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RESUMO 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa causada pelo Mycobacterum leprae (M. 

leprae), um bacilo intracelular obrigatório de crescimento lento. O tratamento da 

doença é feito com a combinação de três antibióticos: dapsona, rifampicina e 

clofazemina (Poliquimioterapia - PQT) e terapias alternativas são escassas. Em 

iniciativa anterior iniciada em 2009 com participação de nosso grupo de pesquisa, foi 

constatado um índice alarmante de resistência à PQT na Vila Santo Antônio do Prata 

(ou Vila do Prata), uma ex-colônia de hansenianos, que ainda hoje é hiperendêmica 

para essa doença. Dessa forma, fez-se necessário descrever a exata extensão do 

problema de resistência primária e secundária do M. leprae aos componentes da 

PQT na Vila do Prata, bem como a natureza molecular dos isolados bacterianos. 

Essa nova iniciativa utilizou uma estratégia sistemática de recrutamento da 

população, seguida de confirmação laboratorial dos casos, cultivo in vivo do M. 

leprae, análise molecular dos genes clássicos de resistência, genotipagem de SNPs 

e variações em tandem dos isolados e, por fim, padronização do sequenciamento de 

genoma completo. Um total de 611 indivíduos foram examinados em atividade 

intensiva de atendimento dermatológico na Vila do Prata. Foram obtidas biópsias de 

20 casos clinicamente identificados como hanseníase ativa. Constatou-se que, 

dentre 11 casos de recidiva, 5 (45,5%) tinham alguma resistência e, dentre os 9 

casos novos, 2 (22,2%) tinham alguma resistência. Somando esses casos aos 

identificados no Estudo de 2009, obteve-se um total de 18 recidivas (das quais 13 

tinham resistência a um ou mais antibióticos) e 19 novos casos (dos quais 6 tinham 

resistência a um ou mais antibióticos). A análise combinada dos dados permitiu a 

demonstração de transmissão intrafamiliar de casos de resistência secundária 

gerando casos de resistência primária. Finalmente, foi padronizado o protocolo de 

sequenciamento de genoma completo e foi definida uma proposta preliminar de fluxo 

da análise de dados do sequenciamento. 

 

Palavras-chave: hanseníase, genoma, resistência, sequenciamento de segunda 

geração. 



 

 

ABSTRACT 

 

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae (M. leprae), a 

mandatory slow-growing intracellular bacillus. The treatment of the disease is based 

on a combination of three antibiotics: dapsone, rifampicin and clofazemine 

(Multidrugtherapy - MDT) and alternative therapies are scarce. In an earlier initiative 

started in 2009 with the participation of our research group, an alarming index of 

resistance to MDT was found in Vila Santo Antônio do Prata, a former leprosy colony 

that is still hyperendemic to leprosy today. Thus, it was necessary to describe an 

exact extension of the primary and secondary resistance problem of M. leprae to the 

components of MDT in Vila do Prata, as well as the molecular nature of bacterial 

isolates. In this new initiative a systematic population recruitment strategy was used, 

followed by laboratory confirmation of the cases, in vivo M. leprae culture, molecular 

analysis of classical resistance genes, SNP typing and tandem variations and, finally, 

standardization of M. leprae genome sequencing. A total of 611 individuals were 

examined in intensive dermatological care in Vila do Prata. Biopsies were obtained 

from 20 identified cases of active leprosy, 11 relapses and 9 new cases; of these, five 

and two, respectively, had resistance to one or more antibiotics. Adding these data to 

the 2009-study, we obtained a total of 18 relapses (of which 13 had resistance to one 

or more antibiotics) and 19 new cases (of which 6 had resistance to one or more 

antibiotics) were observed. The combined analysis of the data led to the 

demonstration of intra-familial transmission of cases of secondary resistance in cases 

of primary resistance. Finally, the complete genome sequencing protocol was 

standardized and a preliminary proposal for flow of data analysis was defined. 

 

Keywords: leprosy, genome, resistance, next generation sequencing. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. REVISÃO DE LITERATURA – PARTE 1 – HANSENÍASE 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa, estigmatizante e debilitante, cujo 

mais antigo indício de existência é um esqueleto encontrado na Índia, datado de 

2.000 a.C, com lesões características da doença (1). 

 

1.1.1. Agente Etiológico 

 

O agente etiológico da hanseníase é o Mycobacterium leprae, um bacilo que 

taxonomicamente pertence ao reino Bacteria, ao filo Actinobacteria, à classe 

Actinobacteria, à ordem Corynebacterialese e à família Mycobacteriaceae. O M. 

leprae mede de 1 a 8 µm, é álcool ácido-resistente (BAAR), gram positivo, sem 

motilidade, aeróbico, intracelular obrigatório e de crescimento lento. Ele possui uma 

parede celular de cerca de 20 nm de espessura, constituída de peptideoglicanos e 

cadeias polissacarídeas. Além disso, o bacilo apresenta uma cápsula caracterizada 

pela presença de componentes lipídicos e, até hoje, não é cultivável em meios 

artificiais (2, 3). 

 

1.1.2. Patogêneses 

 

A exposição ao M. leprae é necessária, mas não suficiente para o 

desenvolvimento da hanseníase. Caso o indivíduo exposto seja intrinsecamente 

suscetível ocorrerá infecção, acompanhada ou não de manifestações clínicas 

(Figura 1). Estes indivíduos são ditos suscetíveis à hanseníase per se, ou seja, à 

doença, independente da sua manifestação clínica, que se caracteriza por um amplo 

espectro de sinais e sintomas que variam conforme a resposta imunológica do 

hospedeiro (4). 
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Todo paciente diagnosticado com hanseníase tem direito a receber 

tratamento poliquimioterápico (PQT) gratuitamente. Após um curso de tratamento 

completo o paciente recebe alta terapêutica, porém, é possível a ocorrência de 

recidiva. Caso o indivíduo tenha sido curado e continue exposto à bactéria, pode 

ocorrer recidiva por reinfecção. Caso não tenha havido cura, o indivíduo pode sofrer 

reativação clínica, dita recidiva por falha terapêutica ou persistência. A falha 

terapêutica, por sua vez, pode derivar de um tratamento irregular, não adesão 

terapêutica ou resistência da bactéria à antibioticoterapia. 

 

Figura 1 – Patogêneses da hanseníase. 

 

Legenda: * A cura espontanea foi relatada em alguns casos esparços na epoca em que não havia 
um tratamento de efetividade terapêutica comprovada. 
Fonte: a autora (2018), adaptado de (4). 

 



 

20 

 
1.1.3. Diagnóstico 

 

O diagnóstico da hanseníase é essencialmente clínico e depende de exame 

cuidadoso da pele e nervos periféricos do paciente. Idealmente, toda a morfologia da 

pele deve ser observada, os nervos periféricos devem ser apalpados em busca de 

possíveis comprometimentos nervosos e pontos de anestesia (perda de 

sensibilidade) devem ser testados (especialmente em lesões cutâneas e áreas 

próximas a nervos possivelmente comprometidos). Um diagnóstico precoce e 

preciso possibilita o tratamento correto e diminui o desenvolvimento de sequelas (5). 

A partir de 1982 foi adotada uma classificação simplificada para fins de tratamento, 

proposta pela Organização Mundial da Saúde (OMS), que divide os pacientes em 

paucibacilares (PB) e multibacilares (MB), conforme critérios do Quadro 1 (6). 

 

Quadro 1 – Classificação da hanseníase para fins terapêuticos de acordo com OMS 

Casos PB 
Casos de hanseníase com 1 a 5 lesões de pele e ausência de bacilos 

detectáveis na baciloscopia 

Casos MB 

Casos de hanseníase com mais de 5 lesões de pele ou com qualquer 

envolvimento neural ou que teve presença de bacilos na baciloscopia 

(independentemente do número de lesões de pele) 

Fonte: Traduzido e adaptado de (7) 

 

A baciloscopia é um exame diagnostico complementar especialmente 

recomendado em casos de: (i) diagnóstico diferencial com outras doenças 

dermatoneurológicas; (ii) dúvidas na classificação; (iii) casos suspeitos de recidiva. 

Usualmente, linfa é coletada das orelhas, cotovelo e/ou lesões cutâneas do paciente 

e o material é aplicado numa lâmina. Essa lâmina é, então, corada com a coloração 

de Coloração de Kinyoun (também conhecido como “Coloração de Ziehl-Neelsen a 

frio”) e observada ao microscópio sob o aumento de 100x na objetiva de imersão. O 

resultado é dado numa escala logarítmica na forma de um parâmetro denominado 

“índice baciloscópico” (IB) (Quadro 2) (8-10). 
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Quadro 2 – Escala Logarítmica de Ridley para baciloscopia de hanseníase. 

Escala Significado 
0 Ausência de bacilos detectáveis em 100 campos examinados. 

1+ Presença de 1 a 10 bacilos, em 100 campos examinados. 
2+ Presença de 1 a 10 bacilos, em cada 10 campos examinados. 
3+ Presença de 1 a 10 bacilos, em média, em cada campo examinado. 
4+ Presença de 10 a 100 bacilos, em média, em cada campo examinado. 
5+ Presença de 100 a 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado. 
6+ Presença de mais de 1.000 bacilos, em média, em cada campo examinado. 

Fonte: Adaptado de (8, 9) 
 

 

1.1.4. Tratamento e Resistência 

 

Durante muitos anos, a hanseníase foi uma doença incurável e seu principal 

tratamento, de efetividade questionável, era baseado no uso do óleo de 

chaulmoogra (árvore da família das Flacourtiáceas) (11, 12).  

 

1.1.4.1. Tratamento com dapsona 

 

Apenas na década de 40 começaram a ser utilizados experimentalmente os 

derivados sulfônicos para fins de contenção da infecção pelo M. leprae, como o 

promim, a diazona e a dapsona (DDS, do inglês diaminodiphenyl sulfone) (13-16). 

Nos anos seguintes, a DDS passou a ser utilizada como terapia de escolha contra 

hanseníase, com base na sua efetividade, baixo custo e facilidade de administração 

(por via oral). A DDS é um agente bacteriostático que atua como análoga sintética 

do ácido para-aminobenzóico (PABA), necessário na síntese de ácido fólico e 

consequentemente na síntese de DNA e RNA pelas bactérias (Figura 2) (17-20).  
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Figura 2 – Mecanismo de ação da DDS 

 

Legenda: A seta azul contínua representa a síntese do ácido dihidropteroico. A seta azul tracejada 
representa a série de reações que resultará na síntese do DNA. A seta e x vermelhos indicam a ação 
inibidora. Nas estruturas secundárias: as esferas cinzas representam átomos de carbono, as brancas de 
hidrogênio, as vermelhas de oxigênio, as azuis de nitrogênio e a amarela de enxofre.  
Fonte: a autora (2018), utilizando figuras obtidas nos softwares MolView (21) e SWISS-MODEL (22).   

 

Pouco tempo depois da instituição da monoterapia com DDS, foram 

observados que casos de hanseníase tratados com DDS por longos períodos por 

vezes deixavam de responder à droga e evoluíam para recidiva da doença (17, 23). 

Importante destacar que o M. leprae é incapaz de crescer em meios de cultura 

artificiais existentes, impossibilitando a confirmação da resistência in vitro através de 

técnicas clássicas da microbiologia, como, por exemplo, por antibiograma. Apenas 

em 1960 foi desenvolvida por Shepard uma técnica de inoculação de M. leprae em 

coxim plantar de camundongos (in vivo), a partir da qual tornou-se possível detectar 

resistência do bacilo (24). Utilizando essa técnica, em 1964, sete pacientes tratados 

ao longo de 13 a 15 anos com DDS tiveram as bactérias testadas para resistência e 

três delas se mostraram experimentalmente resistentes à DDS. Esses foram os 

primeiros casos comprovados de resistência à DDS na hanseníase (25). 
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Posteriormente, outros relatos de resistência à DDS começaram a surgir em várias 

partes do mundo. (17, 26, 27). 

 

1.1.4.2. Tratamento com clofazimina 

 

Em 1962, a clofazimina (CLF) foi utilizada pela primeira vez em três pacientes 

da Nigéria. Esses indivíduos já haviam sido tratados com DDS e a bactéria 

desenvolveu resistência a esse tratamento. Durante um ano de tratamento com CLF, 

foi relatada melhora clínica e redução do IB de todos os pacientes (28). Outro estudo 

do uso da CLF foi realizado em 1981, em 20 pacientes que tinham suspeita clínica 

de resistência ou tinham resistência comprovada à DDS. Todos os 20 pacientes 

relataram melhora clínica considerável.  

O mecanismo de ação da CLF ainda não foi completamente elucidado, sabe-

se que ela se liga ao DNA bacteriano e possivelmente inibe sua função como molde, 

eventualmente levando a morte celular (29). Com isso o efeito da CLF é fracamente 

bactericida e, portanto, inadequado para que ela fosse utilizada como monoterapia 

de escolha para hanseníase. Além disso, essa droga causa, como efeito colateral, o 

desenvolvimento de uma pigmentação avermelhada na pele do paciente, 

especialmente visível na pele clara (30). 

 

1.1.4.3. Tratamento com rifampicina e resistências primárias 

 

Na década de 1970 foi realizado um estudo experimental e clínico que 

comprovou que a rifampicina (RFP) inibia a multiplicação de M. leprae em patas de 

camundongos. Além disso, nesse mesmo estudo, a RFP se mostrou mais efetiva 

que a DDS no tratamento da hanseníase (31). 

  A RFP é um derivado piperazínico, que possui um efeito altamente 

bactericida, atuando seletivamente sobre a enzima RNA polimerase da bactéria 

(codificado pelos genes rpoA, rpoB, rpoC, rpoT) (32), causando uma mudança de 

conformação que resulta na inativação da enzima e, consequentemente, no bloqueio 

da síntese de RNA mensageiro (Figura 3) (33). 
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Figura 3 – Mecanismo de ação da RFP 

 

Legenda: A seta azul contínua representa a síntese do RNA mensageiro. A seta e x vermelhos indicam a 
ação inibidora. Nas estruturas secundárias: as esferas cinzas representam átomos de carbono, as brancas 
de hidrogênio, as vermelhas de oxigênio e as azuis de nitrogênio. 
Fonte: a autora (2018), utilizando figuras obtidas nos softwares MolView (21) e SWISS-MODEL (22).   

 

Mesmo após a experiência com o desenvolvimento de resistência devido à 

monoterapia sulfônica, a RFP também foi utilizada ocasionalmente em regime de 

monoterapia. Consequentemente, em 1976 foi inoculado em pata de camundongo a 

cepa de um paciente escandinavo com recidiva da doença após ser tratado por 

muitos anos com DDS e, posteriormente, com RFP, que se revelou o primeiro caso 

de M. leprae resistente a RFP (34).  

Em 1977, Pearson e col. relataram que, de oito cepas inoculadas em patas de 

camundongo advindas de pacientes da Etiópia sem tratamento prévio, cinco delas 

apresentaram resistência à DDS, sendo esses os primeiros relatos de resistência 

primária à DDS em hanseníase (35). Mais tarde, outros trabalhos reportaram casos 

de M. leprae resistentes tanto à DDS quanto à RFP, obtidos principalmente de 

pacientes tratados em esquema de monoterapia. Por exemplo, um estudo 

acompanhou todos os pacientes tratados para hanseníase MB no período de 1975 a 

1978 no Cebu (nas Filipinas), constatando que 42 apresentaram recidiva e foram 

suspeitos de terem desenvolvido resistência secundária à DDS. Utilizando a técnica 

de Shepard, 31 casos de resistência secundária à DDS foram confirmados. 

Consequentemente, foi feita uma busca por casos de resistência primária, 

inoculando em pata de camundongo amostras de 58 pacientes sem tratamento 

prévio. Duas (de 55 amostras que cresceram nos camundongos controle) também 
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cresceram nos camundongos que receberam DDS, resultando numa prevalência de 

resistência primária à DDS estimada em 3,6% (36).  

Estudo publicado em 1984 mostrou que 9/45 casos de recidiva eram 

causados por cepas resistentes à RFP in vivo. O tempo e constância de terapias 

prévias com RFP nesses nove pacientes foram variáveis (5 a 72 meses). Apenas 

uma dessas nove cepas era sensível à DDS, isolada do único paciente que não 

havia recebido monoterapia com este medicamento; todas as demais apresentaram 

também resistência à DDS (37). 

 

1.1.4.4. Surgimento da Poliquimioterapia 

 

 Devido ao grande número de casos de resistência já relatados na década de 

1980, concluiu-se que, para prevenir o aparecimento e disseminação de cepas 

resistentes, a solução seria utilizar um regime combinado de antibióticos. Na época, 

apenas quatro drogas estavam disponíveis e poderiam ser utilizadas nessa terapia 

combinada: RFP, DDS, CLF e etionamida. No caso de resistência prévia a alguma 

droga (em especial à DDS), o uso combinado com apenas mais um antibiótico 

equivaleria a uma monoterapia desse antibiótico, propiciando o desenvolvimento de 

resistência. Portanto, pelo menos três antibióticos deveriam ser utilizados. A DDS, 

por ser efetiva, barata e já amplamente utilizada na hanseníase, foi um dos 

medicamentos escolhidos para compor esse novo regime. A RFP, por ser 

bactericida, deveria também estar presente na combinação. Como a etionamida era 

mais hepatotóxica que a CLF, a CLF foi escolhida como terceiro componente. Em 

1981 (6), a Organização Mundial da Saúde (OMS) passou a recomendar a 

poliquimioterapia (PQT) baseada nos supracitados antibióticos para hanseníase, 

com um regime de seis meses para pacientes PB e de pelo menos dois anos para 

pacientes MB. Ao longo dos anos, pequenas alterações foram propostas nesse 

regime: em 1988 (38), 1994 (39) e 1998 (40). Uma das principais mudanças 

realizadas foi a redução do tratamento para pacientes MB de 24 para 12 meses. 

