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RESUMO 

 
 
RESUMO 

 
     Neste estudo propôs-se comparar o teste intradérmico de Mitsuda e os 

alelos HLA-DR2 /HLA -DR3 e HLA-DQ1 relacionados com as formas clínicas 

da hanseníase, visando contribuir para o delineamento de nova metodologia 

no auxílio prognóstico desta doença. Foram estudados 176 pacientes 

hansenianos (50 HT, 50 HV e 76 HD). A tipificação do HLA-DR e HLA -DQ 

foi determinada pela técnica de PCR/SSP e a reação de Mitsuda pela 

intradermorreação com leitura em 28 dias. Na forma HT os resultados 

demonstraram que a reação de Mitsuda foi positiva em todos os pacientes, 

sendo 16% positivo1+, 68% positivo2+ e 16% positivo3+. O diâmetro de 

induração variou entre 4,0 a 18,0mm, com valor médio de 7,5mm. A 

especificidade HLA-DR2 esteve presente em 28% dos pacientes deste grupo 

(24% HLA-DRB1*15 e 4% HLA-DRB1*16). A especificidade HLA-DR3 

esteve presente em 16% dos pacientes (8% HLA-DRB1*17 e 8% HLA-

DRB1*18), 2% apresentaram os alelos HLA-DR2 e HLA-DR3 

simultâneamente, totalizando 46% da amostra estudada com o marcador. A 

forma HV apresentou a reação de Mitsuda negativa em todos os pacientes 

estudados. A especificidade do HLA-DQ1 esteve presente em 74% dos 

pacientes (34% HLA-DQB1*05, 28% HLA-DQB1*06 e 12% HLA-DQB1*05 e 

HLA-DQB1*06). No grupo HD, o padrão de leitura da reação de Mitsuda 

resultou em negativo em 48,7%, duvidoso 5,2%, positivo 1+ 30,3% e positivo 

2+ 15,8%. O diâmentro da induração variou entre negativo a 7,5mm com 

valor médio de 2,4mm. Com relação aos alelos HLA, não foi possível realizar 

a comparação, por não se ter verificado após estudo de associação, nenhum 

alelo relacionado ao grupo HD. Realizou-se também análise não 

estratificada dos pacientes de acordo com a resposta ao teste de Mitsuda. 

Oitenta e cinco pacientes foram positivos para o teste de Mitsuda e destes, 

43,5% possuíam o alelo HLA-DR2 ou HLA-DR3. Noventa e um pacientes 

tiveram reação de Mitsuda negativa, destes 65,9% apresentaram o alelo 
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HLA-DQ1. Os dados obtidos neste estudo permitiram concluir que a 

utilização isolada da tipificação HLA não constitui uma ferramenta adequada 

para auxílio no prognóstico da doença, embora o emprego em conjunto das 

duas metodologias poderão complementar o diagnóstico da hanseníase. 

 

Palavras-Chave: Hanseníase. HLA. Antígeno de Mitsuda. Mycobacterium 

leprae.  



ABSTRACT 
 

 
ABSTRACT 
     The relation between the Mitsuda intradermal test, the clinical form of 

leprosy, and HLA-DR2/HLA-DR3 and HLA-DQ1 alleles was studied. These 

investigations were done to find a way to assess the prognosis of the 

disease. A total of 176 patients were studied (50 tuberculoid (T), 50 

lepromatous (L) and 76 borderline (B) - Madrid classification). The HLA-DR 

and -DQ typing was done through PCR/SSP and the intradermal reaction 

against the Mitsuda antigen was read after 28 days. The Mitsuda reaction 

was positive in all T patients, 16% were 1+ positive, 68% were 2+ positive 

and 16% 3+ positive. The diameter of the induration varied from 4 to 18 mm 

with a mean value of 7.5 mm. HLA-DR2 was present in 28% of the patients 

(24% HLA-DRB1*15 and 4% HLA-DRB1*16). HLA-DR3 was present in 16% 

of the patients (8% HLA-DRB1*17 and 8% HLA-DRB1*18). Simultaneous 

HLA-DR2 and HLA-DR3 alleles were present in 2% of the patients. Total 

46% of the samples studied were positive with these markers. All patients 

with L form showed negative response to the Mitsuda antigen. The HLA-DQ1 

was present in 74% of the patients (34% HLA-DQB1*05, 28% HLA-

DQB1*06, 12% HLA-DQB1*05 and HLA-DQB1*06). In the group B, the 

response to the Mitsuda antigen was negative in 48.7% of the patients, 

suspect in 5.2%, 1+ positive in 30.3% of the patients and 2+ positive in 

15.8%. The diameter of the induration varied from negative to 7.5 mm with a 

mean value of 2.4 mm. A comparison with the HLA alleles could not be done 

because no antigen showed statically any association. A non-stratified 

analysis of the patients according to response to the Mitsuda test was also 

performed. Eighty-five patients were positive for the Mitsuda test and among 

those 43.5% showed HLA-DR2 or HLA-DR3 alleles. Ninety-one patients 

were negative for the Mitsuda test and 65.9% of them showed the HLA-DQ1 

alleles. These data lead to the conclusion that phenotyping alone is not an 

adequate auxiliary tool for prognosis of leprosy; nevertheless, the use of both 

methods together may be helpful for classification of the disease. 

 

Key-Words: Leprosy. HLA. Lepromin. Mycobacterium leprae.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Aspectos Gerais 
 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica que acomete cerca de 

600.000 indivíduos por ano1, sendo a América Latina responsável por 85.000 

casos2. Dos 122 países nos quais é considerado problema de saúde pública, 

Angola, Brasil, República Africana Central, Congo, Índia, Libéria, 

Madagascar, Moçambique, Nepal e Tanzânia não conseguiram alcançar a 

meta de eliminação proposta pela Organização Mundial de Saúde (OMS). O 

Brasil é um dos principais países endêmicos de hanseníase no mundo, com 

79.908 doentes, representando, em 2003, um coeficiente de prevalência de 

4.6 casos por 10.000 habitantes. As regiões Norte, Nordeste e Sudeste 

contribuem com 80% dos casos novos1. 

Apesar da hanseníase ter baixa mortalidade, apresenta elevado grau de 

contágio, constituindo um grave problema de saúde pública e social, devido 

às deformidades e incapacidades físicas por ela gerada e, 

conseqüentemente, discriminação e segregação dos doentes3. 

Seu agente etiológico, o Mycobacterium leprae (M. leprae), foi 

descoberto por Armauer Hansen em 1873. É um bacilo em forma de 

bastonete, gram positivo, álcool-ácido resistente, que ao ser corado pelo 

método de Ziehl-Neelsen apresenta coloração vermelha, podendo ser 

encontrado isoladamente ou formando grupamentos em esfregaços de pele 

ou em cortes histológicos denominados globia. Apesar de todo o 

desenvolvimento tecnológico disponível, não é possível cultivar este bacilo in 

vitro 4,5. 

A transmissão da doença ainda não está totalmente esclarecida; 

acredita-se que ocorra, na maioria das vezes, através do contato íntimo, 

direto e prolongado de pessoas suscetíveis com pacientes bacilíferos, e que 

fatores externos tais como a desnutrição, promiscuidade, miséria e falta de 

higiene favoreçam a transmissão6. 

17 
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A eliminação dos bacilos ocorre principalmente pelas vias aéreas 

superiores, através das gotículas de Flugge7,8,9. Outras vias de eliminação 

podem ser consideradas, tais como hansenomas ulcerados, leite materno, 

urina e fezes, sendo que as três últimas não possuem importância 

epidemiológica9. 

A hanseníase pode se manifestar sob várias formas clínicas, 

dependendo da resistência do hospedeiro ao M. leprae10. É classificada, de 

acordo com os critérios estabelecidos no VI Congresso Internacional de 

Leprologia (Madrid 1953)11 em dois tipos polares totalmente distintos, sob o 

aspecto clínico e imunológico: o pólo tuberculóide (HT), com imunidade 

celular eficiente à proliferação do bacilo, e o virchoviano (HV), com pouca ou 

nenhuma resposta celular10. 

Além dos pólos estáveis, existem dois grupos intermediários 

denominados indeterminado (HI), que é considerado a fase inicial da 

doença, e dimorfo (HD), que apresenta manifestações variáveis entre HT e 

HV, segundo o estado imunológico do paciente frente ao M. leprae10,12.  

Ridley e Jopling (1966)13 propuseram uma classificação com algumas 

subdivisões baseadas em critérios clínicos, imunológicos e histológicos. A 

partir dela, os dimorfos (borderline) foram subdivididos e passaram a incluir 

os casos próximos aos pólos HT e HV, que se diferenciavam conforme 

esses critérios. Criou-se, assim, um espectro, no qual os extremos eram 

constituídos pelos tipos polares tuberculóide (TT) e lepromatoso (LL) e pelos 

dimorfos, subdivididos em borderline-tuberculóide (BT), borderline-borderline 

(BB) e borderline-lepromatoso (BL). 

Em 1982, a OMS14 estabeleceu uma classificação que pudesse 

selecionar o esquema adequado de poliquimioterapia (PQT). As formas 

clínicas da doença foram, então, divididas em paucibacilares (PB), nos 

casos com até cinco lesões cutâneas e, multibacilares (MB), com mais de 

cinco15. Sob o ponto de vista operacional, portanto, os PB passaram a 

abranger pacientes com as formas HI, HT e HD próximos ao pólo HT, 

enquanto os pacientes MB englobariam aqueles classificados como HV, HD 

e HD próximos ao pólo HV. 

