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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 
CARACTERIZAÇÃO FENOTÍPICA E FUNCIONAL DE SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS T 

REGULADORES (TREG) NA REAÇÃO TIPO 2 (ENL) DA HANSENÍASE 
 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Katherine Kelda Gomes de Castro 

 

O Eritema Nodoso Leproso (ENL) é uma manifestação aguda e sistêmica, que ocorre de 
forma súbita, podendo ser grave e levar pacientes de hanseníase ao óbito. O episódio 
reacional é observado em cerca da metade dos pacientes multibacilares (MB), principalmente 
na forma lepromatosa polar (LL) e sua gênese pode ocorrer em qualquer momento do 
tratamento poliquimioterápico, inclusive antecedendo o mesmo. Incapacidades físicas 
associadas ao ENL são fonte de extremo sofrimento e retirada do mercado de trabalho de 
grande parte dos pacientes. No ENL ocorre progressão da resposta imune celular para um 
cenário reativo e ainda pouco compreendido. Assim, esse trabalho se propôs a caracterizar 
fenotípica e funcionalmente os linfócitos Treg CD4+ e CD8+ periféricos, tanto ex vivo, quanto 
em resposta ao M. leprae (ML), de 12 pacientes com ENL, cujos dados foram comparados 
com 8 pacientes LL e 10 voluntários sadios (VS) de área endêmica para a hanseníase, todos 
moradores do Rio de Janeiro. A frequência dessas células e sua atividade funcional foram 
avaliadas através da análise ex vivo da expressão de CTLA-4 e da determinação da 
frequência in vitro de células produtoras de TGF-β e IL-10, por citometria de fluxo 
multiparamétrica. Ademais, a produção de citocinas em sobrenadante (SN) de culturas de 
células mononucleares periféricas (PBMC) frente ao ML, através de ensaio imunoenzimático 
(ELISA). Uma redução significativa das células Treg CD4+ ex vivo foi observada nos pacientes 
com ENL (p<0,001), além do envolvimento restrito de CTLA-4 em suprimir resposta ao ML em 
todos os grupos. A análise in vitro também demonstrou a redução significativa (p<0,0001) das 
Treg CD4+ no grupo ENL, com inalteração de suas frequências mesmo após estímulo com 
ML. A avaliação da atividade funcional in vitro revelou que as Treg CD4+ produtoras de TGF-
β estão significantemente reduzidas nos pacientes com ENL em relação ao grupo LL (p<0,05), 
enquanto as Treg CD4+/IL-10+ não diferiram entre os grupos. De acordo com o estudo, as 
Treg CD8+ não estão envolvidas na gênese do ENL. Por fim, o grupo ENL apresentou níveis 
significativamente aumentados na produção de IL-6 por PBMC em comparação aos outros 
grupos, tanto em culturas não estimuladas (NE), quanto em resposta ao ML (p<0,05). O 
trabalho revelou ainda níveis mais elevados de produção de IL-17, IL-23 e IFN-γ em PBMC 
no grupo ENL em comparação ao outro grupo LL, embora sem significância. Os dados obtidos 
sugerem uma mudança transitória na regulação da resposta imune mantida por células Treg 
CD4+ no ENL, como observado na forma LL, tornando o microambiente permissivo para a 
instalação do processo reacional. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

PHENOTYPICAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF REGULATORY T CELL (TREG) 

SUBPOPULATIONS IN THE TYPE 2 REACTION (ENL) OF LEPROSY 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 
Katherine Kelda Gomes de Castro 

 

Erythema Nodosum Leprosum (ENL) is an acute and systemic manifestation, which occurs 
suddenly, can be severe and lead leprosy patients to death. Reactional episodes are observed 
among the half of multibacillary (MB) patients, mainly into the polar lepromatous (LL) form, 
beginning at any time of the multidrug therapy, and even before the treatment. Physical 
disabilities associated to ENL are the source of extreme suffering and absence from work in 
most of cases. ENL occurs in progression of the cellular immune response associated with a 
reactive and still poorly understood scenario. Thus, this work aimed to characterize phenotypic 
and functionally Treg cells CD4+ and CD8+, ex vivo and in response to M. leprae (ML), from 12 
ENL patients, which were compared to 8 LL and 10 healthy volunteers (VS) from leprosy 
endemic areas, all residents in the city of Rio de Janeiro. The functional activity and 
frequencies of these cells were evaluated by ex vivo analysis of CTLA-4 expression and the 
in vitro frequency of TGF-β and IL-10 producing cells, through multiparametric flow cytometry. 
In addition, the production of cytokines in supernatant (SN) from peripheral blood mononuclear 
cell (PBMC) cultures was investigated against ML antigens by enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). Ex vivo significant reduction of Treg CD4+ frequency was observed to ENL 
patients (p<0,001), and low implication of CTLA-4 in suppressing response was noted in all 
groups. In vitro analysis also demonstrated decrease of Treg CD4+ in the ENL group 
(p<0,0001), without change of the frequencies, even after stimulation with ML. In vitro 
functional activity evaluation revealed that the frequency of Treg CD4+ producing TGF-β were 
significantly reduced among ENL patients compared to LL (p<0,05) and Treg CD4+/ IL-10+ did 
not differ significantly between groups. According to the study, Treg CD8+ are not implicated in 
the genesis of ENL. Finally, the ENL group had significant increased IL-6 levels production by 
PBMC compared to other groups, in non-stimulated (NE) cultures and in response to ML 
(p<0,05). The study also showed increase levels of IFN-γ, IL-17 and IL-23 in PBMC from ENL 
group in comparison to LL, although not significant. These data suggest a transient change in 
the regulation of the immune response maintained by Treg CD4+ in ENL, making the 
microenvironment permissive for the installation of the reactional process. 
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1 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Características gerais  

 

A hanseníase é uma doença infecciosa de curso crônico, que afeta 

principalmente os nervos periféricos e a pele. Seu agente etiológico, o Mycobacterium 

leprae (M. leprae), infecta preferencialmente macrófagos, células de Schwann e o 

endotélio vascular (Gallo et al., 2013). A infecção pelo M. leprae leva a danos 

neurológicos que resultam em acometimento sistêmico e no aparecimento de lesões 

de pele com diminuição de sensibilidade (Scollard et al., 2006). Também é 

considerada uma doença incapacitante, uma vez que o dano neural causado pode ser 

irreversível em muitos casos (Scollard et al., 2006). De modo geral, a história natural 

da hanseníase inicia-se após a infecção pelo M. leprae de células da mucosa das vias 

aéreas superiores, quando indivíduos geneticamente suscetíveis, adquirem a doença 

e, de acordo com a resposta imune ao patógeno, desenvolvem diferentes formas 

clínicas, sendo agrupados em pauci- (PB) ou multibacilares (MB) (Gallo et al., 2013).    

 

1.2. Histórico 

 A doença acompanha a humanidade desde os tempos bíblicos, e, na 

antiguidade, como a aparência era considerada um reflexo do espírito, as 

deformidades decorrentes da hanseníase já levantavam diversos questionamentos 

sobre a origem doença, admitindo-a como uma punição ou maldição lançada pelos 

Deuses (Pinto, 1995). No velho testamento, o termo genérico “tsara'ath” em hebraico, 

caracterizava lepra, eczema, psoríase e outras enfermidades como se fossem uma 

mesma doença, e, de modo geral, provocava estigma e exclusão dos indivíduos 

acometidos da sociedade (Browne, 1975).  

 Apenas por volta do século 300 aC na Grécia, Straton, um discípulo do médico 

Erasistratos, foi o primeiro a descrever a hanseníase de baixa resistência, que foi 

denominada elefantíase graecorum. Esse termo em latim foi empregado para que 

houvesse a diferenciação da elefantíase clássica, causada pela Wuchereria bancrofti 

(Couto et al., 2017).  

 Mesmo após o reconhecimento da hanseníase por Straton, a doença ainda era 

confundida com outras enfermidades dermatológicas descamativas, principalmente 

com a psoríase. Assim, a verdadeira lepra só foi reconhecida por médicos 
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extremamente especializados na Alexandria, ao passo que em 94 dC, Areaeus fez 

uma descrição precisa com os sinais e sintomas da doença (Browne, 1975).  

 Através de estudos de genômica comparativa foi possível observar que a 

hanseníase se originou na África Oriental ou próximo ao Oriente Médio, e foi 

disseminada através das diversas migrações humanas para outros continentes, como 

pode ser observado na Figura 1 (Monot et al., 2005). Na Europa, acredita-se que a 

hanseníase foi inicialmente introduzida na Itália em 62 aC, pelos soldados de Pompeu. 

Mais tarde, com as cruzadas, a doença se espalhou amplamente no continente pelo 

deslocamento das tropas romanas (Trautman, 1984). Através da continuidade de 

estudos moleculares cada vez mais robustos, também foi possível a identificação de 

4 cepas do M. leprae predominantes nas regiões onde o patógeno é encontrado 

(Monot et al., 2005). A rota de disseminação da doença foi feita com base no achado 

de variantes muito raras no genoma do bacilo, as quais se mostraram específicas de 

determinadas regiões (Monot et al., 2005; Monot et al., 2009). Mais recentemente, 

outras comparações genômicas mostraram que não existem diferenças importantes 

entre isolados do M. leprae, especialmente entre cepas antigas e modernas, indicando 

que a variabilidade do bacilo é muito baixa (Schuenemann et al., 2013).  

Figura 1: Origem da Hanseníase e sua dispersão através das migrações humanas.  
Adaptado de Monot et al, 2005. 
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  Nos últimos 500 anos os europeus e norte-africanos levaram a hanseníase para 

as Américas (Figura 1). No Brasil a doença foi introduzida pelos colonizadores 

portugueses e disseminada pelos escravos, inicialmente no Rio de Janeiro, Salvador 

e Recife, entre o final do século XVI e início do XVII (Cunha et al., 2015). O primeiro 

caso notificado de hanseníase no Rio de Janeiro ocorreu no final do século XVII. Já 

no século XVIII, o número de doentes aumentou de forma alarmante, com mais de 

200 casos confirmados. Dessa forma, em 1741, com o objetivo de reduzir a 

disseminação da infecção, Antonio Gomes Freire de Andrade, o Conde de Bobadela, 

confinou 52 pacientes em pequenas barracas na praia, no bairro de São Cristóvão, 

caracterizando o primeiro leprosário da cidade. Após o falecimento do Conde os 

pacientes foram transferidos para uma sala em um mosteiro jesuíta ainda em São 

Cristóvão, que posteriormente se transformou em um hospital (Avelleira et al., 2014). 

 No território brasileiro, já na década de 1920, a política segregacionista aos 

pacientes com hanseníase continuava, com a instauração pelo Departamento de 

Saúde Pública de uma medida de isolamento obrigatório desses indivíduos. Em 1935 

a política de atuação para o controle da hanseníase, se baseava em três pilares 

básicos: leprosários, dispensários e preventórios. Os leprosários albergavam pessoas 

infectadas, os dispensários tratavam indivíduos que possuíam contado com doentes, 

e por fim, os preventórios mantinham os filhos de pais com a hanseníase. Esse plano 

instalou grande sofrimento emocional nos doentes e nas famílias (Maciel & Ferreira, 

2014). A partir dessa ação diversos hospitais foram criados longe dos centros 

urbanos, para manter o distanciamento dos pacientes em relação à sociedade 

(Avelleira et al., 2014).  

 Durante as primeiras quatro décadas do século XX o tratamento contra a 

hanseníase era realizado por meio de injeção intravenosa do óleo da noz 

Chaulmoogra (Hydnocarpus wightiana; Santos et al., 2008). Em 1943 o óleo foi 

substituído pela dapsona (Diamino Difenil Sulfona ou DDS) e, posteriormente, a 

combinação de DDS com Rifampicina levou ao fim da hospitalização obrigatória dos 

pacientes, fato ocorrido em 1962. Outro salto fundamental no tratamento dos doentes 

foi o estabelecimento da poliquimioterapia (PQT) em 1984, permitindo assim o 

acompanhamento ambulatorial para os indivíduos infectados (Avelleira et al., 2014).  

 Apenas no final de 1980 ocorreu o fim da internação obrigatória dos pacientes 

com hanseníase no Brasil (Avelleira et al., 2014). A partir desse marco, outras 

conquistas foram alcançadas, como a publicação da Lei nº 9.010, em 29 de março de 
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1995, que substituía o termo lepra por hanseníase, importante para amenisar o 

estigma histórico dessa doença e associar ao novo termo um prognóstico favorável 

de tratamento e cura (Brasil, 1995). E através da Lei 11.520/2007, foi garantida a 

inserção social dos pacientes que viveram nos hospitais-colônia, devido à política de 

internações compulsórias, por meio do pagamento de pensão especial aos pacientes 

ou herdeiros diretos destes cidadãos (Brasil, 2007). 

1.3. Epidemiologia 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) realiza anualmente um levantamento 

do número de casos da hanseníase em grande parte do mundo. Segundo o órgão, 

em 2016 a doença ainda afetava 143 países com 171.948 casos em tratamento (WHO, 

2017). Durante esse mesmo período foram registrados e notificados cerca de 214.789 

novos doentes, contabilizando uma prevalência de 2,9 casos a cada 100.000 

habitantes no mundo. A distribuição dos novos casos em 2016 foi bastante 

heterogênea, mas como mostrado na Figura 2, o Brasil, a Índia e a Indonésia 

continuaram sendo os países com o maior número de ocorrências notificadas (WHO, 

2017). 

Figura 2: Distribuição geográfica dos casos de hanseníase no ano de 2016.  

Fonte: WHO, 2016. 

 

 É importante ressaltar que 6% dos diagnósticos da doença realizados em 2016 

foram feitos em crianças abaixo de 15 anos. Além disso, vários pacientes já 
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apresentavam grau elevado de incapacidade e até deformidades físicas no momento 

do diagnóstico. Juntos, esses dois últimos dados indicam que o diagnóstico da 

hanseníase ainda é feito tardiamente, o que facilita a ocorrência de incapacidades e 

dificulta sua eliminação (WHO, 2017).  

 No Brasil, o cenário não é diferente de outros países endêmicos e, dos 25.218 

casos da doença registrados em 2016, 54% eram homens, 70% apresentavam as 

formas MB e 7% dos pacientes apresentavam diferentes graus de incapacidades 

decorrentes da hanseníase (WHO, 2017). Além disso, cerca de 5% dos diagnósticos 

realizados no país foram de crianças (WHO, 2017).  Em 2015, o coeficiente de 

detecção ou incidência da hanseníase em nosso país foi de 17,6 casos/100.000 

habitantes, de acordo com a distribuição geográfica da doença (MS, 2016). Como 

pode ser visto no mapa da Figura 3, a hanseníase possui distribuição heterogênea no 

Brasil. Enquanto alguns estados já atingiram a meta de baixa endemicidade e até a 

eliminação, como é o caso do Rio Grande do Sul, outros apresentam hiper 

endemicidade, especialmente aqueles das regiões Norte, Centro-Oeste e Nordeste 

(Figura 3; MS, 2016). 

 

Figura 3: Hanseníase - Coeficiente de detecção no Brasil em 2015. 
Fonte: Ministério da Saúde, 2016. 

 

 O diagnóstico precoce e o início imediato do tratamento são as medidas corretas 

para o controle global da hanseníase. Em abril de 2016 a OMS lançou o programa 

“Estratégia Global da Hanseníase 2016-2020: acelerando o desenvolvimento de um 
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mundo sem hanseníase”, plano mundial baseado em três pilares básicos: fortalecer 

ações governamentais nas coordenações de saúde e em parcerias entre estados e 

países; eliminar a doença e as complicações atreladas a ela; acabar com a 

discriminação e promover a inclusão dos pacientes na sociedade (WHO, 2017). 

 

1.4. Mycobacterium leprae 

 

 A descoberta do M. leprae ou bacilo de Hansen mudou o rumo da pesquisa 

científica em hanseníase, pois, pela primeira vez, foi atribuido a um patógeno a origem 

de uma doença humana (Couto et al., 2017). O M. leprae é um patógeno intracelular 

obrigatório que possui infectividade alta e patogenicidade baixa. Como 

microorganismo gram-positivo, é álcool-ácido resistente quando corado pela técnica 

de Ziehl-Neelsen e mede de 1-8m de comprimento e 0,3m de diâmetro (Figura 4). 