Importante destacar que essa mudança não foi baseada em estudos clínicos e sim 

em conveniência operacional. O regime atualmente utilizado é detalhado na Tabela 

1 (12, 17). 
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Tabela 1 - Regime recomendado da Poliquimioterapia a partir de 1998. 

 Pacientes MB (12 meses) Pacientes PB (6 meses) 

Mensalmente 
(Supervisionada) 

RFP (600mg) + CLF (300mg) + 
DDS (100mg) 

RFP (600 mg) +DDS (100mg) 

Diária 
(Autoadministrada) 

DDS (100mg) + CLF (50mg) DDS (100mg) 

Abreviações: MB: multibacilar; PB: paucibacilar; DDS: dapsona; RFP: rifampicina; CLF: clofazimina mg: 
miligramas. 

Fonte: Adaptado de (40) 

 

1.1.4.5. Tratamento com ofloxacina 

 

Em 1986 foram feitos testes do uso in vivo de ofloxacina (OFX) para 

tratamento da hanseníase, um antibiótico da família das quinolonas que se mostrou 

moderadamente bactericida contra o M. leprae. A OFX se liga à subunidade A da 

DNA girase (codificada pela gyrA), inibindo a replicação do DNA bacteriano (Figura 

4). Desde então, a OFX passou a ser usada como droga de segunda linha, em caso 

de resistência a componentes da PQT (41, 42). 

 
Figura 4 – Mecanismo de ação da OFX 

 

Legenda:  
A seta azul continua representa a duplicação do DNA. A seta e x vermelhos indicam a ação inibidora. 
Nas estruturas secundárias: as esferas cinzas representam átomos de carbono, as brancas  de hidrogênio, 
as vermelhas de oxigênio, as azuis de nitrogêneo e a verde de flúor.  
Fonte: a autora (2018), utilizando figuras obtidas nos softwares MolView (21) e SWISS-MODEL (22).   
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1.1.4.6. Multirresistência 

 

Em 1996, Shetty e col. estudaram três cepas de pacientes sem tratamento 

prévio para hanseníase, das quais duas apresentaram resistência in vivo; uma delas, 

apenas a uma droga (DDS) e a outra, a múltiplas drogas (DDS, RFP, CLF). Dessa 

forma, os autores descreveram, pela primeira vez, um caso de M. leprae 

multirresistente que era também um caso de resistência primária (43). 

O segundo caso de M. leprae resistente a múltiplas drogas foi também o 

primeiro caso de resistência a fluoroquinolonas. A cepa foi isolada de um paciente 

do Mali previamente tratado com monoterapia dapsônica por 12 anos e terapia 

combinada de RFP e OFX por um mês. Essa cepa foi testada em pata de 

camundongo e apresentou resistência à DDS, RFP e OFX. Também foram 

investigadas as bases moleculares dessas resistências, tendo sido encontrada uma 

mutação no gene rpoB (TCG � TTG - Leu 425 por Ser) e uma no gene gyrA (GCA 

� ATA - Val 91 por Ala) (Figura 5 a 7) (44). 

 Em 1999, ao ser analisada a sequência de nucleotídeos dos genes folP e 

folP2 (responsáveis pela codificação da enzima diidropteroato sintetase – DHPS – 

no M. leprae) em seis diferentes cepas de M. leprae resistentes à DDS, foram 

observadas duas mutações missense nos códons 53 e 55 do gene folP (Figura 5). 

Embora a mutação no códon 55 - ou em seus sítios homólogos - tenha sido relatada 

previamente em outras espécies bacterianas, a mutação no códon 53 estava sendo 

relatada pela primeira vez em bactérias (45). A enzima DHPS é responsável por 

processar tanto a DDS quanto o PABA (Figura 5), sendo, portanto, o principal locus 

de ocorrência de mutações associadas à resistência do bacilo à DDS. O mecanismo 

de resistência mais comum a essa droga, em geral, envolve a síntese de uma 

enzima que não reconhece – e, portanto, não processa – seletivamente a DDS (46-

49).  

 Pouco tempo depois, em 2000, Matsuoka e col. publicaram o terceiro caso de 

M. leprae multirresistente. Essa cepa era advinda de um paciente japonês tratado 

com monoterapia dapsônica por 20 anos, por DDS combinada com RFP por mais 11 

anos, protocolo ao qual foi adicionada a OFX. Ainda assim, o paciente manteve um 

IB alto. O isolado foi testado para resistência em pata de camundongo, que revelou 

resistência à DDS, RFP, OFX e sparfloxacina, e sensibilidade à claritromicina e CLF 

(50).
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Figura 5 – Representação esquemática das regiões determinantes de resistência a antibióticos (drug 

resistance determining region - DRDR) mais comumente relatadas no gene folP do M. leprae 

 

Fonte: a autora (2018) baseada na sequencia do gene folP disponivel em (51). 

 
Figura 6 – Representação esquemática das regiões determinantes de resistência a antibióticos (drug 

resistance determining region - DRDR) mais comumente relatadas no gene rpoB do M. leprae 

 

Fonte: a autora (2018) baseada na sequencia do gene rpoB disponivel em (52) 
 

Figura 7 – Representação esquemática das regiões determinantes de resistência a antibióticos (drug 

resistance determining region - DRDR) mais comumente relatadas no gene gyrA do M. leprae 

 

Fonte: a autora (2018) baseada na sequencia do gene gyrA disponivel em (53) 

 
1.1.4.7. Tratamentos substitutivos 

 

Atualmente no protocolo de hanseníase do Ministério da Saúde não existe um 

tratamento substitutivo específico para os casos de resistência. Nesses casos, os 

protocolos adotados são os mesmos de intolerância à medicação (Quadro 3) (10). 
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Quadro 3 – Tratamento recomendando pelo MS para doente com intolerância a um ou mais componentes 
da PQT. 
Intolerância 

a 
Forma clínica 

(duração) 
Dose mensal 

(supervisionada) 
Dose diária 

(auto administrada) 

DDS 

PB (6 meses) RFP (600mg) + CLF (300mg) CLF (50mg) 

MB (12 meses) 

RFP (600mg) + CLF (300mg) + 
OFL (400mg) CLF (50mg) 

OU OU 
MNC (100mg) MNC (100mg) 

RFP 

PB (6 meses) 
DDS (100mg) + OFX (400mg) DDS (100mg) + OFX (400mg) 

OU OU 
MNC (100mg) MNC (100mg) 

MB (12 meses) 

DDS (100mg) + OFX (400mg) 
+ CLF (300mg) 

DDS (100mg) + OFX (400mg) 
+ CLF (50mg) 

OU OU 
MNC (100mg) MNC (100mg) 

RFP e a DDS 

PB (6 meses) 
CLF (300mg) + OFX (400mg) CLF (50mg) + OFX (400mg) 

OU OU 
MNC (100mg) MNC (100mg) 

MB 

(primeiros 6 
meses) 

CLF (300mg) + OFX (400mg) + 
MNC (100mg) 

CLF (50mg) + OFX (400mg) 
+ MNC (100mg) 

(18 meses 
subsequentes) 

CLF (300mg) + OFX (400mg) CLF (50mg) + OFX (400mg) 
OU OU 

CLF (300mg) + MNC (100mg) CLF (50mg) + MNC (100mg) 
Legenda: PB = paucibacilar; MB = multibacilar; DDS = dapsona; RFP = rifampicina; CLF = clofazemina; 
OFX = ofloxaxina; MNC = minociclina; 
Fonte: Adaptado de (10) 
 

1.1.4.8. Monitoramento da resistência 

 

Em 2008, a OMS organizou um workshop para discutir os crescentes relatos 

de resistência publicados; dentre os pontos mais importantes, foi discutida a criação 

de um sistema de monitoramento da resistência em hanseníase (54). Dessa forma, 

foi publicado em 2009 o “Guidelines for Global Surveillance of Drug Resistance in 

Leprosy” que determina que os países endêmicos que participam do monitoramento 

devem coletar amostras de pacientes MB, com IB maior que “2+”, para avaliação 

molecular de resistência do bacilo à DDS, RFP e OFX nos casos de recidiva de 

hanseníase (55). Após essa proposta, a OMS publicou três relatórios do 

monitoramento de resistência (56-58), - descritos sucintamente na Tabela 2 - quatro 

relatórios de reuniões anuais (2009-2012) sobre o monitoramento da resistência (59-

62) e uma consulta em monitoramento de resistência (63), no qual constam dados 

referentes de 2010 a 2015. Nesse período, 5,2% (57/1086) eram casos de 

resistência secundária à RFP e 2,1% (16/776) eram casos de resistência primaria à 

RFP (7).  
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Recentemente, um estudo foi realizado na Colômbia com DNA de M. leprae 

advindo de 243 indivíduos coletados como parte do programa de monitoramento de 

resistência da OMS de 2004 a 2013. Após o sequenciamento das DRDR, foram 

encontrados 3 isolados com mutações apenas no gene rpoB (Asp441Tyr, 

Ser456Leu, Ser458Met); 3 com mutações apenas no gene folP (Thr53Ala, 

Pro55Leu, Thr53Ala + Thr88Pro) e 1 isolado com mutações no rpoB (Ser456Met) e 

no folP (Pro55Leu). Também foram encontradas mutações nunca associadas à 

resistência no rpoB (Ala426Thre e Arg505Trp) no folP (Asp91His, Arg94Trp e 

Thr88Pro) e na gyrA (Ala107Leu) (64). 

Outro estudo examinou biópsias de 25 pacientes da Guinea-Conakry e 

identificou, molecularmente, 4 casos de resistências primarias (1 com a mutação 

Ser456Leu no rpoB e 3 com Thr53Arg no folP). Esse mesmo estudo sequenciou as 

três cepas (Ml2-10, Ml6-50 e Ml6-55) com resistência à dapsona, identificando uma 

diferença de apenas 2 SNPs dentre elas, indicando que elas eram originalmente a 

mesma cepa (65). 

Um estudo realizado na Índia, por sua vez verificou que dentre 239 recidivas e 

11 casos novos 21,6% tinham resistência a um antibiótico e 6,8% tinham resistência 

a mais de um antibiótico (66).  

Esses resultados levaram a OMS a rever o monitoramento de resistência à 

hanseníase, culminando com a publicação do “A guide for surveillance of 

antimicrobial resistance in leprosy: 2017 update” em 2017 (7). Esse documento se 

baseou nas definições apresentadas no Quadro 4 e propõe que todos os casos de 

re-tratamento (exceto os de transferência) e parte dos casos novos (a quantidade 

pode variar conforme a disponibilidade de cada país) sejam testados para mutações 

associadas à resistência a DDS, RFP e OFX. É recomendado que sejam testados 

apenas aqueles casos que apresentem IB maior que 2+ para aumentar as chances 

de obter uma PCR positiva.  

Por fim, um estudo recente analisou 1.932 cepas de M. leprae (obtidas entre  

2009 e 2015 em centros de monitoramento de 19 países) e constatou que 8,0% 

(154) delas apresentaram algum grau de resistência. As resistências primarias e 

secundarias a RFP foram e 2,0% (16/789) e 5,2% (58/1143), respectivamente. 

Também foram constados 20 casos (1.0 %) de resistência dupla a DDS e RFP (67). 
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Quadro 4 – Definições da OMS 
Novo caso Paciente diagnosticado com hanseníase que nunca foi tratado para a doença 

Re-tratamento 
Paciente diagnosticado com hanseníase que já recebeu tratamento para a 

doença no passado. Sendo sub-dividido em: 

 Após abandono 

Paciente diagnosticado com hanseníase que abandonou o 

tratamento antes de completa-lo e retornou à unidade de saúde 

para completar o tratamento 

 Recidiva 

Paciente que completou todo um tratamento de hanseníase no 

passado e que teve reaparecimento dos sinais e sintomas da 

doença que não foram considerados decorrentes de um estado 

reacional. 

 Transferência 
Paciente que começou o tratamento num local e se reportou a um 

novo local para dar continuidade ao tratamento 

 Outros re-tratamentos 
Casos de re-tratamento que não possam ser enquadrados em 

nenhuma das outras categorias 

Fonte: Traduzido e adaptado de (7)  
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Tabela 2 – Dados dos relatórios de monitoramento da resistência da OMS. 

Pais Período 
Número de 

casos testados 
Resistência a RFP 

Resistência a 
DDS 

Resistência a 
OFX  

(ou quinolonas) 

Resistência 
simultânea a 
RFP e DDS 

Taxa de resistência 
(resistência a cada 100 

casos testados) 

Benin 2011-2015 a 70 1 3 0 0 5,7 

Brasil 
2009 b 135 2 4 0 NT 4,4 

2010-2015 a 244 3 2 2 25 13,1 

Birmânia 
2005-7 c 10 3 2 0 NT 50,0 

2009-10 b,d 44 4 1 0 NT 11,4 

China 

2009 b 10 NT 0 NT NT 0,0 

2010 d 8 1 0 0 NT 12,5 

N.D. a 116 1 8 0 0 7,8 

Colômbia 2006-10 b,c 36 7 7 0 NT 38,9 

Filipinas 2009-2015 a 140 NI 4 NI NI 2,9 

Guinea 2013-2015 a 27 1 0 0 0 3,7 

Índia 
2009-10 b,d 58 5 0 2 NT 12,1 

2010-2015 a 661 40 24 15 NI 12,0 

Indonésia 
2003-2011 a 270 NI 5 NI 1 2,2 

2013-2015 a 70 1 3 NI NI 5,7 

Madagascar 2013-2015 a 212 1 1 0 0 0,9 

Mali 2011 a 93 0 5 0 0 5,4 

Moçambique 2013-2014 a 9 1 0 0 0 11,1 

Myanmar 2010-2015 a 108 1 3 0 0 3,7 
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Nepal 2009-2015 a 178 10 2 0 2 7,9 

Nigéria 2013-2015 a 40 1 1 0 0 5,0 

Paquistão 2010 d 8 0 0 0 NT 0,0 

Vietnam 

2009 b 12 3 0 0 NT 25,0 

2010 d 6 3 0 0 NT 50,0 

2010-2015 a 290 0 20 0 NI 6,9 

Iêmen 2010 d 3 0 0 0 NT 0,0 

Legenda: As letras sobrescritas na coluna “Período” indicam o relatório fonte das informações, sendo: a: (63); b: (57); c:(58); d:(56); 
N.D.: Ano de amostragem não declarado. 
Fonte: a autora (2018) a partir de dados de (56-58, 63). 
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1.1.5. Epidemiologia 

 

Em 1966 foi estimado que haviam 10.786.000 casos de hanseníase no 

mundo (68). Nas duas décadas seguintes, as estimativas ficaram entre 10 a 12 

milhões de casos no mundo (Figura 8). A partir de 1985 essas estimativas passaram 

a se basear em dados mais precisos e a serem feitas anualmente, levando em 

consideração a prevalência e a incidência da doença (69). O paciente era 

considerado um “caso” para contabilização da prevalência enquanto não completava 

a PQT. Quando a PQT para pacientes MB reduziu de 2 para 1 ano (em 1998), a 

contagem de “casos” MB foi consequentemente reduzida pela metade (Figura 9) 

(17). 

Em 1991, a OMS lançou uma campanha para que, utilizando a PQT, em 2000 

a hanseníase fosse eliminada como problema de saúde pública, ou seja, houvesse 

menos de um caso a cada 10.000 pessoas (70). Essa campanha nunca teve a 

aquiescência do grupo de especialistas de hanseníase da OMS (WHO leprosy 

expert committees), pois alguns fatores claramente dificultavam essa eliminação, tais 

como i) o longo tempo de incubação (assintomático) da doença; ii) a falta de 

informação sobre possíveis fontes não humanas (ambientais e animais) de infecção; 

iii) a ausência de vacina ou outra medida efetiva de prevenção (17). Ainda assim, a 

partir 1995, a PQT passou a ser fornecida gratuitamente graças ao suporte da The 

Nippon Foundation (TNF) e Sasakawa Memorial Health Foundation (SMHF) do 

Japão (de 1995 a 1999) e posteriormente pela Novartis e Novartis Foundation for 

Sustainable Development (NFSD) (71). Nesse contexto, uma grande pressão foi feita 

para que os países alcançassem a meta de eliminação, levando, em alguns casos, à 

distorção das políticas públicas de saúde. Um dos exemplos mais característicos 

ocorreu na Índia, que era responsável pela maioria dos casos do mundo e que 

adotou medidas como: i) deixar de contabilizar os casos de hanseníase do tipo 

“lesão única” (cerca de um terço dos casos de hanseníase do país); ii) passar a ter a 

contabilidade dos casos “verificada” pelos gestores da campanha; iii) desencorajar a 

busca ativa de casos; iv) deixar de contabilizar como “caso” o paciente recém 

diagnosticado que havia recebido toda a medicação. Dessa forma, a Índia reduziu o 

número de novos casos de 559.938 em 2000 para 139.252 em 2006, uma queda de 

75% em 6 anos, improvável para uma doença cujo período de incubação é de cerca 
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de 15 anos. Essa diferença é a principal responsável pelo decréscimo observado 

tanto na incidência quanto na prevalência global entre 2000 a 2006 (Figura 10) (17). 