18 
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A classificação oficial utilizada atualmente no Brasil baseia-se no 

proposto pelo VI Congresso Internacional de Leprologia de Madrid11, porém 

não se pode descartar a de Ridley-Jopling, muito utilizada para a pesquisa13 

e também a classificação operacional no tratamento com PQT da OMS14, 15. 

Clinicamente, a forma HT apresenta lesões em forma de máculas ou 

placas, em pequeno número, bem localizadas e delimitadas, com coloração 

em tom castanho. Pode apresentar bordo mais ou menos elevado e centro 

plano e hipocrômico. Observam-se alterações acentuadas da sensibilidade 

térmica, dolorosa e tátil. A baciloscopia é negativa e a reação de Mitsuda, 

positiva. O quadro histopatológico revela granulomas de células epitelióides 

bem diferenciadas, contornadas por linfócitos com bacilos escassos ou 

ausentes16,17,18. Os linfócitos T (LT) com fenótipo supressor/citotóxico 

(CD8+) estão localizados predominantemente na região do manto e 

raramente dentro do granuloma. Os LT com fenótipo auxiliar/indutor (CD4+), 

por sua vez, encontram-se em grande quantidade entre os agregados de 

células epitelióides19. 

Na forma HV, de menor resistência, as lesões na pele são polimorfas, 

numerosas, em geral com limites imprecisos; há comprometimento das 

mucosas, nervos, articulações, ossos e vísceras. O índice baciloscópico é 

sempre positivo e a reação de Mitsuda, negativa.  A histopatologia mostra 

granulomas extensos, constituídos por aglomerados de macrófagos 

volumosos, multivacuolados, com grande quantidade de bacilos em seu 

interior16. Os LTCD4+ e TCD8+ estão uniformemente distribuídos por entre 

os granulomas histiocitários, sendo menor o número de células TCD4+ em 

relação às TCD8+19.  

O grupo HD apresenta manifestações intermediárias entre os pólos HT e 

HV, de acordo com o grau de resposta imune ao bacilo. Existem casos 

semelhantes aos da forma HT, tanto do ponto de vista clínico, como do 

imunológico. A baciloscopia é positiva, mas não intensa e a reação de 

Mitsuda é fracamente positiva. Outros HD diferem muito pouco das lesões 

encontradas no pólo HV, a baciloscopia é positiva e a reação de Mitsuda 

negativa e há aqueles no meio do espectro ou dimorfos verdadeiros, que 

19 
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apresentam lesões características "esburacadas" ou foveoladas, com 

baciloscopia sempre positiva e reação de Mitsuda negativa. Nos dimorfos o 

comprometimento dos nervos periféricos é intenso, provocando graves 

incapacidades17. 

O grupo HI, considerado a fase inicial da doença, caracteriza-se por 

máculas hipocrômicas ou áreas circulares de pele aparentemente normais, 

com distúrbios da sensibilidade. Não há comprometimento de troncos 

nervosos e, portanto, não ocorrem incapacidades ou deformidades. A 

baciloscopia é negativa e a reação de Mitsuda pode ser negativa ou positiva. 

O quadro histopatológico apresenta infiltrado mononuclear inespecífico, com 

linfócitos delimitando o filete nervoso com raríssimos ou nenhum bacilo em 

seu interior17. 

Modlin et al. (1982, 1983)19,20,21 sugeriram que os arranjos 

imunohistológicos estariam relacionados à resposta imune do hospedeiro. 

Assim, na forma HT, a associação entre os linfócitos auxiliares e as células 

epitelióides resultariam em resposta imune eficiente. Os LTCD8+, 

localizados na periferia do granuloma, atuariam na restrição da reação 

granulomatosa. Na forma HV, a distribuição ao acaso das células auxiliares 

e supressoras originaria uma resposta imune deficiente, favorecendo a 

multiplicação bacilar. Os autores sugeriram, ainda, que a proximidade 

desses dois tipos celulares poderia inibir a maturação dos macrófagos em 

direção às células epitelióides e impedir a apresentação antigênica às 

células imunocompetentes, caracterizando uma resposta imune deficiente. 

Os mecanismos imunológicos envolvidos na resposta celular dos 

pacientes HV ainda permanecem obscuros, todavia estudos revelam que 

essa anergia é especifica ao M. leprae, permanecendo inalterada ou 

levemente diminuída em relação a outros antígenos, como o PPD (derivado 

protéico purificado), a tricofitina, a candidina e o DNCB 

(dinitroclorobenzeno)22, 23,24. 

Na hanseníase, vários estudos25,26,27,28 comprovam a relação da resposta 

imune do paciente com as diferentes formas da doença, devido à dicotomia 

imunológica entre hospedeiro e bacilo.  Mutis et al. (1993)29, estudando o 
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padrão de citocinas produzidas pelos LT do sangue periférico em 

hansenianos, encontraram linfócitos com atividades semelhantes aos LTH1 

(helper 1) e LTH2 (helper 2). Segundo os autores, na forma HT os bacilos 

estimulariam os linfócitos TH1 a produzirem altos níveis de interleucina-2 (IL-

2) e de interferon gama (IFNγ), responsáveis pela ativação macrofágica, 

enquanto, na forma HV, a estimulação dos LTH2 levaria a produção de 

níveis elevados de IL-4, a interleucina que atua sobre os linfócitos B (LB) 

levando a produção de anticorpos (Ac). 

 

 

1.2. Reação de Mitsuda 

 

 

Em 1914, Yoshinobu Hayashi, procurando um meio de cultivo para o M. 

leprae, iniciou testes cutâneos utilizando a suspensão de cultura contendo 

bacilos inativados pelo calor. Em um primeiro passo de seu experimento, o 

antígeno foi inoculado na região abdominal de cinco cobaias; como resultado 

obteve reação negativa em todos os animais. Em seguida, realizou o teste 

em 60 pacientes hansenianos, dos quais 44 apresentavam a forma 

lepromatosa (HV) e 16 do tipo neural (HT) da doença. Os resultados foram 

negativos na maioria dos pacientes com a forma lepromatosa (72,7%), e 

positivos naqueles com a forma neural (75%). Como na época Yoshinobu 

Hayashi não realizou o estudo com pessoas sadias, não se pode discutir o 

valor deste experimento para fins diagnósticos30. 

Esse estudo despertou o interesse de Kensuke Mitsuda31, um 

leprologista, que, em 1919, retomou as pesquisas no intuito de obter um 

teste que auxiliasse no diagnóstico da hanseníase. Mitsuda preparou 

suspensões de três tipos, partindo de nódulos de pacientes hansenianos. 

Duas contendo poucos bacilos e constituídas do sobrenadante de 

hansenomas. A terceira, rica em bacilos, constituída de tecido nodular 

fervido por duas horas em solução fisiológica. 
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Essas suspensões foram testadas em 403 hansenianos, sendo 279 com 

a forma HV e 124 HT. Baseando-se nos resultados obtidos, o autor concluiu 

que apenas aquela originada a partir de hansenomas obteve sucesso e que 

a injeção cutânea de 0,1ml desse material seria capaz de provocar uma 

reação eritematosa inicial, que desapareceria após dois ou três dias nos 

pacientes HV, mas evoluiria nos portadores da forma HT, apresentando ao 

final de duas semanas uma pápula infiltrada que persistiria por semanas ou 

meses. Ao realizar comparação histopatológica, verificou haver similaridade 

das lesões próprias deste tipo clínico com a reação presente nos pacientes. 

A injeção intracutânea da suspensão a partir dos nódulos hansênicos foi 

conclusiva para Mitsuda afirmar ser esta uma reação específica para a 

hanseníase. 

Ao contrário de Yoshinobu Hayashi, Mitsuda estudou essa reação em 

crianças sadias e em indivíduos portadores de outras doenças, com o 

propósito de avaliar o valor prognóstico da suspensão. No grupo estudado a 

reação foi positiva, concluindo o autor que a reação não possuía um valor 

diagnóstico para a hanseníase e sugeriu a sua utilização no prognóstico da 

doença31. 

Esses experimentos ficaram restritos ao Japão, até sua apresentação 

durante a Conferência de Strasbourg, em 1923. Contudo, somente 

ganharam credibilidade quando, prosseguindo com as pesquisas de 

Mitsuda, Fumio Hayashi, publicou seus resultados32.  

Fumio Hayashi, em 1933, descreveu com detalhes os procedimentos 

utilizados na preparação da suspensão idealizada por Mitsuda e também os 

critérios para a avaliação clínica da reação. Em seu estudo, utilizou o 

antígeno em 192 pacientes, sendo que nos pacientes tuberosos observou 

91% de negatividade e na forma neural 97% de positividade. Hayashi 

confirmou que resultados positivos dariam bom prognóstico para a doença32. 

A leitura clínica da reação foi realizada, inicialmente, após oito dias da 

introdução do antígeno e, posteriormente, com 16 e 24 dias.  A positividade 

da reação era baseada na medida do diâmetro da área infiltrada, e a partir 

desta, classificada em cruzes. Reações que medissem 3,0 a 5,0 mm eram 
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consideradas como uma cruz (+); as de 5,0 a 10,0 mm, como duas cruzes 

(++), aquelas maiores do que 10,0 mm e com pus, como três cruzes (+++)32. 

Somente em 1953, no 6º Congresso Internacional de Leprologia11, a 

reação de Mitsuda foi definitivamente incorporada aos critérios de 

classificação da hanseníase, nos quais os pacientes HT foram definidos 

como Mitsuda positivos. A forma HV e a maioria dos HD foram definidas 

como Mitsuda negativos. No grupo HI, a reação poderia variar de acordo 

com a capacidade imune do indivíduo, assim a reação indicaria para qual 

pólo a doença evoluiria. 

