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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

PARTICIPAÇÃO DE SUBPOPULAÇÕES DE LINFÓCITOS T NA FISIOPATOLOGIA DA 

HANSENÍASE LEPROMATOSA E NA GÊNESE DO ERYTHEMA NODOSUM LEPROSUM (ENL) 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Pedro Henrique Lopes da Silva 

 

O Erythema Nodosum Leprosum (ENL) é um quadro de inflamação aguda súbita que afeta 
predominantemente pacientes do polo lepromatoso (LL) da hanseníase, podendo ocorrer 
antes, durante ou após a poliquimioterapia, sendo responsável por grande parte das 
incapacidades físicas associadas à doença. Não está totalmente esclarecido quais fatores 
são responsáveis desencadeamento do ENL. Alguns dados mostram que no ENL ocorre 
aumento da mobilização de neutrófilos para as lesões de pele, ativação de macrófagos e 

linfócitos T, juntamente com o aumento na secreção dos níveis séricos de TNF e IL-1. Com 
o intuito de aprofundar os conhecimentos em torno da participação dos linfócitos T na 
patogênese na hanseníase lepromatosa e do ENL, no presente trabalho realizamos a 
caracterização ex vivo e in vitro em resposta ao estímulo com M. leprae de subpopulações 
de linfócitos T obtidas do sangue periférico de pacientes LL com ou sem ENL, bem como a 
avaliação da ação funcional destas subpopulações mediante a análise da frequência destas 

células produtoras das citocinas IFN-, TNF e IL-10, por citometria de fluxo multiparamétrica. 
Ademais, fizemos análise da expressão de genes que codificam os fatores de transcrição 
críticos para a diferenciação de linfócitos T por meio da reação em cadeia da polimerase 
quantitativa em tempo real (qRT-PCR). Voluntários sadios de área endêmica para a 
hanseníase foram incluídos em nosso estudo. Dentre os resultados obtidos, destacamos o 
aumento significativo na frequência de linfócitos T CD8+ de memória efetora produtores de 
TNF no grupo de pacientes que apresentou ENL. Esse mesmo grupo também apresentou 
aumento significativo de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de IL-10, especialmente em 
resposta ao antígeno. Contudo, esse fato ocorreu apenas nas subpopulações naïve e de 
memória central. Além disso, o grupo ENL apresentou redução na frequência de linfócitos T 

CD4+ e CD8+ produtores de IFN-, assim como uma significativa redução na expressão dos 
fatores de transcrição STAT4 e TBX21. Por fim, observamos uma forte correlação positiva e 
altamente significativa entre o índice bacilar (IB) dos pacientes com ENL e a frequência de 
linfócitos T CD4+/TNF+. No mesmo grupo de pacientes, também observamos uma 
significativa correlação negativa entre o IB e a frequência de células CD4+ produtoras de IL-
10. Nossos resultados corroboram outros achados sobre o desequilíbrio da resposta imune 
na gênese do ENL, e demonstram associação entre o IB e a frequência de células 

produtoras das citocinas pró-inflamatórias IFN- e TNF. Em suma, os dados obtidos e 
discutidos neste trabalho sugerem a contribuição precípua dos linfócitos T de memória, 
especificamente os CD8+ de memória efetora para a alteração transitória da resposta imune 
ao M. leprae, característica marcante no ENL. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

PARTICIPATION OF T CELL SUBPOPULATIONS IN THE PATHOPHYSIOLOGY OF 

LEPROMATOUS LEPROSY AND GENESIS OF ERYTHEMA NODOSUM LEPROSUM (ENL) 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION  

 

Pedro Henrique Lopes da Silva 

 
Erythema nodosum leprosum (ENL), a sudden episode of acute inflammation predominantly 

affecting lepromatous leprosy patients (LL), can occur before, during or after multidrug 

therapy, accounting for much of the physical disabilities associated with the disease. It is not 

clear which are the triggering factors for ENL. Some data from ENL patients show an 

increased migration of neutrophils into skin lesions, activation of macrophages and T 

lymphocytes, together with an increased secretion of TNF and IL-1 serum levels. For a 

better understanding on the involvement of T lymphocytes in the pathogenesis in 

lepromatous leprosy and ENL, this study performed ex vivo and in vitro characterization of T 

cell subpopulations from blood in response to M. leprae from LL patients with or without ENL, 

as well as the evaluation of functional activity of these subpopulations, by analyzing the 

frequency of these cells producing IFN-, TNF and IL-10 by multiparametric flow cytometry. 

Furthermore, we analyzed the expression of genes encoding transcription factors, which are 

critical for the differentiation of T lymphocytes by quantitative real time polymerase chain 

reaction (qRT-PCR). Healthy volunteers from endemic area for leprosy were included in our 

study. Among the results, we highlighted the significantly increased frequency of CD8+/TNF+ 

T effector memory cells among ENL patients. This group also showed a significantly 

increased frequency of CD4+ and CD8+ IL-10+ producing T lymphocytes, particularly in 

response to antigen. However, this finding was only observed in naïve and central memory T 

cell subpopulations. Moreover, ENL group showed a reduced frequency of CD4+ and CD8+ 

IFN- producing cells, and a significantly reduced expression of STAT4 and TBX21 

transcription factors. Finally, we observed positive and significant strong correlation between 

bacillary index (BI) of ENL patients and CD4+/TNF+ cells frequency.  The same group also 

presented a significant negative correlation between IB and the frequency of CD4+/IL-10+ T 

cells. Our results corroborate other findings about the imbalanced immune response in ENL 

genesis, and show an association between IB and the frequency of T cells producing pro-

inflammatory cytokines IFN- and TNF. Briefly, the data obtained and discussed in this work 

suggest the major contribution of memory T cells, specifically CD8+ effector memory cells, to 

transient alteration in the immune response to M. leprae, a hallmark of ENL. 
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INTRODUÇÃO 

1.1 Aspectos gerais da hanseníase 

 

A hanseníase é doença infectocontagiosa crônica já descrita há milhares 

de anos nos textos bíblicos como lepra, havendo textos que descrevem a doença 

há cerca de 1400 aC na Índia (Trautman, 1984).  Acredita-se que a palavra lepra 

tenha derivado da tradução da palavra hebraica tsaraath, presente no livro do 

Levítico da bíblia, que em grego se tornou lepra (Trautman, 1984). Entretanto, 

aqui no Brasil, o uso da palavra lepra em documentos oficiais foi proibido pela Lei 

nº 9.010, de 29 de março de 1995, sancionada pelo então presidente Fernando 

Henrique Cardoso.  

A doença é causada pelo Mycobacterium leprae, bacilo intracelular 

obrigatório, que tem predileção por macrófagos e células de Schwann (Scollard et 

al., 2006). Este tropismo do bacilo, somado à resposta imune do hospedeiro, pode 

provocar danos teciduais na pele e em nervos periféricos, o que pode levar às 

lesões de pele hipossensíveis nos membros, atrofias, paresias, desfiguração 

facial e até cegueira (Lockwood et al., 2005). Por sua vez, estas manifestações 

estão associadas ao estigma da doença. A figura abaixo mostra a imagem de 

uma máscara nigeriana alusiva à desfiguração causada pela hanseníase. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Máscara originária da Nigéria representando 
alterações faciais supostamente decorrentes da henseníase. 
Acervo do Museu Nacional de Saúde e Medicina, Paquistão. 
Crédito: foto de Charles Davis. 

 

http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%209.010-1995?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%209.010-1995?OpenDocument
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%209.010-1995?OpenDocument
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Atualmente, o estigma relacionado aos pacientes hansênicos é velado, 

porém, há séculos atrás o cenário era diferente. A hanseníase foi endêmica na 

Europa na Idade Média (entre os anos de 1000 e 1400), onde era feito a retirada 

dos pacientes do convívio social para seu confinamento nos leprosários, na 

justificativa de evitar a cadeia de transmissão da doença. Entretanto, um dos 

principais motivos para este confinamento era o religioso, pois, segundo Pinto, as 

deformidades físicas geradas pela hanseníase assustavam o homem medieval, 

afinal, para este, o corpo nada mais era que o reflexo do espírito. Por falta de 

conhecimento específico, a doença foi associada a diversos fatores como má 

alimentação, falta de higiene, hereditariedade, pecado, insetos vetores, 

perturbações psíquicas, entre outros (Pinto, 1985). 

A “lepra”, como era chamada a hanseníase há algumas décadas atrás, foi 

a primeira doença associada a um micro-organismo patogênico pelo médico 

norueguês Gerhard Armauer Hansen, que descreveu em 1841 a existência de 

pequenos corpúsculos em forma de bastonete, que denominou Bacillus leprae, 

isolado das lesões de pele dos pacientes (Benchimol et al., 2004). Entretanto, um 

impasse foi gerado, pois não se obteve êxito na cultura e inoculação deste bacilo 

em modelos animais, dificultando a conexão feita por Hansen entra a lepra e o 

bacilo. 

Apenas em 1897, no Primeiro Congresso Internacional de Lepra, realizado 

em Berlim, foi legitimada sua etiologia, superando a ideia de que a doença era 

hereditária ou uma maldição. Convencionou-se que a hanseníase deveria ter 

notificação obrigatória, vigilância e isolamento compulsório dos leprosos, a fim de 

se evitar a transmissão às outras pessoas (Rosen, 1994). 

No caso do continente americano, admite-se que os índios eram livres de 

hanseníase, e que a doença tenha chegado ao continente por meio dos 

colonizadores, não só pelos portugueses, mas também por outros povos 

europeus, sendo o tráfico de escravos o maior fator de disseminação do bacilo 

(Monteiro, 1987; Monot, 2005). No nosso país, os primeiros casos da doença 

teriam sido identificados no início do século XVII, mais especificamente na cidade 

do Rio de Janeiro (Yamanouchi, 1993), onde, anos mais tarde, seria criado o 

primeiro local destinado ao confinamento dos doentes. Contudo, na década de 

1940, com o início do uso da sulfona em doses supervisionadas para o tratamento 

da hanseníase, o controle da doença passa a ser feito de forma ambulatorial, 

sendo assim, cai em desuso os hospitais-colônias, bem como a segregação dos 
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pacientes hansênicos nos lazaretos – comunidades que abrigavam os doentes 

(Avelleira et al., 1998). 

 

 

1.2 Epidemiologia 

 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) definiu um grupo de 17 

enfermidades que acometem o homem como doenças negligenciadas, entre 

estas doenças está a hanseníase. O conceito de doenças negligenciadas é novo 

e polêmico, ele foi proposto incialmente na década de 1970, por um programa da 

Fundação Rockefeller como The Great Neglected Diseases, coordenado por 

Kenneth Warren. A definição básica é que estas são doenças que prevalecem na 

pobreza e contribuem para a manutenção das desigualdades atuais, no que diz 

respeito essencialmente ao acesso aos serviços de saúde de qualidade (WHO, 

2013a).  

Trata-se então, de doenças transmitidas por agentes parasitários e 

infeciosos como vírus, bactérias, protozoários e helmintos que atingem 

principalmente a população de baixa renda, o que acaba aumentando os riscos 

de marginalização dos mesmos. Tendo isso em vista, não é de se admirar que o 

maior número de casos de hanseníase esteja concentrado em países com maior 

vulnerabilidade socioeconômica, sendo os sete principais: Brasil, Índia, 

Madagascar, Moçambique, Mianmar, Nepal e República Unida da Tanzânia. A 

Índia é responsável pela maior parte dos casos novos detectados em todo o 

mundo (WHO, 2004). No ano de 2000 foi alcançada a eliminação da hanseníase 

a nível mundial, definiu-se que a eliminação estaria atrelada a uma taxa de 

prevalência inferior a 1 caso para cada 10.000 pessoas (Lockwood & Suneetha, 

2005), entretanto ela ainda permanece endêmica em certos países, como os 

citados anteriormente. 

Com a introdução e a implementação da poliquimioterapia (PQT) pela OMS 

em 1980, ocorreu uma drástica diminuição na prevalência da hanseníase no 

mundo, entretanto, a partir de 2005 a queda da prevalência da doença ocorre de 

forma muito discreta nos países endêmicos. Ainda em 2012 foram notificados 

232.857 novos casos da doença no mundo (Figura 2), sendo a Índia, Brasil e 

Indonésia responsáveis por 76% destes casos (WHO, 2013b). 
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Figura 2. Taxas de prevalência mundial da hanseníase reportadas à OMS, no ano de 
2013, referentes ao ano anterior. As taxas correspondem a uma razão para cada 10.000 
habitantes de um país, o Brasil encontra-se na faixa entre 1 e 2 casos para 10.000 habitantes. 
(Adaptado de WHO, 2013). 

 

Países anteriormente endêmicos têm conseguido diminuir o número de 

novos casos detectados, e alguns, já conseguiram eliminar a doença (Walker & 

Lockwood, 2007). No Brasil, a doença ainda é endêmica e, em 2014 houve cerca 

de 31 mil novos casos. Em nosso país, o coeficiente de prevalência é considerado 

médio, com 1,27 pacientes para cada 10.000 habitantes em 2014, a distribuição 

de casos pelo território nacional é bastante heterogêneo, sendo o estado de Mato 

Grosso o de maior prevalência com 10,19 casos para cada 10.000 habitantes 

(MS, 2014). O Brasil deve continuar altamente comprometido com a sua 

erradicação e com a conscientização da população sobre os mecanismos de 

transmissão, tratamento e profilaxia da doença.  

 

1.3  Agente etiológico 

 

O M. leprae foi a primeira bactéria associada a uma doença humana. É 

uma bactéria intracelular obrigatória, desprovida de especializações locomotoras, 

que não forma esporos, de crescimento lento – cerca de 14 dias, é gram-positiva 

e observada ao microscópio ótico, tem forma de bastonete (Scollard et al., 2006).  

A superfície da bactéria é formada por uma membrana celular, uma parede 

celular composta basicamente por peptideoglicano e ácidos micólicos, além da 
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cápsula rica em glicolipídio fenólico 1 (PGL-1). Tal molécula confere 

especificidade imunológica à bactéria (Spencer et al., 2011), além disso, o PGL-1 

está envolvido na interação entre o bacilo e a célula de schwann (Ng et al., 2000). 

O M. leprae é comumente denomidado de BAAR (Bacilo Álcool Ácido Resistente), 

pois cora-se em vermelho pela fucsina e não se descora pela lavagem com 

ácidos e álcoois quando corado pelo método de Ziehl-Neelsen (Scollard et al., 

2006).  

