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Resumo 

A hanseníase é uma doença infecciosa caracterizada por apresentar diferentes 
formas clínicas que estão associadas com o tipo de resposta imune ao 
Mycobacterium leprae. Polimorfismos genéticos presentes no primeiro íntron de 

IFN- podem apresentar importante papel na regulação da resposta imune, 
podendo resultar em consequências funcionais na transcrição do gene. 
Estudos anteriores identificaram a presença de cinco polimorfismos na região 
promotora de IL12RB2, sendo que estes polimorfismos poderiam suprimir 

fatores de transcrição na expressão de IL12R2, afetando o desenvolvimento 

da resposta imune celular. No presente estudo investigamos uma possível 

associação do SNP +874, do microssatélite de IFN- e de polimorfismos 
presentes na região promotora de IL12RB2 com a susceptibilidade à 
hanseníase ou com desenvolvimento das formas clínicas em pacientes dos 
Estados da Amazônia Legal brasileira. O sequenciamento nucleotídico foi 
realizado em 118 pacientes com hanseníase e 114 indivíduos controles, assim 
como a imunofenotipagem de células T CD4

+, CD8
+ e CD69

+ pela citometria de 
fluxo. Entre pacientes com hanseníase e indivíduos controles, assim como 
entre pacientes PB e MB não foram observadas diferenças significativas entre 
os genótipos estudados nos polimorfismos de IL12RB2. Os polimorfismos -
1035, -1023 e -464 apresentam uma correlação absoluta (p<0,0001) havendo 

combinação de um mesmo genótipo nas respectivas posições. O microssatélite 
com 16 repetições foi significativamente associado com pacientes PB quando 
comparado aos pacientes MB (p = 0,019). Indivíduos homozigóticos ao alelo 

+874 A apresentaram maiores níveis de IFN- e maior média de células T CD4
+ 

e CD69
+. Nossos dados sugerem que polimorfismos presentes no primeiro 

íntron de IFN- e da região promotora de IL12RB2 não estão associados com a 

susceptibilidade à hanseníase. No entanto, o genótipo +874 A/A e 16 

repetições de CA de IFN- podem estar relacionados à alta resposta imune 

celular observada nestes pacientes, sendo também mais frequentemente 
encontrados em pacientes PB. 
 
Palavras-chave: Hanseníase, Imunidade celular, Citocina, Polimorfismo. 
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Abstract 

Leprosy is an infectious disease characterized by different clinical forms that are 
associated with the type of immune response against Mycobacterium leprae. 

Polymorphisms present in the first intron of IFN- may have an important role in 

the regulation of the immune response, which could have functional 
consequences for gene transcription. Later studies identified the present of five 
polymorphisms in the IL12RB2 promoter region, this polymorphisms will may 

transcriptional factor suppress IL12R2 expression affect the development of 
cellular immune response. In the present study we investigated a possible 

association of the +874 T/A SNP and IFN-, microsatellite and polymorphisms 
present in the IL12RB2 promoter region associated with susceptibility to leprosy 
or with development of clinical forms in patients from brazilian Legal Amazon 
states. Nucleotide sequencing was performed with samples from 118 leprosy 
patients and 114 controls subjects, as well as immunophenotyping of CD4

+, 
CD8

+ and CD69
+ T cells by flow cytometry. Between leprosy patients and 

controls subjects, as well as between PB and MB patients were no observed 
significant differences among the studied genotypes in the polymorphisms of 
IL12RB2 studies. The polymorphisms -1035, -1023 and -464 present an 
absolute correlation (p<0.0001) having a combination of a same genotype in 
this positions. The microsatellite encoding 16 CA repeats was significantly 
associated with PB compared to MB patients (p = 0.019), being individuals 

homozygous for the +874 A allele present IFN- and the mean level of CD4
+ and 

CD69
+ T cells were higher. Our data suggest that polymorphisms present in the 

first intron of IFN- and of the IL12RB2 promoter region are not associated with 
susceptibility to leprosy, nevertheless, the +874 A/A genotype and microsatellite 
encoding 16 CA repeats may be related to a higher cellular immune response in 
patients and are consistently more frequently detected in PB patients. 
 
Keywords: Leprosy; Cellular immunity; Cytokine; Polymorphism. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A hanseníase é uma doença causada pelo Mycobacterium leprae 

(RIDLEY, 1978), transmitida principalmente por pacientes multibacilares (MB) 

na ausência de tratamento (Brasil, Ministério da Saúde, 2005; FOSS, 1999). 

Após a infecção o bacilo pode ser eliminado pela resposta imunológica do 

hospedeiro, no entanto, devido às falhas na resposta imune ocorre o 

desenvolvimento da doença que acomete principalmente pele e nervos, 

havendo a possibilidade de causar incapacidades e deformidades 

(DUERKSEN, 1997). 

 Segundo os relatos da Organização Mundial da Saúde (OMS), ao longo 

dos anos de 2004 a 2010 houve uma breve redução do número de novos 

casos detectados no Brasil, tendo sido o registro de 49.384 casos detectados 

em 2004 reduzido para 34.894 casos em 2010 (OMS, 2011). A redução do 

número de novos casos detectados reflete a existência do Programa de 

Controle da Hanseníase e do emprego da poliquimioterapia (PQT) no 

tratamento dos pacientes (GOULART et al., 2002; OMS, 2006). 

Nos últimos relatos da OMS recebidos de 130 países, o número de 

novos casos detectados foi de 228.474 em 2010 com uma prevalência de 

3,93/100.000 habitantes, enquanto que os dados coletados no primeiro 

trimestre de 2011 mostram uma redução para 192.246 novos casos detectados 

(OMS, 2011). 

 Na América do Sul, o Brasil apresenta os maiores índices da doença 

(DUERKSEN, 1997).  As regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste apresentam 

os maiores índices de hanseníase do país (MAGALHÃES e ROJAS, 2007). 

Atualmente o coeficiente de detecção da hanseníase no Estado do Amazonas 

encontra-se em 1,13/10.000 habitantes, e assim como a prevalência em 

15,44/100.000 habitantes (Brasil, Ministério da Saúde, 2011). 

 A hanseníase apresenta diversas formas clínicas, podendo ser 

classificada em: indeterminada (I), tuberculoide (TT), borderline tuberculoide 

(BT), borderline (BB), borderline virchowiano (BV) e virchowiano (VV). No grupo 

paucibacilar estão agrupadas as formas I, TT e BT enquanto as formas BB, BV 

e VV são agrupadas como multibacilares (JACOBSON e KRAHENBUHL, 

1999). 
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 Entre as diferentes formas clínicas observa-se alteração da resposta 

imune. Nos pacientes com a forma TT nota-se uma forte resposta imune 

mediada por células, enquanto nos pacientes com a forma VV há ausência ou 

pouca resposta celular (MENDONÇA et al., 2008). 

 Devido ao M. leprae ser um micro-organismo de característica 

intracelular, a resposta imune mediada por células é essencial na eliminação 

do mesmo (FOSS, 1999), havendo a participação principalmente de 

macrófagos e linfócitos T CD4
+ Th1, que atuam produzindo interferon gama 

(IFN-) e ativam macrófagos a produzir reativos de oxigênio e de nitrogênio, 

auxiliando na eliminação de micro-organismos intracelulares (JANEWAY et al., 

2007). 

 Pacientes TT apresentam padrão de citocinas predominantemente Th1 

(MENDONÇA et al., 2008) com inflamação granulomatosa e, 

consequentemente, baixa carga bacilar (SCOLLARD et al., 2006; FOSS, 1999). 

Ao contrário, pacientes VV apresentam um perfil de resposta imune Th2, com 

elevada produção de anticorpos, os quais são ineficazes na eliminação do M. 

leprae (TOUW et al., 1982) e deste modo, apresentam grande quantidade de 

bacilos (SCOLLARD et al., 2006). 

 Alguns estudos têm sido realizados destacando associação entre 

polimorfismos genéticos de citocinas e susceptibilidade a certas doenças, como 

o polimorfismo +874 T/A de IFN- relacionado com susceptibilidade ao 

Toxoplasma gondii (ALBUQUERQUE et al., 2009). Além disso, polimorfismos 

genéticos na região 5´ de IL12RB2 foram associados com a forma lepromatosa 

da hanseníase na população japonesa (OHYAMA et al., 2005). Deste modo é 

de fundamental importância averiguar a ocorrência destes polimorfismos na 

população amazonense para investigar possível envolvimento destes 

polimorfismos na resposta imunológica nesta população. No presente estudo 

foram avaliados polimorfismos genéticos nos genes de IL12RB2 e IFN- em 

pacientes com hanseníase atendidos na Fundação Alfredo da Matta (FUAM). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Epidemiologia da Hanseníase 

A hanseníase é uma doença granulomatosa crônica, proveniente da 

infecção causada pelo Mycobacterium leprae e transmitida de pessoa para 

pessoa, no convívio com doentes multibacilares (MB) sem tratamento (Brasil, 

Ministério da Saúde, 2005; FOSS, 1999). A hanseníase também é conhecida 

como Mal de Hansen (MH) e apesar de não ser mortal, constitui um sério 

problema de saúde pública em muitos países de quase todos os continentes 

(TALHARI et al., 2006). É mais bem compreendida como doença de dupla 

associação, sendo uma infecção micobacteriana que resulta no 

desenvolvimento de resposta imune mediada por células e também pode 

causar neuropatia periférica (SCOLLARD et al., 2006). A via de transmissão 

dos micro-organismos é principalmente pelas vias aéreas superiores através de 

lesões da mucosa nasal, boca e laringe. Não há evidências de veiculação dos 

bacilos via fômites, artrópodes e insetos hematófagos na transmissão da 

doença (DUERKSEN, 1997). 

A hanseníase não teria a importância que tem se fosse apenas uma 

doença de pele contagiosa. No entanto, sua predileção pelos nervos periféricos 

é responsável por causar incapacidades e deformidades nos pacientes 

(DUERKSEN, 1997). A hanseníase é endêmica no Brasil com 

aproximadamente 23,3% dos pacientes apresentando graus de incapacidade I 

e II. Esta situação afeta a vida de milhares de pessoas, devido à hanseníase 

comprometer o indivíduo imunologicamente, bem como também afetar sua 

capacidade de sentir dor, visão e tato, tornando os pacientes mais vulneráveis 

aos riscos de acidentes, como queimaduras, feridas, infecções, amputações e 

deformidades permanentes, entre outros (Brasil, Ministério da Saúde, 2008A). 

Essa preocupação estendeu-se aos direitos humanos em geral e aos direitos 

específicos para as pessoas afetadas pela hanseníase que já apresentem 

alguma incapacidade (Brasil, Ministério da Saúde, 2008B). 

 O diagnóstico da hanseníase é principalmente realizado através de 

análise de lesões de pele e/ou nervos espessados e perda sensorial, havendo 

também a possibilidade de a doença afetar outras áreas, como os olhos, o 

nariz e os testículos (JACOBSON e KRAHENBUHL, 1999). 
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 Há registro da doença em muitos países de diferentes continentes, 

havendo no final do século XX aproximadamente um milhão de pacientes em 

registro ativo, dos quais muitos são encontrados em países com condições 

sócio-econômica pouco desenvolvidas (DUERKSEN, 1997). Segundo os 

relatos recebidos de 130 países, o número de novos casos detectados foi de 

228.474 em 2010 com prevalência de 3,93/100.000 habitantes, enquanto os 

dados coletados no primeiro trimestre de 2011 mostram redução para 192.246 

novos casos detectados (Organização Mundial da Saúde - OMS, 2011). 

 A hanseníase encontra-se mais frequente em nove países, os quais 

ainda representam um sério problema de saúde pública.  Estes países somam 

ao todo 84% da prevalência e 88% da detecção mundial, e são: Angola, Brasil, 

República Africana Central, República Democrática do Congo, Índia, 

Madagascar, Moçambique, Nepal e Unidade Republicana da Tanzânia (OMS, 

2005). Tais países endêmicos ainda permanecem com alta prevalência, 

mesmo com intensa atividade no controle da doença (Brasil, Ministério da 

Saúde, 2008C). Ao longo dos anos de 2004 a 2010 houve breve redução do 

número de novos casos detectados no Brasil, tendo o registro de 49.384 casos 

detectados em 2004 para 34.894 casos em 2010 (OMS, 2011). Embora, estes 

dados indiquem diminuição no coeficiente de detecção da doença no Brasil, 

para 1,24/10.000 habitantes em 2011 (Brasil, Ministério da Saúde, 2011), a 

meta esperada para 2010 não foi alcançada, uma vez que a proposta da OMS 

era de prevalência inferior a 1/10.000 habitantes (OMS, 2009).  

 O Brasil é o país da América do Sul que tem o maior número de casos 

registrados com variações nas taxas de prevalência entre as diferentes regiões. 

Os maiores índices são encontrados nas Regiões Norte, Centro-Oeste e 

Nordeste, respectivamente, com destaque para Mato Grosso e Tocantins com 

coeficiente de detecção de 7,52 e 5,91 para 10.000 habitantes, 

respectivamente. Atualmente a prevalência da hanseníase no Estado do 

Amazonas encontra-se em 1,13/10.000 habitantes e a prevalência em 

15,44/100.000 habitantes (Brasil, Ministério da Saúde, 2011). 

