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RESUMO 

 

 

A Hanseníase é uma doença infectocontagiosa relatada desde o século VI a.C. Ainda hoje, 

representa um grave problema de saúde pública com elevadas taxas de detecção de novos 

casos, principalmente nos países em desenvolvimento. Tem como agente etiológico 

Mycobacterium leprae, parasito intracelular obrigatório de células epiteliais e de Schwann. 

Estudos recentes têm demonstrado a influência de fatores genéticos na suscetibilidade à 

doença per si, bem como no desenvolvimento das formas clínicas. Alguns polimorfismos de 

base única (SNPs) nos genes do complexo de histocompatibilidade principal (HLADR1), 

PARK2/PACRG, interleucina-10 (IL-10), receptor da vitamina D (VDR), NRAMP1 foram 

consistentemente associados à hanseníase em estudos independentes envolvendo populações 

etnicamente distintas. Entretanto, estudos de associação dos SNPs dos genes TNFα e CXCL12 

ainda se mostram inconclusivos para determinar a existência de associação com a 

suscetibilidade a M. leprae, assim como na gravidade das formas clínicas da doença. Neste 

sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a associação da expressão dos genes TNFα e 

CXCL12, através de um estudo do tipo casos-controles, desenvolvido no município de 

Almenara, Minas Gerais, Brasil, onde foram avaliados 47 indivíduos hansenianos, 

diagnosticados entre os anos de 2007 e 2012. Os resultados obtidos pela análise dos 

polimorfismos (G308A) TNFα e (G801A) CXCL12, através da técnica de PCR (reação em 

cadeia da polimerase), não demonstraram associação significativa com o desenvolvimento da 

hanseníase e nem com suas apresentações clínicas (p < 0.05). Entretanto, foi observada uma 

tendência de significância (OR= 0.46, p= 0.083) entre a presença do alelo G do gene (G308A) 

TNFα e a ocorrência de bacilos nas lesões cutâneas. Os dados sugerem uma deficiente 

resposta imune celular nos indivíduos portadores do alelo G, tornando-se necessários estudos 

mais aprofundados para maiores conclusões. 

 

Palavras-chave: Hanseníase, polimorfismo, TNF-α, CXCL12, citocinas, quimiocinas, 

suscetibilidade. 

 

 

   



 

 

ABSTRACT 

 

 

Leprosy is an infectious disease, ancient, to reports by its presence among the population 

since the sixth century BC. Still today, is a major public health issue, with high rate of 

detection of new cases, especially in the developing countries. Its causative agent 

Mycobacterium leprae an obligate intracellular parasite of epithelial and Schwann cells. 

Recent studies have shown the influence of genetic factors in susceptibility to the disease per 

si as well as the development of clinical forms. A few single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) in the genes of the major histocompatibility complex (HLADR1) PARK2/PACRG, 

Interleukin-10 (IL-10), vitamin D receptor (VDR), NRAMP1 were consistently associated 

with leprosy in independent studies ethnically distinct populations. However, association 

studies of SNPs of genes TNF and CXCL12 still inconclusive to establish the presence of 

association with susceptibility to M. leprae, as well as of the disease of the clinical forms 

severity. The objective of this study was to assess the genetic predisposition of these genes, 

through a study of the case-control type, conducted in the city of Almenara, Minas Gerais, 

Brazil, in which we assessed 47 leprosy individuals, diagnosed between the years 2007 and 

2012. The findings obtained by the analysis of polymorphisms (G308A) and TNFa (G801A) 

CXCL12 by PCR (Polymerase Chain Reaction) was not significantly associated with the 

development of leprosy nor with their clinical presentations. However, we observed a trend 

toward significance (OR = 0:46, p = 0.083) between the presence of the G allele of the gene 

(G308A) TNFa and the occurrence of bacilli in skin lesions. Our data suggest a deficient 

cellular immune response in individuals with the G allele, making it necessary further studies 

to achieve better conclusions. 

 

Keywords: Leprosy, polymorphism, TNF-α, CXCL21, cytokines, chemokines, susceptibility. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais da hanseníase 

 

A Hanseníase é uma doença infectocontagiosa, granulomatosa, de caráter crônico-sistêmica, 

tendo como agente etiológico um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR), denominado 

Mycobacterium leprae. Sua história está relacionada com a evolução da sociedade, 

acompanhando os processos migratórios e de miscigenação dos povos, carregando consigo 

um grande estigma social devido às lesões e deformidades que causa (1). Os primeiros relatos 

da doença remontam a 600 a.C., em antigas civilizações da China, Egito e Índia (2). 

A correlação entre M. leprae, ou bacilo de Hansen, e a Hanseníase foi feita em 1873, quando 

Gerhard Armauer Hansen (Noruega) isolou a bactéria das lesões de indivíduos infectados, 

tornando-se a primeira doença atribuída a um agente infeccioso (1). Trata-se de um bastonete 

linear ou levemente encurvado, de comprimento entre 1,5 a 8 µm, largura em torno de 0,2 a 

0,4 µm, de crescimento lento, tempo de geração entre 5-12 dias e temperetura ótima de 

crescimento entre 27-30ºC. O período de incubação pode ser superior a cinco anos. É um 

parasito intracelular obrigatório de células do sistema mononuclear fagocitário, com 

predileção por células da pele e, também, por células de Schwann, que compõem a bainha de 

mielina dos axônios dos nervos periféricos. Seu cultivo em meios de cultura artificiais ainda 

não é possível, o que dificulta seu estudo e o desenvolvimento de métodos de diagnóstico 

mais eficientes (1-3). 

A Hanseníase apresenta um grande espectro de manifestações clínicas e fisiopatológicas, 

sendo a principal causa de incapacidades físicas, deformidades e sérias consequências 

econômicas, psicológicas e de exclusão social. O desenvolvimento das manifestações clínicas 

depende principalmente da resposta imune celular desenvolvida pelo hospedeiro (4, 5). 

A classificação de Ridley e Jopling, proposta em 1964, classifica os indivíduos em dois polos 

distintos de acordo com seus espectros imunológicos e aspectos histopatológicos, onde 

aqueles indivíduos que apresentam resposta imune celular efetiva contra o M. leprae são 

denominados Tuberculóides (TT), enquanto aqueles que apresentam resposta imune celular 

fraca ou inexistente são classificados como lepromatosos (LL). Entre os polos tuberculóide e 

lepromatoso estão as formas intermediárias denominadas Boderline-Tuberculóide (BT), 

Boderline-Boderline (BB) e Boderline-Lepromatoso (BL), de acordo com grau de resposta 

imune desenvolvido (5, 6). 
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Os mecanismos de transmissão não estão bem esclarecidos. Acredita-se que os indivíduos 

classificados como multibacilares eliminam formas viáveis do bacilo pelas vias aéreas e 

através de secreções cutâneas. A infecção ocorre pelas vias aéreas ou, ainda, através de lesões 

presentes na pele do novo hospedeiro, porém a grande maioria dos indivíduos é naturalmente 

imune ao M. leprae (2, 3). 

A prevalência da Hanseníase está intimamente relacionada às condições socioeconômicas da 

população, principalmente às condições precárias de moradia que facilitam o contato dos 

indivíduos susceptíveis com os doentes. Um importante fator de prevalência da doença é a 

susceptibilidade genética dos indivíduos que, segundo diversos estudos de agregação familiar, 

comparação entre gêmeos e de segregação populacional realizados, tem demonstrado 

importante papel na infecção por M. leprae (1, 7). 

Devido à sua magnitude e alto poder incapacitante, a Hanseníase, ainda hoje, é considerada 

um grande problema de saúde pública, atingindo, principalmente, a faixa etária 

economicamente ativa da população. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 

2012 foram registrados 181.941 novos casos de hanseníase no mundo, contra 219.075 

registrados no ano de 2011 e notificados por 105 países. Do total de novos casos registrados 

no ano de 2011, 18 países, concentrados na África, América do Sul e suldeste da Ásia, foram 

responsáveis por 94% das notificações. Do ano de 2004 a 2012, houve uma redução de mais 

de 50% de novos casos da doença, provavelmente devido às melhorias nas estratégias de 

controle e combate à doença em países onde a hanseníase é endêmica. Embora o número de 

casos tenha diminuído, ainda assim é considerado alto, devido à gravidade da doença (8). 

Atualmente, o Brasil ocupa o segundo lugar mundial em número de novos casos de 

Hanseníase, registrando 33.935 novos casos em 2012 (8). 

Desde 1985, o país vem reestruturando suas ações voltada para este problema e, em 1999, por 

recomendação da OMS, assumiu o compromisso de eliminar a doença até 2005, devendo 

reduzir a prevalência para menos de 1 caso/10.000 habitantes. Entretanto, a meta não foi 

alcançada, tendo o prazo prorrogado para 2010 (9, 10). Apesar da redução drástica no número 

de casos, de 190 para 46,8 doentes em cada 100.000 habitantes no período compreendido 

entre 1985 a 2000, a Hanseníase ainda precisa de uma vigilância resolutiva (9). 

O objetivo proposto pela OMS, para o ano de 2015, é diminuir a taxa de detecção de novos 

casos com grau de incapacidade tipo II em 35% em relação ao ano de 2010 e, em 2020, para 

menos de 1 novo caso com grau 2 de incapacidade em 1 milhão (11). 
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1.2 Aspectos clínicos, terapêuticos e de diagnóstico da hanseníase. 

 

A Hanseníase na antiguidade e na idade média era confundida com várias outras doenças de 

pele que acometiam aquelas populações como, por exemplo, elefantíase, queimaduras, 

escamações, escabiose, câncer de pele, lúpus, escarlatina, eczemas, sífilis, dentre outras (12). 

A preferência da bactéria M. leprae por temperaturas inferiores a 37ºC determina sua 

localização em áreas mais frias do corpo como pele, nervos periféricos, testículos e trato 

respiratório superior. O diagnóstico tardio da doença pode determinar um grau de 

incapacidade e deformidades elevado, devido à invasão neural pela bactéria (2). 

Geralmente, as manifestações clínicas observadas dependem de diversos fatores relacionados 

às características do hospedeiro, bem como da resposta imunológica desencadeada pela 

bactéria. As lesões apresentadas estão relacionadas à preferência pelas células da pele e pelas 

células de Schwann, causando processos inflamatórios agudos nestes locais, caracterizados 

por edema e destruição da bainha de mielina (7, 13). 

 Uma vez que o bacilo se instala nos nervos periféricos e na pele, desenvolve-se uma resposta 

inflamatória levando ao aparecimento de lesões que se caracterizam por manchas 

despigmentadas ou discrômicas, infiltrados celulares na pele, com ou sem edema e 

vasodilatação, além de nódulos e tubérculos de diferentes tamanhos. As lesões podem 

localizar-se em qualquer região do corpo, inclusive na mucosa nasal e cavidade oral, 

acompanhadas de perda de sensibilidade e perda de pelos, inclusive sobrancelhas e cílios (9). 