O bacilo de Hansen não se desenvolve em meios de cultura artificiais, o 

que inviabiliza certos testes com a bactéria. Porém, com o intuito de se obter 

bacilos viáveis para pesquisa científica, Shepard e colaboradores demonstraram 

em 1960 a possibilidade de multiplicação da bactéria em coxim plantar de 

camundongos (Shepard, 1960). Anos mais tarde, surgiu um modelo mais 

adequado, o tatú de nove bandas, Dasypus novencintus, modelo animal em que, 

diferente dos camundongos, o bacilo pode ser mais facilmente recuperado e em 

maiores quantidades nos gânglios linfáticos, baço e fígado do animal (Scollard et 

al., 2006). 

No ano de 2001 foi finalizada a análise do genoma do M. leprae, 

originalmente obtido a partir de lesões de pele de uma paciente multibacilar 

indiana (Cole et al., 2001). Comparações entre o M. leprae e o M. tuberculosis 

revelaram que o primeiro teria sofrido redução evolutiva, devido a presença de um 

genoma de apenas 3.3 Mb, em contraste com o M. tuberculosis que apresenta 

4.4Mb, além da redução do conteúdo Guanina + Citosina - 58% no M. leprae e 

66% no M. tuberculosis. No genoma do M. leprae há 2770 genes, sendo que 

apenas 49% codificam proteínas. Acredita-se que redução do genoma bacteriano 

acabou provocando a eliminação de vias metabólicas importantes, o que 

posteriormente foi traduzido na sua incapacidade de cultivo in vitro e em seu 

habitat intracelular (Cole et al., 2001).  

  

1.4 Mecanismos de transmissão 

 

A transmissão do M. leprae ocorre de um indivíduo infectado para um 

indivíduo não-infectado ou de indivíduo infectado ao ambiente e, posteriormente, 

para indivíduo não-infectado; a transmissão interpessoal, mais aceita pela 

comunidade científica, depende de um contato prolongado com pacientes 

multibacilares não tratados (Walker & Lockwood, 2007). No entanto, não se exclui 
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a participação dos indivíduos com infecção subclínica na cadeia de transmissão, 

pelo fato de que eles também são portadores do patógeno (Martinez et al., 2011).  

Atualmente, a forma de transmissão mais aceita é a via respiratória, pois, 

há evidências de bactérias viáveis associadas à mucosa das vias aéreas 

superiores, transmitidas via aerossóis liberados pelo indivíduo infectado (Fine, 

1992). É possível ainda detectar a presença do bacilo no tecido da mucosa 

respiratória em contatos de pacientes multibacilares, mesmo antes do surgimento 

das lesões (Suneetha et al., 1998).  

 Além disso, existem também outras possibilidades, como a transmissão 

por meio de insetos vetores, bem como por meio da ingestão de carne de tatus de 

nove bandas infectados, como relatado em um estudo realizado no estado do 

Espírito Santo (Deps et al., 2008). Apesar do bacilo apresentar alta infectividade, 

sua patogenicidade é baixa, portanto, uma pequena parte das pessoas que tem 

contato com o bacilo realmente desenvolverá a doença (Scollard et al., 2006). 

 

1.5 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da doença é essencialmente clínico, por meio da 

sintomatologia clássica da doença que envolve a manifestação de lesões de pele 

com ausência ou diminuição da sensibilidade, bem como as lesões em nervos 

periféricos, que são responsáveis pelo comprometimento neurológico que pode 

evoluir para incapacidades físicas. Outras ferramentas podem ser usadas para 

auxiliar no diagnóstico clínico, como a baciloscopia e a análise histopatológica de 

fragmento de lesões de pele e nervos periféricos obtidos por meio de biopsia 

(Saunderson & Groenen, 2000).  

O exame baciloscópico do raspado intradérmico (baciloscopia) é o método 

complementar mais utilizado por ser pouco invasivo, de baixo custo e de fácil 

execução. A baciloscopia é usada com os objetivos de se verificar: a classificação 

do paciente quanto ao espectro clínico, os casos de recidiva e também para o 

diagnóstico diferencial de outras doenças dermatoneurológicas (MS, 2010).  

A baciloscopia negativa não exclui o diagnóstico da doença, sendo os 

pacientes com baciloscopia negativa classificados como paucibacilares (PB) e os 

de baciloscopia positiva como multibacilares (MB). Esta classificação operacional, 

proposta pela OMS, é utilizada pelo clínico para definir o esquema terapêutico a 

ser utilizado. Além disso, na impossibilidade da realização da baciloscopia, os 
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pacientes com até 5 lesões de pele são classificados como PB e os que 

apresentam mais de 5 lesões como MB (MS, 2010).  

Utilizando-se o método da hematoxilina e eosina – H&E, é realizada a 

análise histopatológica de lesões de pele de pacientes, para evidenciar alterações 

morfológicas características da resposta imune ao bacilo, como a presença do 

infiltrado inflamatório e de granulomas, além do envolvimento de nervos cutâneos 

e da presença de bacilos corados pelo método Ziehl-Neesen (Scollard et al., 

2006). Ademais, há a possibilidade de detecção do bacilo por testes sorológicos, 

a fim de se identificar anticorpos anti-PGL-1. As dificuldades deste método 

envolvem o baixo título de anticorpos em pacientes paucibacilares, o tempo de 

exposição do indivíduo ao bacilo e ainda o custo e a necessidade de mão-de-obra 

especializada (Buhrer-Sekula, 2008). 

Por fim, ainda há a possibilidade do diagnóstico molecular do M. leprae em 

amostras clínicas por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR). A 

detecção ocorre mediante a amplificação de regiões específicas do DNA da 

bactéria, obtido a partir de diversas amostras biológicas, como esfregaços da 

mucosa da boca e nariz, lesões de pele, fragmento de pele fixado extraído por 

biopsia, sangue, nervos e até mesmo em lesões na íris (Scollard et al., 2006; 

Banerjee et al., 2011; Rosa et al., 2013). Por mais que o método molecular seja 

de alto custo e exija pessoal especializado, ele pode contribuir de forma 

significativa no diagnóstico de pacientes paucibacilares (em que a baciloscopia é 

negativa), a histopatologia é inconclusiva e, ainda, nos casos de hanseníase 

neural pura (Martinez et al., 2011).  

1.6 Formas clínicas e estratégia terapêutica 

A hanseníase pode se manifestar sob um amplo espectro clínico, de 

acordo com a relação parasito-hospedeiro, ou seja, determinado pela resposta 

imune do paciente ao M. leprae.  Mais de 90% das pessoas que tem contato com 

o bacilo não desenvolvem a doença (Moraes et al., 2006). Uma vez infectado, um 

indivíduo permanece numa forma clínica denominada indetermina (I) que, na 

maioria das vezes, evolui para cura espontânea. Entretanto, indivíduos 

susceptíveis desenvolverão sinais e sintomas clínicos, que, como já mencionado, 

variam de acordo com a resposta imune celular do hospedeiro (Pfaltzgraff & 

Bryceson, 1985). 
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Atualmente, a classificação mais aceita pelo mundo científico é a de Ridley 

e Jopling, proposta em 1966 (Ridley & Jopling, 1966). Anteriormente, em 1953, no 

Congresso Internacional de Madrid, foi proposta uma classificação que dividia o 

espectro clínico da doença em duas formas: a tuberculóide, que envolve lesões 

localizadas e baciloscopia negativa, e a virchowiana, em que as lesões 

encontram-se disseminadas e a baciloscopia é positiva. Anos mais tarde, com as 

novas descobertas acerca da ação dos linfócitos T e B, a classificação proposta 

por Ridley e Jopling passou a ser a mais usada, especialmente por grupos de 

pesquisa. Nesta, o espectro clínico da hanseníase é dividido em cinco formas, 

sendo duas polares e três intermediárias, também chamadas de formas 

borderline. Em um dos extremos encontra-se o polo Tuberculóide (TT), 

caracterizado por um alto grau de resposta imune mediada por células e pequeno 

número de lesões de pele. Na análise histopatológica podem ser observados 

granulomas, infiltrado linfocitário e, raramente, são observados bacilos. Além 

disso, o teste cutâneo da lepromina (reação de Mitsuda) costuma ser positivo nos 

pacientes TT (>5 mm), porém, no polo lepromatoso (LL), o teste costuma ser 

negativo, devido à baixa resposta imune celular ao patógeno, característica deste 

polo. Os pacientes LL apresentam lesões de pele nodulares, disseminadas pelo 

corpo, com alta carga bacilar e na análise histopatológica observa-se na derme 

inúmeros macrófagos ricos em bacilos, além da ausência de granulomas (Ridley 

& Jopling, 1966).  

A maioria dos pacientes hansenianos é classificada nas chamadas formas 

borderline (Scollard et al., 2006). Elas são subdividas em BT (borderline-

tuberculóide), BB (borderline-borderline) e BL (borderline-lepromatoso). É 

importante destacar que as formas borderline seguem o padrão espectral da 

doença, no que concerne à carga bacilar e à capacidade de responder ao 

patógeno (Ridley & Jopling, 1966). 
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Figura 3: Espectro bacteriológico e imunológico segundo 
a classificação de Ridley & Jopling. Sendo TT: 
tuberculóide-tuberculóide, BT: borderline-tuberculóide, BB: 
borderline-borderline, BL: borderline-lepromatoso e LL: 
lepromatoso-lepromatoso. (Esquema feito pelo autor - Pedro 
Henrique Lopes da Silva).  

  

Outra classificação foi adotada mais recentemente pelo Ministério da 

Saúde do Brasil para se definir a estratégia terapêutica dos pacientes, dividindo-

os em dois grupos: multibacilares e paucibacilares. Os pacientes BB, BL e LL, 

com índice bacilar maior ou igual a 2, são classificados como multibacilares (MB), 

enquanto os pacientes TT e BT, com índice bacilar menor do que 2, são 

classificados como paucibacilares (PB) (MS, 2013). 
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Figura 4. Características macro e microscópicas das lesões das formas polares da 
hanseníase. Lesão em placa no antebraço de paciente tuberculóide (A) e nódulos 
disseminados em paciente lepromatoso (B). Características histológicas típicas de fragmento 
de lesão cutânea de paciente com a forma tuberculóide mostrando granuloma e célula 
epitelióide (C) e de lesão lepromatosa com infiltrado mononuclear difuso e inespecífico (D); 

coloração de Hematoxilina e eosina, HE 200X (Fonte: ASA/LAHAN). 
 

No ano de 1981 a Organização Mundial da Saúde definiu uma estratégia 

terapêutica que envolve a combinação de três fármacos – poliquimioterapia (PQT) 

– em detrimento da monoterapia com a dapsona usada até então. A PQT auxilia 

na quebra da cadeia da transmissão, ao passo impede a transmissão logo após o 

início do tratamento tornando-se um importante controle epidemiológico da 

doença. No caso dos pacientes multibacilares, o tratamento dura cerca de um ano 

e são utilizados rifampicina (600 mg, uma dose mensal), clofazimina (300 mg, 

uma dose mensal e 50 mg/dia) e dapsona (100 mg/dia), no total de 12 doses. Já 

para os paucibacilares, o tratamento dura cerca de 6 meses, utilizando-se a 

rifampicina (600 mg, uma dose mensal) e dapsona (100 mg/dia), empregados em 

6 doses (Gallo et al., 2005). 
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Figura 5. Tratamento poliquimioterápico da hanseníase: cartelas com 
doses supervisionadas ou auto-administradas para as formas PB e MB 
(adulto). Extraída do Guia para controle da hanseníase, 2002.  
 

1.7 Aspectos gerais dos episódios reacionais da hanseníase 

Durante o curso clínico da hanseníase, seja antes, durante ou após a PQT, 

cerca de 50% dos pacientes apresentam episódios de resposta inflamatória 

aguda, denominados de reações (Nery et al., 1998). Nas reações, o paciente 

apresenta uma exacerbação súbita do quadro clínico, com o surgimento de novas 

lesões de pele, reativação de lesões antigas e agravamento dos danos 

neurológicos, que, muitas vezes, gera sequelas que retiram o paciente do 

mercado de trabalho. O diagnóstico precoce da reação, bem como manejo 

terapêutico adequado, podem contribuir na redução das incapacidades geradas 

por esses episódios (Scollard et al., 2006; Pocaterra et al., 2006 ). 

As reações podem se apresentar sob duas formas principais, estando 

associadas ao espectro clínico do paciente. Geralmente, pacientes com reação 

tipo 1, também chamada de Reação Reversa (RR), são aqueles que foram 

diagnosticados na forma borderline da doença (BT, BB e BL). Já os pacientes que 
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desenvolvem o quadro da reação do tipo 2 ou Erythema Nodosum Leprosum 

(ENL) são os classificados com as formas BL ou LL (Pocaterra et al., 2006; 

Andrade et al., 2015).  

É sabido que situações que interferem diretamente na homeostasia do 

sistema imunológico, dentre elas a vacinação, a quimioterapia e a gravidez, são 

fatores facilitadores dos episódios reacionais (Meyerson, 1996). Desfeita a 

homeostasia, a produção de citocinas pró-inflamatórias, especialmente TNF, IL-1β 

e IL-6, contribuem para a exacerbação da resposta imune e, por consequência, 

para o surgimento das lesões graves, reativação de lesões antigas e do mal estar 

geral, características dos episódios reacionais (Gallo et al., 2005; Sarno & 

Sampaio, 1999). Ainda não está totalmente esclarecido quais subpopulações 

celulares estão envolvidas na geração do desequilíbrio nos níveis destas citocinas 

durante os episódios reacionais. Além disso, outros mediadores de resposta 

inflamatória podem participar da patogênese das reações hansênicas. 

 

1.7.1 – Aspectos gerais da Reação Reversa (RR) 

 

A RR envolve principalmente mecanismos imunológicos mediados por 

células ou de hipersensibilidade tardia. O processo inflamatório costuma ser 

localizado, envolvendo a pele e nervos infectados pelo patógeno. Os danos 

neurais podem ocorrer durante o curso da doença, entretanto, a neurite é 

intensificada na RR, podendo resultar em incapacidades motoras irreversíveis. 

Com maior frequência, há o envolvimento dos nervos ulnar e tibial posterior, 

sendo a perda da função sensitivo-motor uma das consequências mais graves 

deste tipo reacional (Van Brakel & Khawas, 1994; Andrade et al., 2015).  