Os programas de controle de doenças em países endêmicos, em 

parceria com a OMS, implementaram em 1981 a poliquimioterapia no 

tratamento de pacientes com hanseníase e desde então, houve grande 

expectativa de cura e redução destes índices de hanseníase (GOULART et al., 
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2002). O controle da hanseníase tem reduzido drasticamente o número de 

pacientes nas últimas décadas, no entanto, ainda há um número significativo 

de pacientes com hanseníase nos países da África, da Ásia e da América 

Latina (OMS, 2006).   

2.2 Agente etiológico 

 O M. leprae é um bacilo álcool-ácido resistente de crescimento lento, 

que realiza uma divisão binária entre 12 a 21 dias (GOULART et al., 2002). 

A parede celular das micobactérias é constituída por uma camada de 

peptideoglicano, galactano, arabinogalactano, lipomanana, lipoarabinomanana, 

N-acetilglucosamina e N-glicolilmuramato. Os componentes de N-

acetilglucosamina e N-glicolilmuramato encontram-se ligados a uma camada 

de galactano adjacente à camada de peptideoglicano através do 

arabinogalactano. O M. leprae também apresenta uma camada mais externa e 

uma cápsula contendo ácido micólico e glicolipídeo fenólico-I (PGL-I) 

(SCOLLARD et al., 2006). 

 A parede celular do M. leprae apresenta composição semelhante à de 

outras micobactérias, com um complexo de ácidos micólicos-arabinogalactana-

peptideoglicanos ligados covalentemente. No entanto, uma característica do M. 

leprae que o diferencia das outras espécies de micobactérias baseia-se na 

razão de arabinose para galactose, sendo a primeira presente em grandes 

quantidades no M. leprae (DRAPER et al., 1987). Outra diferença entre as 

espécies de micobactérias está no PGL-I, pois diferentemente das demais 

micobactérias o PGL-I de M. leprae é constituído de 2,3-di-O-metil-6-

deoxihexose, 3-O-metil-deoxihexose e de um 3,6-di-O-metilhexose, 

composição esta que permite distinguir das outras espécies (HUNTER e 

BRENNAN, 1981). O PGL-I apresenta atividade antigênica, com altos níveis de 

anticorpos (HUNTER et al., 1982; TEUSCHER et al., 1985). 

 O peptideoglicano do M. leprae pode apresentar em sua composição 

resíduos de ácido de diaminopropiônico (DAP) e de glicina que permitem que o 

bacilo escape do reconhecimento pelos receptores de domínio de 

oligomerização ligador de nucleotídeo 1, 2 (NOD1 e NOD2, respectivamente) 

presentes no citosol das células, e desta forma evite a resposta imune inata do 

hospedeiro (MAHAPATRA et al., 2008). Além disso, no M. leprae é observada 
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redução genômica quando comparado ao M. tuberculosis, porém persistindo 

genes essenciais para a produção de enzimas importantes que possibilitam a 

sobrevivência do bacilo nas células do hospedeiro (COLE et al., 2001). 

2.3 Patogenia 

 A mucosa nasal, além de fonte de eliminação é também a principal via 

de penetração do bacilo no organismo. Na maioria das vezes a resposta imune 

é eficaz na eliminação destes bacilos, porém, em outros casos há a passagem 

das bactérias para o sangue e, consequentemente, disseminação para a pele, 

os nervos e/ou as vísceras (TALHARI et al., 2006). O bacilo de M. leprae 

apresenta preferência por regiões frias do corpo, além de apresentar tropismo 

por células de Schwann, sendo os bacilos livres capturados por macrófagos 

(GOULART et al., 2002). 

O M. leprae é encontrado nos fagossomos de macrófagos infectados, 

sendo que o mesmo impede a fusão do lisossomo e formação do 

fagolisossomo. Em estudos experimentais com camundongos é observada a 

fusão do lisossomo ao fagossomo em um período mínimo de 14 horas após a 

infecção (SIBLEY et al., 1987). Assim como, observa-se um rápido 

desenvolvimento de resposta inflamatória localizada com hiperplasia dos 

linfonodos e recrutamento de linfócitos TCD4
+ e TCD8

+ (DUTHIE et al., 2007). 

A disseminação de bacilos pelo organismo resulta no aumento da carga 

bacilar nos macrófagos, células endoteliais linfáticas e nos vasos sanguíneos. 

Consequentemente o M. leprae pode também circundar nervos periféricos, 

ocupando mais intensamente a camada externa e podendo sobrecarregar a 

camada mais interna do nervo (SCOLLARD et al., 1999).  

2.4 Classificação da hanseníase 

 A hanseníase como outras doenças, tem recebido numerosas 

classificações e nos últimos anos, a OMS tem estimulado países endêmicos a 

classificarem os pacientes segundo o número de lesões cutâneas, facilitando a 

indicação do tratamento a ser adotado no tratamento do paciente (Brasil, 

Ministério da Saúde, 2005). 

 O sistema de classificação de Ridley-Jopling é realizado com base nos 

parâmetros clínicos, tais como lesões cutâneas, alterações motoras e 
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sensoriais e na análise histopatológica de biópsia da lesão. Com base a estes 

parâmetros a hanseníase pode ser classificada em tuberculoide (TT), 

borderline tuberculoide (BT), borderline (BB), borderline virchowiano (BV) e 

virchowiano (VV) (JACOBSON e KRAHENBUHL, 1999). 

Para a OMS a classificação dos pacientes com hanseníase pode ser 

realizada segundo o número de lesões e troncos nervosos afetados, sendo que 

pacientes com lesão única ou com duas a cinco lesões (formas I, TT e BT) são 

classificados como hanseníase paucibacilar (PB) e pacientes com mais de 

cinco lesões (formas BB, BV e VV) como multibacilar (MB) (JACOBSON e 

KRAHENBUHL, 1999). Segundo outros critérios também estabelecidos pela 

OMS em 1982, os pacientes paucibacilares apresentam índice baciloscópio 

(IB) inferior a 2, enquanto pacientes MB apresentam IB igual ou superior a 2. 

No entanto, há algumas exceções, como nos casos de pacientes classificados 

como TT ou BT segundo avaliação clínica que apresentam IB igual ou superior 

a 2. A avaliação clínica é de fundamental importância, porém a mesma deve 

ser realizada em associação com outros exames laboratoriais, como a 

baciloscopia e histopatologia, para uma real visão do problema e deste modo 

aplicar um melhor tratamento ao paciente (PARKASH, 2009). 

2.5 Manifestações clínicas e imunológicas 

De um modo geral, a hanseníase tem início com a forma indeterminada, 

caracterizada pelo aparecimento de manchas hipocrômicas, com alteração da 

sensibilidade, ou simplesmente por áreas de hipoestesia na pele (ARAÚJO, 

2003). De acordo com a resposta imune mediada por células (CMI) a ser 

desenvolvida, a forma indeterminada pode evoluir para cura ou para uma das 

outras formas clínicas (FOSS, 1999). 

Pacientes TT apresentam intensa CMI e hipersensibilidade tardia, com 

isso apresentam lesões em placa ou máculas bem demarcadas, em geral com 

hipoestesia, hipopigmentação, inflamação granulomatosa e destruição dos 

bacilos (SCOLLARD et al., 2006; FOSS, 1999). A resposta imune é mediada 

principalmente por linfócitos T CD4
+ e macrófagos que atuam em conjunto na 

eliminação do M. leprae (HAANEN et al., 1991). Estes pacientes normalmente 

apresentam lesões escamosas, secas, sem pelos e em estado de anestesia, 

resultante da destruição de fibras nervosas (WALKER e LOCKWOOD, 2006). 
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Os granulomas formados são importantes não somente na composição 

de barreira que impede a disseminação do bacilo, mas como também na 

formação de um ambiente favorável para as células do sistema imunológico 

atuarem na destruição do micro-organismo (ALGOOD et al., 2005). Nos 

granulomas são encontrados muitos tipos celulares como linfócitos T e B, 

macrófagos e neutrófilos (ALGOOD et al., 2004). Nos granulomas de pacientes 

com a forma clínica tuberculoide é observada organização de macrófagos 

circundados por linfócitos TCD4
+ e, subsequentemente linfócitos TCD8

+, 

enquanto que nos pacientes VV é observado granuloma difuso (MODLIN et al., 

1988; OCHOA et al., 2001). As linfócitos TCD8
+ são produtoras de 

granulolisinas em grande escala, sendo observada correlação de células 

produtoras de granulolisinas com as formas clínicas da hanseníase (OCHOA et 

al., 2001). 

Linfócitos TCD4
+ Th1 estão presentes em grandes quantidades em 

pacientes tuberculoides, responsáveis pela produção de Interferon-Gama (IFN-

), Interleucina-2 (IL-2) e Linfotoxina-α (LT-α). Especificamente IFN- e LT-α 

atuam sobre outras células como leucócitos, células endoteliais, queratinócitos 

e em fibroblastos induzindo a produção de citocinas pró-inflamatórias, deste 

modo, estimulando a vasodilatação e o recrutamento de células da imunidade 

inata (SPELLBERG e EDWARDS, 2001). 

Em pacientes VV, que não apresentam resistência ao M. leprae, são 

observadas lesões pouco demarcadas ou nodulares por todo o corpo, contendo 

grande quantidade de bacilos (SCOLLARD et al., 2006) e altos níveis de 

anticorpos IgM (CHO et al., 1983). Há também envolvimento da mucosa nasal, 

com o risco de congestão nasal e epistaxe, podendo resultar em deformidades 

e comprometimento da cavidade nasal anterior (WALKER e LOCKWOOD, 

2006). 

Já as formas borderline são caracterizadas por lesões de pele 

intermediárias entre as formas TT e VV, apresentando desde manchas em 

placas, máculas ou manchas semelhantes a nódulos, como encontrado em 

pacientes VV (WALKER e LOCKWOOD, 2006). 

Nas diferentes formas clínicas da hanseníase, são encontradas 

variações nas populações de linfócitos T (CD3
+), correspondendo 
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aproximadamente 61% nas lesões de pacientes com a forma tuberculoide e de 

40% nas lesões de VV (MODLIN et al., 1988). 

Em pacientes VV é notável resposta favorável com administração 

intradérmica de IL-2 recombinante, devido ao recrutamento de novas células 

mononucleares que atuam na defesa do organismo. Embora a administração 

de IL-2 promova melhora ao paciente, a mesma é insuficiente em promover a 

cura, sendo observada expansão do bacilo em 21 dias após a última injeção de 

IL-2, sugerindo que esta citocina apresenta um importante papel na migração 

de novas células para o local da infecção (KAPLAN et al., 1989). 

O teste Mitsuda é amplamente utilizado para avaliar a CMI nos pacientes 

com hanseníase através de injeção intradérmica de bacilos mortos, sendo que 

nos pacientes TT o teste é positivo enquanto para os pacientes VV negativo. 

Nos pacientes BV, BB e BT, há redução progressiva da resposta CMI 

acompanhada pelo aumento de lesões de pele e nervos afetados, com 

aumento dos níveis de anticorpos e de bacilos, e com isso o teste Mitsuda está 

sujeito a apresentar resultados variáveis (GOULART et al., 2002). 

2.6 Resposta imunológica ao Mycobacterium leprae 

A resposta CMI é o principal mecanismo efetor dos linfócitos TCD4
+ Th1 

que atuam contra micro-organismos intracelulares que sobrevivem e se 

replicam dentro de fagócitos ou em células não-fagocíticas (OCHOA et al., 

2001; ABBAS et al., 2008).  

As micobactérias apresentam lipoproteínas conservadas em sua 

superfície que atuam na ativação dos monócitos via receptores Toll-like (TLR), 

induzindo a produção de Interleucina-12 (IL-12), citocina que estimula a 

produção de IFN- em células Natural Killer (NK) e na polarização e 

amplificação da resposta Th1 contribuindo para a imunidade protetora do 

hospedeiro (BRIGHTBILL et al., 1999; ABBAS et al., 2008). 

Lipoproteínas presentes na superfície de M. leprae medeiam ativação 

celular induzindo a síntese de IL-12p40 via TLR2 e TLR2-TLR1 (KRUTZIK et 

al., 2003). O TLR2 apresenta importante papel na resposta imune frente ao M. 

leprae. No entanto, não somente o TLR2 está envolvido no reconhecimento do 

bacilo, uma vez que há redução parcial na ativação de macrófagos e produção 

de IL-12 com anti-TLR2 (KRUTZIK et al., 2003; MAEDA et al., 2005). Contudo, 
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a expressão de receptores TLR no local da lesão é determinante para a 

evolução da doença (KRUTZIK et al., 2003), assim como, mutações presentes 

no TLR2 podem influenciar no desequilíbrio de citocinas inflamatórias e anti-

inflamatórias (KANG et al., 2004). 

Com a invasão do micro-organismo ao hospedeiro, os fagócitos, tais 

como as células dendríticas migram aos linfonodos e apresentam antígenos às 

linfócitos T e em conjunto com as citocinas produzidas estimulam a 

diferenciação dos linfócitos T em linfócitos Th1 ou Th2 (XU et al., 2004). Os 

linfócitos TCD4
+ Th1 produzem IFN-, que atua na ativação dos macrófagos, 

auxiliando na destruição de micro-organismos intracelulares (BARRIE e 

PLEVY, 2005).  

Assim como a IL-12 e o IFN-, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) 

exerce importante papel na formação de granulomas e no controle de infecções 

micobacterianas, assim como na indução de quimiocinas essenciais para a 

migração de células para o local da infecção. Estudos relatam o TNF-α como 

principal regulador de direcionamento celular para o tecido (ALGOOD et al., 

2005; ALGOOD et al., 2004) 

Durante a infecção pelo M. leprae, há o desencadeamento de resposta 

inflamatória, havendo aumento do número de células nos linfonodos, tais como 

células dendríticas, granulócitos, macrófagos e linfócitos T CD4
+ e CD8

+. 