A lesão neural é atribuída à proliferação do bacilo ou à resposta imune do hospedeiro, onde a 

maior ou menor intensidade bacilar está relacionada à forma clínica da doença. Por 

conseguinte, uma polineuropatia simétrica desenvolve-se nos pacientes lepromatosos (ou 

virchowianos), caracterizada pela perda sensitiva à temperatura e dor. Pode ocorrer presença 

de infiltrados de histiócitos, com pouca quantidade de linfócitos e, também, muitos bacilos no 

citoplasma das células de Schwann - especialmente nas adjacentes aos axônios amielínicos - 

em macrófagos, células perineurais e endoteliais. Pacientes tuberculóides apresentam 

mononeuropatia, formação de granulomas com células epitelióides e células gigantes, células 

inflamatórias mononucleadas e, ocasionalmente, necrose caseosa. Os nervos estão parcial ou 

totalmente destruídos e substituídos por tecido fibroso (14, 15). 

No Brasil, a classificação mais utilizada é a de Madri, proposta em 1953, que considera os 

critérios clínicos (aspecto, número, extensão, definição de margens e simetria das lesões), 
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bacteriológico (presença ou ausência do bacilo), imunológicos (grau de resposta imune 

celular) e histológicos (presença desde granulomas bem definidos até infiltrado difuso linfo-

histiocitário) para dispor os indivíduos em quatro grupos: dois polos considerados estáveis e 

opostos (virchowiano e tuberculóide) e outros dois grupos instáveis (indeterminado e 

dimorfo) (16). 

As formas virchowiana e tuberculóide seguem um padrão de manifestações clínicas 

diferentes. Já nas formas dimorfa e indeterminada não são encontrados padrões 

fisiopatológicos semelhantes (13). A forma tuberculóide caracteriza-se pela pouca quantidade 

de bacilos, lesões anestésicas na pele e predomínio de resposta imune celular. A forma 

virchowiana caracteriza-se por apresentar lesões de forma disseminada, intensa multiplicação 

bacilar e predomínio da resposta humoral (17). 

O tratamento da Hanseníase é feito através de poliquimioterapia (PQT), com a utilização de 

drogas de primeira linha como dapsona, rifampicina e clofazimina, sendo o esquema mais 

indicado, inclusive pelas baixas taxas de recidivas apresentadas (18). 

Várias vacinas vêm sendo testadas como, por exemplo, o BCG (Bacille Calmette-Guérin) 

associado ao M. leprae morto pelo calor ou a outras micobactérias, tais como o 

Mycobacterium w. e o bacilo ICRC (Indian Câncer Research Council), sendo os efeitos ainda 

incipientes para uma conclusão. Recentemente, novos estudos neste sentido avançam 

apontando para o uso da BCG, na perspectiva da proteção a alguns tipos de Hanseníase (19-

24), podendo evoluir para ganhos significativos no combate a esta doença (18). 

Durante o curso natural da doença, ou mesmo após a finalização do tratamento, no espectro 

imunológico da Hanseníase, situam-se os estados reacionais classificados, de acordo com 

Ridley & Joplin (1966), como reação tipo 1 ou Reação Reversa (RR), e reação tipo 2, ou 

Eritema Nodoso Hansênico (ENH) (25). 

A reação tipo 1 (RR) ocorre frequentemente em pacientes paucibacilares, sendo caracterizada 

por uma resposta imune abrupta, mediada por célula, com formação de edema, aumento da 

população de linfócitos CD4+, da quantidade de receptores de IL-2 (Interleucina-2) e da 

expressão de RNAm (ácido ribonucléico mensageiro) de IL-1 (Interleucina-1), TNF- 

(Tumor Necrosis Factor), IL-2 e IFN- (Interferon-) (26). Já a reação tipo 2 (ENH) é 

caracterizada por uma reação inflamatória sistêmica e uma imunopatologia complexa, não 

totalmente esclarecida (27, 28). 

O tratamento para os estados reacionais representa uma seção à parte na terapêutica da 

Hanseníase, cuja duração e escolha da droga dependem de fatores como presença e severidade 

de neurites, além da condição clínica do paciente. A utilização de terapia com corticóides 
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sistêmicos, como a prednisona e a talidomida, e antinflamatórios não-esteróides varia de 

acordo com a presença ou não das neurites, respectivamente (17, 29). 

O diagnóstico da Hanseníase é essencialmente clínico, onde são observados sinais e sintomas 

característicos da doença provocados pela localização do bacilo na pele, vias aéreas 

superiores, olhos, testículos e principalmente nos nervos periféricos (17). Além disso, a 

baciloscopia de raspados dérmicos em sítios específicos, como lóbulos auriculares e 

cotovelos, ou diretamente das lesões na pele é utilizada para determinar o esquema 

terapêutico (9).  

Embora a baciloscopia seja um método muito utilizado, tem maior importância como 

mecanismo de diagnóstico auxiliar. Assim, outras ferramentas laboratoriais como exames 

histopatológicos, imunológicos, bioquímicos e, também, de cunho genético vêm sendo 

desenvolvidos e testados na identificação, no diagnóstico e no monitoramento da Hanseníase 

como, por exemplo, dosagem de quimiocinas, citocinas, anticorpos e reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (21, 28, 30-36). 

 

1.3 Hanseníase e estudos moleculares  

 

A detecção precoce da infecção pelo M. leprae é de grande importância para o monitoramento 

epidemiológico efetivo da Hanseníase na sociedade, sendo fundamental o desenvolvimento de 

métodos diagnósticos específicos e sensíveis que a diferenciem da infecção por outras 

micobactérias (24). 

Com o sequenciamento do genoma de M. leprae, ficou evidenciado que este bacilo não 

apresentou notável evolução no decorrer dos tempos, mas sim uma diminuição genômica 

tornando-o mais adaptado às condições intracelulares. Grande parte de seu genoma é 

composto por pseudogenes (37). Neste sentido, acredita-se que o seu desenvolvimento está 

intimamente ligado a fatores relacionados à predisposição genética do hospedeiro, tanto no 

desenvolvimento da Hanseníase per se, como das formas clínicas (1, 37). 

A interação entre M. leprae e as células do hospedeiro, com destaque para macrófagos e 

células de Schwann, representa o evento fundamental para o desenvolvimento da infecção. 

Importantes antígenos micobacterianos estão envolvidos no processo de ativação da resposta 

imune como, por exemplo, o antígeno específico glicolipídeo fenólico 1 (PGL-1), que tem 

importante função na ativação do complemento e no processo de fagocitose do M. leprae 

pelos macrófagos (5, 17).  
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O espectro de manifestações clínicas é caracterizado, em parte, pela resposta imunológica 

mediada pelas células secretoras de citocinas. Assim, pacientes com a forma tuberculóide 

apresentam resposta positiva para antígenos do M. leprae, enquanto pacientes com a forma 

lepromatosa apresentam resposta negativa, reação de Mitsuda. Isso ocorre, provavelmente, 

devido a maior atividade de células T helper 1 (Th1) em pacientes com a forma tuberculóide, 

e a maior atividade de células T helper 2 (Th2) naqueles que apresentam a forma lepromatosa 

(27). 

Dentre os mecanismos efetores da resposta imune, a atividade das citocinas e quimiocinas 

representam um dos mais importantes, devido a sua capacidade de ativação, recrutamento e, 

também, inibição das células envolvidas com a resposta imunológica, bem como de moléculas 

de suas próprias classes (38, 39). São pequenas moléculas polipeptídicas, com atividade 

pleiotrópica, secretadas constitutivamente por diferentes tipos celulares, como macrófagos, 

mastócitos, neutrófilos, eosinófilos, células B e, principalmente, células T. Além destas, 

células de nervos periféricos podem sintetizar citocinas durante processos patológicos, através 

das células de Schwann, recrutando macrófagos (39). 

Dentre as citocinas já identificadas e envolvidas na resposta imune, as principais são as 

interleucinas (IL) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 13, Interferons (INF) α, β e γ, Fatores de 

Necrose Tumoral (TNF) α e β (39). Já entre as quimiocinas, foram identificadas várias 

moléculas que foram divididas em 4 subfamílias, conforme a localização e disposição dos 

resíduos de cisteína (C) e de outros aminoácidos em suas estruturas moleculares: CXC, CC, C 

e CX3C, onde X representa os resíduos de aminoácidos (40). 

Estudos têm demonstrado a atividade de diversas citocinas e quimiocinas no desenvolvimento 

do espectro imunológico da hanseníase. Os níveis séricos de citocinas e quimiocinas em 

pacientes hansenianos estam relacionada ao tipo e intensidade de resposta imune, bem como à 

predominância da resposta celular das células T CD4
+
 e TCD8

+
, das células Th1 e Th2 (38, 

41). Citocinas como IL2, IL4, IL6, IL10, L12, IL18, INFγ e TNF apresentam altos níveis 

séricos em paciente hansenianos, bem como nas diferentes formas clínicas da doença (38, 41, 

42).  

Do mesmo modo as citocinas participam dos mecanismos de comunicação entre as células 

envolvidas na resposta imune, as quimiocinas também apresentam um papel chave de 

ativação e regulação deste processo. Além de estarem envolvidas na migração celular, 

também pode ser observada sua participação como neurotransmissores (43). 
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O aumento da expressão de quimiocinas, bem como de seus receptores, relacionada a doenças 

infecciosas tem sido observado em vários estudos, demonstrando a participação destes 

marcadores nos mecanismos de suscetibilidade e resistência às infecções microbianas (44-46). 

A influência de componentes genéticos no desenvolvimento da hanseníase vem sendo 

sugerida desde a idade média, quando se acreditava que era uma doença hereditária. 

Entretanto, somente no século IXX, através de estudos de comparação da hanseníase entre 

gêmeos, pode ser indicada a influência de componentes genéticos no desenvolvimento da 

doença (1). 

Alguns estudos indicaram a existência de diversos genes do hospedeiro (genes candidatos) e 

regiões cromossômicas candidatas ligadas a moléculas efetoras no sistema imune, que 

codificam a expressão de diversas proteínas relacionadas com a susceptibilidade genética e 

gravidade da Hanseníase (1, 24, 47). Dentre eles, os genes do complexo de 

histocompatibilidade principal (MHC) (HLA-DRB1) (47, 48), Interleucina-10 (IL-10) (31), 

parquina (PARK2)/co-regulador da parquina (PACRG) (49), receptor da vitamina D (VDR) 

(50), NRAMP1 ou SCL11A1 (Natural Resistance Associated Macrophage Protein 1) (51), e as 

regiões 2p14 (52), 10p13, 20p12, 6q25 e, 17q11 (47). 

Os genes do MHC estão localizados no braço curto do cromossomo 6 humano, na região 

conhecida como 6p21 e, de acordo com seu sequenciamento, é composto por 224 loci. 