Em 2004 a OMS declarou que, de 131 países previamente endêmicos, 

apenas nove não atingiram a meta, a saber: Brasil, Congo, Madagascar, Nepal, 

Tanzânia, Angola, Libéria, Moçambique e República Centro-Africana (72). Porém, ao 

se observar a incidência mundial de 1985 a 2016 (Figura 9 e 10) nota-se que, com 

exceção de um pequeno aumento de 1997-2001 (atribuída ao incentivo na busca 

ativa de casos e implementação dos programas de eliminação) e uma redução de 

2001 a 2005 (supracitado período de mudanças na contabilidade de casos na Índia) 

este parâmetro tem permanecido estável, indicando que a transmissão continua a 

ocorrer similarmente com o que ocorria 30 anos atrás (17, 73). 

 

Figura 8 - Prevalência estimada de hanseníase no mundo de 1966 a 1983 

 

Legenda: O símbolo “k” equivale à notação “vezes 103”. Incidência é o número de novos casos 
reportados no ano. Prevalência é o número de casos registrados. 
Fonte: a autora, baseado em dados de (68, 74-76) 
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Figura 9 - Prevalência e incidência de hanseníase no mundo de 1985 a 2000 

 

Legenda: Incidência é o número de novos casos reportados no ano. Prevalência é o número de casos registrados. 
Fonte: A autora, baseado em dados de (77-89). 
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Figura 10 - Prevalência e incidência de hanseníase no mundo de 2000 a 2016 

 

Legenda: O símbolo “k” equivale à notação “vezes 103”. Incidência é o número de novos casos reportados no ano. Prevalência é o número de casos registrados. 
Fonte: A autora, baseado em dados de (77-91) 
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1.1.6. Variabilidade do M. leprae 

 

Idealmente para redução/eliminação de qualquer doença infeciosa é crítico 

conhecer os mecanismos de infecção e transmissão do patógeno. No caso da 

hanseníase, o longo tempo de incubação e a impossibilidade de cultivar o bacilo em 

meios artificiais dificultam consideravelmente o estudo desses mecanismos 

utilizando técnicas clássicas da microbiologia. Recentemente, graças ao 

desenvolvimento de ferramentas de análise molecular, diferentes abordagens foram 

propostas para delinear transmissão e variabilidade do M. leprae (92). 

 

1.1.6.1. VNTRs 

 

Dentre as primeiras técnicas moleculares utilizadas para avaliação da 

variabilidade do M. leprae, estão as comparações genômicas baseadas em RFLP 

(restriction fragment-length polynmorphisn) e sequenciamento de 16S-23S rDNA, 

que não conseguiam diferenciar dentre cepas de M. leprae de diferentes origens. 

Até que, em 2000, Masuoka (92) propôs o uso de uma região de repetição curta do 

gene rpoT (RNA polymerase sigma fator ou fator sigma da RNA polimerase) do M. 

leprae para diferenciação de cepas. Esse marcador foi testado em 51 isolados de 12 

áreas geográficas distintas, tendo encontrado grupos (com 3 e 4 cópias) coerentes 

com a distribuição geográfica dos isolados. Posteriormente, esse marcador passou a 

ser conhecido como “6-3a”. Nos anos seguintes, diversos outros marcadores foram 

propostos. Uma revisão sistemática (APENDICE I) revelou que 47 marcadores de 

VNTRs (Variable-Number Tandem-Repeat) já foram testados para uso em estudos 

de variabilidade do M. leprae. No entanto, apenas 17 marcadores se estabeleceram 

como padrão de análise de VNTRs em M. leprae (cada um deles tendo sido testado 

em pelo menos 10 estudos e 500 cepas) (Tabela 3 e 4). Dentre esses 17 

marcadores, o GAA 21 (Figura 11) e GTA 9 (Figura 12) são os que apresentaram 

maior variabilidade; os marcadores 6-3a e 21-3 os que apresentaram menor 

variabilidade (Figura 13). 
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Tabela 3 – Marcadores do tipo VNTR já utilizados nos estudos de M. leprae. 

Marcador Locus Posição genoma (TN) Sequência repetitiva Cópias 
(TN) 

Número de estudose Número de cepasf 

GTA 9 interg ML2172 / ML2173 2583814 2583840 GTA 9 28 1603 

GAA 21a interg ML2344 / ML2345 2785433 2785495 GAA 21 24 1274 

6-7 ML1505 1816851 1816892 GCACCT 7 22 1427 

AT 17 ML2183 2597735 2597768 AT 17 22 1301 

21-3 ML0058 73074 73136 
GATCAAGCCAGGAA 

TCAAGTT 
3 22 1244 

AC 9 interg nadC / ML1228 1452573 1452590 AC 9 20 1579 

AC 8a ML1285 1531185 1531200 AC 8 20 1421 

27-5 ML0568 687053 687177 
CCGGTGGTGCCGCC 

TGGTGGGTTTCCC 
5 20 1355 

12-5 ML1182 1381663 1381722 CCTCAACAACCT 5 20 1228 

23-3 interg proV / proZ 2945487 2945555 
ATAATACTGTAGTG 

AACGACATC 
3 18 1286 

GGT 5 interg ML2159 / ML2160 2567251 2567265 GGT 5 18 1187 

AT 15 interg ML0798 / ML0799 948935 948964 AT 15 18 1135 

AC 8b interg ML1825 / cobU 2211035 2211050 AC 8 17 1145 

TA 18 ML0830 984591 984626 TA 18 17 975 

18-8 ML1334 1587621 1587764 
CGGCCCGCCTG 

GCCAGTA 
8 14 829 

TA 10 interg cobM / ML1451 1744091 1744110 TA 10 12 878 

6-3a rpoT 1190343 1190360 GACATC 3 11 726 

AT 14 interg clpC / pabB 308814 308841 AT 14 2 49 

AGA 20d interg ML2344 / ML2345 2785435 2785494 AGA 20 2 35 

C 20 interg ML0237 / metG 312039 312058 C 20 2 28 

CG 6 ML2472 2947291 2947302 CG 6 2 27 

ML1 ? ? ? ? ? 1 53 

25-2 ML2418 2893422 2893471 
AGAATTTACCGGCGT 

TCA*ATAAGAA 
2 1 43 

G22 ML0163 e fadE13 229625 229646 G 22 1 27 
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TA13c interg clpC / pabB 308815 308840 TA 13 1 27 

T8 A6 interg ML0258 / ML0259 337466 337479 T,A 8,6 1 27 

G10a ML0266 347280 347289 G 10 1 27 

G10b ML0350 442993 443002 G 10 1 27 

T6 N7 T8 ML0415 514180 514200 T,N,T 6,7,8 1 27 

G9 ML0823 976857 976865 G 9 1 27 

G12 ML0946 1116443 1116454 G 12 1 27 

10-4 ML0970 1139035 1139074 TTATTAATAA 4 1 27 

AGT 5a ML1073 1237528 1237542 AGT 5 1 27 

AGT 5b ML1118 1293503 1293517 AGT 5 1 27 

G11 ML1126 1309544 1309554 G 11 1 27 

A9 interg ML1196 / dinX 1414666 1414674 A 9 1 27 

ACC 5 cobD 1980049 1980063 ACC 5 1 27 

C16 G8 interg ML1647 / valV 1987156 1987179 C,G 16,8 1 27 

CA6 interg argT / ML2107 2507097 2507108 CA 6 1 27 

CACCG 3 interg ML2158 / ML2159 2562391 2562405 CACCG 3 1 27 

ACT 5 ML2236 2656108 2656122 ACT 5 1 27 

C9 phoR 2658192 2658200 C 9 1 27 

TA9 interg mmpL2 / ML2376 2844971 2844988 TA 9 1 27 

15-3 interg ML2454 / ML2455 2928131 2928175 
CCTTCTTGGCC 

GGAG 
3 1 27 

AT10 interg ML2476 / ML2477 2951821 2951840 AT 10 1 27 

6-3bb ML1918? ? ? ? 3 1 27 

7-3b ML0213? ? ? ? 3 1 27 

TA8 interg ML2676 / ML2677 3221617 3221632 TA 8 1 0 
Legenda: Marcadores apresentados em ordem decrescente de número de publicações que os utilizaram. a) marcador também conhecido como TCC 21. b) 
marcadores que não puderam ter sua localização confirmada na versão atual do genoma do M. leprae TN (NC_002677.1). c) marcador na mesma posição do 
marcador AT 14, mas que não pode ser incluso nesse, devido a diferenças no sistema de contagem de cópias. d) marcador na mesma posição do marcador GAA 21, 
mas que não pode ser incluso nesse, devido a diferenças no sistema de contagem de cópias. e) Número de estudos que genotiparam o marcador dentre os estudos 
revisados sistematicamente. f) Número de cepas testadas dos estudos revisados sistematicamente, cujos resultados foram obtidos e não foram dúbios. interg) 
marcador em região intergenica dentre os dois genes que seguem. TN) Valor referente a cepa M. leprae TN (NC_002677.1).?) Desconhecido. 
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Tabela 4 – Marcadores utilizados em cada estudo de VNTRs de M. leprae. 

Estudo Descrição Amostra 
Total de 

marcadores 
usados 

Marcadores 

Matsuoka, 2000 Por amostra 51 1 6-3a 

Shin, 2000 Por amostra 34 1 GAA 21 

Groathouse, 2004 Por amostra 4 9 GAA 21, AT 17, C 20, CG 6, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5 

Truman, 2004 Por amostra 37 4 GAA 2,  AT 17, TA 18, GTA 9 

Young, 2004 Por amostra 77 3 GAA 21, GTA 9, AT 15 

Monot, 2005 Por amostra 7 7 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, AT 14, AT 15 

Zhang, 2005 Por amostra 27 44 

6-3a, AT 17, TA 18, GTA 9, C 20, CG 6, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, 
GGT 5, TA 10, AC 8b, T8 A6, T6 7 T8, A9, G9, C9, G10a, G10b, G11, G12, C16 G8, G22, CA6, 
TA8, TA9, TA13, AT10, ACC 5, AGT 5a, AGT 5b, ACT 5, AGA 20, CACCG 3, 6-3b, 7-3, 10-4, 

15-3 

Taylor, 2006 Por amostra 6 3 GAA 21, GTA 9, 21-3 

Weng, 2007 Só freq. 69 7 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, AC 9, AC 8a 

Monot, 2008 Só freq. 42 5 GAA 21, AT 17, GTA 9, AT 14, AT 15 

Young, 2008 Só freq. 43 7 GAA 21, GTA 9, 6-7, 12-5, 21-3, 23-3, 25-2 

Cardona-Castro, 2009 Por amostra 38 15 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, 
AC 8b 

Fontes, 2009 Por amostra 89 16 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, TA 
10, AC 8b 

Gillis, 2009 Por amostra 4 13 GAA 21, AT 17, GTA 9, 6-7, 12-5, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, GGT 5, TA 10, AC 8b 

Kimura, 2009 Por amostra 53 17 
6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 

5, TA 10, AC 8b 
Matsuoka, 2009 Só freq. 4 1 6-3a 

Sakamuri, 2009-cont Por amostra 85 17 
6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 

5, TA 10, AC 8b 

Sakamuri, 2009-pop Por amostra 48 15 
GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, AC 

8b 

Shinde, 2009 Por amostra 80 17 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 
5, ML1, TA 10 
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Srisungnam, 2009 Por amostra 97 14 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, 12-5, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, AC 8b 

Xing, 2009 Por amostra 20 16 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 
5, AC 8b 

da Silva Rocha, 2011 Por amostra 16 4 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9 

Li, 2011 Por amostra 16 16 
GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 9, 6-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, AT 15, GGT 5, TA 

10, AC 8b 
Taylor, 2011 Por amostra 8 3 GTA 9, 21-3 

Truman, 2011 Por amostra 88 10 GTA 9, 6-7, 12-521-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3, GGT 5, AC 8b 

Weng, 2011 Por amostra 130 7 AT 17, GTA 9, 6-7, AC 9, AC 8a, AT 15, TA 10 

Fontes, 2012 Por amostra 78 16 GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3AT 15, GGT 5TA 10, 
AC 8b 

Kuruwa, 2012 Por amostra 48 15 6-3a, GAA 21, AT 17GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8aAT 15, GGT 5TA 10, AC 8b 

Cardona-Castro, 2013 Só freq. 0 2 12-5, 27-5 

Weng, 2013 Por amostra 191 16 6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-718-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3AT 15, GGT 5TA 10, 
AC 8b 

Lavania, 2015 Só freq. 70 10 GTA 96-7, 12-521-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3GGT 5AC 8b 

Fontes, 2017 Só freq. 159 17 
6-3a, GAA 21, AT 17, TA 18, GTA 96-7, 12-5, 18-8, 21-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3AT 15, GGT 

5TA 10, AC 8b 
Bonnar, 2018 Por amostra 2 10 GTA 96-7, 12-521-3, 27-5, AC 9, AC 8a, 23-3GGT 5AC 8b 

TOTAL 1719 
 

Legenda: Por amostra) resultado apresentado individualmente para cada amostra analisada; Por freq.) resultado apresentado numa tabela de frequência do número 
de cópias encontrado para cada marcador. 
Fontes: Matsuoka, 2000 (92); Shin, 2000 (93); Groathouse, 2004 (94); Truman, 2004 (95); Zhang, 2005 (96); Taylor, 2006 (97); Weng, 2007 (98); Monot, 2008 (99); 
Young, 2008 (100); Cardona-Castro, 2009 (101); Fontes, 2009 (102); Kimura, 2009 (103); Sakamuri, 2009 (104); Shinde, 2009 (105); Srisungnam, 2009 (106); Xing, 
2009 (107); da Silva Rocha, 2011 (108); Li, 2011 (109); Weng, 2011 (110); Weng, 2013 (111); Fontes, 2017 (112) 
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Figura 11 – Variabilidade do marcador GAA 21 em estudos de VNTRs de M. leprae 

 

Legenda: O eixo x representa o número de repetições e o eixo y representa o número de amostras relatadas nos artigos. 

Fonte: A autora (2018). 
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Figura 12 – Variabilidade do marcador GTA 9 em estudos de VNTRs de M. leprae 

 

Legenda: O eixo x representa o número de repetições e o eixo y representa o número de amostras relatadas nos artigos. 

Fonte: A autora (2018). 
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Figura 13 – Variabilidade dos marcadores 6-3a e 21-3 em estudos de VNTRs de M. leprae 

 

Legenda: A cor azul representa a variabilidade do marcador 21-3 e a cor vermelha representa a 

variabilidade do marcador 6-3ª. O eixo x representa o número de repetições e o eixo y representa o 

número de amostras relatadas nos artigos. 

Fonte: A autora (2018). 

 

1.1.6.2. Tipagem por SNP 

 

Em 2005 Monot e col. (113) avaliaram diversas cepas de M. leprae e 

concluíram que eles eram praticamente clonais. Neste estudo, 3 SNPs (Single 

nucleotide polymorphism ou Polimorfismo de nucleotídeo único) informativos foram 

localizados e testados em 175 cepas de 21 países de todos os cinco continentes. Os 

resultados indicaram que a combinação de marcadores se limitavam a apenas em 4 

possibilidades, ou “SNP types”, numerados de 1 a 4 (Tabela 5). Foi ainda 

constatada uma correlação entre o SNP type e a origem geográfica das amostras, 

sendo o tipo 1 predominante na Ásia, Pacífico e no leste da África; o tipo 2 foi 

encontrado na Etiópia, Malawi, Nepal, Norte da Índia e Nova Caledónia; o tipo 3 

estava relacionado à Europa, Norte da África e Américas; e o tipo 4 estava no oeste 

da África e no Caribe. Em 2009 (114), graças à disponibilidade de dados de genoma 

completo de outras cepas, foi possível identificar 78 SNPs, 2 inserções ou deleções 

(InDels) e 4 homopolímeros (HPT) informativos que possibilitaram que os quatro 

SNP types originais fossem subdivididos em 16 subtipos denominados de A a P 

(Tabela 6), e que também mostram grande correlação geográfica. 
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Tabela 5 – Tipagem por SNP de M. leprae em 4 tipos. 

  Tipos 

Marcador Posição 1 2 3 4 

SNP 14.676 C T 

SNP 1.642.875 G T 

SNP 2.935.685 A C 
Fonte: Adaptado de (113) 

 

Tabela 6 – Tipagem por SNP de M. leprae em 16 subtipos. 

  Subtipos 

Marcador Posição 1A 1B 1C 1D 2E 2F 2G 2H 3I 3J 3K 3L 3M 4N 4O 4P 

SNP 8.453 

C G 

SNP 298.572 
SNP 347.385 
SNP 383.599 
SNP 481.476 
SNP 485.138 

SNP 494.674 

SNP 508.481 

SNP 694.090 

SNP 890.453 

SNP 904.824 

SNP 1.087.397 

SNP 1.257.185 

SNP 1.324.009 

SNP 1.348.426 

SNP 1.579.109 

SNP 1.614.069 

SNP 2.553.176 

SNP 2.706.236 

SNP 2.818.521 

SNP 3.016.175 

HPT 1.414.666 

SNP 313.361 

A G 

SNP 840.584 

SNP 1.143.423 

SNP 1.155.582 

SNP 1.643.162 

SNP 2.174.865 

SNP 61.425 A G 

SNP 832.152 

T C SNP 972.005 

SNP 1.339.813 
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SNP 1.605.956 

SNP 1.378 

SNP 2.011.747 

SNP 2.459.766 

SNP 3.102.778 A C 

SNP 1.104.232 C G 

SNP 2.751.783 A G 

SNP 73 

A G 

SNP 100.574 

SNP 330.125 

SNP 1.926.696 

SNP 2.015.320 

SNP 2.462 

SNP 1.133.492 

T G SNP 1.295.192 

SNP 2.235.048 

SNP 2.312.059 C G 

SNP 413.902 

G A 

SNP 642.131 

SNP 807.613 

SNP 2.131.753 

SNP 3.090.722 

SNP 20.910 

G A 

SNP 527.964 

SNP 591.857 

SNP 733.811 

SNP 2.815.502 

SNP 3.267.975 

SNP 1.079.902 

G A 

SNP 1.214.326 

SNP 1.313.204 

SNP 1.524.667 

SNP 1.575.600 

SNP 1.947.401 

SNP 2.096.406 

SNP 2.132.052 

SNP 2.239.468 

SNP 22.719 

SNP 2.347.320 

SNP 2.414.869 

SNP 2.423.927 

SNP 365.373 

SNP 379.804 

SNP 467.512 

SNP 508.986 
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SNP 537.330 

SNP RNC1 

HPT 3.244.472 

HPT 3.041.556 

HPT 741.133 
_ T 

Ins 978.589 

Del 1.476.519 T _ 
Legenda: Classificação baseada em SNP (polimorfismo de nucleotídeo único), HPT (homopolímero), Ins 

(inserções), Del (deleções). As bases mostradas representam apenas um alelo dentre as duas 

possibilidades de cada marcador. 

