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ABSTRACT 

 
 

Hansen's disease still represents a health problem in Brazil and worldwide. This 

disease, caused by Mycobacterium leprae, mainly affects the skin and the peripheral 

nervous system. Currently, clinical symptoms are used for the diagnosis of this disease; 

however, there is still no fast and reliable laboratory diagnosis. The early diagnosis of 

Hansen’s disease and monitoring strategies for populations at risk of becoming ill is a 

challenge for its eradication. This study sought to identify changes in the metabolic 

profile induced in the serum of Paucibacillary and Multibacillary patients. In this study, 

plasma was used from individuals with different forms of Hansen’s disease (PB = 42, 

Mb = 39), as well as from healthy individuals (control group, n = 37). The analysis of 

the metabolomic profile was carried out in the High-Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) system coupled to a quadrupole-flight-time mass 

spectrometer. The metabolic profile allowed the identification of 14 metabolites 

differentially expressed in the serum; 14 were responsible for the differences between 

the PB and control groups. Likewise, 14 metabolites were expressed differently between 

the MB and control groups; 4 differentially expressed metabolites were responsible for 

the difference between the PB and MB groups. Moreover, using the Random Forest 

classification algorithm, it was possible to differentiate the groups of infected and 

uninfected patients with an accuracy of 98.62%. These metabolites must be validated so 

that these molecules can be used as biomarkers not only to classify clinical forms but 

also to assess disease progression or to be used as therapeutic targets. 
 
 
Keywords: Hansen's disease. Diagnosis. Mass spectrometer. Metabolomics. 
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RESUMO 

 

A hanseníase ainda representa um problema de saúde pública no Brasil e no 

mundo. Essa doença, causada pelo Mycobacterium leprae, afeta principalmente a pele e 

o sistema nervoso periférico. Atualmente sintomas clínicos são utilizados para o 

diagnóstico desta doença, no entanto, ainda não existe um diagnóstico laboratorial 

rápido e confiável. O diagnóstico precoce da hanseníase e estratégias de monitoramento 

de populações sob risco de adoecer é um desafio para eliminação. Esse estudo buscou 

identificar as mudanças no perfil metabólico induzido no soro de pacientes PB e MB. 

Nesse estudo foram utilizados amostra de soro de indivíduos portadores das diferentes 

formas de hanseníase (PB = 42, MB = 39) bem como de indivíduos sadios (controles, 

n=37). A análise do perfil metabolômico foi analisado no sistema de HPLC acoplado a 

um espectrômetro de massas do tipo quadrupolo-tempo-de-vôo. O perfil metabólico 

permitiu identificar 14 metabólitos diferencialmente expressos entre o grupo PB e 

controle. Da mesma forma, 14 metabólitos foram expressos de forma distinta entre o 

grupo MB e controle; 4 metabólitos diferencialmente expressos foram responsáveis pela 

diferença entre o grupo PB e MB. Ainda, utilizando o algoritmo de classificação 

Random Forest, foi possível diferenciar os grupos de doentes e não doentes com 

acurácia de 98,62 %. Esses metabólitos devem ser validados para que essas moléculas 

possam ser utilizadas como biomarcadores não só para classificar as formas clínicas, 

mas também para avaliar a progressão da doença ou serem utilizados como alvos 

terapêuticos. 

Palavras-chave: Espectrômetro massas, metabolômica, hanseníase e diagnóstico. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Históricos 

Em termos históricos, a hanseníase é uma doença milenar, sendo conhecida 

desde a antiguidade com citações em textos bíblicos que a denominava como lepra, 

sempre associada ao preconceito e a exclusão social. O responsável pela identificação 

do Mycobacterium leprae (M. leprae) como agente etiológico transmissível da 

hanseníase em 1873, foi o pesquisador Gerhard Amauer Hansen, que realizou diferentes 

pesquisas nos períodos entre 1870 e 1874, revolucionando os conceitos da época sobre a 

moléstia (BORENSTEIN et al., 2008; JUCKER-KUPPER, 2009). 

Durante o período de colonização, a América Latina tornou-se, gradativamente, 

uma nova área endêmica mundial, especialmente devido ao tráfico de escravos africanos 

para as Américas, estabelecendo assim a principal via da disseminação no continente, 

sendo um período de grande importância para que o nosso continente fosse classificado 

como uma nova área endêmica mundial. No Brasil, na cidade do Rio de Janeiro, foi 

identificado e descrito o primeiro caso da doença no país. Neste mesmo local seria 

criado o primeiro leprosário nacional (Figura 1), destinado a abrigar os doentes de 

Lázaro ou leprosos (EIDT, 2004; YAMANOUCHI et al., 1993). 

 

Figura 1. Primeiro leprosário Nacional. Após a chegada dos portugueses, europeus e os escravos 
africanos, a lepra foi introduzida no Brasil. No Rio de Janeiro, aumentou a pressão para que as vítimas 
fossem retiradas das ruas. Em 1763, Frei Antônio, o bispo do Rio de Janeiro, fundou o hospital no bairro 
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de São Cristóvão. Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Hospital-Frei-Antonio-Former-Hospital-
dos-Lazaros-de-Sao-Cristovao-Photograph-taken_fig1_263165540. 

Em 1941, com a reorganização do Departamento Nacional de Saúde (DNS), foi 

criado o Serviço Nacional da Lepra com o objetivo de lutar contra a doença. Outro 

marco importante para o combate e para diminuição do estigma da doença foi à 

realização da 8a Conferência Nacional de Saúde em 1980, onde foi possível recuperar o 

direito dos cidadãos, desativarem alguns leprosários e transformar outros em hospitais 

gerais (PIRES et al., 2011). 

A luta contra a hanseníase vem evoluindo muito, porém mesmo com o passar 

dos anos, a hanseníase continua representando um grande desafio para os programas de 

saúde pública nos países em desenvolvimento como o Brasil, que ocupa o segundo 

lugar no mundo em número de casos novos da doença (“WHO | Leprosy”, 2016). 

1.2 Aspectos gerais 

 O M. leprae, bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) de crescimento lento, é o 

agente etiológico da hanseníase, doença infectocontagiosa de evolução lenta, que se 

manifesta principalmente por sinais e sintomas dermatoneurológicos em consequência 

do padrão de resposta imunológica frente à infecção causada por seu agente etiológico 

(FOSS, 1999; GROSSI ARAÚJO, 2003; SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015). 

 O M. leprae é um microrganismo do reino Monera, pertencente ao domínio 

Bactéria, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae e família 

Mycobacteriaceae, onde possui apenas um gênero Mycobacterium (fungus bacterium). 

Apresenta-se sob a forma de bacilo levemente encurvado ou reto, com extremidades 

arredondadas e mede aproximadamente 1 a 8 µm de comprimento e 0,2 a 0,5 µm de 

diâmetro (Figura 2) (ALVES; FERREIRA; NERY, 2014; GOULART; PENNA; 

CUNHA, 2002). 
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Figura 2. Mycobacterium leprae coradas pela técnica Ziehl-Neelsen. São evidenciadas pela coloração 
de ZIEHL-NEELSEN: coram-se pela mistura de fucsina mais ácido fênico aquecido, que penetra no 
citoplasma e resistem à descoloração com uma mistura de álcool e ácido. As bactérias se apresentam em 
forma de bacilos longos corados em vermelho. Fonte: 
http://docs.bvsalud.org/biblioref/2018/11/963833/7-manual-diagnostico-laboratorial-version-final.pdf 
 
 Observado em microscopia óptica, o M. leprae pode ser observado formando 

aglomerados ou globias em arranjos paralelos. A replicação do bacilo é muito lenta e 

ocorre por processo de divisão binária; não possui capacidade de mover-se, não produz 

toxinas e nem plasmídeos, microaerófilo, não tem a capacidade de formar esporos, é 

Gram-positivo e um Bacilo álcool-ácido resistente (BAAR)(ALVES; FERREIRA; 

NERY, 2014; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002). 

 O bacilo da hanseníase possui um envelope celular extremamente complexo e 

com uma estrutura composta por membrana celular, parede celular composta 

prioritariamente por peptideoglicanos e ácidos micólicos, e uma cápsula rica em 

glicolipídeo fenólico I (PGL-I, do inglês Phenolic Glycolipid-I) (Figura 3).  As 

proteínas do envelope celular possuem um papel fundamental na patogênese do M. 

leprae, como é o caso das adesinas que possuem um papel importante nos sítios que 

constituem as fontes primárias de infecção; sendo responsáveis pela interação do bacilo 

com as células de Schwann e também da interação com as células epiteliais e endoteliais 

(SILVA et al., 2013; VIDAL PESSOLANI et al., 2003; ZENHA; FERREIRA; FOSS, 

2009). 
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Figura 3. Modelo esquemático da parede celular de M. leprae. 
AG – arabinogalactana; LAM – lipoarabinomana; LM – lipomanana; PDIM – dimicocerosato de 
fitiocerol; PGL-I – glicolipídeo fenólico I; PIM – manosídeo de fosfatidilinositol; TMM – monomicolato 
de trealose; PL – fosfolipídeo. Fonte: adaptado de (VISSA; BRENNAN, 2001). 

 O M. leprae apresenta tropismo pelas células de Schwann localizadas nos nervos 

periféricos e por macrófagos de pele, o que resulta em lesões neurológicas e lesões 

cutâneas polimórficas, compostas por infiltrado granulomatoso que varia de acordo com 

a forma clínica da doença. Mesmo sendo pouco virulento, o bacilo possui mecanismos 

importantes para sua sobrevivência como a habilidade de induzir desdiferenciação e 

aumento na capacidade proliferativa das células de Schwann, que passam a exibir 

propriedades similares as células progenitoras (BHAT; PRAKASH, 2012; 

SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015; SILVA et al., 2008). 

 Como já mencionado, o bacilo se manifesta em nervos periféricos, incluindo os 

nervos cranianos, levando a perda da condução neural e, consequentemente, a 

importantes alterações sensitivas, anatômicas e funcionais nos membros e na face 

(SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015). O comprometimento ocorre tanto nas 

células de Schwann mielinizadas quanto nas não mielinizadas, podendo também 

interferir na capacidade básica de interação com os axônios e na produção de mielina 

(EARLA, 2015; SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015). Ele possui crescimento 

lento (aproximadamente 14 dias) em temperatura de 33-34°C, o que beneficia o seu 

metabolismo explicando o seu tropismo por áreas periféricas do corpo (BHAT; 

PRAKASH, 2012; GUTIERREZ; SUPPLY; BROSCH, 2009). 
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Figura 5. Os três pilares da estratégia global para a hanseníase (2016-2020) e seus componentes Fonte: 
(“Global Leprosy Strategy 2016−2020: Accelerating towards a leprosy-free world”, [s.d.]). 
   

 O Brasil, alinhado com o plano mundial, vem desenvolvendo a Estratégia 

Nacional para o Enfrentamento da Hanseníase (2019-2022), que tem como objetivo 

essencial assegurar compromisso político e recursos para os programas de hanseníase 

nas esferas federal, estadual e municipal, assim fortalecendo as parcerias 

governamentais, não governamentais e interfaces para promover o diagnóstico precoce 

de casos de hanseníase (BRASIL, 2019). Esta estratégia visa ainda desenvolver 

pesquisas básicas e operacionais sobre todos os aspectos da hanseníase, potencializando 

a base de evidências para orientar políticas, estratégias e atividades, fortalecer o sistema 

de vigilância e informação em saúde para o controle e avaliação do programa, inclusive 

sistemas de informações geográficas (WHO, 2019). No âmbito do enfrentamento da 

hanseníase e suas complicações, a estratégia tem como objetivo assegurar o início 

imediato, adesão e conclusão ao tratamento, além de qualificar as ações de prevenção e 

manejo das incapacidades; promovendo e fortalecendo as equipes de estratégia da 

família na qualificação e educação permanente para reforçar a conscientização dos 

pacientes e da comunidade sobre a hanseníase. Em relação ao combate à discriminação 

e promoção da inclusão, planejam apoiar modelos de desenvolvimento inclusivo 

fortalecendo a capacidade de participação ativa das pessoas acometidas pela hanseníase, 

além de promover o acesso a serviços e programas de apoio social e financeiro 

(BRASIL, 2019). Para isso, a implementação no Brasil das estratégias e termos práticos, 

projeta diminuir a taxa de novos casos de hanseníase com grau de incapacidade 2 (GI2) 
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no diagnóstico para 5,5 casos/1 milhão, e em 44% para crianças com GI2; além de 

reduzir a zero o estigma e a discriminação dos indivíduos já afetados por essa doença 

tão negligenciada (BRASIL, 2019). 

1.4 Transmissão da doença 

 M. leprae é transmitido pelo contato íntimo e prolongado com doentes 

portadores de hanseníase multibacilar e que ainda não se encontram em tratamento, 

havendo favorecimento transmissão, interferência de fatores determinantes e 

condicionantes do meio ambiente em que vivem, como o aumento do risco de 

contaminação em condições precárias de moradia e de superlotação (ARAUJO et al., 

2016; MARQUES et al., 2018; NUNES SARNO, 2003). 

