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Resumo 
 

Introdução: A hanseníase é uma doença milenar que pode causar incapacidades físicas 

e desfiguramento, sendo ainda imponente em nosso país, um problema de saúde pública 

em seis países incluindo o Brasil. Apenas uma fração dos indivíduos expostos ao 

Mycobacterium leprae desenvolve sintomas característicos da hanseníase. Os fatores 

relacionados à evolução da infecção para doença depende em parte de características 

genéticas do hospedeiro que influenciam o controle da infecção e à progressão da 

resposta imune. Objetivo: Avaliar se polimorfismos localizados na região cromossômica 

17q11-q21 estão associados à hanseníase numa população oriunda do Rio Grande do 

Norte. Material e métodos: Foram estudados 215 pacientes de hanseníase e 229 

controles sendo genotipados por Snapshot. Foram estudados variações em oito genes 

(NOS2A, CCL18, CRLF3, CCL23, TNFAIP1, STAT5B, CCR7 e CSF3) localizados na 

região cromossômica 17q11-q21. As freqüências genotípicas e alélicas foram 

determinadas por contagem direta e as diferenças na distribuição dessas entre os casos e 

os controles foram avaliadas por qui-quadrado usando o pacote estatístico SPSS versão 

15, e Graph Prism Pad versão 4.0. Resultados: Nossos resultados mostraram que os 

marcadores NOS2A-277, NOS2A-rs16949, CCR7-rs11574663 e CSF3-rs2227322 

apresentam forte associação com a hanseníase e seus genótipos de risco foram GG, TT, 

AA e GG respectivamente, apresentando todos padrão de herança recessivo. O marcador 

NOS2A-277 e CCR7-rs11574663 indicou maior probabilidade de risco no 

desenvolvimento a hanseníase em (OR = 3,92, p = 0,0001). A avaliação de haplótipos 

mostrou que CSF3-rs2227322-CC, CCR7-rs11574663-GA, NOS2A-rs16949-CT e 

NOS2A-277-GA estão relacionados com a proteção para o desenvolvimento da doença. 

Quando analisamos a distribuição genotípica dos marcadores estudados entre as formas 

clínicas paucibacilar e multibacilar, foram encontrados que os marcadores NOS2A-277-

GG, CCR7-rs11574663-AA e CSF3-rs2227322-GG apresentavam uma forte associação 

com o polo multibacilar enquanto que o marcador NOS2A-rs16949-TT foi associado a 

forma paucibacilar. Conclusões: Os genes NOS2A, CCR7 e CSF3 possuiram grande 

importância na resposta imune contra o Mycobacterium leprae e que modificações na 

seqüência nucleotídica desses genes alteram a forma como agem no controle e 

desenvolvimento da hanseníase. Os polimorfismos nesses genes possuem uma maior 

probabilidade de risco quando analisados combinados. A maior susceptibilidade induzida 

pelos polimorfismos nesses genes está ligada a forma como evolui a doença sendo 



 
 

alguns deles associados a uma doença mais severa e outros a forma mais branda. Estes 

dados validam que o agregado de genes presentes no cromossomo 17 que expressam 

moléculas importantes para manutenção do equilíbrio imune e que contribuem de forma 

intensa para a proteção contra microorganismos intracelulares como o Mycobacterium 

leprae podem ter suas funções comprometidas por alteração de suas seqüências 

nucleotídicas.  

Palavras-chave: Polimorfismos, hanseníase, SNP, susceptibilidade genética



 
 

Abstract 
Background: Leprosy can cause severe disability and disfigurement and is still a major 

health in different parts of the world. Only a subset of those individuals exposed to the 

pathogen will go on to develop clinical disease and there is a broad clinical spectrum 

amongst leprosy patients. The outcome of infection is in part due to host genes that 

influence control of the initial infection and the host´s immune response to that infection. 

Aim: Evaluate if polymorphisms type SNP in the 17q11-q21 chromosomic region 

contribute to development of leprosy in Rio Grande do Norte population. Material and 
methods: A sample composed of 215 leprosy patients and 229 controls drawn from the 

same population were genotyped  by using a Snapshot assay for eight genes (NOS2A, 

CCL18, CRLF3, CCL23, TNFAIP1, STAT5B, CCR7 and CSF3) located in chromosomic 

region 17q11-q21. The genotype and allele frequency were measured and statistical 

analysis was performed by chi-square in SPSS version 15 and graph prism pad version 4 

software. Results: Ours results indicated that the markers NOS2A-277, NOS2A-rs16949, 

CCR7-rs11574663 and CSF3-rs2227322 presented strong association with leprosy and 

their risk genotype were GG, TT, AA and GG respectively. The risk genotypes for all 

markers associated to leprosy presented recessive inheritance standard. When we 

compared the interaction among the markers in different combination we find that the 

marker NOS2A-277 associated with CCR7-rs11574663 presented highest risk probability 

to development of leprosy. When we evaluated the haplotype of the risk markers it was 

found a haplotype associated with increase of the protection (CSF3-rs2227322-CC, CCR7-

rs11574663-GA, NOS2A-rs16949-CT and NOS2A-277-GA). The association of the clinical 

forms paucibacilary and multibacilary with markers showed that to the markers NOS2A-

277-GG, CCR7-rs11574663-AA and CSF3-rs2227322-GG there were a strong influence to 

migration to multibacilary pole and to marker NOS2A-rs16949-TT the high proportion was 

found to the paucibacilary form. Conclusions: Changes in the genes NOS2A, CCR7 and 

CSF3 can influence the immune response against Mycobacterium leprae. The combination 

among these polymorphisms alters the risk probability to develop leprosy. The markers 

type SNP associated to development of the leprosy also are linked to clinical forms and its 

severity being the polymorphism NOS2A-rs16949-TT associated with paucibacilar form 

and the polymorphisms NOS2A-277-GG, CCR7-rs11574663-AA and CSF3-rs2227322-GG 

associated to multibacilar form.  

 
Key-words: Polymorphisms, genetic susceptibility, leprosy, SNP
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1. Introdução 

 

1.1. A hanseníase 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica, causada pelo Mycobacterium 

leprae, que acomete a pele, os nervos periféricos e, ocasionalmente, outros órgãos 

(COEYTAUX et al., 2007). O M. leprae apresenta grande afinidade pelas células de 

Schwann e macrófagos da pele, sendo a destruição destas células a principal razão 

da sua patogênese (AGRAWAL et al., 2005).  

Nas últimas duas décadas, foi verificada uma redução na taxa de prevalência 

da hanseníase no Brasil, semelhante a outros países do mundo (Figura 1) 

(SEHGAL; SARDANA ; DOGRA, 2007) esta redução foi principalmente decorrente 

da adoção de um tratamento poliquimioterápico bastante eficiente, conforme estudos 

e recomendação da Organização Mundial de Saúde (OMS) (MANGLANI; ARIF, 

2006), após a introdução do tratamento poliquimioterápico houve uma redução de 

aproximadamente 90% no número de doentes, no entanto, apesar dessa expressiva 

redução a taxa de detecção de novos casos não declinou, substancialmente, nos 

países mais endêmicos (PENNA ; PENNA, 2007), tal fenômeno mostra que apesar 

da eficácia do tratamento isso pouco influencia na transmissão bacteriana, 

mostrando que o diagnóstico precoce ainda é fundamental para a redução na taxa 

de prevalência a níveis recomendados pela OMS, cujo nível de detecção é 1:10000 

permitirá eventualmente, o controle efetivo da doença. 

Um total de 122 países endêmicos conseguiram eliminar a hanseníase entre 

os anos de 1985 e 2001. No entanto, a hanseníase permanece ainda um problema 

de saúde pública em seis países, incluindo o Brasil (Figura 2). 
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O conhecimento da genética das doenças infecciosas é considerado hoje uma 

ferramenta importante que poderá eventualmente auxiliar na profilaxia, no 

tratamento e no desenvolvimento de vacinas, assim como poderá ser útil na 

identificação de pessoas que são naturalmente resistentes ou susceptíveis às 

infecções (BEAMER; TURNER, 2005; HILL, 2006). 

 
 
Figura 1 - Taxas de prevalência e detecção da hanseníase no Brasil. Nos últimos 10 anos a taxa de 
prevalência declinou no Brasil, reduzindo o número de doentes em 90%, resultado principalmente da 
introdução do tratamento poliquimioterápico em 1982, entretanto a taxa de detecção permaneceu 
estável nesse mesmo período, em virtude do diagnóstico tardio e da pequena influência do 
tratamento no ciclo infeccioso do M. leprae.  
Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, (2008) 
 

 
 
Figura 2 – Países que não atingiram a taxa de prevalência para hanseníase no mundo entre 1985 e 
2001. Em 1985 havia 122 países considerados endêmicos mas em virtude do tratamento 
poliquimioterápico conseguiram em, sua maioria, reduzir as taxas de prevalência a níveis 
considerados satisfatórios pela OMS (1/10 mil habitantes). Em 2001 ainda havia 24 países 
considerados endêmicos dentre eles o Brasil, responsável por 90% dos casos de hanseníase das 
Américas. Os países marcados apresentam uma taxa maior que 1 caso/10 mil habitantes. 
Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, (2008) 
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1.1.1. Histórico 

 

A hanseníase parece ser uma das mais antigas doenças que acomete o 

homem (MONOT et al., 2005). Era considerada uma enfermidade incurável, 

geradora de preconceito, rejeição e discriminação por parte da sociedade geral. As 

referências escritas mais antigas datam de 600 A.C., e procedem da Índia e da 

África (MONOT et al., 2005). O termo lepra foi usado por Hipócrates ao descrever 

manifestações com lesões escamosas, não mencionando, no entanto, seus efeitos 

neurológicos. Esse termo também foi usado no Antigo Testamento da sagrada 

Bíblia, no livro de Levítico para designar as afecções “impuras” (GELBER, 1993). 

Durante a Idade Média (século XII), uma elevada incidência da doença 

acorreu no Oriente Médio e na Europa, principalmente em decorrência da elevada 

ocupação dessas regiões pelo homem. Nesse contexto a chance de infecção 

elevou-se devido a elevada densidade populacional. A Igreja católica foi a primeira 

instituição a tentar providenciar uma solução a curto prazo e estabeleceu regras para 

o isolamento dos doentes. Essas regras levaram à criação de leprosários, para 

acomodação dos portadores de hanseníase (MONOT, HONORE et al., 2005).  

Ao longo das Idades Moderna (1453-1789) e Contemporânea (a partir de 

1789), observou-se um declínio na endemia européia, ocasionado principalmente 

pela melhoria das condições sócio-econômicas no continente (MEYERS ; MARTY, 

1991). Ao mesmo tempo, surgiam focos endêmicos da doença na Ásia e na África.  

Durante o período de colonização (período de conquistas portuguesas e 

espanholas e da imigração de escravos africanos), a América Latina tornou-se uma 
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nova área endêmica mundial. Os primeiros casos no Brasil foram notificados em 

torno do ano de 1600 (BRASIL-MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1989).  

O fato científico mais importante na história da hanseníase aconteceu na 

Noruega, em 1873, quando Gerhardt Henrik Amauer Hansen descobriu o agente 

causador da doença, o M. leprae (também denominado de bacilo de Hansen). 

Posteriormente, no Brasil, o nome lepra foi substituído por hanseníase em 

homenagem ao descobridor do agente etiológico, como tentativa de reduzir o 

estigma social originado dos conceitos populares e religiosos de impurezas e castigo 

divino e que eram facilmente identificados quando um paciente recebia a 

denominação de leproso (BRASIL-MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1989). 

Ao final da década de 40, o tratamento da doença foi revolucionado com a 

utilização da dapsona e seus derivados. Assim, os pacientes passaram a não 

necessitar mais dos leprosários, adotando tratamento em regime ambulatorial. 

Porém, o tratamento apenas com dapsona não foi eficaz, devido a resistência. No 

entanto, em 1982, foi iniciado o tratamento poliquimioterápico (PQT), composto por 

rifampicina (droga bactericida), a dapsona e a clofazimina (drogas bacteriostáticas), 

que tem mostrado eficácia. As diferentes formas clínicas da hanseníase recebem 

combinações distintas destas drogas, conforme apresentado abaixo. 

 

1.1.2. Mycobacterium leprae 

 

M. leprae é um bastonete imóvel, não formador de esporos, microaerófilo, 

ácido-resistente, reto ou levemente curvado (SCOLLARD et al., 2006), composto por 

uma parede celular que é um complexo covalentemente ligado de peptidioglicana-

arabinogalactana-ácido micólico semelhante na composição a parede celular de 
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todas as micobactérias (BARKER, 2006) (Figura 3). O lipídio dominante na parede 

celular, que confere ao M. leprae especificidade imunológica, é o glicolipídio fenólico 

1 (PGL-1) (SCOLLARD et al., 2006).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 - Estrutura da parede celular do Mycobacterium leprae. A membrana plasmática é envolvida 
pela parede celular formada por peptidioglicano, covalentemente ligado a arabinogalactana. Três 
cadeias ramificadas da arabinana são ligadas a galactana. Os ácidos micólicos são ligados aos 
terminais das cadeias arabinana para formar o folheto interno de uma bicamada pseudolipídica. O 
folheto externo é formado pelos ácidos micólicos monomicolato de trealose (TMM) e ácidos 
micocerosóico de dimicocerosatos de ftiocerol (PDIMs) e glicolípidios fenólicos (PGLs). A cápsula 
presumivelmente composta de PGLs e outras moléculas como PDIMs, monosídeos de 
fosfatidilinositol e fosfolipídios envolve a bactéria.O glicolipídeo fenólico 1 (PGL-1), é a molécula 
responsável pela ligação específica do M. leprae a células alvos (Célula de Schwann e Macrófagos), 
assim como pela antigenicidade. Lipoglicanas como monosídeos de fosfatidilinositol, lipomanana (LM) 
e lipoarabinomanana (LAM) ancorados na membrana plasmática, são também encontrados na 
camada capsular.  
FONTE: (VISSA; BRENNAN, 2001) 
 

 

1.1.3. Transmissão 

 

O mecanismo preciso da transmissão do M. leprae é desconhecido 

(SCOLLARD et al., 2006), a principal via de eliminação do bacilo e a provável via de 

entrada no organismo é a via respiratória. A pele é também uma possível porta de 

entrada e saída do bacilo, pois, pacientes com hanseníase lepromatosa não tratados 

podem eliminar grande número de bactérias de suas úlceras ou pele danificada, 
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porém, é possível que a pele seja uma porta de entrada apenas em inoculações 

acidentais e não há evidências de que possa haver infecção em pele íntegra (VAN 

BEERS; DE WIT ; KLATSER, 1996). 

