of differentiation 209), que é o responsável pela mediação da 
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captação do M. leprae(91). Concomitante, também estão mais expressos receptores 

de varredura (scavenger), como o CD163 (cluster of differentiation 163), SR-A 

(Scavenger receptors class A), CD36 (cluster of differentiation 36) e MARCO 

(macrophage receptor with collagenous structure). Todos esses receptores 

desempenham um papel na homeostase tecidual pelos macrófagos, com a ingestão 

de células apoptóticas, apoproteína B (ApoB), lipídios e lipoproteínas oxidadas de 

baixa densidade(92–94). No entanto, durante a manifestação da hanseníase, esses 

receptores ficam desregulados, com a ingestão exacerbada de lipídios, favorecendo 

o M. leprae com uma fonte de carbono(92). Os lipídios no interior do macrófago foi 

observado em cortes histológicos de lesões de pacientes multibacilares, dando um 

aspecto denominado de célula espumosa(95). Já o receptor de varredura CD163 é 

responsável pela ingestão do complexo haptoglobina-hemoglobina, fonte importante 

de ferro e essencial para a sobrevivência da micobactéria(96). Um outro receptor, 

mais expresso em lesões de virchowianos, é a LILRA2 (leukocyte immunoglobulin-

like receptor subfamily A member 2), que quando ativado, promove a inibição do 

TLR1/2 e da IL-12 (Figura 1)(97).  

Os linfócitos T CD4+ desempenham um papel fundamental no tipo de 

resposta imune adaptativa, se celular ou humoral, que será desencadeado pelo 

hospedeiro, resultando como desfecho clínico, as diversas formas de manifestação 

da hanseníase(41). As duas populações de linfócitos T CD4+ mais envolvidas na 

resposta imune ao M. leprae, são a T helper 1(Th1) e a T helper 2(Th2). Porém, 

continua uma lacuna de conhecimento o exato mecanismo de direcionamento da 

resposta imune adaptativa do hospedeiro. Essas células se originam da 

diferenciação das células T naive (Th0), quando estimuladas principalmente por 

citocinas IL-2 e IL-12 (Th1) e IL-4 (Th2)(98). Sabe-se que em pacientes 

tuberculoides há uma reduzida resposta humoral(99) e vigorosa resposta imune 

celular aos antígenos do M. leprae. Isso se deve a ativação de células Th1 CD4+ e 

da liberação de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-2, IL-15, IFN-γ, TNF, que 

favorecem a eliminação da micobacteria e a contenção do bacilo, com a formação 

do granuloma, que é composto principalmente de macrófagos e linfócitos(100,101). 

Outro conjunto de células T específicas que atua em sinergia com as Th1, são as 

Th17. São células que liberam citocinas, como a IL-17A, IL17F, IL-21 e IL-22, que 
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estão envolvidas no recrutamento de neutrófilos, potencialização das células Th1 e 

na modulação da atividade do macrófago(102,103).  

Por outro lado, em pacientes virchowianos, ocorre uma intensa resposta 

humoral, com formação de imunocomplexos, porém ineficiente na destruição do 

bacilo. A resposta imune adaptativa, nesses pacientes, é realizada principalmente 

pelas células Th2 CD4+ e T regulatórias FoxP3+ (T Reg), com produção de IL-4, IL-

10 e TGF-β (transforming growth fator-β), que contribuem para a inibição da 

produção de citocinas proinflamatórias e inativação da resposta microbicida dos 

macrófagos, favorecendo com isso a sobrevivência do bacilo no interior da 

célula(90).  

  

1.4 Epidemiologia 

 

A hanseníase configura sério problema de saúde pública, em vários países, 

apesar da importante diminuição do número de novos casos após a implantação da 

PQT, no início da década de 1980. Nos últimos dez anos, o número de casos novos 

da doença tem se mantido praticamente constante. Houve leve decréscimo (17%), 

no número de casos registrados em 2009 (244.796) quando comparado aos 

reportados em 2019 (202.185)(8).  

Três países relataram mais de 10.000 casos novos em 2019: Índia, Brasil e 

Indonésia. Esses países são responsáveis por 79% de todos os novos casos de 

hanseníase no mundo. O Brasil ocupa a segunda posição na detecção de novos 

casos: 27.863 em 2019. Nas Américas o Brasil lidera o número de casos (93% de 

todos os casos)(8).  

Apesar do decréscimo de 30% da incidência, entre os anos de 2009-2018, o 

Brasil ainda apresenta alta endemicidade, com uma taxa de 13,70 por 100 mil 

habitantes, em 2018. Há variação da taxa de detecção de novos casos nas 

diferentes regiões do país, com a ocorrência das menores taxas nas regiões Sul e 

Sudeste, que apresentam parâmetro de média endemicidade (104).  

Entre as regiões brasileiras, a região Norte ocupou a segunda posição na taxa 

de incidência e prevalência, em 2018, com 31,95 casos/100.000 e 3,34 



15 

 

casos/10.000  habitantes, respectivamente(104).  O estado do Amazonas se destaca 

com importante declínio da prevalência (98,5%) e incidência (86,3%), nas últimas 

três décadas (Gráficos 1 e 2)(105). Atualmente, esse estado ocupa a 19a posição, 

dentre os estados brasileiros, em relação à taxa de detecção de casos novos(104).  

Gráfico 1 - Coeficiente de prevalência da Hanseníase da capital, interior e estado do Amazonas, no 
período de 1990 a 2019. 

Coeficiente de Prevalência da Hanseníase 
no Estado do Amazonas, 1990 -2019
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Interior 78,79 66,99 55,88 35,26 30,11 29,51 26,67 16,58 12,37 10,24 9,37 7,45 6,99 7,27 6,89 5,76 5,48 3,83 2,86 3,6 3,31 3,08 3,7 3,2 3,06 2,62 2,38 2,08 2,09 2,01

Amazonas 91,99 78,55 51,58 39,8 33,33 32,6 31,16 17,39 12,77 11,21 9,74 7,46 6,51 6,71 5,91 4,81 4,52 3,47 3,64 3 2,74 2,72 2,88 2,52 2,58 2,09 1,85 1,49 1,42 1,36
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Gráfico 2 - Coeficiente de detecção geral da Hanseníase da capital, interior e estado do Amazonas, 
no período de 1990 a 2019. 

Coeficiente de Detecção Geral da Hanseníase 
no Estado do Amazonas - 1990 a 2019
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Interior 62,86 72,73 54,16 62,93 65,69 61,66 54,87 55,02 50,14 54,08 45,92 46,61 48,47 32,85 34,21 29,48 28,97 24,02 28,31 24,11 25,51 18,58 25,04 24,76 18,61 17,07 14,37 17,02 15,62 14,12
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Apesar do esforço dos profissionais de saúde no combate à doença, a 

hanseníase ainda é problema de saúde pública em vários estados e cidades do 

Brasil. O Amazonas apresentou média endemicidade (1,42/10.0000 hab.) na 

prevalência e alta endemicidade na incidência em 2018 (10.3/100.000 hab.).  

 

 

1.5 Marcador Sorológico: testes rápidos nas doenças infecciosas 

 

Os testes rápidos (TRs) começaram a ser desenvolvidos na década de 80, 

com a disseminação do vírus HIV e casos graves de AIDS. Mas foi a partir da 

década de 90, com a evolução tecnológica e melhoria da acurácia, que esses testes 

se tornaram mais populares. Os TRs utilizam, na maioria das vezes, a técnica da 

imunocromatografia, para identificação de variados analitos de diferentes áreas, 

como na biomedicina, alimentos, agricultura e meio ambiente(106). São dispositivos 
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portáteis, de baixo custo, não necessitam de refrigeração, simples de usar, rápida 

liberação de resultados (5-30 minutos) e podem ser realizados no ponto de 

atendimento, junto ao paciente (Point-of-care); entretanto, os resultados são 

qualitativos (sim/não) ou semi-quantitativos(106). Na ausência de um TR, o 

diagnóstico clínico de infecções, por exemplo, necessita ser confirmado por um teste 

laboratorial tradicional, com o resultado, na maioria das vezes, não saindo no 

mesmo dia. Neste intervalo, poderá ocorrer uma contínua transmissão do patógeno 

e um aumento das comorbidades no indivíduo.  

Na área biomédica, a utilização de TRs é cada vez mais frequente, 

melhorando a abordagem ao paciente na atenção primária e colaborando na 

identificação da doença de uma forma rápida e precisa, como na identificação dos 

principais agentes causadores das Infecções Sexualmente Transmissíveis (ISTs), 

como o HIV, o Treponema pallidum, a Chlamydia trachomatis e a Neisseria 

gonorrhoeae. Van Der Pol e colaboradores(107) avaliaram a performance de um TR, 

baseado na detecção molecular de Chlamydia trachomatis (CT) e Neisseria 

gonorrhoeae (NG), e compararam com outros três testes comerciais de amplificação 

de ácidos nucleicos (NAATs). A permorfance foi equivalente aos testes moleculares 

realizados em laboratório, com uma sensibilidade para CT e NG de 96,1% e 100%, e 

especificidade de 99,1% e 99,9% respectivamente, em 1.523 mulheres que 

frequentaram as clínicas de ISTs. Enquanto que nos homens, a sensibilidade para 

CT e NG foram de 92,5% e 97,3%, e a especificidade foi de 99,3% e 100%, 

respectivamente, em 922 homens que procuraram atendimento em clínicas de ISTs.  

Os estudos de validação dos TRs são importantes, como fizeram Van Der Pol 

e colaboradores(107).  Somente testes que apresentem uma acurácia satisfatória na 

identificação de um determinado marcador, é que permitirá elaborar estratégias mais 

assertivas para tratamento, aconselhamento e em alguns casos, isolamento social.  

A validação dos TRs para a identificação de anticorpos IgM/IgG para o SARs-

CoV-2, ainda está ocorrendo. A despeito da urgência de identificar infectados e 

doentes desta pandemia, houve uma liberação do uso desses kits comerciais, pelos 

órgãos fiscalizadores. Somente com a realização de um inquérito sorológico a nível 

populacional, com TRs validados e de acurácia desejada, é que conheceremos a 

real magnitude desta doença, identificando quem está imunizado ou aqueles que 
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são suscetíveis. A validação também deve passar pelos mais diversos testes 

moleculares (RT-PCR) colocados no mercado. Estes testes indicam infecção atual e 

sua imprecisão comprometem os esforços de contenção da pandemia. Resultados 

falso-positivos colocam o indivíduo em quarentena e triagem dos contatos 

desnecessariamente. Enquanto que resultados falso-negativos, expõem indivíduos 

assintomáticos a infectar outras pessoas(108). 

Uma endemia que continua presente nas últimas décadas no país é a 

tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis. Como estratégia para 

reduzir a sua incidência e mortalidade, um teste laboratorial de diagnóstico, rápido e 

eficaz, tem sido o objetivo nesses últimos anos. Tentativas de usar um Point of care 

(POC), que reconhece um componente da parede celular da M. tuberculosis, o 

lipoarabinomanana (LAM), em amostras de urina, tem sido proposto.  Na prática, 

esses testes apresentaram uma baixa sensibilidade, com uma média de 44%, 

variando de 21% em pacientes ambulatoriais a 54% de hospitalizados(109). 

Portanto, esses testes têm limitações que devem ser superadas para que possam 

ser aplicadas de maneira adequada como POC. 

Na hanseníase, a idéia de criar um TR para o diagnóstico da doença foi 

baseada na descoberta, no início da década de 1980, de um componente de parede 

celular, específico do M. leprae, o glicolipídio fenólico-1 (PGL-1, phenolic glycolipid-

1)(19), cuja composição química é o 3,6-di-O-metila-β-D-glicopiranosil-(1→4)-2,3-di-

O-metila-α-L-ramnopiranosil-(1→2)-3-O-metila-α-L-ramnopiranose(110). O 

determinante antigênico do PGL-1, capaz de induzir altos títulos de anticorpos no 

hospedeiro, é a parte di e trissacarídica da molécula(111,112). Essa descoberta 

permitiu a síntese química do glicídio e a produção de variados neoglicolipídeos, 

conjugados com a Albumina Sérica Bovina (BSA) ou Albumina Sérica Humana 

(HSA), como o ND-O-BSA ou ND-O-HSA(113) e o NT-P-BSA(114), unidos por 

ligantes específicos, como os radicais octil (O) ou fenol (P). Esses variados formatos 

de neoglicolipideos podem ser produzidos em maior quantidade, com um custo 

menor do que o PGL1 nativo, tornando viáveis em aplicações que vão do 

diagnóstico clínico a grandes estudos epidemiológicos. As técnicas mais 

empregadas e desenvolvidas para detectar a presença de anticorpos contra o M. 

leprae, utilizando tanto antígeno nativo quanto o semi-sintético, foram o ELISA 

(enzyme-linked immunosorbent assay) e o teste de fluxo lateral (ML flow). O ELISA, 
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quando desenvolvida in house, é laboriosa e requer padronização, que pode variar, 

por limitações na diferença e concentração de reagentes. No entanto, o seu baixo 

custo e o resultado quantitativo, tornam um teste único para estudos 

epidemiológicos em grande escala, e para monitoramento da eficácia do tratamento 

de pacientes(115). Enquanto que o ML flow é um teste rápido, imunocromatográfico, 

simples de usar, com resultados saindo entre 10 a 15 minutos, e pode ser aplicado 

junto ao paciente.  