Possui período de incubação de 2 a 7 anos e apresenta tropismo para regiões 

corpóreas com temperaturas abaixo de 30C (Scollard et al., 2006).  
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Figura 4: Mycobacterium leprae. (A) M. leprae 
retirado de coxim plantar de camundongo “nude”, 
purificado e corado pelo método de Kinyoun 
(cortesia Dr. Flávio Lara, FIOCRUZ). (B) 
Fotomicrografia de lesão de pele de paciente 
multibacilar com inúmeros bacilos no interior do 
citoplasma de macrófagos teciduais espalhados em 
infiltrado mononuclear difuso e inespecífico 
(coloração de Ziehl-Neelsen, 1000X; cortesia Dra 
Euzenir Sarno, FIOCRUZ). (C) Imagem em 
microscopia confocal de imunohistoquímica de 
células de Schwann identificadas pelo anticorpo 
S100 (em vermelho) infectadas com M. leprae 
corados com FITC (em verde). Os núcleos das 
células foram corados com DAPI (azul; cortesia Dr. 
Victor Resende, UFRJ). Barra de escala: 20uM.  

 

 Filogeneticamente o M. leprae provem da ordem Actinomycetales e família 

Mycobacteriaceae (Diório, 2014). O sequenciamento completo do genoma do bacilo 

revelou que cerca da metade dos genes encontrados são codificadores de proteínas, 

enquanto que 27% e 23,5% correspondem, respectivamente, a pseudogenes e a 

sequências reguladoras (Cole et al., 2001). Acredita-se que o genoma do M. leprae 

foi reduzido durante a evolução e que a perda de genes possa estar atrelada à 
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incapacidade de crescimento do bacilo em meio de cultura (Cole et al., 2001). O longo 

período de incubação no hospedeiro, associado à não multiplicação in vitro, são 

grandes limitadores ao estudo do patógeno e da doença (Diório, 2014). Entretanto, a 

multiplicação do M. leprae em coxim plantar de camundongo “nude”1 e em tatu nove 

bandas, sua obtenção e purificação, contribuiram para o avanço das pesquisas 

científicas, nas quais o bacilo inteiro ou seus componentes antigênicos são utilizados 

(Shepard, 1960; Adams et al., 2012).    

 Em relação a sua estrutura, o M. leprae possui parede celular composta por 

peptídeoglicanos associados à glicina. Além da parede celular, o bacilo dispõe de uma 

cápsula externa constituída por ácidos micólicos, micosídeos e lipídeos, 

principalmente, o ftiocerol dimicocerosato (PDIM) e o glicolipídeo fenólico 1 (PGL-1), 

este último, encontrado unicamente no M. leprae (Hunter & Brennan, 1981). O PGL-1 

parece ser fundamental no início da infecção pelo bacilo, pois foi demonstrado que o 

lipídeo induz macrófagos residentes no tecido a fagocitar o M. leprae e estimular a 

expressão da quimiocina CCL2. Esse processo recruta macrófagos permissivos ao 

patógeno para o tecido infectado, possibilitando que os bacilos migrem dos 

macrófagos primários para os de crescimento permissivo que foram recrutados 

(Cambier et al., 2017). Além disso, o PGL-1 pode estar relacionado aos 

acometimentos neuronais observados na doença. Em estudo publicado recentemente, 

foi demonstrado que o excesso da produção de óxido nítrico por macrófagos, em 

resposta ao PGL-1, pode danificar as mitocôndrias axonais e iniciar o processo de 

desmielinização (Madigan et al., 2017). 

 

1.5. Transmissão 

 

 Apesar da transmissão inter-humana ser a mais aceita até os dias atuais, foram 

relatados casos da hanseníase resultantes de infecção pelo M leprae naturalmente 

adquirida em tatus da espécie Dasypus novemcinctus nos Estados Unidos e no 

nordeste do Brasil (Walsh et al., 1977; Frota et al., 2012), em esquilos da espécie 

Sciurus vulgaris em alguns países da Grã-Bretanha (Meredith et al 2014; Avanzi et al., 

2016) e ainda em macacos da espécie Cercocebus atys na África (Hamilton et al., 

2008).  

                                                 
1 Camundongos “nude” possuem o background Balb/C e são naturalmente atímicos, predispondo o 
crescimento de patógenos. Esses animais sobrevivem em ambiente SPF (“specific pathogen free”). 
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 A transmissão do patógeno ocorre provavelmente por meio da eliminação do 

bacilo, através das vias aéreas superiores, de indivíduos multibacilares não tratados, 

e a inalação por outra pessoa susceptível ocorre pela mesma via, sugerindo que as 

vias aéreas constituem o sítio primário de infecção (Suneetha et al., 1998). Vários 

questionamentos são levantados a respeito desse mecanismo, pois, a transmissão 

através de insetos (Kirchheimer, 1976), ou por meio do manuseio ou ingestão da carne 

de tatu infectada, ainda não foram totalmente descartadas (Domozych et al., 2016).  

 Como os dados epidemiológicos mostram, o patógeno pode acometer pessoas 

de qualquer idade e os homens são os mais acometidos (WHO, 2017). A incidência 

da doença está relacionada a locais onde há uma baixa qualidade de vida, e, 

principalmente, quando existe um grande número de indivíduos vivendo em um 

mesmo local, ou seja, em áreas de densidade demográfica alta (MS, 2002). Assim, o 

contato próximo e contínuo de um indivíduo saudável com um paciente é o principal 

determinante na transmissão da hanseníase, sendo a proximidade não apenas 

limitada aos contatos intradomiciliares, mas também a vizinhos e pessoas com 

relações sociais próximas (van Beers., et al 1999). Sem dúvida, a proximidade dos 

contatos com o caso índice, e ainda, a consanguinidade entre eles, são os principais 

fatores associados ao risco de adoecimento (Sales et al., 2011). Outro aspecto 

importante na transmissão é a forma clínica e a carga bacilar do paciente. Foi 

demonstrado que contatos com maior risco de contrair hanseníase são aqueles 

próximos a pacientes multibacilares (Moet et al., 2004). 

 

1.6. Diagnóstico 

 

 O diagnóstico da hanseníase é principalmente clínico, com a observação dos 

sinais e sintomas clássicos da doença que podem ser decorrentes das alterações da 

pele com lesões características (Figura 5) e/ou dos nervos periféricos, que podem ser 

dolorosos à palpação e apresentarem-se espessos. Devido às incapacidades 

neurológicas decorrentes da infecção pelo M. leprae, é mandatária a avaliação 

fisioterápica dos pacientes com hanseníase. De acordo com o Ministério da Saúde, a 

avaliação do grau de incapacidade (GI) varia numa escala de 0 a 2, sendo 0: nenhuma 

alteração; 1: alteração parcial; 2: alteração irreversível (MS, 2010).  
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Figura 5: Lesões de pele comuns nos pacientes polares da hanseníase. Lesões 
macroscópicas dos pacientes tuberculóides (A) na forma de placa, e lepromatosos (B) 
na forma de nódulos disseminados.  
Fonte: Nery et al, 2015. 

 Complementar ao diagnóstico clínico, a baciloscopia tem importância no 

diagnóstico e na classificação clínica da hanseníase. Esse exame tem como objetivo 

encontrar o bacilo em raspados intradérmicos das lesões presentes nos lóbulos 

auriculares e nos cotovelos, através da coloração de Ziehl-Neelsen (MS, 2002). Como 

resultado é obtido o índice baciloscópico (IB) que corresponde ao número de bacilos 

contados ao microscópio em uma escala logarítmica variando de 0-6. Na maioria dos 

casos os indivíduos PB são negativos e os MB positivos (Lastória & Abreu, 2012). 

Através desse exame ainda é possível observar a viabilidade do M. leprae e 

correlacionar com a sintomatologia do paciente. Bacilos íntegros correspondem a 

indivíduos ainda não tratados ou com recidiva da doença, enquanto a presença de 

bacilos fragmentados e granulosos condiz com pacientes tratados ou em estado 

reacional (Figura 6; MS, 2010). 

 

Figura 6: Exame de baciloscopia evidenciando o M. 
leprae em diferentes formas.  
Fonte: Guia de procedimentos técnicos em Hanseníase 
(2012). 
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Por sua vez, a análise histopatológica é realizada a partir de fragmentos de lesão 

de pele retirados por biopsia e corados por Hematoxilina-Eosina (H&E) para 

observação do infiltrado inflamatório e Ziehl-Neelsen ou Fite-Faraco, que permitem 

observar a presença do M. leprae. Além disso, é possível, em correlação com os sinais 

clínicos, determinar a forma da doença de acordo com os aspectos morfológicos 

observados (Lastória & Abreu, 2012) (Figura 7). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Técnicas sorológicas para quantificação de componentes do M. leprae, como o 

PGL-1, têm sido empregadas para auxílio diagnóstico na hanseníase. Essa molécula 

induz a produção de IgM específicas, e já foi mostrado que os títulos de anticorpos 

anti-PGL-1 estão relacionados ao grau de exposição ao bacilo (Ulrich et al., 1991; van 

Beers et al., 1999). No entanto, uma das limitações dessa metodologia é a dificuldade 

de prever quando a exposição ocorreu, e de diagnosticar formas PB. De fato, os testes 

sorológicos, auxiliam na classificação clínica da doença, no monitoramento do 

tratamento dos pacientes e, ainda, em contatos, podem ser indicativos de maior risco 

em desenvolver a doença (Barreto et al., 2011; Duppre et al., 2012). 

 O desenvolvimento de técnicas de identificação de material genético do M. 

leprae em amostras clínicas através da reação em cadeia da polimerase (PCR) trouxe 

grande avanço para o diagnóstico da hanseníase. A identificação molecular consiste 

na amplificação de regiões específicas do DNA do M. leprae a partir de amostras 

clínicas, como sangue, lesões cutâneas, nervo e muco nasal. O PCR é útil para 

auxiliar em casos de difícil diagnóstico, tais como naqueles em que a baciloscopia é 

MB - LL 

PB - TT 

A B 

C D 

Figura 7: Análise histopatológica de fragmento de pele de pacientes com a 
hanseníase paucibacilar (TT; A e B) e multibacilar (LL; C e D) e. A e C: Tecido 
corado com Fite-Faraco, aumento 1000x. Na figura C é possível observar as globias 
de M. leprae. B e D: tecido corado com Hematoxilina-Eosina (H&E, aumento de 400X. 
PB: Paucibacilar, TT: forma polar tuberculóide tuberculóide, MB: Multibacilar, LL: 
forma polar lepromatosa lepromatosa.  
Fonte: Scollard 2016. 
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negativa e a análise histopatológica é inconclusiva, além da forma neural pura, na qual 

o paciente não exibe lesões de pele (Martinez et al., 2014). 

 Por fim, com valor apenas preditivo, o teste de intradermorreação da lepromina 

consiste na injeção do M. leprae morto pelo calor e ressuspenso em solução de cloreto 

de sódio, sendo a observação da reação (Mitsuda) feita após 4 semanas do inóculo. 

Se houver o aparecimento de pápula maior que 5mm o resultado é considerado 

positivo e significa que o indivíduo é capaz de responder imunologicamente ao 

patógeno (Beiguelman & Quagliato, 1964; Lastória & Abreu, 2012). 

 

1.7. Formas clinicas 

 

 A apresentação da hanseníase difere de acordo com o balanço entre a resposta 

imune do hospedeiro e a disseminação do patógeno, que leva a um espectro de 

formas clínicas polares, o qual varia do polo lepromatoso (forma LL) ao tuberculóide 

(forma TT), incluindo as formas intermediárias chamadas de borderline (formas BL, 

BB e BT) e a forma indeterminada (I). Para fins de pesquisa científica, utiliza-se a 

classificação de Ridley e Jopling (1966) e, para fins operacionais, o Ministério da 

Saúde do Brasil estabelece a doença PB (TT, BT e I) e MB (BB, BL e LL) (Figura 8) 

(Ridley & Jopling, 1966; MS, 2002). A classificação do Ministério da Saúde foi criada 

para ser utilizada em locais onde não é possível fazer a baciloscopia e a análise 

histopatológica, e leva em consideração o número de lesões observadas no 

diagnóstico clínico, de forma que, pacientes PB apresentam menos de 5 lesões e 

pacientes MB, mais de 5 lesões (MS, 2002). A classificação de Ridley e Jopling é 

baseada nos achados histopatológicos, bem como na avaliação da resposta 

imunológica do paciente (Figura 8) (Ridley & Jopling, 1966). 
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 A responsividade de linfócitos T ao M. leprae é progressivamente alterada ao 

longo do espectro clínico da doença, englobando grupos de indivíduos altamente 

responsivos no polo tuberculóide, assim como aqueles incapazes de organizar 

resposta celular contra o bacilo, alocados no polo lepromatoso. Nas formas clínicas 

intermediárias (borderlines) a resposta imune celular varia, de acordo com a 

proximidade a cada um dos polos (Ridley & Jopling, 1966). A forma indeterminada da 

doença é desenvolvida no início da infecção, nesse momento, o paciente pode evoluir 

para a cura espontânea, que ocorre na grande maioria dos casos, ou migrar 

lentamente para uma das formas clínicas (Gallo et al., 2013). 

 Classicamente os pacientes TT possuem uma ou poucas lesões de pele, 

resposta celular com perfil T helper (Th1) e produção de citocinas IFN-, IL-2, IL-15 e 

TNF (Fonseca et al., 2017). O infiltrado inflamatório local apresenta a formação de 

granuloma com presença de células epitelióides, além da expansão predominante de 

linfócitos T CD4+ no sangue e na lesão cutânea (Scollard et al., 2006). Em 

contrapartida, os pacientes LL apresentam várias lesões disseminadas pelo corpo, 

Figura 8: Classificação da hanseníase com base no critério estabelecido por Ridley 
e Jopling e Ministério da Saúde do Brasil.  
Imagens: Scollard 2016 (Elaborado pela autora – Katherine Kelda Gomes de Castro). 
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não apresentam resposta imune celular protetora, mas sim resposta mediada por 

anticorpos. As lesões de pele caracterizam-se por infiltrados inflamatórios 

inespecíficos, com inúmeros macrófagos espumosos repletos de bacilos, frequência 

elevada de linfócitos T CD8+ e produção, principalmente, de IL-4 e IL-10, tanto na 

circulação quanto nas lesões (Scollard et al., 2006, Fonseca et al., 2017). Com relação 

às formas borderlines, observa-se uma diminuição gradual da resposta celular da 

forma BT à forma BL, concomitante com o aumento da carga bacilar (de Sousa et al., 

2017). 

  

1.8. Tratamento 

 

O tratamento da hanseníase é considerado estratégico no controle 

epidemiológico da doença, uma vez que leva à interrupção da transmissão logo após 

seu início. Em 1981, a OMS introduziu o esquema poliquimioterápico, uma 

combinação de fármacos, de ministração oral, composto por rifampicina, dapsona e 

clofazimina. As diferenças na combinação e administração das drogas variam de 

acordo com a forma clínica do paciente. Pacientes PB recebem 6 doses mensais e 

pacientes MB, 12 doses mensais. Para crianças de 10 a 14 anos o esquema 

terapêutico é o mesmo, apenas com redução da dosagem ministrada. Já para 

menores de 10 anos, a dose varia de acordo com o peso do paciente (Tabela 1) (MS, 

2002). 

 

Tabela 1: Esquema terapêutico da poliquimioterapia conforme a forma clínica do 

paciente e a idade.  

Forma Clínica 
Esquema 

terapêutico 

Dose Forma de 

administração Adulto Criança 

Paucibacilar 
Rifampicina 600mg 450mg Mensal 

Dapsona 100mg 50mg Diário 

Multibacilar 

Rifampicina 600mg 450mg Mensal 

Dapsona 100mg 50mg Diário 

Clofazimina 300mg / 50mg 150mg / 50mg Mensal / Diário 

Fonte: Ministério da Saúde, 2002. 
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1.9. Episódios reacionais  

 

Cerca de 50% dos pacientes com hanseníase desenvolvem estados reacionais, 

que se manifestam por quadros clínicos de respostas inflamatórias agudas com 

comprometimento sistêmico, como artralgia, anorexia e febre (Nery et al., 1998; 

Walker et al., 2015). Esses episódios, podem se manifestar a qualquer momento no 

curso da doença, acometem pacientes de todas as formas clínicas, porém, são mais 

prevalentes nas formas borderlines (Nery et al., 1998). As reações são classificadas 

em tipo 1 ou reação reversa (RR), e tipo 2 ou eritema nodoso leproso (ENL), e são a 

principal causa de morbidade e de danos permanentes aos nervos periféricos (Nery 

et al., 2015). De fato, o tropismo do M. leprae pelos nervos periféricos faz da 

hanseníase uma neuropatia, na qual, a infecção das células de Schwann pelo bacilo 

leva ao comprometimento neural, e à perda de condutividade do axônio (de Freitas & 

Said, 2013).   