Os únicos reservatórios naturais conhecidos do bacilo são o homem e o tatu 

(Priodontes), apesar dos relatos de animais selvagens naturalmente infectados como 

o chimpanzé (DONHAM ; LEININGER, 1977) e o macaco Sooty mangabey 

(MEYERS; GORMUS ; WALSH, 1992).  

O período de incubação é desconhecido, e pode variar de alguns meses a 

aproximadamente 30 anos (BRITTON ; LOCKWOOD, 2004; GODAL, 1978; VAN 

BEERS ; DE WIT ; KLATSER, 1996). Parte da população tem resistência inata ao 

bacilo e, quando adoece, manifesta as formas clínicas chamadas paucibacilares, na 

qual há presença de poucos bacilos, insuficientes para a transmissão. Estas 

pessoas não alimentam a cadeia de transmissão. No entanto, os indivíduos que 

manifestam as formas multibacilares e, se não forem tratados, vão se constituir nas 

fontes de infecção e são mantenedores da cadeia de transmissão. 

 
1.1.4. Classificação 

A classificação de Madri (1953) (CHAUSSINAND, 1953) divide a hanseníase 

em: Tuberculóide (T), Virchowiana (V), indeterminada (I) e em Dimorfa (D). Os 

quatro critérios que definem a classificação da doença estão indicados na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Critérios para classificação da hanseníase 
 

Critérios Características 

Clínico Tipo das lesões de pele e 

manifestações neurológicas 

Bacteriológico Exame de esfregaços de lesões de 

pele e mucosa nasal 

Imunológico Reação à lepromina 

Histopatológico Aspectos histopatológicos das lesões 

Fonte: (MOSCHELLA, 2004) 

As formas clínicas da hanseníase, na classificação de Madri (1953), 

considerando-se aspectos bacteriológicos e resposta à intradermoreação de 

Mitsuda, estão relacionadas na Tabela 2. 

Tabela 2 - Características das formas clínicas através da reação de Mitsuda e 
baciloscopia, usando a classificação de Madri. 
 

 Indeterminada 
(I) 

Tuberculóide 
(T) 

Dimorfa 
(D) 

Virchowiana 
(V) 

Reação de 
Mitsuda 

Positiva ou 
Negativa 

Fortemente 
positiva 

Negativa a 
positiva 
fraca 

Negativa 

Baciloscopia Negativa Negativa Positiva a 
raros 
bacilos 

Positiva 

 
FONTE: (SOUZA, 1997) 
 

 

Uma classificação segundo rígidos critérios clínicos, histopatológicos, 

imunológicos e bacteriológicos foi proposto por RIDLEY; JOPLING, 1966. Segundo 

estes autores, a hanseníase pode ser classificada em cinco grupos: tuberculóide-

tuberculóide (TT), lepromatosa-lepromatosa (LL), borderline-tuberculóide (BT), 

borderline-borderline (BB), borderline-lepromatosa (BL) (RIDLEY; JOPLING, 1966). 
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Pacientes que não se enquadram em nenhum dos cinco grupos acima são definidos 

como portadores de hanseníase indeterminada (I). 

Em 1982, o Grupo de Estudos da Organização Mundial da Saúde (OMS) 

recomendou a classificação para hanseníase segundo os critérios propostos por 

Ridley-Jopling e a carga bacteriana presente na linfa (STINGL, 1982). Nesta 

classificação, criada essencialmente para fins terapêuticos, os pacientes TT e BT 

com índice bacteriológico (IB) ≤ 2+ foram classificados como paucibacilares e BB, BL 

e LL com IB > 2+ foram classificados como multibacilares. O IB reflete o número de 

bacilos ácido-resistentes por média dos campos microscópicos imersos em óleo e é 

expresso em uma escala semilogarítmica de 0 a 6+(MOSCHELLA, 2004). 

Em 1988, o Comitê Técnico em Hanseníase da OMS recomendou que 

qualquer paciente com esfregaço positivo fosse classificado como multibacilar. Em 

1998, este Comitê declarou que os esfregaços não eram suficientes para orientar o 

tratamento e que o número de lesões presentes deveria ser a base para a 

classificação. As normas para diagnóstico clínico recomendadas foram: pacientes 

que não sofrem de reações e possuem menos de cinco lesões são classificados 

como paucibacilar (PB) e aqueles com mais de cinco lesões são classificados como 

multibacilar (MB) (MOSCHELLA, 2004). As classificações adotadas para as formas 

clínicas da hanseníase, a de Madri, a de Ridley e Jopling e da OMS podem ser 

correlacionadas como mostrado na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Correlação entre as classificações de Madri (1953), de Ridley e Jopling 
(1966) e da OMS (1982) adotadas para a hanseníase 
 

Madri Indeterminada 
(I) 

Tuberculóide 
(T) 

Dimorfa (D) Virchowiana 
(V) 

Ridley e 
Jopling 

I TT BT BB BL LL 

OMS Paucibacilares Multibacilares 
 
FONTE: Adaptado de SOUZA, C. S. Hanseníase: formas clínicas e diagnóstico diferencial. Medicina, 
Ribeirão Preto, v. 30, p. 326, Jul./Set. 1997. 
 

A inter-relação entre as formas clínicas e suas características de resposta 

imunocelular e baciloscopia pode ser visualizada na Figura 4. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 - Evolução clínica da hanseníase. A hanseníase tem um longo período de incubação sendo 
que os primeiros sintomas aparecem em média com 5 anos, inicialmente de forma inespecífica 
caracterizando a forma clínica indeterminada. O indivíduo infectado pode evoluir para o pólo 
lepromatoso caracterizado por baixa imunidade celular e elevada proliferação micobacilar ou para a 
forma clínica tuberculóide caracterizada por eficiente resposta celular e controle da proliferação do 
bacilo. (Adaptado de Gentilini & Duflo, Médecine Tropicale, Flammarion Médecine-Sciences) 
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1.1.5. Sinais e Sintomas 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa que se manifesta através de sinais e 

sintomas dermatoneurológicos, importantes na elaboração do diagnóstico clínico da 

doença. As lesões de pele com diminuição ou ausência de sensibilidade (WALKER ; 

LOCKWOOD, 2007) estão freqüentemente presentes. As lesões mais comuns são: 

manchas esbranquiçadas ou avermelhadas, pápulas, infiltrações, tubérculos e 

nódulos (WALKER ; LOCKWOOD, 2007). A diminuição ou ausência da sensibilidade 

é causada pelo comprometimento de ramos sensitivos cutâneos. No entanto, na fase 

inicial da lesão, pode haver um aumento da sensibilidade (hiperestesia) 

acompanhada de uma sensação de formigamento (WALKER ; LOCKWOOD, 2007). 

A resposta inflamatória induz lesão periférica resultando em incapacidade nas 

mãos e pés tornando-os insensíveis e possibilitando a ocorrência de queimaduras, 

ferimentos, úlceras, fissuras, etc., Além disso, a insensibilidade propicia uma maior 

freqüência de acidentes e predispõe às infecções que podem destruir as estruturas 

da pele, dos músculos, dos ossos e resultando em deformidades permanentes 

(FOSS, 1997). 

 

1.1.6. Diagnóstico 

 

O diagnóstico para a hanseníase baseia-se nos sinais clínicos e nos sintomas 

característicos da doença, ou seja, as lesões ou áreas da pele com alteração de 

sensibilidade e o comprometimento dos nervos periféricos (FOSS, 1997). O 

processo de diagnóstico da hanseníase deve ser realizado através do exame clínico 
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e, quando disponível, o exame baciloscópio deve ser realizado, para confirmar ou 

descartar diagnósticos suspeitos. 

O exame clínico tem como propósito fazer a avaliação dermatoneurológica 

buscando sinais e sintomas característicos da doença. A avaliação dermatológica 

busca identificar as lesões de pele e pesquisar o grau de sensibilidade dessas 

lesões, enquanto a avaliação neurológica busca identificar neurites, ou lesões de 

nervos periféricos e as incapacidades físicas e deformidades provocadas por essas 

lesões. Através do exame clínico do paciente, são identificados, também, os estados 

reacionais ou reações hansênicas quando há uma exacerbação dos sinais e 

sintomas da hanseníase, e é feito o diagnóstico diferencial com outras doenças 

dermatológicas e neurológicas. 

O exame baciloscópio fornece informações sobre a presença do bacilo nas 

lesões suspeitas. Os bacilos têm mais predileção por áreas do corpo que devem ser 

sítios de coleta. Os sítios de coleta padronizados são: 1) As lesões dermatológicas 

ou áreas anestésicas se houver; 2) Lóbulos auriculares e 3) cotovelos 

(MOSCHELLA, 2004). 

Para fins de diagnóstico, o paciente deve ser classificado operacionalmente 

em paucibacilar ou multibacilar (MOSCHELLA, 2004). A classificação é feita através 

do exame clínico e identificação do número de lesões dermatológicas. O doente é 

classificado como paucibacilar quando apresenta até cinco lesões de pele e sua 

baciloscopia for negativa e aquele com mais de cinco lesões de pele e baciloscopia 

positiva é classificado como multibacilar (MINISTÉRIO DA SAÚDE-BRASIL, 2006). 
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1.1.7. Tratamento 

O tratamento da hanseníase é efetuado usando-se esquema 

poliquimioterápico (tratamento PQT) e acompanhamento do caso, visando 

diagnosticar e tratar intercorrências (estados reacionais, efeitos colaterais de 

medicamentos e recidivas), bem como prevenir e/ou tratar incapacidades e 

deformidades físicas provocadas pela doença. 

O tratamento quimioterápido é composto por um conjunto de medicamentos 

associados, que foi padronizado pela OMS e é o esquema recomendado pelo 

Ministério da Saúde do Brasil. Compreende a rifampicina (droga bactericida), a 

dapsona e a clofazimina (drogas bacteriostáticas). 

Nos casos paucibacilares, é utilizada a associação de dois medicamentos 

(rifampicina e dapsona) e nos casos multibacilares é utilizada a associação dos três 

medicamentos (rifampicina, dapsona e clofazimina). Para os pacientes com contra-

indicação formal ou intolerância a algum medicamento desse esquema, são 

adotados esquemas alternativos, com a retirada do medicamento restritivo do 

esquema terapêutico. 

A duração dos esquemas de tratamento PQT deverá obedecer aos prazos 

estabelecidos, ou seja, de 6-9 meses para os casos paucibacilares e de 12-24 

meses para os casos multibacilares (BRASIL-MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). 

Alguns pacientes,  durante o tratamento ou após o término, podem apresentar 

intercorrências como reações hansênicas e recidivas. O paciente em estado 

reacional deve, somente, receber o tratamento para a reação e o paciente com 

recidiva deve reiniciar o tratamento PQT de acordo com a classificação do paciente 

em paucibacilar ou multibacilar (BRASIL-MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). 
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1.1.8. Epidemiologia 

A epidemiologia da hanseníase, particularmente sua distribuição geográfica, 

permanece com numerosas lacunas e enigmas. Várias das principais áreas 

atualmente endêmicas no mundo encontram-se sob clima tropical, elevadas 

temperaturas e altas precipitações pluviométricas. No entanto, esta doença já 

apresentou incidência alta em áreas temperadas da Europa, não obstante fosse 

eliminada sem uma explicação definitiva (MEIMA, IRGENS et al., 2002). 

Atualmente, 80% dos casos novos concentram-se em países localizados na 

faixa inter-tropical: Índia, Brasil; Myamar; Madagascar; Nepal e Moçambique (Figura 

5). Discute-se também o papel da história da ocupação dos territórios como 

fundamento da manutenção dos focos da doença. No entanto, geralmente é aceita a 

associação da hanseníase com condições desfavoráveis de vida, considerando-se 

fatores econômicos, higiênicos, sanitários e biológicos como predisponentes. 

Entre os fatores sociais relacionados à distribuição geográfica da doença, 

destacam-se as condições higiênicas desfavoráveis e os movimentos migratórios 

(Magalhães e Rojas, 2007). Um comparativo entre a distribuição dos casos de 

hanseníase no Brasil e o índice de desenvolvimento humano (IDH) pode ser visto na  

Figura 6, que mostra claramente que a doença está associada com as regiões 

menos desenvolvidas. 
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Figura 5 – Taxa de prevalência da hanseníase no final de 2005.  
FONTE: OMS. Leprosy: prevalence rates at end 2005. Disponível em: 
http://www.who.int/lep/situation/PrateEnd2005v2-WM2.pdf Acesso em: 23 Jul. 2007. 
 