Possuem como principal função o reconhecimento e a apresentação de antígenos às células T, 

sendo os principais responsáveis pela resposta imunológica às infecções. Seus loci são 

classificados em regiões altamente complexas e polimórficas, assim chamadas: HLA de classe 

I, HLA de classe II e HLA de classe III. Alguns estudos vêm tentando demonstrar a 

susceptibilidade de indivíduos com alelos HLA-DR2 e HLA-DR3 específicos, em desenvolver 

com maior frequência a Hanseníase tuberculóide, e naqueles com alelos HLA-DQ1 

específicos em desenvolver a Hanseníase lepromatosa. As moléculas de HLA apresentam 

diferentes peptídeos de diferentes proteínas para células T, podendo, assim, induzir diferentes 

respostas de células T (1, 13, 47, 48). 

No entanto, estes efeitos do MHC parecem insuficientes para explicar completamente os 

mecanismos genéticos do hospedeiro envolvidos na susceptibilidade. Recentemente, novas 

evidências sugerem o envolvimento de outros genes não relacionados ao MHC, tais como o 

NRAMP1 (gene da proteína 1 do macrófago associado à resistência natural) localizado no 

cromossomo 2q35 e o gene do receptor de vitamina D (VDR) no cromossomo 12. O NRAMP1 

vem sendo apontado como principal gene envolvido com a resistência a parasitas 

intracelulares, por possuir atividade diretamente ligada ao processamento de antígeno pelas 
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células fagocitárias, contudo, ainda não foi encontrada associação significativa entre este gene 

e a suscetibilidade à Hanseníase (50). 

 

1.4 Fator de necrose tumoral alfa – TNFα 

 

O Fator de Necrose Tumoral-Alfa (TNF-α, TNF-alfa ou TNF-a) é sintetizada inicialmente 

como uma glicoproteína de membrana que, após clivagem, dá origem a uma proteína solúvel 

composta por 157 amoniácidos, formando um homotrímero composto por três subunidades de 

17 kDa (53, 54). É uma citocina pró-inflamatória e pró-apoptótica, envolvida na inflamação, 

imunidade e organização celular, que tem como função regular a atividade de neutrófilos, 

eosinófilos, linfócitos T e B e modular as propriedades do endotélio vascular, atuando em 

conjunto com outras citocinas como interleucina-1 (IL1) e interferon-γ (INFγ) (55), 

apresentando níveis elevados em determinadas condições patológicas como artrite reumatóide 

e sepses. A regulação dos níveis de TNF pode ocorrer em diferentes etapas da sua síntese 

como, por exemplo, na transcrição gênica, na estabilização do RNAm, na clivagem da forma 

transmembana para forma solúvel e, também, na expressão de seus receptores (56). 

Na década de 1980, foi identificada como uma caquetina e como um fator de diferenciação de 

linfócitos T (57). O gene que codifica a proteína TNF-α foi clonado em 1984, está localizado 

no cromossomo 6p21.3, ao redor de um centrômero de 200Kbp, região onde também está 

localizado MHC (55, 58). A localização do gene TNF-α sugere uma grande correlação entre 

os seus alelos com a etiologia de doença inflamatórias e autoimunes, bem como de doenças 

infecciosas (59). 

A atividade do TNF é essencial para a regulação da resposta imunológica e defesa do 

hospedeiro. É uma potente citocina com ação pleitrópica, ligando-se a dois tipos receptores, 

p55TNFR (TNFR1, CD120a) e p75TNFR (TNFR2, CD120b), localizados nas superfície 

celular (60, 61).  

O TNF é produzido principalmente por macrófagos, porém outros tipos celulares também o 

sinterizam como mastócitos, células endoteliais, fibroblastos e células do tecido nervoso. 

Moléculas como lipopolissacarídeos e outros produtos bacterianos estimulam uma maior 

produção de TNF. Sua notável atividade pró-inflamatória é capaz de estimular a produção de 

outras citocinas, bem como induzir apoptose. Em situações patológicas, pode apresentar 

função dupla, participando tanto da regenaração quanto da destruição de tecidos (61). 

A existência de polimorfismos de nucleotídeo único (Single Nucleotide Polymorphisms – 

SNPs) ao longo do locus TNF-α tem sido identificada, sugerindo uma importante relação com 
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a produção da proteína TNF-α e, consequentemente, na mediação da resposta imunológica. 

Entre os SNPs existentes, vários estudos de associação têm sido realizados com várias 

posições, com destaque para as seguintes: -238G/A e +489G/A (62), -1031T/C (63, 64), -

863C/A, -857C/T, -308G/A (65), -244G/A (66), 376G/A (67). Em estudos de suscetibilidade 

de doenças, os SPNs localizados nas posições -238G/A e -308G/A demonstram maior 

importância, principalmente pela substituição de guanina (G) por adenina (A), mostrando 

associação com o aumento do nível de transcrição da proteína TNF-α (31, 67). 

 

1.5 Fator derivado de células estromais – CXCL12/SDF-1 

 

As quimiocinas, também chamadas de citocinas quimiotáticas, tem a função de estimular e 

regular o movimento e a migração de leucócitos do sangue para os órgãos e tecidos (40, 68). 

Essas pequenas moléculas compõem uma grande família de polipeptídeos caracterizada 

bioquimicamente pela presença de 4 resíduos de cisteína, formando pontes dissulfeto 

imprescindíveis para as atividades destas moléculas. São divididas em subfamílias de acordo 

com o número e a localização dos resíduos de cisteína na porção amino-terminal de suas 

moléculas em: CXC (ou α), CC (ou β), C (γ) e CX3C (ou δ). Atualmente, são conhecidas 

aproximadamente 50 quimiocinas e 20 receptores que se acoplam a elas (68, 69). 

As duas principais subfamílias são CXC e CC, onde o X representa um resíduo de aminoácido 

separando os resíduos de cisteína. Estas duas subfamílias são produzidas por leucócitos e, 

também, por células teciduais como as endoteliais, epiteliais e fibroblastos (69). 

Alguns estudos têm demonstrado que a ativação e regulação de quimiocinas produzidas pelas 

células epiteliais, mastócitos, monócitos e neutrófilos, como, por exemplo, as quimiocinas 

CC, (CCL2, CCL3 e CCL4) e CXC (CXCL8, CXCL9, CXCL10 e CXCL10), favorecem as 

interações celulares nos tecidos lesados (71, 72).  

Na subfamília CXC, existem aproximadamente 17 subtipos de quimiocinas, dentre eles, o 

subtipo CXCL12 ou Fator derivado de células estromais (SDF-1 – stromal cell-derived 

factor-1) que foi inicialmente isolado a partir de células estromais da medula óssea e 

identificado como um importante fator pré-estimulatório de linfócitos B. O gene que codifica 

a expressão de CXCL12 está localizado no cromossomo 10 (10q11.1) sendo expresso 

constitutivamente por células da medula óssea e de outros tecidos (69). 

O sequenciamento do gene CXCL12, revelou um polimorfismo no segmento evolucionário 

conservado da região 3’ não traduzida (3’UTR), na posição -G801A, designado SDF1-3’A ou 



20 

 

CXCL12 rs1801157-alelo A. Este alelo pode ter funções regulatórias importantes, resultantes 

do aumento na concentração de CXCL12 (73). 

A associação entre o polimorfismo (-G801A) CXCL12 e doenças infecciosas tem sido 

amplamente investigadas e apresentando correlações de suscetibilidade e resistência a agentes 

infecciosos como HIV (74-76). 

Estudos relacionados à expressão de CXCL12 com doenças infecciosas são escassos, embora 

em pacientes hansenianos, foi observado o aumento de níveis séricos de CXCL8 e CCL2 em 

pacientes virchowianos e o aumento da expressão de quimiocinas CCL2 e CCL5 em lesões de 

pele de pacientes com hanseníase. Neste sentido, os achados sugerem a participação desses 

fatores nos complexos mecanismos imunopatológicos da hanseníase, bem como na 

suscetibilidade dos indivíduos a Mycobacterium leprae (45, 72). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Avaliar a existência de padrões genotípicos para os genes TNF-α (-308G/A) e 

CXCL12 (-801G/A) em indivíduos hansenianos e seus contatos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a associação dos polimorfismos TNF-α -308G/A e CXCL12 -801G/A e a 

suscetibilidade à hanseníase. 

 

 Avaliar associação dos polimorfismos TNF-α -308G/A e CXCL12 -801G/A e os 

características clínicas de indivíduos hansenianos. 
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ABSTRACT 

 

Background Leprosy is a neglected infectious human disease caused by Mycobacterium 

leprae. The disease occurs in a small proportion of intrinsically susceptible and exposed 

individuals that do not self-heal or do not receive adequate multi-drug treatment. Single 

nucleotide polymorphisms in cytokines and other genes associated to immune response 

against infectious pathogens is likely to play a crucial role for susceptibility of individuals and 

the clinical outcome of infectious disease.  

 

Aims We investigated the distribution of the (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 single 

nucleotide polymorphisms (SNP) in samples of healthy controls, household contacts, and 

Leprosy subjects. Additionally, we investigated the association of these polymorphisms with 

clinical factors-related to Leprosy.  

 

Material and Methods Samples of healthy controls (n= 52), household contacts (n= 42), and 

Leprosy subjects (n= 47) were evaluated. Socio-demographical and clinical data were 

gathered. The (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 SNP were analysed by using 

polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Data 

analyses were performed by using univariate and multivariate statistical tests. Significance 

was set at p < 0.05.  

 

Results Our findings showed any significant association between the distribution of 

genotypes, carriers of A alleles, and alleles of both (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 

and the controls, contacts, and Leprosy groups (p<0.05). However, it was noted a tendency 

between the presence of G allele for (G308A) TNF-α and the positivity of bacterial load (OR= 

0.46; p = 0.083).  

 

Conclusion Our data suggest that the (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 SNP seem not 

to contribute to the susceptibility of Leprosy. The presence of G allele for (G308A) TNF-α 

seems to contribute the clinical behaviour of Leprosy, whereas SNP (G801A) CXCL12 does 

interfere neither to susceptibility nor to clinical presentation of Leprosy.  

Key-words: Leprosy, gene promoter polymorphism, cytokine, chemokines, TNF-α, 

chemotaxis,  CXCL12,  susceptibility, clinical outcomes. 



25 

 

Introduction 

 

Leprosy is a neglected infectious human disease caused by the obligate intracellular 

parasite Mycobacterium leprae that still continues to account a great challenge to public 

health in many resource-poor regions and countries around the world which the disease 

remains endemic [1-4]. When progression of Leprosy is not interrupted by using a multi-drug 

therapeutical [5, 6] it can promote aesthetical and physical permanent impairments [7-11] that 

have been associated to high psychological morbidity and social stigma [12-14]. 

The Leprosy occurs in a small proportion of intrinsically susceptible and exposed 

individuals (<1%-3%) that do not self-heal or do not receive adequate multi-drug treatment 

[15-17]. Leprosy exhibits a complex spectrum of immunopathological phenotypes and 

clinical presentations that ranges from localized (associated with a stronger cell-mediated 

immune response) to systemic (associated with a predominantly humoral immune response) 

chronic infectious disease. The lesions of Leprosy typically exhibit a chronic granulomatous 

inflammatory reaction stimulated by the release of a series of inflammatory chemical 

mediators released from the interaction between the mycobacterium and infiltrating immune 

cells (notably, T cells, plasma cells, and monocytes/macrophages), activated resident cells 

(most importantly, Schwann cells of peripheral nerves), and components of extracellular 

matrix in the stroma of skin (face, hands, and feet) and mucosa (nasal tract) typically [4, 18-

22].  