Fonte: Adaptado de (114) 

 

1.1.6.3. Estudos de genoma 

 

Mais recentemente, o desenvolvimento de novas tecnologias permitiu que, 

além dos estudos de marcadores e genes específicos, outros aspectos moleculares 

do M. leprae fossem estudados. Em 2001, Stuart Cole e col. sequenciaram pela 

primeira vez o genoma completo do M. leprae (cepa TN) formado por 3.268.203pb 

num único DNA circular e sem plasmídeos, com um conteúdo médio de G+C de 

57,8%. Esses valores são bem menores que os já descritos para o genoma da 

maioria das outras micobactérias (Tabela 7), por exemplo, o M. tuberculosis, que é 

composto de 4.411.532pb e 65,6% de conteúdo médio G+C (115). 

 
Tabela 7 - Comparação do genoma de algumas micobactérias 

Bactéria M. leprae M. tuberculosis M. bovis M. africanum M. lepromatosis 

Cepa TN H37Rv 1595 GM041182 Mx1-22A 

Tamanho do 
genoma (Mb) 3,27 4,41 4,35 4,39 3,21 

Conteúdo G+C 
(%) 57,8 65,6 65,6 65,6 57,9 

Genes 2 770 4 008 4 220 4 243 2 856 

Proteínas 1 605 3 906 4 026 4 045 1 477 

Pseudogenes 1 115 30 143 147 1 331 
Legenda: Mb) Mega bases 
Fonte: (32, 116-119)
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Além disso, a anotação das sequências de genoma e proteoma do M. leprae 

levou à surpreendente constatação que, de 2770 genes, apenas 1605 (57,94%) 

codificam proteínas, os demais se compõem de pseudogenes (quadros de leitura 

inativos com contrapartidas funcionais em outras micobactérias) ou sequências 

regulatórias (115, 120).  

Assumindo que o genoma do M. leprae já tenha tido um tamanho similar ao 

da maioria das micobactérias (≈4,4Mb), houve uma extensa redução e rearranjo 

durante a sua evolução (121). Devido a isso, muitas das vias comuns nas outras 

micobactérias foram reduzidas no M. leprae. No geral, as vias de degradação foram 

mais reduzidas que as vias de síntese. Por exemplo, foram encontradas mutações 

em genes envolvidos na regulação, desintoxicação, reparo de DNA, transporte e 

efluxo de metabólitos. Dessa forma, os genes responsáveis por transmissão, 

alojamento e sobrevivência no hospedeiro foram preservados, enquanto boa parte 

dos genes que podem ser compensados pelos parasitismos foi descartada. Esse 

processo é denominado "redução evolutiva" e tem sido observado em diversos 

patógenos humanos intracelulares obrigatórios, principalmente devido à inativação 

de genes cuja função não é mais necessária nesse nicho altamente especializado. 

Essa perda de diversas vias metabólicas também explica, em grande parte, a 

impossibilidade de cultivar o M. leprae in vitro (115, 120, 122, 123). 

 

Mais recentemente, em 2018, foi realizado um amplo estudo de 154 genomas 

de M. leprae advindos de 25 países (124) que constatou que: 

(i) A diferença média entre os genomas analisados era de 114 SNPs; 

(ii) Alguns polimorfismos encontrados sofreram seleção positiva durante a 

evolução, o que pode ser consequência da pressão do sistema imune 

humano, da PQT ou de outras forças; 

(iii) A análise filogenética indicou que o ancestral do M. leprae se originou na 

Eurásia, provavelmente no Leste Asiático; 

(iv) Mutações no gene nth (que codifica a Endonuclease III) prejudicam o 

funcionamento sistema de reparo bacteriano levando a uma maior 

variabilidade das cepas. Dessa forma é possível que a ausência do nth 

favoreça o surgimento de mutações de resistência. O fato que todas as cepas 

que tinham mutação no nth também tinham resistência à antimicrobianos, 
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corrobora com essa possibilidade. Com isso esse gene passou a ser um 

candidato a marcador de risco de desenvolvimento de resistência; 

(v) Um alto número de casos de resistência a quinolonas em pacientes que 

estavam manifestando a hanseníase pela primeira vez (resistência primaria); 

(vi) Foram relatadas mutações na gyrB (codificante da subunidade beta da DNA-

girasse) suspeitas de causar resistência a antimicrobianos no M. leprae; 

(vii) Foi observada uma frequência alta de mutações no fadD9 e ribD, 

especialmente nas cepas com resistência a antibióticos. É possível que as 

mutações no gene ribD estejam relacionadas à resistência aos antibióticos 

derivados do Ácido 4-amino-salicílico. A função do gene fadD9 ainda não é 

completamente elucidada de forma que seu papel na resistência 

antimicrobiana (especialmente a clofazemina) ainda deve ser investigada. 
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1.2. REVISÃO DE LITERATURA – PARTE 2 – SEQUENCIAMENTO DE 

GENOMA COMPLETO 

 

1.2.1. Sequenciamento de Segunda Geração 

 

Desde a década de 70, quando foi proposto o sequenciamento enzimático de 

DNA, houve uma evolução constante nas técnicas de sequenciamento e, nesse 

processo, diversas plataformas surgiram e várias delas se tornaram obsoletas. 

Essas plataformas são agrupadas em gerações, conforme suas características 

tecnológicas em geral e pela época em que foram desenvolvidas. A primeira 

geração de sequenciadores, por exemplo, é baseada na técnica de Sanger, que 

utiliza a eletroforese de amplicons, contendo di-deoxinucleotídeos para determinar 

uma única sequência (125, 126). 

Somente na década de 2000 foi desenvolvida a segunda geração de 

sequenciadores (em inglês, Next-Generation Sequencing – NGS). Todas as 

plataformas dessa geração têm em comum a leitura paralela de diversos amplicons 

espacialmente separados e, consequentemente, um maior throughput de dados. 

Para todas elas, o processo de sequenciamento se compõe de três etapas 

principais: (i) o preparo de biblioteca; (ii) o preparo de template; e (iii) o 

sequenciamento propriamente dito. Cada plataforma, porém, utiliza diferentes 

métodos de detecção das bases, o que faz com que cada uma tenha suas 

peculiaridades, vantagens e desvantagens específicas (125, 126). 

Neste trabalho, foram utilizadas ferramentas de sequenciamento de segunda 

geração por meio de semicondutor de íons (Ion PGM). Devido às especificidades 

dessa tecnologia, será apresentada aqui uma breve descrição de seus conceitos 

básicos e de seu funcionamento. 
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1.2.1.1. Condições pré-sequenciamento 

 

É importante ressaltar que, em métodos de biologia molecular, a qualidade do 

material genético utilizado no processo é determinante na qualidade do resultado 

final. Nesse aspecto, o sequenciamento pode ser especialmente exigente. A 

qualidade do DNA usualmente é medida a partir da relação entre a absorbância de 

260nm (faixa do comprimento de onda que os nucleotídeos, DNA, RNA etc. 

absorvem) e a absorbância de 280nm (faixa do comprimento de onda que as 

proteínas e outros contaminantes absorvem). O DNA ideal deve ter a relação 

260/280 próxima a 1,8 para ser considerado livre de contaminantes. Devido às 

exigências do sequenciamento, também é utilizada uma segunda relação entre a 

absorbância 260nm e a absorbância de 230nm, que indica a contaminação da 

amostra com outros produtos geralmente advindos do processo de extração, como 

carboidratos, fenol, guanina, glicogênio, sais e EDTA. Quando puro, o DNA 

apresenta razão 260/230 próxima a 2,0 e, portanto, esse é o recomendado para fins 

de sequenciamento (125-127). 

Também é importante ressaltar que o sequenciamento de DNA em 

plataformas de segunda geração não necessariamente utiliza primers para 

amplificação de sequências alvos. Isso facilita o sequenciamento de grandes 

extensões de DNA, como o genoma bacteriano completo; porém, sem a 

especificidade dos primers, todo material genético presente na amostra também 

será sequenciado. Sendo assim, o método é extremamente sensível à presença de 

DNA contaminante.  No contexto de sequenciamento de genoma bacteriano, por 

exemplo, se o DNA for extraído a partir de material biológico do hospedeiro, o 

genoma deste poderá ser sequenciado juntamente com a sequência alvo. 

 

1.2.1.2. Preparo de Biblioteca 

 

 O preparo de biblioteca é a etapa de preparação do material genético que 

será sequenciado, sendo a etapa menos automatizada do processo. O objetivo 

desta etapa é obter fragmentos pequenos de nucleotídeos, de tamanho uniforme, 

ligados a adaptadores. Para isso, o protocolo varia conforme o material genético 

utilizado e a química de sequenciamento escolhida. Para sequenciamento de DNA 
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genômico bacteriano por tecnologia Ion Torrent, o preparo de biblioteca se compõe 

de quatro principais sub etapas, detalhadas a seguir:  

 

•  Fragmentação: O DNA genômico íntegro é muito extenso para ser sequenciado 

e deve passar por fragmentação enzimática para adequá-lo ao sequenciamento. 

A enzima utilizada nessa etapa é sensível à presença de EDTA, razão pela qual 

a presença deste na amostra pode comprometer o processo. Ao final da 

fragmentação, é realizada uma purificação com beads (Figura 9). 

 

• Ligação de Adaptadores e Barcodes: Nessa etapa, os fragmentos são ligados 

a duas sequências curtas de DNA, conhecidas como adaptadores e barcodes. 

Os adaptadores uniformizam as extremidades de todos os fragmentos, o que 

possibilita a sua amplificação e preparo de template com um iniciador universal. 

Os barcodes são sequências que servem para identificar as amostras de origem, 

no caso de um sequenciamento contendo mais de uma amostra 

simultaneamente. Ao final do processo de ligação, é realizada uma purificação 

com beads (Figura 14). 

 

 

Figura 14 - Representação esquemática das etapas de fragmentação e ligação de adaptadores e 
barcodes 

 

Fonte: a autora (2018). 
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• Size-select: Nessa etapa, são selecionados os fragmentos com o tamanho 

ideal (no caso deste estudo, próximo a 480pb). Esse processo é realizado em 

um gel comercial de agarose a 2% de alta sensibilidade que facilita a 

recuperação das amostras. A visualização desse gel é um ponto de 

checagem do preparo de biblioteca, sendo necessário secundariamente para 

definir a amplificação ou não da biblioteca, e, em alguns casos, o reinício do 

preparo da biblioteca, devido à perda de amostra em etapas prévias (Figura 

15). 

 

 
 

• Amplificação: Quando a presença de amostra é constatada no gel, a mesma 

deverá ser amplificada por Reação em cadeia da polimerase (Polymerase 

Chain Reaction – PCR), utilizando um iniciador universal que se liga aos 

adaptadores das amostras. Essa etapa de PCR sabidamente pode inserir 

erros nas sequências e, portanto, é realizada com uma enzima de alta 

fidelidade. Após a amplificação, a biblioteca é purificada com beads e 

quantificada (Figura 15). 

Figura 15 - Representação esquemática das etapas de size-select e amplificação da biblioteca 

 

Fonte: a autora (2018). 
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1.2.1.3. Preparo de template 

 

 O objetivo desta etapa é produzir bibliotecas de DNA clonais, isoladas e 

ligadas a uma superfície. Nas plataformas com tecnologia Ion Torrent, o preparo de 

template é automatizado e as bibliotecas são ligadas a beads de sequenciamento 

denominadas Ion Sphere Particles (ISP). Para isso, o preparo de template se 

subdivide em três etapas: 

 

• PCR em emulsão: Nesse ponto, a(s) biblioteca(s) preparada(s) é(são) 

submetida(s) a uma PCR em emulsão, na qual micelas aquosas servem como 

mini-reatores em um meio oleoso. Idealmente, cada micela deverá conter 

uma bead de sequenciamento (a qual tem primers complementares aos 

adaptadores ligados à sua superfície), um único fragmento da biblioteca e os 

demais componentes necessários à PCR. Ao final do processo, a superfície 

de cada ISP estará coberta de cópias de um único fragmento da biblioteca 

(125) (Figura 16). 
 

 

Figura 16 - Representação esquemática de preparo de template. 

 

Fonte: a autora (2018). 
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• Enriquecimento: Nessa etapa, as ISP negativas (nas quais não houve 

amplificação) são descartadas e as ISP positivas são, portanto, concentradas. 

 

1.2.1.4. Sequenciamento 

 

O sequenciamento se compõe de duas etapas: o preenchimento do chip com 

a solução contendo as ISP positivas e o sequenciamento, propriamente dito. Um 

chip de sequenciamento é um sensor eletrônico num circuito integrado, capaz de 

detectar os íons de hidrogênio liberados durante a síntese de DNA pela DNA 

polimerase. Esse chip tem 1,2 milhão de poços, nos quais são inseridas as ISP para 

o sequenciamento paralelo de diversos fragmentos. O sequenciamento consiste, 

portanto, no fluxo alternado de nucleotídeos no chip (chamado flow order), que, 

quando incorporados à síntese, liberam os íons H+, que são detectados por 

alteração de pH (chamado de flow signal) e computados (Figura 17). (128). 
 

Figura 17 - Representação esquemática do processo de sequenciamento em poço do chip 

 

Fonte: a autora (2018). 

 



 

57 

 
1.2.1.5. Dados Brutos 

 

A partir da leitura de bases de um fragmento, numa bead, num poço do chip, 

é gerada uma sequência curta, conhecida como read. A cada base nesta read é 

atribuído um escore de qualidade baseado na escala Phred (Phred Quality escore, 

Q): uma escala logarítmica baseada em probabilidade de erro (129, 130) (Tabela 8). 

Ainda, o output da plataforma Ion Torrent inclui os dados de flow order e flow signal. 

 
Tabela 8 - Escore Phred relacionado à probabilidade de erro. 

Escore de qualidade Phred (Q) Probabilidade de determinação errônea da base Acurácia 

10 1 em 10 90% 

20 1 em 100 99% 

30 1 em 1000 99,90% 

40 1 em 10.000 99,99% 

50 1 em 100.000 99,999% 

60 1 em 1.000.000 99,9999% 
Fonte: a autora, adaptado de (131) 

 

Quanto maior o escore, menor a probabilidade de erro e maior a acurácia da 

base sequenciada. Como pode ser observado na Figura 18, até o valor de Q20 há 

uma diferença considerável quanto à qualidade da base, mas acima desse valor 

essa diferença fica pequena. Por isso, o valor de Q20 é frequentemente usado como 

cut-off. 

Figura 18 - Relação da escala Phred com erro e acurácia 

 

Legenda: No eixo X está a escala Phred e no eixo Y probabilidade em porcentagem. A linha azul 
representa a probabilidade de erro e a vermelha representa a acurácia (1-erro). 
Fonte: a autora (2018). 
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1.2.1.6. Análise de Dados 

 

1.2.1.6.1. Tipos de software 

 

Existe hoje uma grande variedade de programas disponíveis para realizar 

análises de dados advindos de sequenciamento. Eles podem ser classificados de 

maneira geral de diversas formas: 

• Por critérios financeiros (pagos ou gratuitos); 

• Adequados ao uso em diferentes sistemas operacionais (Windows, Linux, 

Mac etc); 

• Por modo de uso (com interface e/ou linha de comando); 

 

Neste estudo, foram utilizados programas gratuitos voltados para uso na 

plataforma Linux. Tendo em vista que os dados de sequenciamento tem 

peculiaridades relativas a tecnologia utilizada, foi dada preferência a programas que 

levassem em consideração as características da plataforma Ion Torrent. Nesse 

contexto, a maioria dos programas utilizados funcionava por linha de comando. 

Usualmente, a linha de comando se inicia com o programa a ser executado, 

seguindo-se - caso necessário - a sub-função a ser utilizada e as opções (ou 

parâmetros) do programa. Geralmente, as opções são identificadas pelo programa 

por “-” seguido de uma letra ou “--” seguido de uma palavra. Usualmente os 

programas têm minimamente um arquivo de entrada (input) e um arquivo de saída 

(output) (Quadro 5). 

 

Quadro 5 – Exemplo de linha de comando 

programa subfuncao --opcao1 valor1 --opcao2 valor2 arquivo.entrada arquivo.saida 

 

1.2.1.6.2. Alinhamento 

 

 Na etapa de alinhamento as reads são alinhadas e comparadas a uma 

sequência referência. O número de vezes que uma base é computada em diversas 

reads é conhecido como cobertura da base. A média de cobertura de todas as bases 

sequenciadas e a uniformidade dessa cobertura são alguns dos critérios de 
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qualidade um sequenciamento. O Alignment Quality (AQ), que em alguns casos 

também é baseado na escala Phred, também é uma medida de qualidade de 

alinhamento. 