 
 
Figura 6 - Distribuição dos casos de hanseníase no Brasil e o IDH das regiões. As regiões com 

maiores taxas de prevalência (Norte e Centro-Oeste) são as que apresentam os menores índices de 

desenvolvimento do país. 

Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE, (2008) 
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Desde a implementação da poliquimioterapia (PQT/OMS), a prevalência 

global caiu cerca de 90%, sendo que quase 12 milhões de pacientes foram curados 

ao longo desses 15 anos (Figura 7) e 4 milhões de pessoas tiveram incapacidades 

físicas evitadas, entretanto, apesar da enorme redução na prevalência, tal estratégia 

de controle não mostrou redução na transmissão do agente. No Brasil a descoberta 

de novos casos vem mantendo-se estável há pelo menos 10 anos (Figura 1). Os 

pacientes novos já apresentam incapacidades físicas moderadas e graves ao 

diagnóstico, em cerca de 9% dos casos, indicando atraso na identificação e 

diagnóstico. Em 2004, foram diagnosticados 49.078 casos novos no Brasil, ficando 

evidente que esta endemia ainda é um importante problema para o país. 

O Brasil manteve, nas duas últimas décadas, a situação mais desfavorável 

nas Américas e o segundo maior índice de detecção de novos casos do mundo. 

Dentro do Brasil a distribuição da doença não é homogênea, sendo os estados das 

regiões Norte e Centro-Oeste aqueles que apresentam os maiores coeficientes de 

prevalência e detecção de casos, seguidos pelo Nordeste (Tabela 4). 

O Rio Grande do Norte, apesar de apresentar uma baixa taxa de prevalência, 

comparado aos demais estados da região Nordeste (Figura 99), tem uma 

distribuição de casos bastante heterogênea (Figura 8), apresentando municípios 

sem nenhum caso registrado nos últimos anos e outros com taxas de detecção tão 

altas quanto 10,52/10 mil habitantes (DIAS; DIAS ; NOBRE, 2005). 
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Figura 7- Número de casos de hanseníase registrados e número de pacientes curados com o tratamento 
poliquimioterápico (PQT) de 1985 – 2000 no mundo.  
Fonte: OMS 
 

 
 
Figura 8 - Distribuição dos casos de hanseníase no Rio Grande do Norte entre 1998-2005. Os municípios em 
banco representam nenhum caso no período e os municípios em amarelo apresentaram apenas um caso. 
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Tabela 4 – Taxa de prevalência e detecção da hanseníase no Brasil em 2005 por região. 
 
Região Prevalência/10 

mil hab. 
Parâmetro Detecção/10 

mil hab. 
Parâmetro 

Norte 4,02 Médio 5,63 Hiperendêmico

Nordeste 2,14 Médio 3,07 Muito Alto 

Sudeste 0,60 Baixo 0,88 Médio 

Sul 0,53 Baixo 0,69 Médio 

Centro-
Oeste  

3,30 Médio 4,41 Hiperendêmico

Brasil 1,48 Médio 2,09 Muito Alto 
 
FONTE: MINISTÉRIO DA SAÚDE. Plano Nacional de Eliminação da Hanseníase em nível municipal 
2006-2010. Brasília. Programa Nacional de Eliminação da Hanseníase, 2006. 
 

Apesar das estratégias planejadas em coordenação com a OMS para a 

erradicação da hanseníase até o ano 2000, alguns países não conseguiram atingir a 

meta. Segundo NEIRA; DAUMERIE, 2000, a meta proposta não foi atingida devido à 

características peculiares a cada um dos países, tais como: alta prevalência da 

doença (Índia, Brasil e Nepal); países com intensa transmissão da doença (Índia e 

Madagascar); limitada cobertura geográfica dos serviços de PQT e guerra civil em 

alguns países destruindo a infra-estrutura dos serviços de saúde. 

 
 
 
Figura 9 - Distribuição da hanseníase no Brasil em 2005. As maiores taxas de prevalências são 
encontradas nos estados das regiões norte e centro-oeste, enquanto que as menos são encontradas 
na região sul. No nordeste os estados do Maranhão e Pernambuco são os mais prevalentes, 
seguidos pelo Piaui e Ceará. O Rio Grande do Norte apresenta uma das menos taxas do Nordeste. 
Fonte: SINAN 



33 

 
 

1.1.9. Imunologia 

 

O estudo da interação entre patógenos e o sistema imune em pacientes 

portadores de doenças infecciosas têm fornecido modelos clínicos extraordinários 

para investigação dos mecanismos básicos da regulação da resposta imune celular 

humana, sendo a hanseníase um ótimo exemplo disso (GOULART; PENNA ; 

CUNHA, 2002). 

As células T do tipo Th1 que produzem interleucina 2 (IL-2) e interferon γ (IFN-

γ) estão presentes no pólo da doença mais localizada (pólo tuberculóide). O IFN-γ 

ativa macrófagos e a IL-2 estimula o crescimento de células T antígeno-específicas, 

facilitando a resolução da infecção por patógenos intracelulares. Por outro lado, as 

células T do tipo Th2, que produzem IL-4, IL-5 e IL-10 aumentam a resposta 

humoral. A IL-4 estimula a produção de IgE e, juntamente com a IL-10, estimulam 

células B e bloqueiam a ativação de macrófagos resultando em infecção progressiva 

(pólo lepromatoso) (FOSS, 1997) (Figura 10).  

 
Figura 10 - Resposta TH1 e TH2 ao Mycobacterium leprae. 
Fonte: FOSS, (1997) 
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A resistência à infecção pelo M. leprae  está associada a produção de TNF-α 

e mediadores da oxidação, como os reativos intermediários do nitrogênio (e.g. NO) 

que são fundamentais para a destruição do bacilo no interior do macrófago (CHAN J. 

; ET AL, 1992). Entretanto, o M.leprae pode escapar à oxidação intramacrofágica, 

sendo em parte devido aos antígenos PGL-1 (Glicolipídeo fenólico) e LAM 

(lipoarabinomanana) permitindo assim que o bacilo prolifere no interior do macrófago 

(FOSS, 1997).  

Além do quadro clínico típico, doentes virchovianos apresentam, durante o 

tratamento específico, surtos reacionais caracterizados por nódulos eritematosos, 

febre, astenia, artralgia e outros achados compatíveis com um processo inflamatório. 

Foi observado que no eritema nodoso hansênico, comum em virchoviano, há 

aumento na produção de TNF-α, associado com a produção de proteína C reativa 

(PCR) isto pode sugerir que TNF-α pode atuar estimulando a reação inflamatória 

aguda, favorecendo o aparecimento dos sintomas característico da reação 

hansênica (FOSS; OLIVEIRA EB ; SILVA CL, 1993). As concentrações das citocinas 

IL-1 e TNF-α são maiores nas formas tuberculóides e dimorfas-tuberculóides, 

enquanto que as outras formas (Dimorfa e virchoviana) apresentam níveis baixos 

dessa citocinas e se relacionam com altas concentrações de IL-4 (ALMEIDA AM, 

1996). Os títulos do anticorpo anti PGL 1 são maiores nas formas multibacilares 

(FOSS; CALLERA F ; ALBERTO FL, 1993) e se associaram com o aumento de IL-4 

e redução de TNF-α e IL-1 (BONATO VLD, 1995). Entretanto, no eritema nodoso 

hansênico, mesmo com elevados níveis de anti-PGL I, ocorrem aumento de TNF-α e 

redução de IL-4. Também foi observado que com o tratamento poliquimioterápico 

específico para a hanseníase, os níveis de IL-4 são reduzidos, assim como o 
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número de bacilos e, em conseqüência, há redução nos títulos de anti-PGL I e 

aumento de TNF-α (BONATO VLD, 1995). Observa-se também que, em pacientes 

virchovianos e dimorfo-virchovianos, a produção de intermediários do nitrogênio, 

avaliada pela enzima oxido nítrico sintase induzida, está reduzida ou ausente 

(FIGUEIREDO F ; AL, 1997). 

 
1.1.10. Susceptibilidade genética a doenças infecciosas 

 

Na maioria das doenças infecciosas apenas uma proporção dos indivíduos 

expostos a um patógeno desenvolvem sintomas clínicos da doença (FINE, 1983b). 

Ao menos em parte, esta variabilidade individual é determinada pelo efeito 

combinado de proteínas do hospedeiro codificadas por uma série de genes 

participantes da resposta imune e que podem estar envolvidas na regulação da 

interação do microorganismo com o hospedeiro (BARKER, 2006). A identificação 

dos genes envolvidos na suscetibilidade/resistência do hospedeiro ao M. leprae 

permitirá um melhor entendimento da hanseníase e, provavelmente, facilitará o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.  

Alguns aspectos da susceptibilidade à hanseníase já foram bem estudados 

(FERNANDO; BRITTON, 2006a; HILL, 2006) e neste sentido, estudos 

epidemiológicos já demonstraram que contatos intradomiciliares que possuem 

relação de parentesco exibem maior risco de desenvolver a doença do que pessoas 

não relacionadas geneticamente (MOET et al., 2006). Ainda, estudos com gemelares 

também mostraram que a hanseníase é mais freqüente entre gêmeos monozigóticos 

quando comparado a gêmeos dizigóticos (HILL, 2001). Alguns estudos sugeriram 

que populações com diferentes origens étnicas, vivendo em área endêmica, exibem 

taxas de prevalências distintas (LAGRANGE ; ABEL, 1996) e que os níveis de 
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proteção da BCG são extremamente variáveis entre diferentes populações 

(PONNIGHAUS et al., 1992). Todas estas evidências tornam cada vez mais claro 

que o componente hereditário tem um papel determinante na susceptibilidade ou 

resistência à infecção pelo Mycobacterium leprae. 

 

1.2. Variações no genoma humano 

 

A seqüência do DNA entre as pessoas possui uma similaridade de 99,9% 

(KRUGLYAK ; NICKERSON, 2001), dentre os 0,01% de variação, cerca de 90% são 

polimorfismos de base única (SNP), que são definidos como variações num único 

nucleotídeo, numa freqüência mínima de 1% na população geral. Outras variações 

conhecidas no genoma humano são os minissatélites e microssatélites que são 

repetições de pequenas seqüências em tandem dos nucleotídeos; também são 

comuns inserções, deleções, inversões e duplicações (Tabela 5) (STACHAN T ; 

READ AP, 2004) 

 
Tabela 5 - Variações na seqüência de DNA no genoma humano 
 

Polimorfismo Tipo Tamanho Número 
estimado no 

genoma 
humano 

Referência 

SNP Bialélico 1 par de 
bases 

11 milhões Kruglyak e 
Nickerson, 
2001 

Inserção/deleção Bialélico 1 a centenas 
de pares de 
bases 

250.000 Weber et al, 
2004 

Microsatélite Multialélico 1 a 6 pb 210.000 (2-3 
nt/repet) 

Lander et al, 
2001 

Minisatélites Multialélico 6 a centenas 
pb  

30.000 (>6 
nt/repet) 

Naslund et al, 
2005 

Fonte: ANNA RAUTANEN, (2007) 
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Alguns polimorfismos genéticos podem regular a expressão de diversos 

genes, inclusive os níveis de citocinas (KNIGHT ; KWIATKOWSKI, 1999). Os 

polimorfismos mais comuns e estudados são os microsatélites e os polimorfismos de 

base única (SNP). Estes últimos são mutações pontuais bialélicas (G-A, C-T, C-A e 

etc). Geralmente, dependendo da localização os SNPs podem modificar a afinidade 

de ligação a fatores transcricionais em regiões promotoras, ou modificar sítios de 

“splicing”. Quando os SNPs estão localizados em regiões codificantes, eles podem 

mudar a seqüência aminoacídica, levando a uma variação na estrutura ou função da 

proteína. Os SNPs presentes em regiões não codificadoras ou não funcionais 

também são úteis e podem funcionar como marcadores genéticos e são 

frequentemente utilizados em estudos de associação. 

Uma combinação de dois ou mais polimorfismos é chamada de haplótipo e 

estas podem ser usadas como marcadores gênicos. A associação e a presença de 

haplótipos foi demonstrada na hanseníase (MALHOTRA et al., 2006; MORAHAN et 

al., 2007; OHYAMA et al., 2005). Há vantagens claras no uso de haplótipos em 

substituição a SNPs, pois, os primeiros conferem mais informação, tem maior poder 

de associação e dados epidemiológicos podem ser associados com evidências 

biológicas com o uso de haplótipos em vez de SNPs. 

Aproximadamente 2/3 dos SNP são substituições entre os nucleotídeos A e G 

ou entre T e C (MATYAS et al., 2002). O número estimado de SNPs comuns, com 

freqüência alélica > 5% é de aproximadamente 7 milhões, entretanto, também existe 

um grande número de SNPs raros com freqüência alélica 1-5% perfazendo um total 

de aproximadamente 11 milhões de SNPs. Dos SNPs mais comuns, cerca de 85% 

podem ser encontrados compartilhados entre todas as populações, enquanto que os 
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15% restantes são restritos a populações específicas (KRUGLYAK ; NICKERSON, 

2001). 

 

1.3. Polimorfismos e susceptibilidade a doenças infecciosas 

 

Vários genes já foram analisados em diversas populações e modelos de 

controle imunológico a diversas doenças infecciosas já foram propostos (Figura 11). 

Para a hanseníase os genes associados a susceptibilidade estão localizados nos 

cromossomos 6, 10, 17 e 20 (FRODSHAM, 2004). 