A suspensão idealizada por Mitsuda recebeu várias denominações como 

lepromina, lepromina integral, lepromina H, mitsudina, antígeno de Mitsuda, 

sendo este o nome oficialmente adotado pelo Brasil desde 197733. 

Devido à dificuldade na obtenção desses antígenos, ensaios foram 

realizados com tatus (Dasypus novemcinctus), modelo experimental da 

hanseníase, através da inoculação do M.leprae. Os resultados obtidos a 

partir desses experimentos foram positivos, então uma nova lepromina 

originada de tatus começou a ser utilizada, recebendo o nome de lepromina 

A (armadillo)34, 35,36. 

Atualmente, são utilizados três tipos de antígenos: o integral, que 

consiste em uma suspensão obtida a partir de hansenomas oriundos de 

pacientes multibacilíferos, diluída em cloreto de sódio a 0,85% e fenol a 5%, 

com concentração final entre 4,0 a 16 x107 M. leprae/ml37; o bacilar 

composto de bacilos sem os restos teciduais e o protéico, que utiliza 

proteínas do citosol, da membrana ou de proteínas solúveis da parede do M. 

leprae38. 

A reação cutânea ao antígeno integral de Mitsuda origina duas respostas 

independentes, conhecidas como reação precoce (reação de Fernandez) e 

reação tardia (reação de Mitsuda). 

A reação de Fernandez39 positiva é considerada uma reação de 

hipersensibilidade tipo IV, desencadeada por componentes hidrossolúveis de 

natureza protéica do bacilo, só se manifestando em organismos previamente 

sensibilizados. Caracteriza-se pelo aparecimento em 48 a 72 horas de um 
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eritema e induração com diâmetro maior ou igual a 10 mm. 

Histopatologicamente apresenta um infiltrado inflamatório composto, 

principalmente por neutrófilos e linfócitos.   

A reação de Mitsuda positiva processa-se gradualmente e atinge sua 

intensidade máxima entre 21 a 28 dias. Histopatologicamente caracteriza-se 

com infiltrado inflamatório granulomatoso composto por células epitelióides, 

células gigantes e linfócitos, assumindo aspecto tuberculóide.  

O critério adotado para a leitura foi formulado em 1946 na II Conferência 

Panamericana de Lepra e confirmado pelo Congresso Internacional de 

Leprologia de Madrid (1953)11, como segue: 

negativo (-) ausência de resposta; 

duvidoso (±) infiltração com diâmetro < 3,0 mm; 

positivo (+) infiltração com diâmetro entre 3,0 e 5,0 mm; 

positivo (++) infiltração com diâmetro > 5,0 mm; 

positivo  (+++) infiltração  com diâmetro ≥ 10 mm e ulcerado. 

 

Um dos estudos pioneiros para explicar a influência genética na resposta 

ao antígeno de Mitsuda foi realizado por Rotberg, em 193740, quando 

sugeriu a existência de um fator natural de resistência à hanseníase. 

Segundo o autor, a maioria (90%) da população demonstraria resistência à 

infecção pelo M. leprae e, somente uma pequena fração (10%) dos 

indivíduos seria geneticamente incapaz de montar uma resposta imunológica 

ao bacilo, razão pelo qual seria, permanentemente, Mitsuda negativo. A este 

grupo o autor denominou de margem anérgica. Relatou que a forma 

virchoviana da doença se originaria destes indivíduos Mitsuda negativos40. 

Em 1962, Beiguelman estudou 220 famílias que não apresentavam casos 

de hanseníase, e demonstrou que a reação de Mitsuda possui caráter 

familial. Foi encontrada uma associação entre as distribuições dessa reação 

nas gerações paterna e filial, resultante de os filhos de genitores Mitsuda-

negativo terem maior probabilidade de apresentar resposta negativa ao teste 

de Mitsuda que os filhos de genitores Mitsuda-positivo. Essa associação 

familial permitiu aventar a hipótese de que seria em decorrência de um par 
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principal de alelos autossômicos a relação de dominância, sendo a resposta 

negativa ao teste de caráter recessivo. Aceitou-se, entretanto, que uma parte 

dos homozigotos recessivos poderia manifestar reação positiva, como 

decorrência da ação de fatores do ambiente. Essa associação também foi 

confirmada em outras amostras de famílias do Brasil e da Índia41. 

 

 

1.3. O Complexo HLA  

 

 

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC), no homem 

denominado de complexo HLA (Human Leukocyte Antigen), foi inicialmente 

descrito na década de 50 por Dausset. Ele notou, no sangue de mulheres 

multíparas e no de indivíduos transfundidos, a presença de anticorpos que 

aglutinavam leucócitos originários de outros indivíduos42, 43,44. 

O MHC é definido como um conjunto de locos gênicos, localizados no 

braço curto do cromossomo 6 (6p-21.3), que codificam aloantígenos 

(antígenos que diferem dentre indivíduos de uma mesma espécie). Sua 

importância foi reconhecida inicialmente no campo dos transplantes de 

tecidos e órgãos, por induzirem o processo de rejeição quando transferidos 

para um hospedeiro incompatível45,46. Atualmente, sabe-se que os LT 

reconhecem os antígenos quando apresentados juntamente com as 

moléculas do complexo HLA na superfície da célula apresentadora de 

antígeno (APC), onde a resposta imune específica se inicia, incluindo a 

produção de interleucinas, a proliferação e o controle das funções efetoras e 

reguladoras dos linfócitos47, 48,49. 

O MHC é dividido em três regiões distintas: classe I, classe II e classe III. 

Na região de classe I, existem genes que codificam glicoproteínas de 

superfície celular que correspondem aos antígenos HLA-A, HLA-B e HLA-C, 

conhecidos como antígenos clássicos de transplante. São muito polimórficos 

e determinam o reconhecimento do antígeno pelo LT CD8+. As moléculas 
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de classe I estão presentes em todas as células nucleadas do organismo. 

São constituídas por uma cadeia α com peso molecular de 44 KDa, 

polimórfica, codificada pelo MHC, que se associa na membrana celular à β2-

microglobulina, uma proteína com peso molecular de 12 KDa, não 

polimórfica, que é codificada por um gene localizado fora do MHC, no 

cromossomo 1550,51,52. 

A região de classe II contém genes que codificam as moléculas HLA-DR, 

HLA-DQ, HLA-DP, que se ligam aos LT CD4+ durante o reconhecimento do 

antígeno. Essas moléculas apresentam distribuição restrita, estando 

presentes somente nas APC, como nos LB, nos macrófagos, nos monócitos, 

nos LT ativados e nas células dendríticas. As moléculas de classe II 

apresentam-se sob a forma de heterodímeros, constituídos por uma cadeia 

α de 34 KDa, associada a uma cadeia β de 29 KDa, ambas polimórficas e 

codificadas por genes localizados no MHC49,52,53. 

Na região de classe III, encontram-se genes responsáveis por várias 

funções. Como exemplo, genes codificadores de proteínas do sistema 

complemento (C2, C4, fator B), genes para a enzima 21-hidroxilase, fatores 

de necrose tumoral α e β (TNF), linfotoxinas e proteínas do choque 

térmico54. 

Estruturalmente, as moléculas de classe I apresentam um domínio 

citoplasmático carboxiterminal (COOH), uma região transmembrânica e três 

domínios externos aminoterminais (NH2), compostos pelas cadeias α1, α2, 

α3, sendo o domínio α3 ligado não covalentemente à β2-microglobulina. Os 

domínios α1 e α2 estão localizados na região hipervariável, caracterizando o 

polimorfismo das moléculas de classe I52, 55. Devido a este polimorfismo, a 

apresentação do peptídeo pode variar de uma molécula para outra. 

As moléculas de classe II estão associadas não-covalentemente, 

contendo a porção NH2 extracelular e a porção intracelular COOH, sendo 

dois terços desta cadeia localizada na porção extracelular. Os domínios α1 e 

β1 formam o sítio de ligação com o antígeno, constituindo a porção variável 

da molécula (região hipervariável)49,52. Os domínios α2 e β2 são 
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conservados, apresentando homologia com as regiões constantes das 

imunoglobulinas, indicando que os genes do MHC e das imunoglobulinas 

evoluíram a partir de um gene ancestral comum da superfamília das 

imunoglobulinas, assim como outras moléculas envolvidas na ativação dos 

LT, como receptores específicos de LT (TCR), CD3, CD4, CD8 e seu ligante 

LFA3, receptores para Fc de IgG, entre outros52,56,57. 

A nomenclatura do complexo HLA é periodicamente revisada pelo 

Comitê da Organização Mundial da Saúde (WHO) no qual estabelece que os 

locos gênicos sejam designados por letras (ex HLA-A, HLA-B, HLA-DR) e os 

alelos denominados pela adição de número após a letra (ex HLA-A2, HLA-

B8). Inicialmente os alelos eram definidos por métodos sorológicos, com 

limitações, atualmente, com o advento de técnicas moleculares, estes 

podem ser definidos com maior precisão, com maior número de 

especificidades identificadas, sendo designados por um quarto número 

adicionado após o loco (ex: HLA-A*0101 e HLA-DRB1*0101), sendo os dois 

primeiros números a especificidade definida sorologicamente (fenótipo) e os 

dois seguintes o subtipo dentro da especificidade (genótipo)58. 

Os genes do MHC são herdados em blocos denominados haplótipos. 

Cada haplótipo é originado a partir de um cromossomo haplóide de origem 

paterna e outro de origem materna, que são expressos de forma 

codominante na superfície celular. O conjunto desses haplótipos constitui o 

genótipo HLA do indivíduo. Logo, cada indivíduo apresenta dois haplótipos, 

um de origem paterna e outro de origem materna59. 