 

1.9.1. Reação tipo 1 ou Reação Reversa (RR)  

 

 Pacientes borderlines são os mais acometidos pela reação do tipo 1 que se 

desenvolve gradualmente, podendo apresentar um curso natural de várias semanas. 

Clinicamente, na reação do tipo 1, ocorre um aumento do processo inflamatório nas 

lesões já existentes, assim como surgem novas lesões de pele e neurites dolorosas 

(Nery et al., 2013). A RR ocorre geralmente antes do início da PQT e, em vários 

pacientes o episódio reacional é a primeira manifestação clínica da doença (Nery et 

al., 2013). No Brasil, dentre os fatores de risco mais importantes para esse episódio 

reacional está a faixa etária, em torno da quarta década de vida. Além disso, o IB 

acima de 3 e um número grande de lesões no diagnóstico da doença, também são 

fatores de risco importantes para a reação tipo 1 (Nery et al., 2013). Para o tratamento 

da reação, a droga de escolha é a prednisona, administrada junto à PQT, que melhora 

a sintomatologia e evita o avanço da lesão neural (Kamath et al., 2014). Apesar de 

manifestar-se mais localmente, sobretudo na reativação de lesões cutâneas antigas, 

com ou sem espessamento de nervos periféricos, a neurite costuma ser severa 

nesses episódios, trazendo grande sofrimento e aumentando as incapacidades físicas 

nos pacientes (Walker & Lockwood, 2008). 
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 Alguns mecanismos imunopatogênicos envolvidos na reação do tipo 1 já foram 

relatados e, dentre eles, destaca-se a elevação transitória da reposta imune celular 

ao M. leprae, com aumento na secreção de mediadores pró-inflamatórios como o IL-

2, IL-6 e IFN-ɣ na circulação sanguínea (Andrade et al., 2015). Ademais, em recente 

trabalho desenvolvido pelo nosso grupo, foi observado aumento significativo na 

expressão do gene TBX21 que codifica o fator de transcrição t-bet, envolvido na 

diferenciação de linfócitos Th1 em concomitância com o aumento na frequência de 

células T CD8+ produtoras de IFN- na gênese da reação reversa de pacientes BL 

(dos Santos et al., 2016). 

1.9.2. Reação tipo 2 ou Eritema Nodoso Leproso (ENL) 

 

 A reação tipo 2 ou ENL consiste em um episódio sistêmico de inflamação aguda 

que ocorre somente em pacientes LL e BL. A reação tipo 2 pode ocorrer antes, durante 

e após a PQT e, nestes episódios, os pacientes desenvolvem resposta inflamatória 

aguda sistêmica, apresentam nódulos subcutâneos profundos e dolorosos, além de 

febre muitas vezes alta, edema e cianose de extremidades, perda de peso, mal-estar 

geral, danos nos nervos, pele, olhos e testículos (Gallo et al., 2013; Voorend & Post, 

2013).  

 Esse episódio ocorre em aproximadamente 50% dos pacientes LL e 5 - 10% dos 

pacientes BL, principalmente aqueles com IB maior que 4. A reação tipo 2 pode 

acometer o paciente mais de uma vez durante o curso da infecção, sendo que, em 

alguns indivíduos, quadros subentrantes de difícil manejo são observados (Voorend 

& Post 2013; Polycarpou, Walker, Lockwood, 2017). Para o tratamento da reação tipo 

2 são administrados corticosteróides orais como a prednisona, e no Brasil, a 

talidomida é a principal droga de escolha para homens. Mulheres que não estejam em 

idade fértil ou tenham exame de gravidez negativo, e que se responsabilizem pelo uso 

da droga, após os esclarecimentos de seu efeito teratogênico, também são tratadas 

com talidomida. De fato, o envolvimento do TNF é tão importante na gênese do ENL, 

que a talidomida, um potente inibidor dessa molécula, foi instituída como tratamento 

para a reação. Essa droga impede a funcionalidade do TNF a partir da inibição da 

expressão gênica da molécula (Sampaio et al., 2002). Contudo, assim como na reação 

tipo 1, a PQT deve ser mantida nos pacientes com reação tipo 2 (Penna et al., 2005; 

Polycarpou, Walker, Lockwood, 2017). Há relação significativa entre o IB inicial e o 
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aparecimento da reação, especialmente após o início da PQT, provavelmente pela 

grande quantidade de bacilos fragmentados pelos antimicrobianos utilizados no 

tratamento da doença que são liberados no organismo (Manandhar et al., 1999).  

 Na análise histopatológica de fragmentos de lesões cutâneas de pacientes com 

a reação tipo 2 são encontrados leucócitos polimorfonucleares, principalmente 

neutrófilos. Por isso, ao longo de muitos anos, esse processo reacional foi associado 

como uma condição mediada por imuno complexos. Entretanto, cada vez mais é 

observada a participação de subpopulações de linfócitos T e de mediadores pró-

inflamatórios na gênese e no curso do episódio reacional (Schmitz et al., 2016; 

Polycarpou, Walker, Lockwood, 2017; Silva et al., 2017).  

 

1.10. Genética da hanseníase 

  

Como a hanseníase é uma patologia com intensa base genética, capaz de 

influenciar a resposta imune do hospedeiro contra o M. leprae, as variações nos genes, 

tanto a nível individual, quanto a nível populacional, estão envolvidas no desfecho da 

infecção (Alter et al., 2008; Pinheiro et al., 2011). Nesse contexto, um dos estudos 

genéticos mais importantes da hanseníase, foi aquele desenvolvido por Mira e 

colaboradores (2013), que associou o gene da parkina (PARK2) e o seu gene 

regulador (PARKG) à susceptibilidade da doença (Mira et al., 2003). A parquina é uma 

ubiquitina ligase cujo mecanismo central é a sinalização de proteínas para a 

degradação e, num processo denominado xenofagia, está envolvida na resistência a 

patógenos intracelulares (Manzanillo et al., 2013). 

Diversos estudos vêm sendo desenvolvidos no sentido de determinar genes 

candidatos que sirvam como biomarcadores da hanseníase. Até o momento, genes 

associados, tanto ao início da infecção e ao estabelecimento de suas formas clínicas, 

como ao desenvolvimento dos episódios reacionais, já foram descritos em várias 

populações e tomam como base a resposta imune do hospedeiro ao bacilo (Cardoso 

et al., 2011a; Gaschignard et al., 2016).  

 Alterações na expressão gênica e polimorfismos de base única (SNP) 

acometendo a aderência e entrada do M. leprae na célula hospedeira, foram descritas, 

como no gene TLR1, responsável por um fenótipo protetor (Wong et al., 2010), 

enquanto outro SNP do mesmo gene foi associado ao desenvolvimento da doença 

(Schuring et al., 2009). Essas variantes estão diretamente envolvidas com a resposta 
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imune inata no controle da infecção ou no avanço para a resposta adaptativa e 

estabelecimento dos fenótipos da hanseníase. Outros SNPs de genes do sistema TLR 

(do inglês Toll like receptors), especialmente TLR2 e 4 também já foram associados 

com suscetibilidade ou proteção contra a doença (Hart & Tapping 2012). Ainda no 

perfil de respostas inatas, variações no gene NOD 2 (proteínas 

com domínio de ligação à nucleotídeos e oligomerização) estão associadas ao 

desenvolvimento da reação tipo 2 (ENL), ao contrário da evidência em conferir 

proteção ao desenvolvimento da reação tipo 1 (RR) (Berrington et al., 2010). Além 

dessas moléculas, o gene que codifica o receptor de manose (MRC1) e gene que 

codifica o receptor de vitamina D (VDR) também já foram descritos como contribuintes 

na suceptibilidade/proteção ao M. leprae (Roy et al., 1999; Zhang et al., 2009).  

Em relação ao sistema imune adaptativo, o antígeno leucocitário humano (HLA) 

é a região mais variável do genoma (Goldberg & Luiz Vicente Rizzo, 2015a, b), e, 

dessa forma, diversos são os estudos avaliando a sua contribuição na infecção pelo 

M. leprae. O HLADR é o alelo mais estudado, principalmente o HLADR2, que possui 

variáveis que estão associados com resistência/susceptibilidade à infecção (Sauer et 

al., 2015). O TNF é uma molécula importante atrelada ao desenvolvimento da 

hanseníase, e o SNP -308 A>G é o mais analisado. Os resultados dessa mutação já 

foram bastante divergentes, entretanto, um trabalho recente de meta-análise de 14 

estudos concluiu que, na população brasileira e latino-americana, essa alteração está 

associada à proteção ao desenvolvimento da hanseníase (Cardoso et al., 2011b). 

Porém, em asiáticos, o efeito não é o mesmo, estando a mutação associada com o 

desfecho doença (Areeshi et al 2017). O gene IL10 e seu receptor (IL10R) que codifica 

a citocina imunoreguladora IL-10 também foi amplamente associado com a 

hanseníase. Um estudo de 2013 avaliou haplótipos importantes (ACC/ ACC e 

ACC/GCC) que caracterizam uma baixa produção e produção média da citocina, 

respectivamente. Os resultados revelaram que esses perfis estão associados com 

proteção ao desenvolvimento da hanseníase (Garcia et al., 2013).  

 Outros genes relacionados com a resposta imune adaptativa estão sendo 

estudados e, mais recentemente, naquele que codifica a citocina IFN- (IFNG) foi 

observado uma associação entre o SNP +847 com proteção à doença na população 

brasileira (Cardoso et al., 2010). 
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1.11. Bases da resposta imune inata na hanseníase  

 

 A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra os patógenos, seguida 

pela resposta adaptativa que ocorre em conjunto, mas, se manifesta mais tardiamente. 

Na infecção pelo M. leprae os macrófagos e as células de Schwann envolvidos na 

resposta inata são utilizados como fonte metabólica, sítio de replicação, e proteção 

contra o meio externo, sendo cruciais na definição do estabelecimento ou não da 

hanseníase.  

 Inicialmente, TLR 1 e 2 reconhecem lipoproteínas triaciladas do M. leprae, 

ativam macrófagos e os induzem a produzir TNF, IL-12 e GM-CSF, promovendo a 

diferenciação dessas células, assim como a expansão das células dendríticas (DC; 

Modlin, 2010). A frequência de TL1/2 altera de acordo com a forma clínica, ao passo 

que pacientes do polo TT possuem mais receptores do que os LL (Krutzik et al., 2003). 

Para sobrevivência metabólica e evasão do sistema imune, o M. leprae induz o 

acúmulo de fosfolípideos oxidados derivados do hospedeiro no local da infecção. Esse 

mecanismo prejudica a resposta imune através da inibição da expressão de CD1b em 

DCs e através de TLR 1/2 altera a via antimicrobiana da vitamina D, e estimula a 

produção de IL-10. Esse processo é mais observado na forma lepromatosa da doença 

(Cruz et al., 2008).  

 Em contato com TNF e IFN- pode ocorrer a polarização de macrófagos para o 

fenótipo inflamatório do tipo M1, que tem ação antimicrobiana, através da produção 

de óxido nítrico sintase (iNOS) e atuação de radicais livres. Esse perfil de resposta é 

principalmente observado no polo TT. No polo oposto da doença é observada a 

presença de macrófagos supressores do tipo M2, produtores IL-4, IL-10 e TGF-β, perfil 

que inibe a atividade antimicrobiana (Nath et al., 2015; Fonseca et al., 2017; de Sousa 

et al., 2017). Em lesões de pele de pacientes com as formas polares de hanseníase, 

o padrão microbicida de macrófagos do tipo M1 foi confirmado na forma TT e sugerido 

que a expressão acentuada de IL-15 observada nessas lesões estava diretamente 

relacionada a esse perfil, em contraste com a IL-10, predominante nas lesões de 

pacientes LL (Montoya et al., 2009).   

 Em linhas gerais, outros receptores vêm sendo descritos e associados à 

internalização de patógenos, como M. leprae, e a sua multiplicação ou não no interior 

das células hospedeiras. Dentre eles, destacam-se os receptores de 2-laminina e o 

de manose (MRC1), o VDR, família de receptores do tipo NLR (domínio de 
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oligomerização de nucleotídeos), especialmente os receptores NOD1 e 2 e a via do 

IFN tipo I (IFN-/). Em condições fisiológicas esses receptores atuam em sinergia na 

sinalização e indução de cascatas de ativação da via NF-b, levando à indução da 

transcrição de mediadores pró-inflamatórios e antimicrobianos (Iwasai & Medzhitov, 

2015).  

 Na infecção pelo M. leprae, vários trabalhos têm mostrado que, alterações 

nessas moléculas ou nos genes que as codificam, levam ao estabelecimento da 

hanseníase per se ou aumentam a susceptibilidade às formas reacionais da doença 

(Roy et al., 1999; Marques et al., 2001; Alter et al., 2010; Teles et al., 2013; Cardoso 

et al., 2011a; Schenk et al., 2016). Na hanseníase, as alterações descritas para esses 

receptores, interferem em processos cruciais da resposta protetora contra o M. leprae, 

impedindo ou diminuindo o desencadeamento de eventos microbicidas e de autofagia 

(Scollard et al., 2006). 

  

1.12. Bases da resposta imune adaptativa na hanseníase  

  

 Através da ligação do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), 

presente nas APCs (Células apresentadoras de antígeno), ao receptor de célula T 

(TCR), é reconhecida a especificidade do antígeno pela resposta imune, e assim 

fornecido o primeiro sinal de ativação celular. Em seguida, a ligação da molécula 

CD28, presente na superfície do linfócito T, com CD80 e/ou CD86 na superfície das 

APCs, promovem o segundo sinal e, consequentemente, a ativação dos linfócitos T 

“naïve”. Após a ativação dos linfócitos T “naïve” há uma secreção parácrina de IL-2, 

seguida pela expansão clonal e diferenciação celular de acordo com o perfil de 

citocinas presentes no microambiente. As células Th1 se diferenciam a partir da 

expressão de TBX21 e STAT4 induzidas por IL-12 e IFN-, e, através da produção de 

IFN- estimulam macrófagos a realizarem atividades antimicrobianas e inibem a 

atuação supressora de TGF- e IL-10 (Abbas et al., 2017). 

 Na hanseníase, experimentos clássicos da década de 1980 mostraram a 

frequência aumentada de linfócitos T CD4+/IFN-+ nas lesões cutâneas de pacientes 

TT, em contraposição às lesões dos pacientes LL (Modlin et al., 1982; Modlin et al., 

1983). Outros estudos seguiram mostrando que na forma lepromatosa da doença, os 

pacientes não possuíam padrões imunes compatíveis com a contenção do M. leprae. 
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Dentre esses padrões, destacam-se a proporção CD4:CD8 invertida nas lesões de 

pele, células dendríticas em menor número, incapacidade de produção de IL-2 e IFN-

 por leucócitos sanguíneos, assim como diminuição da ativação e proliferação 

antígeno-específica de linfócitos T (Sampaio et al., 2003). Dessa forma, acreditava-se 

que nas formas multibacilares da doença prevaleciam os linfócitos Th2, especialmente 

pela produção aumentada de IL-4 e IL-10 circulantes (Sieling, 1994). 