 
 

 
 

 
Figura 11 - Genes de susceptibilidade imunológica a diversas doenças infecciosas. Na hanseníase 
estudos demonstraram que polimorfismos nos genes TNF e LTA no cromossomo 6, no gene do 
receptor da manose localizado no cromossomo 10 assim como numa região cromossômica em 
17q11-q21 e 20p12 estavam associados com a maior susceptibilidade para o desenvolvimento da 
hanseníase.  
Fonte: Frodsham and Hill, Hum Mol Gen (2004)  

 
 

A maioria dos polimorfismos associados a doenças infecciosas encontram-se 
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imune, sejam elas moduladoras, agonistas, receptores e antagonistas (VOLKMAN et 

al., 2007).  

Entre os genes ou regiões cromossômicas estudadas que já foram implicadas 

na modulação da susceptibilidade do hospedeiro à hanseníase incluem genes 

relacionados ao complexo maior de histocompatibilidade. Variantes de HLA-DR2 

entre irmãos afetados com hanseníase tuberculóide, mas não entre irmãos 

saudáveis ou afetados com hanseníase lepromatosa foi demonstrada (VAN et al., 

1980). IZUMI et al., 1982 associaram variantes HLA-DR2 com hanseníase 

tuberculóide e lepromatosa. KIM et al., 1987 detectaram os antígenos HLA-DR1, 

DR2, DRw9 e DQw1 em freqüência maior nos pacientes de hanseníase lepromatosa 

e tuberculóide do que no grupo controle. TODD; WEST ; MCDONALD, 1990 

encontraram que os antígenos HLA-DR2 e DQwI estavam associados com ambas 

as formas lepromatosa e tuberculóide da hanseníase. VAN et al., 1985 observaram 

que HDL-DR3 foi herdado preferencialmente por crianças com hanseníase 

tuberculóide em vez de hanseníase lepromatosa e que a susceptibilidade à 

hanseníase per se provavelmente não é controlada por genes ligados ao HLA. 

Além dos genes ao HLA, outros genes mostraram-se associados a 

hanseníase per se ou a suas diversas formas clínicas em diferentes grupos 

populacionais, tais como: TAP (RAJALINGAM; SINGAL ; MEHRA, 1997), TNF (ROY 

et al., 1997), NRAMP1 (ABEL et al., 1998) e VDR (ROY et al., 1999) 

Finalmente, o uso de estudos de varredura do genoma também realizados em 

diversos grupos étnicos (FIGURA 10) permitiu a identificação de áreas do genoma 

associadas a haneníase. SIDDIQUI et al., 2001b identificaram uma região associada 

com a suscetibilidade à hanseníase no cromossomo 10 em uma população do sul da 

Índia. Segundo SCOLLARD et al., 2006, a maioria dos pacientes nestas famílias 
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tinha hanseníase tuberculóide (paucibacilar) e não está claro se o lócus que foi 

identificado está associado à hanseníase per se, ou apenas à hanseníase 

tuberculóide. Neste contexto, MIRA et al., 2003a, estudando uma população 

vietnamita, confirmou que o lócus no cromossomo 10p13 está envolvido apenas na 

hanseníase paucibacilar. TOSH et al., 2002 identificaram uma região de ligação no 

cromossomo 20 (20p12) como um lócus de susceptibilidade em uma população 

recrutada em Tamil Nadu, região do sul da Índia. Porém, esta região do cromossomo 

não pareceu estar associada à susceptibilidade entre as famílias de Andhra Pradish, 

outra região do Sul da Índia. MIRA et al., 2003a identificaram forte evidência de 

associação entre hanseníase per se (hanseníase independente de apresentações 

clínicas específicas) e a região cromossômica 6q25-q27 em 86 famílias afetadas 

com hanseníase do Vietnam do Sul. MIRA et al., 2004 investigaram mais além a 

região do cromossomo 6q25-26, previamente associada à susceptibilidade à 

hanseníase e identificaram variações dos genes PACRG e PARK2 associadas com 

um risco maior de hanseníase. Inicialmente, a análise foi aplicada a 197 famílias 

vietnamitas independentes; em seguida, os resultados foram replicados em uma 

segunda amostra caso-controle de 975 indivíduos do Brasil (587 pacientes com 

hanseníase e 388 controles). Este gene foi inicialmente descrito associado a doença 

de Parkinson. JAMIESON et al., 2004b, identificaram um agrupamento de genes no 

cromossomo 17 (17q11-q21) foram associados ao controle da tuberculose e 

hanseníase. Esta região apresenta uma série de genes envolvidos na resposta 

imune (JAMIESON ET AL, 2004b). Através de estudo de “linkage” evidenciaram 

correlação entre alguns genes nessa região e uma provável tendência ao fenótipo 

doente. 
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O crescente número de pessoas com hanseníase no Rio Grande do Norte, e 

a observação da existência de agregação espacial (DIAS et al, 2007, QUEIROZ et 

al, 2008) que não é explicada unicamente por determinantes ambientais nos levaram 

a realizar o presente estudo para validar áreas gênicas que estudos prévios, que em 

outras populações, demonstraram estar associadas as formas clínicas da 

hanseníase. 

A região cromossômica 17q11.2-12 é conhecida por conter um conglomerado 

de genes que expressam várias citocinas (BUGEJA et al., 2006), alem de fatores de 

transcrição e a enzima óxido nítrico sintase responsável pela síntese do óxido 

nítrico, que possui diversas funções, dentre elas combater patógenos intracelulares 

(SCHON et al., 2001b). Alguns genes localizados nessa região cromossômica 

podem estar envolvidos com o desenvolvimento de uma maior susceptibilidade à 

hanseníase já que são responsáveis pela expressão de diversas citocinas. 

Jamieson et al., 2004 demonstraram em uma população de Belém/PA a 

existência de dois picos com elevado Zlr score para a hanseníase usando 

microsatélites como marcadores, sendo estes, localizados numa região rica em 

polimorfismos do tipo SNP e contendo diversos genes candidatos para a regulação 

da resposta imune contra o Mycobacterium leprae. Nesse mesmo trabalho foram 

encontradas também fortes evidências de associação de marcadores SNPs com o 

desenvolvimento da tuberculose na mesma população. Os achados de Jamieson, 

foram a principal motivação para o desenvolvimento desse trabalho, sendo testado 

os marcadores SNPs associados à tuberculose na população de Belém/PA para a 

hanseníase na população do Rio Grande do Norte.  
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Figura 12 - Estudos de varreduras do genoma em busca de genes de susceptibilidade a hanseníase 
Fonte: Alcais et al., 2007; Mira et. al., 2004; Siddiqui et. al., 2001 e Jamieson et. al., 
2004 
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Objetivo geral 

 

Avaliar se polimorfismos de base única (SNP) localizados no cromossomo 17, 

previamente já demonstrados estarem associados à hanseníase, estão associados 

as formas clínicas da hanseníase numa população oriunda do Rio Grande do Norte, 

Brasil. 

 



44 

 
2. Objetivos específicos 

 

1. Verificar se há associação alélica e genotípica entre alguns marcadores da região 

cromossômica 17q11-q21 e o desenvolvimento da hanseníase; 

2. Testar modelos da combinação de marcadores envolvidos com a doença e que 

avaliem se a interação entre eles, podem determinar diferenças no grau de 

susceptibilidade; 

3. Identificar haplótipos que possam estar relacionados com a evolução frente à 

infecção por Mycobacterium leprae; 
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3. Material e métodos 

3.1. Caracterização da área de estudo  

 

A distribuição da hanseníase no estado do Rio Grande do Norte é bastante 

heterogênea, sendo que 85% dos municípios apresentam nenhum ou 1 caso, 

entretanto os 15% restantes são responsáveis por 90% dos casos, mostrando o fator 

de agregação e o maior risco de exposição para estas populações (Tabela 7). As 

cidades de Mossoró, Natal e Nova Cruz possuem uma taxa de prevalência média 

para hanseníase acima de 1 doente para cada 10.000 habitantes. (Figura 13).  

Mossoró está situada na latitude sul 05º11’16” e na longitude Oeste 37º20’38”. 

A cidade apresenta um clima semi-árido, com altitude de 16 m acima do nível do 

mar, e tem temperatura média de 27°C, com população de 229.784 habitantes e 

área é 2.108,9 Km2. Mossoró possui uma taxa de prevalência média de 3,5 

casos/10.000 habitantes e detecção de 5,6 casos/10.000 habitantes.  

Natal está localizada na latitude sul 05º47’42” e longitude Oeste 35º12’34”, 

possui uma altitude 30 m acima do nível do mar, sua população é 789.795 

habitantes, área 169, 9 Km2, clima tropical úmido, temperatura média 28 °C, a taxa 

de prevalência média é de 0,23 caso/10.000 habitantes e detecção de novos casos 

de 0,5 caso/10.000 habitantes.  

Nova Cruz, cidade localizada na latitude sul 6º28’41” e longitude oeste 

35º26’02”, altitude 73 m, população 36.628 habitantes, área 283,4 Km2, taxa de 

prevalência média de 1,3 casos/10.000 habitantes e detecção de 2,7 casos/10.000 

habitantes. As taxas de prevalência e detecção das cidades participantes desse 

estudo podem ser visualizadas na Tabela 6. 
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Figura 13 - Cidades incluídas no estudo, que possuem elevada taxa de prevalência de hanseníase 
maior que 1 doente para cada 10 mil habitantes 
Fonte: Secretaria Estadual de Saúde/RN 
 
 
Tabela 6 - Taxas de prevalência e de detecção de novos casos nos municípios estudados, nos anos 
de 2004, 2005 e 2006 

 
Fonte: Datasus 
 

Quase metade da população norte riograndense é exposta ao Mycobacterium 

leprae (Tabela 6), isso corresponde a apenas 8 municípios, o que mostra que ações 

governamentais podem ser facilmente desenvolvidas em prol da prevenção e que 

estratégias que diminuam a taxa de transmissão do Mycobacterium leprae são a 

melhor forma de ser atingida a meta de eliminação da hanseníase.  

 
 

 Taxa de prevalência Taxa de detecção de 
novos casos 

Cidades 2004 2005 2006 2004 2005 2006 
Mossoró 2,3 4,9 3,3 3,8 8,5 4,7 
Natal 0,3 0,2 0,2 0,6 0,5 0,4 
Nova Cruz 2,8 0,6 0,6 5,1 1,9 1,1 
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Tabela 7 - Casos novos de hanseníase, por município e percentual da população. Rio Grande do 
Norte, 2006 
 
Carga da doença Número de 

Municípios 
População em 

2006 
% da população 

Até 1 caso 141 1.325.820 43,56 
1 a 3 casos 9 144.544 4,75 
3 a 5 casos 9 246.157 8,09 
5 a 20 casos 6 307.540 10,10 
Mais de 20 casos 2 1.019.679 33,50 
Total 167 3.043.740 100,0 
Fonte: Relatório da situação do Rio Grande do Norte da Secretaria de Vigilância em Saúde/MS. 
2007. 
 

3.2. Caracterização da população estudada 

 

Um total de 215 indivíduos portadores de hanseníase e 229 controles foram 

estudados. Os controles foram selecionados dentre os cônjuges dos casos, por 

apresentarem o mesmo nível de exposição e condições nutricionais dos pacientes. 

Foi feito um contato pessoal com cada participante, que recebeu 

esclarecimentos sobre os objetivos da pesquisa. Aqueles que concordaram foi 

preenchido um formulário com dados clínicos, epidemiológicos e sócio-econômicos e 

todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido 

(Apêndice A). 

Para cada indivíduo foi solicitada a colaboração para responder a um 

questionário padrão (Apêndice B) para pacientes e (Apêndice C) para Controles 

referentes ao estilo de vida, nível sócio-econômico, local de nascimento, 

antecedentes pessoais e familiares sobre infecções dentre outros questionamentos. 

Todos os homens e mulheres que participaram deste estudo tiveram seus 

diagnósticos, confirmados por baciloscopia ou biópsia, ou descartados através de 

um exame clínico, a faixa etária compreendeu pessoas entre 3 e 93 anos, que foram 

tratados para hanseníase no período de 1986 a 2008 nas cidades escolhidas para o 
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estudo ou aqueles tratados nos hospitais Onofre Lopes, Giselda Trigueiro nos anos 

de 2007 e 2008. 

3.3. Desenho de estudo 

Foi realizado um estudo tipo caso-controle, sendo avaliado se a presença de 

polimorfismos estariam influenciando na evolução clínica da doença. 

3.4. Processamento das amostras e extração do DNA 

As coletas de sangue foram realizadas através de punção venosa (8mL) 

coletados em tubos contendo EDTA, sendo subsequentemente extraído DNA pelo 

método “salting out”. O DNA foi quantificado por espectrofotometria (ultrospec 1100, 

Amersham Pharmacia Biotech, EUA), com absorbância na faixa de 260 nm a 325 

nm. 

 

3.5. Genes e marcadores estudados 

 

Conforme mencionado, diversas regiões com potencial de ligação e 

associação com a hanseníase já foram identificadas (JAMIESON et al., 2004b; MIRA 

et al., 2003b; SIDDIQUI et al., 2001a; TOSH et al., 2002) (Figura 12)  

Os genes e os marcadores usados neste estudo são mostrados na Tabela 7. 