The human tumour necrosis factor-alpha (TNF-α) gene is located in the chromosome 

6q23-12, in close linkage with the class III region of the major histocompatibility complex 

(HLA-DR) [23, 24]. TNF-α has multiple well-recognised biological activities in many 

physiological processes such as cell differentiation, proliferation, apoptosis, energy 

metabolism, and in the context of the immune status in infectious diseases, the modulation of 

both innate and adaptative immune responses [25]. The TNF-α exhibits an important 

functional single nucleotide polymorphism (G/A) located at position -308 in its gene promoter 

region. Single nucleotide polymorphisms (SNP) of TNF-α are found in regions that regulate 

transcription or post-transcriptional events and seem to be functionally significant [26, 27]. 

Analysis of (G308A) TNF-α polymorphism have shown that polymorphic variants of this 

cytokine might influence the susceptibility and prognosis factor in some types of human 

infectious diseases. 

The gene CXCL12, also known as stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) which located 

on chromosome 10q11.1, express a protein that belongs to the CXC subfamily of chemokines 
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and is produced by bone marrow stromal cells. This chemokine is responsible for attraction 

and development of B and T cells precursors and monocytes in effectors immune responses 

which they have important roles in localize various immune cell types to specific tissues 

microenvironments. CXCL12 and its receptor, CXCR4, are also involved in organogenesis, 

lymphopoiesis, and myelopoiesis [28-33]. The SNP of CXCL12 at position 801 relative to the 

start codon in the 3-untranslated region involving a G to A transition in CXCL12, whose A 

allele is regarded as a target of cis-acting factors, has been shown to have the ability of up-

regulating the expression of the CXCL12 [34, 35].  

Currently, it has been reported that Leprosy control has improved significantly, with 

considerable reduction of the disease burden worldwide. However, the decrease of new cases 

of this infectious disease has faced important challenges due to the complexity of its 

pathogenesis that involves both environmental factors and a genetic-epigenetic 

background that modulate the resistance or susceptibility of Leprosy [36, 37]. It has been 

reported that common molecular variants in immune response genes and other genes 

associated with immune response play pivotal roles in explaining the participation of inter-

individual genetic variants to susceptibility and clinical outcomes in Leprosy [38-45]. In this 

study, we investigated the association between (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 genes 

promoter polymorphisms in healthy control, household contacts, and Leprosy subjects. In 

addition, we also analysed the participation of these allelic and genotype polymorphisms on 

the clinical outcomes of the individuals with Leprosy.  
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Material and Methods 

 

Ethical approval for this study was obtained from the relevant local ethics committees 

(Unimontes/CEP-2185/2010). All subjects gave written informed consent to participate in this 

study. 

 

Subjects 

In this case-control study, we conducted an investigation in a hyperendemic 

population for Leprosy (coefficient of prevalence is greater than or equal to 4.0) or very high 

(coefficient of prevalence from 2.0 to 3.99) from municipalities of the Almenara, Minas 

Gerais, Brazil, whose coefficient of prevalence of Leprosy is considered very high. Samples 

of Leprosy (n= 47; case group; male:female ratio: 5/3; mean age ± SD: 55.51 ± 19.218), 

household contacts (n= 42; contact group; male:female ratio: 10:7 mean age ± SD: 41.1 ± 

16.668), and healthy controls (n= 52; control group; male:female ratio: 5:18 mean age ± SD: 

48.45 ± 19.705) subjects. Newly-diagnosed leprosy patients was based on clinical 

examination made by the health professionals of the Brazilian public unified healthcare 

system (SUS) when an individual exhibited the following clinical and with standard 

bacilloscopic examination of the affected skin lesions: skin lesions typical for leprosy and/or 

thickened peripheral nerves; and/or acid fast bacilli on slit skin smears. After confirmation of 

diagnosis, patients were given health information about Leprosy. A trained health professional 

visited the household contacts (household contact group) to confirm a Leprosy diagnosis. 

Informed consent was obtained in all cases and every effort was made to include all members 

of a Leprosy patient family. All contacts studied were carefully examined clinically for signs 

and symptoms of Leprosy and to verify the existence of a BCG (Bacille Calmette-Guérin) 

scar since the Brazilian Ministry of Health recommends that all Leprosy contacts receive the 

BCG vaccine [46]. The following contacts were excluded: those who refused to provide 

informed consent, pregnant women, any person currently receiving treatment for Tuberculosis 

or Leprosy,   children <5 years old, any person residing temporarily in the dwelling of 

Leprosy patient. Clinically healthy control individuals matched for gender and age were 

chosen from the source population where the Leprosy individuals came from and who had 

lived in the same dwelling during the five-year period prior to the household case diagnosis. 

Control individuals that present signs or symptoms that were suggestive of Leprosy were 

assessed through bacteriological and clinical examinations and, in case of confirmation of the 

infectious disease, these individuals were assigned to the case group. 
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Clinical and laboratorial factors related to Leprosy sample 

 The presence and quantity of acid-fast bacilli in skin smears or biopsies and the 

number of skin lesions seem to represent the Leprosy activity. Paucibacilary (PB) patients 

present during diagnosis up to five hypopigmented, hypoanaesthetic or erythematous skin 

lesions, and/or absence of peripheral nerves compromised, and absence of the M. leprae in 

slit-skin smears (low bacterial load). Multibacillary (MB) patients have five or more skin 

lesions, and/or presence of peripheral nerves compromised, and presence of the M. leprae in 

slit-skin smears (high bacterial load) [47]. The chemotherapeutical treatment prescribed 

according to WHO recommendations [48, 49]. The term disability is defined as “any 

restriction or lack (resulting from an impairment) of ability to perform an activity in the 

manner or within the range considered normal for a human being” [50]. At the time of 

Leprosy diagnosis, each subject had eye, hand, and feet is given its own grade, and the highest 

grade becomes the overall disability grade found in each individual. In this clinical grade 

system, the grade 0 (eyes: no evidence of visual loss and hand/feet: no anesthesia, no visible 

deformity or damage), grade 1 (eyes: problem but vision not severely affected and anesthesia 

present, but no visible deformity or damage and hand/feet: anesthesia present, but no visible 

deformity or damage), and grade 2 (eyes: severe visual impairment and hand/feet: visible 

deformity or damage present).  

 

Genotyping for (G308A) TNF-α and (G801) CXCL12 SNP 

A collection of lining epithelial cells from tongue of all control, contacts and Leprosy 

subjects was obtained by using a sterilized wet cotton swab. Immediately after mucosa 

swabbed, the cotton swab with epithelial cells was frozen in buffered saline containing 0.05% 

Tween80. An aliquot was subsequently centrifuged at 10,000X g in order to extract the DNA 

samples. The DNA obtained for genotyping exhibited high quality by measure 

spectrophotometer in separate samples and the genotype analysis for both (G308A) TNF-α 

and (G801) CXCL12 SNP in the cases and controls samples were blinded in respect to their 

status [51]. The allelic and genotypic polymorphisms of the (G308A) TNF-α (rs1800629) and 

(G801A) CXCL12 (rs1801157) were evaluated according to previously described methods 

[52, 53]. Briefly, polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-

RFLP) used for TNF-α: forward primer (5′-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3′) and a reverse 

primer (5′-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3′) and for CXCL12: forward primer (5´-

CTGGGCAAAGCTAGTGAAG-3′) and reverse primer (5´-AGAACGTGGAG 
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GATGTGGAG-3′), respectively. The PCR mixture consisted of about 0.2 µg of genomic 

DNA, 0.2 mM dNTPs, 0.3 µM of each primer, 1.5 mM MgCl2, 1×·Taq polymerase buffer, 

and 0.5 U of Taq DNA polymerase (PhoneutraBiotecnologia
®
, BH, Brazil); the final volume 

was 50 µL. The PCR-RFLP products were separated from the unincorporated primers and 

dNTPs by using a commercial kit (PCRclean) and were then subjected to NcoI enzyme 

digestion (37ºC/12 h - New England Biolabs) for TNF-α and MspI (37ºC/12 h - New England 

Biolabs) for CXCL12. The amplification conditions were as follows: 95
o
C for 5 min; 35 

cycles at 95
o
C for 30 s, 58

o
C for 30 s, and 72

o
C for 45 s, and the final extension step at 72

o
C 

for 10 min. After the complete digestion, the resulting DNA fragments were separated by 

using 6.5% polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) on a 1% agarose gel, stained with 

silver, and photographed. For TNF-α, the allele G was cleaved by the enzyme into 2 

fragments, one of 87 bp and another of 20 bp (GG - wild). The haplotype GA (heterozygote) 

is composed of 3 fragments: 107 bp, 87 bp, and 20 bp. The A allele was not cleaved by the 

enzyme and therefore, generated 1 fragment of 107 bp (AA - variant). For CXCL12, the allele 

G was cleaved by the enzyme into 2 fragments, one of 92 bp and another of 117 bp (GG - 

wild). The haplotype GA (heterozygote) is composed of 3 fragments: 209 bp, 117 bp, and 92 

bp. The A allele was not cleaved by the enzyme and therefore, generated 1 fragment of 209 bp 

(AA - variant) (Figure 1). 

 

Statistical analysis 

The Hardy-Weinberg equilibrium was assessed by using a goodness-of-fit chi-square 

(
2
)-test for the biallelic biomarker in order to compare the alleles, minor allele carriers, and 

genotype frequencies of (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 between case, contacts, and 

healthy controls groups. All groups were compared using unconditional logistic regression 

models controlling for gender and age. In the Leprosy sample, the following 

sociodemographical and clinical covariates (independent variables) were categorized as 

follow: gender (female vs. male), skin color (white vs. non-white), WHO clinical 

classification (paucibacillary vs. multibacillary), WHO disabilities classifications (0, absence 

of any type of disability vs. 1-2, presence of any type of disability), bacterial load (presence 

vs. absence), and cutaneous lesions (<5 vs. > 5 cutaneous lesions). The odds ratio (OR) values 

with the corresponding 95% confidence interval (CI95%) were obtained by unconditional 

logistic regression analysis and adjusted for sex as a continuous variable. Statistical 

significance was set at p<0.05. All statistical analyses were performed by using the SPSS 18.0 

package (SPSS Inc., Chicago, USA).  
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Results 

 

Hardy-Weinberg equilibrium.  