 O conceito de que nas formas multibacilares, e, sobretudo nos pacientes LL, o 

perfil predominante seja Th2 ainda é aceito por muitos autores, sendo fonte de 

discussão no que diz respeito à imunologia da hanseníase, uma vez que os linfócitos 

Th2 expressam os fatores de transcrição GATA3 e STAT-6, e produzem IL-4, IL-10 e 

TGF- (Sousa et al., 2017). Entretanto, à medida que novas subpopulações de 

linfócitos T são descritas, o paradigma Th1-Th2 na hanseníase vem perdendo o 

sentido (Figura 9). Afinal, num ambiente ineficaz de resposta protetora, e no qual 

anticorpos produzidos por linfócitos B não têm papel relevante, como já apontado 

anteriormente, mediadores envolvidos com a regulação da resposta adaptativa 

tornam-se fundamentais, destacando-se nesse cenário a IL-10 e o TGF-

 Citocina com propriedades imunomoduladoras, a IL-10 é produzida por 

monócitos, células dendríticas e linfócitos T. Como moduladora da imunidade, atua 

inibindo macrófagos M1 por meio da regulação negativa do MHC e de CTLA-4 

(Antígeno 4 de Linfócito T Citotóxico) (McBride et al., 2002). Além de níveis 

sanguíneos de IL-10 estarem aumentados em pacientes multibacilares (Sieling, 1994), 

em um estudo desenvolvido em nosso laboratório com comunicantes domiciliares de 

pacientes com hanseníase, foi demonstrado que a razão TNF/IL-10 era a mesma que 

a encontrada em pacientes LL, levando os autores a concluírem que esse perfil estaria 

associado com a progressão da doença (Lima et al., 2000).  

Outra citocina envolvida com a diferenciação de linfócitos T é o TGF-Através 

do seu papel pleiotrópico, essa molécula se destaca pela atuação na regulação 

negativa de monócitos e linfócitos T, inibindo a produção de IFN- e favorecendo a 

secreção de IL-10 (Ludviksson et al., 2000). Em sinergia com a IL-6 o TGF-β estimula 

a polarização para Th17, subpopulação associada principalmente com a 

autoimunidade, caracterizada pela expressão dos fatores de transcrição RORC e 

STAT3 e por produzir IL-17 (Figura 9) (Miossec et al., 2009; Jin & Dong, 2013). Na 

hanseníase, o mecanismo de ação das Th17 ainda não é consensual, pois diversos 
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grupos de estudo mostram resultados controversos entre si (Saini et al., 2016, Santos 

2016, Azevedo et al., 2017, Santos et al., 2017). Entretanto, já é bem estabelecido 

que pacientes do polo TT apresentam frequência maior de Th17 no sangue e na lesão 

de pele, contribuindo no recrutamento de células inflamatórias e ativação de células 

endoteliais (Saini et al., 2013; Attia et al., 2014).  

 Uma vez produzido em conjunto com a IL-10, o TGF-β estimula e mantem 

ativada outra subpopulação de linfócitos T, denominadas de T reguladoras (Treg; 

Sakaguchi et al., 2010). 

 

 
 

Figura 9: Ilustração da atuação do sistema imune de acordo com os polos da hanseníase. 
Adaptado: Sousa 2017 (Elaborado pela autora – Katherine Kelda Gomes de Castro). 

 

1.12.1. Linfócito T regulador 

 Os linfócitos T reguladores (Treg) tiveram, por muito tempo, seu fenótipo 

associado apenas à molécula CD25, receptor constitutivo da cadeia  da IL-2 

(Piccirillo & Shevach, 2004). Estudos posteriores sobre uma mutação recessiva ligada 

ao cromossomo X levaram à descoberta do fator de transcrição específico para essas 

células e envolvido na sua identificação, o “Forkhead Box P3” (Foxp3; Fontenot et al., 
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2003). O Foxp3 é um fator de transcrição constitutivo dos linfócitos Treg, capaz de se 

ligar a 700-1.400 genes atuantes no desenvolvimento e estabelecimento dessas 

células. A expressão contínua de Foxp3 é essencial para o desenvolvimento e 

estabilização de uma programação supressora nas Treg periféricas maduras 

(Corthay, 2009).  

 Os linfócitos Treg são fundamentais na manutenção da tolerância periférica, 

provocando uma regulação negativa na amplitude das respostas imunes, prevenindo 

reações autoimunes, inibindo a ativação dos linfócitos T convencionais e controlando 

o processo inflamatório (Chaudhry & Rudensky, 2013). Esse tipo celular pode ainda 

ser dividido em duas subpopulações: as tTregs, que são provenientes do timo e 

constituem cerca de 10% dos linfócitos T CD4+, e pelas pTregs, que se diferenciam a 

partir de células T CD4+ ou T CD8+ “naïve” na periferia, por meio de vários estímulos 

diferentes, através do TCR e por citocinas, como o TGF-β, a IL-2 e a IL-10 (Josefowicz 

et al., 2012). Atualmente, ainda não existe um marcador eficiente para diferenciar os 

dois grupos celulares, entretanto, em revisão sobre o tema, Mills (2004) sugere que 

essas subpopulações possuam funções complementares e sobrepostas.  

 Outro dado relevante, é a relação entre células Treg e Th17. Já foi observado 

que o TGF-β é uma citocina chave na conversão de células Foxp3- em Foxp3+ (Figura 

9) (Campbell & Koch, 2011). Dessa forma, o TGF- é fundamental para a aquisição 

de um fenótipo regulador a partir de linfócitos T CD4+ e CD8+ “naïve” na periferia, e 

para a manutenção de Foxp3. O STAT3 é um grande antagonista na atuação do 

Foxp3, ou seja, quando ele é expresso, ocorre a inativação de moléculas que atuam 

na expressão do Foxp3 (Lu et al., 2017). Além disso, na presença de IL-6, TGF-β 

passa a induzir a secreção de IL-17 e, concomitantemente, inibe a diferenciação das 

Treg, alterando o perfil para células inflamatórias, as Th17 (Figura 9) (Tran, 2012). 

Este fato decorre da ativação de RORC, fator de transcrição responsável pela indução 

de células Th17. Assim, já é consenso que tanto o perfil regulador quanto o 

inflamatório, dado pelas Treg ou Th17 respectivamente, depende de TGF-β, mais 

especificamente da molécula que apresenta a isoforma 1, além da citocina 

proinflamatória IL-6, o que influi diretamente na expressão de RORC e/ou foxp3 (Tran, 

2012). Já a presença constante de IL-2 estimula CD25, levando ao aumento na 

transcrição de STAT5 e, consequentemente, de Foxp3 (Flynn & Hartley 2017). Assim, 

como o Foxp3, o CD25 é constitutivo das Treg, mas é observado transitoriamente em 

outras células, em virtude ao aumento do aporte de IL-2. A frequência elevada de 
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CD25 na superfície celular das Treg é um dos mecanismos de supressão celular 

realizado através do sequestro de IL-2 do meio (Shevach, 2009). Além disso, o 

excesso dessa citocina mantém a expressão de Foxp3 constante (Lu et al., 2017). 

 Uma molécula com capacidade endocítica alta, que permanece grande parte do 

tempo em vesículas no citoplasma das células e, apesar de presente em outros 

linfócitos T é constitutiva das Treg, é a CTLA-4. Sua função mais conhecida é modular 

negativamente os receptores CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) das células apresentadoras 

de antígenos, impedindo assim a posterior ativação de células T (Walker & Sansom, 

2015). Essa molécula ainda pode induzir a produção de indoleamina 2, 3-dioxygenase 

(IDO) das APCs, limitando o triptofano e, consequentemente, suprimindo vias 

metabólicas importantes para a ativação de linfócitos T (Tai et al., 2012). Além dos 

mecanismos de supressão citados no texto e mostrados na Figura 10, os linfócitos T 

reguladores ainda são capazes de produzir IL-10, TGF e IL-35 (Shevach, 2009). Os 

artifícios para controle da imunidade ainda podem levar à parada do ciclo celular e a 

célula alvo à morte, além da inibição da produção de citocinas inflamatórias, através 

da galectina 1, molécula importante na modulação da inflamação (Garín et al., 2007; 

Tabela 2). 

 

Tabela 2: Características fenotípicas de linfócitos T reguladores.  

Fator de 

transcrição 

Ativação e 

memória 
Migração Supressão 

Apoptose e 

outros 

FOXP3 

CD25 CD62L CTLA-4 
PD1 

CD45RO CCR4 ICOS 

CD45RA CCR6 LAP 
GITR 

HLA-DR CCR9 IL-10 

CD127-/low CD103 TGF- 
CD95 

CD69 
CD304 

Granzima B 
CD31 Galectina 1 

Adaptado de Sakaguchi, 2010. 
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1.12.2. Linfócitos Treg na hanseníase 

 

Palermo e colaboradores (2012) foram pioneiros no estudo das Treg na 

hanseníase, sugerindo que essas células desempenham papel central na interação M. 

leprae-hospedeiro. Os autores demonstraram frequência aumentada de Treg no 

sangue periférico e em lesões cutâneas de pacientes LL. Além disso, também 

observaram aumento da expressão de IL-10 e CTLA-4 nos pacientes estudados, 

sugerindo que as células Treg facilitam a multiplicação do patógeno (Palermo et al., 

2012). Outro estudo demonstrou aumento na positividade de TGF-β nas lesões 

cutâneas de pacientes lepromatosos quando comparado com lesões granulomatosas 

de pacientes tuberculóides (Kiszewski et al., 2003).  

Mais recentemente foi demonstrado que a frequência de linfócitos T 

CD4+/CD25+/Foxp3+ e CD8+/CD25+/Foxp3+ encontrava-se aumentada no sangue de 

pacientes LL não reacionais, corroborando a hipótese de que ao inibirem a 

diferenciação de linfócitos Th1, as Treg contribuem para a multiplicação do M. leprae 

(Bobosha et al., 2014; Saini et al., 2014). Saini e colaboradores (2014) ainda 

identificaram que as Treg CD4+ produziam mais TGF- do que as Treg CD8+, e a 

geração dessa citocina parece estar associada a fosforilação de STAT5. Outro estudo 

observou que pacientes MB apresentaram frequência aumentada de células T 

reguladoras produtoras de IL-35 e PD-1, assim como o ligante de PD-1 em DCs e 

linfócitos B (Tarique et al., 2017). Tomados em conjunto, esses dados corroboram a 

participação das Treg, tanto no curso crônico da hanseníase, quanto em estados 

reacionais.  

  



 
26 

2. JUSTIFICATIVA 

 

 A hanseníase permanece um problema de saúde pública no Brasil, ocupando 

atualmente o segundo lugar no número de casos da doença no mundo, mantendo o 

alto patamar de incidência que a mantém endêmica (WHO, 2017). Pacientes com a 

forma clínica LL da hanseníase apresentam falha na resposta imune, levando a um 

padrão funcional ineficaz para a destruição do patógeno que se multiplica nas células 

hospedeiras e é causa de lesões cutâneas disseminadas (Kaplan & Cohn, 1991; 

Sengupta, 2000).  

 Interrompendo o curso crônico da hanseníase, cerca da metade dos pacientes 

desenvolvem episódios de resposta inflamatória aguda, denominadas reações, causa 

de grande morbidade e aumento de incapacidades físicas. Além do sofrimento 

acarretado aos pacientes pela sintomatologia, as reações têm impacto direto na 

economia do país, pois dados epidemiológicos mostram que os pacientes reacionais 

estão concentrados entre a terceira e quarta década de vida e, muitas das vezes, 

devido a complicações clínicas e sequelas motoras provocadas pelas reações, os 

pacientes são retirados do mercado de trabalho (Gallo et al., 2013). Os mecanismos 

que levam ao desenvolvimento da reação tipo 2 ou (ENL), objeto de estudo deste 

trabalho, ainda não estão totalmente esclarecidos. Ao longo de várias décadas foram 

dadas contribuições importantes ao entendimento da imunopatogenia do ENL dentre 

os quais, destacam-se o desbalanço imunológico observado nos pacientes, com o 

desenvolvimento de lesões majoritariamente infiltradas por neutrófilos e a produção 

de citocinas pró-inflamatórias na circulação, especialmente, o TNF (Nery et al., 2016).  

 As Treg são caracterizadas por realizar a supressão e o controle da resposta 

imune exacerbada, com papel de destaque na autoimunidade (Chaudhry & Rudensky, 

2013). Em doenças infecciosas crônicas, como a hanseníase, o papel de diferentes 

subpopulações de linfócitos T tem sido abordado, demonstrando que as Treg mantêm 

a cronicidade das enfermidades (Belkaid & Rouse, 2005; Stephen-Victor et al., 2017).  

 Com o avanço da metodologia de anticorpos monoclonais específicos para a 

identificação dessas subpopulações e de moléculas que participam da ativação e 

proliferação dessas células, bem como da citometria de fluxo multiparamétrica, 

inúmeros trabalhos vêm sendo realizados em diferentes amostras biológicas, dentre 

as quais, se destacam as células mononucleares sanguíneas. Essas metodologias, 

aliadas ao ensaio imunoenzimático (ELISA) serão aqui empregadas para caracterizar 
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fenotípica e funcionalmente as Treg, incluindo a produção de citocinas relacionadas 

ao perfil dessas células. Os resultados poderão trazer esclarecimentos acerca da 

participação das Tregs em pacientes de hanseníase, em especial daqueles 

acompanhados no Ambulatório Souza Araújo, parte do Laboratório de Hanseníase do 

IOC/Fiocruz, o que pode vir a auxiliar o manejo terapêutico desses pacientes.  
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3. OBJETIVO 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Caracterizar fenotípica e funcionalmente as subpopulações de linfócitos T 

reguladores de pacientes com a forma clínica lepromatosa polar (LL) da hanseníase 

e na abertura da reação tipo 2 ou Eritema Nodoso Leproso (ENL).  

 

3.2. Objetivos específicos: 

 

1) Determinar a frequência ex vivo e in vitro das subpopulações de linfócitos T CD4+, 

CD8+, e das Treg CD4+ e CD8+, em células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) de pacientes LL recém diagnosticados e na abertura do ENL, por citometria 

de fluxo multiparamétrica; 

 

2) Determinar a frequência da expressão de CTLA-4 em Treg ex vivo e a frequência 

de Treg produtoras de TGF-β e IL-10 em resposta ao M. leprae de pacientes LL recém 

diagnosticados e na abertura do ENL, por citometria de fluxo multiparamétrica; 

 

3) Quantificar os níveis de IL-6, IFN-, IL-17, IL-23 e IL-10 em sobrenadantes (SN) 

de culturas de PBMC de pacientes LL recém diagnosticados e na abertura do ENL, 

frente ao estímulo com M. leprae, por ensaio imunoenzimático (ELISA). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. População de estudo e Considerações éticas  

  

 Neste trabalho foi feito um estudo observacional de corte transversal, com uma 

amostra composta por pacientes hansênicos acompanhados no Ambulatório Souza 

Araújo, parte integrante do Laboratório de Hanseníase – IOC/Fundação Oswaldo Cruz. 

Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fundação Oswaldo Cruz (protocolo 

518/09).  A participação dos indivíduos aqui analisados só foi permitida mediante a 

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

participantes menores de 18 anos, a assinatura do TLCE foi realizada por responsável 

legal. 

Foram considerados como critério de exclusão:  

 Histórico prévio de vacinação com BCG nos últimos 3 meses;  

 Coinfecções conhecidas (por ex., HIV, TB, Hepatite B e C); 

 Presença de doenças autoimune ou alérgicas; 

 Diabetes e hipertensão; 

 Gestantes; 

 Participantes menores de 15 anos.   

Assim, 30 indivíduos foram selecionados de ambos os sexos e com idades entre 

15 – 76 anos, definidos de acordo com seu perfil clínico em três grupos, no modelo ex 

vivo e in vitro respectivamente: 7/8 pacientes multibacilares (lepromatosos polares - 

LL) recém-diagnosticados e não tratados, 12/10 pacientes LL com Eritema Nodoso 

Leproso e ainda não tratados para a reação e 9/10 voluntários sadios de área 

endêmica para a hanseníase com idade e condição socioeconômica semelhante à 

dos pacientes.  