Além do PGL-1 e seus antígenos análogos, novos componenentes com 

potenciais antigênicos têm sido avaliados, como o lipoarabinomanana e as proteínas 

ML0405 e ML2331(22,116). Isso permitiu conhecer o perfil de resposta humoral 

entre as diversas formas clínicas da doença(22). A proteína quimérica formada pela 

fusão das proteínas (ML0304 e ML 2331), denominada de LID-1 (Leprosy IDRI 

Diagnostic 1), teve melhor sensibilidade do que as proteínas isoladamente(117).  E 

quando adaptadas para a técnica ELISA, pode ser utilizada como uma ferramenta 

de controle da efetividade do tratamento, através da mensuração do decréscimo da 

titulação de anticorpos, que ocorre desde o inicio da poliquimioterapia(117).   

Devido à natureza glicolipídica do PGL1 ou das suas variações com o açúcar 

dissacarídeo ou trissacarídeo, conjugados com albumina sérica bovina ou humana, 

a característica de anticorpos detectada é predominantemente IgM.  Enquanto que a 

detecção de anticorpos IgG, em resposta ao bacilo M. leprae, pode ser identificada 

através do teste sorológico LID-1.  

Inúmeros estudos foram realizados posteriormente, procurando entender 

como seria a resposta imunológica do hospedeiro diante desses antígenos, 

principalmente nas formas polares da hanseníase. A acurácia dos testes em 

detectar anticorpos contra antígenos do M. leprae, como o PGL-1 (natural ou 

sintético) ou das proteinas do LID-1, tanto pela técnica do ELISA, como da 

imunocromatografia utilizada em TRs (ML flow), variam conforme a apresentação 

clínica ou classificação operacional (Tabela 1).  
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Tabela 1 - Acurácia dos testes sorológicos, utilizando as técnicas, ELISA ou ML flow, com 
carreadores BSA ou HSA 

Antígenos Resultados Voluntários População Ref 

NT-P-BSA (ML flow) PB➔ S=40%    MB ➔ S=97,4% 

E=88% 

85 PB;114 MB 

234 CE 

Brasil,Indoné-

sia e Filipinas 

(118) 

PGL1 (ELISA)a 

ND-O-HSA (ELISA)b 

NT-P-BSA (ML flow)c 

PB ➔ Sa=22,7%   /   Sb=31,8%   /   Sc=0 

MB ➔ Sa=86,4%  /  Sb=76,4% /   Sc=90% 

E=98% para ambos ELISA 

44 PB;  

110 MB 

52 CE 

 

Brasil 

(119) 

NT-P-BSA (ML flow) PB ➔ S=44,9%        MB ➔ S=92,7% 

E=98% 

69 PB; 69 MB 

101 CE 

Brasil e Nepal (28) 

ND-O-LID (ML flow)a 

NT-P-BSA (ELISA)b 

PB ➔ Sa=21,2%  MB ➔ Sa=87%  Ea=97% 

PB➔ Sb=15,4%  MB ➔ Sb=83%  Eb=100% 

104PB;108MB 

101 CE 

Brasil (120) 

ND-O-LID (ELISA) PB ➔S=27%  MB ➔ S=90,6%  E=85,9% 

 

50PB; 146 MB 

117 CE 

Colômbia e 

Filipinas 

(121) 

ND-O-LID (ML flow)a 

ND-O-BSA (ML flow)b 

PB➔Sa=32,3%  MB ➔ Sa=87%  Ea=98,4% 

PB➔ Sb=6,5%   MB ➔ Sb=82%  Eb=90,5% 

62 PB;208 MB 

63 CE 

Filipinas (122) 

NT-P-BSA (ELISA)a 

NT-P-BSA (ML flow)b 

NT-P-HSA (ELISA)c 

NT-P-HSA (ML flow)d 

PB➔ Sa=25,7%  MB ➔ Sa=77%  Ea=100% 

PB➔ Sb=29,2%  MB ➔ Sb=87%  Eb=100% 

PB➔Sc=24,0%  MB ➔ Sc=74%  Ec=98,5% 

PB➔Sd=31,6%  MB ➔ Sd=81%  Ed=95,6% 

342 PB;  

486 MB 

69 CE 

Brasil (123) 

PGL1 (ELISA)a 

ND-O-HSA (ELISA)b 

LID1 (ELISA)c 

ND-O-LID (ELISA)d 

PB➔ Sa=37,2%  MB ➔ Sa=88%  Ea=NR 

PB➔Sb=19,6%  MB ➔ Sb=77%  Eb=92,3% 

PB➔ Sc=7,8%    MB ➔ Sc=79% Ec=97% 

PB➔Sd=29,4%  MB ➔ Sd=88%  Ed=60,1% 

51 PB; 43 MB 

2.494 CE 

Brasil (124) 

LID1 (ELISA)a 

ND-O-LID (ELISA)b 

PB ➔ Sa=16 %  MB ➔ Sa=88%  Ea=99% 

PB ➔ Sb=6%     MB ➔ Sb=65%  Eb=98% 

32 PB; 66 MB 

98 CE 

Brasil (125) 

ND-O-LID (ML flow)a 

ND-O-LID (ELISA)b 

MB ➔ Sa=81,4%  Ea=96,4% 

MB ➔ Sb=86,2%  Eb=93,8% 

145 MB 

224 CE 

Filipinas (126) 

ND-O-BSA (ELISA) a 

LID1 (ELISA)b 

ND-O-LID (ML flow)c 

MB ➔ Sa=57,9%  Ea=65,7% 

MB ➔ Sb=47,4%  Eb=72,7% 

MB ➔ Sc=65,8%  Ec=39,6% 

38 MB 

245 CE 

Brasil (127) 

Abreviaturas: ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; ML flow, teste rápido de fluxo lateral; 
LID1, Leprosy IDRI Diagnostic 1; BSA, Albumina sérica bovina; HSA, Albumina sérica humana; ND-O, 
dissacarídeo ligado ao radical octil; NT-P, trissacarídeo ligado ao radical fenol; MB, multibacilar; PB, 
paucibacilar; CE, controle endêmico; S, sensibilidade; E, especificidade 
 

A sensibilidade dos TRs também pode variar, conforme a amostra clínica. 

Amostras de soro de pacientes com hanseníase têm uma positividade ligeiramente 

superior ao sangue, com amostras do mesmo indivíduo(28,118). A capacidade dos 

testes em detectar anticorpos é mais frequente nos multibacilares e fraca nos 

paucibacilares. Isso se deve a forte resposta humoral desenvolvida nas formas 

clínicas mais graves da doença, associadas com a elevada carga bacilar(120). No 

entanto, o teste não pode ser usado como diagnóstico na hanseníase e sim no 
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processo de diagnóstico. Uma determinada parcela de indivíduos da área endêmica 

ou de contatos domiciliares estarão positivos sem nunca desenvolver hanseníase, 

indicando apenas exposição ao bacilo.   

A busca de um teste diagnóstico, ou prognóstico, que possa identificar casos 

de hanseníase, tão logo quanto possível após a sua infecção, é uma das principais 

recomendações da Organização Mundial de Saúde. 

Somente com a detecção precoce e o tratamento imediato, de pacientes 

assintomáticos ou pré-sintomáticos, é que será possível reduzir a transmissão da 

infecção na comunidade e as incapacidades físicas. Vários estudos têm focado na 

identificação do anti-PGL1, como um biomarcador de prognóstico para a doença, em 

contatos domiciliares, porém, os resultados têm sido divergentes(128). 

A revisão sistemática e meta-análise, realizada por Penna e 

colaboradores(128), buscou consenso entre os oito trabalhos selecionados. Este 

estudo mostrou que entre os contatos que adoeceram, aqueles que apresentavam 

anticorpos anti-PGL1, tiveram três vezes mais chance de desenvolverem a doença, 

do que os contatos com sorologia negativa. Porém, a sensibilidade ficou abaixo de 

40%, para todos os estudos, e o valor preditivo positivo máximo, alcançado em 

apenas um estudo, foi de 17,5%. Assumindo que em uma eventual quimioprofilaxia, 

a eficácia fosse de 100%, significaria que, a escolha de contatos para receber esse 

medicamento, baseado apenas do resultado positivo da sorologia, seria efetiva em 

menos da metade dos contatos que adoeceram, e desnecessário em mais de 80% 

deles. Isso também se confirmou no estudo de Barreto e colaboradores(129), 

quando acompanharam durante dois anos, contatos domiciliares, de jovens 

estudantes, diagnosticados com hanseníase, de duas cidades do estado do Pará. 

Concluíram que a chance de risco de os contatos soropositivos desenvolverem a 

doença, foram 2,7 vezes maiores do que os soronegativos, indicando que se 

acompanhassem 10 soropositivos, durante dois anos, a probabilidade de adoecer 

(>90%), seria de no mínimo um contato.     

Richardus e colaboradores(130), em um estudo longitudinal de seis anos, 

com 224 contatos de pacientes com hanseníase, de Bangladesh, também 

concluiram que o anti-PGL1 não foi um bom preditor de adoecimento. Verificaram 



22 

 

que não houve diferença do nível de anticorpos, entre os grupos, com ou sem o 

desfecho da doença.  

A maior dificuldade, nos ensaios sorológicos, é na identificação de pacientes 

paucibacilares, que apresentam baciloscopia negativa e exame histopatológico, 

geralmente, inconclusivo. Nesses pacientes, há maiores níveis de IFN-γ, em relação 

aos multibacilares. Porém, o diagnóstico precoce baseado somente nesta citocina, 

não é fidedigno, uma vez que seus contatos, exibem similaridade de produção de 

IFN-γ(131). 

Devido ao amplo espectro de apresentação clínica da hanseníase, e do tipo 

da resposta imune que o indivíduo pode desencadear, a escolha de biomarcadores 

de prognóstico, necessariamente, tem que refletir a resposta imunológica, inata ou 

adaptativa (humoral ou celular). Testes baseados na combinação desses 

biomarcadores, podem aumentar a eficiência em diferenciar: paciente, de contato; 

virchowianos, de tuberculoides; ou indivíduos infectados pelo M. leprae, de não 

infectados(20,132). Um novo teste de fluxo lateral, o UCP-LFAs (Up-converting 

phoshor lateral flow assays), combinando quatro marcadores imunológicos 

(anticorpos anti-PGL1, IL-10, IP-10 e CCL4), foi avaliado, recentemente, por Hooij e 

colaboradores(20), em uma coorte, em Bangladesh. Os resultados foram 

promissores, tendo o teste a capacidade de identificar, significativamente, indivíduos 

infectados pelo M. leprae, hanseníase per se ou pacientes multibacilares. A 

combinação de marcadores, como, o IP-10, a CCL4 e a IL-10, foi indicativa de 

infecção pelo bacilo; os marcadores, CCL4 e IP-10, com a hanseníase per se; e a 

indicação de pacientes multibacilares, com a combinação do anti-PGL1 IgM, da IL-

10 e do IP-10, capacitando na distinção entre pacientes multibacilares e 

paucibacilares. Os marcadores CCL4 e IP-10 são marcadores de resposta celular do 

hospedeiro, e uma inclusão em testes que detectam o anti-PGL1, mostra uma 

esperança em identificar os pacientes paucibacilares(20).   

Os pacientes, com hanseníase, também podem ser acometidos por episódios 

inflamatórios agudos, antes, durante ou depois do tratamento. O diagnóstico rápido 

e o tratamento imediato, reduz o dano neural e o risco de incapacidades 

permanentes. Corstjens e colaboradores(133), avaliaram um multiplex, UCP-LFA, 

com dois marcadores, o IP-10 e o anti-PGL1 IgM, para o monitoramento 
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intraindividual do diagnóstico precoce das reações hansênicas. O teste mostrou-se 

útil no diagnóstico inicial, permitindo o tratamento eficaz, apesar do número reduzido 

de pacientes testados.   

 

1.6 Estudo molecular: A importância da PCR na hanseníase 

 

O desenvolvimento de testes diagnósticos em hanseníase sempre foi um 

desafio, principalmente devido à incapacidade de crescimento do Mycobacterium 

leprae em meios artificiais, ou seja, in vitro. Somente após o desenvolvimento de 

protocolos que possibilitaram o crescimento do bacilo da hanseníase em pata de 

camundongo(134) e em tatus(135), foi possível desenvolver novos agentes 

quimioterápicos, confirmar a resistência às drogas administradas e conhecer as 

estruturas moleculares e antigênicas da bactéria(34). 

Os primeiros ensaios de PCR na identificação do M. leprae ocorreram há três 

décadas(136), e foram aprimoradas após o sequenciamento completo do bacilo em 

2001(60), permitindo, com isso, a comparação entre genomas de outras 

micobactérias, como o Mycobacterium tuberculosis(137). A melhoria de sensibilidade 

e especificidade no diagnóstico por PCR, tanto convencional e principalmente, em 

tempo real (q-PCR)(34), se deve ao aprimoramento dos protocolos de extração de 

DNA, amplificação e identificação de diferentes genes e amostras clínicas testadas. 