A transmissão de uma geração para outra desses haplótipos obedece à 

herança mendeliana simples. Assim, a probabilidade de se encontrar em 

uma família dois irmãos com os dois haplótipos comuns (HLA idênticos) é de 

25%, com apenas um haplótipo comum (HLA haploidêntico) é de 50%, e de 

não apresentarem haplótipos comuns (HLA distintos) é de 25%54,59. 

O polimorfismo do complexo HLA é enorme, cada loco HLA (A, B, C, DR, 

DQ e DP) pode ser ocupado, alternadamente, por uma série de genes 

alélicos, sendo que a freqüência de heterozigose, em populações 

acasaladas ao acaso aproxima-se de 100%. É praticamente impossível 
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encontrar dois indivíduos, não aparentados, portando o mesmo genótipo 

HLA60. 

A freqüência dos antígenos e haplótipos HLA variam consideravelmente 

em diferentes grupos étnicos. Existem ainda diferenças, nas freqüências, 

quando se consideram diferentes populações dentro de um mesmo grupo 

racial61. 

Além da diversidade de genes e do polimorfismo dos alelos, outra 

importante característica do complexo HLA é a existência de associações 

preferenciais entre determinados alelos de diferentes locos, denominadas de 

desequilíbrio de ligação, ou seja, se a freqüência concomitante de dois ou 

mais alelos, em um mesmo haplótipo observado, for maior do que a 

freqüência esperada, pode-se dizer que os genes estão em desequilíbrio de 

ligação62. 

Com relação à associação do complexo HLA com as doenças, muitos 

estudos abrangendo as mais variadas patologias têm sido realizados. 

Associações importantes e interessantes têm sido descritas, devido a 

características peculiares contidas neste complexo, como o polimorfismo, a 

diversidade de genes e o envolvimento com a resposta imune63. 

 Estudos foram iniciados a partir da década de 70, com a descrição da 

associação do antígeno HLA B-27 e a espondilite anquilosante pelos 

pesquisadores Schlosstein et al.64 e Brewerton et al.65 em 1973. Eles 

demostraram a freqüência deste antígeno presente em 88% dos 96 

pacientes estudados, enquanto, no grupo controle, apenas 4% a 8% possuía 

o antígeno. 

Atualmente mais de 40 doenças tem ligações genéticas estabelecidas 

com o complexo HLA, tais como, narcolepsia e HLA-DR2, artrite reumatóide 

e HLA-DR4, hemocromatose e HLA-A3, psoríase e HLA-Cw6, esclerose 

múltipla e HLA-DR2, doença celíaca e HLA-DR3. Os mecanismos destas 

associações com os alelos, em particular, ainda não estão totalmente 

esclarecidos, acredita-se que para algumas destas doenças ocorra uma 

falha na expressão da molécula HLA, que resultaria em moléculas 
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deficientes, em outros casos os defeitos seriam em outros genes que 

influenciariam na expressão destas moléculas na superfície celular 58,66. 

 Para estudar o complexo HLA e doenças, dois tipos de análise podem 

ser utilizados: a análise de associação (estudo populacional) e a análise de 

cossegregação ou de ligação (estudo familiar). 

Na análise de associação é realizada a comparação das freqüências dos 

antígenos entre pacientes e controles não aparentados, mas de mesma 

etnia 63. Calcula-se o risco relativo, em que é possível estimar-se a força da 

associação. O risco relativo indica quantas vezes um indivíduo portador de 

um determinado alelo é mais suscetível à determinada doença do que um 

indivíduo não portador 67. 

O estudo familiar é um método para a verificação de genes de 

suscetibilidade a doenças dentro ou próximos ao complexo HLA por análise 

de ligação, que utiliza famílias com mais de um irmão afetado, nos quais é 

feita a comparação da ocorrência da doença à herança dos haplótipos HLA 
68. 

A análise de ligação permite a avaliação do caráter recessivo ou 

dominante do gene de suscetibilidade, não havendo necessidade de 

homogeneidade étnica entre as famílias estudadas. Torna possível, também, 

detectar genes de suscetibilidade mesmo que não correspondam a genes 

HLA conhecidos e/ou não estejam em desequilíbrio de ligação com os 

mesmos e pode auxiliar na localização do gene dentro do complexo HLA, 

desde que algum irmão afetado apresente recombinação entre os genes do 

complexo HLA69. 

As doenças infecciosas são as principais causas de morbidez e morte 

prematura nos países em desenvolvimento. Ainda que para algumas 

doenças infecciosas um gene principal de suscetibilidade tenha sido 

sugerido, a suscetibilidade para o agente infeccioso bem como a patogênese 

da doença são geralmente características multifatoriais. Em alguns casos, o 

componente genético ainda permanece desconhecido, mas para a maioria 

das doenças os genes têm sido identificados70.  
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1.4. Hanseníase e Complexo HLA 

 

Há muito tempo se tem considerado que a capacidade de certos 

indivíduos resistirem a algumas doenças, entre elas, à hanseníase, poderia 

estar influenciada por fatores genéticos71. O fenótipo de suscetibilidade para 

a infecção pelo M.leprae é complexo e sofre influência de vários fatores, 

tanto do hospedeiro quanto do parasita, além das condições ambientais72. 

O complexo HLA na hanseníase tem sido amplamente estudado, na 

tentativa de elucidar os mecanismos que certos indivíduos possuem em 

relação à suscetibilidade ou à resistência à doença, uma vez que estes 

alelos atuam de forma direta na resposta imune, através da apresentação do 

peptídeo antigênico para a célula T. Devido ao alto polimorfismo do sistema, 

as respostas imunes geradas são diferentes entre os indivíduos72,73. 

Segundo Ottenhoff (1984)74, antígenos iguais são reconhecidos tanto por 

indivíduos doentes, quanto por indivíduos sadios, mas observam-se 

diferenças na habilidade desses indivíduos para responder a essas 

proteínas. 

Vários estudos de associação foram realizados com os antígenos de 

classe I em diferentes populações na tentativa de encontrar marcadores 

genéticos para a hanseníase, mas esses estudos apresentaram resultados 

controversos. 

Thorsby et al. (1973)75, estudando uma população da Etiópia, verificaram 

aumento do antígeno HLA-B21 em pacientes HT, enquanto, Mehra et al. 

(1975)76, estudando na Índia a mesma forma da doença, observaram a 

freqüência diminuída do antígeno HLA-A9, associação também encontrada 

por Greiner et al. (1978)77, na Tailândia, e por Chan et al. (1979)78, na China.  

Miyanaga et al. (1981)79, estudando a população do Japão, não 

encontraram diferenças entre a freqüência dos antígenos. Agrewala et al. 

(1989)80, na Índia, verificaram aumento do antígeno HLA-A11 em pacientes 

HV com eritema nodoso hansênico. 
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No que diz respeito aos antígenos de classe II, os resultados são mais 

concordantes. A maioria das pesquisas revela associações positivas 

relacionando a hanseníase com o antígeno HLA-DR2 e DR3, em pacientes 

HT e do antígeno HLA-DQ1, em HV. 

Van Eden et al. (1981)81, estudando a população da Índia, observaram 

aumento do HLA-DR2 no pólo HT, e, na população do Suriname (1982)82, 

aumento do HLA-DR3 nos pacientes HT e diminuição do mesmo antígeno 

nos HV. 

No Japão, Izumi et al. (1982)83 encontraram freqüência elevada do HLA-

DR2 em pacientes HT, enquanto, nos HV, aumento do HLA-DQ1. Resultado 

semelhante foi obtido por Ottenhoff (1984)84 em estudo realizado na 

Venezuela. 

No Brasil, Visentainer et al. (1997)85 e Marcos et al. (2000)86, em estudos 

semelhantes, confirmaram os resultados descritos na literatura 

internacional81, 83. 

 Com a utilização de técnicas de biologia molecular, atualmente, é 

possível especificar as subdivisões existentes no complexo HLA, 

denominados “splits”.  Na hanseníase a forma HT está relacionada com o 

alelo HLA-DRB1*15 que é um subtipo do HLA-DR2 e HV relacionada com 

HLA-DQB1*06, subtipo do HLA-DQ187,88,89,90. 

A suscetibilidade para a hanseníase, atualmente, têm sido muito 

discutida envolvendo vários marcadores, sendo estes, relacionados ou não 

com o MHC que atuam diretamente na resposta imune inata e adaptativa. 

Além dos estudos clássicos de associação com as regiões de classe I e II 

do MHC, atualmente têm se pesquisado a participação de outros 

componentes como as proteínas transportadoras de antígeno (TAP), 

relacionadas com a ligação e transporte do peptídeo do M. leprae ao MHC-I 

do retículo endoplasmático à superfície celular 91. 

 A região de classe III também tem sido estudada, pois, nesta região, são 

codificados componentes importantes para resposta imune inata e 

adaptativa, como os polimorfismos do TNFα, responsável pela ativação 

macrofágica, linfotoxina α, secretada pelas células natural killer, fatores do 
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complemento, como C4B na imunidade inata, a proteína do choque térmico 

de 70 kD 1A (HSPA1A) relacionada com as respostas mediadas pelo 

receptores Toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4)91. 

 Estudos envolvendo marcadores não relacionados ao MHC são 

encontrados como o COL3A1(procolágeno III alfa I) e CTLA4(antígeno 

associado ao linfócito T citotóxico), receptores de vitamina D (VDR), 

receptores Toll-like 2(TLR2), lecitinas ligadoras de manose(MBL2)91. 