Também ocorre aumento na produção de IFN-, indicando que M. leprae, 

estimula a expansão de células e induz a produção de IFN- nos linfonodos 

(DUTHIE et al., 2007). Elevada produção de IFN- é observada em pacientes 

TT (HAANEN et al., 1991), enquanto há redução ou ausência desta citocina 

nos pacientes VV ou BV, sendo este efeito relacionado com a redução da 

resposta imune celular (NOGUEIRA et al., 1983; HUSSAIN et al., 1999; 

LIBRATY et al., 1997). Com a neutralização de IFN- tem sido observada 

produção significativa de IL-10 nas formas TT e VV, resultando em crescimento 

bacteriano. Portanto, o IFN- exerce importante papel na regulação de IL-12 e 

IL-10 em monócitos nos pacientes com hanseníase (LIBRATY et al., 1997; 

SUGAWARA et al., 1999). 

Estudo em modelo experimental demonstra que o PGL-I do M. leprae 

pode atuar na supressão da resposta imunológica, afetando a proliferação de 
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populações de linfócitos TCD4
+ e TCD8

+ (HASHIMOTO et al., 2002). Assim 

como, o bacilo induz em monócitos a produção de quimiocinas inibitórias como 

proteínas quimiotáticas de monócitos MCP-1 (SINSIMER et al., 2010).  

A resposta imunológica dos pacientes com hanseníase é mediada em 

parte pela liberação de citocinas, havendo uma dinâmica entre IFN-, IL-10 e 

IL-12. No contato com o M. leprae é observada produção de IL-12 em todas as 

formas clínicas, porém, com baixa produção nos pacientes VV (LIBRATY et al., 

1997), que pode também estar associada com a produção da IL-10 durante a 

infecção bacteriana, visto que a presença desta citocina tem sido relacionada 

com a supressão de mediadores inflamatórios (KANG et al., 2004).  

2.7 IL12R e sinalização intracelular 

 O receptor de IL-12 (IL12R) é um heterodímero constituído por duas 

subunidades β1 e β2 (PRESKY et al., 1996) sendo uma estrutura de 

fundamental importância para a ligação de IL-12 nas superfícies das células NK 

e linfócitos T durante a resposta imune inata ou adaptativa. Em humanos, as 

cadeias β1 e β2 exercem um importante papel na transdução de sinal 

(GATELY et al., 1998). Embora somente a cadeia β2 contenha resíduos de 

tirosina quinase necessários para sinalização celular, as cadeias β1 e β2 são 

essenciais para proporcionar maior estabilidade na ligação IL-12/IL12R 

(ROGGE et al., 1997).  

O IL12R não é expresso na superfície de linfócitos T naïve, sugerindo 

que a apresentação de antígenos aos linfócitos T induz a expressão do 

receptor nestas células, uma vez que é encontrada maior número de IL12Rβ2 

sobre linfócitos T ativados (ROGGE et al., 1997; SZABO et al., 1997). A ligação 

da citocina IL-12 ao IL12R envolve inúmeras interações, primeiramente a 

subunidade IL-12p40 interage com a cadeia β1 e posteriormente as 

subunidades IL-12p40 e p35 ligam-se a cadeia β2 do receptor (PRESKY et al., 

1998). 

Com a ligação de IL-12 ao IL12R ocorre a fosforilação de proteínas da 

família quinase como Janus associado à quinase 2 (JAK2) e Tirosina quinase 2 

(TYK2) em linfócitos T e NK (BACON et al., 1995; ZOU et al., 1997), assim 

como, fosforilação e transdução de sinais ativadores da transcrição 3 e 4 

(STAT-3) e (STAT-4) (ROGGE et al., 1997; JACOBSON et al., 1995). Contudo, 
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outros fatores de transcrição como GATA-3 podem atuar na inativação de T-bet 

e consequentemente inativando a expressão de STAT-4 sobre estas células 

(USUI et al., 2003), portanto, afetando a diferenciação de linfócitos Th1. 

2.8 A influência da genética na hanseníase 

A hanseníase é considerada uma doença multifatorial, com envolvimento 

de diferentes fatores no desenvolvimento da doença, sendo o ambiente, a 

micobactéria e o hospedeiro considerados como principais fatores de risco para 

a hanseníase (MORAES et al., 2006). No entanto, são poucos os indivíduos 

infectados que desenvolvem a doença, com aproximadamente 0,1 a 1% dos 

indivíduos da população sendo suscetíveis à hanseníase (BAYLEY et al., 

2004). Além disso, populações com etnias diferentes e que convivem em uma 

mesma área apresentam diferenças na prevalência da doença (MORAES et al., 

2006). 

Quando considerado o patógeno em si com um possível fator de risco, 

há algumas contradições, devido à baixa diversidade genética do 

microrganismo (MOET et al., 2006). Estudos genéticos humanos têm sido 

altamente informativos, indicando que fatores genéticos podem influenciar na 

susceptibilidade ao M. leprae (SCOLLARD et al., 2006). 

Deste modo, a genética do indivíduo pode atuar como um fator 

determinante no desenvolvimento de infecções crônicas causadas por 

microrganismos intracelulares. Assim como, podendo está associada com a 

susceptibilidade ou desenvolvimento da hanseníase, resultando num equilíbrio 

entre a imunidade efetora do hospedeiro e a multiplicação do patógeno 

(BAYLEY et al., 2004). 

A genética do indivíduo pode estar envolvida no desenvolvimento da 

hanseníase em dois momentos, primeiramente com a hanseníase per se, ou 

seja, independente da forma e manifestação clínica e segundo, podendo estar 

associada com o desenvolvimento das diferentes formas clínicas da doença 

(PREVEDELLO e MIRA, 2007). Assim como, a genética pode também está 

associada com os estágios reacionais que podem se manifestar antes, durante 

ou após o término do tratamento (MOET et al., 2006).  

Uma vez infectado, a resposta imunológica do hospedeiro é de extrema 

importância no controle da infecção e durante estas alterações fisiológicas do 
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organismo, podendo influenciar na resolução da mesma ou na evolução de 

uma das formas clínicas da hanseníase (MORAES et al., 2006; MOET et al., 

2006). Contudo, os genes envolvidos na resposta imunológica ao M. leprae 

podem ser importantes alvos para estudos genéticos nos pacientes 

(PREVEDELLO e MIRA, 2007), visto que alguns polimorfismos genéticos estão 

relacionados com baixa produção de citocinas (MORAES et al., 2006), 

influenciando deste modo no desenvolvimento das diferentes formas clínicas 

(BAYLEY et al., 2004). 

Alguns autores relatam uma possível existência de polimorfismos 

regulatórios que atuariam no controle da expressão gênica, e estes 

polimorfismos poderiam estar presentes em regiões não codificadores 

(HUDSON, 2003). A identificação de oito SNP na região promotora de TNF, 

resulta numa possível interferência destas variações nucleotídicas na ligação 

de fatores de transcrição, podendo afetar os níveis de mRNA da citocina 

(BAYLEY et al., 2004). Para o início da transcrição a RNA polimerase II (Pol II) 

necessita de uma fosforilação em seu domínio C-terminal, para então tornar-se 

ativada, ativação esta que poderia ser afetada devido à variação de 

nucleotídeo na região promotora do gene, resultando em uma expressão 

gênica reduzida (HUDSON, 2003). 

2.9 Polimorfismos genéticos  

Os alelos variantes surgiram por mutação nos genes em algum 

momento no passado. Se existirem pelo menos dois alelos relativamente 

comuns do lócus na população, diz-se que o lócus exibe polimorfismo, 

considerando uma variante comum quando encontrada em mais de 1% de 

cromossomos na população geral, a variante constitui o que é conhecido como 

polimorfismo genético. Além de um alelo normal ou dois alelos polimórficos 

normais, os loci também podem possuir um ou mais alelos variantes raros. 

Alguns desses alelos raros foram originalmente identificados por causarem 

doenças genéticas, e outros podem aumentar a susceptibilidade à doença. 

Alguns polimorfismos são devidos às variantes que consistem em deleções, 

duplicações, triplicações e assim por diante, de centenas a milhões de pares de 

bases de DNA (NUSSBAUM et al., 2008). 
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No genoma humano, vários genes têm sido associados com a 

hanseníase e com as diferentes formas clínicas, porém em algumas 

populações não observa-se nenhuma associação genética (WALKER e 

LOCKWOOD, 2006), quando associado um gene com a susceptibilidade a 

hanseníase, em uma outra população o mesmo pode estar associado com a 

resistência (MORAES et al., 2006). 

2.10 Polimorfismos genéticos de IFN- 

O gene de IFN- apresenta importante papel imunológico e está 

localizado no cromossomo 12q24.1, sendo constituído de quatro éxons e três 

íntrons distribuídos em aproximadamente seis kilobases (Kb). Algumas 

variações genéticas estão presentes em regiões não codificantes, embora este 

gene seja caracterizado por apresentar poucos polimorfismos genéticos 

(PACHECO et al., 2008). 

 Os primeiros relatos de variações genéticas presentes em IFN- foram 

apresentados por Pravica e colaboradores em 1999. Neste estudo, os autores 

relacionaram a presença do alelo com 12 repetições de CA denominado de 

alelo 2 com uma maior produção de IFN- in vitro. Os maiores níveis da citocina 

foram encontrados quando em homozigose para o mesmo alelo, sugerindo 

deste modo, o importante papel desta variante na regulação da expressão 

gênica. 

Posteriormente foi descrita correlação absoluta do alelo 2 com o 

polimorfismo nucleotídico individual (SNP) +874T/A adjacente ao microsatélite 

no primeiro íntron de IFN-. Curiosamente, todos os indivíduos com o alelo 

+874 T apresentariam o alelo 2 com 12 repetições de CA. Portanto, o SNP 

+874 (rs2430561) também tem sido relacionado com os níveis de citocina 

produzida (PRAVICA et al., 2000). 

O SNP +874 é caracterizado pela alteração de Timina para Adenina 

(T>A) (PRAVICA et al., 2000) e a localização deste SNP coincide com o local 

de ligação do Fator nuclear kappa B (NF-B) (HEINMEYER et al., 1998) e 

deste modo, tal SNP afeta a transcrição do gene de IFN-. 

O NF-B é um fator de transcrição que reconhece a sequência ANTYYC 

como sítio de ligação para a transcrição gênica, o N representando algum 
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nucleotídeo não específico e o Y podendo ser uma Citosina ou Timina (SICA et 

al., 1992). Nas proximidades da posição +874 do gene de IFN- é encontrada a 

combinação de AATCTC quando o alelo +874 T está presente. Portanto, o 

SNP +874 T/A está relacionado com diferentes níveis de IFN- produzido, 

devido à alteração do sítio de ligação do NF-B quando na presença do alelo 

A, deste modo, influenciando em falhas na transcrição do gene (PRAVICA et 

al., 2000). 

Assim como descrito para a tuberculose, o SNP +874 T/A tem sido 

relacionado com a susceptibilidade à toxoplasmose (VALLINOTO et al., 2010; 

SELMA et al., 2011; MOSAAD et al., 2010). Indivíduos com o genótipo A/A na 

posição +874 produzem menos IFN- quando comparados aos indivíduos dos 

genótipos T/T e T/A. Este fato sugere um possível mecanismo que poderia 

explicar a relação do genótipo A/A ao dano ocular causado pelo T. gondii 

(ALBUQUERQUE et al., 2009).  

Entre os diferentes genótipos são encontradas variações na 

concentração de IFN- no plasma de pacientes com tuberculose e de 

indivíduos controles, sendo os maiores níveis encontrados em indivíduos 

homozigóticos para o alelo T. Portanto, de acordo com o número de cópias do 

alelo A, há certa redução da ativação da resposta imune celular e 

consequentemente maior chance de desenvolver a doença, sendo o genótipo 

A/A relacionado com o desenvolvimento da tuberculose extrapulmonar 

(VALLINOTO et al., 2010). 

2.11 Polimorfismos genéticos de IL12RB2 

O gene IL12RB2 humano, localizado no cromossomo 1p31.2, codifica a 

cadeia 2 do receptor de IL-12, e apresenta importante papel na transdução de 

sinais intracelulares. A expressão da cadeia β1 na superfície celular pode estar 

alterada devido à mutações presentes no gene de IL12RB2 (SAKAI et al., 

2001). 

Os primeiros relatos de variações genéticas presentes na região 

promotora do gene IL12RB2 estariam relacionados na regulação da expressão 

da cadeia β2 do receptor e foram destacados por Rietschoten e colaboradores 

em 2001. Atividade transcricional de IL12RB2 tem sido observada sobre 
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diferentes fragmentos da região promotora do mesmo, sendo que o fator de 

transcrição NFATc2 atua como regulador da expressão de IL12RB2, assim 

como, fatores de transcrição da família SP-1 atuam na expressão do receptor 

(RIETSCHOTEN et al., 2001). A partir de então, foi levantada a hipótese de 

que SNP presentes em locais de ligação de fatores de transcrição na região 

promotora influenciariam na expressão deste receptor. 

O fator de transcrição GATA-3 afeta a sinalização mediada pela IL-12 

por suprimir a expressão da cadeia β2 de IL12R e desta forma afeta o 

desenvolvimento de linfócitos TCD4
+ Th1 (OUYANG et al., 1998). 