Portanto, a purificação do DNA com kits comerciais, a amostra biológica adequada e 

representativa da lesão e uma melhor eficiência na amplificação de tamanhos 

menores do genoma por PCR tempo real, foram fundamentais para a utilização 

desta técnica como ferramenta de auxílio ao diagnóstico clínico(34). A biópsia de 

pele continua sendo a melhor escolha de amostra biológica, não só pela maior 

quantidade de bacilos encontrados, mas também, pela capacidade de manter a 

reprodutibilidade do teste após o armazenamento em álcool a 700GL. Mas outras 

amostras clínicas são importantes, isto é, quando o paciente não tem lesões ou se 

apresenta de uma forma atípica. Nesses casos, têm que ter a clareza no variado 

grau de sensibilidade nas amostras, como, nervos, urina, mucosa oral e nasal, 

sangue e tecido ocular(138–142) e sua correta correlação com a doença.  
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Diferentes sequências, de genes distintos, foram avaliadas para verificar a 

sensibilidade do teste molecular, como, o gene que codifica o antígeno 36-kDa(143), 

o antígeno 18-kDa(144), o 16S rRNA, o RLEP (uma sequência repetida do genoma), 

o Ag85B e o sodA(30–32), entre outros genes do M. leprae. Martinez e 

colaboradores(32) foram os primeiros a realizarem um estudo comparativo, entre 

quatro ensaios por q-PCR, para a identificação do bacilo, nas biópsias de pele, 

oriundas de pacientes, com diferentes formas clínicas da hanseníase, de voluntários 

saudáveis e de indivíduos com outras dermatoses, sem a hanseníase. A 

sensibilidade de detecção do RLEP (87,1%), foi superior aos genes Ag85B e 16S, 

porém a especificidade não teve o mesmo desempenho, ficando inferior na 

comparação com o Ag85B e 16S, os quais foram de 100%. Portanto, o uso desse 

marcador pode levar os pacientes a terem resultados falso-positivos, levando a um 

tratamento desnecessário e triagem em todos os seus contatos. Uma hipótese para 

essa baixa especificidade pode estar na sequência de identificação do gene. Trata-

se de uma região bastante conservada, e por isso, sequências homólogas podem 

estar identificando outras espécies de micobactérias, gerando assim, resultados 

falso-positivos, como aconteceu com o gene IS6110, na identificação do 

Mycobacterium tuberculosis(145). Para evitar diagnósticos incorretos de indivíduos 

que não tem a doença, a utilização de marcadores como o 16S e o Ag85B são 

escolhas mais sensatas como alvo molecular, no processo do diagnóstico clínico.  

 A utilização da técnica molecular de PCR, ou q-PCR, como ferramenta de 

auxílio ao diagnóstico clínico de casos difíceis é cada vez mais necessária para a 

elucidação e o tratamento imediato, ou, para evitar o tratamento inadequado(146). 

Os pacientes com as Formas Neurais Puras (FNP) enquadram-se nesse perfil, 

devido a não apresentarem lesões da pele, à baciloscopia negativa e à 

histopatologia geralmente inconclusiva(140,147). No estudo de Jardim e 

colaboradores(140), o resultado do PCR foi positivo em 47% (n=23) das 49 biópsias 

das FNP, sendo superior aos achados histopatológicos do nervo, que mostraram 

granuloma epitelioide em 14% dos pacientes, BAAR em 16% e infiltrado inflamatório 

não específico e/ou fibrose em 39%. Cunha e colaboradores(147), também 

encontraram uma frequência semelhante, do DNA do bacilo nas biópsias neurais 

(50%), e método superior a histopatologia e baciloscopia. Portanto, a detecção do 

bacilo pela técnica de PCR, em biópsias de nervos, pode ser uma alternativa de 
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diagnosticar, em parte, a forma neural da hanseníase. Outro teste laboratorial 

adicional para ajudar no diagnóstico da FNP é a detecção de anticorpos contra o 

PGL1, podendo complementar com os resultados do teste molecular(148). A 

detecção do bacilo nos estágios iniciais da infecção neural possibilita o tratamento 

imediato, evitando a fibrose e consequente dano neural permanente e 

irreversível(147).   

 Os pacientes paucibacilares, com lesão única, têm sido também um constante 

desafio de diagnóstico clínico. Infiltrado inflamatório em nervos da derme nem 

sempre são visíveis nestas lesões, tornando o exame histopatológico limitado.  

Interessante foi o estudo de Barbieri e colaboradores(146), que realizaram o q-PCR, 

para identificação do M. leprae, e revisaram histologicamente as 66 amostras de 

lesão única. Quando os resultados da revisão da histopatologia foram cruzados com 

os resultados do teste molecular, verificaram que seis pacientes que receberam a 

poliquimioterapia, foram negativos na q-PCR, com uma amostra com baixa 

probabilidade de ser hanseníase na histopatologia e cinco consideradas como 

outras dermatoses.  E em dois pacientes que não receberam o tratamento, foram 

positivos na q-PCR, sendo um deles considerado de baixo risco de ser hanseníase e 

outro classificado como outra dermatose na histopatologia.  Se consideramos o q-

PCR como padrão-ouro, esses seis pacientes provavelmente receberam a 

poliquimioterapia desnecessariamente; e os dois pacientes não tratados, com o teste 

q-PCR positivo, foram subdiagnosticados. A sensibilidade do q-PCR, em identificar 

pacientes paucibacilares, de fato, é superior a histopatologia. Mas, a utilização 

desses dois testes laboratoriais, aumenta a acurácia do diagnóstico clínico, sem 

uma perda de especificidade(149). Outra maneira de melhorar a acurácia de um 

teste, seria utilizar mais de um alvo  molecular (multiplex), na identificação do M. 

leprae, como sugeriram Pathak e colaboradores(150), na identificação precoce da 

hanseníase, principalmente de pacientes paucibacilares.   

 O uso do q-PCR como ferramenta de auxílio ao diagnóstico clínico, de alguns 

pacientes com a forma clínica indeterminada ou tuberculoide, também pode ser 

muito útil. Foi o que revelou no estudo de Martinez e colaboradores(32), que 

encontraram uma sensibilidade nas amostras de paucibacilares (indeterminados e 

tuberculoides) de 50%. Neste mesmo estudo, os autores sugeriram a utilização do 

teste molecular na detecção precoce da hanseníase, ou seja, na infecção subclínica, 
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devido terem encontrado DNA do M. leprae em amostras definidas como “outras 

dermatoses”, mas que desenvolveram hanseníase, após 10 anos de 

acompanhamento.  

O q-PCR como ferramenta para a mensuração da expressão do RNA 

micobacteriano vem evoluindo nos últimos anos, culminando com a determinação da 

taxa RNA/DNA por q-PCR, para a determinação da viabilidade bacteriana(31). Essa 

técnica tem-se mostrado bastante promissora para monitorar a efetividade da 

poliquimioterapia, ou em pacientes suspeitos de resistência 

medicamentosa(151,152). Esse ensaio também pode ser usado como preditor das 

formas clínicas da hanseníase(31), como nos contatos domiciliares, principalmente 

se a quantificação do RNA se elevar em amostras subsequentes, indicando claro 

risco de desenvolver a patologia(34). Neste caso, uma vigilância clínica mais 

próxima é a mais adequada, ou sugerir, talvez, quimioprofilaxia. Por enquanto, ainda 

não há nenhuma associação da presença de DNA do M. leprae com o 

desenvolvimento da doença, entre os contatos, por exemplo(153). Uma tentativa de 

aumentar o valor preditivo do diagnóstico da hanseníase poderia estar na 

associação de um teste molecular de identificação de DNA com um teste sorológico, 

como o anti-PGL1 (34,154).  

 Outra importante utilização da técnica molecular é no diagnóstico diferencial 

da hanseníase com outras dermatoses, que apresentem lesões hipocrômicas ou 

granulomatosas, de difícil resolução clínica, como, a tuberculose cutânea, a 

sarcoidose, o granuloma anular, a leishmaniose cutânea, a sífilis secundária, a 

pitiríase alba, entre outras doenças dermatológicas que a histopatologia não 

consegue elucidar(34). São dermatoses confundidoras com a hanseníase que o 

teste molecular poderá confirmar ou afastar a possibilidade de ter a doença, devido 

a sua alta sensibilidade e especificidade.  

 A testagem em pata de camundongo é ainda o padrão-ouro para avaliar a 

suscetibilidade das drogas à hanseníase, porém ela é laboriosa, demorada, requer 

amostras de biópsias com bacilos viáveis, e necessita ser enviada ao laboratório, 

num intervalo de no máximo uma semana, e na forma refrigerada. Uma suspensão 

bacilar é preparada a partir da biópsia, inoculada em pata de camundongo e entre 

24 a 30 semanas é avaliada a resistência bacteriana(155).  Porém, nas últimas duas 
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décadas, novas metodologias para avaliar a suscetibilidade das drogas 

administradas na hanseníase, foram introduzidas. A tecnologia de amplificação de 

DNA, por PCR convencional, seguida do sequenciamento da região genômica do M. 

leprae, vem sendo consolidada na identificação e monitoramento de cepas 

resistentes(155). Mutações, que levam a resistência as drogas administradas, têm 

sido reveladas, e os ensaios baseados no DNA para identificá-las, têm sido 

desenvolvidos. Já foram confirmadas, em pata de camundongos, que determinadas 

mutações presentes dentro de uma limitada região de DNA, dos genes folp1, gyrA e 

rpoB, conferem resistência a dapsona, a rifampicina e as quinolonas, 

respectivamente(155). 

 Até o momento, não existe um teste comercial para detectar M. leprae nas 

mais variadas amostras clínicas do paciente. Muitos laboratórios desenvolvem seus 

próprios protocolos de detecção, in house, impossibilitando a comparação da 

sensibilidade e especificidade entre os centros de referência. Com a identificação de 

vários genes específicos do bacilo, sua utilização em ensaios que envolvam 

máquinas automatizadas, poderia ser desenvolvida na hanseníase, aumentando a 

capacidade de decisão clínica no diagnóstico da doença. Como acontece com o 

GeneXpert MTB/RIF, utilizado na identificação do Mycobacterium tuberculosis e 

resistência a rifampicina, simuntaneamente(34).  

 

1.7 Estudo Genético: a relação dos polimorfismos na hanseníase 

 

1.7.1 Genética da suscetibilidade humana a doenças infecciosas 

  

 Nas últimas décadas ocorreram grandes avanços no desenvolvimento de 

vacinas, medicamentos e diagnóstico laboratorial para as doenças infecciosas, que, 

junto com melhorias no nível educacional e sócio-econômico da população, levaram 

a um diagnóstico precoce, tratamento mais adequado e melhorias na expectativa de 

vida. Apesar dessa evolução, a erradicação das doenças infecciosas ainda continua 

como um grande desafio(156). Para entender esse cenário, deve-se levar em conta 

a complexa inter-relação de fatores ambientais e humanos, que determinam a 

imunidade para a infecção ou o desfecho para a doença(156). É interessante notar 
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que somente uma parcela de indivíduos expostos desenvolve a doença(157,158). 

 Evidências científicas sugerem que o perfil genético dessas pessoas seja um 

dos principais fatores responsáveis pelo desfecho clínico da doença(156–158). Isso 

ficou bem caracterizado nas imunodeficiências primárias, que são desordens 

tipicamente monogênicas (Mendelianas), cuja mutação em determinados genes, 

resultam em falha na resposta imunológica e predisposição a inúmeras doenças 

infecciosas, como a infecção pelo vírus Epstein-Barr, Neisseria sp,  tripanossomíase 

e na suscetibilidade mendeliana a infecções micobacterianas (MSMD – Mendelian 

susceptibility to mycobacterial disease) (156,159–161). A MSMD é uma 

imunodeficiência rara, cujos indivíduos acometidos são altamente suscetíveis a 

micobactérias fracamente virulentas, como as micobactérias ambientais e a BCG 

(Bacilo de Calmette-Guerin), que é uma vacina que tem por base, cepas atenuadas  

do Mycobacterium bovis(159). Mutações nos genes do circuito IL12/IL23/ IFNG e 

STAT1, estão associados à MSMD(159).      

É possível verificar a contribuição de fatores ambientais e do hospedeiro, no 

desenvolvimento de uma determinada doença, em estudos que comparam a taxa de 

concordância entre gêmeos monozigóticos e dizigóticos, ou entre crianças adotadas 

e biológicas(160). Em estudos com gêmeos monozigóticos e dizigóticos, a influência 

do fator genético ficou evidente, com as taxas de concordância maiores em 

monozigóticos, em diferentes doenças infecciosas, tais como, a poliomielite, a 

tuberculose e a hanseníase (162–164). Por fim, vários genes têm sido associados 

com diferentes doenças, tais como, a Hepatite B (HLA, UBE2L3, CD40, 

INTS10)(165), tuberculose (HLA, INFG, IL10, MRC1)(166), Malária (HBB, DARC, 

SLC4A1)(167) e a hanseníase (IL23R, LTA, LACC1-CCDC122, NOD2, 

PACRG/PRKN(168–171). Porém, ainda permanece para ser descoberto um fator 

genético que implique em uma grande variação do fenótipo, principalmente nas 

doenças complexas(172). 

É cada vez mais frequente a descoberta de novos genes envolvidos em 

diferentes doenças infecciosas. Isso se deve à utilização de ferramentas de genética 

molecular, envolvendo a utilização de marcadores genéticos, principalmente os do 

tipo SNPs. Polimorfismos de nucleotídeo único são marcadores genéticos que 

apresentam variações nas bases nitrogenadas do DNA, ou seja, polimorfismos ou 

variantes alélicas numa frequência superior a 1%.  
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Estudos moleculares de ligação e de associação têm revelado regiões 

genômicas, em distintos genes associados, a diversas doenças infecciosas. Os 

estudos de ligação ampla do genoma, GWLS (Genome wide linkage studies), 

verificam se há relação na cossegregação de segmentos cromossômicos e a 

doença, ao longo das gerações de uma família. Uma limitação desses estudos é 

distinguir qual gene do segmento cromossômico, contendo dezenas ou até centenas 

de genes, exercerá efeito na doença. Por outro lado, os estudos de associação 

genômica ampla, GWAS (Genome wide association studies), identificam diferenças 

nas frequências alélicas entre grupos independentes, ou seja, indivíduos com e sem 

a doença, de uma determinada população. Esses estudos permitem identificar 

variantes genéticas associadas com o risco aumentado de desenvolver a doença. A 

grande vantagem dessa metodologia é de permitir analisar, simultaneamente, mais 

de 500.000 SNPs, em milhares de indivíduos(167).  