 A mucosa nasal de pacientes com hanseníase e as lesões de pele constituem as 

portas de entrada no organismo em condições favoráveis, como também são 

consideradas as vias de eliminação do bacilo (ARAUJO et al., 2016; SANTOS et al., 

2017). Araújo et al. (2016) em um estudo recente comprovam e sistematizam que a via 

aérea é a principal forma de eliminação e disseminação do bacilo. Este estudo foi 

realizado analisando o DNA por meio da Reação em cadeia polimerase quantitativa 

(qPCR) de amostras das biópsias de concha nasal, swabs nasais e da sorologia de 

pacientes e contatos, mostrando a importância das vias aéreas no papel central na 

interação inicial com o bacilo e, consequentemente, na persistência da doença no 

contexto epidemiológico (ARAUJO et al., 2016). 

 O bacilo caracteriza-se por alta infectividade e baixa patogenicidade, 

significando que poucos indivíduos irão apresentar sinais clínicos da doença. Isso 

ocorre devido a ação do sistema imunológico que consegue isolar, controlar a 

multiplicação e destruir o patógeno, ou seja, a progressão da doença depende resposta 

imunológica do paciente (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; GROSSI ARAÚJO, 

2003; NUNES SARNO, 2003). 

 Alguns estudos expõem que a carga bacilar e a forma clínica do paciente com 

hanseníase também são determinantes importantes na transmissão da doença, contatos 

com maior risco de contrair hanseníase são aqueles próximos a pacientes que exibem 

alta carga bacilar, como no caso das formas multibacilares. Porém, indivíduos com 

infecção subclínica também podem carrear e transmitir o bacilo, sendo importantes na 

epidemiologia da hanseníase, pois não são diagnosticados e, consequentemente, não 

recebem terapia. (DA COSTA MARTINS et al., 2010; MOET et al., 2004a, 2004b).  
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Fatores sociais e econômicos contribuem na para a transmissão da doença. A hanseníase 

é uma enfermidade negligenciada pelos governos, talvez pelo fato dos casos ocorrerem 

em uma parcela da população que é social e economicamente vulnerável (GARBIN et 

al., 2015; MOURA et al., 2016). 

 A identificação de casos de portadores assintomáticos da doença, o diagnóstico 

precoce, o tratamento correto e o acompanhamento de doentes e contatos pelos serviços 

de atenção básica a saúde, são elementos fundamentais para cessar a transmissão e 

prevenir as alterações sensitivo-motoras de diversas regiões do corpo e suas 

consequências mutiladoras, evitando assim as limitações no convívio social (GARBIN 

et al., 2015; MOET et al., 2004a). 

1.5 Classificação clínica da Hanseníase 

 A classificação clínica da hanseníase apresenta relação com as peculiaridades 

clínicas, histopatológicas e com o grau de imunidade do hospedeiro frente à capacidade 

de multiplicação bacilar. Os sinais clínicos são antecedidos de um longo período de 

incubação, e variam desde máculas hipocrômicas, placas eritematosas na pele a nódulos 

cutâneos, sem ou com comprometimento neural (LASTÓRIA; DE ABREU, 2014). 

Devido ao comportamento fastidioso de M. leprae, estudos demonstram que o 

surgimento dos sintomas pode levar de dois a sete anos devido a um longo período de 

incubação do bacilo no hospedeiro. Neste contexto, calcula-se que 95% da população 

geral têm boa resistência imunológica (natural) contra M. leprae, podendo alguns 

indivíduos após a infecção evoluir com cura espontânea. Nos 5% susceptíveis, a 

hanseníase pode se manifestar de diferentes formas clínicas, dependendo de fatores do 

hospedeiro, tais como susceptibilidade genética, condições socioeconômicas, sexo e 

idade (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; GROSSI ARAÚJO, 2003; LASTÓRIA; 

DE ABREU, 2014). 

A classificação da hanseníase leva em consideração o amplo espectro de 

manifestações clínicas segundo as peculiaridades clínicas, imunológicas e 

histopatológicas. Inicialmente a classificação da doença foi realizada por Madri (1953), 

foram adotados critérios de polaridade que consideraram características clínicas, 

parâmetros bacteriológicos, imunológicos e histológicos. Foram estabelecidos os grupos 

polares, Tuberculóide (T) e Virchowiano (V) ou Lepromatoso (L); o grupo transitório e 

inicial da doença, a forma Indeterminada (I); e o instável e intermediário, a forma 

Borderline (B) ou Dimorfo (D) (BAKKER, 2005; DE LEPROLOGÍA (6o. 1953. 
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MADRID, 2019). 

A Classificação segundo Ridley e Jopling (R&J, 1966), considera a hanseníase 

como uma doença espectral com dois polos imunologicamente estáveis e distintos: 

Tuberculóide (T) e Virchowiano (V); e uma forma imunologicamente instável – 

Dimorfo (D), que se subdivide em três grupos: Dimorfo-Tuberculóide (DT), Dimorfo-

Dimorfo (DD) e Dimorfo-Virchowiano (DV) (Tabela 1). Ridley e Jopling levaram em 

consideração a imunidade dentro de um espectro clínico de resistência do hospedeiro, 

onde a forma polar T apresenta-se como uma doença localizada, com vigorosa resposta 

imune celular, poucos bacilos e lesões limitadas. Enquanto o polo V, é caracterizado 

pela elevada susceptibilidade a M. leprae, com proliferação disseminada do bacilo 

produção de lesões de pele difusa e uma resposta adaptativa humoral robusta constituída 

por anticorpos anti-M. leprae. Na subdivisão DT, DD e DV observam-se formas 

imunologicamente instáveis com evolução progressiva de DT para DV com redução da 

resposta imune mediada por células, acompanhada por altos níveis humorais, aumento 

da carga bacilar e numerosas lesões cutâneas e neurológicas (GOULART; PENNA; 

CUNHA, 2002; OKADA, 1989; RIDLEY; JOPLING, 1966). 

Na classificação simplificada proposta pela OMS, de caráter apenas operacional 

e que é amplamente utilizada para tomada de decisão de conduta terapêutica, leva em 

conta a carga bacilar e sistematiza a proposta terapêutica. Nela os pacientes são 

divididos em Paucibacilares (PB), quando apresentam até cinco lesões cutâneas e 

baciloscopia negativa, e Multibacilares (MB) com mais de cinco lesões cutâneas e/ou 

baciloscopia positiva (Tabela 1) (OPROMOLLA, 2000; WHO, 1988). 
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Achados clínicos e 

laboratoriais 

Forma Clínica 
Tuberculóide Dimorfo-

Tuberculóide 
Dimorfo-
Dimorfo 

Dimorfo-
Virchowiano 

Virchowiano 

Número de lesões Geralmente 
única 

Uma ou 
poucas 

Várias Muitas Muitas 

Tamanho das 
lesões 

Variável Variável Variável Variável Pequena 

Superfície das 
lesões 

Muito seca, às 
vezes escamosa 

 
Seca 

 
Ligeiramente 

brilhante 

 
Brilhante 

 
Brilhante 

Sensibilidade nas 
lesões 

Ausente Moderada 
ou 

marcadamente 
diminuída 

Levemente ou 
moderadamente 

diminuída 

Levemente 
diminuída 

Não afetado ou 
minimamente 

afetado 

Crescimento de 
pelo nas lesões 

Ausente Marcadamente 
diminuído 

Moderamente 
diminuído 

Levemente 
diminuída 

Não afetado 

BAAR nas lesões Nada Nulo ou escasso Números 
moderados 

Muitas Muitos  

BAAR em 
raspagem nasal  

 
Nada 

 
Nada 

 
Nada 

 
Geralmente nula 

 
Muitos  

TESTE DE 
MITSUDA 

Fortemente 
positivo 
(+++) 

Fracamente 
positivo 

(+ ou ++) 

 
Negativo 

 
Negativo 

 
Negativo 

Tabela 1. Classificação da Hanseníase segundo Ridley e Jopling, detalhando os critérios clínicos, 
laboratoriais e as respectivas formas clínicas da doença. 

1.6 Manifestações clínicas 

Por ser uma doença de evolução lenta, a hanseníase possui um período de 

incubação variável (2 a 7 anos), existindo relatos de períodos mais curtos de 7 meses, 

como também mais longos de 10 anos. O longo período de incubação deve-se ao fato de 

ainda existir casos que são difíceis de diagnosticar, atrapalhando a operacionalização da 

busca da fonte de infecção (BHAT; PRAKASH, 2012; FISCHER, 2017; LASTÓRIA; 

DE ABREU, 2014). 

As principais manifestações neurológicas da hanseníase são observadas nos 

nervos periféricos, principalmente dos membros inferiores e superiores, sendo os nervos  

ulnar, radial, mediano, fibular e tibial os mais afetadas (BHAT; PRAKASH, 2012; 

MOURA et al., 2016). Os sintomas são progressivos e acompanham o processo de lesão 

com perda gradativa da sensibilidade (principalmente mãos e pés), atrofias, dores, 

paresias, paralisias musculares e deformidades (DE ARAÚJO et al., 2014; 

SCOLLARD; TRUMAN; EBENEZER, 2015). 

A identificação das formas clínicas deve ser feita corretamente, permitindo o 

diagnóstico e o tratamento adequado do paciente. As manifestações clínicas da doença 

estão diretamente relacionadas ao tipo de resposta imunológica ao M. leprae 
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(MENDONÇA et al., 2008). Temos as seguintes formas clínicas da doença: 

A forma I (Figura 6) ocorre nos indivíduos com resposta imune indefinida ao 

bacilo, sendo esse o estágio transitório da hanseníase. Caracterizada pelo aparecimento 

de manchas hipocrômicas ou eritêmato hipocrômicas com alteração da sensibilidade; 

apresentando-se em manchas únicas ou com poucas lesões. As bordas das manchas 

podem ser bem demarcadas ou não, ausência de sudorese local, vasoconstricção e 

alopecia. Não há comprometimento de troncos nervosos e, por isso, não há, em 

princípio, desenvolvimento de incapacidades. As lesões podem permanecer estáveis, 

regredir ou evoluir para as formas do polo T ou V (FISCHER, 2017; POUDEL et al., 

2019; REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). 

 

Figura 6. Hanseníase Indeterminada: máculas hipocrômicas, mal delimitadas, no dorso. 
Fonte: http://files.bvs.br/upload/S/1413-9979/2012/v17n4/a3329.pdf 

 

Já a forma T (Figura 7), caracteriza-se pelo controle da multiplicação bacilar. 

As manchas apresentam-se com bordas elevadas, bem demarcadas, geralmente são 

únicas ou pouco numerosas, distribuídas assimetricamente. Essa forma pode apresentar 

lesões em formato de placas ou anulares, com margens papulosas, eritematosas ou áreas 

da pele com hipocrômia. As lesões com desenvolvimento centrífugo lento induzem 

atrofia em seu interior, podendo apresentar descamação das bordas. Podem também 

apresentar aspecto tuberoso agrupadas em placas de diferentes tamanhos, lesões 

circinadas e geográficas. Existe variação de coloração que vai de róseo eritematoso a 

eritêmato acastanhado com alteração significativa da sensibilidade. Existem relatos da 

ocorrência de alopecia parcial ou total. Os troncos nervosos podem estar comprometidos 

geralmente de forma assimétrica (FISCHER, 2017; POUDEL et al., 2019; REIBEL; 
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CAMBAU; AUBRY, 2015). 

 

Figura 7. Hanseníase Tuberculóide: lesão anular na perna. Fonte: http://files.bvs.br/upload/S/1413-
9979/2012/v17n4/a3329.pdf 

 

As formas D (DT, DD, DV) são caracterizadas pela instabilidade da resposta 

imunológica do hospedeiro, situando-se entre as formas T e V, alterando os seus 

aspectos clínicos entre elas. Essas formas refletem graduais variações da resistência ao 

bacilo, que tendem a se aproximar das características de cada uma das formas polares 

(Figura 8). A variedade DT apresenta lesões com aspecto T, porém são mais numerosas 

e pode haver o comprometimento de vários troncos nervosos. Na DV, as lesões são 

polimórficas com predomínio de placas e nódulos em grande número, com tonalidade 

pardacenta ou ferruginosa. Na DD, são observadas lesões anulares, similares a um alvo, 

de aspecto alveolar lembrando “queijo suíço”. A área central é geralmente hipocrômica 

ou normocrômica, com borda interna bem definida enquanto a borda externa é mal 

delimitada. O comprometimento neural em geral é importante. A pesquisa de BAAR 

pode ser negativa ou positiva com número variável de bacilos variável (FISCHER, 

2017; GROSSI ARAÚJO, 2003; POUDEL et al., 2019; REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 

2015). 
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Figura 8. Hanseníase Dimorfa: lesão com bordas externas esmaecentes e internas bem definidas no 

dorso da mão. Fonte: http://files.bvs.br/upload/S/1413-9979/2012/v17n4/a3329.pdf 

 

Caracterizada por grande polimorfismo lesional, a forma V pode afetar de 

maneira difusa diversas áreas da pele, múltiplos troncos nervosos e outros órgãos. Pode 

apresentar lesões disseminadas que podem ser eritematosas, infiltrativas com limites 

indeterminados e brilhantes. Nos locais de grande infiltração pode aparecer pápulas, 

tubérculos e nódulos. Pode haver infiltração difusa da face e pavilhões auriculares com 

perda de cílios e supercílios (Figura 9 e 10) (FISCHER, 2017; GUPTA et al., 2019; 

POUDEL et al., 2019; REIBEL; CAMBAU; AUBRY, 2015). 