O gene NRAMP1 (natural resistance associated macrophage protein 

1),homólogo humano de genes identificados em camundongos, 

denominados Lsh, Ity ou Bcg, estariam associados à suscetibilidade a vários 

parasitas intracelulares, como M. lepraemurium, M. bovis e espécies de 

Leishmania e Salmonella. Esse gene pode ser considerado um dos mais 

importantes para a determinação da suscetibilidade ou da resistência do 

indivíduo a infecções micobacterianas71. 

 Abel et al. (2000)92, estudando a associação entre genes NRAMP1 e a 

reação de Mitsuda em uma população de 20 famílias do Vietnã, com pelo 

menos dois irmãos hansenianos, observaram a existência de relação 

positiva entre os genes NRAMP1 e a reação de Mitsuda. Segundo os 

autores, esses genes estariam participando da regulação da resposta imune 

antimicobacteriana. Por outro lado, Hatagima et al. (2001)93, reproduzindo 

estudo similar em um grupo de 30 irmãos brasileiros hansenianos e 

saudáveis, não encontraram nenhuma associação significativa entre a 

reação de Mitsuda e genes NRAMP1. 

Recentemente foi demonstrado por Mira et al.94 que a suscetibilidade 

para a hanseníase, não importando a forma clínica, estaria associada aos 

genes PARK2 e PACRG, localizados no cromossomo 6 (q25-q26) em 

pacientes de origem vietnamita e brasileira. 

Com relação aos genes do complexo HLA, acredita-se que atuem mais 

efetivamente na modulação da forma e na manifestação clínica da doença (a 

exemplo do que se verifica na positividade/negatividade da reação de 

Mitsuda) do que na suscetibilidade para a infecção propriamente dita70. 
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Como a reação de Mitsuda positiva indica presença de resposta imune 

celular específica ao bacilo, direcionando a manifestação clínica da doença 

para a forma HT e a reação negativa, para a forma HV, da mesma forma, os 

alelos HLA-DR2, HLA-DR3 e o alelo HLA-DQ1, também sugerem, 

respectivamente, prognóstico da doença para a forma HT ou HV.  

Trabalhos realizados até o momento descrevem associações entre os 

antígenos HLA e as formas HT e HV, porém nenhum estudo foi encontrado 

com pacientes HD. Devido à falta de informações para este grupo, um 

estudo de associação foi realizado. 

Como não encontramos na literatura registros de estudos sobre a 

possível relação entre alelos HLA de pacientes hansenianos HT, HD e HV 

com a leitura clínica da reação de Mitsuda o trabalho foi proposto. Com o 

objetivo de comparar os resultados da leitura clínica da reação de Mitsuda 

em pacientes hansenianos HT, HD, HV com os alelos do complexo HLA, 

através da reação intradérmica de Mitsuda e da tipificação dos alelos do 

complexo HLA de classe II (locos DRB1* e DQB1*).   

Deste modo, uma associação positiva entre o alelo HLA e a reação de 

Mitsuda, poderia contribuir de maneira mais efetiva no auxílio da 

classificação e prognóstico da hanseníase. 
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2.0. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Critérios de Elegibilidade 

 
 
Participaram do estudo 176 pacientes com diagnóstico clínico de 

hanseníase firmado de acordo com os critérios clínicos, baciloscópicos, 

imunológicos e histopatológicos estabelecidos pelo 6º Congresso 

Internacional de Madri (1953), totalizando 50 HT, 50 HV e 76 HD, oriundos 

do Serviço de Dermatologia Dr. Diltor V. A. Opromolla do Instituto Lauro de 

Souza Lima de Bauru. Os participantes foram informados sobre o propósito 

do estudo e somente participaram aqueles que concordaram, assinando o 

termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 1). O protocolo foi 

aprovado pela Comissão de Ética e Científica em Pesquisa, sob nº 

02/2002/ILSL. 

O grupo controle consistiu em 168 indivíduos sadios da mesma etnia e 

não aparentados, que compareceram ao Laboratório de Imunogenética do  

Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) para realização de exames de 

Histocompatibilidade. 

 

2.2. Métodos 

2.2.1. Teste de Mitsuda 

 
 

A suspensão de bacilos na concentração de 6,0 x 107 M. leprae/ml em 

solução isotônica de cloreto de sódio, esterilizada pelo calor e conservada 

com ácido fênico foi preparada no ILSL, injetada na face anterior do braço 

por via intradérmica no volume de 0,1ml, utilizando seringa tipo tuberculínica 

de 1ml e agulha de 13 x 3,8mm95. 
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Após 28 dias foi realizada a leitura clínica da reação, utilizando-se como 

medida milímetros de induração. Calculou-se a média aritmética dos dois 

maiores diâmetros do nódulo, seguindo os critérios propostos pelo 

Congresso Mundial de Leprologia (Madrid, 1953)11, descritos a seguir: 

Negativo (-) ausência de resposta; 

Duvidoso (±) infiltração com diâmetro < que 3,0 mm; 

Positivo (+) infiltração com diâmetro entre 3,0 e 5,0 mm; 

Positivo (++) infiltração com diâmetro > que 5,0mm; 

Positivo (+++) infiltração com diâmetro ≥ 10 mm e ulcerado 

 

2.2.2. Tipificação HLA de classe II 

 

 

 A tipificação HLA de classe II locos -DRB1* e -DQB1* foi realizada 

através da técnica de polimorfismo de DNA, pelo método de PCR-SSP 

(reação em cadeia da polimerase, com primers de seqüência específica), 

utilizando kits de baixa resolução da marca One-Lambda-USA. 

Coleta de sangue: Foram coletados 5ml de sangue venoso periférico em 

tubo de coleta a vácuo descartável, contendo anticoagulante EDTA (ácido 

etilenodiaminotetraacético). 

Extração do DNA: Utilizou-se a técnica de Salting-out96 para a extração 

de DNA, como descrito abaixo: 

Centrifugar o sangue por 25 minutos a 1500 rpm. Após centrifugação, 

retirar e desprezar o plasma, recuperar o anel de leucócitos em 2 tubos tipo 

Eppendorff® (capacidade de 2ml) com 0,8ml de tampão para lise de células 

vermelhas (anexo 1), homogeneizar em agitador de tubos aproximadamente 

10 segundos e centrifugar por 2 minutos a 12.000 rpm. Retirar o tubo da 

centrífuga, desprezar o sobrenadante, homogeneizar o botão formado em 

1ml de tampão de lise de células vermelhas, em agitador de tubos por 

aproximadamente 10 segundos e novamente centrifugar por 2 minutos a 
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12.000 rpm. Repetir esse procedimento até obter total lise das hemácias. A 

última lavagem deverá ser realizada com água ultrapura. Desprezar o 

sobrenadante recuperando o botão de leucócitos, acrescentar 0,04 ml de 

tampão de Proteinase K (anexo 2), 0,03ml de Proteinase K (anexo 3), 0,02ml 

de SDS (dodecilsulfato de sódio) 20% (anexo 4) e 0,24 ml de água ultrapura. 

Homogeneizar em agitador de tubos e incubar por 30 minutos a 55ºC em 

banho-maria (BM), com agitação em intervalos de 15 minutos. Retirar do 

BM, acrescentar 0,1ml de NaCl(cloreto de sódio) 6M (anexo 5) e 

homogeneizar fortemente em agitador de tubos. Centrifugar por 6 minutos a 

13.000 rpm. Após centrifugação, transferir o sobrenadante para um outro 

tubo por inversão e dobrar o volume obtido com etanol absoluto. 

Homogeneizar gentilmente por inversão durante 30 segundos e centrifugar 

por 1 minuto a 13.000 rpm. Retirar da centrífuga, desprezar o sobrenadante 

e acrescentar 1ml de etanol a 70%, agitar manualmente e centrifugar por 1 

minuto a 13.000 rpm. Finalmente, desprezar todo o sobrenadante 

cuidadosamente e reconstituir com água ultrapura em volume variável entre 

0,03 ml a 0,08 ml. 

Verificar a concentração e a pureza da amostra através de leitura em 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm, 

respectivamente. Acertar a concentração da amostra em 100ng/µl conforme 

descrição do kit, utilizando a fórmula da relação entre soluto e solução (V1x 

C1= V2 x C2). 

 

 

Reação da PCR: Descrita conforme especificações técnicas do fabricante 

(MicroSSPTM Generic Lote 05A One-Lambda/USA), como segue: 

Retirar o material necessário do freezer –80ºC para a realização das 

tipificações e, após descongelamento, homogeneizar o mixer com os 

nucleotídeos em agitador de tubos. Dispensar no microtubo do controle 

negativo 1µl de água ultrapura e 9µl de mixer com 2 µl da enzima Taq 
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polimerase. Logo após, acrescentar 39 µl da amostra de DNA extraído na 

solução do mixer e homogeneizar. Nos microtubos, já contendo os primers 

específicos para os locos -DRB1* (DRB1*01, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*08, 

DRB1*09, DRB1*10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DRB1*14, DRB1*15, 

DRB1*16, DRB1*17, DRB1*18 e -DQB1* (DQB1*02, DQB1*04, DQB1*05, 

DQB1*06, DQB1*07, DQB1*08, DQB1*09), dispensar 10·µl da solução 

mixer. Vedar bem toda a placa com microtubos e iniciar a amplificação em 

termociclador Applied Biosystems seguindo o programa descrito abaixo): 

 

Número de 
ciclos 

Passo Temperatura (ºC) Tempo (seg) 

01 94 130 01 

02 63 60 

01 94 10 09 

02 63 60 

01 94 10 

02 59 50 

20 

03 72 30 

Final 01 04 - 

 

Finalizada a amplificação, retirar os microtubos do termociclador, 

transferir 10µl da reação PCR para gel de agarose 2,5% (Sigma) acrescido 

de 10µl de brometo de etídeo 0,01% (Sigma), utilizando o equipamento 

Micro SSP Gel System (One-Lambda-USA). A seguir realizar a eletroforese 

em tampão TBE (Tris Borato EDTA) (anexo 6) por 4 minutos a 150 volts. 