 Os SNPs são considerados a forma mais abundante de variação no genoma 

humano, entre 15 a 20 milhões [http://www.genome.gov] e devido à importância de 

alguns deles estarem associados ao maior risco de desenvolver doenças, existe um 

projeto internacional, o HapMap [http://www.hapmap.org], para catalogar em grande 

escala os SNPs do genoma humano.  

 

1.7.2 Genética da suscetibilidade humana à hanseníase 

 

Na hanseníase, como nas doenças infecciosas humanas, o patógeno é 

necessário, mas não suficiente para o desenvolvimento da doença. Estudos 

recentes indicam que aproximadamente 5% dos indivíduos expostos ao M. leprae 

irão apresentar os fenótipos conhecidos(10).  

Os fatores ambientais e principalmente o background genético do hospedeiro, 

contribuem para a manifestação clínica da doença(158,173). Os fatores ambientais, 

como o estado nutricional, a vacinação e o grau de exposição ao bacilo, 

influenciariam fortemente o risco de infecção, mas não o risco de adoecimento(10). 

Por outro lado, a baixa variabilidade genética do M. leprae em diferentes amostras 

de pacientes de diversas regiões do mundo(174), e a diversidade de fenótipos 

clínicos da hanseníase, incluindo a hanseníase per se, sugerem fortemente uma 
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associação do background genético do hospedeiro controlando a infecção, a doença 

e seus estados reacionais(10,175).  

As primeiras evidências de que a genética do hospedeiro influencia a 

suscetibilidade à hanseníase, vem de estudos genéticos epidemiológicos 

observacionais, como o estudo realizado na India, que evidenciou a alta taxa de 

concordância da doença e suas formas clínicas, entre os gêmeos monozigóticos 

(80%) em relação aos dizigóticos com menos do que 20%(164).  

Em adição, a técnica de Análise de Segregação Complexa (ASC) tem sido 

realizada em diferentes populações, utilizando modelos matemáticos para inferir 

indivíduos afetados pela doença em diferentes pedigrees.  O estudo mais recente 

utilizando este modelo de análise foi com a população completa da Vila de Santo 

Antônio do Prata, uma ex-colônia de hansenianos localizada no interior do estado do 

Pará. O estudo demostrou que a transmissão da hanseníase segue padrão de 

herança codominante, com efeito do gene principal influenciando a suscetibilidade a 

hanseníase(176).  

Outro estudo de ASC, realizado na ilha caribenha Desirade, demostrou 

padrão codominante ou recessivo(177). O efeito do gene principal não significa 

apenas um gene envolvido na hanseníase, mas provavelmente a combinação de 

conjunto de genes exercendo forte efeito genético bastante evidente e distinto de 

outros fatores que possam influenciar na manifestação da doença. 

No entanto, esses estudos observacionais não são capazes de identificar 

quais são os genes envolvidos e suas variantes genéticas na manifestação das 

diferentes formas clínicas da hanseníase.  

Estudos moleculares são necessários e um grande número deles foi 

conduzido recentemente, evidenciando regiões cromossômicas e genes candidatos 

na manifestação da doença. Uma hipótese, amplamente aceita, é a de que um 

conjunto de genes influencia em três diferentes etapas da doença: 1) no controle da 

infecção per se, ou seja, a doença independente de sua forma clínica; 2) na 

definição da forma clínica e 3) na ocorrência dos estados reacionais (Figura 2).  
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Figura 2 - Patogênese da hanseníase, com genes selecionados, e impacto em seus fenótipos. 
Adaptado de Cambri & Mira (2018)(178). Abreviações: I, indeterminado; TT, tuberculoide; DT, dimorfa 
tuberculoide; DD, dimorfa dimorfa; DV, dimorfa virchowiana; VV, virchowiana 

Os estudos de ligação e de associação, em diferentes grupos populacionais, 

levaram a avanços importantes de regiões genômicas e genes associados à 

hanseníase. Porém, poucos genes candidatos têm sido replicados em diferentes 

populações e/ou com ensaios funcionais. Continua como um grande desafio da 

genética moderna desvendar quais são esses genes e suas variações, que estão 

envolvidos numa doença complexa, como a hanseníase. Provavelmente, centenas 

de genes contribuem nas diferentes etapas e formas clínicas da doença, junto com 

fatores não genéticos.  

O GWLS, de Siddiqui e colaboradores(179), utilizando microssatélites como 

marcadores genéticos, em famílias indianas, identificaram a região cromossômica 

10p13 associada com a forma paucibacilar. Enquanto que os estudos de associação 

identificaram três genes da região cromossômica 10p13 (MRC1, CUBN e NEBL) 

(180,181) associados com a suscetibilidade a forma multibacilar. Um outro gene 

denominado de GATA3, distante 6.5 Mb do pico de ligação do cromossomo 10p13, 

foi associado com a resistência à hanseníase em pacientes brasileiros(182). A falta 

de associação de variantes genéticas com a forma paucibacilar se deve 
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provavelmente a variantes raras dentro desta região. Porém, até o momento não 

existe nenhum estudo que possa confirmar essa hipótese(181). 

O importante estudo de Mira e colaboradores(39), com a população 

vietnamita, também detectou sinal sugestivo de ligação no cromossomo 6p21 e na 

identificação de um locus principal de suscetibilidade à hanseníase na região 

cromossômica 6q25-q27. A região 6p21 abriga o complexo MHC/HLA (Major 

Histocompatibility Complex/Human Leukocyte Antigens). O locus HLA contém um 

grande número de genes altamente polimórficos, contidos em um intervalo de 3.6 

Mb no locus 6p21. Estão envolvidos no reconhecimento, processamento e 

apresentação de antígenos, mecanismos importantes que regulam as respostas 

para as células T CD4+ e T CD8+(183). Em estudos com diferentes populações, 

haplótipos tem sido associado ao risco e proteção a hanseníase, em genes 

localizados nas três classes de HLA(183,184). Dois genes HLA, de classe III, vêm 

sendo constantemente investigados nos estudos de associação com a hanseníase: 

TNF (Fator de Necrose Tumoral) e o LTA (Linfotoxina alfa). As variantes localizadas 

na região promotora de ambos os genes, conferem proteção e risco, 

respectivamente à hanseníase(170,185). No entanto, devido esse locus apresentar 

uma alta densidade de genes e com diversidade alélica, há uma dificuldade na 

interpretação de uma associação positiva com a doença, devido a um fenômeno 

denominado Desequilíbrio de Ligação (LD)(186). 

Em relação à região cromossômica 6q25-q27, dois genes que compartilham 

vários polimorfismos presentes na região promotora, mostraram associação com a 

hanseníase per se: a PRKN, antes denominado PARK2, e a PACRG(36). Mais 

recentemente outro novo gene foi encontrado nesse locus, o SOD2, como fator de 

suscetibilidade em duas amostras independentes da população brasileira(187). Além 

dessas importantes regiões cromossômicas associadas aos diferentes fenótipos da 

doença, outros locus demostraram evidências sugestivas de ligação em vários 

GWLS, como as regiões 6p21.32, 17q22 e 20p13(188) em famílias brasileiras e 

4q22, 8q24 e 16q24 em chinesas(189).  

 O primeiro GWAS realizado com hanseníase foi em 2009, por Zhang e 

colaboradores(190), envolvendo quatro amostras populacionais chinesas, 

independentes. O estudo inicialmente testou em torno de 500.000 SNPs e na análise 
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final evidenciou seis loci associados com hanseníase, localizados em cinco genes: 

RIPK2, TNFSF15, NOD2, CCDC122 e LACC1; e no locus HLA-DR–DQ. Outros 

GWAS seguiram descobrindo novos loci em diferentes genes. Numa análise 

expandida do primeiro GWAS, Zhang e colaboradores(191) identificaram, na 

amostra chinesa, dois novos genes, IL23 e RAB32, envolvidos com a suscetibilidade 

a hanseníase. Mais recentemente, o GWAS de Liu e colaboradores (192) também 

na população chinesa, identificaram seis novos loci associados com a hanseníase 

per se, envolvendo novos genes: BATF3, CCDC88B e CIITA-SOCS1.  No ano 

seguinte, o GWAS de Wang e colaboradores(193), evidenciaram mais quatro novos 

loci nos genes: SYN2, BBS9, CTSB, MED30. Por último, um único GWAS com foco 

somente nas variantes de genes que codificam proteínas e com frequência do alelo 

menor (MAF) superior a 0,1%, foi realizado na população chinesa(169). Nesse 

estudo, 40.491 variantes codificantes foram testadas e replicadas em quatro 

populações chinesas independentes. Sete variantes não sinônimas foram 

associadas com a suscetibilidade a hanseníase, incluindo duas variantes raras nos 

genes CARD9 e NCKIPSD; três variantes de baixa frequência nos genes FLG, 

IL23R e TYK2; e duas variantes comuns em SLC29A3 e IL27. Este estudo também 

confirmou a associação do IL23R com a doença, como previamente identificado do 

GWAS de Zhang e colaboradores(191).  

 Até o momento, somente um GWAS foi direcionado para detectar variantes 

associadas com alterações inflamatórias agudas da hanseníase(194), decorrentes 

de mecanismos imunológicos. Neste estudo, foram genotipadas 6.3 milhões de 

variantes, buscando identificar associação com a Reação do Tipo I (RT1). Após a 

replicação em duas populações independentes, do Brasil e do Vietnã, em estudos 

de caso versus controle, somente um SNP no gene lncRNA foi associado com o 

risco para a RT1.    

Nosso estudo genético replicou diferentes SNPs de genes candidatos, que 

foram validados em vários estudos do tipo caso-controle, alguns deles, representado 

na (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Associação de SNPs de genes candidatos com a hanseníase, nos estudos de caso-
controle. 

Gene SNPs Associação 

Sim         Não 

Associação População Referências 

NOD2 rs8057341 Sim 

Sim 

Não 

Não 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Chinesa 

Brasileira 

Vietnamita 

Indiana /Africana 

(190) 

(171) 

(195) 

(196) 

NOD2 rs751271 Sim 

Sim 

Reação 

Hanseníase 

Brasileira 

Nepalesa 

(197) 

(198) 

TLR1 rs4833095 Sim 

Sim 

Sim 

Hanseníase 

Hanseníase 

Reação 

Brasileira 

Bengalesa 

Bengalesa 

(199) 

(200) 

(200) 

TNF rs1800629 Sim 

 

Hanseníase 

 

Brasileira 

 

(201) 

IL-10 rs1800871 Sim 

 

Sim 

Hanseníase 

 

PB 

Brasileira/Indiana/ 

Chinesa/Malawianos 

        Brasileira 

(202) 

 

(38) 

IFNG rs2430561 Sim 

 

Hanseníase 

 

PB 

Brasileira 

 /Chinesa 

Brasileira 

(203)  

 

(204)  

PACRG / 
PRKN 

rs9356058 Sim 

Sim 

Sim 

Sim 

Não 

Não 

Não 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Brasileira 

Vietnamita 

Vietnamita 

Indiana 

Indiana 

Chinesa 

Indiana 

(168)    

(168) 

(205) 

(205) 

(206) 

(207) 

(208) 

PACRG / 
PRKN 

rs1040079 Sim 

Sim 

Sim 

Não 

Não 

Não 

Não 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Hanseníase 

Brasileira 

Vietnamita 

Vietnamita 

Indiana 

Indiana 

Chinesa 

Indiana 

(168) 

(168) 

(205) 

(205) 

(206) 

(207) 

(208) 

CCDC122/ 

LACC1 

rs4942254 Sim Hanseníase Brasileira (171) 

IL-6 rs2069845 Sim Reação Brasileira (197) 
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1.7.3 Genes candidatos no estudo dos biomarcadores  

 

TLRs (toll-like receptors) 

 

 É uma família de glicoproteínas integrais de membrana, cujo domínio 

extracelular é caracterizado pela presença de um variado número de repetições do 

aminoácido leucina (leucine-rich repeats – LRRs), em forma de ferradura(209). 

Funcionam como sensores, conhecidos como receptores de reconhecimento padrão 

(patttern recognition receptors - PRRs), capaz de identificar padrões moleculares 

conservados (pathogen-associated molecular patterns - PAMPs) de ligantes, 

categorizados como lipídeos, proteínas ou ácidos nucleicos de uma grande 

variedade de bactérias, vírus, fungos ou protozoários(10,210). Um total de 11 

homológos do TLR foi descoberto nas células humanas, sendo 10 deles funcionais e 

seus ligantes identificados(210). São expressos nas células do sistema imune inato, 

principalmente nas células dendríticas (CD), monócitos e macrófagos(211). A 

maioria dos TLRs atua na forma de homodimerização e alguns deles atuam em 

complexos heterodiméricos que reconhecem um amplo leque de moléculas 

microbianas. Na hanseníase, os PAMPs microbianos são as lipoproteínas di ou tri-

aciladas que se ligam a complexos heterodiméricos TLR2/6 e TLR1/2, 

respectivamente. Mas é o complexo TLR1/2 o principal sensor dos PAMPs 

micobacterianos, devido à grande quantidade de lipoproteínas triaciladas, na parede 

celular e membrana desses patógenos(76,211). A ligação de agonistas com os TLRs 

desencadeia uma cascata sinalizadora intracelular, ativando genes regulados pelo 

Fator Nuclear Kappa B (NF-kβ), principalmente genes que codificam diferentes 

citocinas pro-inflamatórias, quimiocinas e moléculas coestimulatórias requeridas na 

ativação de células T(212,213), cujo objetivo final é a eliminação do patógeno 

invasor.  

