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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

CARACTERIZAÇÃO DE LINFÓCITOS T REGULADORES FOXP3+ DE SANGUE E DE PELE DE 

PACIENTES DE HANSENÍASE 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Natasha Cabral 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica em que o nível de resposta imune do 
hospedeiro contra o agente etiológico, Mycobacterium leprae, determina a 
manifestação clínica da doença. Os linfócitos T reguladores (Tregs) suprimem a 
resposta efetora para prevenir danos teciduais, ação que pode contribuir para 
persistência de patógenos como o M. leprae. Apesar do provável envolvimento da 
modulação negativa da resposta imune na patogênese da hanseníase, os 
mecanismos envolvidos nessa regulação ainda não estão claros. Por isso, nosso 
objetivo foi caracterizar fenotipicamente linfócitos T CD8+ e CD4+, incluindo Tregs e 
linfócitos T efetores (Tefs) de pacientes paucibacilares (PB) e multibacilares (MB) de 
hanseníase, assim como doadores saudáveis de área endêmica (SAE). Avaliamos as 
células mononucleares sanguíneas totais (ex vivo) e após estimulação de 7h com 
sonicado de M. leprae para identificação de linfócitos T específicos para antígenos de 
M. leprae. A investigação da razão de Tregs/Tefs mostrou que o grupo MB apresenta 
alteração no balanço entre essas subpopulações tanto em contexto ex vivo quanto 
antígeno-específico. Na análise ex vivo, observamos aumento da razão no grupo MB 
quando comparado com o grupo SAE tanto em relação às células de memória totais 
quanto subpopulações CXCR3+. Isto sugere que mesmo em condições imunes não 
específicas, o balanço entre essas subpopulações tende em direção aos Tregs nestes 
pacientes. Na análise antígeno-específica, detectamos aumento da frequência de 
Tregs antígeno-específicos (AgTregs) no grupo PB e redução da frequência de Tefs 
antígeno-específicos (AgTefs) no grupo MB. A avaliação da razão de AgTregs/AgTefs 
mostrou aumento progressivo da razão do grupo SAE para o grupo PB, culminando 
com o grupo MB. Os doadores SAE apresentaram predominância de resposta celular 
efetora, enquanto os pacientes PB apresentaram equilíbrio entre essas duas 
subpopulações. Por outro lado, os pacientes MB apresentaram resposta tolerogênica 
dominante contra o bacilo, isto é, o número de AgTregs excede o de AgTefs, o que é 
compatível com a imunossupressão da resposta efetora contra o M. leprae.  Além 
disso, identificamos que os AgTregs de pacientes expressaram moléculas inibidoras 
associadas a vias de supressão dos Tregs, sugerindo mecanismos de supressão 
ativos na hanseníase. A avaliação dos linfócitos T CD8+ também mostrou menor 
frequência de linfócitos T CD8+CXCR3+ totais, assim como linfócitos CD8+ 

respondedoras ao bacilo nos pacientes MB, sugerindo que a resposta CD8+ está 
debilitada nesses pacientes. Por fim, padronizamos a metodologia para obtenção de 
linfócitos T viáveis de pele humana e identificamos Tregs provenientes de lesões de 
pele por citometria de fluxo e imunofluorescência. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

CHARACTERIZATION OF REGULATORY T CELLS FOXP3+ FROM BLOOD AND SKIN OF 

LEPROSY PATIENTS 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 

Natasha Cabral 

 

Leprosy is a chronic infectious disease in which the level of the host's immune 
response against the etiologic agent, Mycobacterium leprae, determines the 
clinical manifestation of the disease. Regulatory T cells (Tregs) suppress the 
effector response to prevent tissue damage, an action that may contribute to the 
persistence of pathogens such as M. leprae. Despite the likely involvement of 
negative modulation of the immune response in the pathogenesis of leprosy, the 
mechanisms involved in this regulation are still unclear. Therefore, our main was 
to phenotypically characterize CD8+ and CD4+ T cells, including Tregs and 
effector T cells (Teffs) from paucibacillary (PB) and multibacillary (MB) leprosy 
patients, as well as healthy donors from an endemic area (HD). We evaluated the 
total blood mononuclear cells (ex vivo) and after 7h stimulation with M. leprae 
sonicate to identify T cells specific for M. leprae antigens. The investigation of the 
Tregs/Teffs ratio showed that the MB group presents alterations in the balance 
between these subpopulations both in ex vivo and antigen-specific contexts. In 
the ex vivo analysis, we observed an increase in the ratio in the MB group when 
compared to the HD group, both relation to total memory cells and CXCR3+ 
subpopulations. This suggests that even under non-specific immune conditions, 
the balance between these subpopulations tends towards Tregs in these 
patients. In the antigen-specific analysis, we detected an increase in the 
frequency of antigen-specific Tregs (AgTregs) in the PB group and a reduction in 
the frequency of antigen-specific Tefs (AgTeffs) in the MB group. The evaluation 
of the AgTregs/AgTeffs ratio showed a progressive increase in the ratio from the 
SAE group to the PB group, culminating in the MB group. HD showed a 
predominance of effector response, while PB patients showed balance between 
these two subpopulations. On the other hand, MB patients showed a dominant 
tolerogenic response against the bacillus, that is, the number of AgTregs exceeds 
that of AgTefs, which is compatible with the immunosuppression of the effector 
response against M. leprae. Furthermore, we identified that AgTregs from 
patients expressed inhibitory molecules associated with Treg suppression 
pathways, suggesting active suppression mechanisms in leprosy. The evaluation 
of CD8+ T cells also showed a lower frequency of total CD8+CXCR3+ T cells, as 
well as CD8+ T cells responding to the bacillus in MB patients, suggesting that 
the CD8+ response is impaired in these patients. Finally, we standardized the 
methodology for obtaining viable T lymphocytes from human skin and identified 
Tregs from skin lesions by flow cytometry and immunofluorescence.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Hanseníase 

1.1.1 Considerações gerais 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica que afeta a humanidade há 

milhares de anos. A evidência cientifica mais antiga é um esqueleto humano de quatro 

mil anos na Índia com características patológicas associadas à hanseníase 

lepromatosa (2). Em 1869, o médico norueguês Gerhard Hansen elaborou uma 

audaciosa hipótese a partir de suas observações epidemiológicas e propôs que a 

hanseníase era causada por um organismo. Em 1873, Hansen identificou bacilos em 

amostras de pele de pacientes e descreveu pela primeira vez o principal 

microrganismo causador da hanseníase, o Mycobacterium leprae (3).  

A hanseníase causa danos na pele e nervos periféricos, manifestando-se em 

um espectro de formas clínicas que estão associadas à resposta imune do hospedeiro 

contra o bacilo. Após um longo período de incubação, surgem os sinais clínicos da 

doença, como lesões de pele com perda de sensibilidade e neuropatia periférica (5). 

O M. leprae também pode afetar olhos, mucosas e órgão internos. Casos mais 

avançados e sem tratamento provocam grande estigma social devido às alterações 

na face como nódulos, infiltrações difusas e perda de pelos, assim como deformidades 

físicas debilitantes (6). 

Até recentemente, acreditava-se que o único agente etiológico da hanseníase 

fosse o M. leprae. Contudo, uma segunda espécie, Mycobacterium lepromatosis, foi 

descoberta no México em 2008 (7). Embora ambas as bactérias possuam aspectos 

microbiológicos assim como características clínicas e histopatológicas semelhantes, 

a distribuição geográfica dos casos é bastante diferente (6). Enquanto os casos da 

doença causado pelo M. leprae são diagnosticados pelo mundo todo, os casos de M. 

lepromatosis são raros e concentrados principalmente no México e regiões do Caribe 

(8). No Brasil, a infecção por M. lepromatosis já foi identificada em amostras de tecido 

de pacientes com a forma lepromatosa difusa, entretanto, o M. leprae é o agente 

causador predominante da hanseníase no país (9).  

A dificuldade de identificação da fonte de infecção devido ao longo período de 

incubação da doença e a impossibilidade de cultivo in vitro do M. leprae em condições 

axênicas são obstáculos para o completo esclarecimento da cadeia de transmissão 
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do bacilo (10). É amplamente aceito que a transmissão do M. leprae ocorre quando 

uma pessoa susceptível inala aerossóis, gotículas e secreções nasais expelidas por 

pacientes (11-15). O envolvimento da mucosa nasal na disseminação da doença é 

evidenciado por estudos que mostram que pacientes multibacilares são capazes de 

expelir pelas vias aéreas superiores uma grande quantidade de bacilo viável 

diariamente (16).  

Além disso, há indícios que a genética do hospedeiro pode influenciar na 

susceptibilidade ou proteção desses indivíduos contra a doença, assim como no 

desenvolvimento das formas clínicas (17). A carga bacilar e a duração da exposição 

também podem impactar no adoecimento (18). Outras rotas possíveis de transmissão 

incluem contato direto com a pele de pacientes, fontes ambientais e transmissão 

zoonótica, incluindo tatus de nove bandas, chipanzés e esquilos vermelhos (14, 19, 

20).  

1.1.2 Diagnóstico e tratamento 

A hanseníase é diagnosticada por avaliação clínica, com anamnese para o 

levantamento do histórico do paciente e avaliação dermatológica e neurológica para 

identificar lesões de pele e de nervos periféricos em qualquer parte do corpo. O 

profissional de saúde também observa se existem sinais de estados reacionais da 

doença (21). A baciloscopia é o exame complementar mais comum utilizado na prática 

clínica. Ela consiste na análise microscópica do bacilo em raspados de pele de regiões 

específicas do corpo, como lesões, cotovelos ou lóbulos auriculares. É importante 

destacar que a baciloscopia negativa não exclui o diagnóstico da doença (21).  

Um caso suspeito de hanseníase é confirmado quando o indivíduo apresenta 

um ou mais dos sinais a seguir: lesões com perda de sensibilidade, espessamento 

dos nervos periféricos e/ou baciloscopia positiva para o bacilo ácido-álcool resistente 

(22). Outros exames complementares incluem histologia de amostras de pele ou 

nervo, teste intradérmico, teste sorológico e reação em cadeia da polimerase (PCR) 

para identificação de material genético do bacilo em amostras biológicas (23).  

Para fins terapêuticos, a doença é dividida em hanseníase paucibacilar (PB) e 

multibacilar (MB). Os casos PB  incluem os pacientes com até cinco lesões de pele, 

enquanto os casos MB incluem pacientes com mais de cinco lesões de pele (21). 

Atualmente, a poliquimioterapia única (PQT-U) para hanseníase é o tratamento 

preconizado pelo Ministério da Saúde e consiste na administração combinada de 

rifampicina, dapsona e clofazimina (22, 24). A duração do esquema terapêutico é de 
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seis meses para as formas PB e doze meses para as formas MB. Os pacientes 

precisam comparecer mensalmente ao centro de saúde para acompanhamento clínico 

e medicação supervisionada. O esquema terapêutico para crianças inclui os mesmos 

medicamentos, porém com doses com concentração reduzidas (21). Em caso de 

intolerância às drogas citadas anteriormente, antibióticos alternativos como 

minociclina, ofloxacina e claritromicina podem ser utilizados em um esquema 

terapêutico especial (22). O Ministério da Saúde também recomenda a aplicação de 

duas doses da vacina BCG em todos os contatos intradomiciliares dos casos de 

hanseníase como forma de prevenção da doença (21). 

1.1.3 Epidemiologia 

Em 1982, a OMS implementou uma estratégia global para o controle da 

hanseníase que consistiu na detecção de novos casos e tratamento com 

poliquimioterapia (PQT). A estratégia surtiu efeito e por volta dos anos 2000 a 

prevalência mundial da doença caiu significantemente, porém em alguns países como 

o Brasil, a doença persiste como problema de saúde pública. Entre os anos de 2019 

e 2020, a prevalência e o número de novos casos globais diminuíram 27,7% e 37,1%, 

respectivamente. A redução nestas taxas deve refletir o impacto da pandemia de 

COVID-19 e não uma possível mudança epidemiológica da doença. A distribuição 

geográfica de novos casos (Fig. 1.1) evidencia que Brasil, Índia e Indonésia continuam 

sendo os países com maiores números de novos casos da doença em 2020, isto é, 

acima de 1 caso por 10 mil habitantes (1). 

O diagnóstico e o acompanhamento de casos de hanseníase no Brasil também 

foram influenciados pela pandemia de COVID-19. Em 2019 foram reportados 27.863 

novos casos da doença, enquanto em 2020 este número caiu para apenas 17.979 

novos casos. Do total de casos reportados em 2020, aproximadamente 5% são 

diagnósticos em crianças menores de 15 anos, indicando que a doença não está 

controlada em nosso país, e que a transmissão da infecção na comunidade continua 

ocorrendo. Além disso, o Brasil é o país com o segundo maior número de casos com 

grau dois de incapacidade física, grau mais alto da escala e indicador de diagnóstico 

tardio. Assim, a hanseníase continua sendo um problema de saúde pública 

preocupante em território nacional (25).   
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1.1.4 Mycobacterium leprae 

O M. leprae possui um genoma substancialmente menor que os de outras 

micobactérias (26). Alguns microrganismos se adaptam a condições específicas, 

como a vida intracelular obrigatória e mantem apenas o mínimo de genes necessários 

para sua sobrevivência no hospedeiro (27). Esta evolução redutiva sofrida pelo bacilo 

inclui genes associados ao metabolismo, podendo ser este o motivo pelo qual o bacilo 

não é cultivado in vitro em meios axênicos. Sua replicação por divisão binária é 

extremamente lenta e o período de incubação da infecção é longa (5, 28). O M. leprae 

possui tropismo por macrófagos e células de Schwann, tipos celulares presentes em 

regiões do corpo com temperaturas mais baixas, isto é, pele e nervos periféricos, 

respectivamente (28). A temperatura ideal para a atividade metabólica e crescimento 

do bacilo é de aproximadamente 33°C (29).  

O M. leprae é um bacilo reto ou levemente curvado medindo de 1,5 a 8 micra 

de comprimento por 0,2 a 0,5 micra de diâmetro (6). Os reservatórios naturais 

conhecidos do bacilo incluem os seres humanos, tatus de nove faixas, alguns primatas 

não humanos e esquilos vermelhos (30).  Embora diversos animais, incluindo coelhos, 

galinhas, peixes, porcos entre outros tenham sido testados como modelos para 

hanseníase desde a identificação do agente etiológico, entretanto, os únicos animais 

que até hoje são utilizados como meio de propagação do M. leprae para fins de 

pesquisa são os camundongos e tatus de nove bandas (6). 

Figura 1.1 - Distribuição geográfica de novos casos de hanseníase em 2020. 
Os países foram coloridos de acordo com o número de novos casos da doença reportados para 
Organização mundial de Saúde. Adaptado de (1) 
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A ultraestrutura do bacilo é similar à de outras micobactérias, e é composta de 

citoplasma, membrana plasmática, parede celular e cápsula (31). A cápsula é rica em 

lipídeos, principalmente o glicolipídeo fenólico I (PGL-I), encontrado apenas no M. 

leprae, conferindo especificidade imunológica ao bacilo (6).    

1.1.5 Formas clínicas 

 

A hanseníase é uma doença que se manifesta em um espectro de formas 

clínicas que são determinadas pelo nível de resposta imune do hospedeiro contra o 

M. leprae. Em 1966, Ridley e Jopling observaram que as características clínicas, 

histológicas e bacteriológicas da doença se correlacionavam com o grau de imunidade 

protetora do hospedeiro. Assim, eles classificaram a doença em cinco formas clínicas, 

incluindo duas formas polares e três formas intermediárias (32).  

O polo tuberculóide (TT) compreende os indivíduos que possuem resposta 

celular pró-inflamatória contra o M. leprae. A imunidade destes pacientes pode ser 

demonstrada tanto na pele através reação intradérmica com antígenos do bacilo 

quanto em ensaios in vitro de produção de IFN- por células sanguíneas (33-35). Os 

sinais clínicos incluem frequentemente uma única placa eritematosa bem delimitada 

de bordas elevadas (Fig. 1.2, A). A lesão de pele apresenta perda significativa de 

sensibilidade e sua superfície é áspera, seca, sem pelos e frequentemente escamosa. 

Geralmente ocorre espessamento do nervo cutâneo próximo à lesão (32).  

 

Figura 1.2 – Hanseníase tuberculóide polar (TT). 
(A) Placa eritematosa bem definida sem pelo no dorso da mão. (B) Granuloma bem organizado formado de 
macrófagos epitelióides no manto cercado por linfócitos T na periferia. Hematoxilina e eosina (aumento de 400x). 
Adaptado de (38). (C) Bacilos álcool-ácido resistentes em lesão de pele de paciente TT. Foi necessário a avaliação 
de 50 campos para detectar os dois bacilos no nervo cutâneo. Marcação Fite (aumento de 1000x). Adaptado de 
(6).   

As características histopatológicas incluem a rara presença do bacilo e a 

formação de um infiltrado inflamatório granulomatoso bem-organizado que pode 

invadir a epiderme (Fig. 1.2, B e C). O granuloma é composto de macrófagos 

epitelióides maduros, células de dendríticas (DCs) e uma densa camada de linfócitos 

T na periferia do infiltrado (36). O granuloma pode invadir ou envolver os fascículos 
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nervosos e dependendo da intensidade da inflamação pode ocorrer a destruição total 

de nervos cutâneos (37). 

O polo lepromatoso (LL), engloba os pacientes com falha da resposta pró-

inflamatória contra o bacilo. A infecção disseminada provoca múltiplas lesões de pele 

e dos nervos periféricos (Fig. 1.3, A). As primeiras lesões observadas costumam ser 

pápulas ou máculas eritematosas brilhantes sem perda de sensibilidade distribuídas 

simetricamente pela região do corpo afetada. Com a progressão da doença surgem 

novas lesões e as antigas formam placas ou nódulos que podem ou não apresentar 

perda de sensibilidade. Diversos nervos periféricos são comprometidos e dormência 

nos membros superiores e inferiores é comum. Em estados mais avançados da 

doença pode ocorrer espessamento difuso no rosto, nariz e orelhas (Fig. 1.3, A; 

direita). Pode ocorrer também perda de pelos da face, ulceração da mucosa nasal, 

deformidade nasal, perda de dente, inflamação ocular, acometimento de órgãos 

internos, alterações ósseas nos pés e mãos (32).  

 

Figura 1.3 - Hanseníase lepromatosa polar (LL). 
(A) Lesões com aspecto ictiosiforme em pele da perna com a presença de lepromas e infiltrado facial com perda 
de cílios. (B) Granuloma altamente desorganizado formado de macrófagos espumosos com poucos linfócitos 
dispersos difusamente. Hematoxilina e eosina (aumento de 400x). Adaptado de (38). (C) Alta carga bacilar ácido-
resistente em lesão de pele de paciente LL. Marcação Fite (aumento de 1000x). Adaptado de (6).  

 

A análise histológica da lesão LL mostra a formação de granuloma 

desorganizado composto de muitos macrófagos espumosos e poucos linfócitos T 

distribuídos difusamente pelo infiltrado (Fig. 1.3, B). Existe uma grande carga bacilar 

(Fig. 1.3, C), inclusive com formação de globias tanto nos macrófagos quanto nas 

células de Schwann (36). Os nervos periféricos comprometidos podem apresentar 

aparência hialina ou fibrosa devido à extensa redução da densidade de fibras 

nervosas e aumento de colágeno intraneural, respectivamente (39). 

Entre os dois polos do espectro existem formas clinicamente instáveis com 

níveis variados de imunidade, sendo elas: Borderline-tuberculóide (BT), Borderline-

borderline (BB) e Borderline-lepromatosa (BL). O grupo borderline é caracterizado 

pela diminuição progressiva da resposta celular pró-inflamatória contra o bacilo, assim 

como aumento do número de lesões (Fig. 1.4, A), desorganização dos granulomas 
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(Fig. 1.4, B) e carga bacilar (Fig. 1.4, C) à medida que a forma clínica se aproxima do 

polo LL da doença (5, 33). Os indivíduos BT apresentam lesões de pele com aparência 

e perda de sensibilidade similares às do grupo TT, porém as lesões são menores e 

em maior quantidade (32). 

 

Figura 1.4 - Formas Borderlines de hanseníase.  
(A) Paciente BT com placas hipopigmentadas com aspecto seco e com perda de pelo (esquerda). Paciente BB 
com múltiplas placas eritematosas com aspecto seco, tendo algumas lesões morfologia anular, onde as bordas 
externas são imprecisas e as bordas internas nítidas, evidenciando um aspecto de “queijo suíço”. A presença de 
lesões bem definidas sugere a mudança para o espetro tuberculóide (centro). Paciente BL com múltiplas 
placas/máculas eritematosas mal definidas com tendência a simetria em sua distribuição (direita). Hematoxilina e 
eosina (aumento de 400x). Adaptado de (40). (B) Granulomas com crescente desorganização à medida que a 
forma Borderline se aproxima do polo lepromatoso. Adaptado de (23). (C) Aumento da carga bacilar à medida que 
a forma Borderline se aproxima do polo lepromatoso. Marcação Fite (aumento de 1000x). Adaptado de (6). 
 

As lesões dos indivíduos BB possuem características como tamanho e número 

intermediárias em relação às formas polares. As lesões desse grupo costumam ser 

placas eritematosas de centro oval hipopigmentado com bordas internas definidas e 

externas esmaecidas (28). Os sinais clínicos das lesões BL são similares às lesões 

LL, com exceção da distribuição assimétrica, brilho moderado e anestesia parcial das 

lesões. O acometimento neural é observado através do aumento simétrico dos nervos 

periféricos e ocorre logo após o surgimento de lesões (32). 
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As formas clínicas TT e BT constituem ao grupo PB, enquanto as formas 

clínicas BB, BL e LL constituem o grupo MB (28).  