                           
Figura 9. Hanseníase Virchowiana: ressecamento da pele e hansenomas nas pernas. 

Fonte: http://files.bvs.br/upload/S/1413-9979/2012/v17n4/a3329.pdf 
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Figura 10. Hanseníase Virchowiana: manchas eritêmato acastanhadas, mal delimitadas, no dorso. 

Fonte: http://files.bvs.br/upload/S/1413-9979/2012/v17n4/a3329.pdf 

Índia e o Brasil relatam a existência da forma neural pura, onde é observado o 

comprometimento neural na ausência evidência de lesão cutânea, o que dificulta o 

diagnóstico da doença (DOS SANTOS et al., 2020; GARBINO et al., 2013; RAO; 

SUNEETHA, 2016). Estudos demonstram que as manifestações neurológicas como as 

parestesias localizadas, mononeurites ou mononeurites múltiplas, e mais raramente 

polineuropatias, podem preceder por vários meses o aparecimento de lesões cutâneas 

(SANTOS et al., 2017; GARBINO et al., 2013). Dependendo do nervo acometido e da 

área por ele inervada, o indivíduo pode apresentar diversas alterações graves, dentre elas 

podemos destacar: comprometimento do nervo ulnar, terá como ocorrência da chamada 

“mão em garra”. Quando a lesão ocorre no nervo radial, irá ocasionar a deformidade da 

“mão-caída”. No nervo mediano, temos perda da posição do polegar. Quando o nervo 

tibial é afetado, leva a perda da sensibilidade plantar e dedos “em garra”; e quando o 

nervo fibular é afetado, ocasiona a impossibilidade de levantar os pés (DE ARAÚJO et 

al., 2014; DOS SANTOS et al., 2020; SANTOS et al., 2017). 

A apresentação dos sinais clínicos, o desenvolvimento da doença e a 

possibilidade de cura espontânea, estão relacionados à condição imune do hospedeiro e 

carga bacilar, sendo assim, os casos PB apresentam menos danos e os casos MB exibem 

mais complicações referentes à doença (DA SILVA ROCHA et al., 2012; FOSS, 1999; 

LASTÓRIA; DE ABREU, 2014). 

1.7 Aspectos do diagnóstico da Hanseníase  

O diagnóstico precoce da hanseníase e o tratamento adequado são elementos 
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fundamentais para cessar a transmissão e prevenir as incapacidades que tanto limitam as 

pessoas acometidas pela doença. O diagnóstico é fundamentalmente clínico sendo 

baseado em sinais cardinais da doença, como: lesões de pele com hipoestesia termo-

analgésico, espessamento de nervos periféricos e presença do bacilo em esfregaços 

dérmicos, biópsia de pele ou nervo (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002; 

OPROMOLLA, 2000).  

O diagnóstico laboratorial baseia-se em ferramentas auxiliares que podem 

complementar o diagnóstico clínico, como a observação de bacilos do M. leprae na 

baciloscopia, o teste de intradermorreação (Mitsuda), a histopatologia, os testes 

imunológicos (sorologia e imunohistoquímica), genéticos (identificação molecular) e a 

eletroneuromiografia (LASTÓRIA; DE ABREU, 2014; LIMA et al., 2016; SANTOS et 

al., 2018). 

O método de coloração de Ziehl-Neelsen é utilizado para a detecção dos BAAR 

na baciloscopia do esfregaço dérmico e de biópsia de lesão de pele sendo considerado 

padrão ouro no diagnóstico da hanseníase; porém, as formas PB, por terem poucos 

bacilos, dificilmente são detectáveis por este método convencional. Como na coloração 

de BAAR são necessários no mínimo 10.000 bacilos por grama de tecido para detecção 

confiável, a sensibilidade é baixa, principalmente em pacientes com características T da 

doença, onde os bacilos são raros ou ausentes (BRASIL, 2010). Diante disso, 

recomenda-se que seja feita a baciloscopia de pele para classificação dos casos de PB e 

MB, pois caso o exame apresente positivo, independentemente do número de lesões, o 

caso será classificado como MB. O método Fite-Faraco, técnica variante da Ziehl-

Neelsen, é um procedimento a frio que pode auxiliar na obtenção de um melhor 

resultado (WHO, 2019). 

Em relação à morfologia, esse teste verifica a viabilidade do bacilo para 

determinar a evolução ou a transmissão da doença. Para isso, o Ministério da Saúde 

preconiza realizar o raspado intradérmico em quatro sítios, com preferência pela lesão 

ativa ou com alteração de sensibilidade, além dos lóbulos auriculares e cotovelo 

contralateral à lesão. Caso não seja localizada, deve-se realizar o raspado intradérmico 

em ambos os lóbulos e cotovelos (BRASIL, 2010). 

A baciloscopia negativa não exclui o diagnóstico de hanseníase e, se positiva, o 

Índice Baciloscópico (IB) expressará o número de bacilos em escala logarítmica entre 0 
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e 6, sendo metodologia quantitativo de escolha para determinar a leitura da baciloscopia 

para hanseníase (RIDLEY; JOPLING, 1966). 

Escala Logarítmica de Ridley  

(0) – Ausência de bacilos 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. 

 O IB de um paciente é calculado por meio da média aritmética de quatro 

campos microscópicos no aumento de 1000x. Do ponto de vista morfológico, o M. 

leprae pode apresentar-se nas formas de bacilo íntegro, fragmentado ou granuloso, 

sendo o íntegro considerado a forma viável (RIDLEY; JOPLING, 1966). 

O teste de Mitsuda indica o grau de imunidade do indivíduo ao contato com o 

antígeno de M. leprae, após injeção intradérmica de 0,1 mL desse antígeno na face 

anterior do antebraço direito distando 3cm abaixo da dobra antecubital (GARBINO et 

al., 2013). Quanto à interpretação do teste, observa-se uma reação precoce em 72 horas, 

que se caracteriza por eritema e enduração local e uma reação tardia (reação de 

Mitsuda). Para a reação tardia, a leitura é realizada quatro semanas após a injeção, 

sendo considerada negativo se houver ausência de qualquer sinal no local de inoculação 

antigênica ou nódulo menor que 5mm de diâmetro. O teste de Mitsuda positivo, 

observa-se presença de nódulo maior ou igual a 5mm de diâmetro (BRASIL, 2010; 

LASTÓRIA; DE ABREU, 2014). 

Para a identificação do bacilo, a histopatologia é realizada em biópsias de pele 

ou nervo, utilizando os métodos de coloração de hematoxilina-eosina e Fite-Faraco. 

Cada forma clínica é caracterizada por diferenças histológica. A forma T tem como 

achados os granulomas Tuberculóides, células Epitelióides, células gigantes de 

Langhans e citoplasmáticas em linfócitos. Já a forma V apresenta poucos linfócitos e a 
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presença de granulomas histiocitários abundantes em bacilos (PIRIS; LOBO; 

MOSCHELLA, 2010). 

A sorologia para hanseníase é um teste complementar fundamental para o 

diagnóstico e monitoramento do tratamento da doença. Desde a década de 1980, com a 

descoberta do componente antigênico específico de M. leprae, PGL-I e o surgimento 

dos primeiros testes, possibilitaram o avanço no diagnóstico da hanseníase no que diz 

respeito à detecção da infecção subclínica e do diagnóstico precoce. Níveis elevados de 

imunoglobulina M (IgM) anti-PGL-I indicam presença do antígeno em pessoas que 

tiveram exposição recente a indivíduos MB ou que tiveram uma resistência terapêutica. 

No entanto, os títulos baixos de anticorpos estão presentes nas pessoas PB ou indivíduos 

tratados com boa resposta ao esquema terapêutico (DA COSTA MARTINS et al., 2010; 

LOBATO et al., 2011; SANTOS et al., 2018). 

O surgimento de técnicas de biologia molecular é provavelmente um dos mais 

importantes avanços no diagnóstico laboratorial da hanseníase. A Reação em cadeia 

polimerase (PCR) convencional e a PCR em tempo-real são técnicas moleculares de 

identificação do material genético do M. leprae a partir de biópsias de pele, nervo, 

amostras muco nasal ou sangue (BARBIERI et al., 2019; SANTOS et al., 2018). Essas 

técnicas têm alta sensibilidade e especificidade diagnóstica porque amplificam 

sequências específicas de DNA do bacilo, auxiliando em casos de difícil diagnóstico 

clínico; tais como contatos domiciliares e sociais, histopatologia inconclusiva, na forma 

neural pura, baciloscopia negativa nos pacientes PB e quando não existem lesões de 

pele (MACHADO et al., 2020; MARTINEZ et al., 2014a). A PCR permite a 

amplificação e identificação do DNA de M. leprae em amostras contendo pequenas 

quantidades de bacilos, possibilitando auxiliar no diagnóstico de hanseníase, na 

classificação dos pacientes e no monitoramento do tratamento com a Poliquimioterapia 

(PQT) (LASTÓRIA; DE ABREU, 2014; MACHADO et al., 2020; SANTOS et al., 

2018). 

Com o avanço tecnológico, outras inúmeras ferramentas laboratoriais vêm sendo 

desenvolvidas na investigação da hanseníase; tais como a eletroneuromiografia (estudo 

da função dos nervos e dos músculos), técnica que analisa a função do sistema nervoso 

periférico, diagnosticando a presença de lesões e a sua real localização; possibilitando a 

verificação complementar das informações da patologia (axonal, desmielinizante, mista) 

se aguda ou crônica. Essa ferramenta se tornou fundamental para auxiliar o diagnóstico 



33 
 

das formas neurais primárias da hanseníase, na evolução da terapêutica nos estados 

reacionais e nos diagnósticos diferenciais diante de outras neuropatias periféricas 

(GARBINO et al., 2013; SANTOS et al., 2018). 

1.8 Tratamento e resistência medicamentosa 

Na década de 40, a descoberta da Dapsona tornou a hanseníase uma doença 

tratável. Pelo baixo custo e baixa toxicidade, a monoterapia com a Dapsona logo se 

tornou a principal medida dos programas de controle da doença. Infelizmente o 

tratamento inadequado se tornou importante para o aparecimento de resistência 

secundária do bacilo a Dapsona. Logo a resistência primária a Dapsona surgiu levando 

ao aumento da taxa de resistência medicamentosa, o que tornou o tratamento ineficaz. A 

elevada taxa de recidiva após a cura com a monoterapia e a persistência de bacilos 

viáveis, fez com que a OMS incentivasse a busca por novos fármacos (BHAT; 

PRAKASH, 2012; DA SILVA ROCHA et al., 2012; EARLA, 2015). Assim, na década 

de 80, foi iniciada a poliquimioterapia (PQT) que utiliza associação de quimioterápicos 

bacteriostáticos e bactericidas por tempos pré-determinados, de acordo com a 

classificação clínica operacional de cada paciente. 

A quimioterapia combinada com três drogas, Dapsona, Clofazimina e a 

Rifampicina, conhecida como PQT, é um esquema com doses fixas e parcialmente 

supervisionadas, que tem contribuído de forma importante para o tratamento da 

hanseníase desde sua implantação pela OMS em 1982 (WHO, 1982). 

Pacientes PB são tratados com 600mg de Rifampicina mensalmente e 100 mg de 

Dapsona diariamente, no total de 6 doses em até 9 meses (Tabela 2). Pacientes MB são 

tratados com 600 mg de Rifampicina e 300mg de Clofazimina mensalmente e 50 mg de 

Clofazimina e 100 mg de Dapsona diariamente, num total de 12 doses em até 18 meses 

(BRASIL, 2016) (Tabela 3). 

PQT para Hanseníase PB 
Dose mensal Rifampicina 600 mg 

Dapsona 100 mg 
Dose diária Dapsona 100 mg 

Tabela 2. Esquema de PQT pacientes PB de hanseníase com 6 cartelas. 
Fonte: Coordenação-Geral de Hanseníase e Doenças em Eliminação. CGHDE/DEVIT/SVS/MS, 2016. 
 