Variações genéticas, como os polimorfismos de base única (SNPs) que 

alteram o aminoácido (SNPs não sinônimos), afetam a estrutura da proteína ou a 

sua função, podem influenciar na resposta imune inata ou adaptativa do hospedeiro, 

diante de um microorganismo patogênico, e favorecendo um maior risco ou proteção 

para infecções(210,214). Polimorfismos presentes nos TLRs estão associados com 

doenças em humanos, como a tuberculose, hanseníase, malária, HSV-1 e HCV, por 
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exemplo(210). Na hanseníase, a maneira como os SNPs se agrupam em haplótipos 

e a influencia da regulação epigenética são decisivos na dinâmica de resposta do 

sistema imune(215). Portanto, mais estudos funcionais de variantes alélicas desses 

receptores podem providenciar um melhor entendimento da patofisiologia das 

doenças infecciosas(210).  

A contribuição dos polimorfismos genéticos dos genes TLR1, TLR2 e TLR4 na 

suscetibilidade ou proteção à hanseníase per se e nas reações hansênicas, tem sido 

investigada em diferentes populações étnicas, tais como, a indiana, a turca, a 

bengalesa, a etíope e a brasileira(199,200,216,217). O estudo de Sales-

Marques(199) evidenciou associação estatística do gene TLR1 248S (rs4833095) 

com o risco de desenvolver a hanseníase, tanto no estudo baseado em famílias 

(z=2.02; p=0.05), como no estudo caso-controle, combinando populações de 

diferentes cidades brasileiras, como Bauru, Rio de Janeiro e Rondonópolis (OR= 

1.51; p=0.001). No entanto, na população de Salvador, esse mesmo SNP não 

mostrou associação com a doença, apesar dos diferentes genótipos de SNPs dos 

genes TLR1, TLR2 e TLR4 demonstrarem um papel regulatório na produção de 

níveis séricos alterados de citocinas, como IL-12 (rs4833095 e rs5743551), IL-

17(rs4833095, rs3804099 e rs1927914), MCP-1 (rs4833095 e rs5743551), IL-6 

(rs3804099), CXCL-10 (rs7656411) e IL-1β (rs1927914), durante a infecção por M. 

leprae(215). 

 

 NOD (nucleotide-binding and oligomerization domain) 

Além de alguns TLRs intracelulares, outra família de PRRs, porém somente 

citosólicos, são os receptores semelhantes ao NOD (NLRs - Nucleotide-binding 

oligomerization domain – like receptors). São 23 NLRs conhecidos(218), com a 

maioria deles atuando como PRRs. Sua interação com ligantes como os PAMPs ou 

DAMPs, próprios ou de moléculas ambientais, desencadeia distintos processos 

biológicos, como da diferenciação da resposta imune adaptativa, ativação do 

complexo proteico conhecido como inflamassoma, a sinalização da transdução, a 

ativação da transcrição e a autofagia(218–220). Os inúmeros agonistas 

reconhecidos por esses PRRs podem ser provenientes de patógenos microbianos, 

como, o DNA viral, hifas de fungos, flagelina, ou componentes das paredes 
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bacterianas, como o ácido D-glutamil-meso-diaminopimélico e o muramil dipeptídeo 

(MDP, muramyl dipeptide), moléculas de células do hospedeiro (ATP, cristais de 

colesterol, ácido úrico, etc.) e fontes ambientais como o asbesto, a sílica e o 

amianto, por exemplo(218). Na hanseníase, o reconhecimento do MDP pelo NOD2 

de monócitos humanos, induz a produção de IL-32, que leva a diferenciação de 

monócitos em células dendríticas (221).  

A autofagia é um importante mecanismo homeostático responsável pela 

degradação de proteínas defeituosas e organelas celulares danificadas, como, as 

mitocôndrias e retículo endoplasmático, conhecido como mitofagia e reticulofagia, 

respectivamente. Também pode ocorrer com microorganismos, principalmente 

bactérias, denominado de xenofagia(222). A autofagia é mediada por estruturas 

esféricas com dupla membrana, os autofagossomos, que se fundem com 

lissomomos e promovem a degradação do material citoplasmático sequestrado e de 

microorganismos(223). O início da autofagia começa pelo reconhecimento do 

peptidoglicano, liberado da parede bacteriana, e não requer o adaptor de proteína 

RIP2 ou ativação do NF-κB(223). A formação do autofagossomo envolve inúmeras 

proteínas ATG (Autophagy-related Genes)(222), como a ATG16L1, recrutado pelo 

NOD1 e NOD2 no local de entrada da bactéria, na membrana plasmática(223).   

Polimorfismos no gene NOD2 têm revelado associação significativa com 

doenças inflamatórias ou crônicas, como a doença de Crohn e a hanseníase. Essas 

duas doenças podem compartilhar bases genéticas comuns(190,195). Vários 

estudos têm correlacionado SNPs no gene NOD2 com o risco ou a proteção à 

hanseníase ou às reações hansênicas, em populações como, a chinesa(190), a 

vietnamita(195), a nepalesa(198) e a brasileira(171). No estudo brasileiro, Marques e 

colaboradores(171) validaram o estudo de GWAS realizado por Zhang e 

colaboradores(190) na população chinesa. Confirmaram que o alelo A (rs8057341), 

do gene NOD2, está associado com resistência à hanseníase, tanto numa estimativa 

global, envolvendo dois estudos baseados em famílias, quanto em três replicações 

do tipo caso-controle (OR=0.80; p=0.0001). 
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PRKN/PACRG (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase/parkin coregulated) 

 São genes que compartilham uma região promotora bidimensional(224), com 

a função específica do gene PACRG (parkin coregulated) menos conhecida. Já o 

gene PRKN (parkin RBR E3 ubiquitin protein ligase) codifica uma proteína 

denominada de parquina, uma E3 Ubiquitina ligase, última enzima de uma reação 

em cascata, responsável pela ligação de moléculas de ubiquitina em alvos 

específicos, conhecido como ubiquitinização(225). Essa sinalização induz a um 

processo de autofagia, com a formação do autofagossoma, que após a fusão com 

os lisossomos, desencadeia a degradação molecular(178). É um processo de 

renovação intracelular de biomoléculas (lipídeos e proteínas) e organelas, como o 

retículo endoplasmático e a mitocôndria, conhecido como reticulofagia e mitofagia, 

respectivamente. As proteínas codificadas do gene PRKN junto com o gene PINK1 

(PTEN-induced putative kinase protein 1 ou PARK6), compartilham a mesma via de 

controle de qualidade das mitocôndrias. Esse controle é perdido quando mutações 

em um desses dois genes são encontradas, resultando no acúmulo de mitocôndrias 

danificadas e um aumento de espécies reativas de oxigênio tóxico (Reactive Oxygen 

Species - ROS), levando a morte de células neuronais e o risco de desenvolver a 

Doença de Parkinson(225). A parquina também está envolvida no processo de 

destruição de patógenos intracelulares, conhecido como xenofagia (226), atuando 

como um mecanismo da resposta imune inata, contra a infecção bacteriana, como 

acontece com a Mycobacterium tuberculosis(227), a Chlamydia trachomatis(228) e o 

Mycobacterium leprae(229). Porém, nas formas multibacilares da hanseníase, a via 

da autofagia falha na destruição do bacilo, favorecendo a sua sobrevivência dentro 

da célula do hospedeiro(229).  

 Os estudos genéticos, para verificar associação com a hanseníase, são 

direcionados, principalmente, para os polimorfismos presentes na região reguladora 

comum, dos genes PRKN e PACRG. Mira e colaboradores(36) encontraram vários 

SNPs nestes genes associados com a doença, em famílias vietnamitas e 

confirmadas na população brasileira, destacando uma forte associação nos SNPs 

rs9356058, rs1040079 e rs1333955. Alter e colaboradores(205), confirmaram que 

SNPs nos genes PRKN e PACRG estão associados com a doença, em populações 

etnicamente distintas. Os autores observaram que diferenças no padrão do 

Desequilíbrio de Ligação e da idade no diagnóstico, podem explicar a 
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heterogeneidade de resultados, entre os recentes estudos, deste loci com a 

hanseníase per se.  O dado interessante foi a idade no diagnóstico, ou seja, o efeito 

genético foi mais pronunciado em pacientes mais jovens. No entanto, o estudo de 11 

SNPs, na população chinesa,(207) e seis SNPs, na população indiana(208), ambos 

na região intergênica do PRKN/PACRG, não mostraram associação estatística com 

a hanseníase, inclusive do rs9356058. 

 

IFNG (Interferon-gama) 

O interferon gama (IFNG) humano faz parte de uma grande família de 

interferons e único membro da classe do tipo II. Está localizado no cromossomo 12 

(12q14) e tem quatro exons, abrangendo aproximadamente 6kb(230). É uma das 

mais relevantes citocinas envolvidas na resposta imune e nos processos 

inflamatórios, atuando em diferentes frentes como, na ativação de macrófagos, na 

defesa do hospedeiro contra patógenos intracelulares, na resposta Th1, na 

regulação da imunidade adaptativa pela diferenciação das Th e Treg(231). É 

secretada principalmente pelas células CD4+ Th1, células T citotóxicas CD8+ e 

células natural killer(232). Em sinergia com o TNF, ativa mecanismos microbicidas 

efetores, em macrófagos humanos(233). Muitos SNPs são encontrados no gene 

IFNG, no entanto, apenas o SNP (+ 874T/A, rs2430561) é amplamente estudado. A 

expressão desse gene pode ser influenciada por esse polimorfismo, localizado no 

seu primeiro intron, provavelmente devido a este locus coincidir com o sítio de 

ligação do fator de transcrição nuclear kappa B (nuclear factor- κB)(234). Esse SNP 

tem sido associado em estudos de metanálise com a hanseníase(203), a 

tuberculose(230), a hepatite (232) e as leucemias(235). Nos estudos que mostraram 

associação, a presença do alelo T correlaciona-se com alta expressão do IFNG e 

aumento da resistência à infecção e ao câncer, enquanto o alelo A se correlaciona 

com a baixa expressão. No entanto, a associação do SNP (+874T/A) com a 

hanseníase, ainda não é consistente, tendo em vista a falta de associação, inclusive, 

em algumas amostras da população brasileira, como por exemplo: a do sul [OR= 

0.79; 95% IC (0.51 – 1.25)](236), a de Bauru-SP [OR= 0.83; 95% IC (0.61 – 

1.12)](35) e a de Manaus-Am [OR= 0.78; 95% IC (0.44 – 1.37)](204). O mesmo 

resultado foi encontrado na população chinesa [OR=0.65; 95% IC (0.32 – 

1.32)](237). Entretanto, para a população do Rio de Janeiro(35), a associação foi 
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significativa [OR= 0.71; 95% IC (0.54 – 0.92)]. A metanálise realizada por Silva e 

colaboradores(203) , com os estudos das populações brasileiras e chinesa, 

confirmou associação do alelo T com a proteção à hanseníase, sob o modelo 

dominante [OR= 0.83; 95% CI (0.72 – 0.96)](203). 

 

TNF (tumor necrosis factor) 

O gene TNF está localizado no cromossomo 6p21.3, compreendendo quatro 

exons e três introns, com comprimento de aproximadamente 3 kb, e está localizado 

na região do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) classe III(201). É uma 

citocina pleiotrófica que desempenha importante papel na ativação de macrófagos, 

na formação e manutenção do granuloma e na eficiência da resposta imune 

celular(238). O granuloma serve não apenas para conter a bactéria, mas também na 

resposta inflamatória à bactéria(238).  

Variantes genéticas, localizadas na região promotora do TNF, foram 

associadas com níveis alterados da expressão de citocina, influenciando na 

suscetibilidade a várias doenças humanas, como o câncer, doenças infecciosas, 

neurodegenerativas e autoimunes(239).  Dentre os polimorfismos genéticos 

estudados, na região promotora (-238, -308, -863), o loci -308 é o mais 

frequentemente associado com as doenças infecciosas(239).  O alelo mais comum 

desse polimorfismo tem um resíduo de Guanina (G), enquanto que o menos comum 

tem um resíduo de Adenina (A). Estudos in vitro, com monócitos humanos de 

sangue periférico, verificaram que a presença do alelo “A”, na posição -308, do gene 

TNF, induziu maiores níveis de produção da citocina(240). Diversos estudos de 

associação entre a hanseníase per se e/ou as formas clínicas e à variante funcional 

TNF -308G/A já foram realizados em populações etnicamente distintas, porém, 

apresentando resultados contraditórios. Em um trabalho de meta-análise, realizado 

por Areeshi e colaboradores(201), envolvendo 3.327 casos de hanseníase e 3.203 

voluntários saudáveis, com as populações asiática e latino-americana, não 

evidenciou associação do TNF -308G/A com a hanseníase, tanto alélica, quanto 

genotípica. Mas quando a análise foi realizada em subgrupos populacionais, como 

entre as populações brasileira e mexicana, houve evidência de associação do alelo 

A [OR= 0.83; 95% IC (0.72 – 0.96)] e de carreador do alelo A [OR= 0.79; 95% IC 
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(0.67–0.93)]. Já no subgrupo de asiáticos, não houve associação com a doença. 