Curiosamente, foi identificada presença de cinco SNP na região promotora de 

IL12RB2, sendo estes -237 C/T, -464 A/G, -1023 A/G, -1033 T/C e -1035 A/G. 

Dentre estes SNP três estão relacionados com a formação de local de ligação 

para GATA, sendo que a combinação -1035G/-1033T, e o alelo -464 A criam 

local de ligação para GATA na fita consenso reversa (RIETSCHOTEN et al., 

2004). 

O SNP na posição –464 da região promotora de IL12RB2 é de particular 

interesse, devido haver aumento na atividade transcricional da cadeia β2 do 

receptor quando há substituição de A para G (A>G). Deste modo, pode-se 

sugerir que quando o alelo –464 A presente, pode influenciar na polarização 

para linfócitos Th2, devido à redução na produção de IL-12Rβ2 

(RIETSCHOTEN et al., 2004). 

Em estudos posteriores foram identificados 12 SNP presentes na região 

promotora de IL12RB2: –1047 del/T, –1035 A/G, –1033 T/C, –1023 A/G, –650 

del/G, –568 A/C, –557 T/C, –550 T/C, –464 A/G, –464 A/C, –202 T/C, e –188 

A/C em pacientes de hanseníase. Embora, os SNP –1035 A/G, –1023 A/G, –

650 del/G e –464 A/G tenham sido associados com a forma multibacilar da 

doença, estes pacientes apresentam altos níveis de resposta imune humoral 

(OHYAMA et al., 2005). 

Em estudos de casos-controles, os SNP –1035 A/G, –1023 A/G, –650 

del/G e –464 A/G também têm sido associados com doença periodontal, sendo 

encontrada maior frequência destes SNP na forma mais agressiva da doença 

(TAKEUCHI-HATANAKA et al., 2008). 

Maior expressão de IL12RB2 tem sido observada no haplótipo -1035A/-

1023A/-650G/-464A. Contudo, os SNP presentes na região promotora de 
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IL12RB2 podem causar diferenças na intensidade da resposta imune mediada 

por células entre os pacientes (OHYAMA et al., 2005; TAKEUCHI-HATANAKA 

et al., 2008). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral:  

Avaliar polimorfismos genéticos presente na região 5´ do gene IL12RB2 

e no primeiro íntron de IFN- em pacientes com hanseníase atendidos na 

Fundação Alfredo da Matta.  

3.2 Objetivos específicos:  

1) Analisar polimorfismos genéticos de base única (SNP) na região 5’ do 

gene de IL12RB2; 

2) Analisar o polimorfismo genético na posição +874 T/A do gene de IFN-; 

3) Comparar as frequências genotípicas e alélicas de +874 de IFN- entre 

pacientes com hanseníase e indivíduos controle; 

4) Comparar as frequências genotípicas e alélicas da região 5’ de IL12RB2 

entre pacientes com hanseníase e indivíduos controle; 

5) Avaliar uma possível relação dos polimorfismos estudados com as 

formas clínicas segundo a classificação operacional e Ridley-Jopling; 

6) Avaliar uma possível relação dos polimorfismos estudados com dados 

clínicos. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Tipo de estudo 

Estudo transversal de casos e controles com componente analítico. Este 

estudo foi proposto a partir dos objetivos contemplados pelo projeto “Avaliação 

do perfil imunológico e de polimorfismos genéticos em pacientes portadores de 

hanseníase atendidos na Fundação Alfredo da Matta”, coordenado pela Profa. 

Dra. Lúcia de Paula. Projeto este que faz parte do Programa de 

Desenvolvimento Científico Regional (DCR) fomentado pela Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) e Conselho Nacional 

de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq). O projeto acima é 

detentor de liberação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Fundação 

de Dermatologia Tropical e Venereologia Alfredo da Matta (CEP – FUAM), sob 

parecer consubstanciado n0 019/2008 (Anexo I). 

4.2 Aspectos éticos  

Todos os procedimentos descritos neste projeto apresentam o 

consentimento do CEP da Fundação Alfredo da Matta sob parecer 002/10 

(Anexo II). 

4.3 População de estudo 

A população de estudo foi constituída de 232 indivíduos, dentre os 

quais, 118 pacientes com hanseníase e 114 indivíduos controles atendidos na 

FUAM.  

4.4 Pacientes com hanseníase 

Os participantes convidados a participar deste estudo foram indivíduos 

de ambos os sexos, atendidos na FUAM, com procedência dos Estados da 

Amazônia Legal, com idade entre 18 e 65 anos. O diagnóstico da hanseníase 

foi realizado com o apoio de médicos especializados do corpo clínico da FUAM. 

Assim como, para complementação do diagnóstico do paciente foram 

realizados exames como baciloscopia e histopatológico da lesão cutânea. Após 

a confirmação do diagnóstico clínico o paciente foi convidado a participar do 
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estudo, momento este em que foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE) (Anexo III). Durante aplicação do TCLE foi realizado uma 

explicação sobre o estudo e em seguida realizada a entrevista do paciente, 

utilizando formulário para coleta de informações pessoais e do quadro clínico 

do paciente (Anexo IV). 

Os pacientes foram classificados segundo o sistema de classificação de 

Ridley e Jopling, a qual se baseia sobre os aspectos clínicos e histológicos do 

paciente, sendo observada a presença de infiltrado granulomatoso 

característico de intensa resposta imune celular encontrada em pacientes do 

pólo tuberculoide, enquanto em pacientes multibacilares observa-se infiltrado 

inflamatório difuso e predomínio de resposta imune humoral. Assim como, 

foram também classificados de acordo com a classificação operacional em 

paucibacilar (PB) e em multibacilar (MB), sendo os pacientes PB 

caracterizados por apresentar menos de 5 lesões de pele e índice 

baciloscópico (IB) igual a zero, enquanto os pacientes MB apresentam a partir 

de 5 lesões de pele e IB maior que zero. Os pacientes PB foram ainda 

classificados como formas: indeterminada (I), tuberculoide (TT) ou borderline-

tuberculoide (BT), enquanto que os pacientes MB: em borderline-borderline 

(BB), borderline-virchowiano (BV) ou virchowiano (VV). 

Foram excluídos do presente estudo mulheres gestantes, pacientes 

apresentando alguma imunodeficiência ou com alguma doença infecciosa, 

assim como pacientes indígenas e pacientes cosanguíneos (até 3° grau de 

parentesco com pacientes incluídos). Estas informações foram adquiridas no 

ato da entrevista e na busca de prontuários do paciente seis meses após a 

inclusão do mesmo no estudo.  

4.5 Grupo controle 

O grupo controle foi constituído de indivíduos provenientes também da 

FUAM, sendo pacientes sem evidências clínicas atuais ou pretéritas de 

hanseníase, sem relação de parentesco entre si e sem relação de parentesco 

com pacientes hansênicos e com idade de 18 a 65 anos. A abordagem foi 

realizada após coleta de sangue para exames solicitados, sendo realizada uma 

explicação sobre o estudo e em seguida realizada entrevista do paciente, 

utilizando formulário para coleta de informações pessoais e aplicação do TCLE 
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(Anexo V). Foram excluídos do estudo indivíduos com alguma doença 

infecciosa ou com alguma imunodeficiência diagnosticada, histórico de 

hanseníase ou que apresentassem algum grau parentesco com pacientes 

portadores de hanseníase. 

4.6 Material biológico 

Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubo contendo anti-

coagulante EDTA (ácido etileno diamino tetra-acético) dos pacientes com 

hanseníase e dos indivíduos controles. As amostras foram encaminhadas ao 

Laboratório de Biologia Molecular da Fundação Alfredo da Matta onde foi 

realizada a extração de DNA. 

4.7 Extração de DNA 

A extração de DNA foi utilizado o Kit Wizard® Genomic DNA Purification 

(Promega, catálogo A1120), de acordo com as instruções do fabricante. As 

amostras de sangue periférico dos pacientes foram centrifugadas a 3.000 rotações 

por minuto (RPM) em centrifuga de bancada durante 10 minutos, sendo coletados 

100 µL da camada de leucócitos, acrescentados 500 µL de solução salina 

fisiológica tamponada com fosfato (PBS pH 7,4) para lavagem da amostra. Em 

seguida as amostras foram novamente centrifugadas a 3000 RPM durante 10 

minutos, seguindo-se as etapas de extração de DNA proposto pelo fabricante do 

Kit. 

4.8 Quantificação do DNA extraído 

 O DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro de microvolume, 

em comprimentos de onda de 260 e 280 nm (ATCGene, ASP-3700). Após a 

homogenização da amostra foram utilizados 2 µL para quantificação do DNA 

em ng/µL e determinação da pureza através da razão entre a absorbância 

260/280nm. 

4.9 Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores para a Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR)  

Para o desenho dos oligonucleotídeos iniciadores da região promotora 

de IL12RB2 foi utilizada a sequência publicada no banco GenBank 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) localizado na página do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) com o número de acesso 

“AL389925.10”, correspondente a mesma sequência utilizada por Ohyama e 

colaboradores 2005, enquanto para IFN- foi utilizada a sequência J00219 

como referência para elaboração dos iniciadores. 

 Para a visualização da sequência e elaboração dos oligonucleotídeos 

iniciadores foi utilizado a ferramenta de bioinformática BioEdit Sequence 

Alignment Editor (HALL, 1999). Esta ferramenta foi empregada para o desenho 

e alinhamento dos iniciadores com as respectivas sequências de referência. 

 Para o gene de IFN- realizamos somente o desenho do iniciador senso, 

sendo utilizado o anti-senso no qual foi descrito por Bozzi e colaboradores, 

2009. 

Após a determinação das sequências dos oligonucleotídeos iniciadores 

estes foram analisados com auxílio do programa Primer-Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) com intuito de verificar uma 

possível inespecificidade com alguma outra sequência de não interesse. 

4.10 PCR de IL12RB2 e IFN- 

 As reações em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas para 

amplificação da região de interesse de cada gene. 

 Nas PCR foram utilizados Platinum® Taq DNA Polimerase contendo 

Tampão Rxn (10X), MgCl2 (50 mM) (Invitrogen, catálogo: 10966-030), dNTP 

Mix (10 µM) (Fermentas, catálogo: R0192), iniciadores (10 µM) (Invitrogen) e 

amostra de DNA em uma concentração final para reação contendo 

aproximadamente de 50-200 ng.  

Para a amplificação da região promotora de IL12RB2 foram utilizados o 

iniciador senso 5´CAGAAAAGATCAGCAAATTTAGGATATTTGG3´ que se 

hibridiza entre as posições 59293 e 59323, segundo a sequência AL389925.10 

(Fig. 1). O iniciador anti-senso 5´TCACCACTCCCGTATAGGTCCC3´ se 

hibridiza entre as posições 60220 e 60199 (Fig. 2), sendo o produto final de 

928 pares de bases (pb). 
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Fig. 1: Alinhamento do iniciador senso de IL12RB2. 

 

 

 

 

Fig. 2: Alinhamento do iniciador anti-senso de IL12RB2. 
Obs: A sequência do iniciador correspondente encontra-se em reverso 
complementar na Fig. 2 para alinhamento do iniciador com a sequência 
no programa. 

 

Para a amplificação do primeiro íntron de IFN- foram utilizados os 

iniciadores senso 5´TCGTTGCTCACTGGGATTTTG 3´ e o iniciador anti-senso 

5´CATCTACTGTGCCTTCCTGT3´, sendo o anti-senso descrito por Bozzi e 

colaboradores 2009, com um produto de 322 pb. 

 Os volumes e concentrações dos reagentes utilizados nas reações de 

PCR para IL12RB2 e de IFN- estão descritos na Tabelas 1. 
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Tabela 1: Volume e concentração final de reagentes utilizados para a amplificação da 

região promotora de IL12RB2 e IFN-. 

Reagente Volume na Reação Concentração Final 

Tampão (10X) 2,5 µL 1X 

MgCl2 (50 mM) 1,25 µL 2,5 mM 

dNTP (10 mM) 0,5 µL 0,2 µM 

Iniciador (10 µM) 1 µL (cada iniciador) 0,4 µM 

Taq (5 U/µL) 0,2 µL 1 Unidade 

Total 25 µL  

 

 

Após a quantificação do DNA da amostra foram determinados os 

volumes utilizados na PCR e assim os volumes utilizados de cada reagente 

(Tabela 1) utilizou-se água ultra-pura para completar o volume final de 25 µL. 

A PCR foi realizada em um termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems). O programa utilizado na reação de PCR foi: uma etapa 

para desnaturação inicial a 94°C por dois minutos, 40 ciclos de desnaturação a 

94°C por 30 segundos, hibridização dos iniciadores a 65°C para IL12RB2 e 

61°C para IFN- por 30 segundos e uma etapa para extensão a 72°C por um 

minuto, seguindo-se de extensão final a 72°C durante sete minutos.  

4.11 Eletroforese em gel de agarose  

Para a confirmação da amplificação dos genes de IL12RB2 e IFN- os 

amplicons foram separados em gel de agarose a 1% corado com SYBR Safe 

(Invitrogen, catálogo: S33102). Foram adicionados ao gel de agarose 5 µL do 

produto da PCR e 1 µL de Loading Dye (Qiagen, catálogo: 1037650). A 

eletroforese foi realizada em cuba alimentada por fonte de eletroforese a 100 V, 

100mA, constantes durante 50 minutos. 