The genotypes frequencies of the (G308A) TNF-α polymorphisms in total samples (n= 

141), Leprosy patients (n= 47), household contacts (n= 42), and healthy controls (n= 52) were 

consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium distribution (χ
2
= 0.468, p= 0.493; χ

2
= 0.129, 

p= 0.719; χ
2
= 0.009, p= 0.924; χ

2
= 0.307, p= 0.579, respectively). For (G801A) CXCL12 

polymorphisms in total samples, Leprosy patients, household contacts, and healthy controls 

were consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium distribution (χ
2
= 0.868, p= 0.351; χ

2
= 

0.03, p=0.861; χ
2
= 0.517, p= 0.471; χ

2
= 0.822, p= 0.364, respectively). In this way, both 

SNPs not showed no significant deviation from the expected Hardy-Weinberg equilibrium in 

either the case or controls groups. 

 

(G308A) TNF-αlpha and (G801A) CXCL12 allelic and genotypes SNP in Leprosy, household 

contacts, and healthy controls  

Our findings showed any significant association between the distribution of genotypes, 

carriers of A alleles, and alleles of both (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 and the 

healthy controls, household contacts, and Leprosy groups (p>0.05) (Table 1). The frequency 

of the A allele in both genes (G308A) TNFa and (G801A) CXCL12 did not differ between the 

leprosy patients, household contacts and healthy controls groups (OR= 1.548, 95% CI= 0.837-

2.866, p= 0.164 and OR= 1.067, 95% CI= 0.610-1.868, p= 0.820). Even when contacts and 

healthy individuals were jointed as control group, it was not detected any statistical difference 

in the genotypes of both (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 polymorphisms between 

cases and controls (p>0.05) (Table 2).  

 

Association between (G308A) TNF-αlpha and (G801A) CXCL12 allelic and genotypes SNP 

and sociodemographical ad clinicopathological factors of Leprosy patients  

Our results of univariate comparisons showed any significant association between the clinical 

variables-related Leprosy and allelic and genotypic (G308A) TNF-αlpha and (G801A) 

CXCL12 allelic and genotypes polymorphisms (Figure 2). However, it was noted a tendency 

between the presence of G allele for (G308A) TNF-α and the positivity of bacterial load (OR= 

0.460, p= 0.083) (Table 3). As for (G801A) CXCL12, no significant tendency of association 

was observed (Table 4). 
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Discussion 

 

The pathogenesis of Leprosy involves the participation of a series of environmental 

factors frequently related to poor socioeconomic, cultural conditions, a non-efficient 

assistance for health public care, the exposition of M. leprae, and background of genetic-

epigenetic inheritances in individuals susceptible. Among genetic factors, some low-

penetrance SNPs have been appointed as the pivotal modulators of susceptibility and the 

clinical outcomes of Leprosy [38-45].  

Overall, the role of biological mechanism of the (G308A) TNF-α allelic and genotype 

variants remains uncertain [54, 55]. Notably, some studies reported the presence of 

associations between (G308A) TNF-α promoter region SNP and M. leprae susceptibility in 

different populations [56-63]. Nevertheless, results of these studies are quite controversial 

[15, 54]. In this way, the (G308A) TNF-α A allele variant exhibits a broad range of immune 

actions evidencing both protective [56, 57, 59, 61-63], non-protective [58, 61], and indifferent 

[64] roles into concerns the acquisition of Leprosy. In concerns to protective functions of the 

(G308A) TNF-α SNP, it has been noted a protective effect of A allele variant for Leprosy 

susceptibility in the Brazilian population notably [61]. In this current study, however, it was 

found any significant association between the distribution of variants alleles, minor allele 

carriers, and genotypes of (G308A) TNF-α and susceptibility to Leprosy per se. These 

discrepancies seem be due to differences in ethnicity of populations, the natural history of the 

infectious disease according to geographic area and its socioeconomical and cultural contexts, 

and limitation related to scarce use of extended haplotypes in Leprosy studies in order to 

better understand linkage disequilibrium, the non-random association of alleles at adjacent 

genetic loci, with extent of haplotypes of TNF-α across the major hitocompatibility complex 

(MHC) locus [54, 62, 64]. It must also be considered that the resistance or susceptibility to 

Leprosy depends on the molecular integrity and function of genetic-epigenetic mechanisms 

that could control the transcription activity of TNF-α and/or the activity or inactivation of its 

mRNA and protein. Further large cohort studies are needed to better understand the 

participation of these molecular mechanisms as well as its disturbances for susceptibility of 

Leprosy. 

Association analysis of genetic studies have consistently indicated that TNF-α  SNPs 

can influence Leprosy phenotypes, and therefore, its diverse and complex clinical 

manifestations [57-59]. ]. According to our findings, it was noted a tendency between the 

presence of G allele for (G308A) TNF-α and the presence of the mycobacterium in the smear 
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skin lesions (OR= 0.460, p= 0.083). Frequently, the (G308A) TNF-α A allele variant 

(recessive) has been associated with phenotypic manifestation of Leprosy. In these studies, 

the A allele variant has been associated with both the more aggressive [61] and the less 

aggressive [56, 57, 65] clinical manifestations of Leprosy. In parallel, a few functional in 

vitro, in vivo, and ex vivo studies also showed that individuals carrying the -308A allele and 

minor carriers produces higher TNF-α local and systemic levels [26, 27, 66, 67]. How TNF-α 

actively participates of tissue degradation molecular mechanisms-related to acute 

inflammatory lesions of Leprosy, which are responsible for many of the sequelae that 

characterize the infectious disease  clinically [55], we hypothesize that individuals carrying 

the G allele variant of the 308 TNF-α, a low producer of TNF-α theoretically, are more 

susceptible to M. leprae due to a lower macrophage activation with disruption of granulomas 

and lower restriction of the mycobacteriun growth promoted by TNF-α. These disturbances 

might result in higher mycobacterium load diagnosed in the smear skin lesions of the Leprosy 

patients. Therefore, our findings suggest that carriers of G allelic variant seem to present a 

weaken immune response to M. leprae due to a lower TNF-α expression. 

Our findings did not show any significant difference between the distribution of 

alleles, minor allele carriers, and genotypes (G801A) CXCL12 variants in healthy controls, 

contacts, and Leprosy samples. It has been reported that (G801A) CXCL12 SNP predisposed 

the individuals to a higher risk for HIV-1 infection [53, 68-70]. However, there are 

inconsistent findings for this SNP among various populations attributed to different haplotype 

structures, including or excluding functional variants, for specific ethnic groups [68, 71]. In 

the other hand, a few studies have showed the participation of (G801A) CXCL12 SNP in 

modulate the susceptibility to the human immunodeficiency virus type 1 infection (HIV-1) 

and clinical progression of the acquired immune deficiency syndrom (AIDS) [68, 72-76]. The 

(G801A) CXCL12 G/G homozygote variant seem to contribute for the occurrence of nephritis 

and skin tissue damages developed in systemic lupus eritematous patients might be due to its 

effects upon the production of auto-antibodies and higher expression of CXCL12 protein [77]. 

In Leprosy, the cutaneous lesions typically exhibit a chronic granulomatous inflammatory 

reaction stimulated by the release of a series of inflammatory chemical mediators released 

from the molecular interaction between the mycobacterium and resident and infiltrating 

immune cells [4, 21]. The chemotaxis of mononuclear phagocytes is tightly regulated by the 

interplay between stromal and endothelial cells and leukocytes, a process in which the 

CXCL12 chemokine play a pivotal role in localize macrophages and other immune cells to 

specific tissues microenvironments during infection [28, 30-33, 78-80]. An effective innate 
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immunity against M. Leprae, therefore, requires an adequate migration of monocytes and 

activation of macrophage [81-83]. Hypothetically, Leprosy individuals carrying the AA 

genotype variant of the (G801A) CXCL12, considered the low protein expresser, will be more 

susceptible to exhibit the more aggressive tissue injuries during M. leprae infection due to 

disturbances on molecular chemotactic signaling pathways responsible for attraction of 

mononuclear phagocytes and other immune cells to the affected skin. However, in this current 

study, our findings suggest that the different allelic and genotype (G801A) CXCL12 variants 

seem no to contribute neither to susceptibility M. leprae nor to clinical manifestations of 

Leprosy individuals. However, this finding need of confirmation in future large molecular 

studies. 

In this current study, we must consider some important limitations. Firstly, our study 

focused only on the phenotype for Leprosy per se, because of the smaller number of cases in 

each investigated group and clinical form decreases the power of the analysis to detect a 

clinically or biologically significant differences between the distribution of allelic and 

genotype of (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 SNPs in cases and controls groups. In the 

other hand, all controls (healthy individuals and households contacts) were chosen from the 

source population where the Leprosy cases came from and all Leprosy subjects diagnosed by 

using bacilloscopic exams. The participation of household contacts suggest the occurrence of 

exposure experience to pathogen in both cases and control groups and, therefore, it carries 

much less chance of bias and loss of power than the completely random approach for the 

samples [38]. In the public health point of view, contacts living under high exposure of 

Leprosy subjects who are at high risk of disease (multibacillary form, with high bacilloscopic 

load) is of utmost importance for any Leprosy control [46, 84-86]. The appropriate health 

education, public health care surveillance, and chemoprophylaxis of contacts closest to 

Leprosy patients might be strongly encouraged [5, 46, 85, 86].  

In conclusion, our data suggest that the participation of (G208A) TNF-α and (G801A) 

CXCL12 polymorphism suggests that both SNPs do not play a direct role in the susceptibility 

of Leprosy per se. Although neither allelic nor genotypic polymorphisms here investigated 

showed any influence on the clinical factors of Leprosy patients, the presence of G allele for 

(G308A) TNF-α seems to promoted a permissive innate immunity state against M. Leprae, 

promoting a higher bacterial load in the cutaneous lesions of Leprosy individuals. 
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FIGURES 

 

 

Figure 1: A) Polyacrylamide gel electrophoresis for detection of (G801A) CXCL12 

polymorphism. 1- Base pair ladder (100 bp); 2- Genotype GA= 293 + 193 + 100 bp; 3- 

Genotype AA= 293 bp; 4- Genotype GG= 193 + 100 bp; 5- Blank. B) Polyacrylamide gel 

electrophoresis for detection of (G308A) TNF-α polymorphism. 1- Base pair ladder (100 bp); 

2- Genotype GA= 107 + 87 bp; 3- Genotype AA= 107 bp; 4- Genotype GG= 87 bp; 5- 

Blank. 
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Figure 2. Analysis of the allelic, carriers, and genotype variants of the (G308A) TNFα (A) and 

 CXCL12 (B) SNP in healthy controls (n=52), household contacts (n=42), and Leprosy 

individuals (n=47). 
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Table 1. Univariate logistic regression analyses between (G308A) TNF-α and (G801A) CXCL12 

allelic and genotypic polymorphisms and healthy control, household contacts, and Leprosy groups. 

 

* Variables analyzed using the generalized linear model analyses. OR= odds ratio. IC95%= interval confidence.  