1.2 Resposta imune contra o M. leprae 

Enquanto o sistema imune inato responde de forma rápida e inespecífica  

contra agentes infecciosos, a subsequente ativação da resposta adaptativa é 

indispensável para a geração de uma resposta imune efetiva contra esses patógenos 

(41). O sistema imune adaptativo é composto da imunidade humoral mediada por 

linfócitos B e imunidade celular mediada por linfócitos T (42). Neste estudo focaremos 

nas populações de linfócitos T CD4+ e CD8+. 

As células do sistema imune inato reconhecem agentes invasores através da 

detecção de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), isto é, moléculas 

comuns a diversos microrganismos, mas que estão ausentes no hospedeiro. Os 

PAMPs são identificados por receptores de reconhecimento de padrões (RRPs) 

expressos pelas células inatas (43). Diversas moléculas constituintes do M. leprae já 

foram descritas como ligantes de RRPs. A ativação destes receptores, incluindo 

receptores do tipo toll (TLRs), é fundamental para a geração de uma resposta imune 

contra patógenos. Os macrófagos e as células de Schwann são os principais alvos da 

infecção pelo bacilo na pele (44). 

As células dendríticas (DCs) possuem um papel fundamental na geração de 

linfócitos T de memória ao apresentarem antígenos de agentes invasores para 

linfócitos T virgens (Tv) nos gânglios linfáticos (45). As DCs podem residir tanto na 

epiderme como células de Langerhans (LCs) quanto na derme como DCs dérmicas 

(44). Os macrófagos assim como as DCs são células apresentadoras de antígenos 

(APCs) profissionais do sistema inato e podem apresentar antígenos do M. leprae 

para linfócitos T nos tecidos periféricos (46, 47).  

Após o reconhecimento de patógenos, as APCs se tornam altamente eficazes 

na apresentação antigênica. Este processo consiste no aumento da expressão de 

moléculas do complexo de antígenos leucocitários humano (HLA) contendo peptídeos 

antigênicos, expressão de moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 e CD40, e 

secreção de citocinas imunomoduladoras (45). 

Os sinais recebidos durante a ativação das APCs nos tecidos periféricos 

induzem a produção de citocinas que por sua vez vão influenciar a diferenciação de 

linfócitos TV em linfócitos T efetores e linfócitos T reguladores (Tregs). Por exemplo, 
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prostaglandina E2 (PGE2) estimula a secreção de citocinas indutoras de linfócitos TH2 

pelas DCs, enquanto a presença de IFN- e interferons do tipo I estimulam a secreção 

de citocinas indutoras de linfócitos TH1. Já as citocinas TGF- e IL-10 podem polarizar 

as APCs para induzir a diferenciação de linfócitos T em Tregs (48). As citocinas anti-

inflamatórias e eicosanóides são detectados em altos níveis em lesões de pacientes 

MB, enquanto as citocinas pró-inflamatórias são detectadas em lesões de pacientes 

PB (49, 50). Assim, o microambiente da pele pode influenciar na diferenciação de 

linfócitos T a partir da polarização de APCs.  

Estudos in situ de lesões cutâneas demonstram que pacientes PB apresentam 

maior abundância de DCs com alta expressão de CD1, molécula relacionada a 

apresentação antigênica de lipídios (51-53). Por outro lado, as DCs de lesões de 

pacientes MB são escassas e expressam receptores e moléculas inibidoras, reduzindo 

assim, a sua capacidade de maturação e apresentação antigênica (54-56). Além 

disso, os transcritos de moléculas coestimuladoras como CD80/CD86 estão presentes 

em maiores níveis em amostras de lesões de pele de pacientes PB que de pacientes 

MB (57). As DCs infectadas in vitro pelo M. leprae exibem baixos níveis de HLA e 

expressam PGL-I em sua superfície. O bloqueio destas células com anticorpos anti-

PLG-I induz a proliferação e produção de IFN- pelas linfócitos T, sugerindo que a 

expressão de PGL-I em células infectadas pode inibir a resposta celular (58). Além 

disso, as DCs derivadas de monócitos de pacientes MB produzem baixos níveis de 

IL-12, citocina necessária para a diferenciação de linfócitos TH1, após estimulação in 

vitro com antígenos de M. leprae, sugerindo que a baixa produção desta citocina pode 

contribuir para a fraca resposta celular do tipo TH1 observada nestes pacientes (59).  

As APCs apresentam antígenos de peptídeos exógenos para linfócitos T CD4+ 

através de HLA de classe II (60). Os linfócitos B após estimulação antigênica também 

podem processar e apresentar antígenos para linfócitos T CD4+ (61). Embora os 

linfócitos T CD8+ sejam estimulados majoritariamente por antígenos endógenos 

através de moléculas HLA de classe I, eles também podem reconhecer antígenos 

exógenos a partir de apresentação cruzada, mecanismo presente em DCs 

especializadas que capturam antígenos extracelulares e apresentam para linfócitos T 

CD8+ (62). Os linfócitos T reconhecem o complexo HLA-peptídeo cognato por meio de 

receptores de linfócitos T (TCR) presentes em sua superfície. A ativação do TCR 

aliada a sinais coestimuladores, como CD28 e citocinas imunomoduladoras fornecem 

os três sinais necessários para a ativação, expansão clonal e diferenciação de 

linfócitos T (63). 
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Durante uma resposta imune são gerados linfócitos T de curta duração e 

células de memória que persistem. A população de curta duração é de células efetoras 

diferenciadas terminais (TEDT) que sofrem apoptose após a eliminação do agente 

infeccioso. Estes linfócitos T são caracterizados pela expressão de CD45RA e 

ausência de receptores de migração para órgãos linfoides (CD62L e CCR7), 

possuindo alta atividade efetora e baixa capacidade proliferativa (64). Já os linfócitos 

T de memória são caracterizados pela expressão de CD45RO e ausência de CD45RA, 

persistindo após a fase de contração linfocitária. Em uma segunda exposição, os 

linfócitos de memória são capazes de responder rapidamente contra o patógeno (65). 

A população de memória pode ser dividida em três subpopulações, sendo elas: 

linfócitos T de memória central (TMC), linfócitos T de memória efetora (TME) e linfócitos 

T de memória residentes em tecido (TMRT). Embora seja difícil determinar a relação 

entre as subpopulações de linfócitos T de memória humanas, é proposto que linfócitos 

Tv ativados possam se diferenciar progressivamente em linfócitos TMC e TME, sendo 

estes precursores de linfócitos TEDT. Linfócitos TMRT provavelmente também são 

linfócitos diferenciados derivados de linfócitos TME e TEDT que migram para os tecidos 

e ficam retidos nestes locais. Não é possível excluir a possibilidade de que linfócitos 

TMC também sejam capazes de gerar linfócitos TMRT, assim como linfócitos TEDT 

possam gerar linfócitos TME (Fig.1.5). 

Os linfócitos TMC expressam CCR7 e CD62L, circulando entre sangue e órgãos 

linfoides. Estas células possuem alta capacidade proliferativa e quando ativadas 

podem rapidamente gerar novas células. Por outro lado, os linfócitos TME regulam 

negativamente moléculas de migração para órgãos linfoides e expressam receptores 

de quimiocinas associados a tecidos específicos. Deste modo, os TME circulam entre 

sangue e órgãos periféricos, respondendo rapidamente com funções efetoras em caso 

de reativação (64).  

Os linfócitos TMRT são células com função efetora e já foram considerados 

células não circulantes com residência permanente em tecidos periféricos. Entretanto, 

um estudo recente demonstrou que estas células podem sair dos tecidos periféricos 

e mediar inflamação TH2 sistêmica (66). Classicamente, os linfócitos TMRT da pele são 

caracterizados pela expressão de CD69 e algumas subpopulações também 

expressam as integrinas CD103 e CCR8 (67). 
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Figura 1.5 - Modelo para geração de linfócitos T de memória.  
Os T virgens (Tv) ativados se diferenciam em populações de células de memória circulantes, sendo elas: linfócitos 
T de memória central (TMC) e linfócitos T de memória efetora (TME). Os linfócitos T de memória são precursores de 
linfócitos T terminalmente diferenciados (TEDT). Linfócitos Tv, e TMC circulam entre o sangue e órgãos linfoides 
secundários, enquanto Linfócitos TME e TEDT circulam entre sangue e tecidos periféricos. Linfócitos T de memória 
residentes em tecido (TMRT) estão presentes nos compartimentos periféricos e são provavelmente linfócitos T 
terminalmente diferenciados. Eles devem ser derivados tanto de linfócitos TME quanto TEDT que migram para os 
tecidos periféricos através de receptores de quimiocinas tecido-específicas. Não é possível descartar que os 
linfócitos TMC também possam gerar linfócitos TMRT, assim como linfócitos TEDT possam gerar TME (setas 
pontilhadas). Criado com smart.servier.com   

 

1.2.1 Linfócitos T CD8+ 

 

Os linfócitos T CD8+ possuem um vasto repertório de moléculas efetoras com 

atividade microbicida. A principal via engloba a morte celular de células infectadas 

através de citólise direta mediada pela liberação de perforina, granzimas e Fas (62). 

A maioria das proteínas citotóxicas é pré-sintetizada e o conteúdo só é liberado após 

o contato com a célula alvo, permitindo uma resposta direcionada e rápida (68). Estes 

linfócitos citotóxicos também produzem citocinas pró-inflamatórias como IFN- e TNF, 

e quimiocinas que irão atrair células inflamatórias para o local de infecção (62). O 

receptor de quimiocinas CXCR3 é expresso em linfócitos T CD8+ ativados e regula a 

migração para áreas de inflamação do tipo TH1 (69).  
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Diversos estudos já demonstraram que os linfócitos T CD8+ citotóxicos 

participam da defesa do organismo contra micobactérias (41). Lalvani e colaboradores 

demonstraram a presença de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-  e com atividade 

lítica em resposta para M. tuberculosis em pacientes com tuberculose (70). A depleção 

destas células em macacos rhesus imunizados para M. tuberculosis culmina na 

redução significativa da imunidade contra a tuberculose, sugerindo que os linfócitos T 

CD8+ contribuem para o controle da infecção após desafio com o patógeno (71). O 

IFN- aumenta a ativação destes linfócitos  e estimula o recrutamento para os locais 

de inflamação (72, 73).  

Nas lesões de pele de pacientes PB, os linfócitos T CD8+ citotóxicos produzem 

IFN- e estão presentes na periferia das lesões, com a taxa entre células CD4+:CD8+ 

(2:1) semelhante à do sangue. Linfócitos T CD8+ são capazes de lisar células de 

Schwann e macrófagos infectados pelo bacilo in vitro, sugerindo que estas células 

desempenham um papel importante na hanseníase (74, 75). Pacientes PB possuem 

maior frequência de linfócitos T CD8+ com expressão simultânea de granzima B, 

perforina e granulisina no sangue que pacientes MB (76). 

Por outro lado, em lesões de pele de pacientes MB, o número de linfócitos T 

CD8+ supera o número de CD4+ (2:1). Estas células apresentam um fenótipo 

supressor (CD28-) com alta produção de IL-4, sugerindo um perfil anti-inflamatório e 

não citotóxico nestes pacientes (6, 77, 78). A IL-4 induz in vitro a expansão de células 

CD8+CD28- de pacientes MB (79). Além disso, estas células não proliferam em 

resposta a antígenos de M. leprae e restringem a proliferação e produção de citocinas 

in vitro por outras células, sugerindo que estas células contribuem para a inibição da 

resposta efetora nestes pacientes (80).   

Recentemente, um estudo avaliou por sequenciamento “single cell” de RNA 

amostras de pele de pacientes MB e doadores saudáveis. Os autores observaram 

maior expressão gênica de LAG-3 (gene de ativação de linfócitos 3) e TIGIT 

(imunorreceptor de linfócitos T com domínios Ig e ITIM) nos linfócitos T CD8+ de 

pacientes MB, sugerindo que estas células apresentam um perfil de exaustão nas 

lesões (81). 
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1.2.2 Linfócitos T CD4+ 

 

As principais subpopulações de linfócitos T CD4+ associadas à resposta imune 

na hanseníase, incluem linfócitos TH1, TH2, TH17, TH9 e Tregs (Fig. 1.6). Essas 

células expressam fatores de transcrição linhagem-específicos que regulam a sua 

diferenciação, determinando atividades funcionais e padrões migratórios (45). Assim, 

os linfócitos T auxiliares podem gerar respostas imunes contra diversos 

microrganismos, incluindo agentes intracelulares e extracelulares (45). 

 

 

Figura 1.6 - Principais subpopulações de linfócitos T CD4+ 
Os linfócitos T virgens (TV) necessitam de três sinais para se diferenciarem em linfócitos T auxiliares (TH) ou 
linfócitos T reguladores (Tregs). O primeiro sinal é emitido pela ativação do receptor de Linfócitos T através da 
ligação do peptídeo cognato associado a moléculas de HLA de classe II (HLA-II). O segundo e terceiro sinal são 
mediados pela interação de moléculas coestimuladoras e citocinas imunomoduladoras, respectivamente. Os 
linfócitos T expressam fatores de transcrição que regulam a sua diferenciação e atividade funcional, incluindo a 
indução de receptores de quimiocinas que por sua vez vão mediar a migração dessas células para locais de 
inflamação. As principais subpopulações de linfócitos T auxiliares envolvidas na hanseníase, incluem TH1, TH2, 
TH17, TH9 e possivelmente TH1/TH17. APCs, células apresentadoras de antígenos; HLA-II, moléculas do 
complexo principal de histocompatibilidade humano II; TCR, receptor de linfócitos T; TSLP, linfopoietina estromal 
tímica; MΦ, macrófagos. Criado com smart.servier.com. 
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Os linfócitos TH1 são caracterizados pela produção de citocinas pró-

inflamatórias, como IFN-, TNF e lL-2. O fator de transcrição linhagem-específico T-

BET regula a diferenciação destas células na presença das citocinas IFN- e IL-12. 

Durante a sua diferenciação, os linfócitos TH1 adquirem a expressão de receptores 

de quimiocinas, incluindo CXCR3 e CCR5 que medeiam a migração destas células 

para locais de inflamação (45, 82). O papel das citocinas do tipo TH1 na defesa contra 

agentes infecciosos foi demonstrado em modelos murinos geneticamente deficientes 

para IFN-, que são mais suscetíveis a patógenos como M. tuberculosis e Leishmania 

major (83-86). Além disso, esses animais sobrevivem substancialmente menos que 

camundongos selvagens após infecção (87). 

O IFN- induz o aumento da expressão de moléculas HLA de classe II em 

APCs, estimulando a apresentação antigênica, assim como estimula a produção de 

TNF e quimiocinas por queratinócitos, fibroblastos e células endoteliais. Além disso, o 

IFN-  induz a retração de células endoteliais e o relaxamento do músculo liso, 

culminando no acúmulo de sangue em vasos dilatados, favorecendo a passagem de 

leucócitos (88). Este ambiente pró-inflamatório estimula a ativação da função 

antimicrobiana dos macrófagos (82).  

As citocinas do tipo TH1, incluindo IFN-, IL-2 e TNF estão presentes 

predominantemente nas lesões PB da doença, isto é, indivíduos que conseguem 

controlar a infecção (82, 89). Martins e colaboradores demonstraram que os níveis de 

IFN- nos sobrenadantes de culturas de células mononucleares sanguíneas (CMS) 

estimuladas com peptídeos específicos de M. leprae caem progressivamente à 

medida que há aumento de exposição ao bacilo em indivíduos saudáveis ou carga 

bacilar em pacientes (33). Recentemente, também foi demonstrado in vitro que 

pacientes PB e doadores saudáveis apresentam maiores frequências de linfócitos T 

CD4+ produtores de IFN- em resposta a antígenos de M. leprae (90).  

Os monócitos circulantes atingem o local de infecção e sofrem diferenciação 

em macrófagos residentes em tecido com fenótipos e funções dependentes dos 

fatores teciduais presentes no microambiente em que estão (91). A presença de IFN-

 e IL-15 nas lesões de pacientes PB, induz a ativação da via antimicrobiana 

dependente de vitamina D e, consequentemente, diferenciação de macrófagos com 

fenótipo M1 (92, 93). O IFN- também induz a expressão de JAG pelas células 

endoteliais, e JAG induz a diferenciação de macrófagos pró-inflamatórios (92). Os 

macrófagos M1 produzem citocinas pró-inflamatórias como TNF, assim como enzimas 
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que geram a produção de óxido nítrico, induzindo radicais livres que destroem o bacilo 

(82). O IFN- também induz a produção de peptídeos antimicrobianos e autofagia nos 

macrófagos M1, sugerindo que o M. leprae também pode ser eliminado por estas vias 

moleculares (94, 95). 

Em 2005, uma nova subpopulação de linfócitos T auxiliares produtora de IL-17 

foi identificada em modelo murino de encefalomielite autoimune (96). Atualmente, 

sabe-se que a subpopulação TH17 também produz outras citocinas, como IL-21, IL-

22 e IL-26 (97). Em seres humanos, as citocinas IL-23 e IL1 regulam positivamente 

a expressão do fator do transcrição linhagem-específico RORT que por sua vez 

orquestra a diferenciação desta linhagem celular (98). Os linfócitos TH17 também 

expressam os receptores de quimiocinas CCR4 e CCR6 (97). 

A linhagem TH17 é principalmente associada à patogênese de diversas 

doenças autoimunes e inflamatórias, incluindo psoríase, esclerose múltipla, artrite 

reumatoide, e doença inflamatória intestinal. Essas células contribuem para a 

inflamação tecidual crônica que é acompanhada pela destruição da matriz extracelular 

(99). Embora os linfócitos TH17 tenham uma participação discreta contra patógenos 

intracelulares, diversos estudos demonstram a contribuição destas células na 

proteção contra Mycobacteria sp., Leishmania sp., Listeria sp., e Salmonela sp (100, 

101).  

Ainda, células CD4+IL-17+ presentes nos pulmões de camundongos 

imunizados para M. tuberculosis produzem rapidamente quimiocinas após desafio, 

recrutando linfócitos TH1 para o local de infecção. A depleção de linfócitos TH17 

resulta na diminuição do número de linfócitos TH1 nos pulmões destes animais, 

sugerindo que a população TH17 também contribui para a proteção do tipo TH1 contra 

a infecção (102). A linhagem TH17 é sensível à IL-12 e, em condições inflamatórias 

do tipo TH1, podem expressar T-BET, se tornando células TH1/TH17. A regulação 

positiva de T-BET nestas células induz a produção de IFN- e a expressão de CXCR3 

(103-109).  

O envolvimento da subpopulação TH17 na reposta pró-inflamatória contra o M. 

leprae já foi demonstrado em alguns estudos. Os níveis de IL-17 no soro são 

significantemente menores em pacientes com hanseníase quando comparados com 

controles saudáveis, tendo os pacientes MB a menor produção desta citocina. Isto 

sugere que a assim como o IFN-, a diminuição da produção de IL-17 pode estar 

associada ao desenvolvimento da doença, assim como progressão das formas 

clínicas da hanseníase (110).  
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Além disso, pacientes com as formas PB apresentam maiores frequências de 

células CD4+ produtoras de IL-17, e maior expressão de fatores de transcrição RORC 

in vitro em resposta a antígenos de M. leprae (111, 112). As lesões destes pacientes 

também exibem maior expressão de IL17A e RORT, e maior presença de células 

CD4+IL-17+ (112, 113). Dang e colaboradores também observaram maiores níveis de 

IL-26 nessas lesões cutâneas. Além disso, os autores demonstraram in vitro que a IL-

26 é capaz de entrar em células infectadas e reduzir a viabilidade da bactéria, 

sugerindo que esta citocina produzida por linfócitos TH17 contribui para a defesa do 

hospedeiro contra bactérias intracelulares (114).  

A IL-17 também já foi associada ao processo de desmielinização inflamatória 

do nervo periférico na hanseníase. Esta citocina regula negativamente a produção do 

fator de crescimento do nervo (NGF) e de seu receptor nos pacientes PB, contribuindo 

para o dano neural nestes pacientes (115). Assim, os linfócitos TH17 podem ter 

participação na geração de lesões dos nervos periféricos.    

Recentemente, os linfócitos TH9, produtores de IL-9, foram descritos em seres 

humanos (116). Estas células se diferenciam na presença de IL-4 e TGF-, estando o 

fator de transcrição PU.1 envolvido neste processo (117). Além disso, estes linfócitos 

já foram associados à resposta imune contra vários patógenos, incluindo helmintos, 

C. albicans e M. tuberculosis (118-123). A maioria dos linfócitos TH9 que expressam 

CCR3 também expressa CXCR3 e CCR6. Assim, estes receptores de quimiocinas 

podem ser usados para identificá-los (124).  

Em pacientes PB, a IL-9 neutraliza os efeitos negativos das citocinas anti-

inflamatórias do tipo TH2 induzida pelo M. leprae (125). Análises quantitativas de IL-9 

em lesões de pele revelaram diferenças nos níveis desta citocina, tendo os pacientes 

PB predominância de IL-9 quando comparados com pacientes MB. Além disso, as 

citocinas IL-4, IL-10 e TGF-β tendem a ser negativamente correlacionadas com a 

expressão de IL-9, indicando uma possível atividade antagônica nas lesões de pele 

de pacientes (126).  