Para genomas pequenos e/ou de procariotos as regiões de pouca ou nenhuma 

cobertura são conhecidas como gap. O trecho de bases alinhadas entre um gap e 

outro é denominado contig (Figura 19).  

 

Figura 19 -  Representação esquemática do alinhamento das reads a uma sequência de referência 

 

Fonte: A autora (2018). 

 

Consequentemente um genoma completamente sequenciado, sem gaps, 

seria composto de um único contig. Para melhor mensurar os contigs são utilizadas 

as medidas tais como “N50” e “comprimento N50”. O “N50” representa o menor 

número de contigs necessários para que 50% do genoma seja representando 

enquanto “comprimento N50” representa o comprimento em pares de base gerado 

com 50% dos contigs. De forma similar existem outras medidas tais com N90 (para 

90%) e N95 (para 95%). 

 

1.2.1.6.2.1. Mapeamento  

 

Mapeamento o processo de alinhamento de dados que se utiliza de uma 

sequência referência para a organização das reads. Um bom mapeamento tem 

grande dependência da qualidade e coerência da referência utilizada. O uso 

referência inadequada poderá induzir a amostra a um alinhamento errôneo. Além 

disso no mapeamento é difícil a localização de elementos móveis, translocações, 

etc.  
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1.2.1.6.2.2. Montagem de novo 

 

A montagem de novo é um alinhamento sem referência, baseado apenas nas 

similaridades entre as reads. É o método utilizado principalmente quando não há um 

genoma de referência adequando. Um fator limitante desse método é o comprimento 

das reads. Quando muito curtas dificultarão a montagem que gerará um grande 

número de gaps e, consequentemente, de contigs. Esse método porém possibilita a 

descoberta de elementos móveis, translocações etc. 
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2. CONTEXTO E DESENHO DO ESTUDO 

 

O Lazaropolis do Prata foi a primeira colônia agrícola de leprosos fundada no 

Brasil na década de 1920 (132) quando foi adotada a política de internação 

compulsória no pais, considerada a melhor profilaxia para uma doença, até então, 

sem cura. Essa política seguiu até 1962 (133) quando a disponibilidade de alguns 

antibióticos eficazes no tratamento da doença passou a permitir a reintegração dos 

pacientes à sociedade. 

Mais recentemente, a ex-colônia passou a ser denominada de Vila Santo 

Antônio do Prata e nela habitam os antigos internos e seus descendentes. Devido, 

em grande parte, ao estigma da doença, o fluxo migratório é praticamente nulo e a 

população permanece relativamente isolada. No período 2006 a 2007 toda a 

população da Vila foi recrutada (2005 indivíduos) pelo nosso grupo de pesquisa para 

um estudo epidemiológico (ANEXO IV). Neste estudo, foi constatado que 257 

pessoas tinham ou tiveram hanseníase, o que representava uma prevalência de 

12,82%. Essa taxa de prevalência foi maior que a taxa de prevalência do Brasil todo, 

de 0,0321% (no ano de 2007) e muito maior que a recomendação da OMS de 

menos de 0,01% (menos de 1 casos a cada 10.000 habitantes). Portanto a Vila era 

hiperendêmica para a hanseníase, o que, se considerado juntamente com o 

isolamento e a homogeneidade de fatores ambientais faz dessa localidade um 

ambiente propício para o estudo de vários aspectos da doença, um “laboratório 

natural”.  

Assim sendo, a partir 2009 nosso grupo de pesquisa participou de um projeto 

colaborativo multicêntrico de larga escala (doravante denominado “Estudo-2009”) 

cujo objetivo foi investigar suspeitas de casos de resistência dentre os casos de 

recidiva de hanseníase. Constatou-se que 9 dentre 12 casos de recidiva (75%) e 4 

dentre 10 novos casos (40%) tinham resistência a um ou mais antibióticos (ver item 

“5. Manuscrito” para maiores detalhes). Esses índices estavam muito acima das 

estimativas globais da OMS de 5,2% e 2,1% de resistência secundária e primária, 

respectivamente. Tendo em vista esses alarmantes resultados, decidiu-se submeter 

um projeto de estudo de follow-up (doravante denominado “Estudo-2013”). Essa 

nova proposta tinha como objetivo avaliar a extensão dos casos de hanseníase 

causados por M. leprae resistente aos componentes da PQT na Vila do Prata, bem 
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como ampliar o entendimento da dinâmica de transmissão destes isolados. É no 

contexto do Estudo-2013 que está inserida esta tese. 

Brevemente, no âmbito do “Estudo-2013”, foram recrutados indivíduos com 

hanseníase da Vila do Prata, identificados através de mutirão dermatológico e busca 

ativa de casos em toda a Vila. Os indivíduos que aceitaram participar do estudo 

tiveram amostras de biópsias de lesões hansênicas coletadas. M. leprae isolado das 

biópsias foi utilizado para a determinação do perfil de resistência, por meio da 

técnica de inoculação em coxim plantar (técnica de Shepard) em camundongos 

BALB/c e nude (24). O DNA total obtido das amostras de biópsia foi submetido a (i) 

análise molecular de resistência através do sequenciamento (Sanger) de regiões 

específicas dos genes folP, rpoB e gyrA; (ii) genotipagem de SNPs M. leprae-

específicos por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) para 

caracterização molecular (113); (iii) análise de epidemiologia molecular utilizando 

repetições em tandem de número variável - Variable number tandem repeat - VNTR 

(utilizando técnica de reação em cadeia da polimerase múltipla ou PCR multiplex). O 

DNA obtido das amostras cultivadas in vivo foi submetido à análise comparativa de 

sequências de genomas completos dos M. leprae (sequenciamento no Ion PGM™).  

A Figura 20 apresenta o desenho de estudo do “Estudo-2013” de forma 

esquemática. Importante destacar que a coordenação deste foi baseada na 

Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR) e foi realizado em parceria com 

as seguintes instituições: 

 

• Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) – Bauru (SP); 

• Universidade Federal do Pará (UFPA) - Belém (PA); 

• Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) - Rio de Janeiro (RJ). 
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Figura 20 - Esquema do desenho de estudo do projeto global no qual este estudo está inserido.  

 

Legenda: As cores das etapas correspondem ao local de sua realização. O recrutamento populacional 
teve participação de todas as entidades envolvidas no projeto global, mas está em verde pois a sua 
organização e coordenação foi feita pela PUCPR. 
O quadrado “Manuscrito” destaca as etapas descritas no manuscrito em preparação (ver item 5. 
Manuscrito).  
RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphisms (Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de 
Restrição); Ion PGM™ = Ion Torrent Personal Genome Machine System; VNTR = Variable number tandem 

repeat (Repetição em tandem de número variável); PCR = Polymerase Chain Reaction (Reação em cadeia 
da polimerase); MST – Minimum Spanning Tree 
Fonte: A autora (2018). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Há quatro fatores principais que motivaram o desenvolvimento deste estudo: 

 

I. A existência já comprovada de índices alarmantes de resistência à PQT entre 

os isolados da Vila Santo Antônio do Prata. Sob o ponto de vista da saúde 

pública e para fins epidemiológicos, fez-se necessário estender essa análise, 

através de busca ativa e sistemática de novos casos de hanseníase causada 

por isolados resistentes de M. leprae em toda a Vila Santo Antônio do Prata; 

II. A demonstração da dinâmica de surgimento e transmissão de cepas 

resistentes de M. leprae em uma população modelo será um avanço no 

entendimento dos mecanismos de seleção e emergência de resistência do M. 

leprae ao tratamento; 

III. A oportunidade de se aliar pesquisa básica com ações educacionais e de 

promoção de saúde, com impacto direto sobre o controle da endemia e a 

qualidade de vida da população alvo do estudo; 

IV. Os resultados encontrados poderão levar à revisão dos protocolos de 

tratamento em outros sítios do Brasil.  
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. OBJETIVO GERAL 

 

Descrever a exata extensão do problema de resistência primária e secundária 

do M. leprae aos componentes da poliquimioterapia em uma população 

hiperendêmica isolada do norte do Brasil, bem como a natureza molecular dos 

isolados bacterianos obtidos, aplicando uma estratégia sistemática de recrutamento 

da população em estudo.  

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos deste estudo são: 

 

I. Produzir um levantamento de base populacional dos casos de hanseníase na 

Vila do Prata através de busca ativa e atividade intensiva de atendimento 

dermatológico ambulatorial; 

II. Obter o perfil de resistência (in vivo e molecular) das cepas obtidas; 

III. Obter o perfil de variabilidade molecular (VNTRs e tipagem por SNP) das cepas 

obtidas; 

IV. Cruzar os dados dos pacientes com os perfis de resistência e de variabilidade 

molecular de forma a observar a transmissão das cepas; 

V. Padronizar o protocolo de sequenciamento de genoma e análise primaria de 

dados dos genomas das cepas M. leprae em plataforma Ion PGM™ (Personal 

Genome Machine). 
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5. MANUSCRITO 
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6. MÉTODOS COMPLEMENTARES 

 

6.1. SUPORTE FINANCERO 

 

O projeto de origem foi submetido e aprovado para financiamento no edital 

DECIT/CNPq, chamada MCTI/CNPq/MS-SCTIE - Decit N° 40/2012 - Pesquisa em 

Doenças Negligenciadas, em um total de R$ 236.021,20 (processo 403889/2012-0). 

Esse edital já foi finalizado e os relatórios finais técnico e financeiro já foram 

aprovados. 

 
6.2. POPULAÇÃO DA VILA SANTO ANTONIO DO PRATA 

 

A população alvo deste estudo reside na Vila Santo Antônio do Prata (antiga 

“Colônia do Santo Antônio do Prata” ou “Lazarópolis do Prata”), localizada no 

município de Igarapé-açu, cerca de 110 km a leste de Belém, capital do estado do 

Pará, norte do Brasil (ver Figura 21). A Vila do Prata foi fundada por frades 

franciscanos em 1898 e, mais tarde, passou a ser sítio de isolamento compulsório 

(no Brasil de 1924 a 1962) de pacientes hansenianos do estado do Pará e 

Maranhão. Desde sua fundação até hoje, o fluxo migratório espontâneo tem sido 

praticamente ausente, provavelmente devido ao estigma que ainda acompanha a 

doença (134). 

 

Figura 21 - Localização da Vila Santo Antônio do Prata 

 

Legenda: Mapa do Brasil, com destaque para o estado do Pará e para o município de Igarapé-Açu 
(em vermelho) onde está sinalizado (em amarelo) a localização da Vila Santo Antônio do Prata.  
Localização aproximada: 1°18'14.1"S 47°35'57.3"W 
Fonte: a autora (2018). 
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6.2.1. Recrutamento da amostra populacional 

 

Para o recrutamento da amostra populacional deste estudo, foi aplicada 

estratégia de atendimento dermatológico de demanda espontânea, aliada à busca 

ativa de casos de hanseníase, dirigida por agentes comunitários de saúde locais, em 

atividade intensiva de uma semana. A equipe foi composta por cinco médicos 

dermatologistas, três profissionais de saúde (de apoio, para coleta de material) e 

seis agentes comunitários de saúde da Vila do Prata. Essa equipe foi distribuída em 

três grupos, encarregados de atender a demanda por consulta dermatológica; além 

disso, quando indicado pelos agentes comunitários de saúde, foram feitas visitas em 

domicílios. Foi dada especial atenção aos possíveis casos entre as pessoas que 

conviveram com doentes (comunicantes), bem como àqueles já tratados com PQT, 

mas suspeitos de reativação da doença. A presença de moradores conhecidos na 

equipe (os agentes comunitários de saúde) também teve como objetivo reduzir a 

eventual resistência da população.  

Todos os pacientes atendidos no mutirão foram investigados para doenças 

dermatológicas em geral e hanseníase em particular, para as quais receberam 

tratamentos adequados, quando necessário. Quando houve suspeita clínica de 

hanseníase, o indivíduo foi submetido a exame de baciloscopia e exame 

histopatológico de biópsia para a confirmação da doença. As amostras biológicas 

que foram confirmadas como hanseníase ativa tiveram as biópsias encaminhadas 

para as demais análises.  

Para cada paciente, comunicantes e indivíduos da população em geral com 

suspeita clínica de hanseníase ativa, foram registrados dados clínicos-

epidemiológicos pelo médico, durante a avaliação dermatológica. Dados do 

prontuário também foram inclusos, se relevantes. A classificação clínica de casos foi 

realizada de acordo com os critérios Ridley & Jopling (135). 
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6.3. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

As amostras biológicas (biópsias) foram coletadas dos pacientes, mas 

nenhum experimento foi realizado utilizando-se marcadores genéticos de DNA 

humano; toda a investigação se concentrou nas variações de genoma do M. leprae. 

Ainda assim, todos os sujeitos recrutados (ou seus representantes legais), ao 

concordarem em participar do estudo e ceder uma amostra de biópsia, assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, devidamente aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa (CEP) da PUCPR (Parecer 274.776). Os experimentos foram 

conduzidos segundo as normas brasileiras de experimentação animal, assim como a 

aprovação do comitê para uso dos mesmos (ILSL – protocolo 07/1). 

 

6.4. TESTE DE RESISTÊNCIA in vivo 

 

 As amostras biológicas (biópsias) coletadas dos pacientes da Vila do Prata 

foram encaminhadas para extração de DNA (para análises de biologia molecular) e, 

em paralelo, ao cultivo in vivo, realizado em instituição parceira (ILSL). O DNA 

extraído diretamente da amostra de biópsia tende a conter grandes quantidades de 

DNA do hospedeiro humano e pouca quantidade de DNA da bactéria, o que é 

inconveniente para o sequenciamento. Assim, optou-se por utilizar a amostra com 

crescimento de M. leprae in vivo, processo que requer de 8 a 12 meses de cultivo 

(em camundongo nude). O cultivo e extração do bacilo da pata foram realizados 

conforme protocolo previamente descrito (136). 

 
6.5. PADRONIZAÇÃO DO PROTOCOLO DE SEQUENCIAMENTO DE GENOMA 

COMPLETO DE M. LEPRAE  

 

6.5.1. Purificações do bacilo e extração de DNA 

 

 Para o sequenciamento do DNA genômico bacteriano por sequenciamento de 

segunda geração, é necessário minimizar a contaminação da amostra com o DNA 

do camundongo. Para isso, duas diferentes técnicas de purificação do bacilo 

extraído do coxim plantar foram testadas. Posteriormente, amostras purificadas por 



 

77 

estes métodos foram submetidas a um sequenciamento para avaliação e validação 

dos resultados. 

 

6.5.1.1. Purificação com NaOH 

 

 Essa purificação foi realizada por nossos parceiros no ILSL. O tecido advindo 

da pata foi triturado e centrifugado (136).  Os precipitados foram então suspendidos 

em NaOH 0,1N estéril, centrifugado e acrescido em meio RPMI 1640 estéril. Por fim, 

o material foi homogeneizado 10 vezes por passagem em seringa de insulina de 

1mL para dissolver os grumos dos bacilos. A extração de DNA foi realizada 

conforme protocolo otimizado de extração do DNA de micobactérias em pequena 

escala, proposto por Santos e col. (137). 

 

6.5.1.2. Purificação com colagenase-dispase e NaOH 

 

 Essa purificação foi realizada por nossos parceiros na FIOCRUZ. O tecido 

advindo da pata do camundongo foi picado em pedaços pequenos com tesoura 

pequena e pinça estéreis. Em seguida, foi adicionado meio RPMI 1640, solução de 

colagenase-dispase 2x e ampicilina para concentração final de 50µg/mL. A placa foi 

homogeneizada por agitação suave e incubada por 2 horas a 33ºC. Após esse 

período, a solução foi homogeneizada por pipetagem, centrifugada e lavada duas 

vezes com água estéril livre de pirogênio, sendo re-centrifugada a cada lavagem. 

Após esse processo o material foi purificado com NaOH conforme item anterior 

(“6.5.1.1 Purificação com NaOH”) (138). 

 

6.5.2. Etapas do sequenciamento 

 

As etapas de sequenciamento para validação do processamento de amostras 

foram realizadas de acordo com protocolos e recomendações do fabricante (139-

141). Os reagentes utilizados em cada etapa estão descritos na Tabela 9.
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Tabela 9 – Reagentes utilizados para o sequenciamento 

Legenda: Cat n°) Número de referência do produto no catálogo da indústria. 
Fonte: a autora (2018). 
 
6.5.2.1. Purificação com beads 

 

Durante a padronização do sequenciamento constatou-se a necessidade de 

adição de processo de purificação com beads adaptado de outro protocolo para Ion 

Torrent, voltado para purificação para amostras de DNA de qualidade reduzida. O 

diferencial deste é a não eluição do material genético das beads ao fim da 

purificação, o que consequentemente faz com que a fragmentação seja feita com o 

material ainda ligado às beads (142). 