 A amplificação das PCR foi confirmada quando observado fragmento de 

DNA com tamanho correspondente a 322 pb para IFN- e de 928 pb para 

IL12RB2, comparados com o padrão de peso molecular de 100 pb DNA ladder 

plus (Gibco, catálogo: 10787-018).  
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4.12 Purificação do Produto da PCR para a reação de sequenciamento 

 A purificação de cada do produto da PCR foi realizada através do Kit 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, catálogo: A9281), de 

acordo com as recomendações do fabricante. Os produtos de PCR purificados 

foram utilizados nas reações de sequenciamento. 

4.13 Reação de Sequenciamento 

 Para as reações de sequenciamento de cada gene foram utilizados os 

mesmos iniciadores utilizados na PCR, sendo utilizados em reações 

individualizadas, utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

(Applied Biosystems, catálogo: 4337455). Para o sequenciamento de IL12RB2 

foram utilizados aproximadamente de 5-20 ng de DNA da amostra, enquanto 

para IFN- foi utilizado de 3-10 ng de DNA, as diferenças das concentrações de 

DNA de cada gene são recomendadas em função do tamanho do fragmento a 

ser sequenciado. Os reagentes utilizados na reação e seus respectivos 

volumes estão descritos na Tabela 2.  

 A determinação do volume de DNA purificado a ser utilizado na reação 

de sequenciamento foi de acordo com a quantificação do mesmo, após a 

leitura da amostra realizada no espectrofotômetro (ATCGene ASP-3700). Após 

quantificação do purificado da PCR foram determinados os volumes utilizados 

na reação de sequenciamento, assim como os volumes utilizados de cada 

reagente (Tabela 2) utilizou-se água ultra-pura para completar o volume final de 

10 µL. 

 

Tabela 2: Reagentes utilizados na reação de sequenciamento 

Reagente Volume na reação 

BigDye® Terminator v 3.1 (Applied Biosystems) 0.3 µL 

Tampão BigDye 5x 2 µL 

Iniciador a 3,3 µM (Senso ou Anti-senso) 1 µL 

  

O programa utilizado na reação de sequenciamento foi de acordo com 

Platt e colaboradores 2007, consistindo de uma etapa inicial de desnaturação a 
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96° por um minuto, 15 ciclos de desnaturação a 96°C por 10 segundos, 

hibridização do iniciador a 50°C por 15 segundos e extensão a 60°C por um 

minuto e 15 segundos, seguindo com 5 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C 

por 15 segundos e 60°C por um minuto e 30 segundos, e 5 ciclos a 96°C por 

10 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por dois minutos. 

4.14 Purificação do produto da reação de sequenciamento 

  Após término da reação de sequenciamento foram realizadas as etapas 

de purificação da mesma, de acordo com o protocolo de purificação 

EtOH/EDTA/Acetato de Sódio (Applied Biosystems) (Anexo VI).  

4.15 Eletroforese capilar 

A separação dos fragmentos de DNA gerados na reação de 

sequenciamento foi realizada por eletroforese capilar em sequenciador 

automático ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

4.16 Análise de polimorfismos genéticos 

 As sequências obtidas foram analisadas utilizando o software 

Sequencing Analysis (Applied Biosystems, v5.3.1), alinhadas com as 

respectivas sequências de referência para cada gene utilizando o software 

SeqMan (DNASTAR Lasergene, v7.0) para montagem dos contigs e 

identificação dos polimorfismos presentes. 

4.17 Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo foi realizada com utilização de anticorpos 

conjugados com fluorocromos para identificação de população de linfócitos T 

CD4
+ (CD3

+ e CD4
+), linfócitos T CD8

+ (CD3
+ e CD8

+) e linfócitos T ativos 

(CD69+). O anticorpos foram marcados com os seguintes anticorpos: anti-CD4+ 

fluorocromo PE, anti-CD8+ com FITC, anti-CD3+ com TC e anti-CD69+ com 

FITC (Becton–Dickinson, Califórnia). Além de tubo controle sem marcação, foi 

utilizada marcação com anti-CD3+, anti-CD4+ e anti-CD8+ e anti-CD69+. 

Após procedimento de marcação com anticorpos,  e tratamento com 

solução de lise de hemácias (FACS Lysing solution, BD) foram realizadas 

etapas de lavagens com PBS e posteriormente realizada leitura no citômetro. 
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Para cada amostra foram adquiridos 10.000 eventos, sendo identificada e 

selecionada a população de linfócitos. A análise foi realizada em citômetro de 

Fluxo FACS Calibur (Becton–Dickinson Immunocytometry Systems, Palo Alto, 

Califórnia) utilizando o software CellQuest (v.3.1). 

4.18 Quantificação de IFN- pelo Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 Os níveis de IFN- foram quantificados por ELISA sanduíche utilizando 

kit comercial (Kit BD OptEIA – BD Bioscience, San Diego, CA, USA) seguindo 

as recomendações do fabricante. Inicialmente microplacas com 96 poços foram 

sensibilizadas com anticorpos de captura (anticorpo primário) e incubadas a 

4°C overnight. Após incubação foi realizado bloqueio com 300 μL/poço de PBS 

contendo 1% de tampão de bloqueio soro albumina bovina (BSA) (GIBCO BRL, 

Grand Island, NY, USA) e incubação a temperatura ambiente por 1 hora. Em 

seguida, foram adicionados 100 µL  das amostras para a quantificação de IFN-

, seguindo-se incubação por 2 horas a temperatura ambiente. 

 Após incubação e etapas de lavagem foram adicionados 100 µL do 

anticorpo secundário biotinilado, seguindo-se incubação por 1 hora a 

temperatura ambiente. A revelação da reação foi realizada com 100 µL de 

solução de substrato tetrametilbenzidina (TMB) (Genzyme Diagnostics) e 

incubação por 30 minutos. A reação foi finalizada com 50 µL de ácido sulfúrico 

(H2SO42N 1M), seguindo-se leitura em espectrofotômetro em comprimento de 

onda de 450 nm.  

4.19 Análise estatística  

 A distribuição da população quanto a idade e sexo foi comparada pelo 

teste de Mann-Whitney e 2, respectivamente. As frequências genotípicas e 

alélicas foram determinadas através de contagem direta e posteriormente 

comparados pelo teste 2 entre pacientes e indivíduos controles, e assim como 

entre pacientes PB e MB. Para alguns polimorfismos genéticos de IL12RB2 foi 

sugerido o teste G para aplicação pelo programa BioEstat devido uma das 

variáveis estudadas apresentar uma frequência absoluta 5, o mesmo foi 

utilizado para comparação para o microsatélite de IFN-. O teste 2 foi aplicado 

em cada população estudada para verificar o equilíbrio de Hardy-Weinberg. O 
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teste t foi utilizado para comparação das subpopulações de linfócitos T 

utilizando o software GraphPad Prism (v.5.0). O teste Mann-Whitney foi 

utilizado para comparação dos níveis de IFN- entre os genótipos do 

polimorfismos +874. A razão de chance ou odds ratio (OR) e os valores de p 

foram calculados utilizando o software BioEstat (v.5.2), sendo considerados 

significativos valores abaixo de 0,05.  
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ABSTRACT 

Polymorphisms present in the first intron of IFN- may have an important role in 

the regulation of the immune response, which could have functional 

consequences for gene transcription. Leprosy patients are characterized by 

different immune responses in different clinical forms. We investigated a 

possible association of the +874 polymorphism and CA repeats present in the 

first intron of IFN- with susceptibility to leprosy and with the manifestation of the 

different clinical forms. Nucleotide sequencing was performed with samples 

from 108 leprosy patients and 113 controls subjects, as well as 

immunophenotyping of CD4
+, CD8

+ and CD69
+ T cells by flow cytometry. The 

data showed that there were no significant differences between patients and 

control subjects, as well as according classification of Ridley-Jopling. However, 

the A/A genotype was significantly increased in paucibacillary patients (p = 

0.028) and the microsatellite encoding 16 CA repeats were significantly 

associated with paucibacillary compared to multibacillary patients (p = 0.019). 

Individuals homozygous for the +874 A allele, the mean level of CD4
+ and CD69

+ 

T cells was higher. Our data suggest that polymorphisms present in the first 

intron of IFN- are not associated with susceptibility to leprosy, nevertheless, 
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the +874 polymorphism and the CA repeats number encoded in IFN- gene 

may be related to a higher cellular immune response in patients and are 

consistently more frequently detected in PB patients. 

Keywords: Leprosy; Cellular immunity; Cytokine; Polymorphism. 

1. Introduction 

Leprosy is an infectious disease characterized by different clinical forms 

that are associated with the type of immune response against Mycobacterium 

leprae. Patients with the tuberculoid form present a higher cellular immune 

response, while those with the lepromatous show an increased humoral 

immune response [1]. The cytokine IFN- plays an important role in the 

activation of NK cells and induction of Th-1 cells in the development of the host 

immune response [2]. 

The IFN- gene is located on chromosome 12q14.1 and consists of four 

exons with three intervening introns over approximately six kilobases (kb). 

Although few genetic polymorphisms have been characterized at this locus, 

some polymorphisms were described in the non-coding region [3]. To our 

knowledge the first report of an IFN- polymorphism, a CA microsatellite in the 

first intron of the gene that was associated with cytokine levels, was detected by 

Pravica et al. [4]. In their study, the authors observed higher IFN- expression 

when 2 alleles encoding 12 CA repeats were present in the genome. A second 

study demonstrated an absolute correlation of 12 CA repeat with the +874 T 

allele. However, the +874 single-nucleotide polymorphism (SNP) has also been 

related to IFN- production [5]. 

 The +874 SNP coincides with the binding site for the transcription factor 

NF-B [6], therefore, this SNP may have an important role in the regulation of 

immune responses by affecting NF-B-mediated transcription of the IFN- gene. 

The NF-B motif is ANTYYC, with N representing any nucleotide and Y 

representing a cytosine or thymine [7]. When the +874T allele is present, the 

sequence AATCTC is close to the +874 SNP. However, the +874 T/A 

polymorphism can affect IFN- levels when the A allele is present, the binding 

site of NF-B is altered [5]. This polymorphism has been associated with 

tuberculosis [8-10] and toxoplasmosis susceptibility [11]. Individuals from Brazil 
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and Spain with the +874 A/A genotype express lower IFN- levels than those 

with the A/T and T/T genotypes [8,12]. In different states of Brazil, such as 

Minas Gerais [13], Paraná [14] and Rio de Janeiro [15], the A allele is more 

frequently found in the population. Accordingly to those data, our hypothesis is 

that this +874 A/A genotype is associated with the low cellular response 

observed in multibacillary patients. In the present study, we investigated 

whether the +874 T/A SNP and the microsatellite CA repeats are associated 

with susceptibility to leprosy or with the clinical leprosy form that develops in 

patients from Amazonas state, Brazil. 

2.Study subjects and methods 

2.1.Study population 

 The case-control study consisted of 108 patients with leprosy and 113 

control subjects between 18 and 65 years of age. All participants were recruited 

at Fundação de Dermatologia e Venereologia Alfredo da Matta (FUAM), a 

tertiary health facility located in Manaus, Amazonas, Brazil. All included patients 

were born in the Brazilian Legal Amazon states. Informed consent was obtained 

from all participants and the study was approved by the institutional Ethical 

Committee. 

Experienced professionals from FUAM performed the leprosy diagnosis 

using clinical evaluation methods, which included bacteriological and 

histological tests. Patients with leprosy were classified based  on clinical and 

histological criteria according to the Ridley-Jopling classification system and 

were also classified as paucibacillary (PB) or as multibacillary (MB). PB leprosy 

is characterized by the presence of 5 skin lesions and a bacteriologic index 

(BI) of 0, the classification is further subdivided into indeterminate (I), 

tuberculoid (TT) or borderline tuberculoid (BT) leprosy. MB leprosy is 

characterized by the presence of >5 skin lesions and a BI > 0, the classification 

can be further histologically characterized as mid-borderline (BB), borderline 

lepromatous (BL), or lepromatous (LL) leprosy. Pregnant women were excluded 

from the study, as well as patients with any diagnosed immunodeficiency. 
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The controls were examined clinically and consisted of genetically 

unrelated individuals. Individuals with any immunodeficiency, infectious disease 

or a family history of leprosy were not included. 

2.2. Biological material 

 The  peripheral blood of control individuals and patients was collected 

and used for flow cytometry and DNA extraction using the Wizard® Genomic 

DNA Purification Kit, according to manufacturer’s instructions (Promega, Madison, 

Wisconsin). After elution, DNA was stored at -80°C until use. 

2.3. Polymerase chain reaction - PCR  

 Approximately 50-200 ng of DNA from each sample was used for PCR. 

We designed the forward primer with the sequence 5’-

TCGTTGCTCACTGGGATTTTG-3’. The reverse primer used was identical to 

one reported by Bozzi et al.[13], with the sequence 5’-

CATCTACTGTGCCTTCCTGT-3’. The amplified 322 bp products were 

separated by electrophoresis with a 2% agarose gel.  

2.4. Purification of PCR products and nucleotide sequencing 

 The PCR product was purified with the Wizard® SV Kit (Promega, 

Madison, Wisconsin), and approximately 3-10 ng of DNA was used in the 

sequencing reaction. Sequencing was performed using BigDye® Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing  (Applied Biosystems, Foster City, California) with same 

primers used in the PCR. Capillary electrophoresis was performed using the 

ABI 3130 DNA sequencer and polymer POP-7TM. 

2.5. Sequence Analysis 

The sequences were initially analyzed using the Sequencing Analysis 

(Applied Biosystems, v5.3.1) software and were further analyzed with SeqMan 

(DNASTAR Lasergene, v7.0) software to generate contigs and for comparison 

with the IFN- reference gene sequence (GenBank ID: J00219). 