A resposta do tipo TH2 é principalmente induzida contra patógenos 

extracelulares e reações alérgicas. Durante o seu processo de  diferenciação, 

coordenado pelo fator de transcrição GATA-3, os linfócitos TH2 regulam positivamente 

a expressão de CCR4 e CRTH2 (82). Embora a IL-4 seja essencial para a 

diferenciação in vitro e in vivo desta subpopulação, outras vias de sinalização como 

GATA-3 e citocinas, incluindo linfopoietina estromal tímica (TSLP), IL-25 e IL-33 

também tem participação na indução de linfócitos TH2 in vivo (127).  
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As citocinas do tipo TH2 induzem a ativação, maturação e proliferação de 

células B, assim como produção de anticorpos e mudança de classe de 

imunoglobulinas (128-131). A inflamação mediada por estas citocinas é caracterizada 

pela infiltração de eosinófilos, basófilos e degranulação de mastócitos, processo que 

é dependente de imunoglobulina IgE (88). Stager e colaboradores mostraram que a 

vacinação de camundongos selvagens com a proteína recombinante HASPB-1 induz 

linfócitos T CD8+ específicos e gera proteção após infecção com L. donovani. 

Entretanto, em camundongos deficientes para IL-4 e para o receptor de IL-4, a 

proteção é ineficaz, sugerindo que a sinalização desta citocina é necessária para a 

geração de uma resposta protetora eficaz (132).  

As lesões de pele de pacientes MB são caracterizadas pela predominância de 

citocinas anti-inflamatórias do tipo TH2 como IL-4, IL-10 e IL-5 (89). Estes pacientes 

apresentam maiores frequências in vitro de células CD4+IL-4+ em resposta a 

antígenos de M. leprae (90). Além disso, já foi demonstrado que a IL-5 aumenta a 

produção de IgM pelas células B de pacientes em ensaios in vitro, sugerindo o 

envolvimento dos linfócitos TH2 na resposta humoral na doença (133). 

A IL-10 induz a via alternativa de macrófagos nos pacientes MB, gerando 

células altamente fagocíticas com baixa atividade antimicrobiana (93, 134). 

Macrófagos M2 expressam altos níveis de CD163, receptor associado à internalização 

e sobrevivência do M. leprae (135). Estes macrófagos também produzem citocinas 

anti-inflamatórias, como IL-10, IL-13, IL-27, TGF- e FGF-, assim como expressam 

enzimas associadas a mecanismos imunossupressores e de reparo, incluindo 

indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO-1) e arginase 1 (56, 136).  A infecção pelo M. 

leprae também altera o citoplasma das células hospedeiras metabolicamente para um 

fenótipo lipogênico, com acumulação de corpúsculos lipídicos derivados de ácidos 

graxos, fosfolipídios, fosfolipídios oxidados e colesterol. Estas alterações culminam no 

aspecto espumoso característico dos macrófagos com perfil M2 (137-142).  

Desta forma, linfócitos TH1, TH17, TH1/TH17 e TH9, assim como linfócitos T 

CD8+ citotóxicos podem mediar as respostas pró-inflamatórias nas formas PB da 

doença, isto é, indivíduos com certa resistência a proliferação do bacilo. O 

recrutamento destas subpopulações para as áreas de infecção deve contribuir para a 

manutenção da inflamação crônica nestes pacientes (82). Por outro lado, respostas 

anti-inflamatórias induzidas por linfócitos TH2, Tregs e CD8+ supressores podem gerar 

um ambiente permissivo para a proliferação e disseminação do bacilo em indivíduos 

com falha na resposta efetora, isto é, MB (Fig. 1.7). 
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Figura 1.7 - Modelo de resposta imune na hanseníase. 
Pacientes paucibacilares (PB) apresentam resposta imune pró-inflamatória quase efetiva contra o M. leprae. Essa 
resposta é possivelmente mediada por linfócitos T CD4+ auxiliares, incluindo TH1, TH17, TH1/TH17 e TH9, assim 

como linfócitos T CD8+ citotóxicas (CTL). O IFN- produzido por essas células e IL-15 produzida pelas células 
inatas ativam a via antimicrobiana dos macrófagos, resultando em macrófagos com perfil M1 que matam o bacilo. 
A IL-17 recruta Linfócitos TH1 para o local de inflamação, enquanto a IL-26 possui atividade antimicrobiana que 
resulta na diminuição da viabilidade do M. leprae em células infectadas. A citocina IL-9 neutraliza os efeitos das 
citocinas do tipo TH2 nestes pacientes. Em contraste, pacientes multibacilares (MB) exibem resposta anti-
inflamatória mediada por linfócitos TH2, Tregs e CD8+CD28- (perfil supressor), resultando em um ambiente 
permissivo para o bacilo. A IL-10 ativa a via alternativa dos macrófagos, aumentando sua capacidade fagocítica 
sem ativação da via antimicrobiana. As células CD8+ supressoras produzem altos níveis de IL-4 que por sua vez 
estimula a expansão destas células. Os Tregs podem induzir a supressão da resposta efetora contra o bacilo 
nestes pacientes através de diversos mecanismos moleculares. Criado com smart.servier.com. 

1.3 Linfócitos T reguladores 

Os linfócitos T com papel crítico na tolerância imune contra antígenos próprios 

e exógenos são os Tregs (143-145). Estas células controlam processos inflamatórios, 

limitando danos teciduais, ação que pode beneficiar agentes infecciosos, como o M. 

leprae (146). Belkaid e colaboradores demonstraram em modelo murino para 

Leishmaniose que os Tregs (CD4+CD25+) se acumulam na derme dos animais 

durante infeção por L. major e contribuem para a persistência do parasita ao suprimir 

a resposta efetora no local de infecção (147).  
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Os Tregs são linfócitos T CD4+ caracterizados fenotipicamente pela expressão 

estável do fator de transcrição linhagem-específico “Forkhead box protein 3” (FOXP3) 

e pela alta expressão de CD25, cadeia alfa do receptor de IL-2 (148). A sinalização 

de IL-2 é indispensável para a indução, manutenção, proliferação e atividade 

supressora dos Tregs. Embora os Tregs expressem CD25, eles não são capazes de 

produzir IL-2, dependendo da citocina produzida por linfócitos T convencionais 

(Tconvs) ativados (149).  

Atualmente, os Tregs FOXP3+ são nomeados de acordo com o seu local de 

diferenciação, isto é, Tregs tímicos (tTregs), Tregs periféricos (pTregs) e Tregs 

induzidos in vitro (iTregs). Esta nomenclatura fornece uma indicação clara da origem 

das diversas subpopulações de Tregs (150). Os tTregs possuem papel essencial na 

tolerância natural a antígenos próprios e prevenção de doenças autoimunes. Eles são 

gerados durante os estágios iniciais do desenvolvimento fetal e neonatal. A 

diferenciação dos tTregs ocorre através da seleção positiva de timócitos CD4+ com 

afinidade intermediária/alta por complexos de HLA de classe II e peptídeos próprios 

no timo. Após sua diferenciação, os tTregs migram para tecidos periféricos, onde 

atuam inibindo a ativação de outros linfócitos T auto-reativos (151, 152).  

Os pTregs são gerados nos tecidos periféricos a partir da diferenciação de 

linfócitos TV sob condições imunológicas específicas, como baixas doses de antígenos 

e na presença de IL-2 e TGF-. Acredita-se que a diferenciação seja induzida em 

resposta a antígenos não-próprios, incluindo alérgenos, microbiotas comensais e 

patógenos (148). Por fim, iTregs são gerados in vitro também na presença de IL-2 e 

TGF-. Entretanto, estas células perdem tanto a expressão de FOXP3 quanto a 

atividade supressora na ausência de TGF-. Os tTregs e pTregs expressam 

estavelmente FOXP3, enquanto os iTregs expressam de forma instável (153).   

1.3.1 Fator de transcrição FOXP3 

 

A importância da expressão de FOXP3 pelos Tregs é evidenciada em 

camundongos e seres humanos que apresentam mutações no gene deste fator de 

transcrição. A ausência da expressão de FOXP3 e consequentemente Tregs 

funcionais acarreta em doenças autoimunes linfoproliferativas (154). Este regulador 

mestre da linhagem é crítico tanto para desenvolvimento quanto para manutenção e 

atividade supressora dos Tregs. Além disso, FOXP3 inibe genes associados a outras 

subpopulações de linfócitos T e amplifica a expressão de moléculas associadas ao 
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fenótipo regulador como CD25, CTLA-4 (proteína 4 associada a linfócitos T 

citotóxicos) e GITR (proteína relacionada ao TNFR induzida por glicocorticóide) (155-

157).   

O estabelecimento da linhagem só é alcançado através da combinação da 

expressão de FOXP3 com o desenvolvimento de alterações epigenéticas que levam 

a um padrão de hipometilação específico de Tregs. Esses dois processos 

independentes são imprescindíveis para que os Tregs FOXP3+ adquiram todo o perfil 

transcricional, estabilidade e características funcionais desta subpopulação  (158). 

Além do promotor do gene FOXP3, três elementos conservados não 

codificantes (CNS-1 a 3) são reguladores chaves da indução e estabilização da 

expressão deste fator de transcrição. Essas regiões são reguladas epigeneticamente, 

ou seja, apresentam padrões reguladores que não alteram a sequência básica do 

DNA. Os Tregs apresentam demetilações nas ilhas CpGs, assim como histonas mais 

acetiladas nas regiões reguladoras que Tconvs, permitindo a ligação de diversos 

fatores de transcrição nestas regiões (153).  

A região CNS-1 é crítica para a diferenciação de pTregs, pois contém o 

elemento sensível a TGF-. A região CNS-2 é responsável pela estabilidade da 

expressão de FOXP3, sendo também conhecida como região desmetilada específica 

de Tregs (TSDR). Tanto os tTregs quanto os pTregs apresentam esta região 

altamente desmetilada (143, 158-160). Em contraste, a região TSDR é hipermetilada 

em Tconvs e parcialmente metilada em iTregs, resultando em expressão instável de 

FOXP3 (159). Devido às diferenças nos perfis de metilação entre Tregs e Tconvs, a 

identidade de um Treg pode ser confirmada em nível molecular e epigenético através 

da detecção do padrão de hipometilação da região TSDR (143).  

Por fim, a região CNS-3 desempenha um papel no limiar de estímulos de TCR 

necessários para a expressão de FOXP3 (161). Além disso, apresenta tanto 

acetilações quanto metilações de histonas, resultando em cromatina permissiva (162).  

1.3.2 Mecanismos de supressão de Tregs 

 

Os Tregs precisam de estimulação via TCR para adquirirem sua função 

supressora. Entretanto, uma vez ativados, os Tregs podem suprimir células efetoras 

independentemente do antígeno, isto é, sua função supressora não é sempre 

antígeno-específica (163). Estas células podem suprimir os Tefs através de 

mecanismos metabólicos, modulação de APCs, produção de citocinas anti-
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inflamatórias e indução de apoptose (Figura 1.8). Essas vias possivelmente 

dependem de múltiplos fatores, incluindo tipo de célula alvo, status de ativação, 

localização e citocinas (164, 165).  

 

 

Figura 1.8 - Mecanismos de supressão de linfócitos T reguladores (Tregs). 
Os Tregs suprimem os linfócitos T efetores por diversas vias moleculares. Mecanismos metabólicos: os Tregs 
expressam as ectoenzimas CD39 e CD73 que em conjunto convertem ADP em adenosina, um potente 
imunorregulador. Os Tregs também expressam um alto nível de AMPc intracelular e são capazes de transferir via 
junções comunicantes para células efetoras, inibindo a produção de IL-2. Mecanismos de modulação de células 
apresentadoras de antígenos (APCs): Os Tregs expressam em sua superfície moléculas inibidoras, incluindo 
TIGIT, LAG-3 e CTLA-4 que geram sinais inibidores para as APCs, resultando na supressão da sua maturação e 
capacidade de apresentação antigênica. CTLA-4 também induz a expressão da enzima IDO que cataboliza o 
triptofano em quinurenina, privando as células efetores deste aminoácido essencial. Citocinas anti-inflamatórias: 

Os Tregs produzem citocinas, como IL-10, IL-35 e TGF-. A proteína GARP é expressa na superfície dos Tregs 

após ativação e converte TGF- latente na sua forma ativa. Indução de apoptose: Os Tregs podem produzir 
moléculas como granzimas, perforinas e Fas ligante, induzindo apoptose das células efetoras. Criado com 
smart.servier.com. 

 

Os mecanismos de distúrbio de vias metabólicas de Tefs, incluem a produção 

de adenosina e monofosfato cíclico de adenosina (AMPc). Os Tregs podem expressar 

duas ectoenzimas em sua superfície que em conjunto geram e liberam nucleosídeos 

de adenosina, um potente mediador anti-inflamatório. Primeiro, a ectoenzima CD39 

hidrolisa trifosfato de adenosina (ATP) extracelular em monofosfato de adenosina 

(AMP). Em seguida, a ectoenzima CD73 degrada AMP em adenosina (166). Em 
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camundongos, os Tregs exibem co-expressão de CD39 e CD73 (167). A mesma 

observação já foi descrita em carcinomas de células pavimentosas da pele (168). 

Entretanto, os Tregs humanos circulantes expressando ambas as ectoenzimas são 

raros e compreendem de 1% a 7% da população reguladora (169, 170). Enquanto 

CD39 é expresso por aproximadamente 50% dos Tregs humanos ativados, CD73 é 

expresso pela maioria das linfócitos T (164, 171). A ativação de receptores de 

adenosina presentes nas APCs e linfócitos T modula negativamente a produção de 

citocinas pró-inflamatórias por estas células (171). Os Tregs também produzem altos 

níveis de AMPc intracelular e podem transferir o AMPc para os Tefs através de junções 

comunicantes, aumentando o conteúdo deste segundo mensageiro e suprimindo a 

proliferação e síntese de IL-2 nestas células (172).  

Os mecanismos de modulação funcional de APCs são mediados pela 

expressão de moléculas inibidoras dependentes de contato célula a célula, incluindo 

CTLA-4, LAG-3 e TIGIT. CTLA-4 foi a molécula mais induzida pelos AgTregs após 

ativação e possivelmente é uma das principais vias de supressão dos Tregs contra o 

M. leprae.  A interação entre CTLA-4 e seus ligantes CD80/CD86 na superfície das 

APCs induz sinais inibidores que modulam negativamente a expressão dessas 

moléculas coestimuladoras, gerando anergia de células T devido à ausência de 

segundo sinal. Além disso, CTLA-4 induz o aumento da expressão de IDO pelas DCs, 

aumentando a degradação de triptofano e privando os Tefs deste aminoácido 

essencial (164).  A proteína GARP (do inglês, “Glycoprotein A repetitions 

predominant”) é expressa na superfície de Tregs ativados e converte o TGF- latente 

em sua forma ativa (173). LAG-3 exibe alta afinidade por moléculas de HLA de classe 

II e a interação entre essas duas moléculas culmina em sinais inibidores nas DCs, 

incluindo supressão da maturação e capacidade imunoestimuladora (174). Essas 

moléculas induzem sinais inibidores para as APCs, modulando negativamente a 

capacidade imunoestimuladora destas células (164, 174). Por fim, TIGIT se liga com 

alta afinidade ao receptor CD155 presente na superfície das DCs. A ligação de TIGIT 

induz a produção de citocinas imunomoduladoras como IL-10 e TGF- pelas DCs, 

suprimindo assim a ativação de linfócitos T através dessas citocinas anti-inflamatórias 

(175). Além disso, TIGIT pode inibir diretamente a ativação, proliferação e produção 

de citocinas de linfócitos T (176).  

Os Tregs também podem secretar as citocinas IL-10, TGF- e IL-35 no 

microambiente tecidual (164). Tanto IL-10 quanto TGF- são citocinas 

imunomoduladoras de DCs, prevenindo a sua maturação e ativação. Já a citocina IL-
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35 é capaz de inibir diretamente a proliferação de linfócitos T (177). As Tregs ativadas 

também podem induzir a apoptose de células efetores através da expressão de 

granzimas, perforinas e Fas ligante (146).  

1.3.3 Linfócitos T reguladores na hanseníase 

 

Tregs FOXP3+ já foram descritos tanto no sangue quanto nas lesões cutâneas 

de pacientes com hanseníase (178-182). Devido à complexidade de análise e 

ausência de um marcador exclusivo de Tregs a caracterização fenotípica e estratégia 

de análise dessas células varia de estudo para estudo, o que dificulta a comparação 

entre os trabalhos. Além disso, descobertas recentes sobre a biologia dos Tregs 

precisam ser levadas em consideração para a melhor caracterização destas células 

em amostras biológicas (183).  

Attia e colaboradores detectaram maiores frequências de Tregs circulantes em 

condições ex vivo (CD4+CD25alto) em pacientes TT (181, 182), enquanto outros grupos 

detectaram maiores frequências de Tregs (CD4+CD25+FOXP3+) em pacientes MB 

(184, 185). Outros estudos avaliaram os Tregs (CD4+CD25+FOXP3+) do sangue 

periférico in vitro em resposta a antígenos de M. leprae e demonstraram que pacientes 

MB apresentaram maiores frequências que pacientes PB (178-180). 

Bobosha e colaboradores demonstraram que células CD4+CD25+ (população 

enriquecida para Tregs) podem estar envolvidas na supressão da resposta do tipo 

TH1 na hanseníase. A depleção de células CD4+CD25+ do total de CMS separa os 

pacientes MB em dois grupos. Na ausência dessas células, aproximadamente 38,8% 

dos pacientes recuperam a capacidade de produção in vitro de IFN- em resposta a 

antígenos de M. leprae, sugerindo que as células CD4+CD25+ contribuem para a 

regulação negativa da resposta imune, mas que outras vias de supressão também 

estão envolvidas (180).  

Kumar e colaboradores investigaram quais os possíveis mecanismos 

moleculares envolvidos na indução de FOXP3 em células CD4+CD25+ de pacientes 

com hanseníase. Os autores demonstraram que as células de pacientes apresentam 

desmetilação nas ilhas CpG do promotor de FOXP3. Ainda, as células de pacientes 

MB apresentam um alto índice de acetilação de FOXP3 quando comparadas com 

células de doadores saudáveis, o que deve contribuir para uma maior expressão do 

fator de transcrição (185). 
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A avaliação dos Tregs de lesões de pele é feita basicamente por 

imunohistoquímica. Alguns estudos detectaram maior número de células FOXP3+ nas 

lesões cutâneas de pacientes MB (178-180), enquanto outros não mostraram 

diferenças estatísticas entre pacientes PB e MB (186, 187). Os estudos de Tregs em 

pele humana são principalmente estudos de imunohistoquímica. Massone e 

colaboradores detectaram células FOXP3+ em baixas densidades em lesões de pele 

de pacientes com hanseníase e nenhuma diferença estatística na expressão do fator 

de transcrição foi observada entre as formas PB e MB. Em pacientes com baixa carga 

bacilar, as células FOXP3+ se localizavam tanto no interior quanto na periferia dos 

granulomas, enquanto em pacientes com alta carga bacilar, as células FOXP3+ 

estavam distribuídas de forma aleatória no infiltrado difuso de macrófagos espumosos 

(186).  

Um segundo estudo com coorte maior foi realizado pelo mesmo grupo de 

pesquisa e resultados similares foram observados (187). Por outro lado, outros 

estudos detectaram números elevados de células FOXP3+ em amostras de pacientes 

MB quando comparados com pacientes PB (179, 180). Palermo e colaboradores 

observaram maiores números de células CD25+FOXP3+ em pacientes MB (178) 

A grande limitação desta técnica é o baixo número de parâmetros analisados 

simultaneamente, dificultando a caracterização fenotípica detalhada de populações 

celulares mais complexas como os Tregs. Torna-se indispensável o uso de novas 

abordagens multiparamétricas para a caracterização destas células nos sítios de 

infecção pelo M. leprae.  

1.4 Hipótese 

Apesar da modulação negativa da resposta celular ser crítica para a 

patogênese da doença, os mecanismos envolvidos nesta regulação não são 

completamente esclarecidos. As vias aéreas são consideradas a principal via de 

entrada do M. leprae no corpo humano e já foi demonstrado que o bacilo infecta in 

vitro células epiteliais alveolares e nasais humanas. Além disso, a inoculação do bacilo 

no septo nasal de camundongos resulta em infecção de macrófagos e células 

epiteliais no tecido pulmonar destes animais (188). 

A inalação de partículas transportadas pelo ar, como ácaros e esporos de 

fungos, é capaz de induzir pTregs específicos para estes aeroantígenos (143). Os 

Tregs controlam processos inflamatórios para garantir a integridade tecidual e podem 
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contribuir para a persistência de agentes infecciosos, como o M. leprae (147). É 

possível que a infecção pelo patógeno crie condições favoráveis à diferenciação de 

pTregs (189). Assim, as vias aéreas são um local particularmente promissor para a 

geração de pTregs específicos para antígenos do M. leprae. Além disso, a anergia 

celular observada no polo MB da doença é específica para o bacilo, uma vez que 

estes pacientes frequentemente respondem ao teste tuberculínico (190). Desta forma, 

nossa hipótese é que Tregs M.leprae-específicos podem contribuir para a regulação 

negativa da resposta celular efetora contra o bacilo, fornecendo condições para o 

estabelecimento da infecção crônica. A caracterização detalhada de Tregs no sangue 

e pele de pacientes com hanseníase podem fornecer subsídios tanto para possíveis 

intervenções terapêuticas quanto para a maior compreensão dos mecanismos de 

regulação imune humana. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Caracterizar os linfócitos T de sangue e pele de pacientes com hanseníase e 

indivíduos saudáveis de área endêmica para hanseníase. 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Caracterizar fenotipicamente linfócitos T CD4+ (ex vivo) e específicos para 

antígenos de M. leprae (in vitro) de pacientes com hanseníase e indivíduos 

saudáveis de área endêmica para hanseníase. 