Etapa Sub-etapa Reagentes (Cat nº) 

Preparo de Biblioteca 

Fragmentação Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (4471269) 

Purificação da 
fragmentação 

Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter 
(A63881) 

Ligação de adaptadores 
e barcode 

Ion Xpress™ Barcode Adapters 1-16 Kit” (4471250) 

Purificação da ligação Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter 
(A63881) 

Seleção de tamanho E-Gel® SizeSelect™ Agarose Gels, 2%” (G6610-
02) 

Amplificação Ion Xpress™ Plus Fragment Library Kit (4471269) 

Purificação com bead Agencourt® AMPure® XP Kit Beckman Coulter 
(A63881) 

Quantificação 

Ion Library Quantitation Kit” (4468802) 
ou 

High Sensitivity DNA Analysis Kits - Agilent 
Technologies (5067-4626) 

Preparo de template 

PCR em emulsão Ion PGM™ Template OT2 400 Kit” (4479878) 

Enriquecimento das 
beads 

Ion PGM™ Template OT2 400 Kit” (4479878) 

Ion PGM™ Enrichment Beads” (4478525) 

Sequenciamento Sequenciamento 
Ion PGM™ Sequencing 400 Kit” (4482002) 

Ion 318™ Chip v2 (4484355) 
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6.5.2.2. Preparo de biblioteca 

 

 Amostras de DNA genômico foram fragmentadas enzimaticamente e 

purificadas com beads paramagnéticas. Os fragmentos gerados foram ligados aos 

adaptadores e barcodes e novamente purificados, sendo doravante consideradas 

como “bibliotecas não amplificadas”. Essas bibliotecas foram aplicadas em gel de 

agarose a 2% para seleção dos fragmentos com tamanho de cerca de 480pb, ideais 

para a fase de sequenciamento. As bibliotecas foram amplificadas por PCR, 

novamente purificadas e quantificadas, utilizando PCR em tempo real ou, 

alternativamente, utilizando o 2100 Bioanalyzer Instruments. As concentrações 

obtidas foram utilizadas para o preparo das soluções de trabalho das bibliotecas, 

com concentrações padronizadas pelo protocolo (139). 

 

6.5.2.3. Preparo de template 

 

Nessa etapa, foi feito um pool das soluções de trabalho das bibliotecas, a ser 

submetido a uma PCR em emulsão no Ion OneTouch™ 2 Instrument, para 

amplificação clonal dos fragmentos da biblioteca na superfície das beads. Em 

seguida, as beads foram enriquecidas, utilizando o equipamento Ion OneTouch™ 

ES. 

 
6.5.2.4. Sequenciamento 

 

Primeiramente, foi feito o planejamento virtual da corrida de sequenciamento 

no Torrent Browser e a limpeza e inicialização do sequenciador Ion PGM™. As 

esferas carregadas com as bibliotecas amplificadas foram incubadas para 

acoplamento dos primers de sequenciamento. Em seguida, o chip foi testado no 

sequenciador (Chip Check), a amostra foi injetada no chip e este foi colocado no Ion 

PGM™, tendo sido, então, iniciada a corrida de sequenciamento.  
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6.6. PADRONIZAÇÃO DO PROTOCOLO DE ANÁLISE DOS DADOS DE 

SEQUENCIAMENTO DE GENOMA COMPLETO DE M. LEPRAE  

 

Os programas utilizados na padronização de análises de dados estão 

sucintamente descritos na Tabela 10. Uma apresentação esquemática das análises 

realizadas pode ser observada na Figura 22 e a descrição mais pormenorizada dos 

parâmetros utilizados pode ser consultada no APÊNDICE II. 

 

Tabela 10 – Programas utilizados na análise de dados 

Programa Versões Objetivo Fontes 

Samtools 1.5 e 1.6 
Utilitários para manipulação de alinhamentos no 

formato SAM incluindo ordenação, fusão, indexação 
etc 

(143) 

TMAP 5.4.11 Software de alinhamento (apenas com referência) 
otimizado para sequencias de Ion Torrent* 

(144) 

TVC 5.4-11 
Identificação de variantes (SNP, InDels etc) otimizado 

para dados de Ion Torrent* (145) 

Torrent Suite 5.0.2 

Software nativo da plataforma Ion Torrent, 
responsável pelo processamento de dados do 

instrumento (Ion PGM) e pela análise de qualidade do 
sequenciamento 

(145) 

MIRA 4.0 
Faz alinhamento/ mapeamento em sequências 

contiguas (contigs) e conversão dos arquivos de 
alinhamento/mapeamento 

(146) 

Mauve 2015-02-13 Sistema de alinhamento e visualização de múltiplos 
genomas 

(147) 

FastCQ 0.10.1 
Ferramenta de controle de qualidade de dados brutos 

(raw data) de sequenciamento (148) 

Qualimap 2.2.1 Gera relatório de qualidade de dados 
alinhados/mapeados 

(149) 

Prinseq 0.20.4 
Gera relatório de qualidade de dados brutos e realiza 

filtragem desses dados. (150) 

Picard 2.9.0-1 Marcação de reads duplicadas (151) 
Legenda: TMAP) Torrent Mapping Alignment Program. TVC) Torrent Variant Caller. MIRA) Mimicking 
Intelligent Read Assembly. *)A otimização de alguns softwares para Ion Torrent em geral leva em 
consideração o flow order e flow signal, atributos específicos dessa plataforma. 
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Figura 22 – Representação esquemática das etapas de análise de dados 

 

Fonte: a autora (2018) 
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6.7. OUTRAS ATIVIDADES 

 

Além das atividades relacionadas diretamente a esse estudo, a aluna atuou 

como colaboradora de outros projetos que resultaram em: 

 

• Um artigo de revisão publicado na Clinics in Dermatology (Anexo I); 

• Um artigo publicado no International Journal of Systematic and Evolutionary 

Microbiology (Anexo II); 

• Um capitulo de livro: “Bioética, Biotecnologia e Biopoder” (Anexo III); 

• Manuscrito em fase final de preparação (Anexo IV) a ser submetido em breve; 

• Um software, denominado pseudosib em fase final de desenvolvimento 

(disponível sob solicitação no site: https://gitlab.com/helena.falena/pseudosib ). 
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO COMPLEMENTARES  

 

7.1. RECRUTAMENTO DA AMOSTRA POPULACIONAL E COLETA DE 

MATERIAL BIOLÓGICO 

  

Todos os pacientes atendidos no mutirão de atendimento médico de 2013 

foram investigados para doenças dermatológicas em geral e hanseníase em 

particular. Esta estratégia de recrutamento resultou em 611 consultas 

dermatológicas, sendo 365 (59,7%) indivíduos do sexo feminino, 225 (36,8%) do 

sexo masculino e 21 (3,4%) não declarados. A idade dos indivíduos examinados 

variou de menos de 1 ano completo a 92 anos de idade, sendo a média de 32,8 

anos (desvio padrão de 21,3 anos), conforme distribuição representada na Figura 

23. 

 

Figura 23 - Distribuição da idade dos 611 indivíduos examinados. 

 

Legenda:  
Gráfico box-plot da distribuição de idade dos indivíduos examinados.  
A linha preta central representa a mediana, os limites superior e inferior do quadrado marrom 
representam o intervalo do primeiro ao terceiro quartil.  Externamente ao quadrado, as linhas 
horizontais inferior e superior representam 10% e 90% dos dados, respectivamente. 
Fonte: A autora, no software SPSS (2017). 
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Dentre os examinados, 98 pessoas possuíam características compatíveis com 

hanseníase no exame clínico, incluindo pacientes já tratados, com lesões residuais e 

estados reacionais. Destes, 52 (8,51%) foram considerados casos suspeitos de 

hanseníase ativa e tiveram amostras de biópsia de pele coletadas. Os indivíduos 

que tiveram outras doenças dermatológicas diagnosticadas (Tabela 11) foram 

encaminhados para tratamento adequado. 

 

Tabela 11 – Distribuição categórica de doenças dermatológicas nos indivíduos com alguma doença 
dermatológica. 

Tipo de doença Frequênciaa Porcentagem (%)a 

Hanseníase (ativa ou não, lesões residuais 
e estados reacionais) 98 33,11 

Infectocontagiosasb 66 22,3 

Discromias 50 16,89 

Inflamatórias 39 13,18 

Neoplásicas 31 10,47 

Outros 12 4,05 

TOTAL 296 100 
Legenda: 
a) As frequências e porcentagens podem exceder a 100% devido a indivíduos que tinham mais de uma doença 
em simultâneo. 
b) Exceto a própria Hanseníase. 

 

7.2. PADRONIZAÇÃO DE SEQUENCIAMENTO E ANALISE DE GENOMA 

COMPLETO 

 

O DNA utilizado no sequenciamento de genoma completo foi obtido a partir 

das cepas de M. leprae cultivadas em pata de camundongo nude. Dessa forma, 

dentre as amostras obtidas no Prata, apenas as cepas PA-084 e PA-220 

apresentaram crescimento suficiente in vivo e tiveram seu DNA sequenciado. Outras 

duas cepas advindas de pata de camundongo, a cepa ROS-MAD e a cepa LC, 

foram cedidas pelo Instituto Lauro de Souza Lima. 
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7.2.1. Análise geral do sequenciamento 

 

O carregamento dos chips de sequenciamento variou de 55 a 80% (Figura 

24): O enriquecimento das beads ficou entre 97 a 100%, das quais 50 a 66% 

geraram reads monoclonais. De 7 a 30% dessas reads foram descartadas por baixa 

qualidade (Figura 25). 

 
Figura 24 - Carregamento dos chips contendo as amostras  
A) purificadas apenas com NaOH (P-84 e P-209) 

 

B) purificadas com NaOH e colagenase – 
 ROS-MAD 

C) purificadas com NaOH e colagenase –  
LC e P-84 

  

Representação do chip de sequenciamento com o carregamento das beads nos poços sendo 
representado pelas cores. Quanto mais próximo ao vermelho (cores mais quentes), maior a 
porcentagem de carregamento de beads na área e, quanto mais próximo ao azul (cores mais frias), 
menor a porcentagem de carregamento. 
Fonte: Torrent Suite 5.0.2 
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Figura 25 - Sumário das reads utilizáveis no sequenciamento 

a 

 

b 

c 

d 

Sequenciamento das amostras P-84 e P-220 (purificadas apenas com NaOH) 
 

a 

 

b 

c 

d 

Sequenciamento da amostra ROS-MAD (purificada com NaOH e colagenase) 
 

a 

 

b 

c 

d 

Sequenciamento das amostras LC e P-84 (purificadas com NaOH e colagenase) 
 

De cima para baixo, cada linha representa as filtragens subsequentes dos dados. Em cinza estão 
representados os dados descartados e em azul os mantidos. a) filtragem dos poços não carregados 
com beads; b) filtragem das beads não carregadas; c) filtragem das beads policlonais e; d) filtragem 
das bibliotecas de baixa qualidade. 
Fonte: Torrent Suite 5.0.2 
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7.2.2. Análise de qualidade do sequenciamento 

 

Usando o plugin FastQC, foi analisada a qualidade da base de acordo com a 

sua posição na read e a média e mediana de qualidade por base da read variou de 

Q20 a Q30 em todas as amostras. Também foi possível notar que as bases 

localizadas no final da read tenderam a apresentar uma qualidade inferior às demais 

(Figura 26). A diminuição da qualidade de detecção de bases no decorrer do 

sequenciamento é um fenômeno esperado nas plataformas de sequenciamento de 

segunda geração (152). 

 

Figura 26 - Qualidade das bases das amostras de acordo com a sua posição na read. 

 
P-84 (purificada com NaOH) 
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P-220 (purificada com NaOH) 

 

 
ROS-MAD (purificada com NaOH e colagenase) 
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LC (purificada com NaOH e colagenase) 

 

 
P-84 (purificada com NaOH e colagenase) 

 
O eixo X mostra a posição em pb na read. O eixo Y mostra o escore de qualidade (Q) na escala 
Phred. Quanto maior o escore, melhor a qualidade da base. O fundo do gráfico divide as qualidades 
em três grupos: a qualidade ótima (verde), a qualidade media (laranja) e a qualidade baixa 
(vermelha).  
A caixa amarela representa o inter-quatil (25-75%) dos índices de qualidade de todas das bases por 
posição na read. Os traços pretos marcam os limites de 10% a 90% desses índices. As linhas 
vermelhas representam a mediana e a linha azul representa a média. 
Fonte: FastQC 
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Utilizando a mesma ferramenta, foi avaliada a distribuição das reads conforme 

seu comprimento e a qualidade das reads (Figura 27 a 31). A amostra P-84 

(purificada apenas com NaOH) obteve a pior distribuição com a moda de 

comprimento sendo menor que 100pb. A amostra ROS-MAD (purificada com NaOH 

e colagenase), por sua vez, apresentou a melhor distribuição, com a moda sendo 

cerca de 300pb. As demais amostras tiveram uma moda próxima de 150pb. Todos 

os comprimentos foram menores que o esperado, considerando o uso de um kit com 

uma meta de 400pb. Isso, porém, não prejudicou a qualidade dessas reads e, 

portanto, pode ser dada continuidade à análise. 
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Figura 27 – Distribuição de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra P-84 (purificada com NaOH) 
Comprimento Qualidade 

  
No eixo X está o comprimento das reads em pares de base. No eixo Y está a 
contagem de reads. 
Fonte: FastQC 

O eixo X é a média de qualidade da read na escala Phred e o eixo Y é a 
contagem de reads.  
Fonte: pluging FastQC 
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Figura 28 – Distribuição de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra P-220 (purificada com NaOH) 
Comprimento Qualidade 

 
 

No eixo X está o comprimento das reads em pares de base. No eixo Y está a 
contagem de reads. 
Fonte: FastQC 

O eixo X é a média de qualidade da read na escala Phred e o eixo Y é a 
contagem de reads.  
Fonte: pluging FastQC 
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Figura 29 – Distribuição de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra ROS-MAD (purificada com NaOH e colagenase) 
Comprimento Qualidade 

 
 

No eixo X está o comprimento das reads em pares de base. No eixo Y está a 
contagem de reads. 
Fonte: FastQC 

O eixo X é a média de qualidade da read na escala Phred e o eixo Y é a 
contagem de reads.  
Fonte: pluging FastQC 
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Figura 30 – Distribuição de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra LC (purificada com NaOH e colagenase) 
Comprimento Qualidade 

 

 

No eixo X está o comprimento das reads em pares de base. No eixo Y está a 
contagem de reads. 
Fonte: FastQC 

O eixo X é a média de qualidade da read na escala Phred e o eixo Y é a 
contagem de reads.  
Fonte: pluging FastQC 
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Figura 31 – Distribuição de comprimento e qualidade de todas as reads da amostra P-84 (purificada com NaOH e colagenase) 
Comprimento Qualidade 

 
 

No eixo X está o comprimento das reads em pares de base. No eixo Y está a 
contagem de reads. 
Fonte: FastQC 

O eixo X é a média de qualidade da read na escala Phred e o eixo Y é a 
contagem de reads.  
Fonte: pluging FastQC 
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7.2.3. Análise do mapeamento com o M. musculus 

 

Para as amostras purificadas apenas com NaOH (Tabela 12), mais de 95% 

das reads alinharam ao genoma do M. musculus. Isso demonstrou que esse método 

de purificação foi ineficiente e impossibilitou a análise das cepas de M. leprae. As 

amostras purificadas com NaOH e colagenase (Tabela 12), por sua vez, alinharam 

de 15 a 45% com o camundongo. Dessa forma, pode ser dado prosseguimento a 

análise às amostras purificadas com NaOH e colagenase. Dessa forma 

padronizamos uma metodologia de purificação do M. leprae adequada para o uso 

em sequenciamento em futuros trabalhos. 

As análises demonstram que o método de purificação com NaOH e 

colagenase foi eficiente e pode ser utilizado em outros estudos que se proponham a 

sequenciar cepas M. leprae de forma a ter um melhor desempenho do processo, 

especialmente tendo em vista a alta complexidade e custo do cultivo in vivo desta 

bactéria. É possível que este método seja útil também para purificação de outras 

bactérias, especialmente mycobacerias, mas essa possibilidade ainda deve ser 

testada. 