No tratamento da RR, utiliza-se comumente corticosteroides, sendo a 

prednisona na dose de 1 a 2mg/Kg (dose diária) o esquema terapêutico 

preconizado pelo Ministério da Saúde. A PQT não é suspensa durante o 

tratamento das reações (Naafs, 1996). Quanto mais cedo o diagnóstico e início do 

tratamento da RR, menores serão as sequelas geradas pelas neuropatias durante 

a reação, devido também à redução da resposta imune mediada por células 

provocada pela ação dos corticosteróides. 
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1.7.2 – Aspectos gerais do Erythema Nodosum Leprosum 

 

O ENL, um episódio súbito de inflamação aguda sistêmica, acomete 

essencialmente pacientes das formas clínicas BL e LL, sendo mais frequente nos 

LL (Kumar et al., 2004). Um estudo envolvendo a análise demográfica de 

pacientes em ENL ao redor do mundo revelou que a grande maioria são homens 

jovens com índice baciloscópico alto (>4) (Walker et al., 2015). Os pacientes com 

ENL apresentam febre, mal-estar geral e nódulos eritematosos na pele 

extremamente dolorosos. Além disso, a inflamação costuma envolver outros 

sistemas, causando: artrite, neurite, irite, linfadenite, miosite nefrite, orquite, entre 

outros (Sarno et al., 1991; Walker et al., 2015 ).  

A imunopatologia do ENL ainda não está totalmente clara, porém, já foi 

relatada a presença de imunocomplexos nas lesões de pele, bem como em vasos 

sanguíneos e linfáticos, com posterior ativação do sistema complemento em sua 

gênese (Wemambu, 1969).  Entretanto, trabalhos mais recentes demonstraram 

que pacientes LL em ENL apresentam menores níveis de IgG e IgM anti-PGL-1 

comparados a pacientes LL não reacionais com índice bacilar semelhante (Levis 

et al., 1986; Schwerer et al., 1984; Rao & Rao, 1988). Outros processos também 

já foram descritos, como o aumento da mobilização de neutrófilos para os sítios 

inflamatórios, ativação de macrófagos e linfócitos T juntamente com o aumento da 

produção sérica de TNF (Sarno et al., 1991). Também já foi mostrado o aumento 

da expressão dos genes do TNF e IL-12 em linfócitos T e macrófagos nas lesões 

de pacientes com ENL (Moraes et al., 1999).   

As lesões de pele do ENL são caracterizadas por nódulos e/ou pápulas 

eritematosas que, na ocorrência de episódios graves, podem se tornar ulceradas 

e necróticas (Kahawita & Lockwood, 2008). A análise histopatológica das lesões 

do ENL mostra a redução local da carga bacilar com a presença de numerosos 

bacilos fragmentados e granulosos, além de um denso infiltrado inflamatório 

neutrofílico na derme superficial e/ou profunda, e/ou no tecido subcutâneo. 

Normalmente, o intenso influxo de neutrófilos forma microabscessos, sendo a 

vasculite uma das complicações mais frequentes do ENL (Hussain et al., 1995). 

Em contrapartida, em lesões crônicas (9 dias a partir do início da sintomatologia 

da reação) foi observado infiltrado rico em linfócitos, em detrimento do infiltrado 

neutrofílico, o que demonstra uma transição entre a fase aguda e a regressão do 

episódio reacional (Kahawita & Lockwood, 2008). Além disso, estudos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kahawita%20IP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18313706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lockwood%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18313706
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demonstram uma alteração na razão linfócitos T CD4+:CD8+ em lesões cutâneas 

no desencadeamento do ENL; pacientes LL não reacionais apresentam esta 

razão CD4:CD8 de 1:2, enquanto durante o ENL esta razão é alterada para 2:1, 

sugestivo da participação dos linfócitos T na patogênese deste episódio reacional 

(Modlin et al., 1983, 1985; Narayanan et al., 1984; Rao & Rao, 1986).  

No Brasil, o tratamento do ENL é feito essencialmente com o uso da 

talidomida, porém este fármaco é proibido em certos países, como a Etiópia e 

Filipinas, onde o tratamento do ENL é feito basicamente com a prednisona. A 

talidomida foi sintetizada na Alemanha em 1954, a partir do ácido glutâmico, 

sendo indicada para tratamento das náuseas do primeiro trimestre da gravidez, 

além de ter também efeito sedativo e hipnótico. Entretanto, a droga foi retirada do 

mercado em 1960 quando se percebeu seus graves efeitos teratogênicos (Ito & 

Handa, 2012). A eficácia da talidomida está associada à inibição da produção de 

TNF e da mobilização de neutrófilos para os sítios inflamatórios, além de reduzir 

os níveis de outras citocinas pró-inflamatórias (Matsuki et al., 2014). 

A análise epidemiológica do ENL demonstra uma variação étnica na 

frequência do episódio reacional, sendo alta (25 - 49%) no sudeste asiático e no 

Brasil (Schreuder, 1998; Nery et al.,1998; Pocaterra et al., 2006), e baixa 

frequência (5%) na África (Becx-Bleumink & Berhe, 1992; Saunderson et al., 

2000). Segundo o estudo de Messias e colaboradores, isto ocorre devido à falta 

de expressão do alelo C4B. Pacientes brasileiros homozigotos recessivos para o 

alelo C4B incluídos neste estudo desenvolveram ENL, mostrando que a ausência 

da expressão deste gene predispõe a deposição de imunocomplexos (de Messias 

et al., 1993).   
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Figura 6. Reações hansênicas. Lesão em placas infiltradas e eritematosas em membro superior 
de paciente com reação do tipo I ou Reação Reversa (A). Característica histológica de fragmento 
de lesão de pele de paciente com RR mostrando infiltrado de células mononucleares e granuloma 
atingindo a derme superficial, H&E 200X (B). Lesões cutâneas nodulares disseminadas em 
membros superiores e inferiores de paciente lepromatoso apresentando ENL (C). Imagem 
histopatológica de fragmento cutâneo de ENL com infiltrado inflamatório difuso rico em polimorfos 
nucleares (seta). H&E 400X (D) (Fonte: ASA/LAHAN). 

1.8 Mecanismos gerais da resposta imune adaptativa com ênfase na 

hanseníase. 

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa do hospedeiro, seus 

mecanismos já existem mesmo antes da exposição ao parasita por reconhecerem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMP), os quais não são 

compartilhados com as células dos mamíferos (Janeway & Medzhitov, 2002; 

Medzhitov, 2010). Quando a atividade da imunidade inata não consegue conter 

uma infecção e a multiplicação dos parasitas, o desenvolvimento de uma resposta 

imune específica pode passar a desempenhar este papel. Entretanto, esses dois 

tipos de imunidade não devem ser vistos separadamente, afinal, as moléculas 

produzidas durante as respostas imunes inatas estimulam a imunidade adaptativa 

e influenciam a natureza desta resposta. 
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Durante a resposta imune adaptativa pode-se observar diferentes etapas: 

reconhecimento de antígenos, ativação dos linfócitos T específicos, fase efetora e 

retorno à homeostase com apoptose de clones efetores e manutenção de células 

de memória. Logo após a ativação, os linfócitos T produzem IL-2, além de 

aumentarem a expressão de IL-2R na membrana, citocina esta que estimula a 

proliferação, resultando na expansão acentuada de clones específicos aos 

antígenos.  Os linfócitos T CD4+ auxiliares podem se diferenciar em certos perfis 

de linfócitos efetores em função do tipo de parasita e das citocinas liberadas no 

microssistema em que a ativação ocorre, sendo os perfis mais estudados: TH1, 

TH2 e TH17 (Mahnke et al., 2013). 

Para que ocorra o desenvolvimento das células TH1, a IL-12 produzida 

pelas APC, especialmente células dendríticas (DC) e macrófagos, além do IFN-

produzido pelas células Natural Killer (NK), ativam os fatores de transcrição T-

bet e STAT4, que por sua vez, estimulam a diferenciação do linfócito T CD4+ 

virgem ao subtipo TH1. O IFN- produzido pelas TH1 amplifica esta diferenciação, 

estimula a digestão intracelular de patógenos nos macrófagos e inibe o 

desenvolvimento de células TH2 e TH17. Dessa forma, a diferenciação do fenótipo 

TH1 é induzida principalmente por IL-12 e IFN- e ocorre em resposta, 

principalmente, aos patógenos intracelulares, por meio da ativação de DCs, 

macrófagos e células NK (Brombacher et al., 2003; Zhu & Paul, 2010). 

As DCs não somente estimulam os linfócitos T virgens, mas também 

influenciam a diferenciação para TH1, TH2, TH3 ou linfócitos T reguladores (Treg). 

Isto ocorre através de um sinal polarizante (sinal 3) composto por citocinas e 

outras moléculas (Aiba, 2007).  

No caso das células TH2, a IL-4 produzida pelos próprios linfócitos T CD4+ 

ativados, eosinófilos ou mastócitos, ativa os fatores de transcrição GATA3 e 

STAT6, promovendo a diferenciação das células T virgem em efetoras do perfil 

TH2. Novamente, a IL-4 produzida pelas próprias células TH2 amplificam este 

processo de diferenciação e inibição de respostas TH1 e TH17 (Hwang et al., 

2005). Estudos recentes mostram que quando GATA3 é expresso, a resposta TH1 

é suprimida e isto se deve essencialmente pela inibição da expressão da cadeia 

2 do receptor da IL-12, citocina chave para a ativação de STAT4 e T-bet. Sendo 

assim, a expressão do GATA3 é fundamental para a diferenciação TH1/TH2 (Zhu 

et al., 2001; Tindemans et al., 2014). 
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A diferenciação das células T virgem ao perfil TH17 está associada 

basicamente à infecções por bactérias extracelulares e fungos e, para que isso 

ocorra, há a ativação dos fatores de transcrição RORC e STAT3 devido a 

produção de IL-1 e IL-6 pelas APCs, além do TGF-β produzido por vários tipos 

celulares. As células TH17 já diferenciadas produzem a citocina IL-21 que 

amplifica este processo de diferenciação (Gu et al., 2013).  

Há uma relação direta entre as células TH17 e Treg, pois o TGF-β também 

participa da diferenciação dos linfócitos T virgem em Treg, sendo capaz de 

converter TCD4+FOXP3- em células TCD4+FOXP3+ (Campbell & Koch, 2011). 

No entanto, na presença de IL-6, TGF-β induz a secreção de IL-17 e, 

concomitantemente, inibe a diferenciação de linfócitos Treg, gerando as células 

Th17 (Tran, 2012). As células Treg tem função contrastante em relação às Th17, 

pois suprimem a ativação das células TH1, assim como a ação das funções das 

células T efetoras, promovendo um balanço entre a eliminação do parasita e as 

lesões teciduais provocadas pela resposta inflamatória exacerbada (Noack & 

Miossec, 2014).  

O desenvolvimento e a sobrevivência das Treg exigem a presença de IL-2, 

bem como a ativação do fator de transcrição forkhead box P3 (FOXP3) (Fontenot 

et al., 2003). Os marcadores de superfície que caracterizam células Treg são 

CD25high, CTLA-4 e CD127low, e a ação destas moléculas de superfície está 

associada, de um modo geral, ao controle das respostas aos antígenos próprios 

em tecidos periféricos e da resposta imune durante as infecções (Corthay, 2009; 

Lin et al., 2013).  

Em uma resposta imune adaptativa efetiva, após a ativação e diferenciação 

dos linfócitos T, ocorre a eliminação do patógeno, seguido pela morte dos clones 

das células expandidas e, desta forma, a homeostasia é restaurada. Além disso, a 

ativação inicial dos linfócitos T gera células de memória específicas de vida longa,  

que podem sobreviver anos após a infecção, ou até pela vida inteira do 

hospedeiro, pois expressam níveis elevados de proteínas antiapoptóticas como 

Bcl-2 e Bcl-XL, devido a ação da citocina IL-7. As células de memória respondem 

mais rapidamente e com maior eficiência ao micro-organismo que causou a 

infecção em posteriores contatos, quando comparadas aos linfócitos virgens 

(Surh, 2006).  

Os linfócitos T de memória são divididos em células de memória central 

(TCM) ou de memória efetora (TEM). A identificação dessas subpopulações é 
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definida pela combinação de moléculas de superfície específicas: moléculas 

associadas à migração celular (CCR7 e CD62L) e coestimulação (CD27 e CD28), 

juntamente com isoformas da molécula CD45 (CD45RA e CD45RO), e definem 

importantes marcadores funcionais de linfócitos T virgens (TNAÏVE), de memória, ou 

efetora. As células TCM expressam CCR7 que as direcionam para os órgãos 

linfóides secundários, onde encontram os ligantes do CCR7: CCL19 e CCL21. 

Essas células são consideradas linfócitos T de memória de longa duração, não 

necessitando de novas exposições a antígenos específicos para garantir sua 

viabilidade por muito tempo, desde que na presença de IL-7. Ao contrário das 

células TCM, as TEM requerem um contínuo estímulo com antígeno específico para 

sua manutenção. Os TEM são linfócitos que, sob novo estímulo específico, 

rapidamente diferenciam-se em células efetoras. Estas células ao serem ativadas 

sofrem modificações funcionais e estruturais, passando a apresentar novos 

receptores na superfície como CD25, CD69, integrinas e moléculas efetoras, 

como por exemplo, perforina e granzima B. Além disso, a resposta imediata 

destas células pode contribuir para o controle de novas infecções através da 

secreção de citocinas de ação microbicidas como o IFN- e TNF, bem como pela 

eliminação das células infectadas via ação de perforina (Mueller et al., 2013). 

Dentre outros, dois receptores de superfície, CCR7 e CD45RA, são 

utilizados para a classificação fenotípica das células de memória, visto que estas 

subpopulações são bastante heterogêneas. Sendo assim, linfócitos TNAÏVE 

apresentam fenótipo CCR7+/CD45RA+, os TCM são CCR7+/CD45RA-, os TEM são 

CCR7-/CD45RA- e os T efetores (TEF) são CCR7-/CD45RA+. As principais 

características das subpopulações de memória, incluindo os linfócitos T de 

memória residente, estão mostradas na tabela 1 (Mueller et al., 2013). O CCR7 é 

um receptor de quimiocina, também conhecido como CD197, que se liga ao 

CCL19 e CCL21. Essas quimiocinas possuem grande semelhança na sequência 

de seus aminoácidos e estão distribuídas essencialmente nas células endoteliais 

dos vasos linfáticos e em gânglios linfáticos (Charo & Ransohoff, 2006). A 

interação entre o CCR7 e seus ligantes promove a migração de diversas células 

do sistema imune para os órgãos linfoides secundários, como macrófagos, DCs, 

linfócitos T e B (Charo & Ransohoff, 2006; Forster et al., 2008). O CD45 é uma 

molécula expressa na membrana de todos os leucócitos, exibindo diversas 

isoformas, produzidas via splicing alternativo, que apresentam diferenças no 

domínio extracelular da molécula (Altin & Sloan, 1997). Os linfócitos T CD45RO+ 
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respondem rapidamente ao antígeno e se dividem com maior frequência que os 

linfócitos T CD45RO- (Akbar et al., 1991; Michie et al., 1992). Sendo assim, 

linfócitos T de memória expressam a isoforma CD45RO, enquanto linfócitos T 

naïve ou efetores expressam CD45RA e são CD45RO negativo (Sallusto et al., 

2004). 