 

 

Variables 

Groups 

Leprosy (n=47) Contacts (n= 42) Controls (n=52) OR 95% CI p (G308A) TNF-α polymorphism 
Genotypes 

GG 21 23 30 Reference   

GA 20 16 18 1.416 0.743-2.696 0.290 

AA 6 3 4 1.866 0.573-6.081 0.300 

Carrier Allele A       

GG 21 23 30 Reference   

AA/AG 26 19 22 1.490 0.808-2.749 0.202 

Alleles       

G 62 62 78 Reference   

A 32 22 26 1.407 0.864-2.291 0.170 

Hardy-Weimberg Equilibrium Yes (p= 0.719) Yes ( p= 0.924) Yes ( p= 0.579) - - - 

 

(G801A) CXCL12 polymorphism 

      

Genotypes       

GG 13 7 14 Reference   

GA 24 23 29 0.928 0.409-2.105 0.858 

AA 10 12 9 1.146 0.462-2.838 0.769 

Carrier Allele A       

GG 13 7 14 Reference   

AA/AG 34 35 38 0.989 0.452-2.164 0.978 

Alleles       

G 50 37 57 Reference   

A 44 47 47 1.066 0.694-1.639 0.770 

Hardy-Weimberg Equilibrium Yes ( p= 0.861) Yes ( p= 0.471) Yes ( p= 0.364) - - - 
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Supplementary Material 

 

 

Table 1 – Distribution of allelic, carriers, and genotype variants of the (G308A) TNFα and (G801A) CXCL12 SNP in healthy controls (n=52), 

household contacts (n=42), Leprosy individuals (n=47), and total samples (n = 141). 

 

 

 

 

 

Groups 

(G308A) TNF-α SNP  (G801A) CXCL12 SNP 

Genotypes  Carrier Allele A  Allele  Genotypes  Carrier Allele A  Allele 

GG GA AA p  GG GA/AA p  G A p  GG GA AA p  GG GA/AA p  G A p 

Leprosy (n= 47) 21 20 06 0.693  21 26 0.406  62 32 0.322  13 24 10 0.584  13 34 0.403  50 44 0.300 

Household Contacts (n= 42) 23 16 03   23 19   62 22   07 23 12   07 35   37 47  

Healthy Control (n= 52) 30 18 04   30 22   78 26   14 29 09   14 38   57 47  

Total (n= 141) 74 54 13   74 67   202 80   34 76 31   34 107   144 138  
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Table 2. Univariate logistic regression analyses between (G308A) TNF-α and (G801A) 

CXCL12 allelic and genotypic polymorphisms and control group and Leprosy groups. 

 

* Variables analyzed using the generalized linear model analyses. OR= odds ratio. IC95%= interval confidence.  

** Control group joining household contacts and healthy controls. 

 

Variables 

Groups 

Leprosy (n=47) Controls (n=94)** OR 95% CI p 
G308A) TNF-α 

polymorphism 
Genotypes 

GG 21 53 Reference   

GA 20 34 0.674 0.319-1.424 0.300 

AA 6 7 0.462 0.139-1.538 0.201 

Carrier Allele A      

GG 21 53 Reference   

AA/AG 26 41 0.625 0.309-1.264 0.189 

Alleles      

G 62 140 Reference   

A 32 48 0.664 0.388-1.138 0.135 

Hardy-Weimberg Equilibrium Yes (p= 0.719) Yes ( p= 0.636) - - - 

 

(G801A) CXCL12 

polymorphism 

     

Genotypes      

GG 13 21 Reference   

GA 24 52 1.341 0.577-3.119 0.495 

AA 10 21 1.300 0.468-3.614 0.615 

Carrier Allele A      

GG 13 21 Reference   

AA/AG 34 73 1.329 0.596-2.965 0.486 

Alleles      

G 50 94 Reference   

A 44 94 1.136 0.692-1.866 0.613 

Hardy-Weimberg Equilibrium Yes ( p= 0.861) Yes ( p= 0.302) - - - 



39 

 

Table 3. Univariate logistic regression analyses between clinical factors related to Leprosy (n=47) allelic, carrier A allele, and genotype variants 

of and (G308A) TNF-α SNP. 
    
 

*Values bearing asterisks exhibits a tendency of association using the unconditional logistic regression analysis.

 

Variables 

(G308A) TNF-α SNP 

Genotypes Carrier Allele A Alleles 

GG GA AA OR IC95% p GG AA/AG OR IC95% p G A OR IC95% p 

WHO clinical classification                 

Paucibacillary (n=15) 7 6 2 Referent   7 8 Referent   20 10 Referent   

Multibacillary (n=32) 14 14 4 1.079 0.330-3.529 0.900 14 18 1.125 0.328-3.855 0.549 42 22 1.048 0.418-2.623 0.921 

WHO disability classification                 

Absent (n=18) 9 8 1 Referent   9 9 Referent   26 10 Referent   

Present (n=29) 12 12 05 1.653 0.559-4.887 0.364 12 17 1.417 0.434-4.625 0.391 36 22 1.589 0.645-3.915 0.313 

Bacterial Load                 

Negative (n=25) 9 11 5 Referent   9 16 Referent   29 21 Referent   

Positive (n=32) 12 9 1 0.402 0.134-1.203 0.103 12 10 0.469 0.145-1.512 0.163 33 11 0.460 0.190-1.114 0.083* 

Cutaneous Lesions                 

None (n=5) 3 2 0 Referent   3 2 Referent   8 2 Referent   

≤5 lesions (n=28) 13 10 5 2.187 0.389-12.307 0.375 13 15 1.731 0.249-12.011 0.617 36 20 2.222 0.430-11.491 0.341 

>5 lesions (n=14) 5 8 1 2.434 0.423-14.013 0.319 5 9 2.700 0.332-21.977 0.353 18 10 2.222 0.393-12.555 0.366 



40 

 

Table 4. Univariate logistic regression analyses between clinical factors related to Leprosy (n=47) allelic, carrier A allele, and genotype variants 

of and (G801A) CXCL12 SNP. 

 

   *Values bearing asterisks exhibits a tendency of association using the unconditional logistic regression analysis. 

 

Variables 

(G8018A) CXCL12 SNP 

Genotypes Carrier Allele A Alleles 

GG GA AA OR IC95% p GG AA/AG OR IC95% p G A OR IC95% p 

WHO clinical classification                 

Paucibacillary (n=13) 4 7 4 Referent   4 11 Referent   15 15 Referent   

Multibacillary (n=32) 9 17 6 0.778 0.230-2.627 0.685 9 23 0.929 0.234-3.693 0.604 35 29 0.829 0.348-1.975 0.671 

WHO disability classification 
   

             

Absent (n=18) 6 9 3 Referent   6 12 Referent   21 15 Referent   

Present (n=29) 7 15 7 1.579 0.514-4.851 0.425 7 22 1.571 0.429-5.752 0.360 29 29 1.400 0.605-3.240 0.431 

Bacterial Load 
   

             

Negative (n=25) 6 12 7 Referent   6 19 Referent   24 26 Referent   

Positive (n=22) 7 12 3 0.549 0.184-1.638 0.282 7 15 0.677 0.187-2.442 0.392 26 18 0.639 0.282-1.448 0.282 

Cutaneous Lesions                 

None (n=5) 3 0 2 Referent   3 2 Referent   6 4 Referent   

≤5 lesions (n=28) 7 14 7 2.245 0.071-70.861 0.646 7 21 4.500 0.619-32.695 0.137 28 28 1.500 0.381-5.899 0.562 

>5 lesions (n=14) 3 10 1 1.591 0.052-48.372 0.790 3 11 5.500 0.611-49.535 0.128 16 12 1.125 0.259-4.893 0.875 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os mecanismos de suscetibilidade e resistência às infecções microbianas têm sido 

extensivamente estudados, assim como os fatores genéticos que podem influenciar no 

desenvolvimento das infecções. Vários genes têm sido relacionados à suscetibilidade e 

resistência a M. leprae, relacionando os padrões de expressão gênica com os mecanismos de 

defesa do hospedeiro e desenvolvimento bacilar (77). 

O espectro imunológico apresentado na infecção por M. leprae é muito variado, o que torna a 

hanseníase um excelente modelo de estudo para as investigações dos mecanismos reguladores 

da resposta imunológica contra infecções bacterianas. A grande maioria da população é 

resistente ao bacilo, sendo que, menos de 1%, dos indivíduos que têm contato com o bacilo 

podem desenvolver a doença, caracterizando uma baixa patogenicidade e proporcionando 

uma excelente oportunidade para estudos relacionados com a resistência e suscetibilidade às 

infecções microbianas e os mecanismos patogênicos (78). 

No presente estudo, procurou-se investigar a participação dos polimorfismos de nucleotídeo 

único nos genes (G308A) TNF-α e (G801A) CXCL12. Ambas as proteínas que são codificadas 

por estes genes são extremamente importantes para a organização do sistema imune, com 

participação efetiva nos mecanismos de comunicação celular (79). 

A localização do locus TNF no complexo MHC sugere a participação do polimorfismo 

analisado, visto que a variedade de manifestações clínicas encontradas no espectro 

imunológico da hanseníase está diretamente relacionada à resposta imunológica desencadeada 

contra a bactéria M. leprae (80). 

Vários estudos têm demonstrado elevados níveis de TNF-α no soro (81) e em lesões de 

pacientes que apresentam diferentes estágios clínicos (81-83), indicando que a presença da 

proteína TNF-α está associada à destruição do M. leprae e, também, à formação de granuloma 

(83). Também foi observada a participação de TNF-α na estimulação de resposta inflamatória 

aguda em indivíduos com estados reacionais do tipo I (Eritema Nodoso Hansênico – ENH), 

especialmente em virchowianos, com aumento da produção de TNF-α (84). Esse aumento na 

expressão da proteína TNFα tem sido associado a polimorfismos existentes na região 

promotora do gene TNF-α (56). Os mecanismos de produção de TNFα em resposta a M. 

leprae ainda não estão bem conhecidos (85). 

Neste estudo, os dados sugerem que não há associação significativa entre a variante 

polimórfica G→A do gene (G308A) TNF-α e a suscetibilidade a hanseníase per se e nem com 

a ocorrência das manifestações clínicas. No entanto, foi obsevada uma tendência de 
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significância (OR = 0,460; p = 0,083) entre a ocorrência da variante gênica do alelo G 

(G308A) TNF-α e a presença de M. leprae nas lesões de pele, sugerindo a participação deste 

polimorfismo nos mecanismos de resposta imune celular dos indivíduos hansenianos. 

A correlação entre os polimorfismos existentes no gene TNF, seus receptores (TNFR) e a 

suscetibilidade a hanseníase tem sido extensivamente estuda em populações de diferentes 

etnias (86-89). Porém, os resultados apresentados ainda são controversos. 

A associação entre os polimorfismos do TNF-α foi relatada em alguns estudos (86, 87) e, em 

outros, nenhuma associação significativa foi encontrada (88, 89). Porém, os resultados 

alcançados ainda são inconclusivos para uma correlação válida. A participação da variante 

alélica A do gene (G308A) TNF-α nos mecanismos de suscetibilidade à hanseníase, tem sido 

relatada, tanto como uma condição de proteção (31, 80, 90-93), como de predisposição (89, 

91) e indiferença (94). No entanto, os dados encontrados neste estudo não apontaram nenhum 

efeito protetor da variante alélica -308A TNF-α (OR = 1.407; p = 0.170). 