 

Tabela 12 – Resultados do alinhamento com M. musculus 

Extração Amostra Total reads Reads alinhadas (%) 

NaOH P-84 839.089 806.434 (96,11) 

NaOH P-220 2.097.474 2.032.776 (96,92) 

colagenase-dispase e NaOH ROS-MAD 3.745.807 1.696.931 (45,3) 

colagenase-dispase e NaOH LC 1.023.164 158.090 (15,45) 

colagenase-dispase e NaOH P-84 1.349.839 234.867 (17,4) 
Legenda: Total de reads: Total de reads obtidas no sequenciamento para cada amostra;  

 

7.2.4. Análise comparativa da montagem de novo e mapeamento com referência no 

software MIRA 

 

Quando comparamos a montagem de novo (Tabela 13) com o mapeamento 

com o genoma de referência (Tabela 14) para as três amostras foi possível notar 

que a montagem de novo gerou de 200 a 300 contigs enquanto o mapeamento 

gerou um único contig com uma cobertura uniforme (Figuras 32 e 33). Essa 

diferença pode ser visualizada nas Figuras 34 e 35. 
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Tabela 13 – Resultados da montagem de novo no software MIRA 

Amostra ROS-MAD LC P-84 

Cobertura media (vezes) 120,88 33,48 43,85 

 Maiores contigs Todos os contigs Maiores contigs Todos os contigs Maiores contigs Todos os contigs 

Número de contigs 211 7.263 295 1.298 320 2438 

Total consensus* 3.301.834 101,0% 6.526.908 199,7% 3.275.894 100,2% 3.639.259 111,4% 3.300.281 101,0% 4.124.805 126,2% 

Maior contig* 83.927 2,6% 83.927 2,6% 111.222 3,4% 111.222 3,4% 101.949 3,1% 101.949 3,1% 

Tamanho contig N50* 30.429 0,9% 1.888 0,1% 22.011 0,7% 19.356 0,6% 20.686 0,6% 15.209 0,5% 

Tamanho contig N90* 8.834 0,3% 372 0,0% 6.155 0,2% 639 0,0% 5.602 0,2% 417 0,0% 

Tamanho contig N95* 5.759 0,2% 335 0,0% 3.319 0,1% 388 0,0% 3.278 0,1% 339 0,0% 
Media da qualidade 

do consenso** 78 46 75 46 76 44 

Tempo de alinhamento*** 6h36m28s 51m22s 1h25m43ds 

Legenda: *Porcentagem baseada no tamanho do genoma de referência (3.268.203 pb). **Qualidade calculada com método próprio do software MIRA. *** Tempo de 
alinhamento considerando o comando apresentado no item 5.5.3.2 e o uso da função “time” em linha de comando. Por se tratar de uma montagem de novo o 
tamanho do genoma obtido pode ser maior do que o da referência e, portanto, a porcentagem obtida pode exceder 100% 
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Tabela 14 – Resultados do mapeamento no software MIRA 

Amostra ROS-MAD LC P-84 

 1.902.646 747.455 968.602 

Cobertura media (vezes) 137,03 38,09 50,08 

 Maiores contigs Todos os contigs Maiores contigs Todos os contigs Maiores contigs Todos os contigs 

Número de contigs 1 1 1 1 1 2438 

Total consensus* 3.268.580 100,01% 3.268.580 100,01% 3.267.974 99,99% 3.267.974 99,99% 3.267.936 99,99% 3.267.936 99,99% 

Maior contig* 3.268.580 100,01% 3.268.580 100,01% 3.267.974 99,99% 3.267.974 99,99% 3.267.936 99,99% 3.267.936 99,99% 

Tamanho contig N50* 3.268.580 100,01% 3.268.580 100,01% 3.267.974 99,99% 3.267.974 99,99% 3.267.936 99,99% 3.267.936 99,99% 

Tamanho contig N90* 3.268.580 100,01% 3.268.580 100,01% 3.267.974 99,99% 3.267.974 99,99% 3.267.936 99,99% 3.267.936 99,99% 

Tamanho contig N95* 3.268.580 100,01% 3.268.580 100,01% 3.267.974 99,99% 3.267.974 99,99% 3.267.936 99,99% 3.267.936 99,99% 
Media da qualidade 

do consenso** 74 74 75 75 74 74 

Tempo de alinhamento*** 6h15m50s 1h27m48s 2h33m51s 

Legenda: *Porcentagem baseada no tamanho do genoma de referência (3.268.203 pb). **Qualidade calculada com método próprio do software MIRA. *** Tempo de 
alinhamento considerando o comando apresentado no item 5.5.3.2 e o uso da função “time” em linha de comando. 
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Figura 32 – Cobertura ao longo do genoma no mapeamento da amostra ROS-MAD no software MIRA 

 

Legenda: O eixo x representa todo o genoma de referência; A linha vermelha representa a cobertura média obtida em cada base e a área roxa representa o desvio 
padrão da cobertura para cada base. 
Fonte: a autora utilizando softwere Qualimap (2018)
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Figura 33 – Cobertura ao longo do genoma no mapeamento da amostra LC no software MIRA 

 
Legenda: O eixo x representa todo o genoma de referência; A linha vermelha representa a cobertura média obtida em cada base e a área roxa representa o desvio 
padrão da cobertura para cada base. 
Fonte: a autora utilizando softwere Qualimap (2018)
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Figura 34 – Cobertura ao longo do genoma no mapeamento da amostra P-84 no software MIRA 

 
Legenda: O eixo x representa todo o genoma de referência; A linha vermelha representa a cobertura média obtida em cada base e a área roxa representa o desvio 
padrão da cobertura para cada base. 
Fonte: a autora utilizando softwere Qualimap (2018)
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Figura 35 – Comparação dos genomas obtidos na montagem de novo entre si e com o genoma de referência 
 

A 

 

B 

C 

D 

Legenda: Cada bloco de sequencias homologas é representado por uma cor, as linhas conectam dois blocos homólogos entre genomas. 
A) Genoma de referência do M. leprae (cepa TN); B) Amostra ROS-MAD; C) Amostra LC; D) Amostra P-84; 
Fonte: a autora utilizando software Mauve (2018) 
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Figura 36 – Comparação dos genomas obtidos no mapeamento (com o software MIRA) entre si e com o genoma de referência 
 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 
Legenda: Cada bloco de sequencias homologas é representado por uma cor, as linhas conectam dois blocos homólogos entre genomas. 
A) Genoma de referência do M. leprae (cepa TN); B) Amostra ROS-MAD; C) Amostra LC; D) Amostra P-84; 
Fonte: a autora utilizando software Mauve (2018) 
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7.2.5. Análise comparativa da qualidade dos mapeamentos com referência  

 

Comparando os mapeamentos realizados nos softwares MIRA e TMAP, é 

possível observar que para todas as amostras o software MIRA teve um maior 

número de reads mapeadas do que o software TMAP. Porém a média de cobertura 

obtida foi muito parecida e no geral o desvio padrão da cobertura foi ligeiramente 

menor para o software TMAP (Tabela 15). A qualidade do mapeamento não pode 

ser comparada devido aos diferentes algoritmos utilizados para avaliação de 

qualidade nos dois programas, no entanto foi possível comparar a distribuição da 

cobertura obtida entre os mapeamentos para cada amostra (Figuras 37 a 42) que se 

mostraram bastante semelhante, tendo o mapeamento com MIRA apresentado 

maior número de regiões de baixa cobertura, o que condiz com o maior desvio 

padrão da cobertura. Dessa forma o mapeamento com TMAP foi considerado melhor 

para dar continuidade as análises. 

 

Tabela 15 – Resultados comparativos do mapeamento com M. leprae 

 Mapeamento MIRA Mapeamento TMAP 

Amostra ROS-MAD LC P-84 ROS-MAD LC P-84 

Reads mapeadas 2.724.801 1.266.899 1.596.841 1.976.587 833.090 1.069.814 

Media de cobertura 135,033 36,0892 48,0828 135,9446 36,589 48,6438 
Desvio padrão 
da cobertura 56,2235 13,795 20,1294 34,9376 11,8177 16,6731 
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Figura 37 – Histograma do número de regiões genômicas por cobertura no mapeamento da amostra ROS-MAD no software MIRA 

 

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018) 



 

106 

 

Figura 38 – Histograma do número de regiões genômicas por cobertura no mapeamento da amostra ROS-MAD no software TMAP 

 

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018) 
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Figura 39 – Histograma do número de regiões genômicas por cobertura no mapeamento da amostra LC no software MIRA 

 

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018) 
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Figura 40 – Histograma do número de regiões genômicas por cobertura no mapeamento da amostra LC no software TMAP 

 

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018) 
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Figura 41 – Histograma do número de regiões genômicas por cobertura no mapeamento da amostra P-84 no software MIRA 

 

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018) 
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Figura 42 – Histograma do número de regiões genômicas por cobertura no mapeamento da amostra P-84 no software TMAP 

 

Fonte: a autora utilizando software Qualimap (2018) 
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7.2.6. Análise de variantes 

 

A chamada de variantes foi feita com o software TVC a partir do mapeamento 

com o TMAP. Foram encontradas 212 variantes para a amostra ROS-MAD, 239 para 

a amostra LC e 293 para a amostra P-84. O número de variantes em comum entre 

as amostras está descrito de forma esquemática na Figura 43.  

 
Figura 43 – Representação esquemática das variantes encontradas nas amostras analisadas 

 

Fonte: a autora. 

 

A detecção de variantes nos genes de resistência (folP, rpoB e gyrA) foi 

coerente com as mutações identificadas no sequenciamento por Sanger, o que as 

valida. Padronizadas as etapas de análise primária, será possível realizar análises 

de alta complexidade desses e de futuros genomas, tais como filtragem fina das 

variantes, previsão computacional de impacto funcional, comparação da 

conservação dos nucleotídeos entre cepas e espécies disponíveis em bases de 

dados, anotação genômica, etc. 

 



 

112 

 

8. CONCLUSÕES COMPLEMENTARES 

 

 O protocolo de sequenciamento foi padronizado e foi constatada que a 

purificação com NaOH e colagenase foi o método de purificação mais adequado. 

Constatamos que o mapeamento com referência foi mais adequado que a 

montagem de novo. E concluímos que o mapeamento no software MIRA permite 

uma melhor visualização dos contigs, mas o mapeamento com o software TMAP foi 

melhor para a obtenção de variantes. 
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APENDICE I: REVISÃO SISTEMÁTICA DE ESTUDOS DE VNTRs EM M. leprae – 
PROTOCOLO 
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1. DESENVOLVIMENTO 

 

a. Busca 

 

Para essa revisão sistemática foram buscados artigos na base de dados 

PubMed, ( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ ) em janeiro de 2018. Para a busca 

foi utilizado o query abaixo: 

 

Quadro 6 – String de busca 

("minisatellite repeats"[MeSH Terms] OR ("minisatellite"[All Fields] AND "repeats"[All Fields]) OR 

"minisatellite repeats"[All Fields] OR "vntr"[All Fields] OR "STR"[All Fields]) AND leprae[All Fields] 

 

 Para essa busca foram encontrados 53 resultados.  

  

b. Filtragem 

 

Seguiu-se então uma etapa de filtragem desses artigos baseada na leitura de 

seus títulos e resumos. Os critérios de exclusão adotados foram: 

 

• Artigos de temas diferente do foco dessa revisão; 

• Artigos em idioma que não português, inglês, francês, italiano ou espanhol; 

• Artigos em duplicata; 

 

Após essa filtragem foram excluídos 9 artigos por inadequação do tema e 4 

artigos em outro idioma (chinês). Os demais artigos foram lidos na íntegra. Dentre 

eles 12 eram artigos de revisão e foram utilizados apenas para obtenção de novas 

referências de interesse, quando cabível. Os demais 24 artigos relatavam 

experimentos de genotipagem de VNTRs em M. leprae e tiveram os dados 

tabelados. Dentre as referências dos artigos lidos foram encontrados outros estudos 

de VNTR em M. leprae que não constavam não busca em base de dados, 

totalizando 33 artigos cujos resultados foram tabelados. 
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a. Organização dos dados 

 

Primeiramente foram listados os marcadores utilizados em cada estudo. 

Importante ressaltar que considerando alterações nas bases de dados moleculares 

ao longo dos anos todas as posições de marcadores foram conferidas e, se 

necessário, atualizadas para corresponder a versão NC_002677.1 da cepa TN de M. 

leprae (sequência de referência). Foi constatado que os artigos utilizados 

apresentavam seus resultados de duas formas diferentes: 

 

• Por amostra: resultado apresentado individualmente para cada amostra 

analisada; 

• Por frequência: resultado apresentado numa tabela de frequência do número de 

cópias encontrado para cada marcador. 

 

Ambas as formas foram tabuladas e tabelas e gráficos dos dados foram 

gerados utilizando o software Excel. Em seguida foi gerada: 

 

• Uma tabela contendo todos os marcadores estudados, suas posições em relação 

a cepa de referência, o número de cópias na cepa de referência, o número de 

artigos que utilizou esse marcador e o número de cepas (de resultados 

conhecidos e não dúbios) já genotipadas para cada marcador (Tese – Tabela 3); 

• Uma tabela contendo quais os marcadores foram genotipados em cada artigo 

(Tese - Tabela 4); 

• Uma única tabela com todas as frequências de todos os marcadores de todos os 

artigos (Não apresentada devido ao seu tamanho); 

• Gráficos da distribuição de frequência dos marcadores mais e menos variáveis 

(dentre aqueles utilizados em mais de 10 artigos) (Tese – Figuras 11 a 13); 
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•  

APENDICE II: ANALISE DE DADOS DO SEQUENCIAMENTO DE GENOMA 
COMPLETO – PROTOCOLO E PRINCIPIO DO METODO 
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1. ANÁLISE PRIMÁRIA DA QUALIDADE 

 

Para análise geral da qualidade dos experimentos de sequenciamento foi 

utilizado o software nativo Torrent Suite. Foi analisada a cobertura do chip, o 

carregamento das beads, a taxa de policlonalidade e o número de reads obtidas. Em 

seguida, foi utilizado o software FastQC para avaliação do comprimento das reads, 

da qualidade das bases e da qualidade das reads.  

 

2. MAPEAMENTO COM O GENOMA DO M. musculus 

 

2.1. Obtenção e indexação da referência (M. musculus) 

 

Antes do alinhamento foi necessário fazer o download de uma sequência de 

referência de bases de dados. Foi utilizada o Mus musculus GRCm38.p5 (Genome 

Reference Consortium Mouse Reference 38) cujo código é GCA_000001635.7. Após 

o download a referência foi indexada com o mesmo software de mapeamento TMAP 

(Quadro 7). A única opção utilizada foi a “-v“para ativar o modo verbose, que 

permite um acompanhamento mais detalhado do processo.  

 

Quadro 7 - Comando de indexação da referência M. musculus no software TMAP 

tmap index -v -f mmusculus_genome_GRCm38_p5.fna 

 

2.2. Mapeamento (M. musculus) 

 

Para o mapeamento foi utilizado o software TMAP que se baseia no método 

de Burrows–Wheeler (Burrows–Wheeler transform - BWT) (144, 153). É importante 

destacar que os dados brutos gerados são no formato BAM não alinhado. Foi 

utilizada a sub-função “map4” (ou mapping procedure #4) que é o mapeamento com 

referência adequado para reads longas (≥ 100bp) 
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As opções utilizadas foram (Quadro 8):  

• “--verbose” para ativar o modo verbose; 

• “--rand-read-name” para ativar a randomização baseada no nome da read; 

• “--aln-output-mode 1” retorna o mapeamento com o melhor escore. Se mais de 

um mapeamento obtiver o mesmo escore, um mapeamento randômico com esse 

escore é retornado; 

• “--sam-flowspace-tags” para manter os dados de flow order e flow signal; 

• “--output-type 0” determina que o arquivo de saída será no formato SAM; 

 

Quadro 8 - Comando de mapeamento das amostras utilizando a referência M. musculus no software TMAP 

tmap map4 \ 

   --aln-output-mode 1 \ 

   --verbose \ 

   --rand-read-name \ 

   --sam-flowspace-tags \ 

   ---output-type 0 \ 

   -f mmusculus_genome_GRCm38_p5.fna \ 

   -r $RAW-LIB_X.bam \ 

   -i bam \ 

   -s $LIB_X_TMAP-Mm-a1.sam 

 

2.3. Avaliação de qualidade do mapeamento M. musculus 

Para avaliação da qualidade do mapeamento primeiramente foi necessário 

ordenar o arquivo obtido no mapeamento de acordo com as coordenadas genômicas 

das reads, para isso foi utilizado o software Samtools (Quadro 9). A única opção 

utilizada foi a “--threads” que possibilita o uso de diversos processadores em 

simultâneo de forma a realizar as análises num tempo otimizado. 

 

Quadro 9 - Comando de ordenação das amostras mapeadas no software Samtools 

samtools sort \ 

   -o $LIB_X_TMAP-Mm-a1-sorted.bam \ 

   --threads 11 \ 

   $LIB_X_TMAP-Mm-a1.sam 
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Para a análise de qualidade foi utilizado o software Qualimap tendo como 

entrada arquivo BAM previamente mapeado e ordenado (Quadro 10). A saída foi 

feita em dois formatos, HTML no diretório $DIR e em PDF. A opção “-nt” se refere ao 

número de processadores utilizados e a opção “--java-mem-size” para adequar o uso 

de memória para o processamento. 

 

Quadro 10 - Comando de avaliação de qualidade de mapeamento no software Qualimap 

qualimap bamqc \ 

   -bam LIB_X_TMAP-Mm-a1-sorted.bam \ 

   -nt 10 

   -outdir $DIR  

   -outfile report-Mm-$LIB_X.pdf \ 

   --java-mem-size=4G 

 

2.4. Geração de arquivo com as reads não mapeadas (M. musculus) 

 

As amostras, às quais seria dado prosseguimento na análise, foram 

selecionadas com base na avaliação de qualidade, e, mais especificamente, da 

porcentagem de reads alinhadas. Para as amostras selecionadas foram filtradas 

apenas as reads não mapeadas com o genoma do camundongo utilizando o 

software Samtools na sua sub-função “view” (Quadro 11). A opção “-b” indica que a 

saída deve ser no formato BAM e a opção “-f 4” indica que devem ser retiradas as 

reads marcadas com a flag “4”, que são as reads que foram alinhadas. 

 

Quadro 11 - Comando de separação das reads mapeadas no software Samtools 

samtools view \ 

   -b \ 

   -f 4 \ 

   $LIB_X_TMAP-Mm-a1.sam \ 

   > $LIB_X_TMAP-Mm-a1-unmapped.bam 

 

3. MONTAGEM de novo (UTILIZANDO O MIRA) 



 

131 

 
3.1. Mudança de formato de input 

 

Para a montagem de novo o formato de entrada de dados deve ser FASTQ, 

portanto antes do mapeamento foi necessário mudar o formato do arquivo de BAM 

para FASTQ utilizando o software Samtools (Quadro 12).  

 

Quadro 12 - Comando de separação das reads mapeadas no software Samtools 

samtools fastq \ 

   --threads 10 \  

   $LIB_TMAP-Mm-a1-unmapped.bam \ 

   > $LIB_TMAP-Mm-a1-unmapped-FASTQ.fastq 

 

3.2. Montagem de novo (utilizando o MIRA) 

Para o alinhamento com o software MIRA é necessário criar um arquivo com 

as especificações desejadas, denominado manifesto (Quadro 13). Nesse arquivo 

consta i) o nome do projeto (opção “project”), ii) o tipo de montagem que deve ser 

feito (opção “job”) que no caso é o montagem de novo e acurado de um genoma, iii) 

o nome do grupo de reads (opção “readgroup”), iv) o arquivo a ser alinhado (opção 

“data”), v) o tipo de tecnologia de sequenciamento (opção “technology”) e, por fim vi) 

os parâmetros avançados (opção “parameters”). O único parâmetro avançado 

utilizado foi o “-NW:cac=warn” que evita que o programa interrompa o mapeamento 

caso haja mais do que 80x de cobertura prevista. 
 