A relação entre os marcadores pode ser vista no mapa dos genes (Figura 14).  
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Tabela 8 - Número de indivíduos genotipados para cada marcador estudado 
 

Gene Marcador Número de 
indivíduos 

genotipados 

Casos Controles

rs12450521 443 214 229 
-277 438 215 223 

rs944724 372 182 190 
-1659 342 176 166 
-2447 438 212 226 

rs16949 383 170 213 

NOS2A 

-1026 430 207 216 
TNFAIP1 rs1007398 415 199 216 

rs1003645 379 162 217 CCL23 rs1719204 376 161 215 
rs712043 383 164 219 
rs14304 370 159 211 CCL18 

rs2015086 366 157 209 
rs999798 219 88 131 CRLF3 rs1061342 220 87 133 

rs2230097 322 143 179 
rs3865361 297 131 166 STAT5B 
rs8064638 376 163 213 
rs11574663 377 162 215 
rs2023906 376 163 213 CCR7 
rs3136685 373 160 213 

rs2827 379 165 214 CSF3 rs2227322 372 161 211 
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Figura 14 - Mapa físico do cromossomo 17. Os genes estudados ficam numa região de 
aproximadamente 15 Mb onde já foram descritos diversos polimorfismos e onde a maioria desses 
genes possuem papel na resposta imune. 
Fonte: (JAMIESON et al., 2004b) 
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3.6. Primers usados 

Os primers de PCR usados nas análises foram divididos em 3 painéis  com 8 

marcadores nos dois primeiros e 7 no último como pode ser vistos na Tabela 9. A 

Tabela 10 mostra os primers de Snapshot usados na genotipagem. 

Tabela 9 - Primers de PCR usados para o cromossomo 17 

 
Fonte: (JAMIESON et al., 2004a) 

Painel Marcadores Primers F Primers R 
Temp. 

(ºC) 

Frag. 

(pb) 

NOS2A/rs12450521 GCAGAGGCCAAACCTAAGC AGTCTCATGCGAGACTGTGC 65 251 

NOS2A-277 AGTTCAGAGGCCTGTCTGGA TATGACTGTGACTGCCAGGG 65 385 

NOS2A/rs944724 CATGCCCATCAAAGACTGG ATGCTTGAATTCTTGGCTCC 65 490 

NOS2A-1659 GCCAGAATATGTGAAAGCAGC AGAAAGTGACAAGATGGCCG 68 296 

NOS2A-2447 GACCATAGCTCTCTGCAGCC AAAGTGACAAGATGGCTGGG 65 257 

NOS2A/rs16949 GACAGATACACTCAGGGCCG TGGATTCTTCATGTCCCTCC 65 289 

TNFAIP1/rs1007398 TGGAACCAGTTAGAGAGGGC TTCAGGAACTTGGGACAAGG 65 393 

1 

NOS2A-1026 CAGTGGTAGCAAAGTGTTGGG CTGCTCATTGCAACTTCTGC 65 393 

CCL23/rs1003645 TTGACTGGGAAATCTGAGGG TGAGAAACTGTTTATTAGATGAATTGC 65 345 

CCL18/rs712043 CATGGTACATCTATGCTGTTGG GATACTGGTGTCATGCTGTGC 65 266 

CCL18/rs14304 TCACACTGGTTGATCCATGC TGGGTCCAGAAATACATCAGC 65 349 

CCL18/rs2015086 CAGACGAGGACAAGGAGGG TAAGCATAATCCCTGGGTGC 68 353 

CCL23/rs1719204 CACTGTGGAGGGTGAGAAGG CTCCAAGGAAGATCAGGACG 65 303 

CRLF3/rs999798 GAGTTTACGGCTGCTTCAGG TATTGAGGTGGAAAGCTCGC 65 346 

2 

CRLF3/rs1061342 TGATGTGTCTGGCAATAGGG TGCTCAGGCTGGTCTTGG 65 463 

STAT5B/rs2230097 CTGGAGGACACAATGGACG CCATGCACAGAAACACTAAGG 65 242 

CCR7/rs3136685 GGTCAAACCCGAAATACTGG GAGGCACACATCTCTCATGG 65 329 

CSF3/rs2827 ACGTGGGAGACAAGAAATCC AGTCACAGTCCTGACCCTCG 65 318 

STAT5B/rs3865361 TTCTAGCTCTGGGCTGTTCC GCCACCAAGATTCTCTCAGG 68 483 

CSF3/rs2227322 GGAGGAAGGGAGTTTGAGGG ACATGCTGTTCCCTACCACC 65 463 

CCR7/rs2023906 GGAACCAGATTCAGCAGCTC AGATAGGGCAGGATGTGGTG 68 488 

CCR7/rs11574663 TGCTGACAAGCAGAGTGTCC TGTTTCTGATGAGCCTGCTG 69 471 

3 

STAT5B/rs8064638 CAAGGCTCCACTTAACTCATCC ATGTCGGTGCTTCAAAGAGG 65 277 
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Tabela 10 - Primers de Snapshot de cada marcador 
 

Primer 

Tamanho 
do 

fragmento 
(pb) 

Polimorfismo Fluorescência 

NOS2A/rs12450521 
CGAGGATGCTGTGGCCCACA 

20 A/C Verde/Preto 

NOS2A-277  
AAACCTGGCTCCGTGGTGCCTCT 

23 A/G Verde/Azul 

NOS2A/rs944724 
CCAGCAAACCCAGAATTCCAAGAAAA 

26 C/T Preto/Vermelho 

NOS2A-1659 
TTTTTTTTTTCTTTCCTTGAACAAGGCAGAAC 

32 C/T Preto/Vermelho 

NOS2A-2447 
TTTTTTTTTTTTTAGGACTACAGTAGCTGGGCATGCCA 

38 C/G Preto/Azul 

NOS2A/rs16949 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTGGCTATGTGGTGGTCTTGTGTAGA 

42 T/C Vermelho/Preto 

TNFAIP1/rs1007398 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTAAAGATTCCAGCCTCCAGAGCAG 

46 C/T Preto/Vermelho 

NOS2A-1026 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAGGAATGAAATTATAGGCCGGGCAT 

54 G/T Azul/Vermelho 

CCL23/rs1003645 
ATAAGCAAGTTCAGGTTTGC 

20 A/G Verde/Azul 

CCL18/rs712043 
TGACACCAGCATCTCACCTCCT 

22 T/C Preto/Vermelho 

CCL18/rs14304 
TAGCAGATGGGACTCTTAGAAGAGGT 

26 A/G Verde/Azul 

CCL18/rs2015086 
CCTGGCCTCCTTCTGGGGTATGAGCTGT 

28 C/T Preto/Vermelho 

CCL23/rs1719204 
TTTTTTTTTTTTTTTGAGGGCACTCAGGGTGGGCCA 

36 C/G Preto/Azul 

CRLF3/rs999798 
TTTTTTTTTTTTTTTTTCAACCCGGGAGTTTGGAAATTTGAA 

42 C/T Preto/Vermelho 

CRLF3/rs1061342 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTATTTCCTATTTCAAGAGCACACAAAGTA 

48 C/T Preto/Vermelho 

STAT5B/rs2230097 
CCATCTTCAGCTTCTTCATC 

20 T/C Preto/Vermelho 

CCR7/rs3136685 
CAGCAAGGAGCAAGAGGTGGGT 

22 G/A Verde/Azul 

CSF3/rs2827 
TTTTCCACGAATTTGCTGGGGAATCT 

26 C/T Preto/Vermelho 

STAT5B/rs3865361 
CATGGGTCAGGGCTGGGGTCAGAGTGAC 

28 G/A Verde/Azul 

CSF3/rs2227322 
TTTTTTTGCCTCCATGGGGTTATGTATAAAGG 

32 C/G Azul/Preto 

CCR7/rs2023906 
TTTTTTTTTTTTGTCTCTATCTCTTTTTCACACCCA 

36 G/A Verde/Azul 

CCR7/rs11574663 
TTTTTTTTTTTTTTTTGGTACGGCATCCCTAAGGAATTTG 

40 A/G Verde/Azul 

STAT5B/rs8064638 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTCTCCTGAGCTCTAATACCATACCCT 

44 G/A Azul/Verde 

Fonte: (JAMIESON et al., 2004a) 
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3.7. Genotipagem 

Um total de 23 SNPs em 8 genes (NOS2A, TNFAIP1, CCL18, CRLF3, CCL23, 

STAT5B, CCR7 e CSF3) existentes na região cromossômica 17q11-q21 foram 

selecionados para genotipagem dos 444 indivíduos. Estes SNPs foram genotipados 

usando a técnica de Snapshot (Figura 15), que permite a genotipagem de múltiplos 

SNPs simultaneamente em uma única reação multiplexada.  Este método está 

baseado na diferença de um único nucleotídeo na posição polimórfica, após uma 

reação de PCR; a diferenciação alélica é feita através da incorporação de 

dideoxinucleotídoes (ddNTPs) marcados, que provocam a terminação da extensão 

da cadeia, e desta forma a cadeia sintetizada terá em uma de suas extremidades 

uma base marcada com fluoróforo, cuja base será detectada quando da eletroforese 

capilar realizada no seqüenciador de DNA (MAKRIDAKIS ; REICHARDT, 2001).  

3.7.1. PCR 

Cada segmento gênico foi amplificado através de uma reação em cadeia de 

polimerase (PCR), usando um mix de PCR (MgCl 25 mM, dNTPs 5 mM, Betaína 5M, 

tampão 10X, ddH2O), 60 ng de DNA genômico, um par de primers desenhado para a 

região de interesse, numa concentração de 100 ng/μL e 15U de AmpliTaq. As 

reações de PCR foram realizadas em termociclador My Cycler Bio Rad e seguiram o 

programa: 1 ciclo de 94ºC por 10 minutos; 14 ciclos de 94ºC por 20 segundos, 63ºC 

por 1 minuto; 25 ciclos de 94ºC por 20 segundos, 56ºC por 1 minuto e 1 ciclo de 

72ºC por 10 minutos. Os produtos de PCR foram purificados do excesso de primers 

e nucleotídios não incorporados por meio de degradação enzimática com as 

enzimas ExoI (Exonuclease I) e SAP (Fosfatase Ácida de Camarão) 

respectivamente.  
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Após as reações de amplificação foi realizada uma eletroforese para controle 

da qualidade da PCR, aplicando-se 4 µL do produto de PCR em gel de agarose a 

1,5% e submetendo-o a corrida eletroforética a 120 V por 30 minutos. O tampão TAE 

(Tris, 4,84g; Ácido acético, 1,14mL; 2mL EDTA 0,5M; água qsp 20mL) foi usado para 

o preparo dos géis e também para a corrida eletroforética. As bandas de cada 

produto de PCR após a corrida eletroforética foram visualizadas no transluminador 

de luz ultra-violeta e fotografadas através de um sistema de fotodocumentação 

computadorizado (Biorad Quantity one V. 4.6.1). 

 
3.7.2. Snapshot 

A esta alíquota foi adicionado 1 μL de uma mistura dos primers de Snapshot 

para cada um dos marcadores do painel, numa diluição 10:1 perfazendo para estes 

primers uma concentração final de 1 μM, também foi adicionado a reação 2,5 μL do 

master mix multiplex de Snapshot (Applied Biosystems, EUA) contendo tampão e 

ddNTPs marcados com o fluoróforo característico de cada base nucleotídica. Após a 

reação de Snapshot ser concluída, o produto foi purificado com a adição da enzima 

SAP numa quantidade de 1,5 U diluído numa proporção 2:1 com o tampão da 

enzima. Uma alíquota de 3 μL do produto de Snapshot purificado foi adicionado a 

cada poço de uma placa de 96 poços, sendo incluído  7,8 μL de formamida e 0,2 μL 

do marcador de peso molecular (Lys 120). As amostras foram então levadas ao 

seqüenciador automático de DNA (ABI Avant 3100) com 4 capilares, onde a 

separação dos produtos foi concluída em aproximadamente 12h. Após a leitura de 

todas as amostras e armazenamento dos dados em terminal de computador, estes 

foram analisados quanto ao seu genótipo através do software Genemapper. A figura 

16 mostra o procedimento de Snapshot desde a amplificação do segmento de DNA 

até o seqüenciamento da base polimórfica. 
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Figura 15 - Esquema da Reação de SnapShot 
Fonte: Adaptado de www.jgi.doe.gov/education/how/electrophoresis.gif 
 

3.8. Análise estatística 

Para analisar a associação entre a variante polimórfica nos genes estudados 

e a hanseníase foram comparadas as freqüências genotípicas e alélicas de casos e 

controles, através da análise das tabelas de contingência 2X2 e 3x2, para se obter o 

valor de P. Este valor foi obtido pelo teste qui-quadrado com auxílio do programa 

estatístico SPSS versão 15.0 e Prism Graph Pad versão 4.0. O valor de P < 0,05 foi 

adotado como limite de significância. Foi avaliado ainda a “Odds ratio” no intuito de 

se definir a probabilidade de risco.  
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3.9. Considerações éticas 

 

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

UFRN (CEP-UFRN), (Adendo D) sob o número de protocolo 617/2003 e pela 

Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), protocolo 7504. Todos os 

pacientes foram informados dos objetivos da pesquisa, e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE). 
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4. Resultados 

 

4.1. Caracterização sócio-econômica e clínica da população estudada 

 

As características sócio-econômicas da população estudada estão mostradas 

na Tabela 10. Foram observadas diferenças significativas entre casos e controles 

com relação às faixas etárias. A maior parte das pessoas estudadas (31,5%) 

possuíam idade superior a 50 anos.  

Com relação ao tempo de moradia, nível de escolaridade e renda familiar não 

foi observado diferença significativa entre os casos e os controles, sendo que a 

maioria das pessoas residiam no mesmo lugar por mais de 5 anos (55,6%), tinham 

no máximo primeiro grau completo (42,1%) e a renda familiar era de no máximo 2 

salários mínimos (37,4%).  