PQT para Hanseníase MB 
Dose mensal Rifampicina 600 mg 

Clofazimina 300 mg 
Dapsona 100 mg 



34 
 

Dose diária Clofazimina 50 mg 
Dapsona 100 mg 

Tabela 3. Esquema de PQT pacientes MB de hanseníase com 12 cartelas. 
Fonte: Coordenação-Geral de Hanseníase e Doenças em Eliminação. CGHDE/DEVIT/SVS/MS, 2016. 

 

Apesar disso, a prevalência global da hanseníase, embora com tendência à 

queda, ainda permanecem significativos (WHO, 2009). Atualmente estão entre os 

principais desafios no tratamento e controle da hanseníase, detectar precocemente e 

vencer a resistência de M. leprae aos medicamentos disponíveis. Estudos recentes 

destacam o surgimento de cepas com mutações pontuais nos genes que codificam alvos 

de medicamentos, sendo este, um fator responsável pela resistência medicamentosa na 

hanseníase, representando uma ameaça à saúde pública e desafiando os avanços no 

combate da doença (CHAUFFOUR et al., 2018; VEDITHI et al., 2018). 

Nos últimos anos, relatos de resistência a um ou mais medicamentos utilizados 

no tratamento da hanseníase vêm sendo reportados de forma global, tanto nos casos de 

recidivas e falências de tratamento, quanto em casos ainda não tratados (resistência 

primária) (CAMBAU et al., 1997; WILLIAMS; GILLIS, 2012). As recidivas, em 

conjunto com os casos de falência terapêutica, contribuem para dificultar a redução 

dessa estatística, já que poderiam agir na seleção de cepas com mutações associadas à 

resistência medicamentosa (CONTRERAS MEJÍA et al., 2014; LAVANIA et al., 2015, 

2018). 
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2. METABOLÔMICA 

 

As ciências ômicas buscam informações capazes de fornecer entendimentos 

acerca dos processos e das interações envolvidas no funcionamento celular dos 

organismos e suas alterações biológicas. As principais ômicas são a genômica, 

transcriptômica, proteômica e metabolômica. A genômica estuda a alteração do 

genoma, o conjunto de todos os genes de um determinado organismo. A transcriptômica 

estuda as alterações dos transcritos que determinam quais os genes serão expressos. A 

proteômica estuda as proteínas e moléculas com funções reparadoras e construtoras. A 

metabolômica estuda as alterações dos metabólitos, moléculas produzidas pelo 

metabolismo celular (CANUTO et al., 2018). 

O termo metabolômica é relativamente recente, introduzido nos anos 2.000 por 

Dr. Oliver Fiehn e colaboradores (FIEHN et al., 2000). Entre as abordagens, essa é 

provavelmente a mais promissora área “ômica”; pois ela se aproxima do ponto final da 

“cascata ômica” (Figura 11). A partir da análise qualitativa e quantitativa da 

composição dos metabólitos de um organismo, é possível entender os processos 

biológicos através da avaliação das respostas metabólicas, bem como ter uma visão 

integrada dos efeitos biológicos sobre um organismo específico (FRAGA-CORRAL et 

al., 2020).  

 

Figura 11. Representação esquemática da cascata “ômica”. A cascata "ômica" compreende conjuntos 
de dados complexos que apresentam de forma abrangente a resposta de sistemas biológicos a 
perturbações de doenças, genéticas e ambientais. 
Fonte: Adaptada de Dettmer; Aronov; Hammock, (2007). 
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A metabolômica tem como objetivo geral determinar os padrões de metabólitos 

de massa molecular baixa, caracteristicamente menor que 1500 Da, através da análise 

qualitativa e quantitativa, e correlacioná-los com o status fisiológico/bioquímico do 

organismo (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012). 

A figura 11 mostra que a informação codificada no DNA é posteriormente 

transcrita em RNA mensageiro (RNAm). Esta molécula de RNAm é traduzida em uma 

proteína, que pode ser traduzida em enzima , com função biológica de catalisar reações 

reações intracelulares ou extracelulares intervindo na geração de metabólitos (pequenas 

moléculas químicas) (CANUTO et al., 2018; PACCHIAROTTA; DEELDER; 

MAYBORODA, 2012). Os metabólitos são compostos presentes em amostras 

biológicas (células, tecidos e fluídos), que regulam a atividade proteica, que tem a 

capacidade de intervir nos processos de transcrição e tradução, sendo o produto 

resultante do metabolismo celular. Além disso, possibilitam definir o fenótipo celular 

em respostas a alterações genéticas, de doença ou ambientais, pois representam a 

informação que integra a função da célula a um nível molecular (SANDLERS, 2017). 

Observa-se que o metabolismo celular é integrado, existindo vários metabólitos 

que participam em diversas reações bioquímicas diferentes. Esses metabólitos existem 

em um estado de equilíbrio dinâmico sob condições normais. Quando o corpo recebe 

algum estímulo externo, a natureza e/ou a concentração destes metabólitos são 

alteradas. Os dados metabolômicos estão associados à complexidade química e a 

variação da concentração, portanto o desequilíbrio metabólico pode dificultar o seu 

entendimento global. Desse modo, a metabolômica evidencia essas mudanças de 

maneira a explicar essas modificações de um ponto de vista metabólico, e tem sido 

amplamente utilizada na descoberta de biomarcadores para doenças, que podem tornar-

se fundamental em diversas aplicações como: diagnóstico precoce, acompanhamento da 

evolução de um tratamento e descoberta de novos fármacos (CRUZ et al., 2008; LIU et 

al., 2007; MASTRANGELO et al., 2015). 

Devido à diversidade química e a extensa faixa de concentrações, a identificação 

e a quantificação dos metabólitos necessitam ser realizada utilizando um método capaz 

de detectar com sensibilidade adequada e permitir a identificação de tais compostos. A 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e a Espectrometria de Massas (MS, do inglês, 

Mass Spectrometry), são as duas maiores plataformas usadas em metabolômica, na qual 
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cada uma delas possui suas próprias vantagens e desvantagens. RMN não realiza a 

separação dos analitos, e dependendo do solvente empregado a amostra pode ser 

utilizada para outras análises. Vários tipos de metabólitos podem ser quantificados 

simultaneamente, e como tal, RMN está perto de ser um detector universal (AL-

MUBARAK et al., 2011; DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007; FRAGA-

CORRAL et al., 2020; MARKLEY et al., 2017; WERNECKE et al., 2011). Entre as 

vantagens de RMN estão a reprodutibilidade analítica e a simplicidade no preparo da 

amostra. Porém, RMN é relativamente pouco sensível, e em análises de metabólitos 

pode ocorrer uma sobreposição de sinais muito maior quando comparado as técnicas de 

MS. Nas plataformas de metabolômica por MS, as técnicas hifenadas como 

Cromatografia Gasosa (GC-MS, do inglês Gas Chromatography – Mass Spectrometry), 

Cromatografia Líquida (LC-MS, do inglês Liquid Chromatography – Mass 

Spectrometry) e Eletroforese Capilar (CE-MS, do inglês Capillary Electrophoresis – 

Mass Spectrometry), são as mais conhecidas na determinação do perfil metabólico de 

uma amostra biológica devido as suas altas sensibilidade e seletividade; altos 

desempenhos e ampla cobertura (DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007; POSTI 

et al., 2017; SHIMIZU et al., 2020; WANG et al., 2015). 

Apesar de ser uma técnica recente, a metabolômica tem crescido amplamente 

devido a sua importância para a biologia de sistemas, uma vez que a expressão gênica 

ou proteica não resulta em uma alteração no fluxo metabólico. Os dados gerados pelas 

análises metabolômicas são abundantes e complexos, por isso, ferramentas adequadas 

de tratamento de dados devem ser empregadas no processamento destes para evitar 

erros e manter a integridade das variações biológicas inspecionadas (CLISH, 2015; 

DELGADO-POVEDANO et al., 2018; SANDLERS, 2017). Os estudos de 

metabolômica podem ser divididos em duas grandes abordagens: untargeted e targeted 

(respectivamente do inglês, “não direcionada” e “direcionada”). Na abordagem 

untargeted, também denominada de fingerprinting (do inglês, “impressão digital”), 

consiste na análise ampla de todos os metabólitos passíveis de detecção em uma 

amostra, incluindo espécies químicas desconhecidas. Essa abordagem oferece a 

oportunidade para a descoberta de biomarcadores que podem ser úteis em diagnósticos, 

tratamentos dentre outros. Já a metabolômica targeted consiste na medida da 

concentração de um número limitado e conhecido de metabólitos, sendo essa uma 

abordagem quantitativa; portanto, apresenta limites de detecção muito menores para 
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metabólitos conhecidos quando comparado à abordagem untargeted (CHO et al., 2017; 

GARCÍA et al., 2020; ZHA et al., 2018). 

A MS vem sendo cada vez mais aplicada nos estudos envolvendo análises 

metabolômicas. Para isso os metabólitos devem ser extraídos e injetados no analisador, 

como o LC-MS, para que ocorram as etapas de separação, ionização, fragmentação e 

aquisição dos espectros. LC-MS é considerada uma técnica abrangente no que se refere 

à classe de compostos a serem analisadas, devido à grande variedade de fases 

estacionárias disponíveis, além dos diferentes modos de separação como a eluição em 

fase reversa (fundamentalmente partição), com ou sem pareamento iônico, interação 

hidrofílica e troca iônica. É uma técnica analítica que apresenta alta robustez, 

sensibilidade e seletividade, além de apresentar facilidades de operação. A identificação 

dos metabólitos também é realizada pela busca em bancos de dados de metabólitos 

conhecidos, entretanto, é bastante complexa (AL-QAHTANI et al., 2020; CHO et al., 

2017; WANG et al., 2015).  
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A hanseníase ainda é uma doença com elevada prevalência no Brasil, portanto, 

do ponto de vista clínico e científico, acredita-se que o uso da metabolômica pode ser 

uma ferramenta utilizada para o diagnóstico precoce de novos casos da doença, 

prevenção da infecção em contatos domiciliares e sociais, e para monitoramento da 

eficácia do tratamento poliquimioterápico (EARLA, 2015; LASTÓRIA; DE ABREU, 

2014). Complementarmente, ela pode ser fundamental para a descoberta de 

biomarcadores metabolômicos, clinicamente úteis que podem ser utilizados como alvos 

terapêuticos. 0 

Embora trabalhos anteriores tenham demonstrado que já existem diversas 

metodologias para diagnóstico laboratorial da doença, ferramentas que detectam a 

doença em um estado inicial ainda é um desafio para interromper a transmissão. A falta 

de diagnóstico rápido pode ser visto como fator de risco para a disseminação da doença, 

dificultando a realização de um mapeamento detalhado do perfil de disseminação da 

mesma (LAVANIA et al., 2018; MOHANTY et al., 2018). Somado a isso, nos últimos 

anos a literatura científica tem apontado o envolvimento de vários metabólitos em 

diferentes funções biológicas, sendo possível medir com precisão o espectro de 

mudanças bioquímicas e mapear suas vias metabólicas; além de possuir utilidade na 

descoberta de biomarcadores de doenças e alvos de drogas (MASTRANGELO; 

BARBAS, 2017; MIRSAEIDI et al., 2015; SETHI et al., 2017). 

Neste contexto, vimos que a metabolômica pode se tornar uma ferramenta de 

extrema importância para corroborar no entendimento e tratamento da hanseníase, 

permitindo avanços em pesquisas futuras sobre as assinaturas geradas por perfis 

metabólicos associados à doença e a exploração de outros mecanismos que compõem a 

relação do M. leprae com o hospedeiro humano. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivos Gerais  

Identificar os perfis metabolômicos séricos na busca de biomarcadores que 

possam ser usados para o diagnóstico precoce da hanseníase. 

4.2 Objetivos Específicos 

- Agrupar os pacientes de acordo com as características clínicas, epidemiológicas, 

imunológicas e pelo diagnóstico molecular; 

- Identificar os metabólitos diferencialmente expressos no soro dos pacientes com 

hanseníase e nos pacientes não doentes (controle); 

- Estabelecer um modelo de diagnóstico aplicando algoritmos aos metabólitos 

identificados. 
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5. METODOLOGIA 

  

5.1 Amostras biológicas 

Amostras de sangue e de raspado dérmico dos pacientes com diagnóstico de 

hanseníase e do grupo controle (sem hanseníase) foram coletadas no Centro Nacional de 

Referência em Dermatologia Sanitária e Hanseníase (CREDESH), do Hospital de 

Clínicas (HC), da Universidade Federal de Uberlândia (UFU), MG, Brasil. A pesquisa 

foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa da UFU (n° 099/2003 e n° 499/2008) 

(Anexos 1 e 2). 