 

4.2. Obtenção de células mononucleares de sangue periférico  

 

Os indivíduos selecionados para o projeto foram submetidos à punção venosa e 

coleta de ~40mL de sangue em tubos contendo o anticoagulante heparina. Em cabine 

de biossegurança nível 2 o sangue foi diluído em tampão fosfato-salino (PBS; Gibco 

Invitrogen Co., EUA), em temperatura ambiente (TA) na proporção 1:1, e adicionado 

lentamente em tubo contendo Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia), na proporção 
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final 1:1. O preparado foi centrifugado por 30 minutos a 2000 rpm, em TA em ausência 

de freio. Após a centrifugação o anel contendo as PBMCs foi coletado e transferido 

para tubo cônico de 50mL (Falcon, EUA) sendo as células ressuspensas em PBS 

gelado, e lavadas duas vezes, por centrifugação a 1800 rpm, 10 minutos, a 4C. Ao 

final das lavagens, as PBMCs foram ressuspensas em 2mL de meio AIM-V (Thermo 

Fisher Scientific, EUA), sendo realizada a contagem de células com azul de Tripan 

0.4% (Bio Whittaker, EUA), na proporção 1:10 em câmera de Neubauer, para a 

avaliação da viabilidade celular. Após a contagem, as PBMCs foram ajustadas, a 

1x106 (para as análises citométricas) e 5x105 (para os pontos de ajustes dos 

fluorocromos conjugados aos anticorpos monoclonais e para o controle de morte 

celular), e transferidas para placas de 96 poços de polietileno com capacidade para 

200L, com fundo U (Nunc, EUA) para avaliação dos ensaios ex vivo e in vitro. 

 

4.3. Cultura de PBMCs 

 

 PBMCs ressuspensas em meio AIM-V foram dispostas em cada poço das placas 

de cultura nas concentrações pré-determinadas identificadas como NE (culturas não 

estimuladas); ML (culturas estimuladas com M. leprae) e PHA (culturas estimuladas 

com o mitógeno fitohemaglutinina). Em seguida, foram adicionados em poços 

específicos, antígeno ou mitógeno, a saber: antígeno de M. leprae (20g/mL) irradiado 

e sonicado, proveniente de tatu (fornecido pelo contrato NIH/NIAID N01 Al-25469 com 

a Universidade do Estado do Colorado, CO, EUA). Como mitógeno (controle positivo) 

foi utilizado 1g/mL de Fitohemaglutinina (Sigma, EUA) nos poços específicos.  

 Em todos os poços, incluindo as culturas não estimimuladas, foi adicionado 

1g/mL das moléculas co-estímuladoras CD28 e CD49d (Biolegend, EUA). Em 

seguida, as culturas foram mantidas por 72h em incubadora a 37C com atmosfera 

úmida de 5% de CO2. Após 68h de cultura, visando avaliar a produção de citocinas 

no interior das células, foi incluído às culturas 10g/mL do bloqueador de transporte 

de proteínas intracelulares (BD GolgiPlugTM, EUA), e ao final do período, as células 

foram marcadas com anticorpos monoclonais específicos e analisadas por citometria 

de fluxo multiparamétrica.   
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4.4. Citometria de fluxo multiparamétrica  

 

 As PBMCs cultivadas in vitro por 72h e as não cultivadas ex vivo foram 

centrifugadas a 1500 rpm, por 5 minutos a 4C, com sistema de freio leve acionado. 

Em seguida, os SNs das culturas foram coletados, transferidos para tubos de 1,5 L 

devidamente identificados e armazenados em freezer -80C para avaliação posterior 

das citocinas por ELISA.  

 Após esse procedimento, as culturas foram lavadas duas vezes com 150µL de 

PBS a 1500 rpm, por 5 minutos a 4C, com sistema de freio leve acionado. As PBMCs 

foram ressupensas em 150µL de PBS contendo 0,02% EDTA e incubadas por 15 

minutos a TA, seguindo-se mais uma lavagem por centrifugação (1500 rpm por 5 

minutos a 4C). As PBMCs foram, então, coradas na proporção 1:5, com o Kit 

Live/Dead (Invitrogen, EUA), o qual baseia-se na reação de um corante fluorescente 

com proteínas celulares (aminas). Esse corante não é capaz de penetrar as células 

vivas cuja membrana celular encontra-se íntegra, associando-se apenas às proteínas 

de superfície, resultando em coloração de menor intensidade ou “dim”. Ao contrário, 

as células mortas ou em processo de morte, permitem a entrada do corante, a qual 

reage com proteínas internas e de superfície, gerando maior intensidade de 

fluorescência, como pode ser observado na figura 10C. Após a adição do reagente do 

Kit, as PBMCs foram ressuspensas em 200µL de PBS a 4C e incubadas por 30 

minutos a 4C. Para a obtenção de controles positivos de morte celular, uma alíquota 

contendo 5x105 de PBMCs foi previamente mantida em banho-maria por 30 minutos 

a 55C. Ao final da incubação as PBMCs foram lavadas por centrifugação (1500 rpm 

por 5 minutos, a 4C) com PBS/FACS (0,1% de Azida, 1% Soro Fetal Bovino, Sigma-

Aldrich, Alemanha). 

 Em seguida, foi adicionado 5 µL de Human TruStain FcX™ - Fc Receptor 

Blocking Solution (Biolegend, EUA) em 100µL de PBS/FACS e incubado por 10 

minutos a 4C. Após essa etapa, as PBMCs foram marcadas com os diferentes 

anticorpos monoclonais específicos, utilizados na definição dos perfis fenotípicos das 

subpopulações de linfócitos T avaliados no presente estudo (Tabela 3). As 

concentrações ideais de uso dos anticorpos monoclonais foram obtidas após curva de 

titulação (dados não mostrados). Controles de isotipo e seus respectivos anticorpos 

monoclonais foram usados nas mesmas concentrações e incubados com as células 
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por 30 minutos a 4C, em ambiente protegido da luz. Ao final da incubação as PBMCs 

foram submetidas à lavagem por centrifugação (1500 rpm por 5 minutos, a 4C) com 

PBS/FACS e posterior permeabilização para a detecção das moléculas intracelulares. 

Assim, as células foram ressuspensas em 1% Foxp3 Fix/Perm (Biolegend, EUA) e 

incubadas por 20 minutos a 4C. As PBMCs foram então submetidas a duas lavagens 

seguidas por centrifugação, a primeira com PBS/FACS e a segunda com Foxp3 Perm 

Buffer a 1% (Biolegend, EUA), 1500 rpm por 5 minutos, a 4C, com descarte do 

sobrenadante entre as lavagens. Em seguida, 150µL da solução Perm Buffer foi 

novamente adicionada às PBMCs, as quais foram incubadas por mais 15 minutos em 

TA e protegidas da luz. Ao final, os anticorpos monoclonais específicos para Foxp3, 

TGF-β e IL-10 foram adicionados e as PBMCs foram incubadas por 30 minutos em 

ambiente protegido da luz, a 4C. Subsequentemente, as PBMCs foram lavadas por 

centrifugação (1500 rpm por 5 minutos a 4C) com PBS/FACS, ressuspensas em 

150µL de paraformaldeído a 1% e transferidas para tubos de 5mL (Falcon, EUA). Para 

a avaliação em citometro de fluxo CytoFLEX (Beckamn Coulter, EUA), foram 

adquiridos um total de 100.000 eventos na região estratégica inicial de linfócitos e as 

análises foram conduzidas utilizando o software FlowJo versão 3.0 (Tree Star Inc., 

EUA). 

 

Tabela 3: Anticorpos monoclonais específicos contra moléculas de superfície ou 

intracelulares e respectivos controles de isotipos utilizados em citometria de fluxo 

multiparamétrica. 

Anticorpo Fluorocromo Clone 
Concentração 

de uso 
Fabricante Catálogo Isotipo 

CD4 FITC A161A1 15 g/mL Biolegend 357406 Rat IgG2b, κ 

CD8 Pe-Cy7 SK1 30 g/mL Biolegend 344712 Mouse IgG1, κ 

CD25 Alexa 700 M-A251 40 g/mL Biolegend 356118 Mouse IgG1, κ 

CTLA-4 APC L3D10 40 g/mL Biolegend 349908 Mouse IgG1, κ 

FoxP3 Pe 259D 40 g/mL Biolegend 320208 Mouse IgG1, κ 

IL-10 APC JES3-19F1 4 g/mL Biolegend 506807 Rat IgG2a, κ 

TGF-β Percp TW4-2F8 40 g/mL Biolegend 349612 Mouse IgG1, κ 

 

https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=TW4-2F8
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4.5. Estratégia de análise em citometria de fluxo multiparamétrica  

 

 Para determinar a frequência de linfócitos Treg CD4+ e CD8+, as PBMCs 

provenientes dos indivíduos participantes do estudo, foram avaliadas ex vivo (tempo 

zero) ou in vitro frente ao M. leprae e a PHA em culturas de 72h. Todas as aquisições 

foram realizadas no citometro de fluxo CytoFLEX (Beckman Coulter, EUA), 

pertencente à Plataforma de Citometria Fluxo, Núcleo de Purificação Celular – 

IOC/FIOCRUZ.  

 Os parâmetros utilizados para a identificação da região estratégica inicial de 

linfócitos foram o tamanho celular (FSC-A: “Forward Scatter“- área) e a complexidade 

estrutural (SSC-A: “Side Scatter” – área; Figura 10A). A partir dessa região, os 

possíveis eventos celulares duplicados (“doublets”) contidos na amostra foram 

excluídos utilizando-se um gráfico do tipo “dot plot” FSC-A vs FSC-H (“Forward 

Scatter” – altura; Figura 10B). As células definidas como “singlets” ou unitárias foram, 

então, avaliadas quanto a sua viabilidade. O perfil de célula vivas e mortas foi obtido 

utilizando-se do kit Live/Dead e analisados através de um histograma de intensidade 

de fluorescência. As células viáveis foram definidas entre as células com menor 

intensidade de fluorescência correspondente à emissão mais à esquerda do 

histograma (Células vivas; Figura 10C). A partir das células viáveis, as regiões de 

linfócito T CD4+ (Figura 10D) e T CD8+ (Figura 10E), foram definidas para essas 

subpopulações e por meio da marcação com anticorpos monoclonais específicos e 

com os respectivos controles de isotipo. Através do “dot plot” SSC-A vs fluorescência 

a frequência de células CD25+ nessas subpopulações foi avaliada no contexto de “dot 

plot“ de fluorescências, no qual definiu-se a população de células duplo-positiva como 

CDX vs CD25+, em que “CDX” corresponde às células T CD4+ ou CD8+ (Figura 10F). 

A expressão de Foxp3+ foi, então usada, para determinar o fenótipo regulador (Figura 

10G). O perfil ex vivo funcional dos linfócitos T CD4+CD25+Foxp3+ e 

CD8+CD25+Foxp3+ foi definido a partir da expressão de CTLA-4, através do 

histograma de intensidade de fluorescência para essa molécula (Figura 10H), 

enquanto a avaliação do perfil funcional dos linfócitos T in vitro foi realizada com base 

na frequência de células produtoras de TGF- (Figura 10I) e IL-10 por marcação 

intracelular (Figura 10J).  
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Figura 10: Estratégia de análise citofluorimétrica para fenotipagem e avaliação 
funcional dos linfócitos T CD4+, T CD8+ e Treg. A partir da região estratégica inicial 
de linfócitos em um “dot plot” FSC-A vs SSC-A (A) foram excluídas células duplas (B), 
para a definição da população de células viáveis (C), no contexto das quais foram 
estabelecidas as subpopulações de células T CD4+ (D) e T CD8+ (E). Por sua vez, 
foram definidas as células CDX+CD25+ (F), nas quais “CDX” corresponde à CD4 ou 
CD8. A expressão de Foxp3, no contexto dessas células duplo-positivas definiu os 
fenótipos de células T reguladoras (G), avaliados para o perfil funcional ex vivo quanto 
à expressão de CTLA-4 (H), e in vitro quanto à produção de TGF- IL-10 (J). Os 
histogramas em preto correspondem aos controles de Isotipo e os em azuis às citocinas 
e ao Foxp3. 

4.6. Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

 Todos os ensaios imunoenzimáticos foram realizados de acordo com as 

instruções do fabricante de cada kit. Os SNs obtidos após culturas de 72h de PBMCs 

não estimulados (NE), estimulados com M. leprae e PHA, foram analisados para as 

citocinas IFN-, IL-17, IL-23, IL-6 e IL-10 (eBioscience, EUA). Os resultados obtidos 

para os SNs de culturas estimuladas com PHA não foram apresentados, uma vez que 

foram utilizados apenas como controles positivos dos ensaios realizados. 

 Inicialmente, o anticorpo de captura, diluído conforme instrução contida no kit, 

foi adicionado aos poços das placas de fundo reto. A placa foi coberta e armazenada 

a 4ºC por 12 horas. Após essa etapa de sensibilização, os poços foram lavados 3 

vezes com tampão de lavagem (PBS/0,05% Tween 20), posteriormente, o diluente de 

bloqueio foi adicionado e incubado por 1 hora em TA. Nesta fase, os padrões 

(proteínas recombinantes) foram reconstituídos, diluídos em série para a obtenção da 

curva padrão, adicionados aos poços específicos, em paralelo com os SNs e 

incubados por 12h, a 4ºC. Ao final da incubação, os SNs foram lavados 3 vezes e, o 

anticorpo de detecção, já diluído, foi adicionado e mantido por 1 hora. Em seguida, a 

placa foi submetida a 3 lavagens, o complexo avidina-HRP foi diluído, e incubado por 

30 minutos. Por fim, os poços foram lavados, a solução TMB foi adicionada e a placa 

incubada por aproximadamente 15 minutos, quando foi adicionada a solução de 

parada (2N H2SO4). Ao final do ensaio a leitura foi realizada no equipamento 

SpectraMax 190 (Molecular Devices – EUA/Canadá) em 450nm, utilizando o software 

SoftMax versão 5.3 (Molecular Devices – EUA/Canadá).  
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4.7. Análise estatística  

 

 Os resultados foram expressos em média e desvio padrão ou mediana e 

intervalo de confiança (IC) 95%. Diferenças significativas entre os grupos foram 

determinadas com os testes não paramétricos Mann-Whitney e/ou Wilcoxon. O 

programa Prisma versão 6.0 foi utilizado para a análise estatística e gráfica (Graph 

Prism, EUA). Os valores com p<0,05 (*), p<0,01 (**), e p<0,001 (***) e p<0,0001 (****) 

foram considerados significativos. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Características clínicas e demográficas dos voluntários estudados  

 
Os participantes avaliados neste estudo foram definidos de acordo com a 

apresentação clínica da hanseníase. Foram incluídos 30 participantes no total, sendo 

8 pacientes com a forma lepromatosa polar da hanseníase (LL), 12 pacientes 

lepromatosos polares em abertura de reação tipo 2 ou Eritema Nodoso Leproso (ENL), 

e 10 voluntários sadios (VS) de área endêmica para a hanseníase. Os pacientes de 

hanseníase foram acompanhados no Ambulatório Souza Araújo (ASA- IOC-Fiocruz). 

A coleta das amostras biológicas ocorreu após a confirmação do diagnóstico da 

doença e/ou do episódio reacional, imediatamente antes do início da PQT ou do uso 

das drogas antireacionais (Predinisona e/ou Talidomida).  O diagnóstico da doença e 

do episódio reacional foi realizado por médicos especializados do ASA com base nos 

sinais e sintomas clínicos apresentados pelos pacientes, confirmados por patologistas 

experimentados através da análise hitopatológica de fragmentos de lesão de pele 

obtidos por meio de biopsia cutânea. Exames complementares para a hanseníase 

como a determinação do índice baciloscópico (IB) e do grau de incapacidade (GI), 

assim como o teste prognóstico da lepromina também foram realizados. 

 A casuística foi inicialmente analisada quanto às suas características 

sociodemográficas. A Tabela 4 apresenta informações sobre as variáveis nominais de 

idade e sexo dos participantes, além de parâmetros laboratoriais referentes à infecção 

pelo M. leprae. A idade média observada para o grupo ENL foi de 47,8 ± 17,1 de 

desvio-padrão, 30 ± 11,8 para o grupo LL e 33,5 ± 12,2 para os VS. Ao todo, 70% dos 

participantes eram do sexo masculino, cuja distribuição não se demonstrou diferente 

entre os grupos estudados, sendo 75% no grupo ENL, 62,5% no grupo LL e 70% no 

grupo VS. 