A ocorrência de tais discrepâncias pode ser devido a diferenças étnicas das populações, a 

história natural da doença infecciosa de acordo com a área geográfica e os seus contextos 

socioeconômicos e culturais e limitações relacionadas com escasso uso de haplótipos em 

estudos associação com a hanseníase, a fim de compreender melhor o desequilíbrio de 

ligação, a associação não aleatória de alelos em loci genéticos adjacentes, com uma extensão 

de haplótipos de TNF-α em todo o locus MHC (95). 

Os resultados encontrados neste estudo, não identificaram nehuma associação significativa 

entre as variantes alélicas e genotípicas do gene (G801A) CXCL12 e os grupos de 

hansenianos, contatos intradomiciliares e controles saudáveis e, também, com as diversas 

manifestações clínicas encontradas nos indivíduos doentes. 

Estudos de associação entre o polimorfismo (G801A) CXCL12 e a suscetibilidade a doenças 

infecciosas são escassos, principalmente relacionados à hanseníase. Correlações entre este 

polimorfismo e predisposição a agentes infecciosos como, por exemplo, Mycobacterium 

tuberculosis (96), HIV (74, 97) e HBV (98), foram descritas em populações etnicamente 

distintas. 

Alguns estudos demostram que o SNP (G801A) CXCL12 participa dos mecanismos de 

infecção a HIV, bem como na progressão clínica dos indivíduos infectados (73, 75). Também 

foi constatado que os níveis séricos da proteína CXCL12 interferem na quimiotaxia de células 

imunológicas de indivíduos HIV+ (99). O aumento na produção da proteína CXCL12 parece 

interferir na ocorrência de nefrites e lesões de pele de indivíduos com lúpus eritematos 

sistêmico, afetando a produção de autoanticorpos (100). 
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Na hanseníase, as lesões cutâneas normalmente apresentam uma reação inflamatória crônica 

granulomatosa estimulada pela liberação de uma série de mediadores químicos inflamatórios, 

liberados a partir da interação molecular entre a micobactéria e as células imunes residentes 

nos infiltrados (101, 102). A quimiotaxia de fagócitos mononucleares é fortemente regulada 

pela interação entre as células do estroma e os leucócitos endoteliais, em um processo onde a 

quimiocina CXCL12 desempenham um papel crucial na migração de macrófagos e outras 

células do sistema imunológico para tecidos e microambientes específicos durante a infecção 

(103-107). Uma imunidade inata eficaz contra o M. leprae, portanto, requer uma migração 

adequada dos monócitos e ativação de macrófagos (108-110).  

Embora alguns resultados sejam promissores, quanto à associação destes polimorfismos com 

a suscetibilidade e resistência a doenças infecciosas, ainda não permitem conclusões válidas. 

A utilização de um grupo controle formado por contatos intradomiciliares, permitiu avaliar a 

ocorrência dos SNPs entre aquele que realmente foram expostos ao agente patogênico, o que 

aumentou a potência das comparações e a diminuição de abordagens aleatórias (77). 

A participação de fatores genéticos nos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de 

doenças infecciosas está claramente estabelecida (95). Porém, a exposição continuada dos 

contatos intradomiciliares a M. leprae e aos fatores sociodemográficos e culturais contribuem 

fortemente para a prevalência da hanseníase. A participação dos polimorfismos (G308A) 

TNF-α e (G801A) CXCL12 com a suscetibilidade à hanseníase ainda precisa ser estudada 

mais profundamente, permitindo uma avaliação da incidência desta doença na população, 

considerando todos os fatores etiopatogênicos que interferem nos mecanismos de 

desenvolvimento da hanseníase. 

Em conclusão, os resultados obtidos não indicam a participação dos SNPs (G308A) TNF-α e 

(G801A) CXCL12 na suscetibilidade a hanseníase per si, e nem no desenvolvimento das 

manifestações clínicas encontradas durante espectro imunológico da doença, embora, uma 

tendência de associação tenha sido observada entre a presença do alelo G no gene (G308A) 

TNF-α e a presença de M. leprae nas lesões de pele. 
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APÊNDICE 

 

APÊNDICE A – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA PARTICIPAÇÃO EM 

PESQUISA 

Título da pesquisa: Estudo das características epidemiológicas, qualidade de vida, dos fatores clínico-

terapêuticos, da condição normativa da saúde bucal e dos achados moleculares em pacientes com Hanseníase e 

seus contatos. 

Instituição promotora: Universidade Estadual de Montes Claros - Unimontes/MG 

Mestrandos: Amanda Pinheiro da Rocha, Ednardo de Souza Nascimento, Marcelo Castro Freitas, Márcia 

Elizabeth Alves Ottoni, Nelson Lopes Junior, Tatiana Maciel Ladeia Gonçalves. 

Equipe de Orientadores e Colaboradores: Prof. Dr. Alfredo Maurício Batista de Paula, Prof. Dr. Sílvio 

Fernando Guimarães, Prof. Dr. André Luiz Sena Guimarães, Profa. Dra. Raquel Conceição Ferreira, Profa. Ms. 

Desirée Sant’Ana Haikal. 

Coordenador: Prof. Dr. Alfredo Maurício Batista de Paula  

Atenção: Antes de aceitar participar desta pesquisa, é importante que você leia e compreenda a seguinte 

explicação sobre os procedimentos propostos. Esta declaração descreve o objetivo, benefícios, riscos, 

desconfortos e precauções do estudo. Também descreve os procedimentos alternativos que estão disponíveis a 

você e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre 

os resultados do estudo. 

1 Objetivo: Esta pesquisa tem como objetivo a investigação dos fatores que interferem na ocorrência da 

Hanseníase, como, por exemplo, condições sociais, de saúde, de alimentação e genética dos indivíduos presentes 

na região de Almenara-MG e Teófilo Otoni-MG. 

2 Metodologia/procedimentos: Os dados serão coletados através de questionários estruturado e semi-

estruturados, onde constarão todas as informações pertinentes ao estudo. A amostra será composta de raspado da 

mucosa jugal (parte interna da bochecha), que será coletada e identificada através de uma numeração única, que 

corresponderá à numeração impressa no questionário de coleta de dados. O raspado bucal, que contém células do 

participante, será analizado pela técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase),  para avaliação do DNA, 

que é uma molécula onde se encontram os genes. Para avaliação da saúde bucal será utilizado um instrumento 

denominado Inquérito Epidemiológico das Condições de Saúde Bucal. Todos os participantes assinarão este 

termo de consentimento livre e esclarecido. 

3 Justificativa: A determinação de fatores relacionados à prevalência da Hanseníase em nossa comunidade pode 

ajudar a identificar pontos de controle da doença, e também fornecer informações importantes sobre prevenção, 

tratamento, reabilitação, além de proporcionar a elaboração de políticas específicas para o sistema de saúde no 

combate à Hanseníase. 

4 Benefícios: A pesquisa poderá ou não trazer benefícios a você, mas as informações obtidas por meio deste 

estudo poderão ser importantes para o melhor entendimento do que leva um paciente a desenvolver tantos 

episódios reacionais durante e após o tratamento da Hanseníase, facilitando ao médico a condução terapêutica 

destes casos. 

5 Desconfortos e riscos: A participação do cliente não acarretará prejuízo ao mesmo ou a qualquer pessoa, pois 

não causará nenhum tipo de risco, dano físico ou mesmo constrangimento moral ou ético. Estes exames não 

causam dor e nem outros incômodos. Todo o material resultante será utilizado exclusivamente para fins 

científicos. O participante terá o direito de receber qualquer esclarecimento sobre esta pesquisa e a garantia de 

que esta é de total responsabilidade dos pesquisadores envolvidos. 
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6 Danos: É garantida a manutenção da integridade física, psíquica e social dos participantes, ficando estes 

isentos de quaisquer riscos, danos ou agravos consequentes deste estudo. 

7 Confidencialidade das informações: Após a entrevista, as informações coletadas serão usadas no nosso 

trabalho apenas para fins de pesquisa, mas a identidade do entrevistado será preservada, garantindo sua total 

privacidade. 

8 Compensação/indenização: O(a) entrevistador(a) e o entrevistado(a) não receberão nenhum benefício 

financeiro pela participação nessa pesquisa. Todos os seus direitos serão respeitados. 

9 Consentimento: Li e entendi as informações acima. Este formulário está sendo assinado voluntariamente por 

mim, indicando meu consentimento para contribuir nesta pesquisa. Receberei uma cópia assinada deste 

consentimento. 

 

Almenara, ___________ de ______________ 201__. 

 

 

________________________________ 

Nome do Participante 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 

 

________________________________ 

Nome da Testemunha 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 

 

________________________________ 

Coordenador da Pesquisa 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 
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APÊNDICE B – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para Menores de 18 

Anos. 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA PARTICIPAÇÃO DE 

MENORES DE 18 ANOS EM PESQUISA 

Título da pesquisa: Estudo das características epidemiológicas, qualidade de vida, dos fatores clínico-

terapêuticos, da condição normativa da saúde bucal e dos achados moleculares em pacientes com Hanseníase e 

seus contatos. 

Instituição promotora: Universidade Estadual de Montes Claros - Unimontes/MG 

Mestrandos: Amanda Pinheiro da Rocha, Ednardo de Souza Nascimento, Marcelo Castro Freitas, Márcia 

Elizabeth Alves Ottoni, Nelson Lopes Junior, Tatiana Maciel Ladeia Gonçalves. 

Equipe de Orientadores e Colaboradores: Prof. Dr. Alfredo Maurício Batista de Paula, Prof. Dr. Sílvio 

Fernando Guimarães, Prof. Dr. André Luiz Sena Guimarães, Profa. Dra. Raquel Conceição Ferreira, Profa. Ms. 

Desirée Sant’Ana Haikal. 

Coordenador: Prof. Dr. Alfredo Maurício Batista de Paula  

Atenção: O menor sob sua responsabilidade está sendo convidado  a participar desta pesquisa. Os avanços na 

área da saúde ocorrem através de estudos como este, por isso a participação do menor é importante. O objetivo 

deste estudo é gerar dados epidemiológicos relevantes para a avaliação das condições de saúde de adolescentes, 

identificando fatores de risco e outros indicadores. Caso o menor participe, será necessário responder 

questionários, permitir a avaliação saúde e coleta de amostra da mucosa bucal.  Não será feito nenhum 

procedimento que traga qualquer desconforto ou risco à vida do menor.  

1 Objetivo: Esta pesquisa tem como objetivo a investigação dos fatores que interferem na ocorrência da 

Hanseníase, como, por exemplo, condições sociais, de saúde, de alimentação e genética dos indivíduos presentes 

na região de Almenara-MG e Teófilo Otoni-MG. 