As amostras foram organizadas em 3 grupos: 

1 grupo controle de 37 indivíduos não hansenianos, 2 grupos de pacientes com 

hanseníase classificados de acordo com a OMS: 39 MB e 42 PB. Neste trabalho, os 

pacientes também são subdivididos de acordo com os critérios de R&J: MB: V e DV; 

PB: T e DT. Os critérios de inclusão e exclusão foram analisados e para os pacientes 

que preencheram todos os critérios foi solicitado o consentimento por meio de leitura e 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

5.2 Critérios de inclusão/exclusão 

Os critérios de inclusão para formação dos grupos caso e controle, foram: 

- Indivíduos com idade maior ou igual a 18 anos; 

- Pacientes diagnosticados como portadores de hanseníase sem a utilização do 

esquema da PQT; e 

- Pacientes sem evidências clínicas e/ou laboratoriais de diagnóstico de 

hanseníase para formação do grupo controle. 

Sobre os critérios de exclusão, esses consistiram em: 

- Pacientes em uso da PQT; e 

 - Indivíduos portadores de outras doenças crônicas ou que potencialmente 

afetariam os parâmetros clínicos e imunológicos das análises laboratoriais dessa 

pesquisa. 
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5.3 Dados clínicos e epidemiológicos 

Os principais dados clínicos e epidemiológicos abordados nessa pesquisa foram: 

- A forma clínica da doença baseado na classificação de R&J (1966), 

subdivididos em T, DT, DV, V;  

- Foi utilizadas amostras Controle (CO),  PB e MB fundamentada nos critérios 

da OMS e demais características clínicas, imunológicas e moleculares; 

  - Momento de diagnóstico; 

 - Sexo; 

- Faixa etária; 

- Os pacientes são submetidos ao exame clínico epidemiológico, sorologia 

ELISA IgM anti-PGL-1, qPCR da amostra do raspado dérmico; e 

- Somente após investigação diagnóstica, realizou-se a definição da forma 

clínica conforme descrita anteriormente. 

5.4 Coleta de sangue periférico 

Foram utilizadas amostras de soro de 81 casos e 37 controles para determinação 

dos níveis de anticorpos IgM. Coletou-se sangue venoso por meio de punção venosa 

periférica para obtenção de soro utilizando-se os tubos BD Vacutainer® que não 

continha anticoagulante, cujo volume de material para cada amostra foi de 3,5 a 5 mL, 

conforme especificações do fabricante para cada tamanho de tubo. O soro foi separado 

por centrifugação a 4000 rotações por minuto (rpm) por 10 minutos, aliquotado e 

armazenado a -80 °C.  

5.5 Dosagem de anticorpos por ELISA 

Placas de 96 poços foram sensibilizadas com antígenos específicos (PGL-I) em 

tampão carbonato-bicarbonato e incubadas por 1 hora a 37°C e overnight a 4°C. Após a 

incubação, lavaram-se as placas com tampão lavagem (phosphate buffered saline -PBS, 

0,05% Tween), promoveu-se bloqueio das mesmas com soro bovino de albumina (BSA) 

5% e essas foram incubadas por 1 hora a 37º C. 

Em outra etapa, executou-se nova lavagem e adicionou o soro dos pacientes 

incubando-se novamente por 1 hora a uma temperatura de 37º C. Passado esse período, 
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as placas foram lavadas por 3 vezes e adicionou-se o anticorpo de detecção (anti-IgM 

para o PGL-I) conjugado com peroxidase e ocorreu nova incubação a 37ºC por 1 hora. 

Enfim, as placas foram novamente submetidas à lavagem por 3 vezes e posteriormente a 

reação foi revelada pela adição do substrato contendo tampão citrato, cromógeno Orto-

Fenileno-Diamina (OPD) e água oxigenada por 7 minutos. Para interrupção da reação 

utilizou-se ácido sulfúrico 2N e as placas foram lidas a 492nm com o auxílio de um 

espectrofotômetro da marca SpectraMax® Plus 384 da molecular devices, 

determinando a intensidade da coloração e os níveis de anticorpos em cada grupo para o 

antígeno PGL-I. 

5.6 Coleta de amostras para extração de DNA 

  As coletas dos raspados dérmicos foram realizadas no CREDESH/HC-UFU. Os 

pacientes foram submetidos a coleta de esfregaço térmico sob a aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Uberlândia com o 

registro de nº 099/2003 e nº 499/2008. 

 Uma alíquota de cada esfregaço dérmico dos seis sítios (lóbulos das duas 

orelhas, os dois cotovelos e os dois joelhos), coletada para exame baciloscópico, foi 

depositada em um único tubo estéril contendo 800 µl de tampão de lise nuclear (TLN - 

NaCl 400mM, EDTA, pH 8,0 50 mM e Tris-HCl pH 8,0 25 mM).  

 A amostra foi processada no Laboratório de Pesquisa do Centro de Referência 

Nacional em Dermatologia Sanitária/Hanseníase (CREDSH), Hospital de Clínicas de 

Uberlândia, UFU/SUSMG.  

5.7 Extração de DNA 

Para a extração do DNA de amostras de raspado, as mesmas foram incubadas 

com SDS 10% (sodium dodecyl sulfate) 37ºC/ 1h, e posteriormente a 65ºC/ 5h em uma 

solução de Proteinase K (10 mg/mL). Após adicionado 1/3 V(µl) de NaCl sturado (6 M) 

o tubo foi agitado manualmente com vigor. Centrifugação por 15 minutos a 10.000 rpm. 

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 600 µl de etanol 

absoluto. Os tubos foram agitados e centrifugados por 15 minutos a 10.000 rpm. O 

etanol absoluto foi descartado e adicionado 600 µl de etanol 70%, invertendo-se os 

tubos diversas vezes para lavar o pellet. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 

10.000 rpm e o sobrenadante desprezado. Repetiu-se a lavagem com etanol 70% mais 

uma vez. 



44 
 

O pellet enriquecido em DNA foi dissolvido em 30 uL de tampão de eluição 

(Tris HCl 10mM; EDTA 0,1mM) e estocados a -20 ºC até a hora do uso. 

A concentração e a qualidade do DNA precisa ser determinada em eletroforese 

por meio da razão 260/280 nm (onde o comprimento de onda de 260 nm quantifica o 

DNA e 280 nm quantifica o contaminante proteíco) em espectrofotômetro NanoDrop 

2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific), e amostras com pureza ideal 

(~1,8) foram selecionadas. 

5.8 Reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (qPCR) 

Para a detecção do DNA de M. leprae em amostras, um par de iniciadores na 

concentração de 10 µM cada; (forward: 5’-GCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCA-

3’ e reverse: 5’-CGCTAGAAGGTTGCCGTATGTGC-3’), e 5 µM de sonda taqman® 

VIC-TCGATGATCCGGCCGTCGGCG-TAMRA,  tendo como alvo a região gênica 

RLEP3 (X17153) do genoma do M. leprae, foi utilizado para amplificar um fragmento 

de 70 pb, utilizando condições previamente descritas (TRUMAN et al., 2008). 

As reações foram realizadas na plataforma ABI7300 (Applied Biosystems) com o 

seguinte programa: 50ºC durante 2 minutos, 95ºC durante 10 minutos, 45 ciclos a 95ºC 

por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. O resultado foi analisado utilizando o programa 

7300 System SDS Software vs. 1.4. 

5.9 Análise Quantitativa (qPCR) 

Para realizar a análise do qPCR, foi utilizado curva padrão com pelo menos 10 

pontos de diluições seriadas do produto de PCR de sequência com 819 pb da região 

RLEP3 de M. leprae. O software SDS 7300 (Applied Biosystems) forneceu o melhor 

ajuste entre os pontos, calculando a regressão linear e fornecendo o R-quadrado (R2), o 

slope (inclinação da curva) e o y-intercept. O R2 mede o quão próximo é o ajuste entre a 

regressão linear da curva padrão e os valores individuais de cycle-threshold (Ct) das 

amostras padrão. O slope indica a eficiência da amplificação para o ensaio (um valor de 

3,32 representa 100% de eficiência), e o y-intercept indica o valor esperado Ct para uma 

amostra com quantidade 1. Utilizando-se o slope pode se calcular a eficiência de cada 

reação, por meio da fórmula: E= 10 (-1/slope) -1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2014). 

5.10 Preparo dos metabólitos 

Para a análise do metaboloma do soro foram utilizadas 118 amostras, sendo 42 
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PB, 39 MB e 37 do grupo controle. Para a extração dos metabólitos foram adicionados 

100 µL de amostra (Soro) em 1000 µL de metanol grau espectroscópicos e incubados 

por 4 h a -80 ºC. Em seguida, a solução foi centrifugada por 15 minutos, a 13000 g, e o 

sobrenadante transferido para um microtubo; o qual foi submetido à concentração em 

uma centrífuga concentradora a vácuo e, posteriormente, liofilização. O armazenamento 

do material foi feito a -80 ºC até o momento das análises. 

5.11 Metabolômica por MS 

As análises metabolômicas foram realizadas em um sistema de high-

performance liquid chromatography (HPLC) (Infinity 1260, Agilent) acoplado a um 

espectrômetro de massas de alta resolução do tipo quadrupolo-tempo-de-vôo (Q-TOF - 

quadrupole time-of-flight) (6520 B, Agilent) com eletroctrospray (ESI) por injeção em 

fluxo. As amostras foram ressuspendidas em 500 µL de metanol grau espectroscópica e 

filtradas em filtro de ponta de seringa com poro de 0,22 µm. O volume de injeção das 

amostras foi de 10 µL. Os parâmetros cromatográficos foram: 0,2 mL.min–1 de fluxo 

constante da fase móvel com a composição de 90 % metanol e 10 % de água acidificada 

com ácido fórmico (0,1 %). Os parâmetros de ionização foram: pressão do nebulizador 

de 20psi, gás secante a 8 L.min–1, temperatura de 220 ºC e energia de 4,5 kVa aplicada 

no capilar. Os dados foram adquiridos nos modos de ionização positivo e negativo e 

cada amostra de soro foi injetada 3 vezes. 

5.12 Análise estatística do metaboloma 

Os espectros de massas foram submetidos ao software Mass Profiler 

Professional (Agilent) para alinhamento, normalização, teste de significância, fold 

change e análise multivariada. Os metabólitos foram filtrados utilizando abundância 

absoluta mínima de 5.000 contagens, frequência de 50% e 75% (apenas os compostos 

encontrados em 50% e 75% das amostras biológicas dentro de pelo menos um grupo 

foram considerados), p < 0,05 e fold change > 2. 

Os dados foram transformados em escala de log2 e a abundância dos 

metabólitos foi analisada usando o teste ANOVA, com p < 0,05 como critério de 

significância. Para identificar a diferença significativa entre os grupos foi utilizado o 

teste post hoc Tukey. 

Para identificação dos metabólitos diferencialmente expressos entre os grupos, 
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os metabólitos foram injetados por infusão direta no mesmo espectrômetro de massas 

citado anteriormente, Q-TOF 6520 B Agilent. As amostras foram solubilizadas em 

metanol/água (4:1) e introduzidas diretamente no espectrômetro de massas utilizando 

uma seringa (100,0 μL), adaptada a uma bomba de infusão direta, com fluxo de 200,0 

μL.h -1, sob as mesmas condições de ionização citadas acima. A identificação dos 

compostos foi realizada utilizando a massa de alta resolução (considerando o erro com a 

massa exata menores que 10 ppm), e os espectros de fragmentação (MS/MS), 

comparando com os bancos de dados Human Metabolome Database (HMDB) e 

MassBank of North America (MoNA). 

5.14 Algoritmos de classificação 

 Os metabólitos encontrados por LC-MS também foram analisados por meio de 

técnicas de Aprendizado de Máquina (AM), utilizando os algoritmos J48 ou C4.5 

(SALZBERG, 1994) e Random Forest (RF) (BREIMAN, 2001). Ambos os algoritmos 

são métodos baseados em árvores de decisão, que contém ramificações, nós e folhas. 

Nessas árvores, as amostras são distribuídas nos grupos fenotípicos por meio de um 

conjunto de regras de decisão, que nesse caso são os valores médios de m/z (os nós) e 

intensidade dos metabólitos. 

Enquanto o J48 gera apenas uma árvore, o RF gera randomicamente centenas de 

árvores variando os atributos (m/z) utilizados para dividir as árvores enquanto essas são 

construídas, resultando então em uma floresta de árvores de decisão. O consenso de 

classificação dessas várias árvores de decisão é utilizado para gerar médias estatísticas 

sobre o desempenho do preditor final. Geralmente são árvores extensas (muitas folhas e 

nós), difíceis de serem lidas por humanos, mas facilmente processadas por computador. 