Provavelmente, a composição étnica distinta entre as populações latinas e asiáticas 

esteja favorecendo resultados divergentes. Recentemente, um estudo realizado por 

Silva e colaboradores(241), com voluntários do Amazonas, não validaram 

associação do SNP TNF (-308G>A) com a hanseníase. 

 

CCDC122-LACC1 (coiled-coil domain containing 122 gene - laccase multicopper 

oxidoreductase domain containing 1 gene) 

 A função do gene CCDC122 ainda é desconhecida, mas o LACC1  está 

envolvido na oxidação dos ácidos graxos, produção de espécies de oxigênio reativas 

e controle da atividade microbicida em macrófagos(178). Há  evidências científicas 

que variantes desses genes estejam associadas com o risco aumentado de 

manifestação de doenças, como, a hanseníase e a Doença de Crohn (195,242). 

Polimorfismos, nos genes CCDC122-LACC1, foram associados com hanseníase, no 

primeiro GWAS realizado em chineses(190). Isso estimulou estudos de replicação e 

validação em populações, etnicamente distintas. Em um segundo estudo 

subsequente, realizado em uma amostra populacional da Índia (Nova Deli e Kolkata) 

e de Mali (África ocidental), foi confirmado a associação de variantes dos genes 

CCDC122 e LACC1 e a hanseníase(196). Grant e colaboradores(195), investigaram 

famílias Vietnamitas e analisaram os 16 SNPs associados ä hanseníase, do GWAS 

em chinenes(190), e confirmaram associação com hanseníase em seis variantes, 

incluindo os genes CCDC122-LACC1.  

Em um estudo de meta-análise, de Sales-Marques(171), realizado com a 

população brasileira, um polimorfismo no gene CCDC122 (rs4942254), não 

identificado nos estudos prévios, mostrou associação com a hanseníase. A análise 

envolveu dois desenhos de estudo: um baseado em família (Vila da Prata-PA e 

Almenara-MG) e outro do tipo caso-controle, com três populações (Rio de Janeiro-

RJ, Bauru-SP e Rondonópolis-MT), totalizando 3.614 voluntários.  O resultado 

indicou uma OR (odds ratio) global, consistente com o efeito de proteção à 

hanseníase, para o alelo C (OR= 0,86; p= 0,003) no CCDC122. Porém, nesse 

mesmo estudo, os autores não descartaram a possibilidade que o gene vizinho 

(LACC1) possa ser o verdadeiro responsável pela associação capturada, devido ao 
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extenso padrão de desequilíbrio de ligação (linkage disequilibrium) encontrado entre 

os SNPs desses dois genes. 

 

IL10 (interleucina 10) 

 É uma citocina com atividade imunoregulatória, com potente efeito 

imunossupressivo, essencial na regulação da resposta imune(243). É codificado 

pelo gene IL10, localizada no locus 1q31-32 e sua síntese ocorre principalmente em 

células da linhagem dos monócitos, macrófagos e linfócitos(243). Nos macrófagos, a 

IL-10 e a IL-15 são citocinas chave na indução diferenciada da programação de 

duas atividades essenciais, a fagocitose e a atividade microbicida(244). No entanto, 

a expressão dessas citocinas é dada de forma diferente, em pacientes com 

hanseníase, dependendo da forma clínica apresentada. A IL-15 e a IL-10 são mais 

expressas nas lesões das formas clínicas tuberculoides e virchovianas, 

respectivamente(97,244,245). A IL-15 atua estimulando a atividade microbicida, 

dependente da vitamina D, e a fagocitose pelo CD209, no limite da efetividade do 

macrófago. Enquanto que a IL-10 exacerba a ingestão da fagocitose de 

micobactérias, e a ingestão de lipídeos oxidados, através de receptores CD209 e de 

receptores LDL, respectivamente. A IL-10 não tem a capacidade de induzir a 

CYP27b1, enzima responsável pela conversão da 25D3 para 1,25D3, a forma ativa 

da vitamina D. Consequentemente, a via microbicida dependente da vitamina D não 

é ativada, resultando em uma capacidade de destruição do patógeno praticamente 

inexistente, contribuindo para a progressão da doença(244).  

Os estudos do tipo caso-controle, dos polimorfismos do gene IL10, foram 

direcionados para a sua região promotora, localizados tanto na parte distal (-3575 

T>A (rs1800890), -2849 G>A (rs6703630), -2763 C>A (rs6693899), quanto na parte 

proximal (-1082 G>A (rs1800896), -819 C>T (rs1800871) e -592 C>A (rs1800872) 

(246). Na primeira meta-análise envolvendo os polimorfismos do gene IL10 e a 

hanseníase(246), a análise combinada de 5 estudos (2.702 indivíduos), com 

populações do Brasil, Malawi e da Índia, o SNP (rs1800871) -819 C>T esteve 

associado ao risco, nas três combinações testadas (alélica, genotípica e 

carreadora). Na recente meta-análise de Alvarado-Arnez(247), envolvendo as 

populações do Brasil, da China, do Malawi, do México, da Índia e da Colômbia, 
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reforçou o papel do alelo T (-819) rs1800871, ao risco à hanseníase [OR = 1.20, 

(95% CI = 1.10–1.31); p=0,00002]. Apesar da modesta chance de risco de 20%, o 

estudo incluiu populações de diferentes grupos étnicos, validando esse SNP como 

um importante tag snp. 

 

IL6 (interleucina 6) 

Diferentes tipos celulares sintetizam a Interleucina 6, como os macrófagos, os 

neutrófilos, os eusinófilos, e as células T e B. É uma citocina com efeito pleiotrópico 

na inflamação, na resposta imune e na hematopoiese(248). Desempenha um 

importante papel na resposta inflamatória aguda, como na resposta à uma infecção 

ou dano tecidual, auxilia induzindo a diferenciação das células B em plasmócitos, 

produtoras de anticorpos; nas células T CD4+, imaturas em efetoras Th17 ou T reg e 

nas T CD8+, em células T citotóxicas(248). Variantes genéticas desta citocina 

também podem estar associadas com inúmeras doenças, como, o Diabetes Mellitus 

tipo 2(249), o câncer(250), o Lúpus Eritematoso Sistêmico(251), a artrite idiopática 

juvenil(252) e a hanseníase(197). Níveis aumentados de Interleucina 6 estão 

associados com as reações inflamatórias na hanseníase, classificadas como Tipo 1 

ou Reação Reversa, e, Tipo 2 ou Eritema Nodoso Hansênico. Esses episódios são a 

principal causa de danos neurais, podendo levar a incapacidades físicas, muitas 

vezes irreversíveis. Sales-Marques e colaboradores(197) verificaram que pacientes 

que carreavam o alelo G, do SNP rs2069845, do gene IL6, desenvolveram reações 

mais rápido do que os portadores dos outros genótipos ou alelos, servindo assim, 

como um bom marcador de prognóstico para os episódios reacionais.  

Apesar dos polimorfismos no gene IL6 estarem associados com os estados 

reacionais da hanseníase, a variante rs2069845 foi incluída no presente estudo, 

para avaliar se há alguma associação com a hanseníase per se em uma população 

etnicamente distinta de outras regiões brasileiras. 

 Os estudos de ligação e associação (GWLS e GWAS) e os diversos estudos 

de caso-controle, replicados em diferentes populações, têm associado vários genes 

e vias metabólicas, com a suscetibilidade à hanseníase. Interessante que muitas 

dessas variantes são também compartilhadas com desordens inflamatórias comuns 
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e neurodegenerativas, como a Doença de Crohn e Parkinson, respectivamente. 

Entretanto, esses estudos genéticos têm identificado covariáveis que podem 

dificultar a análise genética de doenças complexas, como é o caso da hanseníase.  

Algumas dessas covariáveis podem ser a idade no diagnóstico, o tamanho amostral, 

as diferenças no padrão do Desequilíbrio de Ligação, a homogeneidade fenotípica e 

o efeito de endofenótipos, e que podem impactar na interpretação dos achados 

genéticos(253).  

Na era da genômica, o estudo e caracterização de um painel de marcadores 

genéticos, como os SNPs, em uma determinada população, permite conhecer o 

perfil genético de suscetibilidade à doença. Isto pode auxiliar no conhecimento dos 

candidatos prováveis em desenvolver a doença (entre os contatos domiciliares, por 

exemplo). Com isso, pode-se traçar alternativas de prevenção da hanseníase, 

profilaxia e diagnóstico precoce nesses pacientes, e, consequentemente, um grande 

impacto na diminuição de novos casos de hanseníase e das sequelas causadas pelo 

bacilo. Entretanto, para isso, os achados originais de associação, entre os 

marcadores moleculares e os diferentes fenótipos apresentados na hanseníase, 

precisam ser validados por replicação, em diferentes grupos étnicos. Neste contexto, 

é importante lembrar que a população do estado do Amazonas é miscigenada, como 

nos outros estados brasileiros, entretanto, com uma fração de ancestralidade 

genética mais acentuada de indígenas. Até hoje, poucos estudos do tipo caso-

controle, com um grande número amostral, foram realizados nestra amostra 

populacional. Assim, dessa forma, a identificação de marcadores genéticos 

majoritários, nos indivíduos do estado do Amazonas, é essencial para definição de 

políticas de saúde, associadas ao monitoramento de contatos. 

 

 

 

 

 

 



45 

 

1.8 Relevância do estudo 

  

 A Organização Mundial de Saúde tem adotado estratégias quinquenais, com 

prioridades de ações, para que os países endêmicos possam adotar intervenções de 

combate a hanseníase. A recente Estratégia Global para a Hanseníase 2016-2020, 

baseado em estratégias quinquenais anteriores, tem como propósito, a detecção 

precoce e o tratamento imediato da doença, visando reduzir as incapacidades físicas 

e a transmissão da infecção na comunidade. A Parceria Global para a Erradicação 

da Hanseníase, recomenda o desenvolvimento de um teste diagnóstico que possa 

identificar casos de hanseníase, tão logo quanto possível após a sua infecção. 

Vários estudos têm focado na identificação de biomarcadores, tanto em humanos 

como no bacilo, em diferentes populações, visando qualificá-los para o uso no 

diagnóstico precoce da hanseníase. 

O conhecimento de variações genéticas e do perfil de resposta imunológica 

do hospedeiro, podem ajudar a subsidiar um melhor entendimento da patogênese da 

hanseníase e talvez, levar a novos desafios de diagnóstico precoce, tratamento 

imediato ou quimioprofilaxia.  

Na presente pesquisa de doutoramento foram propostos dois estudos: - No 

primeiro foi avaliada a performance de dois testes sorológicos rápidos (IgG/IgM), 

visando conhecer a acurácia desses testes e sua utilização como suporte ao 

diagnóstico clínico; - O segundo foi a análise de polimorfismos genéticos (SNPs) que 

influenciam na suscetibilidade à hanseníase. A validação desses polimorfismos visa 

colaborar com a formação de um futuro painel de SNPs que estejam associados 

com a doença. Esse painel contribuirá nas estratégias de vigilância, entre os 

contatos, por exemplo, permitindo identificar quais indivíduos, desse grupo de risco, 

possuem maior probabilidade em desenvolver a hanseníase.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a associação de biomarcadores com a hanseníase em uma população 

miscigenada do Amazonas. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

a) Analisar a performance de dois testes sorológicos rápido (PGL1 e NDO-

LID), na discriminação de casos de hanseníase (paucibacilares e 

multibacilares) e indivíduos saudáveis; 

 

b) Verificar a concordância entre os testes rápidos (PGL1 e NDO-LID), no 

soro, em pacientes e grupo controle; 

 

c) Verificar associação do teste sorológico de melhor acurácia com 

parâmetros clínico-laboratoriais, de pacientes com hanseníase; 

 

d) Relacionar os polimorfismos de base única (SNPs), nos genes, TLR1, 

NOD2, PACRG/PRKN, IL6, IL10, TNF, IFNG e CCDC122/LACC1 e a 

suscetibilidade à hanseníase, em um estudo de caso x controle; 

 

e) Verificar associação dos polimorfismos de base única (SNPs), nos genes, 

TLR1, NOD2, PACRG/PRKN, IL6, IL10, TNF, IFNG e CCDC122/LACC1 

entre a classificação operacional (PB x MB) e entre controles x MB. 
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3 SUJEITOS, MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 População de estudo 

 

O estudo foi realizado na Fundação Alfredo da Matta (FUAM), Manaus-AM, 

em pacientes com hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos saudáveis (grupo 

controle) que compareceram na Instituição por demanda espontânea e aceitaram 

participar do projeto, no período de março de 2014 a abril de 2018.  

Pacientes com hanseníase foram classificados de acordo com os achados 

clínicos e laboratoriais (baciloscopia e exame histopatológico) e foram tratados como 

paucibacilares ou multibacilares, de acordo com o manual da OMS e Ministério da 

Saúde.  

O grupo controle foi composto de indivíduos saudáveis que moravam na 

mesma área endêmica que os casos de hanseníase. Esse grupo de pessoas 

compareceu na Fundação Alfredo da Matta (FUAM) para receber um atestado 

dermato-neurológico, que é um dos pré-requisitos documentais exigidos pela 

indústria, comércio ou setor de entretenimento a fim de conseguirem uma colocação 

no mercado de trabalho. Foram convidados a participar da pesquisa somente após 

um exame dermatológico que confirmou a ausência de lesões características ou 

suspeitas de hanseníase, e da confirmação individual de que não teve contato com 

doentes ou de não haver casos da doença na família. 

Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (555.620 de 

13/03/2013), (ANEXO C) da FUAM. Todos os participantes assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), (APÊNDICES B, C e D). Participantes 

com idade inferior a 18 anos tiveram o TCLE assinado por um dos pais ou por um 

representante legal. 

 

 

3.2 Detecção pelo NDO-LID e PGL1 

 

Os testes rápidos de fluxo lateral, NDO-LID e o PGL1, são testes 

imunocromatográficos que detectam IgM/IgG e IgM, respectivamente, contra o M. 

leprae. O NDO-LID (Orange Life, Rio de Janeiro, Brazil) usa como antígeno um 
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dissacarideo sintético (ND), que mimetiza o PGL1, ligado a um radical octil (O), 

conjugado com duas proteínas de fusão, o ML 0304 e o ML 2331, formando o LID.  

O antígeno imobilizado na membrana de nitrocelulose do teste rápido PGL1, é 

o glicolipidio fenólico nativo, que detecta anticorpos específicos IgM. Esse teste é 

confeccionado no IPTSP-UFG, sob a coordenação da Dra. Samira Bührer-Sekula.  

Cada dispositivo de teste rápido consiste de um cassete de plástico que 

contem um strip de membrana de nitrocelulose, impregnada com um spot de teste 

(contendo antígenos do M. leprae) e um spot de controle.  

O teste é considerado positivo quando uma gota de sangue, soro ou plasma 

do paciente, junto com duas gotas de tampão de diluente, adicionado na linha de 

teste, apresentar mudança de cor após dez minutos.  

Dois técnicos realizaram a mesma leitura para evitar inconsistências. Um 

terceiro leitor deu sua opinião final quando os resultados foram discordantes. 

 

3.3 Detecção de DNA do M. leprae pela técnica de qPCR 

 

A extração de DNA (ANEXO A) foi realizada a partir do raspado dérmico de 

contatos domiciliares de pacientes com hanseníase, utilizando o kit DNeasy Blood & 

Tissue (Qiagen) e seguindo as instruções do fabricante. Os métodos de qPCR para 

detecção, utilizando como alvo o 16S rRNA de M. leprae, foram descritos 

anteriormente em vários trabalhos de Martinez e colaboradores(30–32) e 

operacionalizados de acordo com as indicações do Ministério da Saúde para o 

diagnóstico de hanseníase. As reações de q-PCR foram preparadas, com reagentes 

da Applied Biosystems, para um volume final de 10 μL, e realizados no equipamento 

StepOne Plus real-time PCR system (Applied BioSystems), seguindo as condições 

de ciclagem padrão.  As concentrações finais da reação foram:  oligonucleotídeos 

[300 nM], sonda 16S rRNA [100 nM], Master Mix da Applied BioSystem [1x] e DNA 

da amostra extraída de raspado dérmico [1 – 5 ng]. Para descartar qualquer 

possibilidade de inibidores da PCR, a amplificação de um fragmento do gene da β-

actina humana foi realizada. 
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3.4 Genotipagem dos SNPs 

 

O presente estudo foi desenhado para investigar a associação de SNPs nos 

genes TLR1 (rs4833095), NOD2 (rs751271, rs8057341), TNF (rs1800629), IL10 

(rs1800871), CCDC122/LACC1 (rs4942254), PACRG/PRKN (rs9356058, 

rs1040079), IFNG (rs2430561) e IL6 (rs2069845) com a hanseníase. A seleção dos 

SNPs se baseou em recentes estudos publicados, que mostraram associação com a 

hanseníase per se(36,171,199,201,203,247) ou reação(197) na população brasileira.  

Os SNPs escolhidos foram baseados no seu papel funcional, na região 

promotora, exônica ou intrônica do gene e incluídos com desvio do equilíbrio de 

Hardy–Weinberg (P>0.01) nos controles e amplificação acima de 95%. 

O DNA foi extraído de amostras de sangue (ANEXO B), utilizando o kit 

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) e seguindo as instruções do fabricante.  Em 

seguida foi quantificado pelo Qubit® 3.0 Fluorometer e diluído (1/10) para 

genotipagem por PCR em tempo real (q-PCR). Os ensaios de genotipagem com 

sondas TaqMan (Life Technologies, EUA) foram realizados no equipamento 

StepOne Plus real-time PCR system (Applied BioSystems), pela técnica de 

discriminação alélica baseado na fluorescência e seguindo as condições de 

ciclagem padrão.  

Na técnica de discriminação alélica, a obtenção dos genótipos é fornecida 

através da intensidade de fluorescência, gerada por sondas marcadas com 

fluoróforos específicos para cada alelo, por meio do sistema de ensaios (assays, 

sondas TaqMan MGB) (Life Technologies). Cada ensaio contém um par de primers e 

um par de sondas TaqMan MGB (Life Technologies) marcadas com fluorescência, 

VIC (verde), para o alelo selvagem, e FAM (azul), para o alelo mutado ou menos 

frequente, na região de interesse. A sonda é marcada duplamente, em uma 

extremidade com um fluoróforo repórter (reporter) e em outra extremidade com o 

fluoróforo silenciador (quencher).  

Os ensaios consistiram de 5 μL de reação, contendo 2,5 μL de TaqMan 

Universal PCR Master Mix No AmpErase UNG (Applied Biosystems) [concentração 

final de 1X], 1,375 μL de água, 0,125 μL de sondasTaqMan assay [concentração 

final de 1X], e 1 μL de DNA diluído (10–40 ng).  



50 

 

3.5 Análise Estatística  

 

Para avaliar a performance dos testes rápidos foi utilizado o software 

estatístico MedCalc para Windows, versão 17.0.4 (MedCalc Software, Ostend, 

Belgium; https://www.medcalc.org; 2016), na caracterização da sensibilidade, 

especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e 

acurácia, com 95% de nível de confiança. Na identificação do grau de concordância 

entre os testes foi utilizado o índice kappa (κ)(254): baixo (0–0.5), moderado (0.51– 

0.75) e excelente (0.76–1). O teste qui-quadrado foi usado para verificar associação 

de desempenho entre os lotes do NDO-LID, amostras biológicas (soro e sangue) e 

associação de variáveis clínico-laboratoriais com o resultado do teste NDO-LID. O P-

valor <0.05 foi considerado estatisticamente significativo.  

No estudo genético, o desequilíbrio de ligação (DL) para os dois SNPs do 

gene NOD2 foram estimados, em indivíduos controles, usando o parâmetro r2, 

através do software Haploview, versão 4.2(255). O equilíbrio de Hardy-Weiberg foi 

estimado por meio do software R versão 3.4.3 para Windows. As análises das 

frequencias alélicas, genotípicas e de carreador foram realizadas em casos e 

controles e comparadas entre esses dois grupos. Através do modelo de regressão 

logística, foi calculada a OR (odds ratio) que foi usada como estimativa de 

associação, com intervalo de confiança (IC) de 95% e p-valor significativo (≤0.05). 

Levando-se em conta o valor do IC, de p-valor e de OR, os modelos indicaram 

suscetibilidade ao risco ou à proteção. Sendo: OR>1, risco; OR=1, não há 

associação com a doença e OR<1 proteção.  

As análises de regressão logística foram obtidas por meio do software R, 

versão 3.4.3 para Windows e foram corrigidas para as covariáveis de sexo, idade e 

ancestralidade, usando os pacotes “genetics” e “rms” (https://www.r-

project.org)(256).  
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4 PRODUTOS DA TESE 

 

4.1 Artigo 1 
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4.2 Artigo 2 
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5 LIMITAÇÕES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS 

 

As limitações da pesquisa ocorreram no estudo molecular (Coorte), com a 

reduzida captação de contatos. No início do estudo, em 2015, projetávamos a coleta 

de aproximadamente 1200 contatos nos primeiros anos da pesquisa. No entanto, 

nos dois anos seguintes, o país passou por uma recessão econômica que teve 

impacto no desemprego e redução de recursos financeiros, levando a diminuição da 

demanda espontânea e a redução da busca ativa nesse grupo de risco.  

Devido ao longo tempo de incubação do bacilo (média de 3 a 5 anos) e a 

coleta dos últimos contatos ter finalizado em abril de 2018, faremos uma consulta no 

SINAN em abril de 2021 para verificar se houve algum contato que adoeceu com 

hanseníase. Somente após esse período em que todos os contatos passarão com o 

mínimo de três anos de acompanhamento, é que teremos a capacidade de avaliar 

se o marcador molecular (16S rRNA) do M. leprae será um bom marcador de 

adoecimento.  

 Com o estudo genético será dado seguimento, com a aprovação de um 

recente projeto (Edital do Pró-estado - 2019, FAPEAM), coordenado pela Dra 

Carolina Talhari. A investigação de novos polimorfismos de base única (SNPs), em 

genes candidatos, terá início durante o ano de 2021. Serão avaliados SNPs de 

genes, isoladamente ou em haplótipos, de importantes vias metabólicas associadas 

com a resposta imune do hospedeiro. Os achados significativos desse estudo farão 

parte do painel de marcadores genéticos de suscetibilidade à hanseníase, com o 

objetivo de ser utilizado na identificação dos prováveis candidatos ao adoecimento, 

como nos contatos domiciliares, por exemplo.  
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6 CONCLUSÃO 

 

a) Os testes rápidos mostraram limitada capacidade no diagnóstico da 

doença, contudo apresentaram alto valor preditivo negativo favorecendo a 

exclusão de hanseníase. Esta característica dos testes é importante no 

auxílio ao diagnóstico clínico, especialmente em uma região endêmica para 

a doença e com outras dermatoses confundidoras; 

 

b) A concordância entre os testes rápidos (PGL1 e NDO-LID) foi excelente, 

tanto para os pacientes, paucibacilares e multibacilares, quanto para o 

grupo controle; 

 

c) A positividade do teste rápido NDO-LID foi estatisticamente significativa 

com a classificação operacional, formas clínicas, índice baciloscópio e 

número de lesões; 

 

d) Somente os SNPs dos genes NOD2 e IFNG apresentaram associação 

estatisticamente significativa com a proteção e risco a hanseníase, 

respectivamente, no estudo de caso x controle; 

 

e) Não houve associação estatística dos polimorfismos de base única (SNPs), 

dos genes TLR1, NOD2, PACRG/PRKN, IL6, IL10, TNF, IFNG e 

CCDC122/LACC1, com as formas operacionais (PB x MB) e entre 

controles x MB. 
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APÊNDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(ADULTO) 

 

Você está sendo convidado (a) a participar da pesquisa “MARCADORES MOLECULARES, 

GENÉTICOS E SOROLÓGICOS NA HANSENÍASE: SUPORTE AO DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE 

PACIENTES E VIGILÂNCIA DOS CONTATOS” em pessoas com idade igual ou superior a 10 anos, 

desenvolvida pela Fundação de Dermatologia Tropical e Venereologia “Alfredo da Matta” – FUAM. 

Este estudo tem como objetivo identificar qual o melhor teste laboratorial que será capaz de identificar 

o contato domiciliar (pessoa que vive na mesma casa do doente) com maior risco de desenvolver a 

hanseníase ou as reações inflamatórias. Os resultados servirão para possível implantação do teste 

no Serviço Único de Saúde (SUS), contribuindo para uma vigilância mais eficaz da doença. Com isso 

pode-se traçar alternativas de prevenção da hanseníase, tratamento medicamentoso e diagnóstico 

precoce, com grande impacto na diminuição de novos casos de hanseníase e diminuição de sequelas 

causadas pelo bacilo. 

Nesta pesquisa, haverá um questionário a ser respondido por você ou o fornecimento de 

informações mínimas as quais serão importantes para análises deste estudo. Após esta fase, você 

será examinado por um profissional treinado que colherá da sua orelha (lóbulo auricular) uma 

pequena quantidade de linfa (líquido transparente) e 5 Ml de sangue.  Com este material serão 

realizados testes laboratoriais que não são feitos na rotina de atendimento e que servem para 

identificar uma doença que pode afetar a sua saúde: a Hanseníase. Todo material coletado será 

armazenado no Laboratório de Biologia Molecular da Fundação “Alfredo da Matta”, com identificação 

para a confirmação de algum resultado duvidoso. Nós prestaremos todas as orientações necessárias 

caso queira conhecer o resultado. Se você não quiser conhecer o resultado nós o manteremos em 

sigilo. Todas as informações fornecidas serão confidenciais.  

Você terá disponibilidade de novas consultas nesta unidade ou, se necessário, em outra de 

maior complexidade. O tratamento, quando indicado, seguirá as recomendações do Ministério da 

Saúde e os medicamentos lhe serão entregues gratuitamente. A sua participação neste estudo é 

voluntária e livre para recusar ou se retirar em qualquer momento da pesquisa, sem que isto possa 

prejudicar o seu atendimento.  