Com relação ao sexo foram encontradas diferenças significativas entre os 

casos e controles sendo que a maioria dos casos era do sexo masculino (56,6%, p = 

0,030).  

Com relação às características clínicas (Tabela 11) observou-se que quanto à 

classificação operacional a distribuição entre as forma paucibacilar e multibacilar 

foram praticamente idênticas. Quanto à forma clínica a maior proporção dos casos 

desenvolveu a forma TT (17,2%). Cerca de 40% dos casos não apresentou grau de 

incapacidade, no entanto cerca de 25% apresentou algum nível de incapacidade, 

mostrando que o diagnóstico ainda é tardio. Cerca de 21% dos casos tinham mais 

de 20 lesões indicando a maior gravidade da doença e cerca de 15% desenvolveram 

algum de tipo de reação hansênica, também condizente com proporção de pessoas 

com algum grau de incapacidade.  
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Tabela 11 - Características sócio-econômicas da população estudada 
  

Característica Controles 
N(%) 

Casos 
N(%) 

Total (%) p 

Idade 
•  Abaixo de 20 anos  
•  20-30 anos  
•  31-50 anos  
•  Acima de 50 anos  
• Sem informação 
• Total 

 
77 (34) 
54 (24) 
52 (23) 
44 (19) 
2 (<1) 
229 

 
24 (11) 
29 (13) 
66 (31) 
96 (45) 
0 (0) 
215 

 
101(22,7) 
83 (18,7) 

118 (26,6)
140 (31,5)
2 (0,45) 
100,0 

<0,0001 

Tempo de moradia 
•  Menos de 2 anos  
•  2 – 5 anos  
•  Acima de 5 anos  
• Sem informação 
• Total 

 
49 (21) 
17 (7) 

143 (62) 
20 (9) 
229 

 
25 (12) 
17 (8) 

104 (48) 
69 (32) 

215 

 
74 (16,7) 
34 (7,66) 

247 (55,6)
89 (20,0) 

100,0 

0,240 

Nível de Escolaridade 
•  Primeiro grau  
•  Segundo grau  
•  Terceiro grau 
• Sem escolaridade  
• Sem informação 
• Total 

 
114 (50) 
40 (17) 
5 (2) 

34 (15) 
36 (16) 

229 

 
73 (34) 
15 (7) 
6 (3) 

27 (13) 
94 (44) 

215 

 
187 (42,1)
55 (12,4) 
11 (2,50) 
61 (13,7) 

130 (29,3)
100,0 

0,172 

Renda familiar 
• Sem renda  
• Menos de 2 SM 
•  2 – 4 SM 
• Acima de 4 SM  
• Sem informação 
• Total 

 
2 (<1) 

103 (45) 
53 (23) 
31 (14) 
40 (17) 

229 

 
3 (1) 

63 (29) 
35 (16) 
14 (7) 

100 (47) 
215 

 
5 (1,13) 

166 (37,4)
88 (19,8) 
45 (10,1) 

140 (31,6)
100,0 

0,562 

Sexo 
• Masculino 
• Feminino 
• Total 

 
82 (36) 
147 (64) 

229 

 
107 (50) 
108 (50) 

215 

 
189 (42,6)
255 (57,4)

100,0 
0,030 

Sm=salário mínimo 
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Tabela 12 - Características clínicas dos casos de hanseníase na amostra estudada 
 
 

Características Observados % 

Classificação operacional 
•  MB 
•  PB 
• Sem informação 
• Total  

 
73 
72 
70  

215 

 
33,9 
33,5 
32,6 
100,0 

Formas clínicas 
•  BB (Borderline-borderline) 
•  BL (Borerline-lepromatosa) 
•  BT (Borderline Tuberculóide) 
•  I (Indeterminada) 
•  LL (Lepromatosa-lepromatosa) 
•  TT (Tuberculóide-tuberculóide) 
• Forma Neural 
• Sem informação 
• Total 

 
17 
31 
22 
8 
18 
37 
2 
80 

215 

 
7,90 
14,4 
10,2 
3,70 
8,40 
17,2 
9,30 
37,2 
100,0 

Grau de incapacidade  
•  0 
•  1 
•  2  
• Sem avaliação 
• Total 

 
90 
29 
26 
70 

215 

 
41,9 
13,5 
12,1 
32,6 
100,0 

Número de lesões/caso  
•  1 - 5 
•  6 – 20 
•  Acima de 20  
• Sem informação 
• Total 

 
73 
13 
45 
84 

215 

 
33,9 
6,04 
20,9 
39,1 
100,0 

Reação reversa  18 51,4 

Eritema nodoso hansênico (ENR) 14 40,0 

ENR e reação reversa 3 8,60 

BB: Borderline-borderline; BL: Borerline-lepromatosa; BT: Borderline Tuberculóide; I: 
Indeterminada; LL: Lepromatosa-lepromatosa; TT: Tuberculóide-tuberculóide 
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4.2. Padronização da técnica de Snapshot 

 

Conforme mencionado, a técnica de Snapshot permite a genotipagem de 

múltiplos SNPs em uma única reação, por esse motivo ela foi escolhida para os 

estudos de genotipagem aqui propostos.  

Inicialmente foi determinada a forma como cada fragmento de Snapshot 

migrava no polímero de seqüenciamento POP4 sob as condições da eletroforese 

estabelecidas no protocolo. As informações de localização e cor dos fragmentos de 

SnapShot serviram de parâmetros para que o software Genemapper pudesse 

interpretar os dados oriundos do seqüenciador de DNA. Para se determinar o perfil 

eletroforético dos fragmentos de snapshot e, portanto, o posicionamento de cada 

alelo dentro do marcador três amostras teste foram utilizadas para a PCR, e 

procedeu-se a reação de Snapshot com cada marcador isoladamente (Figura 16). 

 
 

 
 

Figura 16 - Eletroferograma do marcador -1026 do gene NOS2A, mostrando a heterozigozidade do 
indivíduo testado e a localização dos picos em torno de 56 pares de bases. Observe que os picos são 
agudos e que a amostra não apresenta picos espúrios ou excesso de nucleotideo não incorporado, o 
que indica a qualidade do material analisado. 
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A partir da reprodutibilidade do padrão de migração do fragmento de snapshot 

no polímero, delimitou-se uma faixa, onde normalmente os picos eram encontrados, 

este intervalo chamado de “Bin” é essencial para que o software Genemapper possa 

interpretar quais alelos são encontrados nos marcadores. Após a delimitação dos 

“bins”, procedeu-se com as reações de snapshot utilizando-se todos os produtos de 

PCR do mesmo painel juntos, desta forma foi determinado o genótipo de cada 

marcador do painel simultaneamente (Figura 19). 

  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17 - Delimitação dos “bins” de cada marcador no painel 2 do cromossomo 17. Todos os 
marcadores do painel foram colocados juntos para a reação de SnapShot. Cada marcador foi 
diferenciado pelo tamanho do fragmento e cada alelo pela cor do fluoróforo. 
 

4.3. Equilíbrio de Hardy-Weinberg, frequência alélica e genotípica dos 
marcadores 

 

O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado para todos os marcadores, para 

avaliar se a população estudada estava em equilíbrio e desta forma a freqüência 

genotípica e alélica estaria associada ao fenótipo e não dependeria da mistura de 

diferentes populações ou fluxos migratórios. A Tabela 12 mostra os resultados do 

teste estatístico comparando a freqüência genotípica encontrada com a esperada 
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pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg. Podemos notar que quatro marcadores não 

estavam em equilíbrio: rs944724, -2447, rs712043 e rs8064638 e, portanto, não 

foram analisados subseqüentemente. 

 
 
Tabela 13 - Equilíbrio de Hardy-Weinberg 
 

A) genes NOS2A e TNFAIP1 
 

Gene Marcador Genótipos 
Freqüência 
observada 

nos 
controles 

Freqüência 
esperada pelo 
equilíbrio de 

Hardy-
Weinberg 

X2 P 

GG 0,03 0,07 
AA 0,48 0,53 -277 
GA 0,48 0,40 

2,57 0,28 

TT 0,36 0,27 
CC 0,33 0,23 Rs944724 
CT 0,31 0,50 

7,53 0,02 

GG 0,27 0,40 
CC 0,01 0,14 -2447 
GC 0,72 0,47 

19,04 <0,0001

TT 0,16 0,22 
CC 0,23 0,28 Rs16949 
CT 0,6 0,50 

2,34 0,31 

CC 0,68 0,70 
AA 0,01 0,03 Rs12450521 
CA 0,31 0,28 

1,17 0,55 

TT 0,09 0,06 
CC 0,58 0,56 -1659 
CT 0,33 0,38 

0,98 0,61 

GG 0,51 0,53 
TT 0,06 0,07 

NOS2A 

-1026 
GT 0,43 0,40 

0,22 0,89 
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B) Genes CCL18, CRF3 e CCL23 
 

Gene Marcador GENÓTIPOS
Freqüência 
observada 

nos 
controles 

Freqüência 
esperada pelo 
equilíbrio de 

Hardy-
Weinberg 

X2 P 

CC 0,25 0,33 
TT 0,01 0,18 Rs712043 
CT 0,65 0,49 

18,20 <0,0001

AA 0,03 0,03 
GG 0,69 0,69 Rs14304 
GA 0,27 0,28 

0,01 0,99 

TT 0,53 0,52 
CC 0,09 0,08 

CCL18 

Rs2015086 
CT 0,38 0,40 

0,12 0,94 

TT 0,59 0,55 
CC 0,11 0,07 Rs999798 
CT 0,31 0,38 

1,73 0,42 

GG 0,66 0,67 
AA 0,02 0,03 

CRLF3 

Rs1061342 
GA 0,31 0,29 

0,27 0,87 

GG 0,70 0,69 
CC 0,04 0,03 Rs1719204 
GC 0,26 0,28 

0,22 0,89 

GG 0,14 0,20 
AA 0,25 0,31 

CCL23 

Rs1003645 
GA 0,62 0,49 

3,22 0,20 

  CC 0,15 0,21   
TNFAIP1 Rs1007398 TT 0,24 0,30 2,75 0,25 

  CT 0,61 0,50   
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C) Genes STAT5B, CCR7 e CSF3 
 

Gene Marcador Genótipos
Freqüência 
observada 

nos 
controles 

Freqüência esperada 
pelo equilíbrio de 
Hardy-Weinberg 

X2 P 

CC 0,03 0,02 
TT 0,78 0,76 Rs2230097 
CT 0,20 0,22 

0,31 0,85 

AA 0,40 0,37 
GG 0,17 0,15 Rs3865361 
GA 0,43 0,48 

0,51 0,77 

GG 0,25 0,35 
AA 0,07 0,17 

STAT5B 

Rs8064638 
GA 0,68 0,48 

9,28 0,01 

GG 0,79 0,79 
AA 0,01 0,01 Rs3136685 
GA 0,20 0,20 

0,00 1,00 

GG 0,05 0,12 
AA 0,37 0,44 Rs2023906 
GA 0,58 0,45 

5,12 0,07 

GG 0,26 0,36 
AA 0,05 0,16 

CCR7 

Rs11574663 
GA 0,69 0,48 

2,20 0,14 

CC 0,75 0,76 
TT 0,00 0,02 Rs2827 
CT 0,24 0,22 

2,10 0,35 

CC 0,65 0,63 
GG 0,06 0,04 

CSF3 

Rs2227322 
GC 0,28 0,32 

0,69 0,70 

 

As distribuições dos genótipos para os genes estudados são mostrados na 

Tabela 13. Para testar se a distribuição de cada genótipo entre os casos e os 

controles era ao acaso, ou obedecia alguma tendência foi usado o teste estatístico 

qui-quadrado, assim como foi calculada a “Odds ratio” para determinar o nível de 

influência de cada genótipo. A freqüência esperada entre os casos e controles foi 

calculada através da equação: (E = nAA*ncaso ou controle/n), onde nAA é o número de 

pessoas que possuem o genótipo AA para o marcador testado, ncaso ou controle é o 

número de casos ou controles observados e n é o número total de indivíduos 
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genotipados (LEWIS, 2002). Foi aceito como diferença significativa quando o valor 

de p encontrado pelo teste estatístico foi inferior a 0,05. 
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O teste estatístico qui-quadrado comparou a distribuição genotípica 

entre o grupo caso e o grupo controle, sem levar em consideração a interação 

inter ou intra-gênica, desta forma cada marcador foi considerado isoladamente 

como único influenciador no processo de susceptibilidade ou resistência. Forte 

evidência de associação foi encontrada entre os marcadores -277 e rs16949 no 

gene NOS2A; rs11574663 no gene CCR7 e rs2227322 no gene CSF3. 

O genótipo homozigoto polimórfico GG do marcador NOS2A-277 estava 

significativamente associado ao grupo caso (p = 0,02, Odds = 3,77 e IC = 1,16 

– 12,3). Os indivíduos com o genótipo GG apresentaram 3,77 vezes mais 

chance de ter hanseníase em relação aos indivíduos com outros genótipos. 

Os resultados encontrados para o marcador rs16949 no gene NOS2A 

mostraram que o genótipo homozigoto selvagem TT estava relacionado ao 

desenvolvimento do fenótipo doente (p = 0,02, Odds = 2,04 e IC = 1,12 – 3,68), 

e este genótipo aumentou 2,04 vezes mais chance de desenvolvimento da 

hanseníase. Este marcador também apresentou o genótipo heterozigoto CT 

próximo de um resultado significante, indicando, possivelmente a necessidade 

de novas análises que confirmem se este genótipo esta associado a 

hanseníase. 