Quadro 13 – Manifesto utilizado para a montagem de novo no software MIRA 

# Arquivo manifest-DeNovo-$LIB.conf 

 

project = DeNovo_$LIB_07-11-2017 

job = genome,denovo,accurate 

readgroup = $LIB 

data = $LIB_TMAP-Mm-a1-unmapped-FASTQ.fastq 

technology = iontor 

parameters = -NW:cac=warn 
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Isso simplifica a linha de comando de montagem de novo (Quadro 14) que 

recebe como entrada apenas o manifesto e gera um arquivo de registro do processo 

(ou log) e uma pasta contendo diversos arquivos com os resultados de mapeamento 

(nos formatos MAF, FASTA etc) e informações do processo. A única opção utilizada 

na linha de comando foi a “-t” que se refere ao número de processadores utilizados. 

 

Quadro 14 – Comando de montagem de novo no software MIRA 

mira -t 10 manifest-DeNovo-$LIB.conf >&log_assembly-DeNovo-$LIB.txt 

 

3.3. Avaliação de qualidade do mapeamento M. leprae 

Para avaliação da qualidade do alinhamento no software Qualimap foi 

primeiramente necessário converter o formato do arquivo de alinhamento que é dado 

pelo MIRA no formato MAF para o formato SAM. Para essa conversão foi utilizado o 

próprio software MIRA, na sua subfunção “miraconvert” (Quadro 15). 

 

Quadro 15 – Comando de conversão do formato de arquivo alinhado no software MIRA 

miraconvert \ 

   DeNovo_$LIB_assembly/DeNovo_$LIB_d_results/DeNovo_$LIB_out.maf \ 

   DeNovo_$LIB_out.sam \ 

   > log_conv-DeNovo_$LIB.txt 

 

Na análise pelo software Qualimap a saída foi feita, novamente, nos formatos 

HTML e PDF (Quadro 16). A opção “-nt” se refere ao número de processadores 

utilizados e a opção “--java-mem-size” para adequar o uso de memória para o 

processamento. 

 

Quadro 16 – Comando de avaliação de qualidade do alinhamento no software Qualimap 

qualimap bamqc -bam \ 

   /DeNovo_$LIB_out.sam \ 

   -outdir Qualimap/ \ 

   -outfile Qualimap/Qualimap-DeNovo_$LIB.pdf \ 

   -outformat PDF:HTML 
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4. MAPEAMENTO COM O GENOMA DE REFERÊNCIA DO M. leprae 

(UTILIZANDO O MIRA) 

 

4.1. Download da referência (M. leprae) 

Para o mapeamento com referência no software MIRA é recomendado que a 

referência esteja nos formatos GFF ou GenBank. Aqui utilizamos o formato do 

GenBank GB obtido no NCBI para o M. leprae cepa TN, código NC_002677.1. 

Destaca-se que o arquivo utilizado foi o “GenBank(full)” sem mostrar GI (GenInfo 

Identifier). 

 

4.2. Mapeamento (M. leprae) 

Para o mapeamento com o software MIRA foi elaborado um novo manifesto 

(Quadro 17). Nesse arquivo consta o nome do projeto (opção “project”), o tipo de 

alinhamento que deve ser feito (opção “job”) que no caso é o mapeamento com 

referência e acurado de um genoma, o arquivo da referência (opção “data” após o 

“is_reference”), o nome do grupo de reads (opção “readgroup”), o arquivo a ser 

mapeado (opção “data”) e o tipo de tecnologia de sequenciamento (opção 

“technology”). Nesse mapeamento não houve necessidade de utilizar qualquer 

parâmetro avançado. Destaca-se que o arquivo a ser mapeado utilizado foi o FASTQ 

obtido no iten 5.5.3.1. 

 

Quadro 17 – Manifesto utilizado para o mapeamento com referência de M. leprae no software MIRA 

# Arquivo manifest-Map-$LIB.conf 

 

project = Mapeamento_$LIB 

job = genome,mapping,accurate 

readgroup 

is_reference 

data = mleprae_genome.gb 

readgroup = $LIB 

data = $LIB_TMAP-Mm-a1-unmapped-FASTQ.fastq 

technology = iontor 

 

A linha de comando do software MIRA (Quadro 18) recebeu como entrada 

apenas o manifesto e gerou um arquivo de registro do processo (ou log). A única 

opção utilizada na linha de comando foi a “-t” que se refere ao número de 

processadores utilizados. 
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Quadro 18 – Comando de mapeamento com referência de M. leprae no software MIRA 

mira -t 10 manifest-Map-$LIB.conf >&log_assembly-Map-$LIB.txt 

 

4.3. Avaliação de qualidade do mapeamento M. leprae 

Para avaliação da qualidade do alinhamento no software Qualimap foi 

primeiramente necessário converter o formato do arquivo de alinhamento que é dado 

pelo MIRA no formato MAF para o formato SAM. Para essa conversão foi utilizado o 

próprio software MIRA, na sua subfunção “miraconvert” (Quadro 19). 

 

Quadro 19 – Comando de conversão do formato de arquivo mapeado no software MIRA 

miraconvert \ 

   Mapeamento_$LIB_out.maf \ 

   Mapeamento_$LIB_out.sam \ 

   > log_conv-Mapeamento_$LIB.txt 

 

Na análise pelo software Qualimap a saída foi feita, novamente, nos formatos 

HTML e PDF (Quadro 20). A opção “-nt” se refere ao número de processadores 

utilizados e a opção “--java-mem-size” para adequar o uso de memória para o 

processamento. 

 

Quadro 20 – Comando de avaliação de qualidade do mapeamento no software Qualimap 

qualimap bamqc \ 

   -bam Mapeamento_$LIB_assembly/SAM/Mapeamento_$LIB_out.sam \ 

   -outdir Qualimap/ \ 

   -outfile Mapeamento_$LIB.pdf \ 

   -outformat PDF:HTML 
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5. MAUVE 

 

Para comparação dos contigs obtidos no mapeamento com a sequência de 

referência foi utilizado a opção “Align with progressiveMauve” do software MAUVE. 

Para tanto foi utilizada a referência em FASTA e os arquivos de cada amostra com 

todos os contigs “padded” também no formato FASTA. 

 

6. MAPEAMENTO COM O GENOMA DO M. leprae (UTILIZANDO TMAP) 

 

6.1. Download e indexação da referência (M. leprae) 

 

Antes do alinhamento foi necessário fazer o download de uma sequência de 

referência de bases de dados. Foi utilizada o M. leprae cepa TN, código 

NC_002677.1, a mesma que foi utilizada no alinhamento com o software MIRA. 

Após o download da referência no formato FASTA, a mesma foi indexada com o 

software TMAP (Quadro 21). A única opção utilizada foi a “-v” para ativar o modo 

verbose, que permite um acompanhamento mais detalhado do processo.  

 

Quadro 21 - Comando de indexação da referência M. leprae no software TMAP 

tmap index -v -f mleprae_genome.fna 

 

6.2. Mapeamento (M. leprae) 

 

Para o mapeamento com referência do M. leprae foi utilizada novamente a 

sub-função “map4” (ou mapping procedure #4) que é o mapeamento com referência 

adequado para reads longas (≥ 100bp). As opções utilizadas foram (Quadro 22):  

• “--verbose” para ativar o modo verbose; 

• “--rand-read-name” para ativar a randomização baseada no nome da read; 

• “--aln-output-mode 0” retorna o mapeamento com o melhor escore apenas se 

todos ou outros mapeamentos tiverem um escore pior, caso contrário retorna não 

mapeado; 

• “--sam-flowspace-tags” para manter os dados de flow order e flow signal;  

• “--output-type 0” determina que o arquivo de saída será no formato SAM; 
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Quadro 22 - Comando de mapeamento das amostras utilizando a referência M. leprae no software TMAP 

tmap map4 \ 

   --aln-output-mode 0 \ 

   --verbose \ 

   --rand-read-name \ 

   --sam-flowspace-tags \ 

   --output-type 0 \ 

   -f ~/Documents/Helena/data/genome/mleprae/mleprae_genome.fna \ 

   -r $LIB_X_TMAP-Mm-a1-unmapped.bam \ 

   -i bam \ 

   -s $LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0.sam 

 

6.3. Avaliação de qualidade do mapeamento (M. leprae) 

Para avaliação da qualidade do mapeamento pelo software primeiramente foi 

necessário ordenar por coordenada genômica o arquivo obtido no mapeamento para 

isso foi utilizado o software Samtools (Quadro 23). A única opção utilizada foi a “--

threads” que possibilita o uso de diversos processadores em simultâneo de forma 

otimizar o tempo de análises. 

 

Quadro 23 - Comando de ordenação das amostras mapeadas no software Samtools 

samtools sort \ 

   -o $LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-sorted.bam \ 

   --threads 11 \ 

   $LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0.sam 

 

Para a análise de qualidade foi utilizado o software Qualimap tendo como 

entrada arquivo BAM previamente mapeado e ordenado (Quadro 24). A saída foi 

feita em dois formatos, HTML no diretório $DIR e em PDF. A opção “-nt” se refere ao 

número de processadores utilizados e a opção “--java-mem-size” para adequar o uso 

de memória para o processamento. 

Quadro 24 - Comando de avaliação de qualidade de mapeamento no software Qualimap 

qualimap bamqc \ 

   -bam $LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-sorted.bam \ 

   -nt 10 \ 

   -outdir $DIR \ 

   -outfile report-Ml-$LIB_X.pdf \ 

   --java-mem-size=4G 

 

6.4. Gerando arquivo somente com as reads mapeadas com M. leprae 
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Após a avaliação de qualidade, foram filtradas apenas as reads mapeadas 

com o genoma do M. leprae utilizando o software Samtools na sua sub-função “view” 

(Quadro 25). A opção “-b” indica que a saída deve ser no formato BAM e a opção “-

F 4” indica que devem ser obtidas apenas as reads marcadas com a flag “4” no 

arquivo de entrada, ou seja apenas as reads que foram alinhadas. 

 

Quadro 25 - Comando de separação das reads mapeadas no software Samtools 

samtools view \ 

   -b -F 4 \ 

   $LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0.sam 

   > $LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-mapped.sam 

 

7. BUSCA DE VARIANTES (TVC) 

 

7.1. Ordenação, marcação de duplicatas e indexação  

Antes de buscar as variantes os arquivos precisavam ser ordenados (Quadro 

26), as duplicatas marcadas (Quadro 27) e por fim indexados (Quadro 28). Todas 

essas etapas foram realizadas utilizando o software Picard 

 

Quadro 26 – Comando de ordenação das reads mapeadas no software Picard 

java -jar $PATH_PICARD SortSam \ 

   INPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-mapped.sam \ 

   OUTPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0 -picard-sorted.bam \ 

   SORT_ORDER=coordinate 

 

Quadro 27 – Comando de marcação de duplicatas no software Picard 

java -jar $PATH_PICARD MarkDuplicates \ 

   INPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0 -picard-sorted.bam \ 

   OUTPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-dedup_reads.bam \ 

   METRICS_FILE=$LIB_X_metrics.txt 

 

Quadro 28 – Comando de indexação no software Picard 

java -jar $PATH_PICARD BuildBamIndex \ 

   INPUT=$LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-dedup_reads.bam 
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7.2. Descoberta de variantes  

Para a descoberta de variantes foi utilizado o software TVC que utiliza os 

dados de flow order (ordem de entrada de nucleotídeos no sequenciador durante a 

corrida) e flow signal (intensidade da alteração de pH em cada poço do chip a cada 

introdução de nucleotídeo no sequenciador) como um dos parâmetros de qualidade 

para descoberta de variantes (Quadro 29). Foram utilizadas as opções “-n” para 

determinar o número de processadores utilizados, a opção “-r” para determinar o 

arquivo de referência, opção “-b” para determinar o arquivo BAM da amostra (input), 

opção “—force-sample-name” para determinar o nome da amostra, opção “-O” para 

determinar o diretório de output, opção “--parameters-file” para indicar o arquivo de 

parâmetros, opção “--output-vcf” para determinar o arquivo de saída de variantes do 

tipo SNP e a opção “--assembly-vcf” para determinar o arquivo de saída das 

variantes do tipo InDel. 

 

Quadro 29 – Comando para obtenção de lista de variantes no software TVC 

tvc \ 

   -n 11 \ 

   -r mleprae_genome.fna \ 

   -b =$LIB_X_TMAP-Mm-a1-Ml-a0-dedup_reads.bam \ 

   --force-sample-name $LIB_X \ 

   -O $DIR \ 

   --parameters-file $PARAMETERS.json \ 

   --output-vcf $LIB_X-small_variants.vcf \ 

   --assembly-vcf $LIB_X-indel_assembly.vcf 

 

O arquivo de parâmetros utilizado foi o "Generic - PGM - Germ Line - High 

Stringency" proposto na versão 4.2 do Torrent Suit (154) (Quadro 30). O único 

parâmetro modificado foi o "snp_min_allele_freq" que determina a frequência mínima 

para que uma variante seja considerada um SNP. 
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Quadro 30 – Arquivo de parâmetros utilizado para obtenção de variantes no software TVC 

{ 

    "torrent_variant_caller": { 

       "snp_min_allele_freq": "0.79999999999999999", 

       "snp_strand_bias": "0.94999999999999996", 

       "hotspot_min_coverage": 20, 

       "hotspot_min_cov_each_strand": 3, 

       "snp_strand_bias_pval": 1, 

       "hotspot_min_allele_freq": "0.14999999999999999", 

       "snp_min_variant_escore": 10, 

       "mnp_min_variant_escore": 10, 

       "hotspot_strand_bias": "0.94999999999999996", 

       "hp_max_length": 8, 

       "filter_insertion_predictions": "0.20000000000000001", 

       "indel_min_variant_escore": 10, 

       "indel_min_coverage": 20, 

       "heavy_tailed": 3, 

       "outlier_probability": "0.01", 

       "indel_strand_bias_pval": 1, 

       "data_quality_stringency": "8.5", 

       "snp_min_cov_each_strand": 3, 

       "mnp_strand_bias": "0.94999999999999996", 

       "mnp_strand_bias_pval": 1, 

       "hotspot_strand_bias_pval": 1, 

       "hotspot_min_variant_escore": 10, 

       "indel_strand_bias": "0.84999999999999998", 

       "downsample_to_coverage": 400, 

       "filter_unusual_predictions": "0.25", 

       "indel_min_allele_freq": "0.14999999999999999", 

       "mnp_min_allele_freq": "0.14999999999999999", 

       "do_snp_realignment": 0, 

       "mnp_min_cov_each_strand": 3, 

       "mnp_min_coverage": 20, 

       "prediction_precision": 1, 

       "indel_min_cov_each_strand": 3, 

       "filter_deletion_predictions": "0.20000000000000001", 

       "suppress_recalibration": 0, 

       "snp_min_coverage": 20 

    }, 

    "meta": { 

       "repository_id": "$Rev$", 

       "ts_version": "4.2", 

       "name": "Generic - PGM - Germ Line - High Stringency", 

       "trimreads": true, 

       "tooltip": "Optimized for allele frequencies >10% and high specificity", 

       "tvcargs": "tvc", 

       "based_on": "ampliseq_germline_highstringency_pgm_parameters.json", 

       "built_in": true, 

       "configuration": "germline_high_stringency", 

       "compatibility": { 

           "chip": [ 

               "pgm" 

           ], 

           "frequency": [ 

               "germline" 

           ], 

           "stringency": [ 

               "high" 

           ], 

           "library": [ 

               "wholegenome", 

               "ampliseq", 
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               "targetseq" 

           ] 

       } 

    }, 

    "long_indel_assembler": { 

       "short_suffix_match": 5, 

       "min_indel_size": 4, 

       "min_var_count": 5, 

       "min_var_freq": "0.14999999999999999", 

       "output_mnv": 0, 

       "max_hp_length": 8, 

       "relative_strand_bias": "0.80000000000000004", 

       "kmer_len": 19 

    }, 

    "freebayes": { 

       "gen_min_coverage": 6, 

       "allow_mnps": 0, 

       "allow_complex": 0, 

       "min_mapping_qv": 8, 

       "read_snp_limit": 10, 

       "allow_indels": 1, 

       "read_max_mismatch_fraction": 1, 

       "gen_min_alt_allele_freq": "0.14999999999999999", 

       "allow_snps": 1, 

       "gen_min_indel_alt_allele_freq": "0.14999999999999999" 

    } 

} 

Legenda: Destacado em negrito está o parametro modificado. Originalmente valor atribuido era 
"0.14999999999999999". 
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ANEXO I: ARTIGO DE REVISÃO PUBLICADO NA Clinics in Dermatology 
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ANEXO II: ARTIGO PUBLICADO NO INTERNATIONAL JOURNAL OF 

SYSTEMATIC AND EVOLUTIONARY MICROBIOLOGY 
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ANEXO III: CAPITULO DO LIVRO "BIOÉTICA E PSICOLOGIA: INTER-

RELAÇÕES" 
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ANEXO IV: MANUSCRITO "THE PRATA VILLAGE: AN ESTIMATE OF THE 

INCUBATION PERIOD AND THE PROPORTION OF NATURALLY SUSCEPTIBLE 

INDIVIDUALS TO LEPROSY IN A HUMAN POPULATION" 
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