2.6. Flow cytometry analysis 

 Flow cytometry was performed using fluorochrome-conjugated antibodies 

against cell surface antigens to identify the T cells as CD4
+ T cells (CD3

+ and 

CD4
+), CD8

+ T cells (CD3
+ and CD8

+) or activated T cells (CD3
+ and CD69

+) 
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(Becton–Dickinson, California). The population of T cells was identified and 

gated, and 10,000 events were acquired for each sample. The samples were 

analyzed in FACS Calibur flow cytometer (Becton–Dickinson Immunocytometry 

Systems, Palo Alto, California) using CellQuest (v.3.1) software. 

2.7. Statistical analysis 

 The Mann-Whitney test and the 2 test were used to compare the 

variation in age and sex between the patients and control subjects, respectively. 

The genotype and allele frequencies present in each population were initially 

determined by direct counting; 2 tests were then performed to compare these 

factors between patients and control subjects and between paucibacillary (PB) 

and multibacillary (MB) patients as well as to compare allele frequency between 

PB and MB patients. The G test was used to compare genotype frequency and 

the microsatellite distribution between PB and MB patients. The 2 test was 

applied to each population to investigate the Hardy-Weinberg equilibrium. The 

odds ratio (OR) and p values were calculated using BioEstat (v.5.2) software. A 

t test was used to compare the T-cell subsets using GraphPad Prism (v.5.0) 

software. p values less than 0.05 were considered significant. 

3. Results 

3.1. Study population 

The participants were all born in the Brazilian Legal Amazon states and 

each had at least a third degree of kinship from the region. There were no 

differences between patient and control subjects with regard to age, but gender 

was skewed, with a high prevalence of male patients. The distribution of 

patients with PB or MB is similar, with 49.1% and 50.9%, respectively (Table 1). 

3.2. Genotype and allele frequencies of the IFN- +874 A/T polymorphism 

The distribution of genotypes in patient and control subjects is at Hardy-

Weinberg equilibrium (Table 2). The IFN- +874 A/A and A/T genotypes were 

more often found than the T/T genotypes in both control and leprosy patients. 

Significantly increased frequencies of the IFN- +874 A/A genotype were noted 

in PB patients (p = 0.028, Table 3), as well as in patients with the TT and BT 
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forms (data not shown). No significant differences the Ridley-Jopling 

classification were observed between variant genotypes. 

Allele frequencies for IFN- +874 are given in Table 3. Allele frequencies 

did not differ significantly between leprosy patients (classified using Ridley-

Jopling) and healthy individuals. Additionally, there were no differences 

observed between PB and MB patients. Strikingly, the data indicated that 

individuals T carriers +874 locus display a 23% resistance to leprosy when 

compared to the OR of leprosy patients and controls (Table 2). 

3.3. IFN- +874 A/T polymorphism and T-cell subsets 

We observed a similar distribution of CD8
+ T cells between genotypes 

(data not shown); however, a higher median of CD4
+ T cells (Fig. 1A), as well as 

activated T cells (Fig. 1B) was found in individuals homozygous for the +874 A 

allele. 

3.4. +875 CA repeats  

Five alleles were identified with 12 to 16 CA repeats after the +874 

polymorphism. A larger number of encoded CA repeats was associated with an 

increased risk of leprosy development, as indicated by the OR data (Table 4). 

Allele 2 is found more frequently in control subjects than in patients 

(Table 4); however, no significant difference was observed. Significant 

differences were not observed between the clinical forms of leprosy, but allele 6 

(encoding 16 repeats) was associated with PB patients (Table 5). 

4. Discussion 

IFN- is an important cytokine that mediates activation of innate immune 

cells and the development of an adaptive immune response [2]. It has been 

observed that a robust cellular response can lead to nerve damage in leprosy 

patients [16]. Previous studies have associated polymorphisms present in the 

first intron of the IFN- gene with cytokine levels in healthy subjects [4,5] and 

tuberculosis patients [8,12]. 

Some genetic polymorphisms have different outcomes in ethnically 

distinct populations [15,17-18]. All participants included in this study were 

diligently confirmed to be native to location studied, thus avoiding a genetically 
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heterogeneous population. Age can be directly related to the development of 

leprosy, as older individuals have a higher risk of developing the disease [19]. 

To avoid this complication, the populations examined in this study were of a 

similar age (Table 1). 

 We observed a higher frequency of the +874 A/A and A/T genotypes, 

both in patients and control subjects, similar to what has been reported in other 

studies, including England [5], China [20], Japan [21], Brazil [22] and India [23], 

indicating similarities on different continents. In Brazil, the allelic frequency 

among patients is in agreement with previous studies performed in Minas 

Gerais [13], Paraná [14]  and Rio de Janeiro [15]; thus the A allele appears to 

be common in the Brazilian population and may be related to the high leprosy 

rates in Brazil. Other studies found that the +874 A/A genotype was present at a 

higher frequency in tuberculosis patients, whereas heterozygous genotype was 

more frequent in controls [8,9,12]. Accordingly, the A/A genotype was most 

frequently found among leprosy patients and the A/T genotype was most 

frequently found in control subjects (Table 2).  

The +874 A/T polymorphism was associated with tuberculosis or disease 

severity [8,9,12,20,24], in previous studies, individuals homozygous for the A 

allele had double the likelihood of developing tuberculosis compared to 

heterozygotes [12,20]. Heterozygosity may play an important role in the 

transmission of tuberculosis, because is found in a higher proportion of the 

healthy and tuberculin-positive contacts of tuberculosis patients [12]. Our data 

indicated that the individuals +874 T carriers demonstrate a 23% resistance to 

leprosy, which may suggest that this polymorphism plays an important role in 

the innate immune response. 

The expression level of genes involved in the innate immune response, 

including the toll-like receptor (TLR), nucleotide oligomerization domain receptor 

2 (NOD2) and mannose receptor 1 (MRC1), can affect leprosy susceptibility 

[25]. The polymorphism present in the first intron of IFN- may is according with 

these genes. Thus, based on our findings and on previous studies, the +874 

A/A genotype may alter the expression of genes involved in the innate immune 

and affect an individual’s susceptibility to M. leprae because the A/A genotype 

is present more prevalent in patients than in control individuals. However, our 
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data does not indicate an association between this genotype and the 

susceptibility to leprosy.  

Consistently, healthy subjects and tuberculosis patients homozygous for 

the A allele possess CD4
+ T and CD8

+ T cells producing higher levels of IFN- 

[23]. Curiously, MB patients and control subjects showed a similar frequency of 

genotypes; nevertheless, the frequency of the A/A genotype was increased in 

PB patients indicating that this polymorphism could be related to a large cellular 

immune response. 

A previous study observed different effects of 5´ IL12RB2 polymorphisms 

on NK and T cells. A certain combination of SNPs has been related to increase 

expression of IL12R2 in T cells, while in NK cells, expression was significantly 

decreased. Possible explanations for these different outcomes include different 

binding sites for transcriptional factors in NK compared to T cells [26] and the 

expression of specific and different transcription factors in each cell type. Our 

data may in agreement with this finding, considering that the A/A genotype may 

be associated with a higher expression of IFN- in T cells but a decrease in NK 

cells. The +874 A/A genotype plays a role in the control of the spread of bacilli; 

however, this genotype provides no protect from M. leprae infection. 

In previous studies, the +874 A/A genotype and the microsatellite repeat 

number have been associated with susceptibility to tuberculosis [20,27]; 

therefore, is hypothesized that this combination has differential effects on innate 

and adaptive immunity. The +874 polymorphism is associated with a functional 

motif, and the A/T and T/T genotypes are associated with higher expression 

levels of the cytokine in plasma, demonstrating that the cytokine’s levels are 

associated with the number of copies of the T allele [8]. Therefore, individuals 

homozygous for the A allele have lower IFN- levels than those with the A/T and 

T/T genotypes [12]. Patients with tuberculosis have lower IFN- levels than 

healthy individuals independent of this genotype [8,28]. The +874 A/A genotype 

and 16 repeats of the microsatellite may be associated with a large cellular 

immune response. 

The +874 A/A genotype may be involved in the control of infection by M. 

leprae, due this genotype was found more frequently in patients with TT and BT 

clinical forms (data not shown). Higher IFN- production has been observed in 
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subjects homozygous for the A allele in response to the M. leprae [15]. This 

observation is confirmed in this study; we observed IFN- levels above 10 

pg/mL in patients with the A/A genotype, whereas T carriers patients had a 

mean level of 4 pg/mL (data not shown). Higher IFN- production may be 

related to the number of CD4
+ T cells and activated T cells (Fig. 1). 

Previous studies have shown that allele 2 with 12 CA repeats in the first 

intron of the IFN- gene, is associated with higher levels of cytokine production 

in vitro [4]. The allele with 11 CA repeats is present at a low frequency in the 

general population [4,20]; recently, this finding has been corroborated [27]. This 

allele was not found in this study and may be considered a rare allele. The +874 

T allele is correlated with the microsatellite allele 2 with 12 CA repeats [5] and 

we suggest that the alleles +874 A and 16 CA repeats may be associated with 

higher IFN- production and may have an important role in controlling the 

spread of M. leprae.  

The functional significance of the +874 polymorphism has been observed 

in different tuberculosis studies, where the T allele is related to increased 

cytokine levels [4,5,12]. Though there is some controversy, the A/A genotype 

has been observed to lead to higher IFN- levels, specifically in response to M. 

leprae [15]. In conclusion, our results suggest that the +874 polymorphism is 

not associated with susceptibility to leprosy; however, the combination of +874 

A/A and 16 CA repeats may be associated with a large cellular immune 

response to M. leprae, based on the higher frequency detected in PB patients. 
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TABLES 
 

Table 1. Characteristics of the study population

42 (37.2)

71 (62.8)

Controls (n =113)

n  (%)

36.2 ± 12.5

Gender

Male

Female

69 (63.9)

39 (36.1)

n  (%)

36.4 ± 13.1

Age (years)

Mean

Patients (n =108)

Operational classification

PB

MB

53 (49.1)

55 (50.9)

Tuberculoid (TT); Borderline-Tuberculoid (BT); Mid-Borderline (BB); Borderline-
Lepromatous (BL); Lepromatous (LL). Mann Whitney Test for age between patients

and control subjects p >0.05; 
2
 Test for gender p <0.0001.

Ridley-Jopling

TT

BT

BB

BV

VV

9 (8.3)

28 (25.9)

7 (6.5)

19 (17.6)

29 (26.8)

 
 

 

N  (frequency)

Genotype/Allele Patients Controls OR (95% IC)

A/A 65 (60.2) 61 (53.9) 1.29 (0.76 - 2.20)

A/T 33 (30.6) 43 (38.1) 0.72 (0.41 - 1.25)

T/T 10 (9.2) 9 (8) 1.18 (0.46 - 3.02)

A 163 (75.5) 147 (73) 1.28 (0.83 - 1.96)

T 53 (24.5) 61 (27) 0.78 (0.51 - 1.20)

T carriers 43 (39.8) 52 (46.1) 0.77 (0.45 - 1.32)

Table 2. Distribution of genotypes and alleles of +874 IFN- in leprosy 

patients and control subjects.


2
 Test with contingency table for genotype and allele between patients and control

subjects, p >0.05.  
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N  (frequency)

Genotype
a
/Allele

b
PB patients MB patients OR (95% IC)

A/A 35 (66.1)
c

30 (54.5)
d

1.62 (0.74 - 3.53)

A/T 13 (24.5) 20 (36.4) 0.57 (0.25 - 1.31)

T/T 5 (9.4) 5 (9.1) 1.04 (0.28 - 3.83)

A 83 (78.3) 80 (72.7) 1.35 (0.73 - 2.53)

T 23 (21.7) 30 (27.3) 0.74 (0.40 - 1.38)

T carriers 18 (33.9)
c

25 (45.5)
d

0.62 (0.28 - 1.34)

Table 3. Distribution of genotypes and alleles of +874 de IFN- between 

PB and MB patients.

a
G Test for genotype between PB and MB patients, p =0.089.

b


2
 Test with contingency table for allele between PB and MB patients, p =0.427.

c


2
 Test for A/A genotype compared T carriers in PB patients, p =0.028.

d


2
 Test for A/A genotype compared T carriers in MB patients, p =0.589.  

 

N  (frequency)

Allele Repeats Patients Controls OR (IC 95%)

2 12 40 (36.4) 52 (46) 0.67 (0.39 - 1.15)

3 13 2 (1.8) 3 (2.6) 0.68 (0.11 - 4.14)

4 14 53 (48.2) 47 (41.6) 1.31 (0.77 - 2.22)

5 15 2 (1.8) 2 (1.8) 1.03 (0.14 - 7.43)

6 16 13 (11.8) 9 (8) 1.76 (0.70 - 4.43)

Table 4. Distribution of +875 CA repeats allele between patients and control 

subjects.

G Test for CA repeats allele between patients and control subjects, p =0.589.  
 

N  (frequency)

Allele Repeats PB patients MB patiens OR (IC 95%)

2 12 17 (32.1) 23 (43.4) 0.62 (0.28 - 1.36)

3 13 0 (0) 2 (3.8) -

4 14 25 (47.2) 24 (45.2) 1.08 (0.50 - 2.32)

5 15 0 (0) 2 (3.8) -

6 16 11 (20.7) 2 (3.8) 6.68 (1.40 - 31.81)

Table 5. Distribution of +875 CA repeats allele between paucibacillary (PB) and 

multibacillary (MB) patients.