A distribuição genotípica entre casos e controles para o marcador 

rs11574663 do gene CCR7 mostrou que o genótipo homozigoto selvagem AA 

esta associado a susceptibilidade a hanseníase (p = 0,002, Odds = 4,04 e IC = 

1,61 – 10,0) e que a presença desse genótipo aumenta em 4,04 vezes a 

chance de seu portador adoecer. 
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O marcador rs2227322 do gene CSF3 mostrou uma distribuição 

genotípica, onde o genótipo homozigoto polimórfico GG foi associado à 

susceptibilidade a hanseníase (p = 0,04, Odds = 2,59 e IC = 1,03 – 6,48). O 

nível de susceptibilidade proporcionado por esse genótipo aumentou em 2,59 

vezes a chance de ter hanseníase.  

O marcador rs3865361 apresentou o genótipo homozigoto AA próximo 

do nível de significância, assim como o marcador rs8064638 para o genótipo 

homozigoto AA, ambos no gene STAT5B, indicando ser necessário um 

aumento amostral para certificação da associação desses dois marcadores 

com o aumento de susceptibilidade a hanseníase.  

A partir dos resultados encontrados foi construído um modelo para testar 

se o padrão de herança era recessivo ou dominante (Tabela 15). 

 

Tabela 15 – Modelo que testa se o genótipo envolvido com a susceptibilidade é recessivo 
 

A) Comparação para o homozigoto de risco 
 

      Observados Esperados         
Gene Marcador Fenótipo GG GG x2 p ODDS IC 

Casos 21 13 
-277 

Controles 6 14 
5,08 0,024 3,77 1,15 - 12,2 

    TT TT     

Casos 56 40 
rs16949 

Controles 35 51 
5,64 0,018 2,04 1,12 - 3,68 

NOS2A 
 
 
 
 
     AA AA     

Casos 32 18 
CCR7 rs11574663 

Controles 11 25 
9,36 0,002 4,04 1,61 - 10,0 

   GG GG     

Casos 26 17 
CSF3 rs2227322 

Controles 13 22 
4,19 0,04 2,58 1,03 – 6,48 
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B) Comparação entre o heterozigoto e o homozigoto de não risco 

 

      Observado Esperado     
Gene Marcador Fenótipo AA + GA AA + GA x2 p ODDS IC 

Casos 194 202 
-277 

Controles 217 209 
0,31 0,577 0,93 0,70 - 1,21 

    CC + CT CC + CT     

Casos 114 130 
rs16949 

Controles 178 162 
1,80 0,180 0,80 0,57 - 1,11 

NOS2A 

    GG + GA GG + GA     

Casos 130 144 
CCR7 rs11574663 

Controles 204 190 
1,21 0,271 0,84 0,61 - 1,14 

  CC + GG CC + GG     

Casos 135 144 CSF3 
Rs2227322 

Controles 198 189 
0,49 0,48 0,89 0,65 – 1,22 

 

A Tabela 15 mostra o modelo recessivo, onde testamos o genótipo 

homozigoto envolvido com a susceptibilidade, e compara este genótipos com 

os demais. Por este modelo podemos ver claramente que todos os genótipos 

associados com a susceptibilidade a hanseníase são recessivos, pois só há 

diferenças significativas entre casos e controles quando em homozigoze. 

A Tabela 16 mostra um resumo da relação de dominância e 

recessividade entre os alelos associados à hanseníase. 

 
Tabela 16 - Relação entre os alelos associados com a hanseníase 
 

Gene Marcador 
Alelo de 

risco 
Tipo de 

alelo 
Freqüência do 
alelo de risco* 

Alelo 
dominante 

-277 G Polimórfico 0,36 A 
NOS2A 

rs16949 T Ancestral 0,79 C 

CCR7 rs11574663 A Ancestral 0,73 G 

CSF3 Rs2227322 G Polimórfico 0,33 C 
*http://www.nature.com/journal/v5/n1/extref/6364029x1.htm 
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A freqüência alélica entre os casos e controles foi calculada 

através do teste estatístico qui-quadrado e seus resultados podem ser vistos na 

Tabela 16. Quando comparamos a freqüência alélica entre os grupos casos e 

controles, notamos que nenhum dos alelos mostrou-se associado à 

hanseníase, corroborando com a hipótese da recessividade do alelo indutor da 

susceptibilidade. O marcador rs2227322 mostrou o alelo G próximo do nível de 

significância indicando que provavelmente este alelo tenha padrão de herança 

dominante (Tabela 15). A análise mostra se os genótipos dos marcadores são 

recessivos, encontramos que o nível de p está próximo da significância e que 

um aumento amostral seria necessário para definir se este alelo é de fato 

recessivo ou se possui padrão de herança dominante. 

 
Tabela 17 - Freqüência alélica dos marcadores entre os casos e controles  
 

A) Genes NOS2A e TNFAIP1 
 

Casos Controles 
Gene Marcador Alelo 

Observ. Esper. Observ. Esper.
X2 P OR IC 

G 135 126 121 130 0,63 0,42 1,15 0,81 - 1,62-277 
A 295 304 325 316 0,26 0,60 0,94 0,75 - 1,17
T 186 187 197 196 0,005 0,94 0,98 0,74 - 1,31

Rs944724 
C 178 177 183 184 0,005 0,94 1,01 0,75 - 1,35
G 307 287 285 305 1,35 0,24 1,14 0,91 - 1,43-2447 
C 117 137 167 147 2,84 0,09 0,75 0,53 - 1,04
T 185 170 199 214 1,17 0,27 1,17 0,88 - 1,55

Rs16949 
C 155 170 227 212 1,20 0,27 0,85 0,63 - 1,13
C 364 360 382 386 0,04 0,83 1,02 0,83 - 1,25

Rs12450521 
A 64 68 76 72 0,22 0,63 0,89 0,55 - 1,42
C 247 255 248 240 0,25 0,61 0,93 0,73 - 1,20

-1659 
T 105 97 84 92 0,68 0,40 1,18 0,79 - 1,77
G 313 308 324 329 0,07 0,77 1,03 0,82 - 1,28

NOS2A 

-1026 
T 101 106 119 114 0,22 0,63 0,91 0,62 - 1,32
C 155 168 196 183 0,96 0,32 0,86 0,64 - 1,15

TNFAIP1 Rs1007398 
T 243 230 236 249 0,70 0,40 1,11 0,86 - 1,43
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B) Genes CCL18, CRLF3 e CCL23 

 

Casos Controles 
Gene Marcador Alelo 

Observ. Esper. Observ. Esper.
X2 P OR IC 

C 243 244 257 256 0,004 0,94 0,99 0,77 - 1,27
rs712043 T 181 180 189 190 0,005 0,94 1,01 0,75 - 1,34

G 286 293 351 344 0,15 0,69 0,95 0,76 - 1,19
rs14304 

A 74 67 71 78 0,67 0,41 1,21 0,76 - 1,92
T 271 268 302 305 0,03 0,85 1,02 0,80 - 1,28

CCL18 

rs2015086 
C 97 100 116 113 0,08 0,77 0,94 0,64 - 1,38
T 157 155 197 199 0,02 0,87 1,02 0,76 - 1,37

rs999798 
C 51 53 69 67 0,06 0,79 0,93 0,56 - 1,55
G 151 152 215 214 0,005 0,94 0,98 0,73 - 1,32CRLF3 

rs1061342 
A 35 34 47 48 0,02 0,87 1,05 0,56 - 1,95

 
 

C) Genes STAT5B, CCR7 e CSF3 
 

Casos Controles 
Gene Marcador Alelo 

Observ. Esper. Observ. Esper.
X2 P OR IC 

C 42 39 45 48 0,20 0,64 1,14 0,63 - 2,08 
rs2230097 

T 244 247 313 310 0,03 0,85 0,97 0,77 - 1,24 
G 139 118 129 150 3,29 0,06 1,37 0,97 - 1,92 

rs3865361 
A 123 144 203 182 2,79 0,09 0,76 0,56 - 1,04 
G 182 188 252 246 0,16 0,68 0,94 0,72 - 1,23 

STAT5B 

rs8064638 
A 144 138 174 180 0,22 0,63 1,07 0,78 - 1,47 
G 281 283 379 377 0,01 0,91 0,98 0,79 - 1,22 

rs3136685 
A 39 37 47 49 0,09 0,75 1,09 0,60 - 2,00 
G 114 112 145 147 0,03 0,85 1,03 0,72 - 1,46 

rs2023906 
A 212 214 281 279 0,01 0,89 0,98 0,76 - 1,26 
G 167 183 259 243 1,24 0,26 0,85 0,65 - 1,12 

CCR7 

rs11574663 
A 157 141 171 187 1,57 0,20 1,21 0,89 - 1,65 
C 284 286 374 372 0,01 0,91 0,98 0,79 - 1,22 

rs2827 
T 46 44 54 56 0,08 0,77 1,08 0,62 - 1,89 
C 225 243 336 318 1,18 0,27 0,87 0,69 - 1,11 

CSF3 
rs2227322 

G 97 79 86 104 3,54 0,05 1,48 0,98 - 2,24 
G 325 317 356 364 0,18 0,66 1,04 0,84 - 1,297

rs1719204 
C 47 55 72 64 1,09 0,29 0,75 0,45 - 1,271
G 189 184 196 201 0,13 0,71 1,05 0,79 - 1,398CCL23 

rs1003645 
A 213 218 244 239 0,10 0,74 0,95 0,73 - 1,241
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4.4. Modelo de interação entre os marcadores 

 

Os marcadores que se mostraram associados à hanseníase foram 

colocados em um modelo interativo, onde, os genótipos estatisticamente 

significativos de cada um dos 4 marcadores foram combinados e testados 

através do qui-quadrado para verificar como eles se relacionam com o fenótipo 

hanseníase. A Tabela 18 mostra o resultado do teste estatístico dos modelos 

gerados.  

Como esperado todos os modelos se mostraram relacionados a 

hanseníase, no entanto, alguns modelos se mostraram mais fortemente 

associados ao fenótipo doença. O segundo modelo que combina o marcador    

-277 com o rs11574663 mostrou um maior poder, aumentando em 3,92 vezes 

a chance de um indivíduo com os genótipos GG para -277 e AA para 

rs11574663 de ter hanseníase em relação aos outros indivíduos que não 

possuíam esses genótipos. 
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4.5. Haplótipos gerados pelos marcadores associados à hanseníase 

 

Os marcadores que mostraram associação significativa tiveram seus 

genótipos combinados e a partir desses haplótipos onde foi testada a 

distribuição entre os casos e controles para os 3 haplótipos mais freqüentes 

entre os caso. A Tabela 19 mostra os haplótipos gerados e a sua distribuição. 

Para esta análise foram utilizados 144 casos e 202 controles. 

 
 
Tabela 19 - Haplótipos gerados a partir da combinação dos genótipos dos marcadores 
rs2227322, rs11574663, rs16949 e -277 
 

Haplótipos FENÓTIPO FREQUÊNCIA CSF3-
rs2227322 

C>G 

CCR7-
rs11574663 

A>G 

NOS2A-
rs16949 

T>C 

NOS2A-
277 A>G 

P 

CASOS 12% 1 CONTROLE 20% CC GA CT GA 0,006

CASOS 8% 2 CONTROLE 6% CC GG TT AA 0,172

CASOS 4% 3 CONTROLE 5% CC GG CT GA 0,867

Teste qui-quadrado, Nível de significância com p<0,05 
 

O teste estatístico qui-quadrado foi usado para avaliar se havia diferença 

significativa na distribuição dos três haplótipos entre os casos e controles. Foi 

encontrada diferença significativa somente no haplótipo 1, sendo este maior 

nos controles indicando um haplótipo associado à proteção (Figura 18). 
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Figura 18 - Distribuição dos haplótipos entre os casos e controles 
 
 

4.6. Distribuição genotípica entre os casos paucibacilares e 

multibacilar 

Os marcadores que tiveram relação significativa na distribuição entre os 

casos e controles foram usados para testar se havia associação entre os casos 

de hanseníase induzindo a migrarem para os pólos paucibacilar ou multibacilar. 

A Tabela 19 mostra os resultados da comparação da distribuição genotípica 

entre as formas clínicas.  

O resultado estatístico mostrou que o marcador NOS2A-rs16949 

apresentou o genótipo TT relacionado à migração dos casos para o pólo 

paucibacilar, no entanto, nota-se que para a distribuição dos casos 

multibacilares esse marcador apresentou um resultado próximo da 

significância, indicando que talvez um aumento da amostra pudesse encontrar 

uma relação desse marcador apenas com a hanseníase per se.  

0,006 
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Os marcadores NOS2A-277, CCR7-rs11574663 e CSF3-rs2227322 

apresentaram os genótipos GG, AA e GG, respectivamente, relacionados ao 

apresentar a forma multibacilar, sendo calculado um p valor de 0,02; 0,03 e 

0,003 respectivamente. Para o marcador CCR7-rs115763 um resultado 

próximo da significância na distribuição dos casos paucibacilares, foi calculado 

sendo que um aumento amostral talvez mostre a relação desse marcador com 

a hanseníase per se. 
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5. Discussão 
 

A população de estudo foi constituída por 444 indivíduos residindo em 

áreas endêmicas para a hanseníase no estado do Rio Grande do Norte, que é 

um dos poucos estados do Brasil com uma taxa de prevalência menor do que a 

recomendada pela OMS (LUIS; RANGEL MAYORAL ; LISO RUBIO, 2004). 