 

Tabela 1 - Caracterização das subpopulações de linfócitos T de memória. 

Subpopulação Fenótipo Localização 

TCM CD44high, CD62L+, 

CCR7+, CD127+, 

CD45RA-. 

Gânglios linfáticos, baço (polpa branca > 

polpa vermelha), sangue e medula óssea. 

 

TEM CD44high, CD62L-, 

CCR7-, CD127+, 

CD45RA-. 

Gânglios linfáticos (raras), baço (polpa 

branca < polpa vermelha), sangue, pulmões, 

fígado, tratos intestinal e reprodutor, rins, 

coração e tecido adiposo. 

TRM CD44high, CD62L-, 

CCR7-, CD11high 

CD45RA-. 

CD8: pele, intestino, vagina, glândulas 

salivares, vias aéreas, cérebro e gânglios 

nervosos. 

CD4: parênquima pulmonar  

TCM - linfócito T de memória central, TEM - linfócito T de memória efetora, TRM - linfócito T de 
memória residente. (Adaptada de Mueller et al., 2013). 

 

 

Algumas citocinas são cruciais na resposta imune adaptativa, 

especialmente aos patógenos intracelulares, como o M. leprae. Nesse aspecto, 

destaca-se o IFN- cuja produção é controlada por citocinas secretadas pelas 

APCs, principalmente IL-12 e IL-18. A IL-12 também promove a secreção de IFN-

 pelas células NK, sendo ele o principal produto do fenótipo TH1 e tem papel 

relevante na inibição da diferenciação de linfócitos T CD4+ com perfil TH2. O IFN-

 também regula a expressão de MHC I e II e a apresentação de antígenos, induz 

a interação de leucócitos com células epiteliais aumentando a expressão de 

inúmeras moléculas de adesão. Juntamente com o CD40, o IFN-, por meio da 

ativação dos fatores de transcrição NF-κB e a proteína de ativação 1 (AP-1), 

promove a ativação de macrófagos, potencializando a morte microbiana (Lighvani 

et al., 2001; Xu & Song, 2004; Rutishauser & Kaech, 2010).  

Apesar de ser também produzido por linfócitos TH1, as principais fontes de 

TNF são os macrófagos e as DCs. O TNF provoca efeitos locais e sistêmicos, 

como aumento de moléculas de adesão endotelial, aumento da permeabilidade 

vascular, recrutamento de leucócitos para o sítio inflamatório, febre, produção de 
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proteínas hepáticas de fase aguda, estimula a produção de leucócitos na medula 

óssea, resistência à insulina, diminuição do débito cardíaco e trombose (Beutler & 

Cerami, 1989). Os neutrófilos estimulados com M. leprae liberam altos níveis de 

TNF e IL-8, o que, no contexto da hanseníase, intensifica o recrutamento de 

leucócitos sanguíneos e a lesão tecidual (Oliveira et al., 1999).  Em conjunto com 

o IFN- o TNF induz a formação e maturação de granulomas em micobacterioses. 

Na hanseníase, especialmente em pacientes tuberculóides, o TNF produzido por 

macrófagos oriundos das lesões cutâneas, não só tem papel relevante na 

manutenção do granuloma, como na ativação da resposta antígeno-específica 

(Kaplan et al, 1989; Lima et al., 2000). 

Em humanos, a IL-10 é produzida principalmente por monócitos, linfócitos 

T (principalmente Treg e TH2) e B, macrófagos e DCs (Nagalakshmi et al., 2004). 

Ela está envolvida no controle da imunidade inata e imunidade mediada por 

células, agindo em diversos momentos, como na supressão da ativação dos 

macrófagos pela inibição da produção de IL-12 e, por consequência, na redução 

da disponibilidade de IFN-. Ademais, reduz a expressão de moléculas co-

estimuladoras e de MHC, extremamente importantes para a ativação dos 

linfócitos T. As células TH1 também são capazes de produzir IL-10, que age 

essencialmente na inibição de DCs e macrófagos, suprimindo a ativação de 

células TH1, evitando uma resposta inflamatória exacerbada. Este mecanismo 

atua como um feedback negativo na resposta imunológica mediada por células 

(Abbas, 2012). No contexto da hanseníase, já foi verificado predomínio de mRNA 

de IL-4 e IL-10 nas lesões de pacientes lepromatosos quando comparado com 

lesões de tuberculóides. O mesmo achado foi demonstrado em estudo in vitro 

com leucócitos sanguíneos de pacientes com as formas polares da hanseníase 

(Sieling et al., 1993). Assim como o TNF, o fato da IL-10 estar aumentada na 

circulação de pacientes lepromatosos faz dessas citocinas partícipes importantes 

da regulação imunológica da hanseníase (Lima et al., 2000). 

Na forma tuberculóide da hanseníase observa-se que os pacientes 

possuem uma maior capacidade de eliminação dos bacilos quando comparados 

aos pacientes LL. Nesses pacientes, os linfócitos T CD8+ atuam no clearence do 

M. leprae.  Da mesma forma, a produção IFN- pelas NK e linfócitos T, por meio 

do estímulo da IL-12, é de extrema importância na ativação de macrófagos 

infectados e na produção de perforina e granzima B por linfócitos T CD8+, 
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possibilitando que na lesão destes pacientes sejam encontrados raros bacilos 

(Walker & Lockwood, 2006). 

Em contrapartida, no polo lepromatoso, se observa uma maior produção de 

IL-4, que acaba sendo traduzida na diferenciação de linfócitos TH2 e plasmócitos 

produtores de anticorpos anti-PGL-1. Por consequência, verifica-se o predomínio 

da IL-10 inibindo a produção de IFN- e, posteriormente, dificultando a eliminação 

dos bacilos, visto a alta carga bacilar destes pacientes (Nogueira et al., 1983; 

Kaplan et al, 1989). Já foi mostrado que injeções intradérmicas de IFN- 

recombinante promoviam o aumento da ação microbicida de macrófagos de lesão 

cutânea de lepromatosos. Entretanto, esses estudos não prosseguiram, pois os 

pacientes envolvidos no estudo desenvolveram quadros de reação inflamatória 

aguda, como o ENL (Kaplan et al., 1989; Sampaio et al., 1992). 

Um trabalho de Palermo e colaboradores demonstrou que as Tregs 

desempenham um importante papel na interação parasito-hospedeiro na 

hanseníase, indicando que há uma maior frequência das Tregs no sangue 

periférico e em lesões de pele de pacientes lepromatosos, quando comparados a 

pacientes BT/TT. Além disso, um aumento da expressão de IL-10 e CTLA-4 foi 

também observado nos pacientes LL, o que sugere que as Tregs contribuam para 

a manutenção do bacilo nesses pacientes, em função da inibição da diferenciação 

dos linfócitos T virgens em células do perfil TH1 (Palermo et al., 2012).  

Em relação à reação do tipo 2, a presença do gene FOXP3 em lesões 

cutâneas de pacientes apontam para uma atividade reguladora de linfócitos Treg 

nesses processos (Haslett et al., 2005). Utilizando a metodologia do micro-

arranjo, foi verificado que ocorre, exclusivamente no ENL, a redução da 

expressão dos mRNAs que codificam IL-10 e CTLA-4 em PBMC, quando 

comparados aos pacientes LL não reacionais. Os autores sugerem que este fato 

possa refletir na emergência transitória da resposta imune ao M. leprae no polo 

lepromatoso da doença (Dupnik et al., 2014).   

Em outro estudo foi demonstrado que a expressão TGF-β encontra-se 

aumentada nas lesões de pacientes lepromatosos, quando comparadas às lesões 

de pacientes tuberculóides (Kiszewski et al., 2003). Goulart e colaboradores 

mostraram que os níveis séricos de TGF-β de pacientes com ENL são maiores do 

que nos pacientes LL não reacionais e em pacientes com RR (Goulart et al., 

2000). O TGF-β destaca-se na regulação negativa de monócitos e linfócitos T, 

inibindo a produção de IFN- e favorecendo a secreção de IL-10 (Ludviksson et 
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al., 2000). A IL-4, cuja produção na forma lepromatosa é reconhecidamente alta, 

pode induzir a produção de TGF-β, contribuindo para a ativação das células Treg. 

Também não se pode descartar a possibilidade da participação das células TH17 

na imunopatologia da hanseníase, devido à coexistência do TGF-β e IL-6 nas 

lesões, mediadores envolvidos na diferenciação de linfócitos TH17. Em pacientes 

com hanseníase, tanto com a forma clássica do ENL, quanto com a grave e 

incomum reação do tipo 2, foram observados níveis séricos aumentados de IL-6 

(Esquenazi et al., 2008). Esses dados sugerem que as células TH17 possam estar 

envolvidas neste tipo de resposta inflamatória. Um fato complicador desta questão 

emergiu de um trabalho recente com pacientes com artrite reumatoide que 

demonstrou plasticidade das Treg, pois elas passaram a exibir uma ação 

funcional de TH17 mediante a presença de IL-6 (Komatsu et al., 2014). O aumento 

da IL-6 em pacientes LL pode levar as Treg, frequentes neste polo, a transitarem 

para o fenótipo de TH17, contribuindo para a patogênese do ENL. Sendo assim, 

como já dito anteriormente, a imunopatologia da hanseníase mostra-se bastante 

complexa, indo além da tradicional dicotomia envolvendo as células TH1 e TH2. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A ocorrência do ENL tem grande influência social, ao passo que pode levar 

a lesões graves nos nervos, gerando deformidades e incapacidades muitas vezes 

irreversíveis e que retiram o paciente, na maioria das vezes, do mercado de 

trabalho (Voorend et al., 2013). O presente trabalho tem por objetivo investigar 

parâmetros da resposta imune celular, especialmente o envolvimento de 

subpopulações de linfócitos T produtores de citocinas (IFN-, TNF e IL-10) na 

fisiopatologia da hanseníase lepromatosa polar (pacientes LL) e na gênese do 

ENL. 

Há algumas décadas, nos anos 1960, Wemambu e colaboradores 

demonstraram a participação de imunocomplexos e ativação do complemento na 

gênese do ENL (Wemambu et al., 1969). Assim, por muitos anos, pensou-se que 

o principal mecanismo para o desencadeamento da reação estava esclarecido. 

Contudo, com o passar do tempo, outros autores detectaram a presença 

de leucócitos, tanto em lesão, quanto em sangue de pacientes com a reação. 

Modlin e colaboradores mostraram modificações nas proporções de linfócitos T 

CD4+ e CD8+ comparando lesão cutânea de pacientes lepromatosos com e sem 

ENL. Porém, o papel destas células na lesão do ENL não foi determinado (Modlin 

et al., 1985). Mais recentemente, outros estudos em torno do ENL também 

demonstraram a participação dos neutrófilos na imunopatologia do processo 

reacional e indicaram essas células como importantes na produção de TNF em 

lesões iniciais da reação (Lee et al., 2010). 

Faz-se necessário analisar os mecanismos responsáveis pelo 

aparecimento de respostas imunes transitórias em pacientes lepromatosos, 

especialmente os responsáveis pelo desencadeamento do ENL. Sridevi e 

colaboradores reportaram que a hiporresponsividade ao M. leprae - segundo os 

autores “uma característica marcante dos pacientes lepromatosos” - avança 

durante o curso da doença, mostrando o aumento progressivo de CTLA-4 em 

pacientes LL (Sridevi et al., 2003). Mais recentemente, Kumar e colaboradores 

demonstraram que, no polo lepromatoso, ocorre um defeito na via de sinalização 

de Lck–ZAP-70–ITAMs, contribuindo para a falha na resposta antígeno-específica 

em pacientes BL e LL. Além disso, os autores mostraram também a interrupção 

da formação de jangadas lipídicas na associação com o complexo HLA-DR em 
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macrófagos de pacientes com hanseníase, mais especificamente nos 

lepromatosos. Como nas jangadas lipídicas ocorre a associação das diferentes 

moléculas envolvidas na transdução de sinais necessários à sinapse imunológica 

e consequente ativação do linfócito T, esses dados reforçam a diminuição 

progressiva da resposta imune celular com a multiplicação do M. leprae (Kumar et 

al., 2011). 

O entendimento dos mecanismos imunológicos associados à 

hiporresponsividade de pacientes lepromatosos e à fisiopatologia do ENL irá 

indubitavelmente auxiliar no desenvolvimento de metodologias mais seguras e 

eficazes para a identificação de pacientes com risco potencial de desenvolverem 

ENL e, até mesmo, auxiliar os clínicos a diagnosticarem precocemente a reação, 

o que, possivelmente, irá diminuir sua gravidade e até evitar as sequelas ligadas a 

este processo. Dessa forma, deve haver uma estreita relação entre a gênese do 

ENL e alterações na frequência e atividade funcional de linfócitos T, 

especialmente as subpopulações de memória. 



25 

3 OBJETIVOS  

3.1 Principal:  

Analisar os parâmetros de resposta imune celular em pacientes lepromatosos 

com e sem ENL, por meio da caracterização das subpopulações de linfócitos T, 

bem como a avaliação de sua atividade funcional e expressão gênica dos seus 

fatores de transcrição. 

3.2 Específicos: 

1. Determinar a frequência ex vivo de linfócitos T CD4+ e CD8+ (virgens, efetores, 

de memória central e efetora) em pacientes LL com e sem ENL por citometria de 

fluxo multiparamétrica. 

2. Avaliar a frequência in vitro de linfócitos T CD4+ e CD8+ (virgens, efetores, de 

memória central e efetora) em pacientes LL com e sem ENL em resposta ao M. 

leprae por citometria de fluxo multiparamétrica. 

3. Avaliar, por citometria de fluxo multiparamétrica, a frequência de  

subpopulações linfocitárias de sangue periférico produtoras de citocinas 

intracelulares após estímulo in vitro do M. leprae, de acordo com os fenótipos 

virgens e/ou de memória. 

4. Identificar os fatores de transcrição predominantemente envolvidos na 

diferenciação de linfócitos T STAT4/TBX21, STAT6/GATA3, STAT3/FOXP3 e 

STAT4/RORC em sangue total ex vivo de pacientes LL com e sem ENL, por PCR 

quantitativo em tempo real. 