2. Caracterizar fenotipicamente linfócitos T CD8+ (ex vivo) e específicos para 

antígenos de M. leprae (in vitro) de pacientes com hanseníase e indivíduos 

saudáveis de área endêmica para hanseníase. 

3. Investigar vias moleculares inibidoras que podem estar envolvidas na 

imunossupressão mediada por Tregs M. leprae-específicos na hanseníase. 

4. Padronizar a metodologia para obtenção de linfócitos T viáveis de pele humana. 

5. Caracterizar fenotipicamente Tregs provenientes de lesões de pele de pacientes 

com hanseníase. 



43 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Considerações éticas de amostras humanas 

A coleta de amostras biológicas de pacientes e doadores saudáveis foram 

aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto 

Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC). Voluntários saudáveis e pacientes de 19 a 65 

anos (CAAE 30621514.4.1001.5248) e de 66 a 78 anos (CAAE 

09519019.7.0000.5248) foram informados dos procedimentos do estudo e 

preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta das amostras 

de sangue e/ou pele. Doadores saudáveis submetidos a cirurgia plástica para 

remoção de pele autorizaram a coleta de amostras (CAAE 12155019.2.0000.5248) e 

preencheram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

3.2 População estudada 

Pacientes com até três meses de tratamento foram recrutados do Ambulatório 

Souza Araújo da Fiocruz e Hospital Federal de Bonsucesso. Neste estudo, separamos 

os pacientes em PB (BT, TT; n=11) e MB (BB, BL, LL; n=27), e controles saudáveis 

de área endêmica (SAE; n=14). O grupo SAE engloba indivíduos residentes do estado 

do Rio de Janeiro sem contato conhecido com pacientes. Os dados epidemiológicos, 

clínicos e laboratoriais de todos os doadores deste estudo são mostrados na tabela 

3.1. 

 

Tabela 3.1 – Dados epidemiológicos, clínicos e laboratoriais dos doadores recrutados no estudo. 

Características Paucibacilares Multibacilares Saudáveis 

 
TT 

(n=1) 

BT 

(n=10) 

Total 

(n=11) 

BB 

(n=1) 

BL 

(n=8) 

LL 

(n=18) 

Total 

(n=27) 

SAE 

(n=14) 

Sexo (F:M) (1:0) (6:4) (7:4) (0:1) (1:7) (6:12) (7:20) (11:3) 

Idade (mediana/ 25-75%) 65 56/38-61 56/44-65 52 48/30-57 39/28-54 45/28-53 37/28-50 

Índice bacilar 

(mediana/desvio padrão) 
0 0 0 NI 3,6/2,3-4,8 5/4,3-5,5 4,75/3,6-5 NA 

Indivíduos em tratamento 

(até 3 meses) % 

100% 

(n=1) 

20% 

(n=2) 

27,3% 

(n=3) 
0% 

12,5% 

(n=1) 

33,3% 

(n=6) 

25,9% 

(n=7) 
NA 

 Abreviações: IB, índice bacilar; F, feminino; M, masculino; PB, paucibacilar; BT, borderline tuberculóide; BB,     
borderline-borderline; BT, borderline-lepromatoso; LL, lepromatoso polar; NA, não se aplica. NI, não informado. 
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O diagnóstico dos pacientes de hanseníase foi realizado conforme os critérios 

de classificação estabelecidos por Ridley e Jopling (191). Amostras de sangue (35 

mL) e/ou fragmento de pele por biópsia de “punch” (6 mm) foram coletados por 

profissionais de saúde. Além dos pacientes, sangue de doadores saudáveis de área 

endêmica (SAE) também foram coletados. Pele clinicamente normal foi obtida após 

mamoplastia e abdominoplastia de doadoras. Todos os voluntários não apresentavam 

história recente de uso de drogas imunossupressoras ou anti-inflamatórias e doenças 

autoimunes. Entre os três grupos, não houve diferenças estatísticas significantes entre 

as idades, mas é necessário mencionar que o grupo SAE apresenta uma menor 

mediana de idade que os demais grupos. Também observamos diferenças na 

proporção do sexo entre os grupos estudados. A maioria dos doadores SAE e PB 

recrutados no estudo são mulheres, enquanto o grupo MB são majoritariamente 

homens.   

3.3 Material e reagentes 

3.3.1 Reagentes 

Produto Código Fabricante 

Ficoll-Paque Plus 17-1440-03 GE Healthcare 

FOXP3 perm buffer 421002 Biolegend 

“LIVE/DEAD Near-IR” L10119 Invitrogen 

Soro Normal de cabra PCN5000 Gibco 

Tampão HBSS 14175-095 Gibco 

Tampão PBS 10x 70013-032 Gibco 

Tampão PBS 1x 20012-027 Gibco 

Paraformaldeído P-6148 Sigma-Aldrich 

Tampão EDTA 0,5 M AM9261 Ambion 

Albumina de soro bovino A8022 Sigma-Aldrich 

“ProLong Gold Antifade” P10144 Molecular Probes 

DAPI 62247 Thermo Scientific 

Meio Entellan 100869 Merck 

Lâminas “Countess” para 

contagem de células com 

azul de Tripan 0,4% 

C10228 

 
Invitrogen 

Colagenase do tipo 4 - 225 

u/mg CLS 4 
LS004188 Worthington 

Solução estabilizada de 

penicilina-streptomicina 
P4333 Sigma-Aldrich 
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Desoxirribonuclease I de 

pâncreas Bovino 
DN25 Sigma-Aldrich 

 

3.3.2 Meio de cultura, suplementos e estímulos 

Produto Código Fabricante 

Meio RPMI 1640 11875093 Gibco 

GlutaMAX 35050-061 Gibco 

Soro AB humano inativado H4522-100ML Siga-Aldrich 

HEPES (1M) 15630080 Gibco 

Soro Fetal Bovino 12657-029 Gibco 

Anti-CD3 Purificado (clone 
HIT3a) 

555336 BD Biosciences 

Anti-CD40 Purificado 
(clone 5C3) 

555586 BD Biosciences 

Anti-CD28 Purificado 
(clone 15E8) 

130-093-375 Miltenyi Biotec 

Sonicado de M. leprae 
irradiado 

NR-19329 BEI Resources 

Proteína ML1419c - 
NIH/NIAID ‘‘Leprosy 
Research Support’’ 

 

3.3.3 Anticorpos 

 

Citometria de Fluxo 

Anticorpo Fluorocromo Marcação Clone Código Fabricante 

CD4 ALEXA FLUOR 700 Extracelular RPA-T4 557922 BD Biosciences 

CD8 PERCP Extracelular SK1 347314 BD Biosciences 

CXCR3 PE Extracelular 1C6/CXCR3 557185 BD Biosciences 

CCR4 PECY7 Extracelular 1G1 557864 BD Biosciences 

CCR6 APC Extracelular 11A9 560466 BD Biosciences 

CD25 BV421 Extracelular M-A251 562442 BD Biosciences 

CCR7 BV510 Extracelular 3D12 563449 BD Biosciences 

CD45RA BV650 Extracelular HI100 563963 BD Biosciences 

CD69 PECF594 Extracelular FN50 562884 BD Biosciences 

CD154 PECY7 Extracelular SC8 130-096-793 Miltenyi Biotec 

CD137 APC Extracelular 4B4-1 8061835 BD Biosciences 

LAG-3 PE Extracelular T47-530 565616 BD Biosciences 

GARP PECF594 Extracelular 7B11 562503 BD Biosciences 

CD39 PERCPCY5.5 Extracelular TU66 564899 BD Biosciences 

CD73 BV510 Extracelular AD2 563198 BD Biosciences 

CD45RO PECY7 Extracelular UCHL1 560608 BD Biosciences 

CD45 APC Extracelular HI30 555485 BD Biosciences 

CD3 BV510 Extracelular HIT3a 564713 BD Biosciences 

CD127 PERCPCY55 Extracelular eBioRDR5 45-1278-42 eBiosciences 

CD8 BV650 Extracelular RPA-T8 563821 BD Biosciences 

FOXP3 ALEXA FLUOR 488 Intracelular PCH101 53-4776-42 eBiosciences 
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Imunofluorescência 

Anticorpo primário Fluorocromo Origem Clone Código Fabricante 

FOXP3 purificado Rato PCH101 14-4776-82 
eBioscience 

 

CD4 purificado Camundongo CA-4 ab82252 Abcam 

CD8 purificado Coelho policlonal ab4055 Abcam 

Anticorpo Secundário Fluorocromo Origem Clone Código Fabricante 

Anti-IgG2a-Rato 
ALEXA FLUOR 

647 
camundongo 2A8F4 ab172333 Abcam 

Anti-IgG1 Camundongo 
ALEXA FLUOR 

488 
Cabra Policlonal A32723 Invitrogen 

Anti-IgG-Coelho 
ALEXA FLUOR 

555 
Cabra Policlonal ab150077 Abcam 

 

3.3.4 Soluções 

PBS 1x 1 parte de PBS concentrado 10x mais 9 partes de água deionizada, pH 7,2 

Solução de lavagem 1% p/v de BSA, 1mM de EDTA em PBS 1x q.s.p. 

Solução de 

permeabilização para 

FOXP3 

1 parte de FOXP3 Perm Buffer concentrado 10x mais 9 partes de PBS 1x, pH 7,2 

Solução enzimática 
0,8 mg/mL de colagenase do tipo 4, 0,02 mg/mL DNAse I, 10% de soro fetal 

bovino, 1% de HEPES e 1% de estreptomicina/penicilina em meio RPMI 1640 

Solução de 

permeabilização para 

imunofluorescência 

10% de SFB, 0,01% de triton em PBS 1x,pH 7,2 

3.4 Isolamento de células mononucleares sanguíneas (CMS) 

Após coleta de sangue periférico por punção venosa em tubos heparinizados 

(BD Biosciences, EUA), o sangue foi diluído em solução salina tamponada (PBS 1x; 

Gibco, EUA), e depositado sobre uma camada de Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, 

EUA). Após centrifugação a 400xg, em temperatura ambiente, por 30 minutos, a 

nuvem contendo as CMS foi coletada cuidadosamente com pipeta sorológica. As CMS 

foram lavadas, por centrifugação, duas vezes com PBS 1x gelado por 10 minutos a 

4ºC. A primeira lavagem é realizada a 200xg para remoção de plaquetas, enquanto a 

segunda lavagem é realizada a 300xg. As CMS foram mantidas em solução salina 

tamponada de Hanks (HBSS, EUA) a 4ºC até o início da estimulação in vitro. A 

CTLA-4 PECY7 Intracelular 14D3 25-1529-42 eBiosciences 
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avaliação de viabilidade e contagem do número de células foi feita em suspensões 

coradas com Azul de Tripan 0,4% (Sigma-Aldrich, EUA), utilizando o contador 

automático Countess II (Thermo Fisher Scientific, EUA).  

3.5 Estimulação in vitro de CMS com antígenos de M. leprae 

Após o isolamento, as CMS foram ressuspensas a 10x106 células/mL em meio 

RPMI suplementado com 25 nM de HEPES, 1% de GlutaMAX e 5% de soro humano 

AB inativado. Em placas de cultura de 96 poços de fundo em U (Corning, EUA), 1x106 

de CMS foram plaqueadas por poço. As CMS foram estimuladas com anticorpo 

monoclonal anti-CD3 purificado (0,1 µg/mL; controle positivo), sonicado de M. leprae 

irradiado (20 µg/mL) e proteína recombinante ML1419c de M. leprae (1 µg/mL). 

Anticorpo monoclonal anti-CD28 purificado (1 µg/mL) foi adicionado nas culturas de 7 

e 18 horas para fornecer sinais coestimuladores, enquanto o anticorpo monoclonal 

anti-CD40 purificado (1 µg/mL) foi adicionado no início das culturas de 7 horas para 

permitir a detecção de CD154. As culturas de células de 7 horas foram realizadas em 

banho programado (Eppendorf, ALE) com aquecimento a 37°C por 7 horas e 

resfriamento a 4°C até o início da citometria de fluxo (Eppendorf, ALE). As culturas de 

células de 18 horas foram realizadas em estufa (Thermo Fisher Scientific, EUA) a 

37°C e 5% de CO2. Após o término das estimulações, as células foram analisadas por 

citometria de fluxo para caracterização fenotípica. 

Escolhemos usar a proteína ML1419c, que é uma diguanilato-ciclase A 

expressa pelo M. leprae. Ela sintetiza o mensageiro secundário monofosfato cíclico 

de guanosina dimérico, metabólito associado à transdução de sinal de diversas 

bactérias, estando envolvido na sobrevivência, diferenciação celular, virulência e 

formação de biofilme bacteriano (202). Além disso, já foi demonstrado que a ML1419c 

gera resposta de linfócitos T em pacientes PB e contatos de pacientes MB, indicando 

seu possível uso para avaliação de resposta imune a antígenos expressos pelo M. 

leprae (203). Anticorpo monoclonal anti-CD3 foi usado como controle positivo para 

ativação in vitro de linfócitos T.  
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3.6 Identificação de linfócitos T antígeno-específicos 

Durante culturas de curta duração (7 horas), Tregs e Tefs expressam 

diferencialmente CD137 (4-1BB) e CD154 (CD40L), duas moléculas indutíveis de 

ativação precoce. A expressão de CD154 é altamente específica para Tefs após 

ativação do TCR, sendo induzido transitoriamente durante o curso de ativação destas 

células, e permitindo a identificação de Tefs antígeno-específicos (AgTefs). Uma 

limitação do uso deste marcador é a sua internalização e degradação após a interação 

com CD40 expresso pelas APCs. A adição de anticorpos bloqueadores anti-CD40 

durante cultura de células de curta duração impede essa interação, e 

consequentemente, permite a marcação extracelular de CD154 (204). 

Por outro lado, CD137 foi descrito como um dos genes-alvo do fator de 

transcrição FOXP3. A expressão de CD137 em culturas de curta duração permite a 

detecção de pTregs com características de tTregs, isto é, células com região TSDR 

desmetilada, ausência de expressão de CD127 e de produção de citocinas efetoras. 

Assim, o fenótipo CD137+ permite a identificação de Tregs antígeno-específicos 

(AgTregs) com expressão estável de FOXP3 (205).  

CD69 é um dos primeiros antígenos expressos na superfície de linfócitos T 

após ativação. Embora não seja específico, ele é amplamente utilizado como 

marcador de ativação linfocitária recente (212). Deste modo, usamos a marcação de 

CD69 para identificar linfócitos T CD8+ respondedores durante as culturas de curta 

duração.  

As frequências de células respondedoras em culturas contendo apenas 

coestímulo (anticorpo monoclonal anti-CD28 purificado) foram descontadas das 

frequências de culturas estimuladas para determinação da frequência induzida pelos 

estímulos de M. leprae. 

3.7 Citometria de fluxo 

As CMS estimuladas ou células de pele foram transferidas para tubos de 

microdiluição de 1,1 mL (Axygen Scientific, EUA). Os tubos contendo as amostras 

foram centrifugados (300xg por 10 minutos a 4ºC) e o sobrenadante descartado. As 

células diluídas em 1mL de PBS 1x, marcadas com o marcador de viabilidade e 

incubadas a 4°C protegido da luz por 30 minutos. Após incubação, as células foram 

lavadas novamente em PBS 1x. A parte de marcação de viabilidade citada 
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anteriormente não foi realizada para fenotipagem ex vivo. As células ex vivo, células 

estimuladas in vitro e provenientes de tecido foram lavadas em solução de lavagem. 

As células provenientes de pele foram incubadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente com bloqueador de receptores Fc humano (BD Biosciences, EUA). Um 

coquetel de anticorpos extracelulares para detecção de proteínas humanas é 

adicionado aos cerca de 50 µL de suspensão celular em solução de lavagem que 

permaneceram em cada tubo após o descarte por inversão. As células foram 

incubadas protegidas da luz por 30 min a 4ºC. Ao fim do período de incubação, as 

células foram lavadas e fixadas com paraformaldeído a 2% (20 minutos a 4ºC). 

Após essa etapa, as células podem ser armazenadas em solução de lavagem 

para continuação da marcação intracelular no dia seguinte. Para marcação intracelular 

as células foram lavadas com solução de permeabilização para FOXP3 e depois 

incubadas com esta solução por 15 minutos a temperatura ambiente. Após 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado de modo que restassem 

aproximadamente 50 µL de solução de permeabilização dentro do tubo. As células 

foram marcadas com os anticorpos intracelulares por 30 minutos protegidas da luz à 

temperatura ambiente. Por fim, as células foram lavadas e analisadas em citômetro 

de fluxo FACSAria IIu (BD Biosciences, EUA). Foram analisadas 100 mil células da 

região de linfócitos definida por espalhamento luminoso em cada amostra. 

3.8 Dissociação de fragmento de tecido de pele 

O fragmento de pele de lesão de pele foi obtido por biópsia de “punch” (6 mm). 

O pedaço de tecido foi mantido em meio RPMI à 4°C até o momento da dissociação. 

O método consistiu em dissociação mecânica manual, semiautomática e digestão 

enzimática. Com o auxílio de um bisturi, a gordura subcutânea foi removida e o tecido 

fragmentado em pequenos pedaços. Em seguida, o tecido fragmentado foi incubado 

por 18 horas a 37ºC com agitação de 300 rpm em banho programado com a solução 

enzimática (192). Após o término da digestão enzimática, os fragmentos de tecido 

foram transferidos para tubo GentleMACS C (Miltenyi Biotec, ALE) e submetidos ao 

dissociador semiautomático (Miltenyi Biotec, ALE) com os seguintes programas: 

h_Tumor_01 + h_Tumor_02 + h_Tumor_03.  

Após a dissociação semiautomática, o tubo foi centrifugado (300xg por 2 

minutos a 4ºC) o sedimento celular ressuspendido em PBS 1x e o conteúdo passado 

por filtro com poros de 70 µm (BD Biosciences, EUA). Em seguida, as células 
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dissociadas foram centrifugadas e lavadas em PBS 1x com 2mM de EDTA. Por fim, 

as células foram contadas em suspensões coradas com Azul de Tripan 0,4%, 

utilizando o contador automático Countess II (Thermo Fisher Scientific, EUA). Após a 

dissociação da pele, as células foram avaliadas por citometria de fluxo. 

3.9 Imunofluorescência 

Amostras de pele congeladas foram processadas em micrótomo criostato para 

obtenção de cortes histológicos com 5 µM de espessura aderidos a lâminas. O tecido 

foi lavado 3 vezes, por 5 minutos, com PBS 1x. A lavagem consiste em depositar PBS 

1x sobre o corte histológico durante 5 minutos e descartar o líquido após a incubação. 

Em seguida, a solução de permeabilização para imunofluorescência era depositada 

sobre o corte histológico por 30 minutos. A marcação com anticorpos primários foi 

realizada em câmara úmida por 18 horas. 

 Após o término da incubação, os cortes histológicos foram lavados por 5 vezes 

com solução de permeabilização. A marcação com anticorpos secundários foi 

realizada por 2 horas protegida da luz. O corante DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) foi 

usado para marcar os núcleos. Por fim, os cortes histológicos foram lavados 

novamente por 5 vezes e a lâmina montada com o reagente “prolong gold antifade” e 

selada com o meio para montagem de lâmina Entellan. Por fim, o tecido corado foi 

analisado em microscópio de fluorescência ZEISS Colibri Observer Z1 (Zeiss, ALE).    

3.10 Análise de dados 

Os dados de citometria de fluxo foram avaliados com o software FlowJo v10.8.1. 

Gráficos e análise de dados foram realizados com o software GraphPad Prism e 

comparações entre grupos foram realizadas com valor de p<0,05 aceito como 

significante. O teste estatístico Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunn foi 

utilizado para comparações entre três grupos, enquanto o teste Mann-Whitney foi 

utilizado para comparações entre dois grupos. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Controles saudáveis e pacientes com hanseníase multibacilar mostram 

diferenças em proporções de Tregs virgens e nas razões de 

subpopulações de Tregs e Tefs circulantes. 

Logo após o isolamento, as CMS dos voluntários foram fenotipadas ex vivo por 

citometria de fluxo e as subpopulações de Tregs e Tconvs avaliadas. O número de 

doadores recrutados para esta análise, assim como a mediana de idade estão 

mostrados na tabela do anexo 1. Optou-se por analisar células frescas com intuito de 

reduzir o impacto do congelamento na expressão de marcadores de superfície e na 

frequência de linfócitos T. 

 A estratégia de análise para a identificação das células de interesse consistiu 

em quatro passos sequenciais: (i) seleção de células individuais utilizando os 

parâmetros de dispersão frontal medida pela área (FSC-A) e pela altura (FSC-H) do 

pulso; (ii) seleção da região de linfócitos através dos parâmetros FSC-A e dispersão 

lateral medida pela área (SSC-A) do pulso; (iii) seleção de células CD4+ CD8-; (iv) 

identificação de Tregs pelo fenótipo CD4+CD25altoFOXP3+ (Fig. 4.1, A).  Os Tconvs 

foram definidos a partir de uma ferramenta do programa de análise que cria regiões 

booleanas. Utilizamos a opção “make not gate” de Tregs para detectar a população 

de Tconvs (CD4+Tregs-), isto é, células CD4+ não Tregs.  