Embora o estado como um todo esteja dentro dos limites aceitáveis de 

prevalência e detecção, existem algumas regiões com aglomerados que, 

persistentemente, mantém altos níveis da doença (DIAS ; DIAS ; NOBRE, 

2005). A existência desses aglomerados não acontece por acaso, mas 

obedece a uma tendência que pode ser prevista por modelos matemáticos 

como mostrado por Queiroz et al, (2008). A existência de aglomerados em 

áreas circunscritas, assim como a existência de famílias com múltiplos casos 

que albergam a hanseníase por 3 ou 4 gerações nos faz crer que a dinâmica 

da infecção é um complexo de fatores que culmina com o paradigma que 

sustenta a maioria das doenças infecciosas: a exposição contínua e a 

susceptibilidade genética (LEWIS, 2002). 

Neste trabalho, foram analisados 23 marcadores existentes em 8 genes: 

NOS2A, que codifica a enzima óxido nítrico sintase induzida; TNFAIP1, que 

codifica a proteína 1 a qual é induzida pelo TNF alfa em células endoteliais; 

CCL18 e CCL23, que codificam as quimiocinas 18 e 23 respectivamente; 

CRLF3, que codifica o fator 3 tipo receptor de quimiocina; STAT5B, que 

codifica o fator de transcrição, CCR7, responsável pela expressão do receptor 

7 de quimiocinas e CSF3, responsável pela expressão do fator estimulador de 
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colônia 3. Esses genes se localizam na região cromossômica 17q11-q21 entre 

as posições 23,1 Mb a 37,6 Mb (JAMIESON et al., 2004a). Essa região 

cromossômica carreia genes com função de proteção contra patógenos 

intramacrofágicos. JAMIESON et al., 2004a, encontraram, através de um 

estudo de ligação usando 72 famílias com múltiplos casos de hanseníase no 

estado do Pará, uma forte relação entre marcadores nessa região 

cromossômica e os casos encontrados nas famílias estudadas.  

A contribuição dos fatores genéticos que geram susceptibilidade à 

hanseníase ainda não está bem estabelecida, assim como se sabe que há um 

forte componente ambiental que influencia a dinâmica da transmissão. 

Contínua exposição, debilidade imunológica, má nutrição e estresse são 

fatores conhecidamente importantes para aumentar o risco de desenvolvimento 

da hanseníase (FERNANDO ; BRITTON, 2006b). Os mecanismos pelo qual a 

exposição ao patógeno, os fatores ambientais e a susceptibilidade genética são 

traduzidos em doença ainda são desconhecidos (SCHURR, 2007). 

Polimorfismos genéticos revelam como os fatores de risco para o 

desenvolvimento da hanseníase influenciam diferentemente as pessoas 

expostas ao Mycobacterium leprae (VARADO-NAVARRO et al., 2008) e, sendo 

os mecanismos de patogênese da hanseníase amplamente influenciados pelos 

fatores ambientais, pode-se esperar uma extensiva interação gene-ambiente 

capaz de mascarar a heterogeneidade da susceptibilidade à doença 

(SCHURR, 2007) e confundir os resultados se não forem levados em 

consideração. 
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Doenças complexas como hanseníase sofrem a influência de múltiplos 

genes, que interagem para, combinados, denotarem susceptibilidade ou 

resistência ao desenvolvimento da doença (JAMIESON et al., 2004a). Para 

estudo de susceptibilidade é particularmente apropriada a análise de regiões 

que contêm aglomerados de genes para moléculas imunomoduladoras tais 

como a região estudada nesse trabalho.  

A comparação das freqüências genotípicas entre os casos e controles 

revelou que pelo menos três genes candidatos, NOS2A, CCR7 e CSF3, ou 

genes em desequilíbrio de ligação com eles, podem contribuir para a 

susceptibilidade genética à hanseníase. Em trabalho realizado por BURGNER 

et al., 2003, foi encontrado que o alelo NOS2A-1659T estava associado à 

malária cerebral em Gambia; esse SNP foi analisado nesse trabalho, mas 

nenhuma associação foi encontrada com o fenótipo doente mesmo estando os 

quatro SNPs do promotor aqui analisados em desequilíbrio de ligação 

(JAMIESON et al., 2004a). JAMIESON et al., 2004a, encontraram que o SNP -

1026 no promotor do gene NOS2A estava associado à susceptibilidade à 

tuberculose. Neste trabalho não foi encontrada nenhuma associação com esse 

SNP, muito embora a tuberculose seja uma doença infecciosa também 

provocada por uma bactéria da mesma família do patógeno da hanseníase. 

Embora a presença de iNOS e a produção de óxido nítrico em macrófagos 

humanos seja controversa (SCHOEDON et al., 1995), evidências têm 

demonstrado o papel do óxido nítrico contra patógenos que infectam 

macrófagos, como M. tuberculosis (CHAN et al., 1995) e M. leprae (ADAMS et 

al., 1991). Funcionalmente NOS2A, é um excelente gene candidato para à 
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susceptibilidade a hanseníase. SCHON et al., 2001a, demonstraram elevada e 

específica expressão de iNOS em granulomas e infiltrados de nervos em 

lesões de pacientes com hanseníase “borderline”, com e sem reação reversa, 

sugerindo que a regulação da expressão da iNOS poderia estar envolvida na 

susceptibilidade à hanseníase e/ou ao dano nervoso. 

A segunda região que apresentou associação com hanseníase continha 

o gene CCR7 que tem uma função chave como organizador do sistema imune 

(KAHLMANN et al., 2007). Nesse gene foram analisados três marcadores, 

desses um apresentou forte associação com o fenótipo doente (rs11574663), 

sendo o genótipo homozigoto selvagem AA o responsável pela susceptibilidade 

nesse marcador. Alguns trabalhos (LANDE et al., 2003; RAGNO et al., 2001; 

SADEK et al., 1998) têm mostrado que células dendríticas infectadas por 

Mycobacterium tuberculosis, expressam elevados níveis de CCR7 e tornam-se 

mais responsivas ao seu ligante CCL21. SALLUSTO et al., 1999 demonstraram 

que a expressão de CCR7 estimula as células T de memória a se dividirem em 

dois subgrupos, as células T de memória negativa que mostram função efetora 

imediata e as células T de memória positiva que geram uma memória 

imunológica duradoura e estimulam eficientemente células dendríticas a 

expressarem CCR7 e que, posteriormente, se diferenciam em células efetoras 

negativas sob estímulo secundário. O trabalho de SCHON et al., 2001a 

destaca a complexa interação entre quimiocinas e seus receptores, que ocorre 

na infecção pelo Mycobacterium tuberculosis, a qual orquestra o recrutamento 

e seleciona células para acumularem-se no sítio de infecção e tomarem parte 

na formação do granuloma. É possível que esse mecanismo também aconteça 
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com a hanseníase e que elementos regulatórios na região cromossômica 

17q11-q12 possam coordenar a expressão em resposta à infecção podendo 

contribuir para o padrão complexo de susceptibilidade gênica observado para o 

mal de Hansen. 

O terceiro gene envolvido com a susceptibilidade a hanseníase foi o 

CSF3, que é um fator estimulador de colônia, importante na sobrevivência e 

proliferação de neutrófilos e macrófagos. O CSF3 também é indutor da 

expressão de citocinas pro-inflamatórias (HE et al., 2008). Foram analisados 2 

marcadores, sendo o rs2227322 fortemente associado a hanseníase. 

A forma como cada indivíduo reage a doenças infecciosas é bastante 

complexa e depende da interação de diversas moléculas, que em conjunto 

determinam a evolução de infecção para doença ou cura espontânea ou 

agravamento do quadro clínico. Modificações na seqüência de bases dos 

genes codificadores das moléculas envolvidas na defesa imunológica podem 

fazer com que a eficiência com que é combatida a infecção seja diminuída. Os 

modelos que comparam de que forma os genótipos dos marcadores envolvidos 

com a susceptibilidade a hanseníase interagem revelaram uma relação de 

recessividade (Tabela 15), sendo importantes apenas quando em homozigose. 

Quando as freqüências alélicas foram comparadas, (Tabela 17) 

nenhuma associação foi encontrada. Isto se deve ao fato de que a relação 

recessiva não permitiu denotar nenhuma significância estatística quando 

apenas um alelo foi analisado, pois a freqüência do alelo de risco no genótipo 

heterozigoto diluiu as diferenças entre os casos e controles. 
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Analisamos também a forma como os marcadores interagiam entre si (Tabela 

18). Comparamos as freqüências observadas e esperadas entre os casos e 

controles quando no modelo foram incluídos os marcadores significativamente 

associados à hanseníase de forma combinada. Encontramos interações que 

mostraram potências diferentes, mostrando que os produtos de expressão 

podem funcionar em conjunto para proporcionar uma maior susceptibilidade a 

infecção pelo Mycobacterium leprae. A maior probabilidade de risco foi 

encontrada quando combinado os genótipos de risco dos marcadores -277 do 

promotor do gene NOS2A e o rs11574663 do gene CCR7. Entretanto, quando 

o marcador rs16949 do gene NOS2A foi incluído no modelo, a probabilidade de 

risco (Odds Ratio) foi reduzida de 10 a 30%. 

Foi também analisada a forma como todos os genótipos dos marcadores 

de risco interagem, pois, sendo o alelo de risco recessivo, a combinação de 

alguns genótipos poderia ser responsável pela resistência inata que algumas 

pessoas apresentam. Foram construídos 3 haplótipos para os 4 marcadores de 

risco (Tabela 19). Encontramos diferenças significativas entre a distribuição 

desses haplótipos nos casos e controles apenas para o haplótipo 1, sendo este 

considerado protetor. Percebe-se que o fator protetor é provocado pelo alelo 

dominante que, na maioria dos casos, apareceu em heterozigose com o alelo 

de risco. 

A relação entre modificações na seqüência do DNA de alguns genes e 

variações no padrão de resistência à hanseníase mostrou que alguns 

marcadores estão associados ao fenótipo doente. No entanto, mesmo os 

indivíduos doentes mostram evoluções distintas, sendo que alguns evoluem 
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para o pólo paucibacilar enquanto outros mostram ausência completa de 

resistência desenvolvendo o tipo multibacilar da hanseníase. Analisamos os 

indivíduos doentes para saber se alguns desses marcadores estavam 

associados ao desenvolvimento da forma paucibacilar ou da multibaciliar. A 

Tabela 21 mostra os resultados da distribuição genotípica entre os casos. Dos 

dois marcadores do gene NOS2A, um apresentou-se relacionado aos casos 

paucibacilares (rs16949) e o outro aos casos multibacilares (-277). Em trabalho 

realizado por NGUYEN et al., 2008 foi encontrada evidente associação entre 

esses dois marcadores e a febre tifóide, mostrando a associação desse 

polimorfismo e a expressão da iNOS e, desta forma, comprometimento da 

resposta imune a patógenos intra-macrofágicos. Além do marcador -277 

localizado no promotor do gene NOS2A, dois outros marcadores localizados 

em “introns” também estavam associados ao desenvolvimento de casos 

multibacilares: rs11574663 no gene CCR7 e rs2227322 no gene CSF3.  

Os resultados encontrados por Jamieson et al., 2004 mostraram que 

dois marcadores microsatélites (D17S250 e D17S1795) estavam fortemente 

associados a hanseníase enquanto que o marcador D17S1795 também 

mostrou-se associado a tuberculose. Foram investigados também nesse 

estudo a associação entre 49 SNPs e a tuberculose sendo encontrado 

associação entre 6 deles numa população constituída por 627 indivíduos 

residentes de Belém/PA, portando a mesma susceptibilidade encontrada para a 

tuberculose poderia ser compartilhada com a hanseníase, e dessa forma o 

estudo realizado para a tuberculose foi validado para a hanseníase na 

população do Rio Grande do Norte.  
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6. Conclusões 

 

1. Polimorfismos característicos nos marcadores dos genes NOS2A-277 e 

CSF3-rs2227322 estão mais presentes em pacientes com hanseníase, 

sendo a probabilidade de risco atribuída a eles 3,77 e 2,59 vezes 

respectivamente, enquanto que, para os marcadores NOS2A-rs16949 e 

CCR7-rs11574663, os genótipos selvagens é que foram associados à 

hanseníase numa proporção de 2,04 e 4,04 vezes, respectivamente. 

2. Os genótipos associados a maior susceptibilidade à hanseníase 

comportaram-se recessivamente, sendo que nenhum alelo foi 

significantemente associado à doença quando sua distribuição foi 

comparada de forma isolada. 

3. Os modelos interativos, que associaram os genótipos ligados a 

susceptibilidade à hanseníase, mostraram que os marcadores com 

maior poder de susceptibilidade foram NOS2A-277 com CCR7-

rs11574663 e que, quando esses dois marcadores estavam associados 

e o marcador NOS2A-rs16949 também foi incluído no modelo, uma 

redução de aproximadamente 30% na probabilidade de risco foi 

incrementada ao modelo. 

4. A presença de haplótipos dos marcadores de risco mostrou que os 

genótipos contendo o alelo dominante induziu um certo nível de 

resistência, sendo que o haplótipo 1 formado pelos genótipos: CSF3-

rs2227322-CC, CCR7-rs11574663-GA, NOS2A-rs16949-CT e NOS2A-

277-GA mostrou-se significativamente relacionado aos controles. 
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5. O genótipo TT no marcador NOS2A-rs16949 mostrou-se associado ao 

desenvolvimento dos casos paucibacilares enquanto que os genótipos 

GG, GG e AA nos marcadores -277, rs2227322 e rs11574663, 

respectivamente, mostraram-se associados ao desenvolvimento dos 

casos multibacilares. 
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