G Test for CA repeats allele between PB and MB patients, p =0.019.
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Fig. 1.  CD4+ and CD69+  expressed in T lymphocytes from leprosy patients 
with AA or T carriers for +874 polymorphism. There were no significant 

differences in the distribution of CD4+ and CD69+ T cells in subjects with A/A 
genotype (n=27) or T carriers (n=19). p>0.05 using t Test. 
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Polymorphisms assessment in the promoter region of IL12RB2 in Amazon 

leprosy patients 

G.A.V. Silvaa, M.P. Santosa, I. Motta-Passosa, A.L. Boechata, A. Malheiroa,b, R. 
Ramasawmya,c,d, F.G. Navecaa,e, L. de Paulaa,f* 
 
aPrograma de Pós-graduação em Imunologia Básica e Aplicada – PPGIBA, 
Universidade Federal do Amazonas, UFAM, Brazil 
bInstituto de Ciências Biológicas, Departamento de Parasitologia, UFAM, Brazil 
cFundação de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, Brazil 
dUniversidade Nilton Lins, Brazil 
eInstituto Leônidas e Maria Deane, FIOCRUZ Amazônia, Brazil 
fInstituto de Ciências Biológicas, Departamento de Morfologia, UFAM, Brazil 
 
*Corresponding author: Lucia de Paula at Universidade Federal do Amazonas, 

Instituto de Ciências Biológicas, Departamento de Morfologia, Av General 

Rodrigo Octávio Jordão Ramos, 3000, Campus Universitário, Bloco H, 

Secretaria do Departamento de Morfologia, CEP 69077-000, Manaus, AM, 

Brazil - Phone: 55 (92) 8123-9811. Email: lpaula.bio@hotmail.com 

 

Abstract 

Leprosy displays a wide clinical spectrum that is dependent of the type of 

immune response.  We investigate here whether polymorphisms in the 

promoter region of the IL12RB2 gene are associated with susceptibility or 

resistance to clinical forms of leprosy.  Nucleotide sequencing of the promoter 

region of IL12RB2 encompassing SNPs -1035 A/G, -1033 T/C, -1023 A/G, -650 

del/G and -464 A/G was performed on DNA samples from 105 leprosy patients 

and 108 healthy controls. However, none of the SNPs were associated with 

susceptibility to the disease or any of its clinical forms. Similarly, haplotype 

analysis did not show any association. The haplotype -1035A/-1033T/-1023A/-

650G/-464A was prevalent, and homozygosity for this haplotype was 

associated to a lower distribution of CD4
+ T cells (p = 0.041). Our data suggest 

that polymorphisms present in the promoter region of IL12RB2 may not be 

associated with susceptibility to leprosy or its clinical forms. 

Keywords: Cellular immunity, Polymorphism, Leprosy, Cytokine, IL12RB2. 
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1. Introduction 

 Leprosy is a disease caused by Mycobacterium leprae and displays a 

wide range of clinical manifestations illustrated by two polar responses: 

tuberculoid or lepromatous leprosy, and various intermediate or borderline 

forms [1]. The clinical outcome depends mainly on the fine balance of T helper 

cell-mediated immunity and the genetic background of the host as there is little 

genotypic variation between strains of M. leprae. Leprosy is characterized by 

the presentation of different immune responses against M. leprae, with 

tuberculoid leprosy being characterized by a stronger TH1 immune response 

and lepromatous form by a marked TH2 response.   

 The IL-12 family members play an important role during mycobacterial 

infection, stimulating both the activation and migration of dendritic cells, and the 

induction and polarization of TH1 cells [2]. The IL-12 receptor is composed by 

two 1 and 2 subunits and has a key role in innate and adaptive immune 

response [3]. Several polymorphisms (-237 C/T, -464 A/G, -1023 A/G, -1033 

T/C and -1035 A/G) in the promoter region of IL12RB2 gene have been 

identified as potentially affecting gene transcription [4,5]. We investigated 

whether these polymorphisms may be associated with the susceptibility to or 

the clinical manifestations of leprosy in patients from the Brazilian state of 

Amazonas. 

2. Study subjects and methods 

2.1. Study population 

 The study population comprised 105 leprosy patients and 108 healthy 

controls aged between 18 and 65 years, as previously described [6]. There 

were no differences between patients and controls with regard to age (mean 

35.4  12.4 and 36.3  12.6, respectively). Leprosy patient population sizes in 

this study were similar: 50 (47.6%) for paucibacillary (PB) and 55 (52.4%) for 

multibacillary (MB) patients. 
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2.2. Biological material 

 The Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wisconsin) 

was used to extract DNA from the peripheral blood of all participants with some 

small modifications, such as the early treatment of samples with phosphate buffered 

saline (PBS). Subsequent steps were all performed according to manufacturer’s 

instructions. After elution, DNA was stored at -80°C until use. 

2.3. Polymerase chain reaction (PCR) and purification of the PCR product 

 The following pair of primers 5’-

CAGAAAAGATCAGCAAATTTAGGATATTTGG-3’ and 5’-

TCACCACTCCCGTATAGGTCCC-3’ as forward and reverse, respectively, 

were designed encompassing the five polymorphisms for PCR amplification 

yielding a fragment of 928 base pairs. The PCR product was then purified with 

the Wizard® SV Kit (Promega, Madinson, Wisconsin). 

2.4. Nucleotide sequencing reaction and sequence analysis 

 Approximately 5-20 ng of DNA was used in the sequencing reaction. The 

sequencing was performed using the BigDye® Terminator v3.1 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) with the same primers used for PCR. Capillary 

electrophoresis was performed using an ABI 3130 DNA sequencer and polymer 

POP-7TM. The sequences were initially analyzed using the software programs 

Sequencing Analysis (Applied Biosystems, v5.3.1) and SeqMan (DNASTAR 

Lasergene, v7.0) to build contigs and a comparison with the IL12RB2 reference 

gene sequence (GenBank ID: AL389925). 

2.5. Haplotype analysis 

Pairwise nucleotides was calculated using the Haploview (v.4.2), as a 

measure of the linkage disequilibrium (LD). Haplotypes with frequencies above 

1% were classified as relevant. The degree of pairwise between SNPs was 

analyzed by LD structure, with results having r2 values >0.8 considered highly 

intercorrelated and pairs with r2<0.1 at linkage equilibrium. 

 



                                                                                                                    

68 

 

2.6. Flow cytometry analysis 

 Populations of CD4
+ and CD8

+ T cells, as well as activated T cells were 

identified using fluorochrome-conjugated antibodies against surface antigens 

CD3, CD4, CD8 and CD69 (Becton–Dickinson, California). The T cells were 

identified and 10,000 events for each sample were acquired and analyzed with 

a FACS Calibur flow cytometer (Becton–Dickinson Immunocytometry Systems, 

Palo Alto, California) using CellQuest (v.3.1) software. 

2.7. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

The levels of cytokines in serum of patients were measured by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) for IFN- and IL-12 using commercial kit 

(BD OptEIA – BD Bioscience, San Diego, CA, USA), according to the 

manufacturer’s instructions. 

2.8. Statistical analysis 

 The genotype frequencies were determined by direct counting and were 

subsequently compared in a contingency table by a 2 test or G test for 

genotypes with low frequencies. A 2 test was applied to each population to 

investigate the Hardy-Weinberg equilibrium. The odds ratio (OR) and p-values 

were calculated using the BioEstat (v.5.2) software. The t test was used to 

compare the T-cell subsets and Mann-Whitney test to cytokine levels using 

GraphPad Prism (v.5.0) software. p values less than 0.05 were considered 

significant. 

3. Results 

3.1. Genotype distribution of polymorphisms in the IL12RB2 promoter region 

The genotype and allele frequencies of the five polymorphisms -1035 

A/G (rs3762315), -1033 T/C (rs11576006), -1023 A/G (rs3762316), -650 del/G 

(rs67901416) and -464 A/G (rs3762317) are shown in Table 1. Genotype 

distributions for each SNP were in Hardy-Weinberg equilibrium in both leprosy 

patients and healthy control groups. Similar genotype and allele frequencies for 

each SNP were observed in both groups. Additionally, multiple logistic 



                                                                                                                    

69 

 

regression analysis did not show any association with bacteriologic index (BI), 

leprosy reaction and affected nerves (data not shown). 

3.2. Haplotype analysis 

 As shown in Table 2, haplotype analysis revealed five main haplotypes: 

haplotype 1 -1035A/-1033T/-1023A/-650G/-464A, haplotype 2 -1035G/-1033T/-

1023G/-650del/-464G, haplotype 3 -1035A/-1033C/-1023A/-650del/-464A, 

haplotype 4 -1035A/-1033T/-1023A/-650del/-464G and haplotype 5 -1035A/-

1033T/-1023A/-650G/-464G. The low haplotype diversity is a result of high 

linkage disequilibrium between the SNPs as shown in the Fig. 1. Curiously, the 

polymorphisms of the positions -1035, -1023 and -464 present an absolute 

correlation (p<0.0001) having a combination of the same genotype in their 

respective positions, representative of a high linkage disequilibrium. 

3.3. Haplotypes and T-cell subsets  

 The distributions of CD4
+ and CD8

+ T cells, as well as activated T cells 

were evaluated for correlations with the presence and absence of haplotype 1. 

A lower mean of CD4
+ T cells was observed for haplotype 1 compare to other 

haplotypes, (p = 0.041) (Fig. 2A). Similarly the distribution of CD8
+ T cells was 

lower in carriers for haplotype 1, although these observed differences were not 

statistically significant (Fig. 2B). Of note, a similar median of activated T cells 

was observed between the haplotypes with a mean of approximately of 170 

cells/µL. 

3.4. ELISA 

 The cytokine levels of IL-12p70 and IFN- were evaluated for correlations 

between haplotype 1 and non-haplotype 1. Higher levels of IL-12p70 was 

observed in carriers homozygous for haplotype 1 compared to non-haplotype 1 

(mean 296.5 and 211.2, respectively) (Fig. 2C), whereas a higher mean of IFN- 

was found in non-haplotype 1 (Fig. 2D). However, these differences did not 

reach statistical significance. 
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4. Discussion 

The IL-12 receptor contributes to development of the innate and adaptive 

immune response [3]. Differences in the expression of IL12R2 has been 

observed between leprosy clinical forms, with a higher expression in the lesions 

of tuberculoid patients [7]. The 2 chain has an important role in the cellular 

signal transduction due the presence of tyrosine residues in the cytoplasmic 

domain [3,8]. Previous studies have related genetic polymorphisms of the 

promoter region with gene expression regulation [9], thus demonstrating an 

association with lepromatous leprosy [10]. This may be due the formation of 

binding site to GATA [4], a transcriptional factor involved in the suppression 

IL12R2 expression, which could affect the development of cellular immune 

responses [5]. 

A study examining a Japanese population described twelve 

polymorphisms in the promoter region of the IL12RB2 gene in leprosy patients 

[10]. Curiously, the SNPs -568 A/C, -557 T/C and -550 T/C, characterized as 

conserved regions in our populations, following the allelic combination C/T/T. 

Our contrary finding may be because all participants included in this present 

study were confirmed to be of the same geographic origin. 

Association of the -1035 A/G, -1023 A/G, -650 delG and -464 A/G 

polymorphisms in the promoter region of the IL12RB2 gene with the 

development of lepromatous leprosy has been reported in the Japanese 

population [10]. Cellular immune response is protective for leprosy; these 

polymorphisms could be associated with a reduced cellular response. In our 

study, significant differences among leprosy patients and controls or between 

PB and MB patients were not observed. 

Gene expression studies of IL12RB2 using isolated fragment of the 

promoter region encompassing the polymorphisms cloned in pGL3 plasmid and 

transfected in Jurkat T cells showed the haplotype 1 to correlate with a higher 

transcriptional activity when compared with other haplotypes [10]. The 

haplotype 1 was prevalent in our study population. However, no significant 

differences were found between PB and MB patients. 

Another study demonstrated different effects of these genetic 

polymorphisms depending on the type of cells. An increased transcriptional 
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activity in NK cells was observed when compared to T cells. A higher 

expression of IL12R2 and IFN- were observed in NK cells in the absence of 

haplotype 1 [11]. NK cells may modulate immune responses in leprosy patients 

by the production of IFN-, which directs the adequate production of cytokine 

and the development of an adaptive response [12,13]. Here, a higher 

distribution of CD8
+ T cells and a significant increase of CD4

+ T cells in the 

absence of haplotype 1 was observed in leprosy patients. As leprosy is 

characterized a disease of high infectivity, the absence of haplotype 1 may be 

essential for the innate immune protection against infection by M. leprae 

Higher levels of IL-12p70 were found in individuals homozygous for 

haplotype 1. However, low levels of IFN- were observed in carriers of 

haplotype 1 suggesting that there may be a deficiency in IL-12/IL12R signaling 

to IFN- production in our study population. 