Para definir a população de Tregs, usamos as células CD8+ como controle para 

identificar os limites de alta expressão de CD25 e positividade para FOXP3 (Fig. 4.1, 

B). O uso das células CD8+ como parâmetro para definir a população de Tregs foi 

descrito como uma estratégia mais confiável do que o uso de controle fluorescência 

menos uma (FMO) ou anticorpos de isotipo. Além disso, Santegoets e colaboradores 

definiram que os marcadores CD3, CD4, CD127 e FOXP3 como requisitos básicos 

para a identificação de Tregs em amostras clínicas (183). Embora não tenhamos 

usado anticorpos anti-CD3 e anti-CD127 em nossa fenotipagem de Tregs, nós 

confirmamos em cinco voluntários que a estratégia de Tregs deste estudo 

(CD4+CD25altoFOXP3+) inclui majoritariamente células CD127- e CD3+ conforme o 

representativo da Fig. 4.1, C. 
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Figura 4.1 - Caracterização de subpopulações de Tregs e Tconvs circulantes de pacientes com hanseníase 
e doadores saudáveis. 
Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugação e submetidas a 
citometria de fluxo para fenotipagem. (A) Gráficos representativos da estratégia de citometria de fluxo para 
identificação de Tregs (CD4+CD25altoFOXP3+) e Tconvs  (CD4+Tregs-). (B) Gráficos representativos da estratégia 
de citometria de fluxa para definir a população de Tregs. (C) Os Tregs são majoritariamente células CD127- e 
CD3+. (D) Gráficos representativos da identificação de Tregs e Tconvs de memória (CD45RA-). (E) Frequência de 
Tregs totais (CD4+CD25altoFOXP3+) e Tregs de memória (CD4+CD25altoFOXP3+CD45RA-) dentre as células CD4+. 
(F) Frequência de Tconvs de memória dentre as células CD4+. (G) Proporção de Tregs e Tconvs de memória (H) 
Gráficos representativos da análise para detecção de Tregs e Tconvs com fenótipo de células T virgens (TV; 
CD45RA+CCR7+), células T de memória central (TMC; CD45RA-CCR7+), células T de memória efetora (TME; 
CD45RA-CCR7-) e células T efetoras terminantemente diferenciadas (TETD; CD45RA+CCR7-). Frequências de 
células com fenótipo TV, TMC, TME, TMETD dentre os Tregs (I) e Tconvs (J). As barras pontilhadas representam as 
medianas das frequências. As barras acima da mediana representam os quartis superiores, enquanto as barras 
abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudáveis de área endêmica (SAE). Azul: pacientes 
paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). E e F: SAE (n= 9), PB (n= 8) e MB (n=10). H e I: 
SAE (n= 9), PB (n= 6) e MB (n=8). As frequências foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-
teste de Dunn em que * p<0,05. 

 

A hanseníase é uma doença com um longo período assintomático, com 

alterações de resposta imune centradas no M. leprae, assim, as células de memória, 

isto é, populações que já foram expostas ao antígeno cognato, devem estar 

envolvidas na patologia da doença. Além disso, Miyara e colaboradores 

demonstraram que Tregs com fenótipo CD45RA-FOXP3alto possuem capacidade 

supressora in vitro (193). Desta forma, investigamos tanto as frequências de Tregs 

circulantes totais quanto Tregs com fenótipo de memória (Fig. 4.1, D) em voluntários 
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SAE, PB e MB. Não detectamos diferenças entre as frequências de Tregs totais e 

Tregs de memória (Tregsmem; Fig. 4.1, E), assim como Tconvs de memória 

(Tconvsmem; Fig. 4.2, F) nos três grupos avaliados.  

Para avaliar a resposta imune dos doadores torna-se indispensável a 

determinação da abundância relativa entre Tregs e Tconvs (194). Por isso, 

investigamos a razão entre essas subpopulações de memória circulantes. 

Observamos uma maior razão de Tregsmem para Tconvsmem circulantes nos pacientes 

MB quando comparados com doadores SAE (SAE: 0,03; MB: 0,07; p<0,05). 

Os linfócitos T podem ser separados em quatro subpopulações baseados na 

expressão de CD45RA e CCR7 (Fig. 4.1, H). Desta maneira, imunofenotipamos mais 

detalhadamente os Tregs e Tconvs, identificando células com fenótipo de linfócitos T 

virgens (TV; CD45RA+CCR7+), linfócitos T de memória central (TMC; CD45RA-CCR7+), 

linfócitos T de memória efetora (TME; CD45RA-CCR7-) e linfócitos T efetores 

diferenciados terminais (TEDT; CD45RA+CCR7-). Investigamos a frequência destas 

subpopulações dentre os Tregs e Tconvs circulantes. Observamos que as frequências 

de Tregs com fenótipo TV estão significantemente maiores no grupo SAE que no grupo 

MB (SAE: 9,4%; MB: 4%; p<0,05). Em relação aos Tconvs (Fig. 4.1, J), não 

detectamos diferenças estatísticas nas subpopulações entre os grupos estudados.  

Os Tefs podem expressar diferentes receptores de quimiocinas como parte de 

sua especialização funcional, mediando sua migração para tecidos específicos e 

locais de inflamação. Duhen e colaboradores demonstraram que os Tregs FOXP3+ 

também podem expressar estes receptores de quimiocinas (195). A regulação positiva 

dos receptores começa com a ativação de Tregs CD45RA+ nos órgãos linfoides e é 

completada após sua diferenciação em Tregs com fenótipo de memória, isto é, 

CD45RO+ (196). O compartilhamento dos receptores de quimiocinas pode gerar co-

localização apropriada destas subpopulações nos tecidos periféricos (197).  

A partir da expressão dos receptores de quimiocinas CCR4, CCR6 e CXCR3, 

nós identificamos as subpopulações TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3+TH17 e CXCR3+ 

TH2 circulantes (Fig. 4.2). Para isso, escolhemos analisar primeiro a expressão das 

quimiocinas em todas as células CD4+ e depois subdividir as células em fenótipo Tregs 

ou Tconvs.  
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Figura 4.2 – Subpopulações de Tregs e Tefs circulantes com expressão de receptores de quimiocinas em 
pacientes com hanseníase e doadores saudáveis. 
(A) Gráficos representativos da estratégia de análise para identificação de Tregs (CD4+CD25altoFOXP3+) e Tconvs  
(CD4+Tregs-) com fenótipo do tipo TH1 (CD45RA-CXCR3+CCR4-CCR6-), TH2 (CD45RA-CXCR3-CCR4+CCR6-), 
TH17 (CD45RA-CXCR3-CCR4+CCR6+), TH9 (CD45RA-CXCR3+CCR4-CCR6+), CXCR3+TH2 (CD45RA-

CXCR3+CCR4+CCR6-) e CXCR3+TH17 (CD45RA-CXCR3+CCR4+CCR6+). Frequências de Tefs (B) e Tregs (C) do 
tipo TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3+TH2 e CXCR3+TH17 dentre as células CD4+. (D) Proporção entre as 
subpopulações de Tregs e Tefs do tipo TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3+TH2 e CXCR3+TH17. As barras pontilhadas 
representam as medianas das frequências. As barras acima da mediana representam os quartis superiores, 
enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudáveis de área endêmica (SAE; 
n=9). Azul: pacientes paucibacilares (PB; n=8). Vermelho: pacientes multibacilares (MB; n=10). As frequências 
foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn em que * p<0,05 e ** p<0,05. 

Assim, as células CD4+ foram identificadas de forma similar à demonstrada na 

Fig 4.1, A. Em seguida, a estratégia de análise para a identificação das subpopulações 

consistiu nas seguintes etapas (Fig. 4.2, A): (i) seleção de células de memória 

(CD45RA-) através dos parâmetros FSC-A do pulso e CD45RA; (ii) identificação das 

quatro subpopulações baseadas na expressão de CCR6 e CXCR3; (iii) definição das 

células TH1, TH2, TH17, TH9, CXCR3+TH17 e CXCR3+ TH2 a partir da expressão ou 
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não de CCR4; (iv) identificação de Tregs e Tconvs. Assim, os fenótipos das Tregs 

(CD4+CD25altoFOXP3+) e Tconvs (CD4+Treg-), são: TH1 (CD45RA-CCR6-

CXCR3+CCR4-), TH2 (CD45RA-CCR6-CXCR3-CCR4+), TH17 (CD45RA-

CCR6+CXCR3-CCR4+), TH9 (CD45RA-CCR6+CXCR3+CCR4-), CXCR3+TH17 

(CD45RA-CCR6+CXCR3+CCR4+) e CXCR3+TH2 (CD45RA-CCR6-CXCR3+CCR4+). A 

população TH1/TH17 é tradicionalmente caracterizada como CXCR3+CCR6+ (198), 

porém os linfócitos TH9 também apresentam o mesmo fenótipo CXCR3+CCR6+CCR4- 

(124). Por isso, consideramos linfócitos CXCR3+CCR6+CCR4- como TH9 e células 

CXCR3+CCR6+CCR4+ como CXCR3+TH17. 

Não detectamos diferenças estatisticamente significativas entre os grupos tanto 

para as subpopulações de Tefs (Fig. 4.2, B) quanto para Tregs (Fig. 4.2, C), quando 

analisamos a expressão de receptores de quimiocinas. Porém, ao determinar a razão 

entre as duas subpopulações, isto é, entre Tregs e Tefs (Fig. 4.2, D), observamos 

aumento significativo nos pacientes MB em comparação com doadores SAE em 

relação a respostas do tipo TH1 (SAE: 0,01MB: 0,05; p = 0,004), TH9 (SAE: 0,01; MB: 

0,05; p=0,02), CXCR3+TH2 (SAE: 0,1; MB: 0,4; p=0,02) e CXCR3+TH17 (SAE: 0,1; 

MB: 0,4; p=0,01). Não vimos diferenças nas razões para TH2 e TH17.  

Como detectamos diferenças nas razões entre subpopulações CXCR3+, e este 

receptor de quimiocinas também é altamente expresso por linfócitos T CD8+, 

avaliamos a expressão de CXCR3 nesta população linfocitária nos voluntários 

recrutados. 

4.2 Controles saudáveis e pacientes com hanseníase mostram diferenças em 

proporções de linfócitos CD8+ com expressão de CXCR3. 

Primeiro, investigamos os fenótipos dos linfócitos T CD8+ nos grupos 

estudados. O número de doadores para esta análise, assim como a média de idade 

estão mostrados na tabela do anexo 3. Para isso, identificamos as quatro 

subpopulações de linfócitos T, isto é, TV, TMC, TME e TEDT dentro da região de células 

CD8+. Não podemos descartar a presença de células NK dentro dessa região, mas a 

população de células CD8+ ex vivo são predominantemente de células CD3+ (Fig. 4.3, 

A). Observamos diferenças significantes apenas na frequência de células CD8+ com 

fenótipo TME (PB: 52,9%; MB: 32,2%; p=0,04) entre pacientes PB e MB (Fig. 4.3, B).  
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Figura 4.3 - Caracterização fenotípica de linfócitos T CD8+ totais circulantes. 
Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugação e submetidas a 
citometria de fluxo para fenotipagem. (A) Gráficos representativos da estratégia de análise para identificação de 
linfócitos CD8+ com fenótipo linfócitos T virgens (TV; CD45RA+CCR7+), linfócitos T de memória central (TMC; 
CD45RA-CCR7+), linfócitos T de memória efetora (TME; CD45RA-CCR7-) e linfócitos T efetores terminantemente 
diferenciadas (TEDT; CD45RA+CCR7-). (B) Frequência de células CD8+ com fenótipo TV, TMC, TME e TEDT (C) 
Representativo da estratégia de citometria de fluxo para identificação de células CD8+CXCR3+ com fenótipo de TV, 
TMC, TME e TEDT. (D) Os linfócitos CD8+CXCR3+ e CD8+CXCR3+CD45RA- são majoritariamente linfócitos T (CD3+). 
(E) Frequências de linfócitos CD8+CXCR3+ e CD8+CXCR3+ de memória. (F) Frequências de células CD8+CXCR3+ 
com fenótipo TV, TMC, TME, TMEDT. As frequências foram normalizadas pelo número de linfócitos CD8+. As barras 
pontilhadas representam as medianas das frequências. As barras acima da mediana representam os quartis 
superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudáveis de área 
endêmica (SAE). Azul: pacientes paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). C e D: SAE (n= 
11), PB (n= 11) e MB (n=14). E: SAE (n= 11), PB (n= 5) e MB (n=12). As frequências foram submetidas ao teste 
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn em que * p<0,05, ** p<0,005. 

Em seguida, avaliamos a expressão de CXCR3 pelas células CD8+. 

Realizamos duas análises, uma considerando apenas células de memória totais, isto 

é, células CD45RA- e uma segunda considerando as subpopulações TV, TMC, TME e 

TEDT (Fig. 4.3, C). Novamente, não podemos descartar a presença de células NK 

dentro das subpopulações avaliadas, mas elas compreendem majoritariamente 

linfócitos T (Fig. 4.3, D). As frequências foram normalizadas pelo número de células 

CD8+. Os pacientes MB (Fig. 4.3, E) apresentaram menores frequências de linfócitos 

CD8+CXCR3+ que doadores saudáveis (SAE: 65%; MB: 33,4%; p=0,008). Já em 

relação aos linfócitos CD8+CXCR3+ de memória, o grupo MB (8,3%) possui frequência 

desta população significantemente menor que os doadores SAE (25,6%; p=0,02) e 

pacientes PB (23,3%; p=0,01). 

A investigação mais detalhada das subpopulações de linfócitos CD8+CXCR3+ 

(Fig. 4.3, E) mostrou que doadores SAE apresentaram maiores frequências de 
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linfócitos com fenótipo TEDT que pacientes MB (SAE: 6,3%; MB: 2,7; p=0,02). Os 

doadores MB (7%) possuíram menores frequências de linfócitos com fenótipo TME que 

doadores SAE (28%; p=0,02) e pacientes PB (29,9%; p=0,02). Não observamos 

diferenças entre os grupos para linfócitos TMC e TV.  

4.3 Proporção de Tregs em relação a Tefs respondedores a M. leprae alcança 

níveis compatíveis com tolerância dominante em pacientes com 

hanseníase multibacilar. 

Após a investigação da composição ex vivo de linfócitos T CD4+ e CD8+ nos 

voluntários recrutados, caracterizamos os linfócitos T antígeno-específicos através de 

um modelo in vitro. Primeiro, avaliamos as frequências de Tregs e Tefs M. leprae-

específicos de doadores SAE e pacientes com hanseníase PB e MB. As frequências 

de linfócitos antígeno-específicos foram normalizadas pela frequência de células 

CD4+.  

Devido à baixa frequência de células antígeno-específicas no sangue, 

utilizamos um marcador de células mortas para reduzir elementos geradores de 

artefatos. A estratégia de análise de citometria de fluxo consistiu dos seguintes passos 

sequenciais (Fig. 4.4, A): (i) detecção da região de células individuais “singlets” pelos 

parâmetros FSC-A e FSC-H do pulso; (ii) seleção da região de linfócitos pelos 

parâmetros FSC-A e SSC-A do pulso; (iii) exclusão de células mortas (células 

positivas para o reagente “LIVE/DEAD”); (iv) seleção das células CD4+CD8-; (v) 

seleção de células de memória (CD45RA-); (vi) seleção de Tregs (CD25altoFOXP3+) e 

criação de região booleana de Tconvs (Tregs-). Nós utilizamos novamente os linfócitos 

CD8+ para delimitar a região de Tregs pela alta expressão de CD25 e positividade 

para FOXP3 conforme mostrado na figura 4.1, B.  

Por fim, os AgTregs foram identificados pelo fenótipo CD137+CD154-, enquanto 

os AgTefs pelo fenótipo CD154+CD137-. Outra vez, não utilizamos o marcador anti-

CD3 nas análises, mas confirmamos que os AgTregs (CD4+CD45RA-

CD25altoFOXP3+CD137+CD154-) e AgTefs (CD4+CD45RA-Tregs-CD137-CD154+) 

fenotipados neste estudo são linfócitos T, isto é, células CD3+ (Fig. 4.4, B).  

Em resposta ao sonicado de M. leprae, identificamos aumento significativo (Fig. 

4.4, C) na frequência de AgTregs em pacientes PB (0,58%) quando comparados com 

doadores SAE (0,16%; p=0,04) e pacientes MB (0,15%; p=0,02). Também detectamos 

diferenças nas medianas dos grupos em relação aos AgTefs, tendo os pacientes MB 
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(0,1%) menores frequências que pacientes PB (0,8%; p=0,002) e SAE (0,5%; p= 

0,01). Não detectamos diferenças estatísticas nas frequências de AgTregs e AgTefs 

em resposta a proteína ML1419c (Fig. 4.4, D). 

Para determinar a resposta imune específica, correspondente aos estados de 

tolerância dominante ou imunidade dos doadores, avaliamos a abundância relativa 

das subpopulações M. leprae-específicas através da determinação da razão entre 

essas subpopulações (Fig. 4.4, E). Razão AgTregs/AgTefs superior a 1 indica 

predominância de resposta tolerogênica, isto é, quando a frequência de Tregs excede 

a frequência de Tefs (143). Detectamos aumento significativo da razão de AgTregs 

para AgTefs nos MB em comparação com o grupo controle SAE tanto em resposta ao 

sonicado (SAE:0,4; MB: 2,5; p=0,008) quanto ML1419c (SAE: 0,3; MB: 3,1; p=0,02). 

Os pacientes PB apresentaram medianas intermediárias de 1 e 0,9 em resposta ao 

sonicado e ML1419c, respectivamente.  

 

Figura 4.4 – Caracterização de Tregs e Tefs antígeno-específicos em culturas de curta duração com 
antígenos de M. leprae. 
Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c 
na presença de anti-CD28 e anti-CD40 por 7 horas. Após a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de 
fluxo para detecção das subpopulações celulares de interesse. (A) Gráficos representativos da estratégia de 
análise para detecção de Tregs antígeno-específicas (AgTregs; CD4+CD45RA-CD25altoFOXP3+CD137+CD154-) e 
Tefs antígeno-específicos (AgTefs; CD4+CD45RA-Tregs-CD137-CD154+). (B) Gráficos representativos mostrando 
que os AgTregs e AgTefs são majoritariamente linfócitos T (CD3+). (C)  Frequências de AgTregs e AgTefs em 
resposta ao sonicado. (D) Frequências de AgTregs e AgTefs em resposta a proteína ML1419c. (E) Proporção entre 
AgTregs e AgTefs em culturas estimuladas com sonicado e ML1419c. As frequências de células específicas foram 
normalizadas pela frequência de células CD4+ e as porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 são 
subtraídas das frequências de culturas estimuladas para identificação de células antígeno-específicas. As barras 
representam medianas. Cada ponto representa um doador. Verde: Doadores saudáveis de área endêmica. Azul: 
pacientes paucibacilares. Vermelho: pacientes multibacilares. As frequências e a razão (AgTregs/AgTefs) foram 
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn em que * p<0,05 e ** p<0,005. Gráficos 
em escala logarítmica.  
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Investigamos o fenótipo de memória dos linfócitos T M. leprae-específicos nas 

culturas de curta duração, isto é, memória central e efetora. Para isso, determinamos 

dentro das populações de interesse as populações CCR7+ e CCR7- para a 

identificação de linfócitos TMC e TME, respectivamente (Fig. 4.5, A). 

Observamos que os AgTregs (Fig. 4.5, B) de doadores SAE (TMC: 32,6%; TME: 

67,4%; p=0,001), assim como pacientes PB (TMC: 28,4%; TME: 71,6%; p=0,002) e MB 

(TMC: 24,8%; TME: 75,2%; p=0,0002) apresentam majoritariamente fenótipo de 

linfócitos TME em resposta ao sonicado. Isso também foi observado para os AgTregs 

em resposta a ML1419c para pacientes PB (TMC: 26,7%; TME: 73,3%; p< 0,02) e MB 

(TMC: 31,8%; TME: 68,2%; p<0,008).  

 

Figura 4.5 - Caracterização do fenótipo de memória dos linfócitos T reguladores e T efetores M. leprae-
específicos em culturas de curta duração. 
Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c 
na presença de anti-CD28 e anti-CD40 por 7 horas. Após a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de 
fluxo para detecção das subpopulações celulares de interesse. (A) Gráficos representativos da estratégia de 
análise para detecção de AgTregs e AgTefs com fenótipo de células de memória central (TMC) e memória efetora 
(TME). (B) Perfil de linfócitos TMC e TME dentre os AgTregs em resposta ao sonicado e ML1419c. (C) Perfil de 
linfócitos TMC e TME dentre os AgTefs em resposta ao sonicado e ML1419c. (D) Frequências de AgTregs com 
fenótipo TMC e TME dentre as células CD4+ em resposta ao sonicado. (E) Frequências de AgTefs com fenótipo TMC 

e TME dentre as células CD4+ em resposta ao sonicado. (F) Frequências de AgTregs com fenótipo TMC e TME dentre 
as células CD4+ em resposta a ML1419c. (G) Frequências de AgTefs com fenótipo TMC e TME dentre as células 
CD4+ em resposta a ML1419c. As frequências (D -G) foram normalizadas pela frequência de células CD4+ e as 
porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 foram subtraídas das frequências de culturas estimuladas 
para identificação de células antígeno-específicas. As barras pontilhadas representam as medianas das 
frequências. As barras acima da mediana representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo 
representam os quartis inferiores. Verde: Doadores saudáveis de área endêmica (SAE; n=7). Azul: pacientes 
paucibacilares (PB; n=6). Vermelho: pacientes multibacilares (MB; n=10). As frequências foram submetidas ao 
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn em que * p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005 e **** p<0,0001. 
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Em resposta ao sonicado (Fig. 4.5, D), identificamos que os AgTefs de 

doadores saudáveis (TMC: 74,8%; TME: 25,2%; p=0,001) e pacientes MB (TMC: 76,7%; 

TME: 23,3%; p<0,0001) são majoritariamente linfócitos TMC, enquanto nos pacientes 

PB há um balanço entre as subpopulações TMC e TME. Detectamos um perfil similar 

em resposta à proteína ML1419c, em que doadores SAE (TMC: 71,0%; TME: 29,0%; 

p=0,001) e MB (TMC: 77,9%; TME: 22,1%; p<0,0001) apresentam diferenças 

estatísticas na proporção de linfócitos TMC e TME.  