5. Correlacionar a frequência de linfócitos T produtores de citocinas e os dados 

referentes ao índice bacilar dos pacientes.  

 

 

. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 População  de Estudo, Biossegurança e Considerações Éticas. 

Um total de 49 indivíduos foi incluído neste estudo sendo: 19 pacientes LL 

em ENL (imediatamente após o diagnóstico do episódio reacional e sem uso de 

medicação imunossupressora – usualmente a talidomida), 15 pacientes LL não 

reacionais, imediatamente após o diagnóstico e antes do início da PQT. Para o 

estudo foram utilizadas também amostras de sangue de 15 indivíduos sadios, 

moradores da cidade do Rio de Janeiro, área endêmica para a hanseníase. Os 

pacientes eram acompanhados no Ambulatório Souza Araújo (ASA), parte do 

Laboratório de Hanseníase (LAHAN) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), FIOCRUZ, 

no Rio de Janeiro e foram diagnosticados segundo a classificação de Ridley e 

Jopling.  

A participação de cada indivíduo no estudo só ocorreu após sua 

concordância e assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido 

previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FIOCRUZ (Protocolo 

nº 518/09). Não entraram neste estudo pacientes com comorbidades infecciosas 

agudas ou crônicas, idade inferior a 15 anos e os que não concordaram em 

participar do projeto em questão. Para a proteção e o bem estar dos indivíduos 

incluídos neste estudo, seus nomes não foram divulgados. Os dados clínicos e 

demográficos dos pacientes foram colhidos na fase diagnóstica e, juntamente 

com dados dos indivíduos sadios, encontram-se especificados de forma 

detalhada na Tabela 3.  

O sangue coletado por profissional capacitado no ASA foi transportado até 

o laboratório em caixa isotérmica e manipulado em cabine de segurança biológica 

NB2, em ambiente estéril, respeitando as normas de biossegurança preconizadas 

para a manipulação de material biológico.  
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4.2 Separação de células mononucleares do sangue periférico. 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas a partir 

do sangue periférico de pacientes e doadores sadios. O sangue periférico 

heparinizado foi diluído 1:1 em salina tampão fosfato (PBS) para separação das 

células por gradiente de densidade em Ficoll Hypaque (GE Healthcare, Suécia). 

Após centrifugação a 900 xg, por 30 minutos, à temperatura ambiente, as PBMC 

foram coletadas e lavadas duas vezes com PBS (500 xg, por 10 minutos, a 4ºC), 

ressuspensas em meio AIM V (Gibco Invitrogen Co., EUA). Uma pequena 

alíquota de 10 µL desta suspensão celular foi diluída em 1:10 em azul de Tripan 

0,4% (Bio WHITTAKER, EUA) e contada em câmara de Neubauer para a 

estimativa da concentração de células viáveis.  

4.3 Cultivo de células mononucleares e ensaios de estimulação in vitro. 

 Após a separação as PBMC tiveram suas contagens ajustadas a um 

número de 1,5 x 106 células/poço foi utilizada em placa de 96 poços fundo U 

estéril (BDBiosciense, San José, CA, USA). Foram adicionadas em cada poço a 

ser estimulado 1μg/mL de CD28 e CD49d (BD Pharmingen, USA). Em seguida, 

as células foram estimuladas com 1μg/mL de enteroxina B de Staphylococcus 

aureus (SEB, Sigma, USA) ou 20μg/mL de M. leprae (ML) irradiado e sonicado 

proveniente de tatu (fornecido pelo contrato NIH/NIAID N01 AI-25469 da 

Universidade do Colorado, CO, USA). As culturas foram mantidas a 37ºC em 

estufa com 5% de CO2 por 6 horas, sendo que nas últimas duas horas de cultura 

foram acrescidos 10 μg/mL de brefeldina A (protein transport inhibitor, BD 

GolgiPlugTM, USA). Após o término da cultura, as placas com PBMC foram 

mantidas na geladeira a 4ºC por até 24 horas até o momento da fenotipagem e 

determinação de citocinas intracelulares por citometria de fluxo. Paralelamente, 

PBMCs dos indivíduos foram submetidas a um imunofenotipagem ex vivo (tempo 

0) por citometria de fluxo. 



28 

4.4 Análise de moléculas de superfície de membrana celular e de citocinas 

intracelulares por citometria de fluxo. 

 As culturas estimuladas por 6 horas e PBMC frescas (tempo 0) foram 

centrifugadas durante 5 minutos, a 4ºC, 600xg sob freio baixo. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e os poços foram ressuspensos com 150 μL de PBS 

a 4ºC. As células foram lavadas novamente por centrifugação por 5 minutos, a 

4ºC, 600 xg sob freio baixo e o sobrenadante mais uma vez descartado. As 

células foram ressuspensas com 150 μL de PBS contendo 0,02% de EDTA o 

sobrenadante foi misturado cuidadosamente em “vortex” por um minuto e a placa 

foi mantida por 15 minutos à temperatura ambiente. Após esse período, foram 

efetuadas mais duas lavagens por centrifugação, o sobrenadante foi descartado e 

as células foram coradas com VIVID (Kit Live/Dead, Invitrogen, USA) para 

separação de células mortas de acordo com as instruções do fabricante. 

Brevemente, as células foram incubadas por 30 minutos em ambiente protegido 

da luz, imediatamente lavadas duas vezes por centrifugação e o sobrenadante 

descartado. As células foram então incubadas com os anticorpos monoclonais de 

superfície CD3 V500, CD4 ou CD8 APC, CCR7, PerCp e CD45RA FITC e seus 

respectivos controles de isotipo marcados com os mesmos fluorcromos (Tabela 

2). Todos os anticorpos utilizados, assim como os controles isotípicos foram 

obtidos da Biolegend (USA). Após 30 minutos de incubação a 4ºC, as células 

foram lavadas por centrifugação com 150 μL de PBS 0,1% de azida sódica e 1% 

de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, as células foram ressuspensas em 1% de 

paraformaldeído (PA) e incubadas por 30 minutos a 4ºC em ambiente protegido 

da luz. Após esse período, as culturas foram mantidas a 4ºC em ambiente 

protegido da luz. As culturas celulares de 6 horas foram lavadas por centrifugação 

por duas vezes e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as PBMC foram 

ressuspensas com 200 μL de tampão de permeabilização 1:10 (PERM- 2; BD 

Biosciences). As culturas foram homogeneizadas em vortex cuidadosamente por 

1 minuto e incubadas à temperatura ambiente em ambiente protegido da luz por 

10 minutos. Após esse período, PBMC foram lavadas por centrifugação por duas 

vezes com 150 μL de PBS 0,1% de azida sódica e 1% de SFB. Em seguida, as 

células foram coradas com os anticorpos monoclonais para citocinas 

intracelulares, a saber: IFN- PE-Cy7, TNF Alexa700, IL-10 PE e seus respectivos 

controles de isotipo (Biolegend) durante 30 minutos a 4ºC em ambiente protegido 
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da luz. Nova etapa dupla de centrifugação foi realizada em 150 μL de PBS 0,1% 

de azida sódica e 1% de SFB. As células foram ressuspensas com 200 μL de 

paraformaldeído 1%, transferidas para tubos de citometria e analisadas em 

citometro de fluxo FACSAria (BD Biosciences). Utilizando o programa Diva (BD), 

foram adquiridos 50.000 eventos por amostra dentro da região de linfócitos e as 

análises de citometria foram realizadas no programa Flowjo v. 7.5 (Tree Star Inc., 

USA).  

Tabela 2 – Descrição dos anticorpos utilizados para citometria de fluxo 

4.5 Metodologia de análise das subpopulações linfocitárias por citometria de 

fluxo. 

  As frequências de linfócitos TCD4+ e CD8+ foram avaliadas em PBMC 

isoladas do sangue periférico recém-obtido (tempo zero, T0) e na identificação 

das subpopulações de interesse em resposta ao M. leprae e SEB, nas culturas de 

6h. Para tal, uma sequência de análises foi realizada, a partir da aquisição em 

citômetro de fluxo FACSAria. Inicialmente, células mortas foram excluídas com o 

uso do kit “Live/Dead” (Figura 7A). Em seguida, os parâmetros de complexidade 

estrutural (SSC-A) e tamanho (FSC-A) foram utilizados para selecionar a região 

de análise de linfócitos T (Figura 7B). Posteriormente, os grumos de células foram 

excluídos utilizando os parâmetros de tamanho FSC-A (“Foward Scatter” - área) X 

FSC-H (“Foward Scartter” – altura; Figura 7C). A região dos linfócitos T 
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CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ foi determinada utilizando anticorpos monoclonais 

específicos e controles isotípicos (Figura 7D). A partir da determinação dessas 

subpopulações, utilizamos a marcação com anticorpos anti-CD45RA e anti-CCR7 

para identificar as subpopulações de linfócitos com os fenótipos denominados e, 

conforme os fluorocromos utilizados foram assim distribuídos: T Naïve, CD45RA+ 

/CCR7+ (quadrante superior direito); T memória central, CCR7+ /CD45RA- 

(quadrante superior esquerdo); T memória efetora CD45RA-/CCR7- (quadrante 

inferior esquerdo) e T efetora, CD45RA+ /CCR7- (quadrante inferior direito) 

(Figura 7E). Após a obtenção destas quatro subpopulações de linfócitos T 

CD4+/CD8+ foi feita a quantificação da frequência destas células produtoras das 

citocinas intracelulares estudadas (Figuras 7F, 7G e 7H).  

Figura 7. Análise citométrica. Estratégia de análise dos dados obtidos por citometria de fluxo 
multiparamétrica, utilizando os softwares Diva e FlowJo v10.1. Nas figuras F, G e H, os 
histogramas vermelhos correspondem as citocinas e os azuis ao controles de isotipo. 

 

4.6 Extração do RNA. 

Para extração do RNA proveniente do sangue total estocado em tubos 

Paxgenes (BD Biosciences) a -70ºC por período inferior a seis meses procedeu-

se com o descongelamento dos tubos durante 2h, seguido pela centrifugação dos 

tubos a 3000 xg por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Ao “pellet” foi 
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adicionado 5 mL de água deionizada livre de RNAase e foi realizado 

homogeinização em “vortex” por 1 minuto. Em seguida, o pellet foi lavado por 10 

minutos a 3000 xg e o sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi ressuspenso em 

350 μL de Tampão BR1, homogeneizado em vortex e a amostra foi transferida 

para tubos de poliuretano (Eppendorf, EUA) com 300 μL de tampão BR2 e 40 μL 

de proteinase K. As amostras foram homogeneizadas em vortex e incubadas por 

10 minutos a 55ºC em banho seco. Em seguida, as amostras por 10 minutos na 

velocidade máxima da microcentrífuga. O sobrenadante foi transferido para outro 

tubo de poliuretano (Eppendorf) e foi adicionado 350 μL de etanol 100%. O lisado 

foi transferido para a coluna inserida no tubo coletor e levado à centrifugação a 

8000 xg por 60 segundos em microcentrífuga. Em outro tubo, a 2ª coluna foi 

inserida e o lisado foi ajustado para 750 μL. Após nova etapa de centrifugação 

(1800 xg por 30 segundos) foi adicionado ao sedimento 350μL de tampão de 

dissociação e nova centrifugação foi realizada a 8000 gx por 60 segundos. O 

tampão de DNAse (MIX) foi feito imediatamente antes do uso com 70 μL de 

tampão para rDNAse e 10μL de rDNAse, ambos homogeneizados com pipeta de 

forma suave. O MIX (80L) foi colocado em uma membrana, sendo esta incubada 

à temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 200μL de 

tampão para a inativação de rDNase e nova etapa de centrifugação foi realizada 

(8000 xg por 30 segundos). Esta operação foi repetida por 3 vezes. A partir de 

então, a membrana seca foi transferida para um tubo de 1,5 mL livre de 

nucleases. O RNA foi eluído com 80 μL de água deionizada livre de RNAse e o 

tubo coletor foi centrifugado a 8000 xg por 60 segundos.  

4.7 Quantificação e pureza do RNA. 

A quantificação e avaliação de pureza do RNA extraído anteriormente foi 

realizada por espectrofotometria, sendo a leitura feita pelo espectrofotômetro 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, USA). Inicialmente foi lido 1μL de água 

destilada ultrapura, livre de DNAse/RNAse (Life Technologies, USA) para 

determinar o “branco”. Em seguida, 1μL de cada amostra de RNA extraído foi lida, 

a avaliação da pureza foi determinada mediante a razão da absorbância (A) em 

dois comprimentos de onda: A260/280, que indica o grau de contaminação por 

proteínas; e A260/230 que indica o grau de contaminação por compostos orgânicos 

provenientes dos processos de obtenção e extração do RNA. Levando isso em 
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consideração, as amostras que obtiveram as razões A260/280 e A260/230 > 1,8 foram 

consideradas de alto grau de pureza, e, por consequência, aptas à síntese de 

cDNA.  

4.8 Síntese de cDNA. 

A conversão do RNA para o cDNA foi feita com o kit HC cDNA reversal 

transcription (Applied Biosystems, USA). Para a reação de síntese de cDNA foi 

utilizado o kit SuperScript III® First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, USA) e 

os procedimentos foram realizados conforme orientação do fabricante. Em um 

tubo Eppendorf contendo 1µg de RNA, foi adicionado 1µL de oligo(dT)20, 1µL de 

solução de anelamento e H2O RF até um volume de 8µL. As amostras foram 

então incubadas a 65°C por 5min. Em seguida, foram adicionados aos tubos 12 

μL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2µL de supercript-III, já contendo 

RNaseOUT. As amostras foram então centrifugadas e incubadas a 50°C por 

50min seguido de incubação a 85°C por 5min, a fim de inativar a enzima. Por fim, 

as amostras foram mantidas em gelo por 1 minuto e armazenadas a -20º C até o 

uso.  

4.9 Quantificação da expressão gênica de fatores transcricionais por PCR 

quantitativo em tempo real (RTqPCR). 

Para a amplificação de material genômico por PCR em tempo real, as 

amostras de cDNA foram utilizadas na quantidade de 10ng por reação em volume 

final de 10μl (já contendo o cDNA). Foi utilizado o sistema Taqman de RT-PCR 

em tempo real com o ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems) para contínuo monitoramento da fluorescência em cada poço (ABI 

Prismopticalplates, Applied Biosystems). Foram adicionados 1 μL de cada cDNA, 

3,5 μL de água destilada ultrapura, livre de DNAse / RNAse (Life Technologies, 

USA) e 5 μL de TaqMan®Fast Universal PCR MasterMix (2x) (Applied 

Biosystems). Para cada amostra foram amplificados o gene de referência glicerol-

3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e os genes de interesse (STAT3, STAT4, 

STAT6, TBX21, RORC, FOXP3 e GATA3).  