Foi utilizado o pacote de software Weka, uma biblioteca de algoritmos de 

aprendizado de máquina escrita na linguagem Java, com dezenas funções de 

aprendizado de máquina incluindo o J48 e o RF, bem como um algoritmo 

CfsSubsetEval para determinar quais metabólitos possuem maior correlação com a 

classificação dos dados de treinamento. Para a execução dos algoritmos do software 

Weka foram utilizados os parâmetros padronizados pela própria biblioteca. A validação 

cruzada (VC) foi utilizada para estimar a taxa de erro esperado pelos preditores para 

dados não utilizados no treinamento. Com a VC, as observações foram divididas em 10 

partes de tamanhos aproximadamente iguais para o treinamento, sendo uma parte 
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reservada para teste e as outras nove como treinamento. O processo foi repetido 10 

vezes, de forma que cada parte foi utilizada como teste uma vez. O valor médio dos 

erros obtidos nos 10 testes da VC foi computado como o erro médio do modelo 

treinado, ou seja, as quantias obtidas pela soma dos elementos fora da diagonal principal 

da matriz de confusão gerada ao término de cada treinamento. 

5.15 Análise estatística das variáveis clínicas e epidemiológicas 

 A análise estatística dos dados referentes às variáveis que caracterizaram os 

diferentes grupos, assim empregou-se o teste t de Student para amostras independentes 

(teste t não pareado) comparando as médias entre dois grupos em relação às variáveis 

selecionadas de maior importância como os marcadores antigênicos (anti-PGL-I) e o 

qPCR com auxílio do programa estatístico GraphPad Prism 8.0® (GraphPad Software 

Inc.), com p < 0,05 como critério de significância. 

  



48 
 

6. RESULTADOS 

A população desse estudo foi constituída por 2 grupos de pacientes 

diagnosticados com hanseníase e um grupo controle, não doentes. A amostra de 

pacientes doentes foi composta por indivíduos classificados operacionalmente como PB 

e com as formas clínicas T e DT; e indivíduos classificados operacionalmente como MB 

e com as formas clínicas DV e V. 

6.1 Caracterização clínica e epidemiologia 

A caracterização clínica e epidemiológica de ambos os grupos (doente e não doentes) 

pode ser observada na tabela 4. Da amostra total (118 amostras), 68.65% (81/118) eram 

indivíduos com hanseníase, sendo que o grupo composto por pacientes classificados DT 

e T (PB) foi de 35.6 % (42/118); o grupo composto por paciente classificados DV e V 

(MB) foi composto por 33.05% (39/118); o grupo controle (não doentes) foi composto 

por 31.1% (37/118) indivíduos. 

A faixa etária foi dividida em 5 estratos. As faixas etárias mais frequentes foram de 

40 a 59 anos (42 indivíduos; 35,3%) e de 60 a 79 anos (35 indivíduos; 29,4%). Na faixa 

etária entre 0 a 19 anos de idade (10.1%), 2 indivíduos eram PB (1.7%) e 10 eram 

controle (8.4%); na faixa etária entre 20 a 39 anos (21.8%), 8 indivíduos eram PB 

(6.7%), 8 MB (6.7%) e 10 eram controle (8.4%); na faixa etária entre 40 a 59 anos 

(35.3%), 16 indivíduos eram PB (13.4%), 13 MB (10.9%) e 13 controle (10.9%); na 

faixa etária entre 60 a 79 anos (29.4%), 15 indivíduos eram PB (12.6%), 16 MB 

(13.4%) e 4 controle (3.4%); na faixa etária entre 80 a 89 anos (2.5%), 1 indivíduo era 

PB ( 0.8%), 2 MB (1.7%) e 3 controle (2.5%). 

O sexo masculino foi maior na amostra total quando comparado ao feminino; sendo 

64 (54,6%), dos quais 23 indivíduos são PB, 25 MB (21.0%) e 16 controle (13.4%); e 

54 indivíduos são do sexo feminino, desses 19 são PB (16.0%), 14 MB (11.8%) e 21 

controle (17.6%) (Tabela 4). 
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Cut‐off=1.0 

 
Classificação 
Operacional 

Forma Clínica 
Sexo Faixa Etária 

Total 
Masculino Feminino 0-19 20-39 40-59 60-79 80-99 

Doentes 
PB 

T & DT (n) 23 19 2 8 16 15 1 42 
% 19,3 16,0 1,7 6,7 13,4 12,6 0,8 35,6 

MB 
DV & V(n) 25 14 0 8 13 16 2 39 
% 21,0 11,8 0,0 6,7 10,9 13,4 1,7 33.05 

Controle   
Não doente(n) 16 21 10 10 13 4 0 37 
% 13,4 17,6 8,4 8,4 10,9 3,4 0,0 31,35 

Total     64 54 12 26 42 35 3 118 
   %     54,6 45,4 10,1 21,8 35,3 29,4 2,5 100,0 

Tabela 4. Variáveis clínicas e epidemiológicas dos pacientes e controle (não doentes) conforme 
classificação operacional, forma clínica, sexo e faixa etária. 
 

6.2 Diferenças do índice ELISA anti PGL-1 entre pacientes com hanseníase e 

controles 

Foram comparados os Índices ELISA para os anticorpos anti-PGL-I em ambos 

os grupos, indivíduos doentes (PB e MB) e grupo controle, as comparações múltiplas 

das médias dos grupos nos vários momentos foram feitas utilizando o Teste de Tukey. 

De acordo com os valores de IE, foi encontrada diferença estatística significativa 

(p<0,05) na comparação entre os grupos PB versus MB (p<0,0001) e entre MB e o 

grupo controle (p<0,0001). Não houve diferença estatística entre os grupos PB e 

controle (Figura 12).  

 
 

Figura 12. Representação gráfica dos valores de Indice Elisa (IE) para anticorpos IgM anti-PGL1 de 
Mycobacterium leprae em três grupos de pacientes: Controle (não infectados); PB: paucibacilar 
(infectados com baixa carga de micobactéria) e multibacilar (infectados com alta carga de 
micobactéria). Valores de IE >= 1 foram considerados reagentes. Linha pontilhada: cut-off (IE=1). 
****p<0,0001. 
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6.3 Sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade para o ensaio qPCR baseado 

em curva padrão 

A linearidade obtida nas diferentes diluições da curva de quantificação absoluta 

demonstra a estabilidade da reação.  A curva apresentou um slope de -3,24; eficiência 

da reação de 103,54% e R² = 0,99. Esses valores demonstram que o teste oferece alta 

sensibilidade (Figura 13). 

 

Figura 13.A. Curva padrão da qPCR. 

Figura 13.B. Gráfico de amplificação da qPCR em Tempo Real. 
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A qPCR foi a que apresentou maior positividade; porém somente 22 dos 

pacientes PB tiveram resultado positivos para a metodologia. Todos os pacientes MB 

tiveram resultados positivos para a qPCR. Também foi observado neste grupo uma 

carga bacilar mais elevada em comparação ao PB. Nenhuma das amostras dos 

indivíduos controles foram positivas (Figura 14). 

 

 
Figura 14. Quantificação da carga bacilar em amostras de esfregaço dérmico de pacientes e de 
indivíduos do grupo controle.  **** P<0,0001. 
 

  Ao analisar os indicadores dos testes de diagnóstico, foi verificado que o teste de 

qPCR é uma ferramenta excelente de diagnóstico de indivíduos MB (100% de 

positividade), mas a positividade dos doentes diminui no grupo de PB (47.61%).  

Teste PB% MB % 
Controle % Sensib. Espec. Acur. Efici. VP VN 

PCR          

Positivo 47.61% (20/42) 100% (39/39) 0% (0/37) 72.8% 100% 81.4% 86.4% 100% 62.7% 

Negativo 52.39% (22/42) 0% (0/39) 100%(37/37) 

IE          

Positivo 14.28% (6/42) 100% (39/39) 0% (0/37) 55.6% 100% 69.5% 77.8% 100% 50.7% 

Negativo 85.72% (36/42) 0% (0/39) 0% (37/37) 

 
Tabela 5. Indicadores do teste diagnóstico.PB- paucibacilar. MB-multibacilar, IE- índice Elisa, VP- 
valores Preditivos Positivos e VN- valores Preditivos Negativos. 
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A sorologia ELISA anti-PGL-I apresentou uma sensibilidade de 55.6% (45/81) e  

uma especificidade de 100% (37/37) com acurácia de 69.5%. Já a qPCR, utilizada para 

quantificar os níveis de bacilo, teve os melhores indicadores em comparação ao ELISA, 

conforme mostrado na tabela 5, com sensibilidade de 72,8% (59/81), especificidade de 

100% (37/37) e acurácia de 74,97% (Tabela5). 

6.4 Análise do metaboloma do soro 

Análise de significância 

Os metabólitos do soro foram identificados por meio de MS nos modos de ionização 

negativos e positivos. Para as análises de significância e identificação dos compostos, 

seguiu-se somente com os dados provenientes dos espectros de massas obtidos no modo 

de ionização positivo. Após o processamento dos dados adquiridos, foram encontrados 

1.280 compostos no soro das amostras. 

Na primeira análise foi utilizado o filtro de frequência de 75% e aplicado um filtro de 

abundância (1.0E4). Dos 1280 metabólitos, 98 foram diferentemente expressos 

significativamente entre os grupos (valor de p <0,05). Nesta análise, 20 metabólitos 

foram diferencialmente expressos entre os grupos MB vs PB. 

Em uma segunda análise utilizou-se o filtro de frequência de 100% e aplicado um 

filtro de abundância (1.0E4). Dos 1280 metabólitos, 14 metabólitos foram 

diferentemente expressos significativamente entre os grupos (valor de p <0,05) (Tabela 

6). 

 

S. No. 

(a) Metabólito 

ou m/z 
p (Corr) 

Log FC 

(Controle vs 

Paucibacilar) 

Log FC 

(Controle vs 

Multibacilar) 

Log FC 

(Paucibacilar vs Multibacilar) 

1. 287.277 

0 21,531282 21,531282 0 

2. 287.2831 

5,34E-12 16,529676 12,5100155 -4,019661 

3. 315.3082 

0 20,478783 19,973553 -0,50522965 

4. 148.0162 

4,29E-09 9,557352 15,107552 5,5501995 

5. 402.2189 

5,11E-19 19,231655 16,96394 -2,267716 

6. 521.3507 

5,37E-17 -14,041386 -13,053219 0,9881668 

7. 333.1639 

4,88E-09 -9,072563 -10,809572 -1,737009 

8. 270.257 

0 -21,661545 -20,820747 0,8407974 

9. 337.3363 

0 -20,461102 -21,437302 -0,9762001 

10. 296.2729 

0 -21,60703 -21,62972 -0,02268982 

11. 298.289 

0 -20,918058 -20,12171 0,7963486 

12. 535.1605 

1,04E-26 -16,32299 -21,039637 -4,716646 

13. 609.1801 

6,15E-29 -18,642426 -22,938702 -4,296276 

14. 702.570 

1,91E-23 -7,276098 -20,327116 -13,051018 

 
Tabela 6. Lista dos 14 metabólitos diferencialmente expressos no soro de pacientes MB, PB e controle. 
Filtro de frequência: 100%. FC = fold change. Valor de p <0,05. 
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Teste de significância e Fold Change 

O pós-teste Tukey possibilitou identificar entre quais grupos esses metabólitos 

estavam alterados (Tabela 7). Dentre esses 14 metabólitos, todos foram responsáveis 

pelas diferenças do grupo PB e controle. Da mesma forma, 14 metabólitos foram 

expressos de forma distinta entre o grupo MB e controle; e 4 metabólitos 

diferencialmente expressos foram responsáveis pela diferença entre o grupo PB e MB. 

Dentre os 4 metabólitos que diferenciam os grupos PB e MB, um (massa~148) é regulado 

positivamente em relação ao grupo controle e 3 são regulados negativamente (massa ~ 

535,609 e 702). 

 

Grupo Paucibacilar Controle Multibacilar 

Paucibacilar 14 0 10 

Controle 14 14 0 

Multibacilar 4 14 14 

Tabela 7.  Matriz dos metabólitos do soro gerada após o teste Tukey. Os metabólitos que foram 
significativamente diferentes estão apresentados nos retângulos brancos, enquanto os que não foram 
diferentes estão apresentados nos retângulos cinza escuro. Em preto está o número total de metabólitos 
analisados. 
 

Mapa de calor (heat map) dos metabólitos diferencialmente expressos  

O mapa de calor da metabolômica do LC-MS, considerando os indivíduos 

separadamente,  mostra os 14 principais metabólitos diferencialmente expressos (Figura 

15). Para permitir a comparação dos dados obtidos a partir de LC-MS, a abundância de 

metabólitos foi normalizada. O código de cores indica a abundância de metabólitos. As 

linhas no mapa de calor representam a abundância relativa de metabólitos nas amostras 

individuais de cada grupo controle, PB e MB. Cada metabólito é indicado na coluna do lado 

direito da figura. Cada coluna corresponde às amostras individuais dos pacientes. Os 

resultados mostram claramente que o perfil do grupo de controle é significativamente 

diferente dos outros dois, pois os metabólitos significativamente diferenciados são 

comparativamente maiores na hanseníase. Os metabólitos significativamente diminuídos 

foram exibidos em verde, enquanto os metabólitos significativamente aumentados foram 

exibidos em vermelho. O brilho de cada cor correspondeu a magnitude da diferença quando 

comparada com o valor médio. 
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Figura 15. Heat map mostrando a intensidade normalizada dos metabólitos significantes dos 3 grupos (PB, 
MB e controle). A quantidade de cada metabólito em amostras individuais é expressa como valor relativo 
obtido pelo método de auto escala sendo representada pelo esquema de cores em que vermelho e verde 
indicam altas e baixas concentrações de metabólitos, respectivamente. 
 