We have attempted to understand the functional features of different 

types of cells and determine whether a strong innate response or adaptive 

response would result in better outcomes for patients. The innate immune 

response may be a key component in determining the outcome of the infection, 

due to its involvement in the control of infections and the activation of the 

adaptive response [14]. Altogether, the haplotype 1 was prevalent in leprosy 

patients and can consequently affect the development cellular immune 

response, which may be associated with higher levels of IL-10 in MB patients 

[15]. Previous in vitro studies have found a correlation between haplotype 1 and 

higher cellular activity, although this is contrary to our observations of a similar 

genotype distribution between PB and MB patients. SNPs of IL12RB2 may 

therefore present different effects in vivo suggesting the involvement of other 

immune response genes, as described in previous studies [6,16]. Cytokine 

expression may also be regulated by the activity of microRNA [17]: for example, 

the expression of miR-187, which silences the IL-12p40 expression, is 

dependent on the synthesis of IL-10 [18]. The lack of association with 

polymorphisms studied in our population may be due to the involvement of 

other genes that are responsible for the prior activation of IL12RB2, as 

described in previous studies [16,19]. 
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The haplotype and the frequencies observed in this study are in 

accordance with the subcloned and sequenced haplotype previously described 

in the Japanese population [10,20], namely three main haplotypes. Additionally, 

the performed haplotype analysis demonstrated a low diversity of haplotypes, 

which is characteristic of high linkage disequilibrium between variants studied, 

thus suggesting that future genome-wide association study (GWAS) insert a 

single SNP to determine other common variants. As the polymorphisms of the 

promoter region of IL12RB2 have been poorly defined, only previously 

described in Japanese population and currently in a Brazilian population, it 

would be interesting to investigate the distribution of this haplotypes in different 

countries which present low rates of the leprosy, such as Europe and North 

America, to assesses the haplotype frequencies and evaluate whether there are 

differences between different countries. 

In summary, our data suggest that the polymorphisms present in 

promoter region of IL12RB2 may not be associated with the susceptibility to 

leprosy or to its different clinical forms. These polymorphisms, however, may 

present an important role in the development of the cellular immune response 

against M. leprae.  As we hypothesize the involvement other immune response 

genes, future in vitro assays could be performed controlling for the activity of 

genes such as IL-10 to measure the accurate transcriptional activity of 

IL12RB2. Further studies are required to exclude IL12RB2 gene as a 

susceptibility locus in the Brazilian population. 
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TABLES 
 

SNP

-1035 A/G

A/A

A/G

G/G

-1033 T/C

T/T

T/C

C/C

-1023 A/G

A/A

A/G

G/G

-650 del/G

del/del

del/G

G/G

-464 A/G

A/A

A/G

G/G

Table 1: Genotype distribution of polymorphisms in the

IL12RB2 promoter region between leprosy patients and

control subjects

Contingency table was applied to compare genotype frequencies between

leprosy patients and control subjects, and between PB and MB patients, being

used the 
2

test and G test. No statistical significant results were observed

between the populations, p  > 0.05

Patients Controls

59 (56.2)

10 (9.5)

75 (71.4)

29 (27.6)

11 (10.5)

61 (56.5)

40 (37)

7 (6.5)

78 (72.2)

28 (25.9)

51 (48.6)

33 (31.4)

51 (48.6)

47 (43.5)

9 (8.3)

36 (34.3)

40 (37)

7 (6.5)

17 (15.7)

19 (38)

5 (10)

10 (20)

58 (55.3)

2 (1.9)

61 (56.5)

37 (35.2)

10 (9.5)

21 (20)

0 (0)

26 (52)

26 (52)

14 (28)

24 (48)

N  (Frequency)

Paucibacillary Multibacillary

27 (54)

18 (36)

5 (10)

36 (72)

14 (28)

53 (49.1)

38 (35.2)

52 (48.2)

1 (1)

18 (32.7)

5 (9.1)

11 (20)

25 (45.5)

19 (34.5)

32 (58.2)

18 (32.7)

5 (9.1)

39 (70.9)

15 (27.3)

1 (1.8)

32 (58.2)

43 (40.9)

6 (10.9)

21 (42)

5 (10)

27 (49.1)

22 (40)

 
 

 

 

 
Table 2: Haplotypes of the promoter region of IL12RB2 present in the study 
population 
       N (Frequency %) 

Haplotype
s 

-1035 -1033 -1023 -650 -464 Patients Controls 

1 A T A G A 110 (52.4) 118 (54.6) 
2 G T G del G 54 (25.7) 52 (24.1) 
3 A C A del A 29 (13.8) 26 (12) 
4 A T A del G 6 (2.8) 7 (3.2) 
5 A T A G G 4 (1.9) 3 (1.4) 
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Fig. 1: Linkage disequilibrium structure of the promoter region of 
IL12RB2. The LD structure shows SNP rs11576006 in linkage equilibrium with 

SNPs rs3762315 and rs3762317, r2 values 0.063 and 0.078, respectively, 
whereas the SNPs rs3762315, rs3762316, rs67901416 and rs3762317 are in 
linkage disequilibrium (r2 values between 0.42 and 0.97), with the SNPs 
rs3762315 and rs3762316 being highly intercorrelated (r2 = 0.97). *r2 = 0.078 
and **r2 = 0.063. 
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Fig. 2:  Distribution of CD4+ (A) and CD8+ T cells (B), IL-12p70 (C) and IFN- 
(D) levels in leprosy patients with haplotype 1 or non-haplotype 1. (A) A 
significant difference was observed in the distribution of CD4+ T cells between 
haplotypes, p = 0.041 (t test). (C-D) There were no significant differences in the 
measured levels of cytokine between the haplotypes, p>0.05 (Mann-Whitney 
test). 
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Anexo I – Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Alfedo 
da Matta para realização do “Projeto DCR”. 

 



                                                                                                                    

80 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                    

81 

 

Anexo II – Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Alfedo 

da Matta para realização do “Projeto De Dissertação”. 
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Anexo III – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido destinado aos 

Pacientes 
 
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO AOS 

PACIENTES DA PESQUISA 

 

 

 
TÍTULO DO ESTUDO: Avaliação de polimorfismos genéticos em pacientes 

portadores de Hanseníase atendidos na Fundação Alfredo da Matta. 

 

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo irá contribuir com informações sobre 

alterações genéticas, isto é, verificando se a genética do paciente pode estar relacionada 

com o desenvolvimento da doença. 

 

PROCEDIMENTOS: Para este estudo serão coletados 5 mL de sangue para análise 

laboratorial a ser realizada na Fundação Alfredo da Matta. 

  

RISCOS E DESCONFORTOS: Não existem riscos associados à participação deste 

estudo. O único desconforto será o da picada da agulha, que será realizada no mesmo 

momento da coleta para a realização dos exames solicitados. 

 

 BENEFÍCIOS: A participação neste estudo não traz nenhum benefício direto e 

imediato para o indivíduo, mas ajudará no conhecimento da genética e proteção da 

doença, podendo auxiliar futuramente no tratamento da doença. 

 

 

VOLUNTARIEDADE E CONFIDENCIALIDADE: A participação neste estudo é 

voluntária, sendo, portanto, os participantes deste estudo podem retirar sua participação 

a qualquer momento. Os dados pessoais referentes à participação dos indivíduos neste 

estudo permanecerão confidenciais e não será divulgada a identidade dos participantes. 
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USO DE MATERIAL BIOLÓGICO COLETADO: O material biológico coletado 

(sangue) será utilizado para os testes laboratoriais e será armazenado para estudos 

posteriores. 

 

 

 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO 

 

Após ter recebido informações claras, autorizo o (a) menor  

_____________________________ a participar do estudo em questão. 

 

 

 

          

 Manaus, ___/___/_____                

                                                                                                 (Impressão dactiloscópica) 

               
                                         

    _______________________                                   ____________________________ 

      Assinatura do participante                              Nome do participante 

 

 

   _______________________                                   ____________________________ 

      Assinatura do pesquisador                                       Nome do pesquisador 

 

 

 

Este formulário foi lido para ____________________________ (nome do participante) 

em __/__/___ pelo _____________________ (nome do pesquisador) enquanto eu 

estava presente. 

 

 

_______________________                              ____________________________    

 Assinatura da Testemunha                                            Nome da testemunha 

 

Importante: Deverá ser feito em duas (02) vias, ficando uma com o sujeito da pesquisa 
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Anexo IV – Formulário para coleta de informações pessoais e quadro clínico 

do paciente 
 
INICIAIS DO 

PACIENTE 
     PROTUÁRIO 

DO PACIENTE 
      DATA DA 

VISITA 
      

 

DADOS CLÍNICOS E HISTOPATOLÓGICOS DO PACIENTE 

 
 

IDADE    

 

 

EXAME DERMATOLÓGICO E EXAMES COMPLEMENTARES 
Início dos 

sintomas 

 

No de 

meses______ 

 

 

 

Tipo de lesão 

1. Mácula 

2. Placa 

3. Pápula 

4. Infiltração difusa 

5. Nódulo 

6. Área anestésica 

Cor da lesão 

1. 1. Hipocrômica 

2. 2. Eritematosa 

3. 3. Hipercrômica 

4. 4. Normocrômica 

Sensibilidade 

1. Alterada 

1. 2. Duvidosa 

2. 3. Normal 

Número de lesões 

 

 

 

 

 

Baciloscopia 

1.Positiva 

2.Negativa 

 

Resultado do IB 

_______________ 

 

 

  

CLASSIFICAÇÃO OPERACIONAL 
1. Paucibacilar (até 5 lesões cutâneas) 

2. Multibacilar (mais de cinco lesões cutâneas) 

CLASSIFICAÇÃO CLÍNICA 
1. Hanseníase Indeterminada           2. Hanseníase Tuberculoide     3. Hanseníase Lepromatosa 

4. Hanseníase Borderline Tuberculoide         5. Hanseníase Borderline Borderline 

6. Hanseníase Borderline Lepromatosa 

 

 

 

____________________________________ 

Assinatura e carimbo do medico examinador 
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Anexo V – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido destinado aos 

Indivíduos Controles 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DESTINADO AOS 

PARTICIPANTES DO GRUPO CONTROLE DA PESQUISA 

 

TÍTULO DO ESTUDO: Avaliação de polimorfismos genéticos em pacientes 

portadores de Hanseníase. 

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo irá contribuir com informações sobre 

alterações genéticas, isto é, verificando se a genética do paciente pode estar relacionada 

com o desenvolvimento da doença. 

PROCEDIMENTOS: Para este estudo serão coletados 5 mL de sangue para análise 

laboratorial a ser realizada na Fundação Alfredo da Matta. 

BENEFÍCIOS: A participação neste estudo não traz nenhum benefício direto e 

imediato para o indivíduo, mas ajudará no conhecimento da genética e proteção da 

doença, podendo auxiliar futuramente no tratamento da doença. 

VOLUNTARIEDADE E CONFIDENCIALIDADE: A participação neste estudo é 

voluntária, sendo, portanto, os participantes deste estudo podem retirar sua participação 

a qualquer momento. Os dados pessoais referentes à participação dos indivíduos neste 

estudo permanecerão confidenciais e não será divulgada a identidade dos participantes. 

USO DE MATERIAL BIOLÓGICO COLETADO: O material biológico coletado 

(sangue) será utilizado para os testes laboratoriais e solicitamos autorização para 

armazenamento e utilização para estudos posteriores sujeitos à submissão no Comitê de 

Ética em pesquisa. 

CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO 

 

 

          

   Manaus, ___/___/_____           (Impressão dactiloscópica)                               

_______________________                                       ____________________________ 

   Assinatura do participante                                          Nome do participante 

 

 

______________________                              ____________________________          

Assinatura do pesquisador                                                      Nome do pesquisador 
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Anexo VI – Protocolo de purificação EtOH/EDTA/Acetato de Sódio (Applied 
Biosystems) 
 

PROTOCOLO EtOH/EDTA/ACETATO DE SÓDIO. – BULA BIGDYE V3.1 APPLIED 

BIOSYSTEM 

 

Para precipitar reações de 10uL em placas com 96 poços: 

1. Remova a placa do termociclador e centrifugue 1 min 2000 RCF; 

2. Adicionar 1µL de EDTA 125mM a cada um dos poços; 

Nota: tenha certeza que o EDTA foi adicionado no fundo dos poços. 

3. Adicionar 1µL de acetato de sódio 3M (pH 5,2) a cada um dos poços; 

Nota: tenha certeza que o acetato foi adicionado no fundo dos poços. 

4. Adicionar 25µL de EtOH  100% gelado, a cada um dos poços; 

5. Sele a placa com strips e misture por inversão (4x); 

6. Incube por 15 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz; 

7. Centrifugue a 2.000 RCF por 45 minutos ou 3.000 RCF por 30 minutos; 

Importante: o próximo passo deve ser feito imediatamente. Se isto não for possível, então faça 

um spin na placa por mais 2 minutos antes de recomeçar 

8. Inverta a placa e faça um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a placa da 

centrífuga; 

Obs: Antes de inverter a placa, desprezei o conteúdo da mesma na pia junto com uma leve 

batida na mesa. Após esta centrifugação, programá-la para a temperatura de 4°C 

9. Adicione 35µL de EtOH a 70% em cada um dos poços; 

10. Centrifugue por 15 minutos, à 4°C e 1.650 RCF; 

Obs: Caso tenha esquecido a programação para 4°C, acione o FAST temperatura  

11. Inverta a placa e faça um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a placa da 

centrífuga; 

Nota: comece a contar o tempo assim que o rotor começar a se mover. 

 

12. Incube a placa à 52°C por 15 minutos, cobrir com papel alumínio (termociclador-2- 

Mastercycler) 

13. Se não for colocar no sequenciador imediatamente, congelar a placa seca ao abrigo da luz; 
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14. No momento de sequenciar ressuspender com 10 uL de formamida Hi-Di, lavando as 

paredes dos poços; 

15. Aqueça a placa 95°C por 1 minuto, monte e coloque no sequenciador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