As amostras de cDNA foram então amplificadas utilizando o equipamento 

de  PCR em tempo real StepOne Plus® (Applied Biosystems, USA), submetendo-
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as a ciclos de 95° C por 20 segundos, 40 ciclos de 95° C por 1 segundo e 60° C 

por 20 segundos. 

A análise da expressão gênica relativa foi realizada utilizando-se o método 

2-ΔCT (Livak e Schmittgen, 2001). A variação nos níveis de expressão dos genes 

de interesse foi calculada a partir da variação entre os valores de CT dos genes de 

interesse e do GAPDH. Os valores de CT foram calculados segundo a fórmula 

abaixo, de modo a gerar resultados que refletissem a expressão dos genes de 

interesse em relação à expressão do GAPDH: CT = CT gene de interesse – CT 

GAPDH.  

4.10 Análise estatística. 

Os resultados foram expressos em mediana e intervalo (mínimo-máximo). 

Diferenças significativas entre os grupos foram determinadas com os testes não 

paramétricos Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e/ou Wilcoxon. O método de 

Spearman foi utilizado para a obtenção do coeficiente de correlação (r) entre dois 

resultados de uma mesma amostra. O programa Prisma versão 6 foi utilizado 

para a análise estatística e gráfica (Graph Prism, USA). Os valores com p<0,05 

(*), p<0,01 (**), e p<0,001 (***) e p<0,0001 (****) foram considerados 

significativos. 
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5  RESULTADOS 

 

5.1 Características clínicas e demográficas dos pacientes e doadores 

sadios. 

Este foi um estudo do tipo transversal, com 49 indivíduos estudados no 

total. Destes, estudamos 19 pacientes LL em reação do tipo II (ENL), 15 pacientes 

LL não reacionais (LL) e 15 voluntários sadios de área endêmica para a 

hanseníase (VS). A média de idade do grupo ENL foi de 43,2 ± 16,7 anos, do 

grupo LL de 36 ± 9,7 anos e do grupo VS de 31,4 ± 10,2 anos. Quanto ao gênero, 

no grupo ENL, 26,3% eram do sexo feminino e 73,7% do masculino; já no grupo 

LL, 73,7% dos pacientes eram homens e 26,7% em mulheres. Dentre os 

voluntários sadios, 33,3% eram do sexo masculino e 66,6% do feminino.  

Durante o ENL, a baciloscopia foi positiva em todos os pacientes 

estudados, com carga bacilar média de 3,89 (variando de 1,75 a 5,75). No 

momento do diagnóstico, os mesmos pacientes apresentavam IB médio de 4,72. 

No grupo LL, o IB médio foi de 5,1 (variando de 4,75 a 5,75). O teste de lepromina 

(reação de Mitsuda) foi negativo em todos os pacientes.  

 A avaliação do grau de incapacidade (GI) funcional foi realizada em 15 dos 

19 pacientes do grupo ENL e revelou que cerca de 47% destes pacientes já 

apresentava perda de sensibilidade ou incapacidades decorrentes da doença. No 

grupo LL, 11 pacientes foram avaliados e, desses, 4 também já apresentavam 

algum comprometimento. Todos os pacientes receberam o tratamento 

poliquimioterápico (PQT) como preconizado pelo Ministério da Saúde. Além disso, 

durante o ENL os pacientes foram tratados, usualmente, com talidomida ou 

prednisona em doses e duração prescritas pela equipe médica.  

A coleta de sangue para a avaliação imunológica ocorreu imediatamente 

antes do início do tratamento do episódio reacional. As características clínicas e 

demográficas dos indivíduos avaliados nesse estudo encontram-se detalhadas na 

Tabela 2.   
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Tabela 3 – Caracterização clínica e demográfica dos indivíduos estudados. 

ID Forma 
Clínica 

Sexo Idade IB inicial IB na reação Dose da PQT na reação GI 

ENL01 LL/ENL F 23 4,5 4 6ª dose 0 

ENL02 LL/ENL M 74 4,75 4 Pós-tratamento 2 

ENL03 LL/ENL M 42 NR 4,5 Não tratado 1 

ENL04 LL/ENL M 64 3,5 2,5 Pós-tratamento NR 

ENL05 LL/ENL M 32 4 2,5 Pós-tratamento 0 

ENL06 LL/ENL M 54 4,25 4 Pós-tratamento 1 

ENL07 LL/ENL M 66 4,25 3,75 Pós-tratamento 0 

ENL08 LL/ENL M 60 5 1,75 Pós-tratamento 2 

ENL09 LL/ENL M 18 4,75 3,75 Pós-tratamento 2 

ENL10 LL/ENL F 38 4,75 5,75 Pós-tratamento 1 

ENL11 LL/ENL F 57 5,75 4,5 Pós-tratamento 1 

ENL12 LL/ENL F 33 5,5 3,5 Pós-tratamento 0 

ENL13 LL/ENL M 26 NR 3,5 Não tratado 0 

ENL14 LL/ENL M 32 NR 4,5 Não tratado NR 

ENL15 LL/ENL M 45 5 2,5 12ª dose 0 

ENL16 LL/ENL M 62 NR 4,5 Não tratado 0 

ENL17 LL/ENL M 33 4,75 4,5 6ª dose NR 

ENL18 LL/ENL M 35 5,75 4,75 Pós-tratamento 0 

ENL19 LL/ENL F 27 4,25 5 12ª dose NR 

HLL01 LL M 26 5 - - 2 

HLL02 LL M 32 5 4,75 6ª dose 0 

HLL03 LL M 33 4,75 5,75 4ª dose NR 

HLL04 LL M 39 5 - - 0 

HLL05 LL F 31 5 - - NR 

HLL06 LL F 31 4,75 3,5 Pós-tratamento 0 

HLL07 LL M 32 5,75 4 7ª dose 0 

HLL08 LL M 24 5 - - 2 

HLL09 LL F 27 5,5 - - 1 

HLL10 LL M 38 5,5 - - NR 

HLL11 LL M 37 5,5 - - 0 

HLL12 LL F 40 5 - - 1 

HLL13 LL M 65 4,75 - - 0 

HLL14 LL M 37 5 - - NR 

HLL15 LL M 48 5 - - 0 

VSA01 VS M 22 - - - - 

VSA02 VS F  28 - - - - 

VSA03 VS F  50 - - - - 

VSA04 VS F  23 - - - - 

VSA05 VS F  26 - - - - 

VSA06 VS F  22 - - - - 

VSA07 VS F  40 - - - - 

VSA08 VS M 35 - - - - 

VSA09 VS M 40 - - - - 

VSA10 VS M 45 - - - - 
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ID, código do sujeito em estudo; VS, voluntário saudável de área endêmica; LL/ENL, forma clínica LL 
em ENL; LL, forma clínica lepromatosa polar; NR, não realizado; NT, não tratado; GI, grau de 
incapacidade; M, masculino; F, feminino; IB, índice baciloscópico. 

 

 

5.2 - Determinação de subpopulações de linfócitos T de pacientes LL com e 

sem ENL. 

5.2.1 - Análise fenotípica ex vivo das subpopulações de linfócitos T de 

pacientes LL com e sem ENL. 

As subpopulações sanguíneas de linfócitos T CD3+/CD4+ e CD3+/CD8+ 

de pacientes LL com e sem ENL, assim como de voluntários sadios, foram 

analisadas no que chamamos de tempo zero (T0) a fim de caracterizar as 

populações linfocitárias ex vivo predominantes nos grupos. Os pacientes LL com 

ou sem reação apresentaram uma razão de linfócitos T CD4/CD8 de 

aproximadamente 2:1, enquanto nos voluntários sadios a razão foi cerca de 1:1 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Frequência de linfócitos T CD3+/CD4+ e 
CD3+/TCD8+ totais ex vivo de pacientes LL com ou sem ENL 
e voluntários sadios (VS). Análise por citometria de fluxo de 
linfócitos T a partir de PBMC. As barras horizontais representam 
a mediana do grupo e os símbolos representam o resultado cada 
indivíduo e a mediana do grupo, sendo: 12 ENL, 11 LL e 10 VS.  

 

VSA11 VS F  22 - - - - 

VSA12 VS F  21 - - - - 

VSA13 VS F  27 - - - - 

VSA14 VS M 48 - - - - 

VSA15 VS F 22 - - - - 
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Com relação aos linfócitos TNAÏVE, os pacientes com ENL apresentaram 

diminuição no percentual das CD3+/CD4+ em comparação aos não reacionais e 

aos indivíduos sadios, sendo significativa a diferença entre os grupos ENL e LL 

(p=0,003) (Figura 9). Diminuição significativa também foi observada nas TNAÏVE 

CD3+/CD8+ no grupo ENL em comparação ao grupo de pacientes LL (p=0,0004) 

e ao grupo de sadios (p=0,0002). Enquanto os pacientes LL em ENL 

apresentaram menor frequência de células TNAÏVE, foi verificado que eles 

apresentam maior frequência de linfócitos T de memória, tanto central quanto 

efetora, como mostrado na figura 9. Os pacientes em ENL apresentaram aumento 

na frequência de linfócitos T de memória tanto CD4+ quanto CD8+ quando 

comparados aos pacientes que não estavam em reação e aos voluntários sadios. 

A diferença entre as frequências de linfócitos T de memória foi estatisticamente 

significativa para todas as comparações feitas com o grupo dos pacientes ENL 

(Figura 9). No caso dos linfócitos T CD4+ de memória central (TMC), o valor de p 

foi inferior a 0,0001 quando comparados os grupos LL e ENL, enquanto p=0,0006 

para a comparação entre ENL e os voluntários sadios. Em relação aos linfócitos T 

CD8+ de memória central, os valores de p foram 0,0001 e inferior a 0,0001 

respectivamente, para as comparações entre ENL e LL e ENL e VS. Com respeito 

aos linfócitos T de memória efetora também foi observado uma diferença 

significativa entre o grupo dos pacientes ENL e os demais grupos, sendo a 

diferença mais acentuada para os linfócitos T CD8+, com p=0,0002 na 

comparação entre ENL e LL e p=0,0004 na comparação entre ENL e VS. Já para 

os linfócitos T CD4+, a diferença para as células de memória efetora foi menos 

acentuada na comparação entre ENL e VS (p=0,002) e entre ENL e LL (p=0,007). 

Foi identificada uma diminuição na frequência linfócitos T efetores no grupo dos 

pacientes LL reacionais, sendo a diferença estatisticamente significativa apenas 

para os Linfócitos T CD4+, quando comparados LL e ENL (p=0,007), e também 

entre ENL e VS (p=0,0001). Portanto, constatou-se um aumento acentuado na 

frequência dos linfócitos T CD4+ ou CD8+ de memória em ENL em comparação 

aos linfócitos TNAÏVE (Figura 9). 
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Figura 9. Frequência ex vivo de subpopulações de linfócitos T CD4+ (gráfico 
superior) e T CD8+ (gráfico inferior). Análise por citometria de fluxo de linfócitos T 
provenientes de PBMC. Nos dois gráficos os símbolos representam o resultado 
percentual de cada indivíduo e as barras horizontais a mediana do grupo em 
experimentos isolados com 12 ENL, 11 LL e 10 VS. MC – memória central, ME – 
memória efetora e EF – efetora. O teste Mann-Whitney foi usado para análise 
estatística, sendo: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.  
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5.2.2 - Análise fenotípica in vitro das subpopulações de linfócitos T de 

pacientes LL com e sem ENL em resposta ao M. leprae. 

 

A fim de caracterizar as principais subpopulações que participam da 

resposta antígeno-específica de pacientes LL no desencadeamento do ENL, 

realizou-se o protocolo de marcação citado na metodologia e a análise mostrada 

na Figura 7, sendo que os resultados encontrados estão descritos nas Figuras 10 

e 11 a seguir. Não houve alteração significativa na frequência das subpopulações 

de linfócitos T CD4+ ou CD8+ totais ou em suas respectivas subpopulações nos 

pacientes estudados nas situações com ou sem estímulo do M. leprae. 

Observamos apenas um aumento significativo dos linfócitos T totais CD4+ 

(p=0,0098) e CD8+ (p=0,002) após o estímulo pelo ML em voluntários sadios. 

Além disso, foi verificada maior frequência de linfócitos T de memória no grupo de 

pacientes ENL em relação aos demais grupos estudados, como visto 

anteriormente no teste ex vivo (Figura 11). 

 

 
Figura 10. Frequência de linfócitos T CD4+ (gráfico à esquerda) e TCD8+ (gráfico à 
direita) totais em culturas estimuladas ou não (NE) com M. leprae (ML). Análise de 
linfócitos T obtidos a partir de PBMC por citometria de fluxo. Os símbolos representam o 
resultado percentual de testes isolados de cada indivíduo e as barras horizontais a mediana do 
grupo, sendo: 12 ENL, 11 LL e 10 VS. O teste Wilcoxon foi usado para análise estatística, com 
*p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. 

 

 

Novamente, os pacientes LL apresentaram uma maior frequência de 

linfócitos TNAÏVE, sendo significativa a diferença no caso das células CD4+, nas 

situações com ou sem estímulo com M. leprae, quando comparados ao ENL 

(p=0,0044) e também para a comparação entre LL e VS (p=0,012) (Figura 11). Os 
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pacientes LL, com ou sem ENL, apresentaram maior frequência de linfócitos T 

CD4+ de memória central quando comparados aos sadios, sendo p<0,0001 na 

comparação entre ENL e VS e p=0,022 na comparação entre LL e VS. Em 

relação às células de memória, assim como na fenotipagem ex vivo (T0) (Figura 

9), obteve-se uma maior frequência de células de memória nos pacientes em ENL 

tanto nos linfócitos T CD4+ quanto nos CD8+ em cultura de 6 horas na presença 

ou não do estímulo do M. leprae (Figura 11). A diferença entre a frequência de 

linfócitos T de memória, quando comparamos pacientes LL sem reação com os 

reacionais, foi maior no que concerne aos linfócitos T CD8+ de memória central, 

sendo p=0,0085 na situação sem estímulo e p=0,0055 com o estímulo do M. 

leprae. As células TME apresentaram-se em maior frequência no ENL também, 

sendo p=0,0205 quando comparadas à porcentagem de linfócitos T CD8+ de 

memória efetora entre LL e ENL. Surpreendentemente, o grupo de voluntários 

sadios de área endêmica (VS) apresentou maior frequência de linfócitos T 

efetores quando comparados aos grupos de pacientes hansênicos, com ou sem 

reação, especialmente no caso dos linfócitos T CD4+ estimulados pelo M. leprae, 

cujas comparações entre VS e ENL (p<0,0001) e VS e LL (p=0,001) foram 

significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

Figura 11. Frequência de subpopulações de linfócitos T CD4+ 
(gráfico superior) e T CD8+ (gráfico inferior) em culturas 
estimuladas ou não com M. leprae (NE, não estimulado; ML, 
estimulado com M. leprae). Análise de linfócitos T obtidos a partir de 
PBMC por citometria de fluxo. As barras verticais representam a média 
do grupo e acima delas o erro padrão de experimentos isolados de 12 
pacientes LL em reação do tipo II (ENL), 11 pacientes LL não–reacionais 
(LL) e 10 voluntários sadios (VS). O teste Mann-Whitney foi usado para 
análise estatística, sendo * p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. 