 O IB, o qual varia de 0 a 6 na escala de Ridley e Jopling, foi analisado nos dois 

grupos. No grupo ENL o IB médio na abertura da reação foi de 3,4 ± 2,0. A coleta 

retrospectiva dos dados mostrou que antes de entrar em reação, esses mesmos 

pacientes tinham o IB médio de 5,0 ± 0,48, corroborando o fato de que IB> 4,0 é 

considerado fator de risco para o desenvolvimento de ENL. No grupo de pacientes LL 

recém-diagnosticados o IB médio foi de 4,6 ± 1,0. Dentre os indivíduos que foram 

analisados para o teste de lepromina, todos obtiveram resultado negativo. Dois 
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participantes apresentavam grau de incapacidade 2, sendo um do grupo ENL e outro 

do grupo LL, enquanto seis indivíduos com ENL apresentaram grau de incapacidade 

1 (Tabela 4). 

Tabela 4: Caracterização clínica e sociodemográfica dos participantes do estudo. 

ID 
Forma 
Clínica 

Idade Sexo 
IB 

Inicial 
IB 

Reação 
GI Lepromina 

ENL-01 LL/ENL 34 M NR 5,5 NR NR 

ENL-02 LL/ENL 40 M 5 2,75 0 NEG 

ENL-03 LL/ENL 38 M 5 NR 1 NEG 

ENL-04 LL/ENL 52 M 5,75 5,25 1 NEG 

ENL-05 LL/ENL 76 F 4,5 3 0 NEG 

ENL-06 LL/ENL 43 M 5  NR 0 NEG 

ENL-07 LL/ENL 34 M 5  NR 2 NEG 

ENL-08 LL/ENL 30 M 4,25  NR 1 NEG 

ENL-09 LL/ENL 70 M 5,5 4,75 1 NR 

ENL-10 LL/ENL 74 F  4,75 0 1 NEG  

ENL-11 LL/ENL 30 M  5 2,75  0 NEG  

ENL12 LL/ENL 52 F  5,5 NR  1 NEG 

LL-01 LL 34 M 5 − 2 NEG 

LL-02 LL 22 M 5,2 − NR NEG 

LL-03 LL 44 F 5,5 − NR NEG 

LL-04 LL 16 M 5 − NR NR 

LL-05 LL 15 M 5 − 0 NEG 

LL-06 LL 25 F 5,25 − NR NEG 

LL-07 LL 31 F 2,2 − 0 NR 

LL-08 LL 38 M 4 − NR NR 

VS-01 VS 24 M − − − − 

VS-02 VS 24 M − − − − 

VS-03 VS 33 M − − − − 

VS-04 VS 36 M − − − − 

VS-05 VS 58 F − − − − 

VS-06 VS 50 M − − − − 

VS-07 VS 38 F − − − − 

VS-08 VS 24 M − − − − 

VS-09 VS 24 F − − − − 

VS-10 VS 24 M − − − − 
 

ID: código de identificação do indivíduo, afim de preservar sua identidade; M: masculino; 
F: feminino; LL: forma clínica lepromatosa; LL/ENL: forma clínica lepromatosa em reação 
tipo II ou Eritema Nodoso Leproso (ENL); VS: voluntários sadios de área endêmica; IB: 
índice baciloscópico; GI: grau de incapacidade; NR: não realizado, NEG: negativo.  
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5.2. Determinação ex vivo das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+  

 
 As subpopulações sanguíneas de linfócitos T CD4+ e CD8+ foram marcadas com 

anticorpos monoclonais específicos acoplados a diferentes fluorocromos (Tabela 3), 

para a determinação da frequência dessas células no tempo zero (ex vivo), em todos 

os grupos estudados. A frequência de linfócitos T CD4+ foi basicamente a mesma em 

todos os grupos, sendo as medianas 42% (IC: 33,3 – 58,8%) no grupo ENL, 43% (IC: 

30 – 65,7%) no grupo LL, e 42,1% (IC: 38,9 – 49,4%) no grupo VS (Figura 11A).  

 Para os linfócitos T CD8+ também não houve diferença significativa entre a 

mediana dos grupos, com 19% (IC: 14,1 – 27,6%) no grupo ENL, 17,9% (IC: 7,73 – 

37,6%) no LL e 22,1% (IC: 17,8 – 28,9%) no VS (Figura 11B). Em relação à razão 

entre os linfócitos T CD4+ e CD8+, a mediana do grupo ENL (2,29%; IC: 1,52 - 3,70%) 

não variou significativamente quando comparada com o grupo LL (2,54%; IC: 0,92 – 

5,83) ou com o grupo VS (1,82%; IC: 1,52 – 2,66%) (Figura 11C). O cálculo da razão 

entre as frequências celulares foi realizado a partir da divisão do valor percentual de 

linfócitos T CD4+ pelos linfócitos T CD8+. A partir desse dado foi possível observar 

que o resultado mediano entre os grupos foi de 2:1.  
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Figura 11: Distribuição ex vivo da frequência de linfócitos 
T CD4+ (A) e CD8+ (B) totais, e da razão de linfócitos T 
CD4 e CD8 (CD4/CD8) nos três grupos avaliados (C). Em 
A e B, cada símbolo representa um participante e os traços 
horizontais a mediana. Em C, cada barra representa um 
grupo, e o resultado é mostrado em mediana da razão. Foram 
analisados 12 ENL, 7 LL e 9 VS. LL: pacientes lepromatosos 
polares, ENL: pacientes com Eritema Nodoso Leproso, VS: 
voluntários sadios. O teste Mann-Whitney foi usado para as 
análises estatísticas. 
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5.3. Determinação ex vivo das subpopulações de linfócitos T reguladores 

CD4+ e CD8+.  

  

 Em continuidade às avaliações ex vivo (tempo zero), foram analisadas as 

subpopulações dos linfócitos Tregs CD4+ e CD8+, definidas como CD25+Foxp3+ 

(Figura 10), nos diferentes grupos do estudo e essas diferenças foram todas 

significativas entre os grupos estudados. A frequência da subpopulação Treg CD4+ 

apresentou-se mediana significativamente menor no grupo de pacientes ENL [1,23% 

(IC: 0,2 – 2,71%)], em comparação aos grupos LL [4,1% (IC: 1,52 – 11,80%)] 

(p=0,0005) e ao grupo VS [2,59% (IC: 0,86 – 5,64%)] (p= 0,0278) (Figura 12A). 

 Quanto às Treg CD8+, embora nenhuma diferença significativa tenha sido 

encontrada entre o grupo ENL e os outros dois grupos estudados, a mediana 

encontrava-se mais elevada no quadro reacional com valor de 2,43% (IC: 1,59 – 

6,22%). As frequências foram significativamente menores no grupo VS [0,95% (IC: 

0,44 – 1,87%)] em comparação ao grupo LL [1,6% (IC: 0,014 – 5,09%] (p=0,0060) 

(Figura 12B). A razão TregCD4+/TregCD8+ também foi avaliada. No grupo de 

pacientes com ENL, a mediana da razão foi de 0,31% (IC: 0,03 – 1,44%), de 2,16% 

(IC: 0,38 – 5,69%) nos LL e de 1,16 % (IC: 0,63 – 5,93%) nos VS (Figura 12C). Esse 

resultado demonstra que pacientes com ENL têm razão TregCD4/TregCD8 

significativamente menor na circulação do que os pacientes LL (p=0,0097) e os VS 

(p=0,0018; Figura 12C). A razão reduzida no grupo ENL provavelmente se deve ao 

aumento de Treg CD8+ nesses pacientes. O cálculo da razão entre as células Treg foi 

conduzido de mesmo modo que nas subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+.  
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Figura 12: Distribuição ex vivo das frequências de 
linfócitos Treg CD4+ (A), Treg CD8+ (B) totais, e da 
razão TregCD4/CD8 nos três grupos avaliados. Em A 
e B, cada símbolo representa um participante e os traços 
horizontais a mediana. Em C, cada barra representa um 
grupo, e os resultados obtidos estão mostrados em 
mediana. Foram analisados 12 ENL, 7 LL e 9 VS. LL: 
pacientes lepromatosos polares, ENL: pacientes com 
Eritema Nodoso Leproso, VS: voluntários sadios. O teste 
Mann-Whitney foi usado na análise estatística, sendo 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 
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5.4. Determinação ex vivo de subpopulações de linfócitos T CD4+/CTLA-4+ e 

CD8+/CTLA-4+. 

 

  

 Dando início à avaliação da funcionalidade das Treg ex vivo, na Figura 13 está 

representada a análise da frequência dessa população quanto à expressão de CTLA-

4. A mediana da percentagem de Treg CD4+/CTLA-4+ foi de 0,0043% (IC: 0,001 – 

0,054%) no grupo ENL, de 0,029% (IC: 0,002 – 0,18%) no grupo LL e 0,029% (IC: 

0,0027 – 0,14%) nos VS (Figura 13A). Nas Treg CD8+/CTLA-4+, as frequências foram 

de 0,051% (IC: 0,0043 – 0,24%) no grupo ENL, 0,89% (IC: 0,0031 – 1,14%) no grupo 

LL e 0,0068% (IC: 0 – 0,042%) nos VS. Assim, nesses experimentos, as frequências 

dessas subpopulações foram baixas e sem qualquer significância entre os grupos 

estudados (Figura 13B). 

 

Figura 13: Distribuição ex vivo das frequências de 
linfócitos T CD4+CD25+FOXP3+CTLA-4+ (A) e 
CD8+CD25+FOXP3+CTLA-4+ (B) nos três grupos 
avaliados. Cada símbolo colorido representa um 
indivíduo e os traços horizontais representam a 
mediana. Foram analisados 12 ENL, 7 LL e 8 VS LL: 
pacientes lepromatosos polares, ENL: pacientes com 
Eritema Nodoso Leproso, VS: voluntários sadios. O 
teste Mann-Whitney foi usado na análise estatística. 
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5.5. Determinação in vitro das subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ em 

resposta ao M. leprae. 

 
 Os ensaios in vitro foram realizados para determinar o padrão da resposta 

antígeno-específica dos grupos do estudo. Para isso, as PBMCs dos indivíduos 

foram cultivadas por 72h em presença de ML e PHA, conforme metodologia descrita. 

Os resultados mostraram que não houve alteração significativa na frequência 

mediana de linfócitos T CD4+ (Figura 14A) (ENL: 46,7%, IC:30,5 – 69,4%; LL: 46,7%, 

IC:37,2 – 70,7% e VS: 44,6%, IC: 31,5 – 53,9%), ou T CD8+ (ENL: 20,7%, IC: 11,5 – 

24,8%; LL: 27,7%, IC: 6,24 – 35% e VS: 28,2%, IC: 16,3 – 32,5%) (Figura 14B) em 

relação aos diferentes grupos estudados e, portanto, o ML não parece ter induzido 

variações nessas subpopulações, tanto CD4+ (ENL: 48,5%, IC: 34,1 – 69,1%; LL: 

49,9%, IC: 39,3 – 69,1% e VS: 45,5%, IC: 34,7 – 54,6%) quanto CD8+ (ENL: 16,3%, 

IC: 10,1 – 27,5%; LL: 25,3% IC: 7,6% – 38,2% e VS: 28,1%, IC: 16,5 – 33,5%). Para 

avaliar quanto o antígeno conseguiu de fato estimular e/ou modular a frequência das 

células avaliadas, foi realizada a razão CD4/CD8 e a comparação entre a mediana 

dos percentuais de células na condição estimulada (ML) em relação às células não 

estimuladas (NE) (Figura 14C). 

  O resultado da avalição CD4/CD8, revelou que nos pacientes com ENL houve 

aumento significativo das razões frente ao estímulo com ML (NE= 2,50% IC: 1,23 – 

4,60%; ML= 3,38% IC: 1,58 – 5,23%; p=0,0195; Figura 14C). A razão CD4/CD8 dos 

ENL estimulados também se mostrou elevada em relação aos VS [1,61% (IC: 1,61 

– 2,72%; p= 0,0431)]. As frequências dos linfócitos T CD4+ e T CD8+ estimulados 

com PHA foram cerca de duas vezes maiores do que as frequências apresentadas 

nas culturas NE (dados não mostrados). 
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Figura 14: Avaliação da frequência de linfócitos T CD4+, CD8+ 
sanguíneos in vitro. A: Frequência de linfócitos T CD4+. B: 
Linfócitos T CD8+. C: Relação entre linfócitos T CD4/TCD8. Nas 
figuras A e B cada símbolo colorido representa um indivíduo 
estudado de acordo com o grupo e as condições de cultura, os 
traços horizontais representam a mediana. Na figura C cada barra 
representa a mediana dos grupos e a condição de cultura. Foram 
analisados 10 ENL, 8 LL, 10 VS. LL: pacientes lepromatosos 
polares, ENL: pacientes com Eritema Nodoso Leproso, VS: 
voluntários sadios, NE: não estimulado, 
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5.6. Determinação in vitro das subpopulações de linfócitos Treg CD4+ e CD8+ 

em resposta ao M. leprae. 

 
 A análise in vitro também foi conduzida para avaliar a frequência de linfócitos 

Treg CD4+ e CD8+, definidas no contexto das células CD25+/Foxp3+ (Figura 10). Nas 

culturas sem o antígeno foi observada frequência significativamente reduzida de 

linfócitos Treg CD4+ no grupo ENL [2,54% (IC: 1,48 – 2,79%)], quando comparado 

com os pacientes LL [7,13% (IC: 5,1 – 15,6%)] (p<0,0001) e os VS [4,51% (IC: 2,25 – 

6,18%)] (p<0.05) (Figura 15A). O fenômeno observado nas culturas estimuladas com 

ML foi semelhante ao constatado sem a adição do estímulo. Nessa condição, o grupo 

ENL apresentou como mediana 2,85% (IC: 2,14 – 4,42%), o LL 8,48% (IC: 5,71 – 

18,7%; p<0,0001)) e VS 4,34% (IC: 1,74 – 6,63%; p=0,0031)), assim, o ML promoveu 

aumento significativo na frequência dessas células no grupo de pacientes com ENL 

(p=0,0137) e LL (p=0,0469) em comparação às culturas NE (Figura 15A). Entre as 

Treg CD8+, não foram observadas variações significativas na frequência dessas 

células, frente às diferentes condições de estímulo e entre os grupos analisados 

(Figura 15B). Mais uma vez, o estímulo com PHA, usado como controle, gerou 

frequências maiores nas subpopulações de Treg (dados não mostrados). 

 A razão entre Treg CD4+ e Treg CD8+ sem estímulo, embora mais alta no grupo 

LL [4,82% (IC: 1,32 – 7,07%)], em relação ao VS [2,30% (IC: 1,07 – 5,23%)] e ENL 

[2,35% (IC: 0,47 – 7,78%)], não foi estatisticamente diferente (Figura 15C). O ML ainda 

parece estimular o aumento da razão dessas células nos pacientes LL [5,60% (IC: 

2,23 – 6,38%)] e nos VS [3,43% (IC: 1,22 – 8,08%)]. 
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5.7. Frequência in vitro de subpopulações de linfócitos T reguladores CD4+ e 

CD8+ produtores de IL-10 e TGF-, em resposta ao M. leprae. 

 

 Visando a avaliação da atividade funcional das subpopulações de Treg, as 

células produtoras de TGF-β e IL-10 foram analisadas in vitro, sendo a detecção 

dessas citocinas conduzida de modo intracelular. As Treg CD4+/TGF-β+ 

apresentaram-se significativamente reduzidas no grupo ENL [11,7% (CI:  0,54 – 

38,9%) e 11,5% (CI: 0,31 – 35,14%)] em relação ao grupo LL [33,15% (CI: 13,3 – 

64,4%) e 35,1% (11,2 – 69%)], (p=0,0434; (p=0,0343), com e sem a atuação do 

antígeno, respectivamente. Na condição NE, o grupo VS apresentou mediana de 26,1% 

(CI: 4,02 – 33,1%), com queda significativa na frequência dessas células quando as 

culturas foram estimuladas com ML [13,7% (CI: 3,33 – 31,5%)], (p=0,0391; Figura 

16A). Com relação às Treg CD8+/TGF-β+, embora presentes em maior frequência nas 

culturas, do que as Treg CD4+, em todos os grupos estudados, não foram observadas 

diferenças significativas (Figura 16B).  