Para quantificar os AgTregs e AgTefs com fenótipo TMC e TME, normalizamos 

as frequências destas subpopulações pelo número de células CD4+. Não detectamos 

diferenças estatísticas entre os AgTregs em resposta ao sonicado (Fig. 4.5, D) e 

ML1419c (Fig. 4.5, F) com fenótipo TMC e TME entre os três grupos avaliados.  

Em relação aos AgTefs, observamos diferenças apenas nas culturas 

estimuladas com sonicado (Fig. 4.5, E). Os pacientes MB apresentam uma redução 

significativa na frequência de AgTefs com fenótipo TMC quando comparados com 

doadores SAE (SAE: 0,25%; MB: 0,03%; p=0,009). AgTefs com fenótipo TME foram 

detectados em menores frequências nos pacientes MB (MB: 0,01%) que PB (PB: 

0,3%; p=0,02) e SAE (SAE: 0,2%; p=0,01). Para a proteína ML1419c (Fig. 4.5, G), não 

observamos diferenças estatísticas nas frequências das subpopulações de AgTefs 

entre os grupos estudados.  

4.4 Controles saudáveis e pacientes com hanseníase mostram diferenças na 

proporção de linfócitos T CD8+ respondedores por apresentação cruzada 

Os linfócitos T CD8+ participam da resposta imune contra patógenos 

intracelulares como o M. leprae. Após a caracterização de Tregs e Tefs, avaliamos os 

linfócitos T CD8+ recentemente ativados por sonicado de M. leprae ou ML1419c. Os 

estímulos utilizados neste estudo permitem a ativação de células CD8+ apenas por 

apresentação cruzada (211). A estratégia de citometria de fluxo consistiu na seleção 

de células CD69+ dentro da região de células CD8+ seguido da identificação de células 

com fenótipo de memória (CD45RA-) ou fenótipo TMC, TME, TV e TEDT baseado na 

expressão de CD45RA e CCR7 (Fig. 4.6, A). Observamos que o fenótipo 

CD8+CD69+CD45RA- compreende majoritariamente linfócitos T (CD3+), enquanto o 

fenótipo CD8+CD69+ inclui uma população de células CD3- (Fig. 4.6, B). Normalizamos 

as frequências de linfócitos T CD8+ respondedores pelo número de CD8+.  
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Em resposta ao sonicado de M. leprae (Fig. 4.6, C), os pacientes MB 

apresentaram menores frequências de linfócitos CD8+CD69+ (1,1%) que doadores 

SAE (3,8%; p=0,008) e pacientes PB (4,4%; p=0,007). Os pacientes MB também 

apresentaram menores frequências de linfócitos CD8+CD69+CD45RA- (0,4%) que os 

doadores SAE (1,8%; p=0,01) e PB (2%; p=0,005). Já em relação a proteína ML1419c 

(Fig. 4.6, D), não identificamos diferenças entre os grupos estudados tanto para CD8+ 

ativadas totais quanto de memória. 

 
Figura 4.6 – Caracterização de linfócitos CD8+ ativadas por apresentação cruzada em culturas de curta 
duração com antígenos de M. leprae. 
Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugação e estimuladas in vitro 
com sonicado de M. leprae e ML1419c (proteína recombinante de M. leprae) na presença de anti-CD28 por 7 
horas. Após a cultura de curta duração, fenotipamos as células por citometria de fluxo. (A) Gráficos representativos 
da análise de células CD8+CD69+ totais, e células com fenótipo de memória (CD45RA-) e linfócitos T virgens (TV; 
CD45RA+CCR7+), linfócitos T de memória central (TMC; CD45RA-CCR7+), linfócitos T de memória efetora (TME; 
CD45RA-CCR7-) e linfócitos T efetores terminantemente diferenciadas (TEDT; CD45RA+CCR7-). (B) Representativo 
de marcação com anti-CD3 mostrando que aproximadamente 15% das células CD8+CD69+ não são linfócitos T, 
enquanto as células CD8+CD45RA- são majoritariamente células CD3+. Frequências de células CD8+CD69+ totais 
e de memória em resposta ao sonicado de M. leprae (C) e ML1419c (D). Frequências de células CD8+CD69+ com 
fenótipo TV, TMC, TME em culturas estimuladas com sonicado (E) e ML1419c (F). As frequências de células ativadas 
foram normalizadas pela frequência de células CD8+ e as porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 
são subtraídas das frequências de culturas estimuladas para identificação de células respondedoras aos 
antígenos. As barras pontilhadas representam as medianas das frequências. As barras acima da mediana 
representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. Verde: Doadores 
saudáveis de área endêmica (SAE). Azul: pacientes paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). 
C e D: SAE (n= 9), PB (n= 9) e MB (n=13). E e F: SAE (n= 8), PB (n= 6) e MB (n=10). As frequências foram 
submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pós-teste de Dunn em que * p<0,05, ** p<0,005 e *** p<0,0005. 

A avaliação das subpopulações TMC, TME, TV e TEDT evidenciou que os 

pacientes MB (TMC: 0; TME: 0,8%) apresentaram uma redução significativa na mediana 

das frequências de linfócitos T CD8+ respondedores com fenótipo TMC (p=0,0003) e 

TME (p=0,006) que doadores SAE (TMC: 0,5%; TME: 1,9%) em resposta ao sonicado 
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(Fig. 4.6, E). Os pacientes MB também apresentaram menores frequências de 

linfócitos T CD8+ respondedores com fenótipo TME que pacientes PB (PB:2,9%; MB: 

0,8%; p=0,02). Não detectamos diferenças nas frequências de linfócitos T CD8+ 

respondedores com fenótipo TV e TEDT entre os grupos em resposta ao sonicado. Em 

relação a proteína ML1419c, não vimos diferenças nas frequências das 

subpopulações de linfócitos T CD8+ (Fig. 4.6, F). 

4.5 Perfil funcional dos Tregs M. leprae-específicos de pacientes com 

hanseníase. 

Também caracterizamos fenotipicamente os Tregs em culturas de 18 horas 

estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c. Esta cinética de maior duração 

foi escolhida para detectar moléculas associadas à função supressora de Tregs. 

Como mencionado anteriormente, CD154 é expresso transitoriamente no curso de 

ativação de Tefs, sendo usado como marcador apenas em estimulações antigênicas 

de curta duração. Por isso, devido a ausência deste marcador nas culturas de 18 

horas, optamos por identificar Tconvs ativadas usando a expressão alta para CD25 e 

negativa para FOXP3 (aTconvs; CD4+CD45RA-CD25altoFOXP3-), enquanto os Tregs 

específicos para antígenos de M. leprae foram caracterizados como CD4+CD45RA-

CD25altoFOXP3+CD137+. Os Tregs foram identificados usando as células CD4- como 

controle para delimitar a população (Fig. 4.7, A). 

Primeiro, para confirmar que a ausência de CD154 não influencia na frequência 

de AgTregs, comparamos as porcentagens de AgTregs (CD4+CD45RA-

CD25altoFOXP3+CD137+CD154-) e Tregs CD137+ (CD4+CD45RA-

CD25altoFOXP3+CD137+) de todos os voluntários recrutados, isto é, doadores 

saudáveis e pacientes nas culturas de curta duração. Podemos observar que não 

houve diferenças nas medianas de frequências de Tregs tanto para o sonicado quanto 

para a ML1419c (Fig. 4.7, B). Por isso, continuaremos chamando os Tregs CD137+ 

nas culturas de 18 horas de AgTregs. 

Comparamos as frequências de AgTregs entre pacientes PB e MB de 

hanseníase nas culturas de 18 horas (Fig. 4.7, C). Em resposta ao sonicado, 

detectamos maiores frequências nos pacientes PB que MB (PB: 1,2%; MB: 0,5%; 

p=0,003). Já em relação a proteína ML1419c, observamos frequências similares entre 

os dois grupos (0,3%). Em relação aos aTconvs, os pacientes PB (PB: 5,8%; MB: 

0,3%; p=0,0002) apresentam um aumento significativo na frequência desta população 
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quando comparados com pacientes MB (Fig. 4.7, D). Em relação à proteína ML1419c, 

não observamos diferença estatísticas entre os pacientes PB e MB.  

Por fim, avaliamos a razão entre AgTregs e aTconvs nas culturas de 18 horas 

(Fig. 4.7, E). Identificamos maior razão nos pacientes MB quando comparados com 

pacientes PB em resposta ao sonicado de M. leprae, resultado compatível com a 

resposta tolerogênica nestes pacientes (PB: 0,3%; MB: 2,2%; p=0,0002). O uso de 

marcador de ativação não específico (CD25) para Tconvs evidenciou que nestas 

condições os pacientes PB apresentam predominância de resposta efetora contra os 

antígenos do bacilo (razão < 1). Não detectamos diferenças estatísticas para a 

proteína ML1419c. 

 

Figura 4.7 – Caracterização de Tregs M. leprae-específicos e Tconvs ativados de pacientes com hanseníase 
em culturas de 18 horas. 
Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c 
na presença de anti-CD28 por 18 horas. Após a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de fluxo para 
detecção das subpopulações celulares de interesse. (A) Gráficos representativos da análise de AgTregs 
(CD4+CD25altoFOXP3+CD137+) e T convencionais ativados (aTconv; CD4+CD25altoFOXP3-) em culturas de 18 
horas. (B) Frequências de Tregs com fenótipo CD137+CD154- e CD137+ em culturas de 7 horas estimuladas com 
sonicado e ML1419c. (C) Frequência de AgTregs (CD137+) em culturas de 18 horas em resposta ao sonicado e 
ML1419c. (D)) Frequênciade aTconv em culturas de 18 horas em resposta ao sonicado e ML1419c. (E) Proporção 
entre AgTregs e aTconv em culturas estimuladas com sonicado e ML1419c por 18 horas. As frequências foram 
normalizadas pelo número de CD4+. As porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 foram subtraídas 
das frequências de culturas estimuladas. As barras pontilhadas representam as medianas das frequências. As 
barras acima da mediana representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis 
inferiores. Azul: pacientes paucibacilares (PB; n=8). Vermelho: pacientes multibacilares (MB; n=11). As frequências 
e a razão (AgTregs/AgTefs) foram submetidas ao teste de Mann-Whitney em que ** p<0,05 e ** p<0,0005.  

 

Os Tregs possuem um vasto repertório de vias moleculares que geram a 

supressão de Tefs (146). Por isso, fomos investigar a expressão de moléculas 

inibidoras nos AgTregs para inferir possíveis mecanismos de supressão 

desempenhados por estas células em pacientes de hanseníase. Comparamos a 

expressão de CD39, CD73, CTLA-4, GARP e LAG-3 em AgTregs e Tregs não ativados 

(Tregs CD137-) em culturas de 18 horas estimuladas com sonicado ou ML1419c. 
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Dentro da região de Tregs, selecionamos os AgTregs (CD137+) e criamos uma região 

booleana “not gate" de linfócitos CD137-, isto é, Tregs não ativados (Tregs CD137-). 

Dentro das duas subpopulações de Tregs, identificamos as células positivas para os 

marcadores avaliados (Fig. 4.8, A). As frequências de AgTregs e Tregs CD137- 

positivas para as moléculas inibidoras foram normalizadas pelo número de Tregs 

totais. As porcentagens das culturas contendo apenas anti-CD28 foram descontadas 

das frequências das culturas estimuladas para detecção da expressão de CD39, 

CD73, CTLA-4, GARP e LAG-3 induzida pelos estímulos utilizados.  

Detectamos maior expressão de CD39 (Fig. 4.8, B) em AgTregs quando 

comparados com Tregs CD137- tanto de pacientes PB (AgTregs: 15,7%; Tregs 

CD137-: 0; p<0,0001) quanto MB (AgTregs: 5,7%; Tregs CD137-: 0; p<0,0001) em 

resposta ao sonicado. Embora com frequências menores, observamos resultados 

similares (AgTregs: 5%; Tregs CD137-: 0) nas culturas estimuladas com proteína 

ML1419c para pacientes PB (p=0,0002) e MB (p=0,0004). Observamos maior 

expressão de CD73 (Fig. 4.8, C) apenas nos AgTregs de pacientes PB em resposta 

ao sonicado (AgTregs: 1,7%; Tregs CD137-: 0; p=0,003).  

O sonicado induziu maior expressão de CTLA-4 (Fig. 4.8, D) em AgTregs de 

pacientes PB (22,5%; p<0,0001) e MB (14%; p<0,0001) quando comparados com os 

Tregs CD137- (AgTregs: 0). Os AgTregs de pacientes PB (AgTregs: 7,9%; Tregs 

CD137-: 1,2%; p=0,001) e MB (AgTregs: 13,2 %; Tregs CD137-: 0; p=0,0005) também 

expressaram mais CTLA-4 que Tregs CD137- em resposta a ML1419c. Em resposta 

ao sonicado, os AgTregs de pacientes PB (AgTregs: 5,7%; Tregs CD137-: 1,4%; 

p=0,007) e MB (AgTregs: 2%; Tregs CD137-: 0; p<0,0009) expressaram mais GARP 

(Fig. 4.8, E) que os Tregs CD137-. Não observamos diferenças entre as 

subpopulações dos grupos PB e MB em relação a ML1419c. Por fim, só detectamos 

aumento na indução da expressão de LAG-3 (Fig. 4.8, F) pelas AgTregs do grupo MB 

em resposta ao sonicado (AgTregs: 0,9%; Tregs CD137-: 0; p=0,03).  

CD73 também é expresso por linfócitos T CD4+ (169). Por isso, investigamos 

qual subpopulação expressa mais este marcador (Fig. 4.8, G). Em resposta ao 

sonicado, identificamos que os Tconvs (9,5%) de pacientes PB expressam mais CD73 

que os Tregs (0,2%; p<0,04) e os AgTregs (0,1%; p<0,0001). Os Tconvs (11,9%) de 

pacientes MB também expressam mais CD73 que Tregs (0,2%; p=0,01) e AgTregs 

(0,04%; p<0,0001). Nós também detectamos diferenças na expressão de CD73 entre 

Tregs e AgTregs (p=0,04) em pacientes MB. Já foi demonstrado que a adenosina 

pode ser produzida em microambientes contendo células CD4+CD73+ e Tregs CD39+ 
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a partir do contato entre essas duas subpopulações (169). Assim, esta via pode estar 

envolvida na imunossupressão da hanseníase, já que ambas as subpopulações foram 

detectadas no sangue periférico dos pacientes.  

Quanto às culturas estimuladas com ML1419c, observamos que os Tconvs 

(11%) de pacientes PB apresentam maior expressão de CD73 que os AgTregs 

(0,02%; p=0,0001). Para pacientes MB detectamos maior expressão de CD73 tanto 

pelos Tconvs (11,4%) em relação aos Tregs (0,3%; p=0,03) quanto AgTregs (0,03% 

p<0,0001). Também detectamos diferenças entre Tregs e AgTregs (p=0,04). Assim, 

os AgTregs de pacientes com hanseníase expressam moléculas inibidoras 

associadas a atividade supressora destes linfócitos T. 

 

Figura 4.8 – Caracterização de moléculas inibidoras expressas em Tregs antígeno-específicos em culturas 
de 18 horas com antígenos de M. leprae. 
Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c 
na presença de anti-CD28 por 18 horas. Após a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de fluxo para 
detecção das subpopulações celulares de interesse. (A) Gráficos representativos da estratégia de análise para 
detecção da expressão de CD39, CD73, CTLA4, GARP e LAG3 pelos linfócitos T reguladores (Tregs). Frequência 
de AgTregs e Tregs CD137- expressando CD39 (B), CD73 (C), CTLA-4 (D), GARP (E), LAG-3 (F) em resposta ao 
sonicado e proteína ML1419c. (G) Expressão de CD73 pelas linfócitos Tconvs, Tregs totais e AgTregs em culturas 
estimuladas com sonicado e ML1419c. (B-F) As frequências foram normalizadas pelo número de Tregs totais e as 
frequências das culturas com apenas anti-CD28 foram subtraídas das porcentagens de culturas estimuladas para 
detecção da expressão das moléculas inibidoras induzidas pelos antígenos de M. leprae. As barras representam 
medianas. Azul: pacientes paucibacilares (PB). Vermelho: pacientes multibacilares (MB). Cada ponto representa 
um paciente. As frequências foram submetidas ao teste de Mann-Whitney em que * p<0,05, ** p<0,005, *** 
p<0,0005 e **** p<0,0001. 
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Em seguida avaliamos o perfil multifuncional dos AgTregs, isto é, a capacidade 

dos AgTregs de expressar uma ou mais de duas vias de supressão simultaneamente. 

Para isso, utilizamos o recurso de regiões booleanas do programa de análise para 

criar as combinações possíveis de expressão dos marcadores CD39, CD73, CTLA-4, 

GARP e LAG-3 pelos AgTregs. Desta forma, selecionamos as populações CD39+, 

CD73+, CTLA4+, GARP+ e LAG3+ dentro da região de AgTregs ou Tregs CD137- e 

criamos as regiões através da função. A subpopulação 

CD39+CD73+CTLA4+GARP+LAG3+ gerada pelo programa identifica os Tregs com as 

5 vias de supressão. As porcentagens das demais subpopulações criadas (com 

positividade para 1, 2, 3 ou 4 marcadores) foram somadas para demonstrar o 

percentual de AgTregs com expressão de 1, 2, 3 ou 4 vias de supressão.  

Primeiro, avaliamos a média da distribuição do número de vias de supressão 

dentro da região de AgTregs. Em resposta ao sonicado de M. leprae (Fig. 4.9, A), os 

AgTregs de pacientes expressaram majoritariamente pelo menos uma das vias de 

supressão avaliadas. Além disso, os AgTregs compreenderam principalmente 

linfócitos T expressando de 1 a 3 vias de supressão. Em relação à proteína ML1419c 

(Fig. 4.9, B), os AgTregs dos pacientes MB apresentaram perfil bastante similar ao 

dos linfócitos T estimulados pelo sonicado. Já os AgTregs de pacientes PB 

apresentaram um pequeno aumento na proporção da subpopulação que expressa 2 

vias de supressão quando comparado com o sonicado.  

Em seguida, quantificamos os AgTregs expressando de 1 ou de 2 a 4 vias de 

supressão. Normalizamos as frequências pelo número de Tregs e subtraímos as 

frequências das culturas contendo apenas anti-CD28 das porcentagens das culturas 

estimuladas para identificar apenas as células ativadas pelo sonicado e ML1419c. Os 

AgTregs de pacientes PB (5,1%; p=0,0002) e MB (3,4%; p<0,0001) apresentaram 

maiores frequências de células com 1 via de supressão (Fig. 4.9, C) quando 

comparados com Tregs não ativados em resposta ao sonicado. Observamos 

resultados similares nas culturas estimuladas com ML1419c, tendo os pacientes as 

seguintes frequências: PB (2,5%; p=0,0006) e MB (3,3%; p<0,0001). 

Em relação as células com 2 vias de supressão, observamos frequências 

significantemente maiores em AgTregs de pacientes PB (11,9%; p=0,0002) e MB 

(6,2%; p=0,009) quando comparados com Tregs CD137- em resposta ao sonicado 

(Fig. 4.9, D). Detectamos resultados similares em resposta a proteína ML1419c para 

PB (3,5%; p=0,006) e MB (4,8%; p=0,002).  
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Detectamos maiores frequências de AgTregs com 3 vias de supressão (Fig. 

4.9, E) apenas em resposta ao sonicado de M. leprae tanto para o grupo PB (AgTregs: 

5,2%; Tregs CD137-: 1,1%; p<0,004) quanto para o MB (AgTregs: 1,6%; p=0,02). Já 

para células com 4 vias de supressão (Fig. 4.9, F), observamos diferenças apenas no 

grupo MB em resposta ao sonicado (AgTregs: 0,4%; Tregs CD137-: 0; p=0,002).  

 

 

Figura 4.9 – Perfil multifuncional dos Tregs antígeno-específicos em culturas de 18 horas com antígenos 
de M. leprae. 
Células mononucleares do sangue periférico foram isoladas e estimuladas com sonicado de M. leprae ou ML1419c 
na presença de anti-CD28 por 18 horas. Após a cultura, as células foram fenotipadas por citometria de fluxo para 
identificação das subpopulações de interesse. Usamos a ferramenta de “gates” booleanos do programa de análise 
para criar as combinações possíveis de subpopulações baseadas na expressão de CD39, CD73, CTLA4, GARP 
e LAG3. Assim, separamos os AgTregs e Tregs CD137- de acordo com o número de vias de supressão expressas 
por uma única célula, ou seja, células expressando de 1 a 5 vias de supressão. (A-B) Gráficos de pizza exibindo o 
perfil funcional das AgTregs de pacientes PB e MB em resposta ao sonicado de M. leprae e ML1419c. (A-F) 
Frequência de AgTregs e Tregs CD137- expressando de 1 a 4 vias de supressão em resposta ao sonicado e 
proteína ML1419c. (F) Frequências de AgTregs e Tregs CD137-  funcionais, isto é, células expressando pelo menos 
1 via de supressão. (A-B) As porcentagens referem-se as médias das frequências de cada grupo. (C-G) As 
frequências foram normalizadas pelo número de Tregs totais e as frequências das culturas com apenas anti-CD28 
foram subtraídas das porcentagens de culturas estimuladas para detecção da expressão das moléculas inibidoras 
induzidas pelos antígenos de M. leprae. As barras pontilhadas representam as medianas. Cada ponto representa 
um paciente. As frequências foram submetidas ao teste de Mann-Whitney em que *p<0,05, ** p<0,005,*** p<0,0005 
e **** p<0,0001. 