Outro Heat map foi feito utilizando a média de intensidade normalizada dos 

metabólitos significantes dos 3 grupos (PB, MB e controle). As linhas no mapa de calor 

representam a média de abundância relativa de metabólitos de cada grupo: controle, PB e 

MB. Cada metabólito é indicado na linha do lado direito da figura e cada coluna 

corresponde as médias do grupo (Figura 16). Os metabólitos regulados positivamente são 

mostrados na cor vermelha, enquanto os metabólitos regulados negativamente são 

apresentados na cor verde. 
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Figura 16. Heat map mostrando a média intensidade normalizada dos metabólitos significantes dos 3 grupos 
(PB, MB e controle). A quantidade de cada metabólito em amostras individuais é expressa como valor relativo 
obtido pelo método de auto escala sendo representada pelo esquema de cores em que vermelho e verde 
indicam altas e baixas concentrações de metabólitos, respectivamente.  

 

Os dados provenientes da análise do metaboloma também foram analisados por 

outros algoritmos de classificação, utilizando todas as replicatas de cada amostra. A 

aplicação do algoritmo J48 nos dados de metabolômica do soro, gerou uma árvore de 

decisão com 6 atributos, que nessa análise corresponde aos metabólitos que foram 

testados quanto ao valor de intensidade representado nos ramos. Foram geradas 7 folhas 

representadas por retângulos coloridos no final de cada ramo, indicando os grupos 

fenotípicos (Figura 17). 
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Figura 17. Modelo de predição por J48. Árvore de decisão gerada a partir da análise dos dados do soro 
pelo algoritmo J48. 
 

A árvore de decisão obteve precisão de 98.71 %, com estatística kappa 0,9807; 

erro absoluto 0,0548 e raiz do erro médio quadrático 0,1149, resultando na matriz de 

classificação representada na Figura 17. A matriz de confusão obtida pelo J48, mostra 

que o algoritmo classificou todas as 78 instâncias provenientes do grupo MB 

corretamente, sendo o melhor grupo classificado pelo algoritmo. Ao analisar o grupo 

PB, o algoritmo classificou 7 casos incorretamente, classificando 1 como MB e 6 como 

controle.  Já a análise do grupo controle, foram classificados incorretamente 6 dos 72 

casos, classificando-os como PB (Tabela 8).  

 

 Multibacilar Paucibacilar Controle 

Multibacilar 78 0 0 

Paucibacilar 1 77 6 

Controle 0 6 66 

Tabela 8. Matriz de confusão do modelo J48 das amostras de soro comparando os três grupos (MB, PB e 
controle). 
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Ao utilizar o algoritmo CfsSubsetEval para determinar os metabólitos mais 

significativos, a análise retornou 25 metabólitos do conjunto de dados negativos. Foi 

possível selecionar os metabólitos que possuem alta relação com o resultado da 

classificação e fraca dependência entre os demais metabólitos. Assim, foram 

selecionados e utilizados para construir as árvores de decisão do algoritmo Random 

Forest.  

Essas árvores de decisão são grandes, dificultando suas análises e reproduzidas 

por humanos como as resultantes do algoritmo J48, mas são facilmente processadas por 

computador. A partir dos 25 metabólitos selecionados no soro, foram geradas as árvores 

de decisão utilizando o algoritmo Random Forest, sendo usado como resultado a média 

dessas árvores.  

A matriz de confusão obtida pelo RF mostra que de 78 instâncias provenientes 

do grupo MB, o algoritmo classificou apenas 1 incorretamente como grupo PB, sendo 

classificado como melhor grupo pelo algoritmo. Ao analisar o grupo PB, o algoritmo 

classificou 2 casos incorretamente, classificando 1 como MB e outro como controle.  Já 

a análise do grupo controle classificou todos os casos de forma correta. Dessa forma, 

por meio desse algoritmo foi possível classificar os fenótipos com uma excelente 

precisão, de 98,62 %, estatística kappa 0,9816, erro absoluto 0,0913 e raiz do erro 

médio quadrático 0,1407 (Tabela 9). 

 

 Multibacilar Paucibacilar Controle 

Multibacilar 77 1 0 

Paucibacilar 1 82 1 

Controle 0 0 72 

Tabela 9. Matriz de confusão gerada a partir da análise dos dados do soro pelo algoritmo Random 
Forest. 
 

Os valores massa/carga (m/z) dos metabólitos selecionados para a classificação 

utilizando o Random Forest serão incluídos em uma plataforma online de fácil acesso, 

que será aprimorada para a validação do método. Dessa forma, após realizar o teste de 

metabolômica para novas amostras, os dados extraídos serão submetidos a essa 

plataforma, e de acordo com os valores estabelecidos pelo algoritmo os pacientes serão 

classificados em não doentes e doentes (PB e MB). 
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Por último, foi utilizado os dados do arquivo de treinamento do Random Forest 

para gerar um Heat map de todas as amostras (eixo Y) contra todos os 25 metabólitos 

(eixo X). O cluster hierárquico presente no Heat map caracteriza a maior parte das 

amostras nas três classes da hanseníase que estamos analisando, sendo possível perceber 

a intensidade do sinal dos metabólitos nas classes da hanseníase (Figura 18). 
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Figura 18. Heat map utilizando os 25 metabólitos expressos diferencialmente pelo Random Forest. 
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7. DISCUSSÃO 

 

A hanseníase é uma doença infecto-contagiosa crônica, manifestada 

principalmente através de sinais e sintomas dermatoneurológicos como: lesões na pele e 

nos nervos periféricos, principalmente nas mãos e pés, dando-lhe um grande potencial 

para provocar incapacidades físicas que podem de modo inclusivo evoluir para 

deformidades. As incapacidades físicas na hanseníase têm grande impacto 

socioeconômico, contribuindo para o estigma e isolamento social determinados pela 

doença. Por isso mesmo, ratifica-se que a detecção precoce e o tratamento adequado são 

abordagens importantes para a descontinuidade da transmissão da doença (GARBINO 

et al., 2013; PIRIS; LOBO; MOSCHELLA, 2010). 

As restrições ao se usar um sistema puramente clínico à classificação de 

pacientes com hanseníase sem considerar exames laboratoriais, podem levar a condutas 

inapropriadas nos tratamentos destes, de modo que, alguns podem usar drogas 

potencialmente tóxicas indevidamente e outros adotarem esquemas terapêuticos 

ineficazes, expondo a comunidade a uma fonte de infecção e mantendo a transmissão da 

doença (CRIPPA et al., 2004; CROFT et al., 1998). Esforços têm sido feitos para 

desenvolver metodologias de diagnóstico e de compreensão da fisiopatologia da doença. 

Neste cenário, este estudo apresenta metabólitos diferencialmente expressos no soro de 

pacientes com hanseníase que podem se tornar essenciais na busca de biomarcadores 

para serem usados no diagnóstico precoce, alvos terapêuticos e acompanhamento do 

tratamento na hanseníase. 

No perfil epidemiológico do estudo, foi possível observar o predomínio da 

hanseníase no sexo masculino (57,6%) em relação ao sexo feminino (45,4%). Estudos 

anteriores demonstraram essa predominância do sexo masculino. Brito et. al., (2014), 

demonstrou que em 2010, dos 761 casos notificados de hanseníase, 396 casos (52%) 

eram do sexo masculino. Em outro estudo com 1.072 casos de hanseníase, envolvendo 

indivíduos maiores que 15 anos de idade, demonstrou a predominância do gênero 

masculino (51%) numa população com predominância de mulheres (GROSSI et al., 

2008). Segundo autores, o aumento da predominância de casos no sexo masculino pode 

ser explicado pelo fato destes apresentarem uma exposição maior a ambientes de risco, 

além do fato dos homens apresentarem menor preocupação em relação a estética, o que 

acaba dificultando o diagnóstico (BRITO et al., 2015; FERREIRA; ALVAREZ, 2005; 
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MELÃO et al., 2011). Outro autor evidencia que no nível subclínico no sexo feminino, 

pode haver uma resposta imune mais efetiva contra a infecção por M. leprae. 

(OPROMOLLA, 2000). 

Com relação aos dados relacionados à faixa etária, verificamos que 68 

indivíduos (37.7%) tinham idade entre 20 e 59 anos, o que permite pressupor que a 

faixa economicamente ativa é a mais afetada pela infecção por M. leprae.  Miranzi et al. 

(2010), afirmaram que pode haver prejuízos para a economia da região afetada; uma vez 

que essa população economicamente ativa pode desenvolver múltiplas incapacidades 

físicas, como deformidades, reações hansênicas e, por fim, a exclusão do mercado de 

trabalho, portanto gerando um grande prejuízo social. Outros estudos corroboram esses 

achados (BRITO et al., 2015; LANZA et al., 2012; MIRANZI; PEREIRA; NUNES, 

2010; WENGER et al., 2005). 

Atualmente, as principais aplicações da sorologia anti-PGL-I são para auxiliar na 

CO dos pacientes com hanseníase (aliada aos critérios clínicos) e identificar contatos de 

alto risco de desenvolvimento de hanseníase (GOULART et al., 2008). Em nosso 

estudo, os níveis de IE anti-PGL-I foram maiores no grupo de MB quando comparado 

ao grupo PB. Outros estudos sobre sorodiagnóstico da hanseníase, enfatizam essa 

predominância da soropositividade anti-PGL-I em indivíduos com hanseníase MB, 

confirmando que a titulação dos anticorpos (IgM) é diretamente proporcional à carga 

bacilar (BENJAK et al., 2018; FABRI et al., 2015; NAVES et al., 2009; PARKASH et 

al., 2006). Outros estudos demonstram que a repetição do teste de ELISA pode ser uma 

ferramenta adicional para medir a eficácia do tratamento de pacientes MB (MOET et 

al., 2008; OSKAM; SLIM; BÜHRER-SÉKULA, 2003). Estudos tem demonstrado que 

os resultados da sorologia anti-PGL-I podem ser úteis para a diferenciação de pacientes 

MB/PB e podem contribuir para decisões terapêuticas adequadas (DE MOURA et al., 

2008). 

A sorologia para detecção de anticorpos IgM específicos para o PGL-I, 

representa o teste sorológico mais bem avaliado e padronizado para hanseníase. 

Contudo, o nível de anticorpos em pacientes PB pode ser muito baixo ou indetectável, 

fazendo a sorologia anti-PGL-I ter utilidade limitada nesses pacientes (LOBATO et al., 

2011; MOURA et al., 2014; SPENCER; BRENNAN, 2011). É importante destacar que 

a sorologia anti-PGL-I não permite distinguir entre infecção antiga ou recente e não 

deve ser utilizada de forma isolada como ferramenta de diagnóstico. Estudos 

demonstraram que em geral, os resultados da sorologia anti-PGL-I refletem a carga 
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bacilar do paciente: onde pacientes MB apresentam alta taxa de soropositividade (70-

90%), enquanto apenas uma minoria dos pacientes PB (15-40%) tem sorologia positiva 

(DE MOURA et al., 2008; OSKAM; SLIM; BÜHRER-SÉKULA, 2003; VAN HOOIJ 

et al., 2018). 

Os testes para diagnóstico de indivíduos sintomáticos em contextos epidêmicos 

devem apresentar sensibilidade e a especificidade alta (> 99%), pois um resultado falso 

negativo particularmente pode resultar em uma alta taxa de morbimortalidade, além de 

aumentar a transmissão e o risco de perpetuação da doença (CROFT et al., 1998). O 

qPCR em tempo real é uma plataforma de análise altamente sensível que oferece alta 

especificidade de detecção em comparação com outras plataformas quando segue os 

parâmetros de padronização ideais (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2016). Neste 

estudo, avaliamos a carga bacilar pela técnica molecular qPCR, sendo essencial para 

rastreio dos doentes. O uso da metodologia molecular também provou ser 

particularmente útil na identificação da resistência medicamentosa do bacilo à 

medicamentos usados no tratamento da hanseníase, diagnósticos usados para distinguir 

entre processos reacionais e recidivos por análises de viabilidade do bacilo e no uso para 

diagnóstico em casos difíceis (BARBIERI et al., 2014; CAMBAU et al., 2018; E. et al., 

2002; MARTINEZ et al., 2014b). 