Fotografar o gel sobre o transluminador UV. Anotar a leitura final nos 

protocolos específicos que acompanham o kit (anexo 7). 
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2.2.3. Análise Estatística 

 

 

Para o estudo de associação entre HD e alelos HLA utilizou-se o Teste 

Exato de Fisher. Os valores corrigidos de P(Pc) foram calculados 

multiplicando-se o valor de P pelo número de antígenos testados97. 

O Teste do Qui-quadrado foi utilizado para detecção de associação entre 

os resultados do teste de Mitsuda, independentemente da forma clínica, e 

alelos HLA. 

As análises estatísticas foram realizadas ao nível de 5% de significância 

com o emprego do pacote estatístico SPSS 11.0 for Windows. 
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3.0. RESULTADOS 

3.1. Teste de Mitsuda e Tipificação HLA 

 
 

Dos 176 pacientes estudados, a forma clínica HT consistiu em 26 

homens e 24 mulheres, com idade variando entre 8 e 80 anos (média 50 

anos[±20]). Na forma HV, 32 eram homens e 18 mulheres entre 25 a 91 

anos (média 54 anos [±17]). No grupo HD, 41 eram homens e 35 mulheres 

entre 23 a 92 anos (média 57 anos [±15]). 

Na Tabela 1, estão apresentados os resultados da reação de Mitsuda em 

pacientes HT e os alelos HLA de classe II. A leitura clínica da reação, 

seguindo a classificação proposta11, demonstrou que todos os pacientes HT 

apresentaram resultado positivo. O padrão de leitura foi positivo 1+ em 8 

(16%) casos estudados; positivo 2+ em 34 (68%) e positivo 3+ nos 8 (16%) 

casos restantes. O diâmetro da induração variou entre 4,0 mm a 18,0 mm e 

o valor médio dos resultados foi de 7,5 mm (±2,6). 

Na Tabela 2, encontram-se representados os 50 pacientes HT, Mitsuda 

positivos. Destes, 14 (28%) apresentaram o alelo HLA-DR2 (DRB1*15 ou 

DRB1*16), sendo 12 (24%) com o alelo HLA-DRB1*15 e 2 (4%) com HLA-

DRB1*16. O alelo HLA-DR3(DRB1*17 ou DRB1*18) foi observado em 8 

(16%) pacientes, sendo que 4 (8%) apresentaram o alelo HLA-DRB1*17 e 4 

(8%) HLA-DRB1*18. Concomitantemente, em apenas 1 (2%) paciente, foram 

observados os dois alelos HLA-DRB1*15 e HLA-DRB1*17. Assim, do 

número total de pacientes estudados, 23 (46%) apresentaram o marcador 

relacionado com a forma HT. 

Na Tabela 3, estão expressos os resultados dos alelos HLA-

DQ1(HLADQ1*05 e HLA-DQB1*06) em todos os 50 pacientes HV, Mitsuda 

negativos. 

Na Tabela 4, está demonstrada a distribuição da presença dos alelos 

HLA nos pacientes HV, Mitsuda negativos. Trinta e sete (74%) apresentaram 

o alelo HLA-DQ1(HLA-DQB1*05 ou HLA-DQB1*06), sendo 17 (34%) com 
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HLA-DQB1*05, 14 (28%) HLA -DQB1*06 e 6 (12%)  HLA-DQB1*05 e HLA-

DQB1*06. 

Na Tabela 5, encontram-se representados os resultados da leitura clínica 

da reação de Mitsuda e os alelos HLA em pacientes do grupo HD. O padrão 

da leitura clínica do teste resultou negativo em 37 doentes (48,7%); duvidoso 

em 4 (5,2%); positivo 1+ em 23 (30,3%) e positivo 2+ em 12 (15,8%) casos 

estudados. O diâmetro da induração variou entre negativo a 7,5mm de 

induração, representando uma média de 2,4 mm (±2,5). 

Na Tabela 6, está demonstrado o estudo de associação realizado entre 

alelos HLA e grupo HD. Os resultados obtidos não sugeriram nenhum alelo 

HLA associado a esta forma clínica da doença (p>0,05) quando comparados 

com grupo controle de pessoas sadias. 

  Uma outra forma de análise foi realizada na qual os pacientes não 

foram estratificados de acordo com sua forma clínica, mas separados de 

acordo com a reação de Mitsuda em positivos e negativos. 

Na Tabela 7, verifica-se a distribuição de 85 (48,3%) pacientes 

hansenianos Mitsuda positivos, quanto à presença de alelo HLA-DRB1*15 

ou HLA-DRB1*16 (HLA-DR2) e HLA-DRB1*17 ou HLA-DRB1*18 (HLA-DR3) 

e de 91(51,7%) pacientes Mitsuda negativos, quanto à presença do alelo 

HLA-DQB1*05 ou HLA-DQB1*06 (HLA-DQ1). No grupo com reação de 

Mitsuda positiva, 37 (43,5%) possuíam o alelo HLA-DR2 ou HLA–DR3 e no 

grupo com reação negativa, 60 (65,9%) possuíam o alelo HLA-DQ1. 

Verificou-se associação entre os pacientes Mitsuda negativo e alelo HLA-

DQ1 a um nível descritivo de 0,002, pelo teste do Qui-quadrado. 
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Tabela 1. Resultados da leitura clínica da reação de Mitsuda em milímetros 

(mm) e alelos HLA em 50 pacientes HT. 

 

HLA Pacientes Mitsuda (mm) 

DRB1* DRB1* DQB1* DQB1* 

01 5,0 08 08 04 04 

02 6,0 11 18 04 07 

03 10,0 13 17 02 06 

04 7,0 04 07 08 09 

05 7,5 07 09 02 02 

06 8,0 08 17 02 04 

07 18,0 10 11 05 07 

08 7,5 07 16 02 05 

09 6,5 01 15 05 - 

10 7,0 04 04 07 07 

11 9,5 11 13 07 07 

12 5,5 07 13 02 06 

13 7,0 15 13 06 06 

14 5,0 04 11 07 07 

15 5,5 07 17 02 02 

16 4,0 14 15 06 - 

17 7,0 07 - 02 05 

18 5,5 07 11 02 07 

19 9,0 01 15 05 06 

20 4,0 01 04 05 04 

21 7,0 18 13 02 04 

22 6,5 09 - 04 - 

23 11,0 17 07 02 02 

24 7,0 11 11 07 07 

25 6,5 04 08 04 07 
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26 6,0 13 15 06 06 

27 8,0 07 13 06 09 

28 6,0 08 14 04 05 

29 5,5 15 07 06 02 

30 9,0 13 18 04 06 

31 4,0 11 13 07 06 

32 7,0 15 07 06 02 

33 7,0 01 10 05 05 

34 7,0 18 07 02 04 

35 12,0 09 11 06 02 

36 11,5 08 14 07 08 

37 9,0 09 11 02 - 

38 7,5 07 11 02 07 

39 10,0 07 13 02 06 

40 13,5 15 09 06 02 

41 12,0 01 15 05 06 

42 5,0 10 15 05 06 

43 7,0 01 01 05 05 

44 8,0 15 17 06 02 

45 5,0 01 16 05 05 

46 6,5 13 15 06 06 

47 5,0 04 11 07 08 

48 7,0 01 04 05 08 

49 6,0 09 13 09 05 

50 6,0 01 15 06 07 

(-): não identificado 
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Tabela 2. Distribuição da presença de alelo HLA-DR2 (HLA-DRB1*15 e 

HLA-DRB1*16) e HLA- DR3 (HLA- DRB1*17 e HLA-DRB1*18) em 50 

pacientes HT com reação de Mitsuda positiva. 

 

 
Presença de alelo 

 
Marcador

 
Alelo HLA 

Pacientes 
com alelo 

% 

 

DRB1*15 

 

12 

 

24 

 
DR2 

 

DRB1*16 

 

2 

 

4 

 

DRB1*17 

 

4 

 

8 

 
DR3 

 

DRB1*18 

 

4 

 

8 

 
DR2+DR3

 

DRB1*15 + DRB1*17 

 

1 

 

2 

 
Outros alelos 

 

27 

 

54 

 
Total 

 

50 

 

100 
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Tabela 3. Distribuição de 50 pacientes HV, Mitsuda negativos, quanto os 

alelos HLA 

 

HLA Pacientes 

DRB1* DRB1* DQB1* DQB1* 

01 08 13 04 09 

02 08 08 07 07 

03 16 17 02 07 

04 17 07 06 02 

05 11 16 07 - 

06 09 16 02 05 

07 04 16 07 04 

08 01 13 05 - 

09 11 13 06 07 

10 01 11 05 07 

11 01 13 05 - 

12 11 18 07 04 

13 04 04 08 08 

14 13 - 05 07 

15 01 10 05 05 

16 15 09 06 09 

17 13 15 06 06 

18 10 13 05 06 

19 08 15 06 07 

20 01 04 05 08 

21 07 15 06 09 

22 16 11 05 06 

23 04 13 04 06 

24 04 15 02 06 

25 01 14 05 05 
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26 01 13 05 06 

27 16 17 02 05 

28 07 08 04 09 

29 07 16 05 09 

30 07 13 06 09 

31 14 17 05 02 

32 04 07 02 08 

33 01 04 04 05 

34 11 16 06 - 

35 07 07 02 02 

36 04 16 08 - 

37 07 08 02 - 

38 04 13 04 05 

39 15 17 02 06 

40 15 11 06 07 

41 01 11 05 07 

42 17 15 05 02 

43 04 13 05 08 

44 13 16 06 07 

45 10 11 05 07 

46 15 16 05 06 

47 01 13 05 06 

48 15 17 02 06 

49 15 16 05 06 

50 11 11 07 07 

          (-): não identificado 
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Tabela 4. Distribuição da presença de alelos HLA-DQ1(HLA-DQB1*05 e 

HLA-DQB1*06) nos 50 pacientes HV com reação de Mitsuda negativa. 