 

Figura 15: Avaliação da frequência de linfócitos Treg CD4+, CD8+ 
sanguíneos in vitro. A: Frequência de linfócitos Treg CD4+. B: 
Linfócitos Treg CD8+. C: Relação entre linfócitos 
TregCD4+/TregCD8+. Nas figuras A e B cada símbolo colorido 
representa um indivíduo estudado de acordo com o grupo e as 
condições de cultura, os traços horizontais representam a mediana. 
Na figura C cada barra representa a mediana dos grupos e a condição 
de cultura. Foram analisados 10 ENL, 8 LL e 10 VS. LL: grupo de 
pacientes lepromatosos polar, ENL: grupo de pacientes com reação 
tipo 2 ou Eritema Nodoso Leproso, VS: grupo de voluntários de área 
endêmica, NE: não estimulado, ML: estimulado com M. leprae. Os 
testes Mann-Whitney e Wilcoxon foram utilizados para análise 
estatística, sendo: *p <0,05, **p<0,01 e ****p<0,0001. 
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Figura 16: Determinação da frequência de linfócitos 

Treg CD4+ (A) e CD8+ (B) produtores de TGF-. Cada 
caixa “box plot” representa um grupo de pacientes, as 
barras externas são os valores máximos e mínimos e os 
traços internos as medianas. Foram analisados 10 ENL, 8 
LL e 10 VS. LL: grupo de pacientes lepromatosos polares, 
ENL: grupo de pacientes com Eritema Nodoso Leproso, VS: 
grupo de voluntários sadios de área endêmica, NE: não 
estimulado, ML: estimulado com M. leprae. Os testes Mann-
Whitney e Wilcoxon foram utilizados para análise estatística, 
sendo: *p<0,05. 
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 No que se refere a frequência de Treg CD4+ e CD8+ IL-10+, foi possível observar 

uma redução quando comparado com as Treg produtoras de TGF-β em ambas 

condições de estímulo (Figura 17A e B). Em relação a essas células, somente foi 

constatada diferença significativa entre as Treg CD8+ produtoras de IL-10 entre os 

ENL [0% (CI: 0 – 1,63%)] e o grupo VS [1,85 (0,26 – 8,51%)] (p=0,0024; Figura 17B), 

sem a atuação do ML. Além disso, foi observado que o M. leprae modulou 

negativamente as frequências dessas subpopulações nos grupos LL e VS, mas não 

no grupo de pacientes ENL, cujos valores foram idênticos nas duas condições de 

cultura (NE e ML).    

 As culturas estimuladas com PHA (utilizado como controle positivo), geraram 

frequências maiores nas duas subpopulações de Treg produtoras de TGF- e IL-10 

em todos os grupos estudados, no entanto, sem diferenças significativas entre eles 

(dados não mostrados). 
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Figura 17: Determinação da frequência de linfócitos Treg 
CD4+ e CD8+ produtores de IL-10. Cada caixa “box plot” 
representa um grupo de pacientes, as barras externas são os 
valores máximos e mínimos e os traços internos as medianas. 
Foram analisados 10 ENL, 8 LL e 10 VS. LL: grupo de pacientes 
lepromatosos polares, ENL: grupo de pacientes com Eritema 
Nodoso Leproso, VS: grupo de voluntários sadios de área 
endêmica, NE: não estimulado, ML: estimulado com M. leprae. 
Os testes Mann-Whitney e Wilcoxon foram utilizados para 
análise estatística, sendo **p<0,01 
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5.8. Avaliação do ensaio imunoenzimático em sobrenadantes de cultura de 

PBMCs em resposta ao M. leprae. 

 

 A determinação dos níveis das citocinas IL-6, IFN-, IL-17, IL-23 e IL-10, 

presentes em SNs de cultura de PBMCs cultivadas por 72h, frente aos antígenos de 

ML, foi realizada por ELISA.  

 Mediador de fase aguda, envolvida em respostas inflamatórias exacerbadas, a 

IL-6 foi produzida em altos níveis nos grupos de pacientes analisados de modo geral, 

especialmente nos SNs das culturas dos pacientes reacionais (ENL), tanto na 

condição NE [29145 pg/mL (CI: 27195 – 31508 pg/mL)], quanto em resposta ao M. 

leprae [30708 pg/mL (27646 – 31229 pg/mL)]. No grupo LL observou-se as medianas: 

NE= 27235 pg/mL (CI: 25891 – 28107 pg/mL) e ML= 23709 (CI: 20858 – 26792 pg/mL); 

p=0,0433 e p=0,0031, respectivamente. No grupo VS os valores das medianas foram 

de NE= 8475 pg/mL (CI: 7983 – 9158 pg/mL) e ML= 8484 pg/mL (CI: 7680 – 8944); 

p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente (Figura 18A). Esses resultados reforçam a 

característica inflamatória aguda e sistêmica do ENL. 

 Outra citocina com funções pró-inflamatórias, conhecida principalmente por 

amplificar respostas Th1, e já descrita nas reações hansênicas, o IFN- teve sua 

produção mais elevada no grupo ENL em comparação ao grupo LL, mas sem 

diferença significativa em qualquer das condições de cultura.  De modo interessante, 

a produção dessa citocina atingiu níveis elevados no grupo de voluntários sadios [NE= 

23091 pg/mL (CI: 18295 – 23348 pg/mL) e ML= 19379 pg/mL (CI: 17023 – 20263   

pg/mL)], os quais foram significativamente maiores em comparação ao grupo ENL 

[NE= 16147 pg/mL (CI: 10029 – 19798 pg/mL); p=0,0080 e ML= 12939 pg/mL (CI: 

6778 – 18238 pg/mL); p=0,0140 e, ainda em relação ao grupo LL [NE= 10265 pg/mL 

(CI: 53,51 – 14367pg/mL); p=0,0159 e ML= 10523 (CI: 259,8 – 17866 pg/mL); 

p=0,0317] nas condições sem estímulo (NE) e em resposta ao M. leprae (ML) 

respectivamente (Figura 18B).  

 Também foi avaliada a citocina IL-17, produzida por linfócitos Th17 e, nessa 

análise, os VS apresentaram maiores níveis da molécula sem o estímulo [NE= 750,7 

pg/mL (CI: 39,73 – 1137 pg/mL)] em relação aos outros grupos. Entretanto, foi 

possível observar que os indivíduos com ENL [NE= 736 pg/mL (CI: 251,8 – 2197 

pg/mL)] apresentaram maior frequência de IL-17 do que os LL [NE= 368,8 pg/mL (CI: 

144,2 – 865,9 pg/mL)]. No entanto, não foram constatadas diferenças significativas 
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entre esses grupos (Figura 18C). Em resposta ao M. leprae os valores continuaram 

não diferindo significativamente entre os grupos, com medianas de: ENL [868,3 pg/mL 

(207,4 – 1182 pg/mL)], LL [329,7 pg/mL (GI: 37,82 – 614,2 pg/mL)] e VS [444,7 pg/mL 

(CI: 111,5 – 666,4 pg/mL)] mas, foi possível constatar uma redução nos pacientes 

ENL em comparação aos LL e VS. Esses dados nos levam a concluir que, pelo menos 

em nosso modelo de estudo, a IL-17 não participa da forma multibacilar da hanseníase 

e parece não estar envolvida na imunopatologia do ENL.  

 A IL-23 tem papel no desencadeamento e na manutenção de processos 

inflamatórios. Dessa forma, objetivou-se verificar sua participação no ENL. Embora 

seus níveis tenham sido mais altos no grupo de pacientes com ENL [2590 pg/mL (CI: 

212,2 – 4116 pg/mL)] em comparação aos LL não reacionais [1345 pg/mL (CI: 31,61 

– 2528 pg/mL)], a diferença não foi estatisticamente significativa. Frente ao antígeno 

do ML não houve variação entre os participantes do estudo (ENL: 1540 pg/mL CI: 

1182 – 3780 pg/mL e LL: 1771 pg/mL CI: 354,1 – 2901 pg/mL). Interessante observar 

o fato do grupo VS ter produzido níveis mais altos dessa citocina, tanto nas culturas 

não estimuladas [NE= 3138 pg/mL (CI: 1957 – 5193 pg/mL)], quanto em resposta ao 

antígeno [ML= 3954 pg/mL (CI: 1978 – 5198 pg/mL)] com diferenças significativas em 

relação ao grupo LL (p=0,0159 e p=0,0317 respectivamente; Figura 18D).  

 Por fim, a IL-10, citocina reconhecidamente mediadora da forma lepromatosa 

polar da hanseníase, também foi avaliada. Apesar da IL-10 ter apresentado níveis 

mais elevados nos VS [1159 pg/mL (CI: 206 – 1511 pg/mL)] e no grupo LL [1076 

pg/mL (CI: 757,1 – 2181 pg/mL)] em relação aos ENL [805,3 pg/mL (CI: 352,4 – 1711 

pg/mL)], na ausência de estímulo (NE), não foi observada produção capaz de diferir 

significativamente entre os grupos analisados. Um dado que chamou atenção foi a 

modulação negativa induzida pelo M. leprae sobre a produção de IL-10 em todos os 

grupos estudados [ENL: 600,1 pg/mL (CI: 285,8 – 1249 pg/mL) e VS: 1044 pg/mL (CI: 

138 – 1359 pg/mL) e LL [600,9 pg/mL (CI: 410,9 – 1605 pg/mL)] (Figura 18E). 
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Figura 18: Produção de citocinas por PBMC, após 

culturas de 72h frente ao M. leprae. A: IL-6, B: IFN-, C: 
IL-17, D: IL-23 e E: IL-10. Na representação gráfica 
mostrada nesta figura, cada “box plot” representa um grupo 
de participantes. A linha horizontal dentro das caixas 
representa a mediana de cada grupo e as linhas verticais 
abaixo e acima das caixas representam os valores mínimos 
e máximos respectivamente. LL: pacientes lepromatosos 
polares, ENL: pacientes com Eritema Nodoso Leproso, VS: 
voluntários sadios, NE: não estimulado, ML: estimulado com 
ML. Os testes Mann-Whitney e Wilcoxon foram utilizados 
para análise estatística, sendo *p<0,05, **p<0,01 e 
****p<0,0001. 
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6. DISCUSSÃO 

 Os episódios reacionais da hanseníase são exacerbações inflamatórias agudas 

e, por vezes graves, promovidas por um desbalanço entre a resposta imune do 

hospedeiro e o patógeno, que ocorrem em cerca de 30 a 50% dos pacientes com a 

doença (Fischer, 2017). A reação tipo 2 ou ENL gera muita dor, sofrimento e prejuízo 

ao doente, sendo a maior causa das internações na hanseníase, podendo levar ao 

óbito (Walker et al., 2015). Por isso, diversos estudos visam à investigação de 

mecanismos imunológicos e a identificação de biomarcadores, que possam explicar, 

predizer e controlar os eventos subsequentes à abertura do ENL.  

 Visando contribuir para o entendimento dos fatores associados ao ENL, esse 

trabalho avaliou 20 pacientes lepromatosos polares (LL), doze deles na abertura do 

ENL, moradores do Rio de Janeiro e acompanhados no Ambulatório de Hanseníase 

da Fiocruz, além de 10 indivíduos sadios de área endêmica para a doença, também 

moradores do Rio de Janeiro. 

 Diversas são as hipóteses associadas ao desenvolvimento do ENL e, entre elas, 

há quase duas décadas, um trabalho apontou o IB inicial alto (>4) como um fator de 

risco para a reação (Manandhar et al., 1999). Outros trabalhos abordaram o assunto 

e ratificaram essa hipótese (Vieira et al., 1996; Voorend & Post, 2013). Com efeito, a 

média do IB dos pacientes previamente ao desenvolvimento do ENL era maior do que 

4, enquanto que, no momento da reação a média foi de 3,4. Dessa forma, no que 

tange a relação IB elevado e propensão ao ENL, os dados do presente estudo estão 

de acordo com anteriormente observado em dados na literatura. 

A ativação da resposta imune celular é classicamente associada à gênese e às 

complicações relaciodas ao ENL e, na medida em que novas subpopulações de 

linfócitos T vêm sendo descritas, a comunidade científica vem dispensando esforços 

para a compreensão sobre a sua participação na imunopatogenia da hanseníase e 

seus estados reacionais (Nath et al., 2015; Polycarpou, Walker, Lockwood, 2017; Saini 

et al., 2017). Entretanto, os dados divergentes são observados e, apesar de muitos 

anos de pesquisas, as bases para a hiporesponsividade imunológica na forma 

lepromatosoa da hanseníase até o momento não é consensual, embora a hipótese da 

existência de linfócitos T supressores, amplamente considerada na década de 1980, 

tenha sido descartada, já que os resultados gerados por diferentes grupos não foram 

suficientes para a caracterização da participação dessa célula na hanseníase (Kaplan, 
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1988; Bloom et al., 1992). Assim, admite-se que a ausência de resposta não seja 

devida à tolerância central de linfócitos T supressores M. leprae-específicos, mas a 

outras subpopulações e mediadores periféricos. Também não se pode descartar que, 

componentes do próprio patógeno, dentre os quais destaca-se o PGL-1, exerçam 

regulação negativa na resposta imune celular, como mostrado por Prasad e 

colaboradores (1987). 

Com a descoberta dos linfócitos Treg e de inúmeros estudos sobre o 

desenvolvimento, diferenciação e funções atribuídas a essa subpopulação 

(Josefowicz & Rudensky, 2012), essas células foram identificadas como sendo as 

populações de linfócitos T supressores antigas, responsáveis pela 

hiporresponsividade antígeno-específica observada na forma LL da hanseníase.  

Inicialmente, a frequência de linfócitos T sanguíneos CD4+ e CD8+ totais foi 

avaliada a fim de caracterizar o perfil geral dessas subpopulações. Os dados não 

mostraram ausência de variação na mediana das frequências dessas células entre os 

grupos estudados. Apesar de serem alvo de estudos há tempos, os dados também 

divergem, tanto em populações do sangue periférico, quanto de lesões cutâneas, 

principalmente quando são considerados participantes de origens diferentes, por 

consequência da genética populacional (Misch et al., 2010). 

Entretanto, com relação às subpopulações de sangue periférico, nos ensaios ex 

vivo, uma razão CD4/CD8 de 2:1 foi encontrada em média, entre os dois grupos de 

pacientes avaiados, estando de acordo com o trabalho de Negera e colaboradores 

(Negera et al., 2017).  É importante frisar que os voluntários sadios incluídos em no 

presente trabalho não possuíam doenças autoimunes, infecções recentes, não 

estavam em uso de anti-inflamatórios ou antialérgicos, e os pacientes não possuíam 

outras comorbidades imunológicas. Assim, a razão frente ao estímulo do M. leprae foi 

também avaliada para observar de fato o papel do antígeno na modulação da 

frequência dos linfócitos T. Com base no resultado obtido, é possível sugerir que o 

aumento da razão CD4/CD8 nos pacientes reacionais possa estar relacionada à 

inflamação aguda, associada à quebra da tolerância antígeno-específica, 

classicamente observada nessa forma lepromatosa da hanseníase.  

Nesse contexto, também é possível que as frequências elevadas de linfócitos 

Treg CD4+, observadas ex vivo e em resposta ao M. leprae, para o grupo de pacientes 

LL, esteja associada à baixa responsividade e replicação bacilar. Em contrapartida, a 

diminuída frequência de Treg CD4+ analisada nos pacientes ENL possívelmente está 
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atrelada a reativação celular, combate ao patógeno, culminando na abertura do 

episódio reacional. A fragmentação do bacilo, sobretudo após o início da PQT, pode 

desencadear uma resposta inflamatória aguda pela liberação de antígenos, 

promovendo a redução na frequência de linfócitos Treg CD4+ e o aumento de IL-6 e 

IL-23, contribuindo assim para a abertura do ENL. Esse conjunto de dados são 

corroborados pelos estudos de vários autores, dentre os quais, Attia e colaboradores 

(2010 e 2014), Saini e colaboradores (2016), Vieira e colaboradores (2016) e Negera 

e colaboradores (2017). O grupo de Negera foi além e investigou a frequência das 

células Treg sobre a influência da predinisona, quando do tratamento de pacientes 

com ENL, na Etiópia (Negera et al., 2017). Os resultados revelaram que as Treg CD4+ 

estavam em baixa frequência nos pacientes ENL e, a partir da administração da droga 

imunossupressora para tratamento da reação, houve a recuperação e a manutenção 

dessas células no sangue periférico. Assim, os autores defendem que a redução na 

frequência das Treg observada no ENL pode estar diretamente associada ao 

desenvolvimento do episódio reacional (Negera et al., 2017). Esses dados foram 

observados em outras doenças, como dermatite atópica (Ma et al., 2013), tuberculose 

(Li et al., 2015) e também descritos em pacientes com sepse (Hiraki et al., 2012).  