Declaro ter entendido as explicações referentes ao estudo:     

_______________________________                                            

Assinatura do voluntário da pesquisa  

Manaus, ______de ____________de 20 

                                               _______________________________________________________ 

     Assinatura do profissional responsável pelo atendimento 

Qualquer dúvida referente ao estudo, favor entrar em contato com o Pesquisador Responsável pela 

Pesquisa: André Luiz Leturiondo   / Fone: (92) 9123-7625. 
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APÊNDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(RESPONSÁVEL DO MENOR) 

 

O menor __________________________________________, sob sua responsabilidade, 

está sendo convidado (a) como voluntário (a) a participar da pesquisa “MARCADORES 

MOLECULARES, GENÉTICOS E SOROLÓGICOS NA HANSENÍASE: SUPORTE AO 

DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE PACIENTES E VIGILÂNCIA DOS CONTATOS”. Este estudo tem 

como objetivo avaliar testes laboratoriais capazes de identificar o contato domiciliar (pessoa que vive 

na mesma casa do doente) com maior risco de desenvolver a hanseníase ou o paciente com 

hanseníase com maior risco em desenvolver as reações inflamatórias. Os resultados servirão para 

possível implantação do teste no Serviço Único de Saúde (SUS), contribuindo para uma vigilância 

mais eficaz da doença. Com isso pode-se traçar alternativas de prevenção da hanseníase, tratamento 

medicamentoso e diagnóstico precoce, com grande impacto na diminuição de novos casos de 

hanseníase e diminuição de sequelas causadas pelo bacilo. 

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: haverá um questionário a ser 

respondido pelo menor, com o fornecimento de informações mínimas as quais serão importantes para 

análises deste estudo. Após esta fase, ele (a) será examinado (a) por um profissional treinado que 

colherá da sua orelha (lóbulo auricular) uma pequena quantidade de linfa (líquido transparente), uma 

gota de sangue por punção digital (ponta do dedo) e 5 mL de sangue.  Com este material serão 

realizados testes laboratoriais que não são feitos na rotina de atendimento e que servem para 

identificar uma doença que pode afetar a sua saúde: a Hanseníase. Todo material coletado será 

armazenado no Laboratório de Biologia Molecular da Fundação “Alfredo da Matta”, com identificação 

para a confirmação de algum resultado duvidoso. Nós prestaremos todas as orientações necessárias 

caso queira conhecer o resultado. Se você não quiser conhecer o resultado nós o manteremos em 

sigilo. Todas as informações fornecidas serão confidenciais.  

Riscos e Desconfortos: É mínimo o risco associado a sua participação neste estudo. O 

único desconforto será uma leve dor durante o raspado dérmico no lóbulo auricular, discreta dor na 

punção digital ou durante a coleta de sangue.  

Benefícios: A participação neste estudo trará benefícios indiretos ao indivíduo, pois caso os 

resultados forem satisfatórios, será implantado na rotina da Fundação os testes diagnósticos em 

estudo, beneficiando todos os clientes atendidos pelo SUS com suspeita de estarem com hanseníase 

e seus respectivos contatos. 

Para participar desta pesquisa, o menor sob sua responsabilidade não terá nenhum custo, 

nem receberá qualquer vantagem financeira. Ele (a) será esclarecido (a) em qualquer aspecto que 

desejar e estará livre para participar ou recusar-se a entrar no estudo. Você como responsável pelo 

menor, poderá retirar seu consentimento ou interromper a participação dele (a) a qualquer momento. 

A participação dele (a) é voluntária e a recusa em participar não acarretará qualquer penalidade ou 

modificação na forma como será atendido (a) na sua consulta de rotina. O menor não será 
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identificado em nenhuma publicação. O menor tem assegurado o direito a ressarcimento ou 

indenização no caso de quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa. 

Os resultados estarão à sua disposição quando finalizada. O nome ou o material que indique 

a participação do menor não será liberado sem a sua permissão. Os dados e instrumentos utilizados 

na pesquisa ficarão arquivados com o pesquisador responsável por um período de 5 (cinco) anos, e 

após esse tempo serão destruídos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, 

sendo que uma cópia será arquivada pelo pesquisador responsável, e a outra será fornecida a você. 

Solicito a sua autorização para que o material colhido seja armazenado e utilizado 

futuramente em outros estudos, respeitando sempre a resolução vigente e com a devida aprovação 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa. 

Eu, _________________________________________, portador (a) do documento de Identidade 

____________________, responsável pelo menor ____________________________________, fui 

informado (a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas 

dúvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informações e modificar a decisão do 

menor sob minha responsabilidade de participar, se assim o desejar. Recebi uma cópia deste termo 

de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas 

dúvidas. 

Manaus, ____ de ______________ de 20__. 

_____________________________________ 

Assinatura do (a) responsável 

_____________________________________ 

Assinatura do (a) Pesquisador (a) 
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APÊNDICE D - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (MENOR) 

 

Você está sendo convidado (a) como voluntário (a) a participar da pesquisa “MARCADORES 

MOLECULARES, GENÉTICOS E SOROLÓGICOS NA HANSENÍASE: SUPORTE AO 

DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE PACIENTES E VIGILÂNCIA DOS CONTATOS”. Este estudo tem 

como objetivo avaliar testes laboratoriais capazes de identificar o contato domiciliar (pessoa que vive 

na mesma casa do doente) com maior risco de desenvolver a hanseníase ou o paciente com 

hanseníase com maior risco em desenvolver as reações inflamatórias. Os resultados servirão para 

possível implantação dos testes no Serviço Único de Saúde (SUS), contribuindo para uma vigilância 

mais eficaz da doença ou seus processos inflamatórios. Com isso pode-se traçar alternativas de 

prevenção da hanseníase, tratamento medicamentoso e diagnóstico precoce, com grande impacto na 

diminuição de novos casos de hanseníase e diminuição de sequelas causadas pelo bacilo. 

Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: haverá um questionário a ser 

respondido por você, com o fornecimento de informações mínimas as quais serão importantes para 

análises deste estudo. Após esta fase, você será examinado por um profissional treinado que colherá 

da sua orelha (lóbulo auricular) uma pequena quantidade de linfa (líquido transparente), uma gota de 

sangue por punção digital (ponta do dedo) e 5 mL de sangue.  Com este material serão realizados 

testes laboratoriais que não são feitos na rotina de atendimento e que servem para identificar uma 

doença que pode afetar a sua saúde: a Hanseníase. Todo material coletado será armazenado no 

Laboratório de Biologia Molecular da Fundação “Alfredo da Matta”, com identificação para a 

confirmação de algum resultado duvidoso. Nós prestaremos todas as orientações necessárias caso 

queira conhecer o resultado. Se você não quiser conhecer o resultado nós o manteremos em sigilo. 

Todas as informações fornecidas serão confidenciais.  

Riscos e Desconfortos: É mínimo o risco associado a sua participação neste estudo. O 

único desconforto será uma leve dor durante o raspado dérmico no lóbulo auricular, discreta dor na 

punção digital ou durante a coleta de sangue.  

Benefícios: A participação neste estudo trará benefícios indiretos ao indivíduo, pois caso os 

resultados forem satisfatórios, será implantado na rotina da Fundação os testes diagnósticos em 

estudo, beneficiando todos os clientes atendidos pelo SUS com suspeita de estarem com hanseníase 

e seus respectivos contatos. 

Você poderá retirar o consentimento ou interromper a sua participação a qualquer momento. 

A sua participação é voluntária e a recusa em participar não acarretará qualquer penalidade ou 

modificação na forma como será atendido (a) na sua consulta de rotina. Você não será identificado 

em nenhuma publicação e tem assegurado o direito a ressarcimento ou indenização no caso de 

quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa. 

Os resultados estarão à sua disposição quando finalizada. Seu nome ou o material que 

indique sua participação não será liberado sem a permissão do responsável por você. Os dados e 
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instrumentos utilizados na pesquisa ficarão arquivados com o pesquisador responsável por um 

período de 5 anos, e após esse tempo serão destruídos. Este termo de consentimento encontra-se 

impresso em duas vias, sendo que uma cópia será arquivada pelo pesquisador responsável, e a outra 

será fornecida a você. 

Solicito a sua autorização para que o material colhido seja armazenado e utilizado 

futuramente em outros estudos, respeitando sempre a resolução vigente e com a devida aprovação 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa. 

Eu, __________________________________________________, portador (a) do documento de 

Identidade ____________________ (se já tiver documento), fui informado (a) dos objetivos da 

presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas dúvidas. Sei que a qualquer 

momento poderei solicitar novas informações, e o meu responsável poderá modificar a decisão de 

participar se assim o desejar. Tendo o consentimento do meu responsável já assinado, declaro que 

concordo em participar dessa pesquisa. Recebi uma cópia deste termo de assentimento e me foi 

dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas dúvidas. 

Manaus, ____ de ______________ de 20_. 

_____________________________________ 

Assinatura do (a) menor 

 

_____________________________________ 

Assinatura do (a) pesquisador (a) 
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APÊNDICE E - PRODUÇÃO CIENTÍFICA EM OUTROS ESTUDOS NO PERÍODO 

DO DOUTORADO (ARTIGO 1) 
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APÊNDICE F - PRODUÇÃO CIENTÍFICA EM OUTROS ESTUDOS NO PERÍODO 

DO DOUTORADO (ARTIGO 2) 
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APÊNDICE G - PRODUÇÃO CIENTÍFICA EM OUTROS ESTUDOS NO PERÍODO 

DO DOUTORADO (ARTIGO 3) 
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APÊNDICE H - PRODUÇÃO CIENTÍFICA EM OUTROS ESTUDOS NO PERÍODO 

DO DOUTORADO (ARTIGO 4) 
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ANEXO A - PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DNA (RASPADO DÉRMICO), KIT 

QIAGEN DNeasy Blood & Tissue  

 

Preparo da amostra: 

1- Centrifugar a amostra de Raspado Dérmico por 10 minutos a 13.300 RPM. Caso não apareça o 

pellet, centrifugar mais 5 minutos a 13.300 RPM; 

2- Descartar o sobrenadante com cuidado para não perder o pellet. Deixar o tubo invertido por 10 

minutos ou banho seco a 380C por 15 minutos. Se permanecer resto de álcool, deixar secando até 

sua COMPLETA EVAPORAÇÃO; 

 

Reação de lise: 

3- Pipetar 200 µl de buffer de lise (buffer AL, QIAGEN). Vortexar 15 segundos para soltar o pellet; 

4- Pipetar 10 µl de Proteinase K; 

5- Incubar a 56° C durante 3 a 5 horas. Vortexar a cada 30 minutos; 

6- Pipetar 200 µl de etanol absoluto (96-100%) e fazer um spin; 

 

Extração de DNA: 

7- Pipetar (P1000) a mistura na coluna de extração QIAGEN e adicionar um tubo coletor. 

8-  Centrifugar a coluna com o tudo coletor a 8000 RPM por 1 minuto; 

9-  Descartar o tubo coletor com seu conteúdo; 

10- Colocar a coluna em um novo tubo coletor e adicionar 500 µl de buffer AW1; 

11- Centrifugar por 1 minuto a 8000 RPM; 

12- Descartar o tubo coletor com seu conteúdo; 

13- Colocar a coluna em um novo tubo e adicionar 500 µl de buffer AW2 (QIAGEN); 

14- Centrifugar a 14000 RPM por 3 minutos para secar a membrana; 

15- Descartar o tubo coletor. 

 

Eluição do DNA: 

16- Colocar a coluna em tubo coletor de 1,5 ml; 

17- Adicionar 50 µl de buffer AE na membrana; 

18- Incubar 2 minutos a temperatura ambiente; 

19- Centrifugar por 2 minutos a 8000 RPM para eluir o DNA; 

20- Armazenar o DNA extraído a -20° C 
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ANEXO B  - PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DNA (SANGUE TOTAL), KIT QIAGEN 

DNeasy Blood & Tissue 

 

Reação de lise: 

1.Pipetar 200 μL de sangue anticoagulado + 10 μL proteinase K dentro de um tubo de 1.5 mL. Ajustar 

o volume para 210 μl com PBS; 

2. Adicionar 200 μL de tampão AL, misturar completamente por vortexação e incubar a 56°C por 10 

min.  

3. Adicionar 200 μL etanol (96–100%) na amostra e misturar completamente por vortexação. 

Extração de DNA: 

4. Pipetar a mistura da etapa 3 para a coluna Mini Spin DNeasy e encaixar um tubo coletor de 2 mL. 

Centrifugar a 8000 RPM por 1 min. Descartar o líquido drenado e o tubo coletor. 

5. Colocar um novo tubo coletor de 2 mL na coluna Mini Spin DNeasy, adicionar 500 μL tampão AW1, 

e centrifugar por 1 min a 8.000 rpm. Descartar o líquido drenado e o tubo coletor. 

6. Colocar um novo tubo coletor de 2 mL na coluna Mini Spin DNeasy, adicionar 500 μL tampão AW2, 

e centrifugar por 3 min a 14000 rpm para secar a membrana. Descartar o líquido drenado e o tubo 

coletor. Caso verifique que a membrana não esteja bem seca, faça outra centrifugação por 1 min a 

14.000 rpm. 

Eluição do DNA: 

7. Coloque um microtubo limpo de 1.5 mL ou 2 mL na coluna de DNeasy Mini spin e pipete 75 μl 

Tampão AE diretamente na membrana do DNeasy. Incubar a temperatura ambiente por 1 min, e 

então centrifugar por 1 min a 8.000 rpm para eluir. 

8. Recomendação: Para uma máxima concentração de DNA, repetir a eluição uma vez mais como 

descrito na etapa 7, isto é, eluindo mais 75 μL Tampão AE diretamente na membrana do DNeasy no 

mesmo tubo.  
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ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA 
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ANEXO D - DECISÃO DO CONSELHO DIRETOR DA FAPEAM DO PROJETO 

APROVADO 

 

 