 

 
Presença do alelo 

 
Marcador 

 
Alelo HLA 

Pacientes 
com alelo 

% 

 

DQB1*05 

 

17 

 

34 

 

DQB1*06 

 

14 

 

28 

 
DQ1 

 

DQB1*05 e DQB1*06 

 

6 

 

12 

 
Outros alelos 

 

13 

 

26 

 
Total 

 

50 

 

100 
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Tabela 5. Resultados da leitura clínica da reação de Mitsuda em milímetros 

(mm) e alelos HLA em 76 pacientes HD. 

 

HLA Pacientes Mitsuda 

DRB1* DRB1* DQB1* DQB1* 

01 6,0 08 13 07 07 

02 2,0 01 14 05 07 

03 3,5 13 14 05 06 

04 Negativo 07 10 02 05 

05 7,0 13 13 06 06 

06 6,0 01 08 04 05 

07 3,5 14 15 05 06 

08 Negativo 01 13 - - 

09 Negativo 13 15 06 07 

10 Negativo 01 13 05 07 

11 Negativo 01 04 05 07 

12 Negativo 10 01 05 05 

13 4,0 08 13 04 06 

14 Negativo 01 17 02 05 

15 2,5 11 13 06 06 

16 7,0 01 17 05 02 

17 Negativo 18 10 05 04 

18 5,0 07 13 06 02 

19 Negativo 01 15 05 04 

20 Negativo 01 11 05 06 

21 Negativo 04 04 07 07 

22 5,0 04 10 05 08 

23 Negativo 13 14 05 06 

24 Negativo 07 16 02 05 

25 Negativo 17 17 02 02 
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26 2,5 13 15 06 06 

27 3,5 11 16 05 07 

28 5,0 09 15 06 - 

29 Negativo 15 18 02 04 

30 Negativo 13 - - - 

31 Negativo 08 13 04 06 

32 4,0 04 04 07 08 

33 Negativo 04 16 08 - 

34 Negativo 04 11 07 08 

35 Negativo 07 13 06 09 

36 Negativo 17 07 02 09 

37 5,0 11 04 07 07 

38 Negativo 15 15 06 06 

39 6,0 15 15 06 06 

40 Negativo 11 15 06 07 

41 5,0 04 07 02 07 

42 3,5 04 07 07 04 

43 Negativo 07 11 02 09 

44 6,0 11 13 06 07 

45 3,5 11 15 06 07 

46 3,5 13 15 06 06 

47 Negativo 13 15 06 06 

48 3,5 11 14 05 07 

49 5,0 11 16 05 07 

50 Negativo 04 17 02 08 

51 4,5 01 10 05 07 

52 6,5 01 13 05 07 

53 3,5 13 15 06 06 

54 Negativo 10 15 05 06 

55 6,0 08 11 04 07 

56 Negativo 07 11 07 09 
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57 6,0 01 16 05 05 

58 Negativo 04 11 07 07 

59 4,0 13 13 06 06 

60 Negativo 11 15 07 - 

61 7,5 01 14 05 05 

62 4,0 11 13 07 05 

63 5,5 07 17 02 02 

64 4,0 13 15 06 06 

65 Negativo 07 15 02 06 

66 3,0 04 13 06 08 

67 6,0 11 11 07 07 

68 Negativo 17 15 02 06 

69 Negativo 09 11 07 - 

70 2,5 01 13 05 06 

71 Negativo 04 07 07 02 

72 Negativo 04 04 07 07 

73 5,0 15 15 06 06 

74 3,5 11 15 06 07 

75 Negativo 08 11 04 07 

76 Negativo 01 11 07 07 

(-): não identificado 
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Tabela 6. Freqüências de alelos HLA em 76 pacientes HD e 168 controles 

sadios(C). 

 

HLA Freq. HD % Freq.C% P Pc 

DRB1*13(6) 34,2 24,4 0,03 0,63(ns) 

DRB1*15(2) 30,3 16,7 0,02 0,42 (ns) 

 DQB1*02 22,4 39,3 0,01 0,21 (ns) 

DQB1*06(1) 54,0 36,3 0,01 0,21 (ns) 

     P= valor de P, Teste Exato de Fisher; P<0,05 

     Pc= P corrigido; P<0,05 

     ns= não significativo 

 

   Tabela 7. Distribuição de 85 pacientes hansenianos Mitsuda positivos 

quanto à presença de alelo HLA-DRB1*15 ou HLA-DRB1*16 (HLA-DR2), 

HLA-DRB1*17 ou HLA-DRB1*18 (HLA-DR3) e de 91 pacientes Mitsuda 

negativos quanto à presença do alelo HLA-DQB1*05 ou HLA-DQB1*06 

(HLA-DQ1). 

 

Presença de Alelo HLA nos pacientes 

Sim Não 
Reação de 
Mitsuda 

N % N % 

p* 

Total 

Positivo1 37 43,5 48 56,5 0,233 85 

Negativo2 60 65,9 31 34,1 0,002 91 

Total 176 

    * teste de Qui-quadrado, gl = 1. 

    1. em relação a HLA-DR2 e HLA-DR3 

    2. em relação a HLA-DQ1. 
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4.0. DISCUSSÃO  

 
 

Os estudos sobre a distribuição da hanseníase entre os gêneros 

masculino e feminino em várias regiões do mundo, concordam que a doença 

afeta ambos os sexos, com predominância em homens98, 99. Esta diferença é 

explicada por vários motivos como: grau de exposição, condições culturais e 

hábitos100, 101,102. 

 Neste estudo, os pacientes foram selecionados ao acaso, conforme 

encaminhamento médico e após diagnóstico confirmado de hanseníase. 

Observamos a freqüência de homens (56,2%) discretamente maior que as 

mulheres (43,8%), corroborando com a literatura. Verificamos também a 

predominância do sexo masculino na forma HV (32 homens para 18 

mulheres), fato também descrito na literatura 103, 104,105. 

A hanseníase, por ser uma doença infecciosa crônica, tem a 

multiplicação bacilar lenta, como conseqüência possui um longo período de 

incubação. Acomete com maior freqüência os adultos entre 30 a 60 anos99, 

106. Com relação às idades dos pacientes incluídos neste estudo, houve 

variação entre 50 (±20) anos na forma HT, 54 (±17) anos na HV e 57 (±15) 

anos no grupo HD. Estas variações são similares aos relatados por Barro 

(2004)102 quando avaliou a situação da hanseníase no município de 

Londrina-PR e encontrou maior incidência da doença na faixa etária entre 35 

a 54 anos. Por outro lado, Brasil et al. (1998)105 relataram uma maior 

incidência de casos, na faixa etária acima de 60 anos, na cidade de 

Severínia-SP  

Embora o M. leprae tenha sido identificado como patogênico ao homem 

há mais de um século, até hoje não foi cultivado in vitro, fato este que 

dificulta um maior conhecimento das características biológicas desse agente. 

Desde 1919, quando Kensuke Mitsuda 31 idealizou o teste cutâneo obtido 

a partir de hansenomas para a avaliação da resposta imune celular, nenhum 

outro parâmetro confiável para avaliar essa resposta in vivo foi proposto.  
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 A dificuldade na obtenção dos antígenos para o preparo da suspensão é 

um dos fatores que torna necessário o encontro de novos métodos para a 

substituição desse teste, uma vez que se utilizam hansenomas obtidos de 

pacientes multibacilares ou então, de tatus infectados para o seu preparo. 

   A partir do teste de Mitsuda, novos antígenos começaram a ser 

desenvolvidos como testes diagnósticos, incluindo o MLSA (antígeno solúvel 

do M.leprae) 107, MLSA-LAM (antígeno solúvel do M. leprae com quantidades 

mínimas de lipoarabinomanana) e o MLCwA  (antígeno associado a parede 

celular do M. leprae)108. 

 A finalização do seqüênciamento do genoma do M.leprae em 2000109 

proporcionou oportunidade única para identificar antígenos puros e 

específicos, capazes de induzir resposta celular, excluindo possíveis 

interferências que ocorrem quando se utiliza material de origem humana ou 

animal. Assim, peptídeos sintetizados com base no genoma do bacilo são os 

candidatos ideais para induzir resposta cutânea em indivíduos que nunca 

tiveram contato com o bacilo, naqueles que mantém contato direto com 

hansenianos e nos próprios doentes com algum grau de resistência. 

 Apesar desses estudos, o teste de Mitsuda continua sendo o único 

parâmetro imunológico aceito, internacionalmente, como critério para o 

auxílio na classificação das formas clínicas da hanseníase13.  

A avaliação macroscópica da reação realizada através de leitura clínica, 

freqüentemente, encontra correspondência com a histopatologia, embora 

existam relatos de incompatibilidade entre essas avaliações 110,111. No 

presente estudo, os 50 pacientes HT analisados apresentaram resultados 

positivos na leitura clínica da reação de Mitsuda, com variações no diâmetro 

da induração. Nossos resultados concordam com as descrições da 

literatura40 nos quais 90% dos indivíduos demonstraram resultados positivos 

2+ para a reação de Mitsuda. 