Nos últimos anos, métodos de PCR foram desenvolvidos para amplificar 

diferentes regiões de M. leprae, como o antígeno de 36 kDa (KAMPIRAPAP et al., 

1998), o antígeno de 18 kDa (SCOLLARD; GILLIS; WILLIAMS, 1998) ou o antígeno 

de 65 kDa (PLIKAYTIS; GELBER; SHINNICK, 1990), Ag 85B (MARTINEZ et al., 

2011), 16S rRNA (RUDEEANEKSIN et al., 2008) e sequências repetitivas (RLEP) 

(MARTINEZ et al., 2009). Outros estudos mostraram a excelente sensibilidade em 

verificar a alta carga bacilar em pacientes MB. No entanto, quando analisaram a carga 

bacilar dos pacientes PB, pesquisadores encontraram intervalos de sensibilidade da 

qPCR de 34% –80% (KRAMME et al., 2004; MARTINEZ et al., 2014a; 

RUDEEANEKSIN et al., 2008; SILVA et al., 2013). Em concordância aos estudos 

mencionados anteriormente, nosso trabalho mostrou uma alta sensibilidade na detecção 

do bacilo nos pacientes MB. Analisando a sensibilidade em pacientes PB foi 

demonstrado que o qPCR tem uma sensibilidade boa em comparação a sensibilidade do 

ELISA. Podemos considerar o teste molecular um passo à frente para o diagnóstico da 

hanseníase no estágio inicial. Isso demonstra que na prática clínica, a detecção do M. 

leprae por qPCR em pacientes PB com carga bacilar negativa ou baixa, seria de grande 
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valor para limitar a subjetividade no diagnóstico da hanseníase PB. Porém, ainda está 

longe de ser uma ferramenta utilizada como padrão-ouro no diagnóstico da hanseníase. 

Embora essa tecnologia esteja se tornando acessível e rápida, a infra-estrutura como 

equipamentos e profissionais treinados ainda é uma barreira a melhorar para a 

implementação de qPCR em ambientes com recursos limitados (BARBIERI et al., 

2019; KRAMME et al., 2004; MARQUES et al., 2018). 

Diante do importante papel do diagnóstico nas fases clínicas iniciais, o presente 

estudo propôs investigar biomarcadores metabolômicos clinicamente úteis, que podem 

permitir a detecção precoce da doença se tornando uma ferramenta crucial para evitar a 

transmissão e lesões neurais incapacitantes, alcançando a meta de um mundo sem 

hanseníase. 

A análise do metaboloma dos fluídos corporais está evoluindo rapidamente, 

fornecendo uma base tecnológica para a descoberta abrangente de vários biomarcadores 

associada a doenças (BANALES et al., 2019; JACOBS et al., 2019; MAYBORODA et 

al., 2016; VAN HOOIJ et al., 2019). Metabólitos fornecem uma impressão bioquímica 

dos eventos que ocorrem nas células e no corpo como um todo. As assinaturas geradas 

por perfis metabólicos associados a doenças podem ser exploradas como correlatos de 

doença, proteção ou eficácia do tratamento (BOLLARD et al., 2005; MAYBORODA et 

al., 2016; SPENCER et al., 2012). 

Como já citado, a metabolômica é uma ótima ferramenta para estudar essa 

doença na busca de novos biomarcadores e no entendimento da patofisiologia da 

hanseníase; uma vez que os metabólitos são extremamente sensíveis a alterações na 

resposta celular (MAYBORODA et al., 2016; PACCHIAROTTA; DEELDER; 

MAYBORODA, 2012). Além disso, pelo metaboloma é possível identificar respostas 

celulares a exposições anteriores, o que torna essas pequenas moléculas mais proximais 

dos processos da doença (SETHI et al., 2017).   

A análise metabolômica dos pacientes com hanseníase classificados de acordo 

com critérios clínicos permitiu identificar mudanças no perfil metabólico deles. Neste 

estudo, foram identificados 14 metabólitos diferencialmente expressos entre esses 

grupos, sendo que alguns estavam superexpressos e outros subexpressos. Esses 14 

metabólitos foram responsáveis pelas diferenças do grupo PB e controle. Da mesma 

forma, os 14 metabólitos foram expressos de forma distinta entre o grupo MB e 

controle; 4 metabólitos diferencialmente expressos foram responsáveis pela diferença 

entre o grupo PB e MB. Esses metabólitos devem ser mais bem estudados, uma vez que 
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podem ser estabelecidos como biomarcadores não só para classificar as formas clínicas, 

mas também para avaliar a progressão da doença ou serem utilizados como alvos 

terapêuticos. 

A metabolômica tem proporcionado um aumento na compreensão em nível 

molecular de diversas patologias. Inúmeras são as áreas de aplicações clínicas e o 

número de publicações relacionadas ao tema que vem crescendo a cada dia, 

especialmente no que tange à detecção de biomarcadores (ANDREAS et al., 2020; CHO 

et al., 2020; DUTTA et al., 2020; LAU et al., 2015; MAMAS et al., 2011). A 

importância na descoberta de biomarcadores foi evidenciada na revisão de Mass et. al., 

(2011), onde ele discute a aplicação da metabolômica na descoberta e aplicação de 

biomarcadores no diagnóstico e tratamento de erros inatos do metabolismo, doenças 

cardiovasculares e câncer. Outro importante estudo foi realizado por Lau et.al., (2015), 

onde eles estudaram perfil do metaboloma de amostras de plasma para identificar 

biomarcadores potenciais para o diagnóstico de Tuberculose. Eles compararam os perfis 

do metaboloma do plasma de pacientes com Tuberculose, de pacientes com Pneumonia 

adquirida na comunidade e controles sem infecção ativa usando MS, revelando novos 

biomarcadores para diagnóstico. 

A ferramenta da metabolômica também pode ser usada no desenvolvimento de 

novos tratamentos (MASTRANGELO et al., 2015). Mastrangello et. al., (2015) 

publicou uma revisão onde ele mostra a importância dos efeitos das drogas no 

metaboloma. Autores descreveram a importância da metabolômica e 

farmacometabolômica para monitorar a cinética alterada e descobrir biomarcadores 

metabólicos durante a intervenção terapêutica, ajudando na compreensão e redução nas 

variações farmacocinéticas de medicamentos em pacientes com câncer, como um passo 

em frente na direção da medicina personalizada (ABOEL DAHAB et al., 2016). 

A via metabólica celular na relação parasita/hospedeiro consiste em uma rede de 

proteínas, genes em interação e reações metabólicas que são controladas por estruturas 

regulatórias intrincadas. A infecção por M. leprae também resulta alterações 

metabólicas importantes (LAU et al., 2015; MIRSAEIDI et al., 2015; VAN HOOIJ et 

al., 2019). Infelizmente, a maioria dos estudos em relação à doença não explora a 

metabolômica. A maior parte das pesquisas para entendimento da hanseníase, tem como 

objetivo compreender a relação de manifestações clínicas utilizando técnicas 

moleculares e imunológicas, como a expressão gênica e/ou resposta imune utilizando 
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técnicas como PCR e ELISA (BANALES et al., 2019; GELLER, 2015; LAVANIA et 

al., 2018; RUMONDOR et al., 2019). 

Estratégias baseadas em metabolômica nos estudos clínicos contemporâneos, 

estão permitindo um melhor entendimento das condições fisiopatológicas e mecanismos 

de doença, bem como fornecendo metodologias inovadoras para novas abordagens 

diagnósticas e prognósticas (MASTRANGELO; BARBAS, 2017; PACCHIAROTTA; 

DEELDER; MAYBORODA, 2012; SETHI et al., 2017). Devido a esse crescimento, a 

metabolômica clínica está sendo reconhecida como uma ferramenta essencial na área da 

saúde. A medicina tem como objetivo desenvolver estratégias de prevenção de doenças 

e cuidados clínicos levando alteração individual no ambiente, estilo de vida, genética e 

fenótipo molecular. As impressões digitais metabólicas são únicas para cada indivíduo; 

quando alteradas oferecem novos caminhos para entender melhor a biologia dos 

sistemas, detectar ou identificar riscos potenciais para várias doenças (BELINATO et 

al., 2019; CLISH, 2015). Complementarmente, o fato de a metabolômica fazer uso de 

uma variedade de amostras biológicas como sangue, urina e suor, torna um aspecto 

favorável para reduzir custos e tempo de análise, facilitando a aplicação em um grande 

número amostral (DELGADO-POVEDANO et al., 2018). 

Um grande problema da metabolômica é a análise dos dados que requer modelos 

estatísticos distintos dos convencionais. Dessa maneira, a escolha dos métodos para 

analisar os dados é um passo fundamental. Nossos dados da metabolômica foram 

aplicados a métodos de árvore de decisão, como o J48 e o RF. O algoritmo RF é um 

modelo robusto para examinar dados discrepantes, pois ele produz uma avaliação 

imparcial da distribuição de erro generalizada (GROMSKI et al., 2015). Outro ponto 

positivo é que esse modelo funciona de forma eficaz se alguns dados estiverem 

ausentes, o que auxilia na análise já que normalmente não se sabe a origem da ausência 

devido à quantidade de dados (KOKLA et al., 2019; WEBB-ROBERTSON et al., 

2015).  De fato, a aplicação do RF nos dados de metabolômica obtidos nesse trabalho, 

resultou em melhor acurácia para discriminação dos grupos analisados em relação ao 

J48. O RF foi capaz de separar os grupos com acurácia excelente de 98,62 % no soro 

com erro absoluto extremamente baixo. Dentre os algoritmos de classificação aplicados 

no estudo, o RF foi o mais eficiente para separar os 3 grupos. Porém, é interessante 

salientar que apesar dos algoritmos apresentarem resultados de acurácia diferentes, 

todos foram eficientes em diferenciar o grupo controle dos demais grupos. 
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 Até agora, os perfis dos metabólitos na hanseníase só foram explorados por 

metodologias que não foram capazes de diferenciar adequadamente as formas clínicas 

da doença. Essas técnicas tornam-se limitadas em termos de rendimento da amostra, 

sensibilidade à detecção da doença e precisão de identificação dos compostos 

(MAYBORODA et al., 2016; SILVA et al., 2013). Metabólitos que modulam a 

imunidade favorecendo ou prejudicando a micobactéria sobrevivência foram descritos 

na literatura. Esses estudos incluem colesterol (derivado de HDL ou LDL) e 

triglicerídeos (CRUZ et al., 2008). Em outro estudo a análise metabolômica não 

direcionada foi capaz de identificar uma coorte de pacientes com hanseníase por seus 

índices bacterianos. A metabolômica foi capaz de distinguir aqueles com um índice 

baciloscópio menor que 1 daqueles com índice bacteriano maior que 4. A metabolômica 

do soro também mostrou aumentos nos metabólitos, como ácidos graxos 

poliinsaturados, ácido eicosapentaenóico e ácido docosahexaenóico, em pacientes 

virchovianos (AL-MUBARAK et al., 2011).  

Nos últimos anos, estudos metabolômicos foram conduzidos para obter novos 

conhecimentos biológicos sobre a patogênese. Poucos trabalhos foram feitos sobre a 

hanseníase e os metabolitos descobertos esses metabólitos não foram usados como uma 

ferramenta de diagnóstico ou como um alvo de tratamento (MIRSAEIDI et al., 2015). 

Usando uma abordagem metabolômica baseada em espectrometria de massa, fomos 

capazes de descobrir vários metabólitos no soro com níveis diferenciais em grupos de 

pacientes. Neste estudo, foram identificados 14 metabólitos diferencialmente expressos 

entre os grupos, 4 metabólitos foram expressos apenas no grupo paucibacilar. Focamos 

exclusivamente na identificação de compostos com níveis diferenciais de metabólitos 

em pacientes PB e MB. A impressão digital metabolômica que identificamos pode 

lançar luz permitindo o objetivo final de melhorar os diagnósticos, proporcionar opções 

de tratamento e criar uma compreensão da patogênese da hanseníase. 
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8. CONCLUSÃO 

Em virtude do que foi exposto, esse estudo mostrou que, por meio da análise 

metabolômica de soro foi possível identificar metabólitos capazes de diferenciar os 3 

grupos (pacientes controle e pacientes PB e MB). Nossos resultados permitirão estudos 

adicionais para abordar os metabólitos de funções biológicas, como aqueles que podem 

determinar o estabelecimento da doença. Além disso, uma maior compreensão dos 

perfis metabólicos de pacientes com hanseníase resultará na descoberta de 

biomarcadores para detectar infecções iniciais; uma área que urgentemente precisa de 

atenção dada à falta de sensibilidade das abordagens diagnósticas atualmente utilizadas 

nos primeiros estágios clínicos. 

Os esforços futuros devem se concentrar na identificação e purificação dos 

principais metabólitos e investigação aprofundada de suas funções. Essas informações 

são extremamente importantes para complementar a compreensão fisiopatológica da 

doença. Da mesma forma, os metabólitos serão validados em uma população maior. Em 

conclusão, o sistema de classificação RF será aprimorado para que a plataforma online 

seja didática, e por fim, uma população externa deve ser utilizada para validação.  
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