5.3 Frequência de subpopulações de linfócitos T produtores de IFN-, TNF e 

IL-10 em resposta ao Mycobacterium leprae. 

Após a avaliação das subpopulações de linfócitos T partícipes do 

desencadeamento do ENL, foi feita a análise funcional a partir da mensuração da 

frequência destas subpopulações produtoras das citocinas IFN-, TNF e IL-10 em 

culturas estimuladas ou não com M. leprae, por meio da citometria de fluxo 
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multiparamétrica. Com relação aos linfócitos T CD4+ (Figuras 12, 13 e 14), foi 

observado que o grupo ENL apresentou maior frequência de células produtoras 

de IL-10 quando comparado aos LL não reacionais e aos voluntários sadios, 

especialmente no que diz respeito às células TNAÏVE, TCM e TEF (Figura 12). Não 

houve diferença significativa em relação aos linfócitos T CD4+ de memória 

efetora, pois os três grupos apresentaram frequência de células produtoras de IL-

10 semelhante. Células T CD4+ NAÏVE produtoras de IL-10 de pacientes LL não 

reacionais apresentaram uma leve tendência de aumento em sua frequência após 

estímulo com ML, o que não ocorreu com os outros grupos estudados. Entretanto, 

essas diferenças também não foram significativas. Com relação aos linfócitos T 

CD8+, as diferenças entre os pacientes lepromatosos nos cenários não reacional 

e em ENL foram mais marcantes. Assim como os linfócitos T CD4+, os CD8+ 

produtores de IL-10 do grupo ENL foram mais frequentes, nas TNAÏVE e TCM, sendo 

quando comparados os grupos LL e ENL em culturas não estimuladas, com 

p=0,041 e p=0,012 com o estímulo do ML. Ao contrário do que foi observado com 

linfócitos T CD4+, as células T CD8+ naïve produtoras de IL-10 dos pacientes LL 

não reacionais não apresentavam frequências mais altas frente ao estímulo do 

ML. Além disso, como já mencionado acima, as células TCM CD8+ produtoras de 

IL-10 do grupo ENL apresentavam maior frequência quando comparadas com o 

grupo LL, tanto no estado não estimulado (p=0,036), quanto frente ao ML 

(p=0,0079).  

De acordo com a análise feita, em consonância com a metodologia 

adotada descrita na Figura 6, na abertura do ENL os pacientes apresentam uma 

queda na frequência dos linfócitos T CD8+ produtores de IFN- em todas as 

subpopulações estudadas (Figura 13), sendo que, novamente, o estimulo in vitro 

do ML não foi capaz de alterar significantemente a frequência destas células 

produtoras da citocina em questão. Ademais, com referência à frequência de 

linfócitos T CD8+ produtores de TNF, em nosso estudo obtivemos resultados 

significativos apenas nas subpopulações TEM e TEF nas culturas não estimuladas 

quando comparamos os grupos ENL e LL, sendo o valor de p=0,0289 e p=0,02 

respectivamente (Figura 14). 
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Figura 12. Análise funcional das diferentes subpopulações de linfócitos T frente 
ao Mycobaterium leprae (ML). Linfócitos T CD4+ (gráfico superior) e CD8+ (gráfico 
inferior) naïve (TNAÏVE), efetores (TEF), de memória central (TCM) e de memória efetora 
(TEM) produtores de IL-10 em PBMC de pacientes e voluntários sadios (VS) em 
culturas não estimuladas (UNS), estimuladas por M. leprae (ML) e estimuladas com 
enterotoxina de Staphylococcus aureus (SEB). Análises feitas por citometria de fluxo. 
Os experimentos foram realizados nos grupos ENL (n=10), LL (n=10) e VS (n=10). O 
teste Mann-Whitney foi usado para análise estatística, onde *p<0.05, **p<0.01 e 
***p<0,001. As caixas, a linha horizontal e as barras verticais representam a mediana 
das frequências e a distribuição dos intervalos de cada grupo avaliado.
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Figura 13. Análise funcional das diferentes subpopulações de linfócitos T 
frente ao Mycobaterium leprae (ML). Frequência de linfócitos T CD4+ (gráfico 
superior) e CD8+ (gáfico inferior) naïve (TNAÏVE), efetores (TEF), de memória central 

(TCM) e de memória efetora (TEM) produtores de IFN- em PBMC de pacientes e 
voluntários sadios (VS) em culturas não estimuladas (UNS), estimuladas por M. 
leprae (ML) e estimuladas com enterotoxina de Staphylococcus aureus (SEB). 
Análises feitas por citometria de fluxo. Os experimentos foram realizados nos 
grupos ENL (n=10), LL (n=10) e VS (n=10). O teste Mann-Whitney foi usado para 
análise estatística, onde *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0,001. Nas caixas, a linha 
horizontal e as barras verticais representam a mediana das frequências e a 
distribuição dos intervalos de cada grupo avaliado. 
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Figura 14. Análise funcional das diferentes subpopulações de linfócitos T 
frente ao Mycobaterium leprae (ML). Linfócitos T CD4+ (gráfico superior) e 
CD8+ (gráfico inferior) naïve (TNAÏVE), efetores (TEF), de memória central (TCM) e de 
memória efetora (TEM) produtores de TNF em PBMC de pacientes e voluntários 
sadios (VS) em culturas não estimuladas (UNS), estimuladas por M. leprae (ML) e 
estimuladas com enterotoxina de Staphylococcus aureus (SEB). Análises feitas 
por citometria de fluxo.  Os experimentos foram realizados nos grupos ENL (n=10), 
LL (n=10) e VS (n=10). O teste Mann-Whitney foi usado para análise estatística, 
onde *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0,001. As caixas, a linha horizontal e as barras 
verticais representam a mediana das frequências e a distribuição dos intervalos de 
cada grupo avaliado. 
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5.4 – Avaliação da expressão dos genes de fatores de transcrição 

associados à diferenciação dos Linfócitos T virgens.  

 

Para avaliar a expressão dos genes dos fatores de transcrição 

responsáveis pela diferenciação de linfócitos T (STAT3, STAT4, STAT6, TBX21, 

RORC, FOXP3 e GATA3) foi realizado PCR quantitativo em tempo real a partir de 

cDNA obtido a partir de mRNA extraído do sangue periférico dos indivíduos. 

Utilizamos a dupla de genes STAT4/TBX21 para identificar o perfil Th1, 

STAT6/GATA3 para Th2, STAT3/RORC para Th17 e STAT3/FOXP3 para Treg.  

Como se pode observar na Figura 15, a expressão do gene TBX21 

encontra-se significativamente diminuída no grupo ENL em comparação com os 

pacientes LL não reacionais (p=0,0015) e os voluntários sadios (p<0,0001). Em 

conjunto com a expressão do TBX21, foi avaliada a expressão de STAT4, foram 

observados resultados similares aos do TBX21; novamente, os pacientes em ENL 

apresentaram menor expressão deste gene quando comparado aos demais 

grupos, a saber, LL não reacionais (p=0,0457) e voluntários sadios de área 

endêmica (p=0,0204). Estes resultados corroboram com nossos achados que 

indicam uma menor frequência de linfócitos T CD8+ produtores de IFN- nos 

pacientes em ENL, uma vez que Tbet, a proteína codificada pelo gene TBX21, 

induz a transcrição do gene do IFN-. 

Os outros conjuntos de fatores de transcrição relacionados à diferenciação 

dos linfócitos T não se mostraram significativamente diferentes nos pacientes 

lepromatosos reacionais ou não. De forma geral, a expressão dos genes RORC e 

FOXP3 foi baixa em todos os grupos estudados, com diferença significativa entre 

a expressão do gene RORC entre o grupo ENL e voluntários sadios, no qual o 

grupo de pacientes apresentou menor expressão deste gene, sendo p=0,0228 

para esta comparação.  
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Figura 15. Avaliação da expressão de genes de fatores de transcrição que induzem a 
diferenciação de linfócitos T nos grupos de pacientes LL com e sem ENL, e 
voluntários sadios de área endêmica (VS) por qRT-PCR. (A) STAT4/TBX21, (B) 
STAT6/GATA3, (C) STAT3/RORC, e (D) STAT3/FOXP3. Os resultados estão 
representados por 2 

-∆Ct
 (sendo ∆Ct a diferença entre o Ct do gene constitutivo e o gene de 

interesse) de experimentos independentes de 15 pacientes ENL, 12 pacientes LL e 10 VS, 
em que *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 (teste Mann-Whitney). 

5.5 - Correlação entre a frequência entre os linfócitos T produtores de 

citocinas e o índice baciloscópico dos pacientes LL em ENL. 

A fim de correlacionar os dados clínicos com os achados deste projeto, 

procuramos associações entre o índice bacilar dos pacientes e nossos resultados 

acerca dos linfócitos T. A frequência de células produtoras de citocinas pelas 

subpopulações de linfócitos T (anteriormente mostradas nas figuras 12, 13 e 14) 

foi correlacionada com o IB dos pacientes (descritos na tabela 1). Foi observada 

uma correlação significativa entre a frequência de linfócitos T CD4+ produtores de 

IFN-, TNF e IL-10 e o índice baciloscópico (IB) dos pacientes LL em ENL. 
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Observamos coeficiente de correlação positivo (r>0) entre a frequência de 

linfócitos T CD3+/CD4+/IFN-+, bem como CD3+/CD4+/TNF+, e o índice 

baciloscópico dos pacientes ENL, ou seja, à medida que o IB aumenta, também 

se observa um aumento na frequência destas células produtoras de citocinas 

(Figura 16). Em contraste, foi verificado um coeficiente de correlação negativo 

(r<0) entre a frequência linfócitos T CD3+/CD4+/IL-10+ e o IB no grupo ENL. 

Neste caso, quanto maior o IB do paciente, menor foi a frequência de linfócitos T 

CD4+ produtores de IL-10 (r = -0,817, p=0,005) (Figura 16).  O mesmo não foi 

observado entre a frequência das diferentes subpopulações de CD8+ produtores 

de citocinas e o IB dos pacientes ENL estudados (dados não mostrados). 

Figura 16. Correlação o índice baciloscópico e a frequência de linfócitos T CD4+ produtores 

das citocinas IL-10 (A), TNF (B) e IFN-(C) em pacientes LL reacionais.  Dados pareados de 
10 pacientes LL em ENL e cada ponto representa um indivíduo. As linhas tracejadas mostram os 
intervalos de confidência em 95% e os coeficientes de correlação são mostrados nas retas 
(valores de r) e o nível de significância também é mostrado (valores de p). Análise realizada pelo 
método de Spearman. 
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6 DISCUSSÃO 

As reações fogem aos padrões das formas clínicas da hanseníase, e o 

entendimento de todos os seus aspectos continua sendo um desafio. 

Provavelmente, a partir de variações genéticas em pacientes reacionais a 

modulação funcional de linfócitos T desencadeada pelos componentes do M. 

leprae - principalmente após o início do tratamento poliquimioterápico e destruição 

maciça de bacilos - pode provocar liberação de antígenos e desencadear um shift 

na resposta imune celular dos pacientes, determinando o tipo e a intensidade dos 

episódios reacionais (Moraes et al., 2006; Schuring et al., 2009; Berrington et al., 

2010; Sauer et al., 2016; Oliveira et al., 2016). 

Nesse contexto, destaca-se o ENL, que é a complicação mais frequente da 

hanseníase lepromatosa – cerca de metade dos pacientes desta forma da doença 

desenvolve esta reação e causa de sequelas importantes, uma vez que sua 

manifestação é sistêmica e pode provocar lesões em vários órgãos, como por 

exemplo, distúrbios de coagulação e insuficiência renal, podendo levar o paciente 

à óbito (Nery et al., 1998).  Assim como a reação reversa, o ENL é causado por 

uma alteração transitória da resposta imune do hospedeiro ao M. leprae (Cuevas 

et al., 2007). Ademais, uma parte dos pacientes lepromatosos desenvolve mais 

de um episódio de ENL, exigindo o uso de fármacos imunossupressores potentes, 

dentre os quais a predinisona e a talidomida. Entretanto, esta droga apresenta um 

desafio, que é a geração de efeitos teratogênicos já bastante discutidos na 

literatura e, por essa razão, evita-se administrá-la em mulheres em idade fértil 

(Sampaio et al., 1993). Ainda não se sabe exatamente o impacto econômico 

gerado pelo ENL, contudo, este deve ser bastante considerável, pois, a reação 

inflamatória aguda que caracteriza o ENL leva a lesões graves nos nervos 

periféricos, provocando incapacidades que, muitas vezes, são irreversíveis (White 

& Franco-Paredes, 2015; Kaur & Van-Brakel, 2002). Sendo assim, estudos como 

este, em torno dos mecanismos imunológicos que precedem o desencadeamento 

do ENL, fazem-se imprescindíveis, pois podem contribuir na detecção de 

moléculas biomarcadoras da reação e posterior manejo clínico adequado, o que 

pode diminuir a morbidade deste episódio reacional.  

 Dessa forma, este estudo, que envolveu uma coorte de 49 indivíduos, 

aprofundou os conhecimentos acerca da participação dos linfócitos T e suas 
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subpopulações na imunopatologia do ENL. Não há ainda uma evidência 

conclusiva sobre quais alterações fisiológicas desencadeiam o ENL, entretanto, 

há indícios que alterações hormonais, como lactação, gravidez, menopausa e 

puberdade podem estar relacionadas, além de outros fatores relacionados ao 

sistema imune do indivíduo, como coinfecções e vacinação (Pfaltzgraff & Ramu, 

1994). Não há indicativos também que o sexo influencie o desenvolvimento do 

ENL ou da hanseníase propriamente dita. Entretanto, é digno de nota que cerca 

de três-quartos dos pacientes estudados neste trabalho eram homens e a mesma 

proporção apresentou ENL. 