 A capacidade de resposta que tanto indivíduos saudáveis como doentes 

possuem em reconhecer os mesmos antígenos é determinada através de 

características genéticas74. O complexo HLA por sua vez, possui 

características genéticas importantes tais como o polimorfismo de genes, 
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herança mendeliana e atuação de forma direta na resposta imune. Na 

hanseníase, estudou-se amplamente este complexo, na tentativa de 

esclarecer os mecanismos de suscetibilidade ou resistência que certos 

indivíduos possuem para a doença. 

 Atualmente, acredita-se que a participação do complexo HLA na 

hanseníase ocorra na modulação da forma e na manifestação clínica da 

doença e não na suscetibilidade propriamente dita para a infecção70, 74.  

Estudos envolvendo diferentes populações do mundo80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 

incluindo a brasileira, evidenciam os alelos HLA-DR2 e HLA-DR3 associados 

com a forma HT, sugerindo que estes alelos poderiam induzir uma vigorosa 

resposta de célula T, enquanto o alelo HLA-DQ1, estaria associado à HV, 

induzindo a uma resposta ineficiente, talvez pela indução de células T 

supressoras específicas ao M. leprae112. De forma geral, os resultados entre 

os estudos indicam que as formas, HT e HV, estão associadas com HLA-

DR2 e HLA-DQ1, respectivamente, em diferentes populações, confirmando a 

participação do HLA de classe II no direcionamento da forma clínica da 

doença.  

No presente estudo, realizamos a reação de Mitsuda e a tipificação HLA 

de classe II nos pacientes com as diferentes formas clínicas da hanseníase, 

com o objetivo de estabelecer uma possível relação entre esses dois 

parâmetros. Nosso trabalho consistiu em uma investigação inédita, não 

tendo sido localizado nenhum relato na literatura consultada que 

demonstrasse o comportamento da reação de Mitsuda comparada à 

freqüência dos alelos HLA nas formas HT, HD e HV. Nossos resultados não 

permitiram estabelecer nenhuma relação entre alelos HLA com as formas 

clínicas isoladas da hanseníase e a reação de Mitsuda.  

Na amostra HT, apesar de todos os pacientes apresentarem reação de 

Mitsuda positiva, apenas 46% apresentaram os alelos HLA-DR2 (28%), 

HLA-DR3 (16%) e HLA-DR2/DR3 (2%), contrariando nossas expectativas de 

encontrar maior porcentagem de pacientes com esses alelos associados à 

resistência e direcionamento da forma clínica da doença. 
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Nos HV, Mitsuda negativo, 74% apresentaram o alelo HLA-DQ1. Apesar 

da porcentagem elevada, após análise estatística não verificamos 

comparação significativa. 

Portanto, nas formas HT e HV não conseguimos afirmar o envolvimento 

direto dos alelos HLA-DR2 / HLA-DR3 e HLA-DQ1, com a resposta da 

reação de Mitsuda. 

No grupo HD, os resultados foram mais discordantes, pois não 

demonstramos, após a realização do estudo de associação, nenhum alelo 

HLA associado a esta forma da doença (p> 0,05), portanto não obtivemos 

parâmetros para realizar a comparação com a reação de Mitsuda que 

concordando com a literatura, neste grupo, variou entre negativa a 

fracamente positiva.    

 Ottenhoff et al. (1987)113 em estudo envolvendo apenas pacientes HD 

que estavam em reação, localizados próximos ao pólo tuberculóide e 

pacientes não reacionais, verificou associação do HLA-DR3 com a resposta 

fortemente positiva da reação de Mitsuda nos pacientes reacionais. Segundo 

os autores, a freqüência elevada do HLA-DR3 sugere a participação deste 

na imunidade celular dos pacientes que sofrem o surto reacional, fato 

também observado por Marcos et. al (2000)86, em estudo com pacientes HT 

e HD reacionais. 

A discordância entre nossos resultados e os obtidos nestes estudos pode 

ser justificada através da metodologia utilizada, uma vez que, nesse estudo 

empregamos a técnica de tipificação por biologia molecular, a qual 

apresenta melhor definição dos alelos, enquanto que nas referências acima 

citadas, os resultados foram obtidos através de técnicas sorológicas. 

Como não encontramos associação positiva entre alelos HLA e reação 

de Mitsuda, nas formas clínicas isoladas, optamos por uma outra forma de 

análise na qual os pacientes foram separados em Mitsuda positivos e 

negativos. 

 Nos pacientes Mitsuda positivos, composto pelos HT e HD próximos ao 

pólo T não foi encontrada qualquer relação com os alelos HLA-DR2 e HLA-

DR3, pois apenas 43,5% apresentaram o alelo, discordando da literatura, 
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que sugere a participação destes antígenos na indução de uma resposta 

imune celular eficiente contra o M. leprae, no entanto, no grupo com reação 

de Mitsuda negativa, composta pelos pacientes HV e HD próximos ao pólo 

V, foi possível detectar associação estatisticamente significante a um nível 

descritivo de 0,002, pelo teste do Qui-quadrado, com o alelo HLA-DQ1em 

65,9% dos pacientes, confirmando a descrição da literatura quanto à 

participação deste antígeno na resposta imune celular deficiente 74, 112. 

Fundamentado nos resultados obtidos, foi possível verificar o perfil de 

resposta imune celular específica para o M. leprae e a distribuição dos alelos 

HLA na população brasileira nas formas clínicas isoladas ou não. Todavia, 

os estudos devem ser ampliados para que se possa avaliar e compreender, 

com maior fidelidade, mecanismos como os de imunorregulação e 

fisiopatologia e evidenciar a participação destes componentes na infecção 

hansênica, para que diagnósticos mais precisos sejam firmados e novas 

terapêuticas sejam instituídas. 
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5.0. CONCLUSÃO 
 
 
  
 A partir deste trabalho foi possível concluir que: 

 

A utilização isolada da tipificação dos alelos HLA não constitui um 

método adequado para avaliar o prognóstico da doença; 

 

 A reação intradérmica de Mitsuda mantém-se como valiosa ferramenta 

utilizada na classificação e no prognóstico da doença; 

 

Quando utilizados em conjunto, a tipificação dos alelos HLA poderia 

complementar o diagnóstico da hanseníase. 
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ANEXOS 
 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

Eu,_____________________________________________________,

declaro que fui devidamente informado e concordo em participar do projeto 

de pesquisa denominado: "ESTUDO COMPARATIVO ENTRE REAÇÃO DE 
MITSUDA E FENOTIPAGEM  HLA EM PACIENTES HANSENIANOS", que 

está sendo realizado sob responsabilidade da Dra Maria Esther Salles 

Nogueira e Fabiana Covolo de Souza, no Instituto Lauro de Souza Lima. 

 O presente estudo tem por finalidade verificar se existe relação entre 

a reação de Mitsuda e os antígenos do complexo HLA. Para tanto, será 

necessário coletar 5ml de sangue venoso periférico (uma colher de sopa). 

 Declaro também que estou ciente de que os responsáveis por este 

trabalho estarão disponíveis em responder a quaisquer dúvidas de minha 

parte. 

 Por estes termos, firmo o presente. 

 

      

     

Bauru,____de_____________de________. 

 

 

__________________________________________________ 

participante 

__________________________________________________ 

orientador 

___________________________________________________ 

pesquisador 
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ANEXOS 

 
Reagentes utilizados na extração do DNA 

 

Reagente 1: 

Tampão para lise de células vermelhas 5X: 

548g sucrose (concentração final 1,6M) 

50 ml Triton-X (concentração final 5% v/v) 

25 ml MgCl26H2O 1M (concentração final 25 mM) 

60 ml Tris-HCl pH 7,5 ( concentração final 60 mM) 

Dissolver a sucrose em 500 ml de água pura. Adicionar o Triton-X, 

MgCl26H2O e o Tris-HCl. Ajustar o volume para 1000 ml com água pura. 

Estocar a 4ºC. Para uso diluir para 1X. 

 

 

Reagente 2: 

Tampão Proteinase K: 

750 µl NaCl 5M ( concentração final 0,12M) 

2,4 ml EDTA 0,5M pH 8,0 (concentração final 0,12M) 

Ajustar o volume para 10 ml com água pura. Filtrar com Millipore 0,45um. 

Estocar a 4ºC. 
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Reagente 3: 

Solução da enzima Proteinase K: 

10 mg proteinase K 

1 ml de água pura 

Dissolver a proteinase em água pura. Estocar a – 20ºC. Preparar 

alíquotas com pequenos volumes para o congelamento. 

 

 

Reagente 4: 

Solução de SDS 20%: 

2 g de SDS 

Dissolver em 8 ml de água pura. Ajustar o volume para 10 ml. Estocar em 

temperatura ambiente. 

 

 

Reagente 5: 

Solução de NaCl 6M: 

350,6g NaCl 

Dissolver em 800ml de água pura. Ajustar o volume para 1000ml. 

Preparar, deixar descansar 24 horas, retirar o sobrenadante para utilizá-lo. 

Autoclavar e estocar em temperatura ambiente. 
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Reagente 6: 

Tampão TBE 10X: 

108g de tris base 

55g de ácido bórico 

40 ml de EDTA 0,5M pH 8,0 

Dissolver o tris e o ácido bórico em 700 ml de água pura. Adicionar o 

EDTA. Ajustar o volume para 1000 ml. Estocar em temperatura ambiente. 

Para uso diluir para 1X. 
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Protocolo de leitura utilizado nas tipificações HLA: 
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