 

Por fim, avaliamos as frequências de Tregs funcionais, isto é, Tregs 

expressando pelo menos uma das moléculas inibidoras (Fig. 4.9, G). Para isso, 

somamos as frequências de AgTregs de 1 a 5 funções. Detectamos que os AgTregs 

de pacientes PB (26,1%; p=0,0002) e MB (14,2%; p=0,0007) apresentaram aumento 

significativo da expressão de moléculas funcionais quando comparados com Tregs 

não ativados em resposta ao sonicado.  
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Comparando pacientes PB e MB, detectamos maior frequência de AgTregs 

funcionais em pacientes PB (p=0,0007). Também observamos maior frequência de 

AgTregs funcionais quando comparados com Tregs não ativados para a proteína 

ML1419c em pacientes PB (8,2%; p=0,002) e MB (14%; p=0,03). 

4.6 Controles saudáveis e pacientes com hanseníase mostram diferenças em 

proporções de Tregs e Tefs com padrão migratório (CCR4+) para tecidos 

periféricos. 

O receptor CCR4 está envolvido na migração de linfócitos T para tecidos 

periféricos, incluindo a pele. Este receptor pode ser expresso tanto pelos Tregs quanto 

linfócitos T CD4+ de memória independentemente da polarização TH1 e TH2 (199, 

200). Halim e colaboradores usaram uma estratégia de análise baseada na expressão 

de CXCR3 e CCR6 pelas células CCR4+ que permite a identificação de Tregs e 

Tconvs do tipo TH1, TH2, TH17 e TH1/17 com padrões migratórios (CCR4+) para 

tecidos periféricos (201).  

Desta forma, investigamos essas quatro populações circulantes nos pacientes 

de hanseníase e doadores SAE em condições ex vivo. A estratégia de análise por 

citometria de fluxo consistiu em selecionar Tregs e Tconvs e em seguida, selecionar 

em cada subpopulação as células CD45RA-CCR4+, para posteriormente analisar a 

expressão de CXCR3 e CCR6 (Figura 4.10, A). Os valores de frequência encontrados 

foram normalizados para demonstrar a proporção das subpopulações dentre todos os 

Tregs ou todos os Tconvs.  

Detectamos diferenças significativas para Tregs do tipo TH1 (PB:17,1%; MB: 

7,3%; p=0,006) quando o grupo MB foi comparado com pacientes PB e TH1/TH17 

(SAE: 3,3%; MB: 0,2%; p=0,04) e TH17 (SAE: 15,3%; MB: 1,5%; p=0,02) quando 

comparado com o grupo SAE (Fig. 4.10, B). Pacientes MB também apresentaram 

redução significativa nas frequências de Tconvs (Fig. 4.10, C) com perfil TH1 (PB: 3,4 

%; MB: 1,1%; p=0,02), TH1/TH17 (SAE: 1,9%; MB: 0,3%; p=0,02) e TH17 (SAE: 0,4%; 

MB: 0,01%; p=0,03). A distribuição das subpopulações do tipo TH1, TH2, TH17, 

TH1/17 é similar para Tregs ou Tconvs, quando a análise é feita dentro de cada grupo 

de doadores (Fig. 4.10, D). É necessário mencionar que a subpopulação CXCR3+TH2 

é fenotipicamente semelhante à subpopulação TH1 com padrões migratórios para 

tecidos periféricos (CD4+CD45RA-CCR4+CXCR3+CCR6-).  
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Figura 4.10 - Caracterização de Tregs e Tefs com padrão migratório (CCR4+) para tecidos periféricos em 
pacientes com hanseníase e doadores saudáveis. 
Células mononucleares do sangue periférico foram separadas por gradiente de centrifugação e submetidas a 
citometria de fluxo para fenotipagem. (A) Gráficos representativos da estratégia de citometria de fluxo para 
identificação de e Tconvs com padrões migratórios para tecidos periféricos (CCR4+). Fenótipos do tipo TH1 
(CD45RA-CCR4+CXCR3+ CCR6-), TH2 (CD45RA-CCR4+CXCR3-CCR6-), TH17 (CD45RA-CCR4+CXCR3-CCR6+) 
e TH1/TH17 (CD45RA-CCR4+CXCR3+ CCR6-). (B) Frequências Tregs do tipo TH1, TH2, TH17, TH1/TH17. (C) 
Frequências Tconvs do tipo TH1, TH2, TH17, TH1/TH17. (D) Proporção das subpopulações do tipo TH1, TH2, 
TH17, TH1/TH17 (média) dentre os Tregs e Tefs CCR4+ de memória. (B-C) As frequências foram normalizadas 
pelo número de Tregs e Tefs. As barras pontilhadas representam as medianas das frequências. As barras acima 
da mediana representam os quartis superiores, enquanto as barras abaixo representam os quartis inferiores. 
Verde: Doadores saudáveis de área endêmica (SAE; n=9). Azul: pacientes paucibacilares (PB; n=8). Vermelho: 
pacientes multibacilares (MB; n=10). As frequências foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo 
pós-teste de Dunn em que * p<0,05 e ** p<0,005. 

4.7 Tregs provenientes de lesão de pele de pacientes com hanseníase 

Este estudo também teve como objetivo caracterizar os Tregs provenientes de 

fragmentos de lesão de pele por citometria de fluxo. Inicialmente, dissociamos quatro 

amostras de pele de 6 mm de pacientes MB (Fig. 4.9). Devido ao baixo rendimento de 

células, neste momento, optamos por pular a etapa de marcação para exclusão de 

células mortas. Assim, a análise por citometria de fluxo para detecção de Tregs foi a 

seguinte: (i) identificação de células individuais pelos parâmetros FSC-A e FSC-H do 

pulso; (ii) identificação da região de linfócitos; (iii) seleção de células CD4+; (iv) 

detecção de Tregs pela alta expressão de CD25 e positividade para FOXP3 (Fig. 4.11, 

A). 

Para investigar a influência da solução enzimática nas células, avaliamos as 

marcações em CMS sem e com tratamento enzimático. Primeiro, avaliamos as 

marcações de CD4 e CD8 (Fig. 4.11, B). Observamos que o tratamento reduz a 

mediana de intensidade de fluorescência (MFI) de CD4, entretanto, ainda é possível 
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separar ambas as populações positiva e negativa. Não detectamos diferenças no MFI 

de CD8, assim como no MFI de CD25 e FOXP3 (Fig. 4.11, C). Dentro da região de 

Tregs, observamos que os linfócitos são na sua maioria de memória (CD45RO+), ou 

seja, linfócitos que já entraram em contato com o antígeno cognato (Fig. 4.11, D).  

Normalizamos as frequências de Tregs de memória 

(CD25altoFOXP3+CD45RO+) pelo número de células CD4+ para quantificar esta 

população nas amostras avaliadas (Fig. 4.11, E). Observamos maiores medianas de 

frequências de Tregs de memória nas lesões de pele (6,2%; p=0,03) que no sangue 

(1,7%) dos pacientes MB. Além disso, avaliamos a razão de Tregsmem para Tconvsmem 

nas amostras e observamos maior razão na pele (0,15) que no sangue (0,05) dos 

pacientes (Fig. 4.11, F). 

 

Figura 4.11 – Caracterização de Tregs provenientes de lesão de pele de pacientes multibacilares. 
Fragmentos de pele obtidos por biópsia de “punch” de 6mm foram submetidos a dissociação mecânica com auxílio 
de bisturi, seguido de dissociação enzimática por 18 horas a 37°C com 5% de CO2. Após a incubação, os 

fragmentos foram passados em filtros de 70 m e as células fenotipadas por citometria de fluxo. (A) Estratégia de 
citometria de fluxo para análise de Tregs em amostras de pele e sangue. (B) Avaliação da influência da solução 
enzimática na marcação de CD4 e CD8. (C)  Avaliação da influência da solução enzimática na marcação de CD25 
e FOXP3. (D) Fenótipo de memória dos Tregs de lesão. (E) Frequência de Tregs de memória 
(CD25altoFOXP3+CD45RO+) em amostras de pele e sangue. (F) Proporção de Tregs por Tconvs de memória em 
lesões de pele e sangue. As frequências foram normalizadas pelo número de CD4+. Cada ponto representa um 
paciente MB. As barras representam as medianas. As frequências foram submetidas ao teste de Mann-Whitney 
em que * p<0,05. 

Aproveitamos o acesso à pele clinicamente normal para realizar alterações na 

metodologia de dissociação de pele para aumentar o rendimento celular destas 

amostras. Implementamos o uso de dissociador semiautomático (GentleMACS) para 

tornar a técnica o mais reprodutível possível. O dissociador possui programas pré-

estabelecidos para diversos tecidos, escolhemos os programas fígado, pele, baço e 
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tumor para serem testados (Fig. 4.12, A). Além disso, avaliamos dois tempos de 

dissociação enzimática para avaliar a melhor condição de rendimento e viabilidade 

celular das amostras. Desta forma, extraímos quatro fragmentos de pele (6 mm) de 

pele da região da mama por condição testada.  

Desta vez, fenotipamos mais detalhadamente as células para ter certeza de 

estar avaliando linfócitos T viáveis nas amostras de pele. Primeiro, identificamos as 

células individuais, e em seguida a região de leucócitos, isto é, células CD45+ (Fig. 

4.12, B). Depois, selecionamos a região de linfócitos pelos parâmetros FSC-A e FSC-

H do pulso seguido da identificação de linfócitos T (CD3+) vivos (células negativas 

para “LIVE/DEAD”). Por fim, as células CD4+ e CD8+ foram detectadas tanto nas 

amostras com dissociação enzimática por 18 horas (Fig. 4.12, C) quanto 3 horas (Fig. 

4.12, D). Comparando os dois tempos de dissociação enzimática avaliados, ficou 

evidente que o maior tempo de ação da enzima (18 horas) gera maior rendimento de 

linfócitos T. Já, comparando os diversos programas do dissociador e o método 

original, observamos que o uso do dissociador e do programa para tumores gerou um 

maior rendimento de linfócitos T CD3+, assim como células CD4+ e CD8+ (Fig. 4.12, 

E).  

Comparando com o método original, nossa técnica com o dissociador e 

programa para tecidos tumorais resultou na recuperação de quase 2 vezes mais 

células CD3+ vivas que o método original. Quanto à porcentagem de linfócitos T CD4+, 

observamos que o nosso método resultou numa maior frequência de células CD4+ 

(62,5%) que o método original (43,8%). Já a porcentagem de células CD8+ foi maior 

no método original (27,1%) que na nova técnica com o programa tumor (18,1%). 

Entretanto, não observamos diferenças nos números absolutos de linfócitos T CD8+ 

entre os dois métodos (Original: 1141 células; Tumor: 1418 células). Assim, essa 

alteração na proporção de linfócitos T CD4+ e CD8+ foi provavelmente devido à maior 

recuperação de células CD4+ utilizando a nova técnica (4895 células) quando 

comparada com o método original (1841 células). 

Realizamos uma segunda alteração para avaliar se a agitação da amostra 

durante o período de incubação poderia aumentar ainda mais o rendimento celular. 

Assim, dissociamos dois fragmentos de tecido da região abdominal por biópsia de 

“punch” de 6 mm (Fig. 4.12, F). Embora tenhamos um rendimento menor que o 

anterior, observamos um maior número de linfócitos T CD3+ totais e células CD4+ e 

CD8+ com a implementação da agitação (Fig. 4.12, G). Assim, alteramos o método de 

dissociação original estabelecido por Sanchez-Rodrigues e incluímos a etapa de 
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dissociação mecânica semiautomática com o programa para tecidos tumorais após 

dissociação enzimática por 18 horas com agitação.  

 

Figura 4.12 - Padronização da técnica de dissociação de pele humana. 
Fragmentos de pele obtidos por biópsia de “punch” de 6 mm de tecido clinicamente normal descartado de cirurgia 
plástica foram submetidos a dissociação sob diversas condições. As células dissociadas foram fenotipadas por 
citometria de fluxo. (A) Condições experimentais avaliadas, incluindo o método original (sem dissociador) e com 
dissociação semiautomática com os programas pré-estabelecidos do equipamento para tecido de fígado, pele, 
baço e tumor. (B) Estratégia de análise para detecção de leucócitos (CD45+) provenientes de pele. Estratégia de 
citometria de fluxo para avaliação de linfócitos T CD3+, CD4+ e CD8+ vivos provenientes de pele nas diversas 
condições testadas incubadas por 18 horas (C) ou 3 horas (D) na solução enzimática. (E) Número absoluto de 
linfócitos T CD3+, CD4+ e CD8+ nas diversas condições testadas. (F) Dissociação sem ou com agitação no período 
da incubação com solução enzimática por 18 horas. (G) Número absoluto de linfócitos T CD3+, CD4+ e CD8+ sem 
ou com agitação na incubação com solução enzimática por 18h seguido de dissociação semiautomática com o 
programa tumor. 

Após o estabelecimento do método de dissociação, conseguimos avaliar os 

Tregs de quatro doadores, incluindo uma pele normal e três fragmentos de lesões de 

pele de pacientes (BT, BB e LL). Com exceção da doadora SAE em que foram obtidos 
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dois fragmentos de pele por biópsia de “punch” de 6 mm, nos demais doadores 

avaliamos apenas um fragmento de pele da área de lesão de pele. A estratégia de 

citometria de fluxo utilizada consistiu nas seguintes etapas: (i) identificação de células 

individuais; (ii) seleção de leucócitos (CD45+); (iii) detecção da região de linfócitos 

pelos parâmetros SSC-A e FSC-A do pulso; (iv) identificação de células CD3+ viáveis 

(negativas para “LIVE/DEAD”); (v) seleção da região de células CD4+CD8-; (vi) 

identificação de Tregs pela alta expressão de CD25 e positividade de FOXP3+; (vii) 

detecção do fenótipo de memória dos Tregs. As células CD8+ foram utilizadas como 

controle para a definição da região de Tregs (Fig. 4.13, A).   

Aproximadamente 97% dos Tregs de pele expressam CD45RO, enquanto 70% 

a 95% dos Tregs circulantes expressam este marcador (Fig. 4.13, B). Normalizamos 

as frequências de Tregs de memória dos doadores pelo número de linfócitos T CD4+ 

para quantificação da população nas amostras. Os resultados a seguir são descritivos 

já que temos apenas um voluntário de cada grupo. 

Avaliamos a frequência de Tregs de memória no sangue comparada com o 

tecido e observamos maiores frequências na pele (Fig. 4.13, C). Quanto à razão entre 

Tregsmem e Tconvsmem, também detectamos maior razão na pele que no sangue (Fig. 

4.13, D). Observamos uma maior frequência de Tregs de memória no paciente BT e 

no paciente LL. O paciente BB e a doadora SAE apresentaram frequências 

semelhantes (Fig. 13, E).  

Observamos uma tendencia similar em relação a razão de Tregsmem e 

Tconvsmem, tendo os pacientes BT e LL maiores razões (Fig. 13, F). Investigamos 

também o MFI de FOXP3 nos Tregs de pele para avaliar o nível de expressão do fator 

de transcrição. Normalizamos os valores através da subtração do MFI de Tconvs da 

população de Tregs. O paciente LL apresentou um maior nível de expressão que os 

demais doadores (Fig. 4.13, G). Por fim, avaliamos a expressão de CD69, marcador 

de residência tecidual, assim como CD39 e CTLA-4 na lesão do paciente MB (Fig. 

4.13, H). Detectamos que os Tregs da pele do paciente são majoritariamente CD69+ 

e expressam as moléculas inibidoras CTLA-4 e CD39. 

 



74 

 

Figura 4.13 – Caracterização de Tregs provenientes de pele humana clinicamente normal e lesão de 
pacientes com hanseníase. 
Fragmentos de pele clinicamente normal e de áreas de lesões de pacientes de hanseníase foram dissociados 
mecanicamente e enzimaticamente para obtenção de células em suspensão. (A) Gráficos representativos da 
estratégia de citometria de fluxo para determinação dos Tregs provenientes de pele humana. (B) Fenótipo de 
memória dos Tregs de sangue e pele. (C) Frequência de Tregs de memória de sangue e pele. (D) Proporção de 
Tregs e Tconvs de memória no sangue e pele. (E)  Frequência de Tregs de memória na pele humana. (F) 
Proporção de Tregs e Tconvs de memória de pele humana. (G) Mediana de intensidade de fluorescência (MFI) de 
FOXP3 de Tregs de pele humana. Normalizamos os valores do MFI de Tregs através da subtração do MFI da 
população de Tconvs.  (H) Expressão de CD69, CD39 e CTLA-4 pelos Tregs de pele de paciente LL. As 
frequências foram normalizadas pelo número de CD4+. Cada ponto e barra representa um paciente. 

 
Confirmamos a presença de células CD4+FOXP3+ em lesões de pele através 

de imunofluorescência de cortes histológicos congelados de quatro pacientes MB. As 

células CD4+FOXP3+ foram identificadas por anticorpos específicos para CD4 

(amarelo) e FOXP3 (vermelho). Os núcleos das células em azul através da marcação 

com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol). Podemos observar a presença de células 

CD4+FOXP3+ (seta amarela) no infiltrado inflamatório (Fig. 4.14, A). Na figura 4.14, B 

podemos identificar duas células CD4+FOXP3+ (seta amarela) próximas a células 

CD8+ (verde), incluindo uma célula CD8+ possivelmente expressando FOXP3 (seta 

verde).  

Desta forma, conseguimos isolar e identificar Tregs provenientes de pele 

humana por citometria de fluxo e confirmamos a presença de células CD4+FOXP3+ 

por microscopia de imunofluorescência. 
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Figura 4.4 – Células CD4+FOXP3+ em lesões de pele de pacientes multibacilares por imunofluorescência. 
Cortes histológicos foram marcados com anticorpos específicos para detecção de células CD4+FOXP3+. (A) 
Marcação individual para CD4 (amarelo), FOXP3 (vermelho) e DAPI (azul). Células CD4+FOXP3+ (setas) em 
infiltrado celular de lesão de pele. (B) Marcação individual para CD4 (amarelo), CD8 (verde), FOXP3 (vermelho) e 
DAPI (azul). Células CD4+FOXP3+ (seta amarela) e células CD8+FOXP3+ (seta verde) em lesão de pele. Aumento 

de 630x. Imagens representativas de dois pacientes MB. Barra de escala representa 10 m. 
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5 DISCUSSÃO 

A anergia celular antígeno-específica é crítica na hanseníase MB e é sugerido 

que contribua para a doença crônica (179). A baixa atividade dos Tregs pode resultar 

em imunopatologia e autoimunidade. Por outro lado, sua atividade excessiva pode ser 

prejudicial para o hospedeiro ao induzir a persistência de patógenos, e 

consequentemente estabelecimento de infecção crônica (213). Os Tregs já foram 

associados com infecção crônica de agentes infecciosos como M. tuberculosis, L. 

major e vírus da hepatite C (147, 214, 215). Por isso, nós caracterizamos os Tregs 

totais e M. leprae-específicos para esclarecer o papel destas subpopulações na 

hanseníase. Análise por citometria de fluxo mostrou que a abundância relativa das 

subpopulações circulantes de Tregs e Tefs tanto em contexto ex vivo quanto M. 

leprae-específico está aumentada nos pacientes MB. 

Em relação ao compartimento antígeno-específico, foi observado aumento 

progressivo da razão Tregs / Tefs a partir de doadores SAE até pacientes PB e MB 

(Fig. 5.1). O grupo SAE apresentou predominância de função efetora em resposta a 

antígenos de M. leprae (razão < 1), enquanto o grupo PB apresentou equilíbrio entre 

ambas as subpopulações (razão = 1). Por outro lado, o grupo MB apresentou resposta 

tolerogênica dominante contra o bacilo (razão > 1), isto é, quando a frequência de 

AgTregs excede a de AgTefs.  

 

 

Figura 5.1 – Mudança no balanço entre Tregs e Tefs M. leprae-específicos em culturas de curta duração.  
A exposição a antígenos exógenos pode afetar o balanço entre Tregs e Tefs antígenos-específicos. O grupo SAE 
apresenta predomínio de respostas efetoras contra os antígenos do bacilo (AgTefs / AgTregs < 1), possivelmente 
contribuindo para a proteção destes indivíduos contra o M. leprae. Por outro lado, nos pacientes com hanseníase 
ocorrem mudanças no balanço entre as subpopulações antígeno-específicas em direção aos Tregs. O grupo PB 
apresenta equilíbrio entre as respostas de ambas as subpopulações (AgTregs / AgTefs = 1), enquanto o grupo MB 
apresenta resposta tolerogênica dominante contra os antígenos do bacilo (AgTregs / AgTefs > 1) em culturas de 
curta duração. Tregs, linfócitos T reguladores; Tefs, linfócitos T efetores; SAE, doadores saudáveis de área 
endêmica; PB, pacientes paucibacilares; MB, pacientes multibacilares. 

Su e colaboradores demonstraram que o repertório circulante de Tregs é 

dinâmico e pode ser alterado pela exposição a antígenos exógenos. Além disso, 
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mudanças dentro do compartimento de subpopulações antígeno-específicas afetam 

os níveis de resposta efetora e cronicidade de infecção tanto em modelo murino 

quanto em seres humanos (216). Desta forma, é possível que mudanças no balanço 

entre Tregs e Tefs M. leprae-específicos em favor dos Tregs como demonstrado neste 

estudo possa contribuir para a regulação negativa da resposta imune celular 

específica contra o bacilo, fornecendo condições para o estabelecimento da infecção 

crônica. É necessário destacar que todos os voluntários do grupo SAE já foram 

vacinados com BCG, portanto, podem responder aos antígenos do bacilo já que o M. 

leprae compartilha diversos antígenos com alto grau de homologia com o M. bovis 

BCG (206).  