Dentre as subpopulações de Treg, as CD8+, foram as primeiras a serem 

descritas. Entretanto, por muito tempo o papel dessas células não foi esclarecido. Hoje 

sabe-se que as funções das células Treg CD8+ estão associadas ao controle da 

autoimunidade, especialmente em sítios de privilégio imunológico, como os olhos 

(Wang & Alexander, 2009). Além disso, Li e colaboradores (2014) identificaram 

linfócitos Treg CD8+/CD122+ produtores de PD-1 com atividade funcional semelhante 

a células de memória central e mais potentes do que as Treg CD8+/CD122+/PD-1- em 

suprimir a resposta de linfócitos T efetores (Li et al., 2014). Na hanseníase, também 

já foram identificados linfócitos Treg CD8+ em crianças abaixo de 15 anos com as 

formas multibacilares da doença (Fernandes et al., 2013) e em maior frequência no 

sangue e lesão de pele de pacientes adultos com a forma LL, quando comparados a 

pacientes BT (Bobosha et al., 2014). Neste trabalho a frequência das Treg CD8+ foram 

mais baixas no grupo de pacientes LL, em comparação ao grupo ENL. Em um trabalho 

recente, Negera e colaboradores também observaram o mesmo fenômeno (Negera 

et al., 2017). No mesmo estudo, avaliando a influência da prednisona (única droga 

imunossupressora usada na Etiópia para o tratamento das reações hansênicas) em 

pacientes LL que haviam passado por episódio de ENL, os autores observaram a 
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manutenção da frequência das Treg CD8+ semelhantes aos pacientes lepromatosos. 

Assim, baseado nas observações do presente estudo e outros já descritos, sugere-se 

que as Treg CD8+ não influenciam na abertura do ENL. De forma semelhante, em um 

trabalho com pacientes com psoríase, foi detectada uma frequência diminuída de Treg 

CD8+ no sangue periférico, em comparação a indivíduos saudáveis. Entretanto, nesse 

trabalho foi observado que a redução ocorreu devido à migração dessas células para 

o sítio da lesão. Além disso, os autores concluíram que a estimulação in vitro de 

linfócitos T CD8+ com o ácido retinóico in situ promovia sua mudança para Treg CD8+ 

com grande poder supressor (Fleissner et al., 2011). Tomando como base os 

trabalhos do grupo de Negera e de Fleissner, um estudo longitudinal de 

acompanhamento de pacientes LL, no momento do diagnóstico e na abertura do ENL, 

com avalição das frequências de Treg nesses indivíduos, pode ser importante para 

avaliar a ocorrência desses fenômenos nos pacientes do nosso serviço. Além disso, 

em nosso país, e mais especificamente em nosso ambulatório, a droga de escolha 

para o tratamento da reação tipo 2 ou ENL é a talidomida e, até o momento, não é de 

nosso conhecimento a existência de trabalhos comparando o uso desta medicação 

no ENL e o comportamento das Tregs. Os dados são escassos, e em apenas um 

trabalho recente foi discutido o papel da talidomida sobre as células Treg, mas com 

foco estrito em doenças autoimunes (Sakkas et al., 2017). 

Visando a avaliação funcional das Treg ex vivo, moléculas com papel conhecido 

na atividade dessas, dentre as quais o CTLA-4, também foram investigadas. A 

frequência de Treg CD4+ ou CD8+ positivas para a expressão de CTLA-4 na superfície 

celular, apresentou-se de forma extremamente reduzida em todos os grupos do 

estudo. Esse resultado é semelhante ao estudo de Vieira e colaboradores (2016), que 

investigaram a presença de CTLA-4 na superfície de células Treg CD4+ ex vivo de 

pacientes com reação tipo 1 em comparação a pacientes com reação tipo 2 e, do 

mesmo modo, encontraram frequência de Treg CTLA-4+ muito baixa nos grupos 

estudados. Esses dados também estão de acordo com o trabalho de Li e 

colaboradores que analisaram pacientes com tuberculose multirresistente (MDR) e 

observaram frequência diminuída de Treg expressando CTLA-4 na superfície celular, 

em torno de 0,5% (Li et al., 2015). A molécula CTLA-4 é constitutiva das Treg, porém, 

a expressão na superfície da membrana citoplasmática ocorre apenas após estimulo 

e sua ativação (Morikawa & Sakaguchi, 2014). Como a análise dessa subpopulação 

foi conduzida no sangue periférico, pode ser que outros mecanismos de supressão 
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participem desse ambiente, de modo a englobar e expandir o controle da resposta 

imune.  

Analisando a frequência das Treg CD8+/CTLA-4+ foi possível observar que 

houve um aumento dessas células em relação às Treg CD4+, todavia, nenhuma 

diferença estatística foi observada entre os indivíduos estudados. Até o momento, 

apenas um estudo avaliou as Treg CD8+ associadas à expressão de CTLA-4. 

Segundo os seus autores, a ativação das células por peptídeos próprios pode ter 

levado ao aumento da expressão de CTLA-4 de superfície, inibindo assim as 

respostas inflamatórias locais via competição com CD28 (Jarvis et al., 2008). Logo, a 

atuação de outros mediadores celulares como PD1, ICOS e CD95 podem estar 

relacionados às Treg, além da produção de citocinas por essas células.  

 Como a molécula CTLA-4 não parece ser crucial à atuação das Treg nos 

participantes avliados, um melhor entendimento do mecanismo de supressão por 

essas células se fez necessário. Assim, foi investigada a frequência de linfócitos Treg 

produtores de TGF- e IL-10, através da análise in vitro em resposta ao M. leprae e 

de co-estímulos (anti-CD28 e anti-CD49d). Foi observado que as células Treg CD4+ 

produtoras de IL-10 encontravam-se em menor frequência do que as Treg CD4+ 

produtoras de TGF-+ nos dois grupos clínicos estudados e nos voluntários sadios. 

Esse dado também foi observado por Tarique e colaboradores (2017), comparando 

pacientes pauci- e multibacilares de hanseníase, com frequência de 40% de Treg 

CD4+ produtoras de TGF- e 10% de Treg CD4+ produtoras de IL-10 nos MB (Tarique 

et al., 2017). O resultado obtido por esse grupo reforça os observados no presente 

trabalho e sugere que as Treg CD4+ e CD8+ exclusivamente produtoras de IL-10 

podem não ser cruciais para a manutenção da resposta ao M. leprae em pacientes 

LL. 

 O TGF- é uma citocina pleiotrópica, atuando na regulação da resposta imune 

celular, proliferação e diferenciação de linfócitos Th17, Th9 e Treg (Wan & Flavel 

2009). Neste estudo, as células Treg produtoras de TGF- prevaleceram na forma LL, 

mas não no grupo ENL. Esse dado demonstra que essas células atuam no controle 

negativo da resposta Th1 nos pacientes LL e sua baixa frequência no ENL pode estar 

associada ao desbalanço e na transitoriedade da resposta imune no quadro reacional. 

Um trabalho do grupo de Saini e colaboradores (2014) também observou frequência 

aumentada de Treg CD4+ produtoras de TGF- nos pacientes LL, quando as formas 
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clínicas não reacionais da hanseníase foram estudadas e comparadas (Saini et al., 

2014). Em outro trabalho do mesmo grupo observou-se que as frequências de Treg 

CD4+ produtoras de TGF- estão mais elevadas nos pacientes LL do que nos ENL. 

Ademais, as Treg CD8+ produtoras de TGF- foram encontradas em frequência maior 

do que as Treg CD4+, embora a distribuição dos fenótipos celulares entre os grupos 

estudados tenha sido semelhante (Saini et al., 2016). 

 Dando continuidade aos estudos com as Treg na hanseníase e, mais 

especificamente no ENL, alguns trabalhos avaliaram o perfil celular, assim como a 

produção de mediadores de resposta imune preponderantes nesse tipo reacional. Um 

estudo observou o aumento de IL-23A e IL-17 no sobrenadante de cultura de PBMC 

de pacientes com ENL comparado com pacientes LL (Saini et al 2016). Já Tarique e 

colaboradores (2017) realizando estudos in vitro demonstraram que as Treg CD4+ 

podem sofrer uma mudança e serem polarizadas para o perfil Th1 ou Th17, a partir 

do manejo das culturas com a adição ou a subtração de IL-12 e IL-23, levando à 

ativação de STAT4 e STAT3 e, consequentemente, à produção de IFN- e IL-17, 

respectivamente. Os autores sugeriram que a replicação elevada do bacilo pode 

promover o descontrole imunológico, elevando os níveis das citocinas inflamatórias 

IL-17 e IL-23 (Tarique et al., 2017). Porém, com base nos resultados obtidos pelos 

autores, essas moléculas não apresentaram variações entre as formas clínicas BT/TT 

e BL/LL, um dado de certa forma inesperado. Tomando como base esses achados, é 

possível sugerir que, em presença de IL-17 e IL-23, possa ocorrer a polarização das 

Treg CD4+ para o perfil celular Th17 e, dessa forma, desencadear a agudização da 

resposta inflamatória pela fragmentação do patógeno e liberação maciça de antígenos, 

compatível com os episódios reacionais.  

 Com base nas análises realizadas nos sobrenadantes das culturas, a IL-6 

apresentou indícios de maior atuação no ENL. De fato, a análise de lesão cutânea de 

pacientes indianos com ENL corroboram com esse achado (Belgaumkar et al., 2007). 

Avaliações genéticas demonstraram que polimorfismos no gene da IL-6 podem atuar 

como fator preditivo para o ENL e, ser inclusive um fator de risco para o 

desenvolvimento da reação (Sousa et al., 2012, Sales-Marques et al., 2017). Na 

psoríase, doença com características semelhantes ao episódio reacional, a IL-6 atua 

diminuindo a atividade das Treg, reduzindo a supressão da resposta imune e, ainda, 

estimulando a fosforilação de STAT3 em linfócitos T (Goodman et al., 2009). Em outro 
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trabalho foi mostrado que, na presença de TGF-, as citocinas IL-6, IL17 e IL-23, 

induzem a diferenciação de linfócitos T “naïve” em células Th17, a partir da 

fosforilação de STAT3 e RORC (Jin & Dong, 2013). As Th17 desempenham papel 

fundamental no combate a doenças autoimunes, através da produção de IL-17 e IL-

22. O balanço entre Treg e Th17 está cada vez mais em voga no estudo de doenças 

inflamatórias. Entretanto, não há consenso quanto a esse balanço na hanseníase. 

Para investigar a presença de células Th17 nos pacientes e, na impossibilidade de 

caracterizá-las fenotipicamente no presente estudo, a estratégia utilizada foi avaliar a 

produção de IL-17 nos sobrenadantes de cultura de PBMC, frente aos antígenos de 

M. leprae. Embora tenha sido encontrada uma produção aumentada dessa citocina 

no grupo ENL em comparação com o grupo não reacional, as diferenças não foram 

significativas, talvez em decorrência do número de pacientes analisados. Assim, na 

coorte aqui estudada a IL-17 não parece estar envolvida na gênese do ENL. Em 

acordo com os resultados desse estudo, trabalho de mestrado realizado recentemente 

em nosso laboratório e atualmente submetido à publicação, avaliou a expressão 

gênica dos fatores de transcrição STAT3 e RORC em grupos de pacientes LL não 

reacionais e em ENL. Os resultados obtidos não diferiram significativamente entre os 

grupos (Silva, PHL; 2016). 

 O IFN- é uma molécula classicamente descrita por atuar conferindo contenção 

do patógeno aos pacientes do polo tuberculoide (Nery et al., 2015). Porém, já foi 

demonstrado que essa citocina encontra-se elevada na abertura dos episódios 

reacionais e que, ainda, associada à IL-12, modula negativamente a IL-10 

(Sreenivasan et al., 1998). No presente estudo foram observados resultados 

semelhantes aos descritos anteriormente. No entanto, chama atenção níveis elevados 

de IFN-  detectados nos voluntários sadios. Esse resultado pode ser atribuído a 

atuação das moléculas co-estimuladoras CD49d e, principalmente, o CD28, utilizadas 

nos ensaios in vitro. Esses dados já foram observados e associados à presença de 

moléculas coestimuladoras em artrite reumatoide (Verhoe et al.,1999) e na infecção 

por Trypanosoma cruzi (Martins et al., 2004).  

 A IL-10 é um citocina fundamental no controle das respostas inflamatórias e na 

proteção contra danos aos tecidos (Ouyang et al., 2010), além de participar da 

hiporresponsividade antígeno-específica característica dos pacientes lepromatosos 

(Azevedo et al., 2017). Como observado nos resultados obtidos neste trabalho, 
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quando avaliamos a frequência de Treg CD4+ produtoras de IL-10, esta não variou 

significativamente entre os grupos de pacientes. Dessa forma, os níveis aumentados 

de IL-10 observados nos sobrenadantes de PBMC de pacientes LL devem ser produto 

da atividade funcional de outros fenótipos celulares.  

 Os achados do presente trabalho devem ser considerados em conjunto com os 

de outros autores e algumas observações merecem destaque. O M. leprae é um 

patógeno que sofreu distribuição mundial e a partir da genotipagem da bactéria foram 

detectados 16 SNPs que caracterizam as diferentes cepas do patógeno. Essa 

diversidade é atribuída principalmente a associações geográficas que estão 

intimamente relacionadas com processos de migração e adaptação do bacilo (Monot 

et al., 2009). Assim, as variações no perfil das citocinas analisadas nesse trabalho, 

com pacientes que foram infectados principalmente pela cepa SNP2, não devem ser 

comparadas diretamente com trabalhos que estudaram pacientes indianos ou 

africanos, pois, como já mencionado devem existir variações fenotípicas atreladas às 

variações entre as cepas do ML prevalente em cada região e ainda à variações 

epigenéticas.  

 Tomados em conjunto, os dados do presente estudo sugerem que, na forma 

lepromatosa polar da hanseníase, em um ambiente onde se destaca a presença de 

IL-10, os linfócitos Treg são as células cruciais para suprimir a resposta imune celular 

do tipo Th1. Ademais, em algum momento do curso clínico da doença, ocorre um 

desbalanço da resposta imune, quando as Treg são moduladas negativamente, 

tornando o micro-ambiente do hospedeiro permissível ao desencadeamento do ENL. 

Enquanto dados consistentes com ativação funcional de subpopulações Th1 e 

produção de citocinas pró-inflamatórias como o IFN- são descritos por vários grupos, 

para explicar o desencadeamento da reação tipo 1 ou reação reversa, tanto na forma 

PB quanto em pacientes BL (Andrade et al., 2015; DosSantos et al., 2016), o 

mecanismo preciso envolvido na imunopatogênese da reação tipo 2 (ENL) permanece 

como um tema instigante a ser esclarecido. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Na abertura da reação tipo 2 (ENL), a frequência reduzida dos linfócitos T 

reguladores (Treg) CD4+, junto à frequência elevada dessas células nos pacientes 

lepromatosos polares (LL) sugere que, essa subpopulação esteja envolvida na 

gênese do processo reacional. Em contraposição, as frequências inalteradas das Treg 

CD8+ sugerem que esta subpopulação não participe desse processo; 

 

 A baixa expressão de CTLA-4+ na superfície das Treg nos pacientes dos grupos 

ENL e LL sugere que essa molécula não seja fundamental para atuação supressora 

dessas células nesses grupos; 

 

 A frequência significativamente menor de linfócitos Treg CD4+ produtores de 

TGF-, observada no grupo ENL em comparação ao grupo LL, em nosso modelo de 

estudo, sugere que essa subpopulação seja regulada negativamente no ENL;   

 

 Entre as citocinas analisadas, a IL-6 aparenta ser aquela com maior atuação na 

gênese do ENL. Com base nos resultados obtidos para IL-17 e IL-23, a diferenciação 

para o padrão Th17 parece não ocorrer, reforçando a importância da participação das 

Treg CD4+ na manutenção da regulação da resposta imune na forma LL não reacional 

da hanseníase. 
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