2 Metodologia/procedimentos: Os dados serão coletados através de questionários estruturado e semi-

estruturados, onde constarão todas as informações pertinentes ao estudo. A amostra será composta de raspado da 

mucosa jugal (parte interna da bochecha), que será coletada e identificada através de uma numeração única, que 

corresponderá à numeração impressa no questionário de coleta de dados. O raspado bucal, que contém células do 

participante, será analizado pela técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase),  para avaliação do DNA, 

que é uma molécula onde se encontram os genes. Para avaliação da saúde bucal será utilizado um instrumento 

denominado Inquérito Epidemiológico das Condições de Saúde Bucal. Todos os participantes assinarão este 

termo de consentimento livre e esclarecido. 

3 Justificativa: A determinação de fatores relacionados à prevalência da Hanseníase em nossa comunidade pode 

ajudar a identificar pontos de controle da doença, e também fornecer informações importantes sobre prevenção, 

tratamento, reabilitação, além de proporcionar a elaboração de políticas específicas para o sistema de saúde no 

combate à Hanseníase. 

4 Benefícios: A pesquisa poderá ou não trazer benefícios a você, mas as informações obtidas por meio deste 

estudo poderão ser importantes para o melhor entendimento do que leva um paciente a desenvolver tantos 

episódios reacionais durante e após o tratamento da Hanseníase, facilitando ao médico a condução terapêutica 

destes casos. 

5 Desconfortos e riscos: A participação do adolescente não acarretará prejuízo ao mesmo ou a qualquer pessoa, 

pois não causará nenhum tipo de risco, dano físico ou mesmo constrangimento moral ou ético. Estes exames, 

inclusive o raspado da mucosa bucal, não causam dor e nem outros incômodos. Todo o material resultante será 

utilizado exclusivamente para fins científicos. Os pais ou responsáveis e mesmo o adolescente terá o direito de 

receber qualquer esclarecimento sobre esta pesquisa e a garantia de que esta é de total responsabilidade dos 

pesquisadores envolvidos. 
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6 Danos: É garantida a manutenção da integridade física, psíquica e social dos participantes, ficando estes 

isentos de quaisquer riscos, danos ou agravos consequentes deste estudo. 

7 Confidencialidade das informações: Após a entrevista, as informações coletadas serão usadas no nosso 

trabalho apenas para fins de pesquisa, mas a identidade do entrevistado será preservada, garantindo sua total 

privacidade. 

8 Compensação/indenização: O(a) entrevistador(a) e o entrevistado(a) não receberão nenhum benefício 

financeiro pela participação nessa pesquisa. Todos os seus direitos serão respeitados. 

9 Consentimento: 

Eu,____________________________________________________________________li o esclarecimento 

acima e compreendi para que servirá o estudo e qual procedimento ao qual o menor sob minha responsabilidade 

será submetido. A explicação que recebi esclarece os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que eu e o menor 

sob minha responsabilidade somos livres para interromper a participação dele na pesquisa a qualquer momento, 

sem justificar a decisão tomada. Sei que o nome do menor não será divulgado, que não teremos despesas e não 

receberemos dinheiro por participar do estudo.  Eu concordo com a participação do menor no estudo, desde que 

ele também concorde. Por isso ele assina junto comigo este Termo de Consentimento. Receberei uma cópia 

assinada deste consentimento. 

 

 

Almenara, ___________ de ______________ 2010. 

 

 

________________________________ 

Nome do Participante 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 

 

________________________________ 

Nome do Responsável pelo menor 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 

 

________________________________ 

Nome da Testemunha 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 

 

________________________________ 

Coordenador da Pesquisa 

 

________________________________ 

Assinatura 

 

__________________ 

Documento 
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APÊNDICE C – Questionário Sociodemográfico. 
 

 

QUESTIONÁRIO SOCIODEMOGRÁFICO 

 

Projeto: Estudo das características epidemiológicas, qualidade de vida, dos fatores clínico-

terapêuticos, da condição normativa da saúde bucal e dos achados moleculares em pacientes 

com Hanseníase e seus contatos. Aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa/UNIMONTES, 

parecer n° 2185/2010, em 15 de outubro de 2010. 
 

1- Código Questionário: ___________  2- Data da aplicação: 

____/____/____ 

3- Grupo da amostra ao qual pertence o indivíduo: 

 (   ) 1- Caso  (   ) 2- Controle (contatos) (   ) 3- Controle (saudáveis) 

4- Nome do 

Indivíduo:___________________________________________________________________ 

5- Data de nascimento:_____/_____/_____  6- Idade: _______ anos 

7- Sexo: (   ) 1- Masculino (   ) 2- Feminino 

8- Qual a cor da sua pele? (Considerada pelo indivíduo) 

(   ) 1- Branca  (   ) 3- Parda   (   ) 98- Não informado 

(   ) 2- Negra  (   ) 4- Outro_________________ 

9- Qual seu endereço (Rua, Avenida, Praça, etc.) 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

10- Número da casa: _______ 11- Bairro:___________________________________ 

12- CEP : ____________ 13- Município: ___________ 14- Telefone: (     ) ____________ 

15- O(A) senhor(a) é alfabetizado(a) (ou  seja, sabe ler e escrever)? 

(   ) 1- Sim  (   ) 2- Não*  (   ) 98- Não informado* 

*Vá para o item n° 18 e assinalar a opção “99- não se aplica” nos itens n° 16 e n° 17. 

16- O(A) senhor(a) frequenta a escola ou curso regular? 

(   ) 1- Sim (   ) 2- Não (   ) 98- Não informado (   ) 99- Não se aplica 

17- Qual o seu grau de escolaridade? 

(   ) 1- Sem escolaridade  (   ) 5- Médio completo (   ) 98- Não informado 

(   ) 2- Fundamental completo (   ) 6- Superior incompleto (   ) 99- Não se aplica 

(   ) 3- Fundamental incompleto (   ) 7- Superior completo 

(   ) 4- Médio incompleto  (   ) 8- Pós-graduação 

18- O(A) senhor(a) frequenta algum culto religioso? 

(   ) 1- Sim (   ) 2- Não (   ) 98- Não informado 

19- Qual a sua atual ocupação/profissão 

___________________________________________________________________ 

20- Qual a renda de sua família? 

(   ) 1- Programas Federais   (   ) 5- Acima de 3 - até 4 salários mínimos 

(   ) 2- Até 1 salário mínimo   (   ) 6- Acima de 4 - até 5 salários mínimos 

(   ) 3- Acima de 1 - até 2 salários mínimos (   ) 7- Acima de 5 salários mínimos 
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(   ) 4- Acima de 2 - até 3 salários mínimos (   ) 98- Não informado 

21-De que tipo é sua de moradia? 

(   ) 1- Casa própria (   ) 2- Aluguel  (   ) 3- Outros ________ (   ) 98- Não informado 

22- Qual o tipo de construção da sua moradia? 

(   ) 1- Adobe    (   ) 5- Lona 

(   ) 2- Alvenaria sem laje  (   ) 6- Taipa 

(   ) 3- Alvenaria com laje  (   ) 7- Outros ______________________ 

(   ) 4- Madeira   (   ) 98- Não informado 

23- Quantos cômodos têm sua casa? 

(   ) 1- Um  (   ) 3- Três  (   ) 5- Cinco  (   ) 98- Não informado 

(   ) 2- Dois  (   ) 4- Quatro  (   ) 6- Mais de cinco 

24- Quantas pessoas moram com você? 

(   ) 1- Uma  (   ) 3- Três  (   ) 5- Cinco  (   ) 98- Não informado 

(   ) 2- Duas  (   ) 4- Quatro  (   ) 6- Mais de cinco 

25- Há quanto tempo você mora nesta casa? 

(   ) 1- Menos que um ano (   ) 5- De quatro a cinco anos (   ) 7- De dez a vinte anos  

(   ) 2- De um a dois anos (   ) 6- De cinco a dez anos  (   ) 8- Mais que vinte anos  

(   ) 3- De dois a três anos (   ) 4- De três a quatro anos  (   ) 98- Não informado 

26- Possui rede elétrica em casa? 

(   ) 1- Sim  (   ) 2- Não  (   ) 98- Não informado 

27- Possui abastecimento de água? 

(   ) 1- Sim  (   ) 2- Não  (   ) 98- Não informado 

28- O(A) senhor(a) realiza algum tipo de tratamento da água que consome? 

(   ) 1- Sim  (   ) 2- Não*  (   ) 98- Não informado* 

*Caso a resposta seja NÃO, vá para o item n° 30 e assinalar a opção “99- não se aplica” no item n° 29. 

29 – Qual o tipo de tratamento utilizado? 

(   ) 1- Filtração  (   ) 3- Cloração  (   ) 98- Não informado 

(   ) 2- Fervura   (   ) 4- Sem tratamento (   ) 99- Não se Aplica 

30- Possui rede de esgoto? 

(   ) 1- Sim  (   ) 2- Não  (   ) 98- Não informado 

 Os itens 31 a 37 devem ser preenchidos se o indivíduo for do grupo de CASOS, através de consulta à 

ficha de notificação do SINAN. Para os indivíduos dos grupos CONTROLES, marque a opção “99- 

Não se aplica”, e passe para o item 38. 

31- Número da ficha de notificação do SINAN. _________________ 

32- Ano do diagnóstico da Hanseníase: _______________  (   ) 99- Não se aplica 

33- Condição de tratamento: 

(   ) 1- Virgem de tratamento  (   ) 3- Tratado – Alta por cura 

(   ) 2- Em tratamento   (   ) 99- Não se aplica 

34- Classificação sistêmica: 

(   ) 1- Paucibacilar  (   ) 2- Multibacilar  (   ) 99- Não se aplica 
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35- Forma clínica diagnosticada: 

(   ) 1- Indeterminada  (   ) 3- Dimórfica  (   ) 99- Não se aplica 

(   ) 2- Tuberculóide  (   ) 4- Virchowiana 

36- Estado reacional: 

(   ) 1- Sem reação  (   ) 3- Eritema Nodoso 

(   ) 2- Reação Reversa  (   ) 99- Não se aplica  

37- Nível de incapacidade 

(   ) 1- zero   (   ) 3- dois 

(   ) 2- um   (   )99- Não se aplica 

38- O(A) senhor(a) gostaria de fazer alguma observação em relação ao questionário aplicado? 

___________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 

 

Entrevistador: POR FAVOR, LEIA E ASSINE SEU NOME 

Eu reli o questionário após a entrevista e certifico que todas as respostas às perguntas 
formuladas foram anotadas de acordo com as respostas dadas pelo entrevistado e que todas 
as colunas e espaços que requerem preenchimentos foram completados de acordo com as 
instruções recebidas. Eu me comprometo a manter sob estrita confidencialidade o conteúdo 
das perguntas, das respostas e dos comentários do entrevistado, como também sua 
identidade. 
  
Nome do Entrevistador______________________________________________________. 
Nome do Supervisor_________________________________________________________ 

______________________________  _______________________________ 
Assinatura do Entrevistador   Assinatura do Entrevistado 
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ANEXOS 

 

ANEXO A – Parecer Favorável do Comitê de Ética em Pesquisa 

 



67 

 

 

  

 



68 

 

ANEXO B – Ficha de Notificação de Hanseníase. 

 

 