Marcadores como CD25 carecem de especificidade e podem ser induzidos 

independente da ligação de TCR (204). Nestas condições, o grupo PB apresentou 

predominância de resposta celular efetora após estimulação com sonicado (AgTregs 

/ agTconvs < 1). Embora a resposta antígeno-específica nestes pacientes tenda para 

o equilíbrio entre Tregs e Tefs, outras subpopulações celulares podem ser ativadas 

(CD4+CD25+) nestes pacientes e contribuir para a resposta pró-inflamatória contra o 

bacilo. 

Nossos resultados in vitro de Tregs divergem de outros estudos em que esta 

população celular foi detectada em maiores frequências em culturas de CMS 

provenientes de pacientes MB. Até o momento, os estudos de Tregs na hanseníase 

focaram nos Tregs totais, incluindo linfócitos que reconhecem diversos antígenos  tais 

como outros patógenos, microbiota, alérgenos, e antígenos próprios (217). Além 

disso, os autores não incluem marcadores de ativação celular nas análises de 

citometria de fluxo e utilizam longos períodos de cultura em que proliferação in vitro 

altera proporções previamente existentes (178-180).  

Neste estudo, foi observado que a frequência de AgTregs está aumentada nos 

pacientes PB, o que sugere a expansão de Tregs M. leprae-específicos durante a 

infecção pelo M. leprae nestes pacientes. A maioria dos AgTregs apresentaram 

fenótipo de memória efetora, sugerindo que são linfócitos com capacidade migratória 

para tecidos periféricos. Em modelo murino de infecção pulmonar, os Tregs influenza-

específicos sofrem expansão clonal que reflete de perto a expansão da população de 

Tefs de memória tanto em relação à cinética quanto à magnitude após um segundo 

desafio viral, sugerindo que os pTregs de memória são gerados para regular respostas 

efetoras robustas (218). Em seres humanos, já foi descrito que pacientes com 

tuberculose ativa apresentam aumento de Tregs antígeno-específicos circulantes. Os 
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autores propoem que o M. tuberculosis além de induzir a inflamação, também induz 

expansão de Tregs nos pacientes. Além disso, a frequência de Tregs é gradualmente 

reduzida durante o tratamento com quimioterapia, e está associada a aumento da 

produção de IFN- nestes pacientes (219). Tendo em vista o atual interesse na 

modulação funcional de Tregs e seu uso terapêutico, seria interessante avaliar se o 

tratamento com a PQT para hanseníase nestes pacientes reestabelece a frequência 

de AgTregs circulantes para níveis similares aos de doadores SAE (220). Redução na 

razão AgTregs / Ag tefs após PQT em pacientes com hanseníase se verificada pode 

indicar necessidade da presença de M. leprae viável no organismo para expansão 

preferencial da população de AgTregs específicos para antígenos expressos em M. 

leprae. 

A baixa frequência de AgTregs no grupo MB pode sugerir retenção tecidual nos 

locais de infecção na pele, que pode refletir na redução destes linfócitos no sangue 

destes pacientes. Outras duas possibilidades incluem a dependência dos Tregs pela 

sinalização de IL-2 (149). A IL-2 é crítica para a geração e manutenção desta 

população nos tecidos periféricos. Esta citocina é produzida em baixos níveis por CMS 

de pacientes MB em resposta a antígenos de M. leprae (77, 221, 222). Além disso, os 

Tregs também possuem alta sensibilidade à apoptose e a deficiência de IL-2 reduz a 

proporção de Tregs na periferia (223, 224). Assim, a baixa produção de IL-2 por 

linfócitos M. leprae-específicos também pode interferir na expansão ou induzir 

apoptose dos AgTregs nos pacientes MB, reduzindo o número desta população a 

níveis basais similares ao grupo SAE, porém ainda superiores ao número de AgTefs.  

Nós investigamos a função supressora dos AgTregs dos pacientes através da 

detecção de moléculas inibidoras expressas por Tregs. Embora nosso estudo não 

tenha estabelecido que os AgTregs exerçam supressão in vitro à proliferação de Tefs, 

os Tregs M. leprae-específicos dos pacientes apresentaram fenótipo de células 

ativadas, expressando moléculas inibidoras associadas com a atividade reguladora. 

Nossos resultados mostraram que as vias de supressão, principalmente CD39 e 

CTLA-4 podem estar envolvidas na imunossupressão da resposta celular ao M. leprae 

nestes pacientes. Além disso, os AgTregs apresentaram perfil multifuncional, podendo 

expressar simultaneamente moléculas associadas a mais de uma via de supressão. 

Já foi descrito em modelo murino para tuberculose que a transferência adoptiva de um 

pequeno número de Tregs antígeno-específicos é capaz de prejudicar a proteção 

imune ao retardar o ativação de Tefs nos gânglios linfáticos pulmonares e seu 

subsequente acúmulo no pulmão, local primário da infecção (225). Assim, mesmo em 
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menores números, os AgTregs de pacientes MB podem contribuir para a supressão 

de Tefs na doença.  

As nossas análises por citometria de fluxo também evidenciaram que a 

resposta efetora mediada por linfócitos T CD4+ e CD8+ foi reduzida nos pacientes MB. 

Nossos resultados são corroborados por diversos estudos que demonstram que 

pacientes MB possuem baixa função efetora em ensaios in vitro e in vivo (32, 33, 35, 

226). Os Tefs de doadores SAE e pacientes MB apresentaram principalmente fenótipo 

de memória central, enquanto pacientes PB apresentaram uma proporção similar 

entre linfócitos com fenótipo de memória central e efetora. A mudança na proporção 

de TMC e TME pode indicar que os linfócitos TMC respondedores aos antígenos de M. 

leprae estão se diferenciando mais frequentemente em células TME. Outra 

possibilidade é a expansão de linfócitos TME, o que resultaria na alteração da 

proporção entre as duas subpopulações.  

Quanto à resposta efetora mediada por linfócitos T CD8+ respondedores, o 

grupo MB também apresentou menor capacidade de ativação por apresentação 

cruzada. Carvalho e colaboradores demonstraram que contatos de pacientes com 

hanseníase apresentam aumento significativo das frequências de linfócitos 

CD8+CD69+ após o tratamento do caso índice, sugerindo o envolvimento da resposta 

celular CD8+ na proteção destes indivíduos contra a infecção (206). Assim, a resposta 

mediada por linfócitos CD8+ no grupo PB pode contribuir para desviar o balanço entre 

função efetora e reguladora em direção a resposta imune pró-inflamatória contra o M. 

leprae nestes pacientes. 

Recente, foi descrito que Tconvs podem desenvolver resistência à supressão 

por Tregs. Este fenômeno foi descrito primeiramente em modelos murinos de doenças 

autoimunes e confirmado recentemente em seres humanos (227, 228). Os Tregs do 

sangue periférico de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico e diabetes do tipo 1 

são fenotipicamente e funcionalmente normais, entretanto os Tconvs resistem à 

supressão por Tregs autólogos e alogenêicos (229, 230). Além disso, a comparação 

entre pacientes e indivíduos pré-diabéticos em risco evidenciou que apenas os Tconvs 

de pacientes exibem a resistência aos Tregs, sugerindo que este fenômeno é 

provavelmente estabelecido em estágios posteriores da patogênese da doença (230). 

É possível que os Tefs de pacientes PB desenvolvam esta resistência aos Tregs 

devido ao longo período de evolução da doença. 

Para uma avaliação mais geral do estado imune dos doadores, investigamos 

as subpopulações totais de linfócitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico. O grupo 
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MB apresentou uma tendência de maior frequência de Tregs e Tregsmem em condições 

ex vivo. Esta observação é corroborada por Chaves e colaboradores que detectaram 

maiores frequências de Tregs totais (CD4+CD25+FOXP3+) no sangue periférico de 

pacientes MB quando comparadas com controles saudáveis (184). Por outro lado, 

Attia e colaboradores mostraram maiores frequências de Tregs em pacientes com a 

forma TT (181, 182). Entretanto, este segundo trabalho caracterizou os Tregs apenas 

pela alta expressão de CD25 (CD4+CD25alto), sendo altamente variável e resultando 

na superestimação da população já que Tconvs ativados também expressam esta 

molécula. O uso de FOXP3 como marcador da população reduz esta variação, 

gerando quantificações mais confiáveis (183).  

Diferenças nas subpopulações CD4+ (Tregs e Tconvs) com fenótipo TMC, TME, 

TV e TEDT só foram observadas para Tregs com fenótipo TV entre o grupo SAE e MB. 

Isto pode ser consequência da diferença de idade entre os dois grupos, ou aumento 

relativo do compartimento de memória em doenças inflamatórias crônicas. Diversos 

estudos já mostraram que ocorre diminuição progressiva dos Tregs CD45RA+ no 

sangue periférico com a idade, acompanhada por um aumento recíproco nas células 

Tregs CD45RO+ (231-233). A redução da frequência de linfócitos T CD8+ com fenótipo 

TME apresentada pelo grupo MB pode indicar alterações na composição ex vivo de 

linfócitos CD8+ associadas com a infecção pelo M. leprae.  

Nós também investigamos as subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ 

acordo com a expressão de receptores de quimiocinas (CXCR3, CCR4 e CCR6). 

Embora não tenham sido observadas diferenças entre as frequências de Tregs e 

Tconvs de memória totais e do tipo TH1, TH9, CXCR3+TH2 e CXCR3+TH17, o grupo 

MB apresentou aumento da razão de Tregs / Tefs para essas subpopulações. Isto 

demonstra que o balanço entre as subpopulações circulantes totais já tende em 

direção aos Tregs no grupo MB. De maneira interessante, este aumento foi 

relacionado às subpopulações que expressam CXCR3. Desta forma, nossos 

resultados sugerem a relevância da avaliação da abundância relativa das 

subpopulações de Tregs e Tefs para o estudo de regulação imune humana. 

Um estudo in vivo de resposta de memória cutânea após teste tuberculínico na 

pele mostrou que assim como os Tregs do sangue periférico, os Tregs recuperados 

da pele também apresentam altos níveis de CCR4, sugerindo que estas células 

podem ser recrutadas do sangue para a pele (236). Por isso, também analisamos as 

frequências das subpopulações TH1, TH2, TH17 e TH1/TH17 com padrões 

migratórios (CCR4+) para tecidos periféricos dentre todos os Tregs ou todos os Tefs. 
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Koch e colaboradores demonstraram que o fator de transcrição T-BET é induzido em 

Tregs pelo IFN- durante inflamação do tipo TH1 em modelo murino para tuberculose. 

Essa expressão resulta em um enriquecimento de Tregs T-BET+CXCR3+ no tecido 

que é necessária para o controle das respostas de linfócitos TH1 durante a infecção 

pelo M. tuberculosis (237). As subpopulações não clássicas CXCR3+TH2 e 

CXCR3+TH17 foram recentemente descritas no sangue periférico de pacientes com 

artrite reumatoide (108). Tregs do tipo TH2 estão mais presentes em tumores da pele 

e do cólon que na circulação (201). Além disso, pacientes com artrite reumatoide 

também possuem maiores proporções de linfócitos TH1 e CXCR3+TH2 no fluido 

sinovial que no sangue (109). Assim, a redução das subpopulações CXCR3+CCR4+ 

dentre os Tregs e Tconvs pode ser reflexo da migração destas subpopulações para 

os sítios de infecção pelo M. leprae. 

Neste estudo investigamos a composição ex vivo da população circulante de 

linfócitos T CD8+ com padrões migratórios para sítios de inflamação do tipo TH1 

(CXCR3+). Embora outras populações celulares, incluindo células NK possam 

expressar CD8 (238), é provável que as células fenotipadas neste trabalho sejam 

majoritariamente linfócitos T. A expressão de CXCR3 é associada a linfócitos T 

citotóxicos e produtores de IFN- (207, 208). Além disso, é sugerido que este receptor 

possa ser usado como marcador para prever eficácia de respostas de linfócitos T 

CD8+ de memória, visto que é expresso em altos níveis mesmo após a resolução da 

resposta inflamatória (209).  

Embora as frequências de linfócitos T CD8+ circulantes sejam similares nos 

pacientes de hanseníase, o grupo MB apresenta células disfuncionais com fenótipo 

supressor e produção de citocinas anti-inflamatórias nas lesões de pele e in vitro após 

estimulação de CMS com antígenos de M. leprae  (77, 239). Além disso, sabe-se que 

os linfócitos T CD8+ de lesões de pele de pacientes MB possuem perfil transcricional 

associado a exaustão (81). A perda de expressão de CXCR3 é associada a linfócitos 

T CD8+ exaustos tanto durante modelos de infecção viral crônica quanto após 

múltiplos desafios antigênicos in vitro (240, 241). Assim, é possível que a baixa 

expressão de CXCR3 detectada no grupo MB seja um indicador de que as células 

CD8+ nestes pacientes estejam exaustas devido à infecção crônica pelo M. leprae (64, 

77). 

A diversidade de subpopulações de linfócitos T de memória no sangue 

periférico mostra apenas uma pequena fração da complexidade total da distribuição 

dessas células em todo o corpo. Estima-se que o número de linfócitos T nos tecidos 
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humanos sejam de 2x1010 na pele, 1x1010 nos pulmões, 3x1010 no intestino e 20x1010 

em tecidos linfoides. Deste modo, o sangue representa apenas de 2 a 2,5% do total 

de linfócitos T do indivíduo (64). Como os principais eventos da regulação imune 

contra o M. leprae ocorrem na pele, torna-se indispensável a caracterização dos Tregs 

presentes nas lesões de pele de pacientes para esclarecer a participação destas 

células na supressão da resposta efetora na doença. Devido à dificuldade em se obter 

amostras de tecidos e número adequado de células viáveis de tecido em seres 

humanos, os estudos de Tregs em lesões de peles de pacientes são 

predominantemente trabalhos de imuno-histoquímica (178).  

Identificamos e caracterizamos Tregs viáveis de pele humana por citometria de 

fluxo após a padronização da técnica. Observamos que os Tregs das áreas de lesão 

apresentaram fenótipo de memória, ou seja, linfócitos com experiência antigênica. 

Também detectamos maior frequência e razão Tregsmem/Tconvsmem no tecido que no 

sangue periférico. A avaliação do MFI de FOXP3 evidenciou aumento progressivo do 

nível de expressão deste fator de transcrição com o aumento da carga bacilar dos 

pacientes. Já foi descrito em modelo murino que o nível de expressão de FOXP3 está 

diretamente associado ao potencial das Tregs em prevenir a rejeição de aloenxertos 

e suprimir da ativação de Tefs (242). Assim, continuaremos com o recrutamento de 

doadores para esclarecer o papel dos Tregs nas lesões de pele de pacientes com 

hanseníase.  
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6 CONCLUSÕES 

Este estudo teve como objetivo a caracterização de Tregs e Tefs de pacientes 

com diferentes formas clínicas de hanseníase. Avaliamos tanto as células sanguíneas 

em condições ex vivo para uma visão imunológica mais geral dos doadores, assim 

como in vitro após estimulação com antígenos de M. leprae para determinar o estado 

imune específico contra o bacilo. A atividade supressora dos Tregs foi avaliada a partir 

da expressão de moléculas inibidoras sabidamente expressas por Tregs com fenótipo 

ativado. Esperamos que este trabalho contribua tanto para o maior entendimento de 

mecanismos de regulação da resposta imune humana quanto para o esclarecimento 

do papel dos Tregs na patogênese e evolução da hanseníase.  

 

1. Demonstramos que a abundância relativa das subpopulações circulantes de 

Tregs e Tefs antígeno-específicas está aumentada nos pacientes MB de 

hanseníase, sendo compatível com resposta tolerogênica dominante contra o 

bacilo (AgTregs / AgTefs > 1).  

 

2. O grupo PB apresentou maior frequência de AgTregs, sugerindo que estes 

linfócitos T se expandem em resposta à infecção pelo M. leprae nestes 

pacientes. Os AgTregs apresentaram majoritariamente um perfil de memória 

efetora.  

 

3. A resposta efetora CD4+, medida pela frequência de AgTefs, foi reduzida nos 

pacientes MB. As frequências das subpopulações de AgTefs com fenótipos TME 

e TMC também foram menores em pacientes MB.  

 

4. O uso de marcador de ativação não específico (CD25) para Tconvs evidenciou 

que nestas condições os pacientes PB apresentam predominância de resposta 

celular efetora contra o sonicado de M. leprae (razão < 1). 

 

5. Os AgTregs de pacientes PB e MB expressaram moléculas inibidoras 

associadas a função supressora de Tregs, sugerindo possíveis vias para a 

função supressora destas células. CTLA-4 e CD39 foram os marcadores mais 

expressos pelos AgTregs. Além disso, os AgTregs podem apresentar perfil 
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multifuncional, isto é, expressar simultaneamente marcadores de mais de uma 

via de supressão.  

 

6. Detectamos aumento ex vivo da razão de Tregs / Tefs do tipo TH1, TH9, 

CXCR3+TH2 e CXCR3+TH17 circulantes nos pacientes MB, sugerindo uma 

mudança no padrão de resposta destes pacientes. 

 

7. O grupo MB apresentou redução de subpopulações TH1, TH17 e TH1/TH17 

com padrões migratórios para tecidos periféricos (CCR4+) dentre todos os 

Tregs ou todos os Tconvs.  

 

8. A resposta efetora CD8+, medida pela frequência de linfócitos T CD8+ 

respondedores, foi reduzida no grupo MB, sugerindo menor apresentação 

cruzada e ativação nestes pacientes.  

 

9. Identificamos Tregs com fenótipo de memória em lesões de pele de pacientes 

por citometria de fluxo. Além disso, confirmamos a presença de células 

CD4+FOXP3+ na pele por microscopia de imunofluorescência. 
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8 ANEXOS 

8.1 Anexo 1: Dados epidemiológicos dos doadores recrutados para análise ex 

vivo de células sanguíneas 

Ex vivo Características Paucibacilares Multibacilares Saudáveis 

Tregs e Tconvs 

totais 

(Fig. 4.1, E-G) 

 

Número de indivíduos 8 10 9 

Sexo: F/M 6/2 3/7 7/2 

Idade: mediana/ 25-75% 57/25-52 48/39-65 35/28-52 

Tregs e Tconvs 

com fenótipo de 

Linfócitos TV, TMC, 

TME e TEDT. 

(Fig. 4.1, I - J) 

Número de indivíduos 6 8 9 

Sexo: F/M 5/1 2/6 7/2 

Idade: mediana/ 25-75% 57/19-65 47/37-63 35/28-52 

Receptores de 

quimiocinas 

(Fig. 4.2) 

(Fig. 4.3) 

 

Número de indivíduos 8 10 9 

Sexo: F/M 6/2 3/7 7/2 

Idade: mediana/ 25-75% 57/25-52 48/39-65 35/28-52 

Abreviações: Tregs, linfócitos T reguladores; Tconvs, linfócitos T convencionais; TV, Linfócitos T virgens; TMC, 
Linfócitos T de memória central; TME, Linfócitos T de memória efetora; TEDT, Linfócitos T efetores terminantemente 
diferenciadas. F, feminino; M, masculino; 
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8.2 Anexo 2: Dados epidemiológicos dos doadores recrutados para as análises 

in vitro de células sanguíneas. 

 

Abreviações: AgTregs, linfócitos T reguladores antígeno-específicos; AgTefs, linfócitos T efetores antígeno-
específicos; TV, linfócitos T virgens; TMC, linfócitos T de memória central; TME, linfócitos T de memória efetora; 
TEDT, linfócitos T efetores diferenciados terminais. F, feminino; M, masculino; aTconvs, linfócitos T convencionais 
ativados (CD25alto); NA, não se aplica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IN VITRO Características Paucibacilares Multibacilares Saudáveis 

Culturas  

de 7 horas 

AgTregs e AgTefs 

(Fig.4.4) 

 

Número de indivíduos 10 14 8 

Sexo: F/M 7/3 4/10 6/2 

Idade: mediana/ 25-75% 57/41-65 45/37-60 42/33-59 

Culturas  

de 7 horas 

Fenótipo (TV, TMC, 

TME e TEDT). 

(Fig.4.5) 

 

Número de indivíduos 6 10 7 

Sexo: F/M 5/1 3/7 5/2 

Idade: mediana/ 25-75% 57/19-65 42/33-50 45/31-62 

Culturas  

de 18 horas 

AgTregs e aTconvs 

 

Número de indivíduos 8 11 NA 

Sexo: F/M 6/2 4/7 NA 

Idade: mediana/ 25-75% 42/33-59 47/36-65 NA 
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8.3 Anexo 3: Dados epidemiológicos dos doadores recrutados para as análises 

in vitro de células sanguíneas. 

Abreviações: F, feminino; M, masculino;  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CD8 Características Paucibacilares Multibacilares Saudáveis 

Ex vivo 

(Fig. 4.13) 

 

Número de indivíduos 10 14 11 

Sexo: F/M 6/4 4/10 9/2 

Idade: mediana/ 25-75% 57/38-65 47/33-61 35/28-45 

In vitro 

(Fig. 4.14) 

 

Número de indivíduos 9 13 9 

Sexo: F/M 6/3 4/9 6/3 

Idade: mediana/ 25-75% 59/34-66 47/38-62 39/33-56 
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8.4 Anexo 4: Artigos científicos publicados 
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8.5 Anexo 5: Termos de consentimento livre e esclarecido 
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