Diversos estudos demonstram que o índice baciloscópico é um fator de 

risco para o ENL, quanto maior o IB maior é a chance do episódio reacional 

ocorrer. Análise de dados feitas por Manandhar e colaboradores (Manandhar  et 

al., 1999) mostrou que pacientes com IB ≥ 4 apresentam risco 39% maior de 

desenvolver o ENL quando comparados a pacientes com IB inferior. Os pacientes 

analisados por este estudo apresentaram IB médio de 4,9 no momento do 

diagnóstico, quando ainda não haviam começado a PQT, sendo enquadrados no 

grupo de alto risco de desenvolver ENL. Houve uma queda de cerca de 18% no 

IB dos pacientes entre o diagnóstico e o momento em que desenvolveram o ENL, 

sendo a variação média de 4,78 (após o diagnóstico e imediatamente antes do 

início da PQT) para 3,93 (no desencadeamento do ENL e imediatamente antes do 

tratamento específico da reação). Outros estudos já verificaram esta queda, que 

está associada à eliminação do bacilo durante a PQT. Estudos também 

mostraram que com a introdução da PQT pela OMS, a incidência de casos do 

ENL foi reduzida (Voorend & Post, 2013). Em nosso estudo, a maior parte dos 

pacientes em ENL (58%) já tinham finalizado a PQT quando desenvolveram o 

ENL e, em alguns casos, mais de um ano depois do fim da PQT. Além disso, 

alguns pacientes já chegavam ao atendimento ambulatorial com sinais e sintomas 

clínicos do ENL, o que não é uma surpresa, visto que as reações podem ocorrer 

mesmo antes do início do tratamento poliquimioterápico (Voorend & Post, 2013). 

 Com o intuito de avaliar as perdas neurológicas causadas pela hanseníase, 

o Ministério da Saúde desenvolveu uma escala que varia de 0 a 2 para definir o 

grau de incapacidade dos pacientes, que acaba sendo agravado durante as 

reações, como o ENL, fato também observado neste trabalho. Quase metade dos 

pacientes em ENL aqui estudados já apresentavam perdas neurológicas 
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importantes, de acordo com avaliação feita quanto ao grau de incapacidade. Uma 

das possíveis explicações para tal achado pode ser a demora do indivíduo em 

procurar atendimento médico, uma vez que a doença tem um curso insipiente e 

dificuldade de diagnóstico precoce. Entretanto, devido às manifestações 

sistêmicas do ENL, especialmente mal estar geral e febre, os indivíduos acabam 

por procurar atendimento médico com o ENL já instalado. De acordo com os 

objetivos de nosso estudo, foram selecionados apenas pacientes cuja 

sintomatologia reacional havia iniciado em 24 horas ou menos.   

Poucos estudos descrevem dados demográficos da população estudada, e 

muito menos indicam a gravidade do episódio reacional com base na clínica do 

paciente. Este procedimento realmente é complexo, devido às dificuldades de 

acesso aos dados clínicos dos pacientes no ambiente ambulatorial (Voorend & 

Post, 2013) e, também, à característica sistêmica do ENL, em que várias 

alterações podem acontecer, tornando a manifestação mais grave em alguns 

casos e menos em outros. Sendo assim, com o auxílio da bioinformática, pode ser 

construído um algoritmo com base nas manifestações clínicas dos pacientes a fim 

de se classificar a severidade do quadro de ENL do paciente em questão, fazendo 

com que os dados imunofisiológicos dos pacientes sejam cruzados com o 

resultado do algoritmo a fim de se detectar possíveis pré-disposições ou mesmo a 

origem do grau de severidade do ENL.  

 O primeiro passo a fim de caracterizar a participação de subpopulações de 

linfócitos T na patologia do ENL foi avaliar as frequências de linfócitos T CD4+ e 

CD8+. Os pacientes LL apresentaram uma razão da frequência CD4/CD8 2:1, ou 

seja, em média havia o dobro de linfócitos TCD4+ em relação aos CD8+ no 

sangue periférico destes pacientes. Os pacientes LL que entravam em reação não 

tinham a razão CD4/CD8 2:1 alterada. Contudo, diferente do que observamos nos 

pacientes, os voluntários sadios apresentaram a razão CD4/CD8 1:1, fato que nos 

surpreendeu. É importante frizar que neste grupo (VS) não foram incluídos 

indivíduos com doenças infecciosas ou autoimunes conhecidas ou que faziam uso 

de fármacos imunomoduladores. Além disso, os VS tiveram a frequência dos 

linfócitos T totais, tanto CD4+ quanto CD8+, alteradas após o estímulo in vitro 

com M. leprae. No grupo em questão, houve o aumento das frequências de 

linfócitos T CD4+ e CD8+, porém, a razão CD4/CD8 permaneceu a mesma. Já 

com relação aos pacientes, a presença do M. leprae na cultura não gerou 
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alterações na frequência de linfócitos T totais, sejam os CD4 ou CD8. É possível 

que este fato se deva a alta carga bacilar que esses pacientes já apresentavam, 

tornando o estímulo com o antígeno do M. leprae in vitro irrelevante.  

A análise ex vivo das subpopulações de linfócitos T revelou que os 

pacientes em ENL apresentam uma maior frequência de células de memória, 

tanto central quanto efetora, seja para os linfócitos T CD4+ ou CD8+. Isto pode ter 

ocorrido devido à exposição de novos antígenos do M. leprae, causado pela 

intensa fragmentação dos bacilos durante a PQT. Essa hipótese ganha força a 

partir do fato de que os pacientes LL não reacionais inseridos neste estudo não 

tinham iniciado o tratamento poliquimioterápico ainda. Em contrapartida, os 

pacientes LL não reacionais apresentaram uma maior frequência de linfócitos T 

CD4+ efetores quando comparados aos pacientes em ENL. Nossos dados vão de 

encontro aos de Axelsson-Robertson e colaboradores que mostraram diminuição 

progressiva de linfócitos T CD8+ de memória central (CD45RA-/CCR7+) durante 

o tratamento de pacientes com a forma ativa da tuberculose (Axelsson-Robertson 

et al., 2015).  Além disso, outro estudo mostrou que pacientes com quadros 

agudizados de tuberculose, apresentavam significativa redução na frequência de 

linfócitos T CD8+ efetores (CD45RA+/CCR7-) antes ou durante o tratamento, 

quando comparados aos indivíduos diagnosticados com infecção latente, o que 

sugere a importância desta subpopulação na resistência ao M. tuberculosis 

(Caccamo et al., 2009). 

 Na análise in vitro, após o estímulo do M. leprae em cultura, o padrão da 

frequência das quatro subpopulações estudadas se manteve e, novamente, o fato 

marcante foi a alta frequência de células de memória nos pacientes com ENL. 

Estudo recente mostrou que pacientes com ENL, quando comparados aos 

pacientes LL não reacionais, apresentam altos níveis séricos de IL-7 (Stefani et 

al., 2009), citocina, produzida essencialmente por fibroblastos e células do 

estroma da medula óssea, de grande importância para a sobrevivência dos 

linfócitos T de memória. Ademais, a IL-7 ativa o fator de transcrição STAT5 que 

está relacionado à expressão de moléculas antiapoptóticas, como a Bcl-2 (Surh et 

al., 2006). Os altos níveis desta citocina durante o ENL revela a importância da 

homeostase das células de memória durante este episódio reacional. Um 

importante trabalho utilizando modelo experimental de infecção com vírus do 

herpes simplex na pele de camundongos revelou que linfócitos TEM são ativados 
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e, mesmo após a retirada do estímulo antigênico, essas células podem residir 

permanentemente nos tecidos periféricos (Gebhardt et al., 2009). Este fato pode, 

em parte, ajudar a explicar a ocorrência do ENL mesmo após o fim do tratamento 

(mantendo-se em mente que a maior parte dos indivíduos ENL por nós estudados 

já tinham finalizado a PQT), bem como a incidência de vários episódios 

sucessivos de ENL. Porém, faz-se necessário ainda compreender que fatores 

levam a reativação destas células de memória efetora e, para tal, estudos 

longitudinais com pacientes lepromatosos fazem parte de nossos objetivos 

futuros.  

 Ainda em relação às subpopulações de linfócitos T, os voluntários sadios 

de área endêmica apresentam uma maior frequência de células efetoras quando 

comparados aos grupos de pacientes hansênicos, especialmente no caso dos 

linfócitos T CD4+ respondedores ao M. leprae. Diferentemente dos pacientes 

lepromatosos aqui estudados, o grupo VS apresentou maior frequência de células 

efetoras em resposta ao M. leprae. De fato, dados do nosso laboratório, ainda não 

publicados, revelaram que os voluntários sadios apresentam proliferação de 

linfócitos T CD4+ e CD8+, medido pela incorporação de CFSE - 

Carboxifluoresceína succinimidil éster - em cultura de 5 dias, muito superior aos 

pacientes LL reacionais ou não na presença do estímulo do M. leprae (dados não 

mostrados). Tomados em conjunto, esses achados corroboram a 

hiporesponsividade ou mesmo a anergia de linfócitos T no polo lepromatoso da 

doença, já amplamente discutida por vários autores (Lockwood & Suneetha, 2005; 

Chaduvula et al., 2012).  

Tradicionalmente, caracterizava-se o espectro clínico da hanseníase 

mediante a dicotomia TH1 versus TH2 (Modlin, 2002), entretanto, não se pode 

excluir a participação de outras subpopulações de linfócitos T na imunopatologia 

da doença. Como exemplo, foi comprovado que a presença de IL-6 e TGF- 

direcionam a diferenciação de células TH17 pela ativação do gene RORC 

(Steinman, 2007), contudo, apesar da grande produção de TGF- na forma 

lepromatosa da doença (Bwire & Kawuma, 1993) e ainda, que na patologia do 

ENL se verifique um aumento da produção de IL-6, nossas análises feitas durante 

o desenrolar deste projeto não identificaram uma diferença significativa na 

expressão de RORC entre o grupo de pacientes LL e o de pacientes com ENL. Já 

foi mostrado que o TGF- é uma citocina multifuncional, e sua ação depende da 
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relação entre sua concentração e a presença de outras citocinas no mesmo 

microambiente, podendo apresentar tanto efeitos pró- e anti-inflamatórios (Omer 

et al., 2000).  

É possível que haja uma correlação entre a recuperação do paciente 

durante o tratamento do ENL, especialmente pelo uso da talidomida e o aumento 

da produção de IFN-Além de outras citocinas próprias do perfil TH1, outros 

autores, como Shannon e Haslett, demonstraram a capacidade da talidomida em 

estimular a diferenciação dos linfócitos T virgem em células TH1 (Shannon & 

Sandoval, 1995; Haslett et al., 1998). Como verificado no nosso trabalho, os 

pacientes lepromatosos em reação do tipo Icom ENL apresentaram uma redução 

na freqüência de linfócitos T produtores de IFN-, especialmente os CD8+, em 

relação aos pacientes LL não reacionais. Possivelmente, a queda da resposta 

TH1, que já é baixa no polo lepromatoso da doença, esteja associada à 

patogênese do ENL, visto que um dos prováveis efeitos da talidomida no 

organismo seja o aumento da produção de citocinas do perfil TH1. 

A redução na frequência de linfócitos T produtores de IFN- verificada por 

meio da citometria de fluxo multiparamétrica, foi confirmada pela análise dos 

fatores de transcrição envolvidos na diferenciação dos linfócitos T virgens, 

quantificados pela técnica da PCR em tempo real. A análise mostrou que no 

grupo de pacientes com ENL observamos uma diminuição significativa na 

expressão de genes associados à diferenciação para o perfil TH1, que são os 

genes STAT4 e TBX21, estando de acordo com os achados da frequência de 

subpopulações produtoras de citocina analisadas por citometria. Sendo assim, a 

contribuição do IFN- no desencadeamento do ENL tornou-se mais sólida. Além 

disso, no grupo grupo de pacientes em ENL, os linfócitos T naïve e de memória 

central produtores de IL-10, tanto os CD4+ quanto os CD8+, estavam 

significativamente aumentados, quando compados com as mesmas 

subpopulações dos pacientes LL não reacionais. Este achado reforça a tese de 

que no desencadeamento do ENL haja uma modulação negativa do perfil TH1, 

verificado pela queda da produção de IFN- e da expressão de STAT4 e TBX21. 

As células produtoras de IL-10, como as TH2, têm a propriedade de suprimir a 

diferenciação de TH1, pois a expressão de GATA3 inibe a transcrição do gene 

RUNX3, reduzindo a proporção de células TH1, o que pode acontecer no ENL 

(Pham et al., 2012). 
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 As novas informações trazidas por este trabalho, acerca da frequência de 

linfócitos T produtores de IFN- na hanseníase lepromatosa, parecem estar em 

desacordo com os tradicionais dados da literatura que demonstram a escassa 

produção de IFN- por pacientes desse polo da doença, tanto no que concerne 

aos níveis séricos desta citocina, quanto in vitro, em sobrenadantes de cultura de 

PBMC em resposta ao M. leprae. (Nogueira et al., 1983; Madan et al., 2011). 

Portanto, é imprescindível ressaltar que os dados deste trabalho dizem respeito 

exclusivamente às subpopulações de linfócitos T estudadas e, sendo assim, pode 

contribuir efetivamente para os conhecimentos sobre a participação deste 

conjunto de células não só nos pacientes LL não reacionais, mas também no 

desencadeamento do ENL. 

O aumento da frequência de células produtoras de IL-10 na imunopatologia 

do ENL necessita de maiores investigações. Uma subpopulação que pode 

participar do desencadeamento da reação é a de células Treg, que apresentam 

inúmeros mecanismos de supressão da resposta imune, como a expressão de 

CTLA-4, ICOS, bem como a produção de IL-10 (Sakaguchi et al., 2010). 

Entretanto, no presente trabalho, não foi vista diferença significativa na expressão 

de FOXP3 no sangue periférico entre os pacientes LL com e sem ENL. Sendo 

assim, uma maior investigação dos mecanismos de ação das Treg no 

desencadeamento do ENL se faz necessária e é objeto de projeto de pesquisa 

em fase inicial em nosso laboratório.  

Além disso, é interessante avaliar a participação das células Tr1, que são 

linfócitos TCD4+ que não expressam FOXP3, porém, apresentam atividade 

funcional reguladora, pelo fato de se serem eficientes na produção de IL-10 

(Roncarolo et al., 2006). Uma possibilidade é que as células Tr1 podem ser as 

principais produtoras de IL-10 no ENL. Chevalier e colaboradores, em um estudo 

longitudinal prospectivo utilizando PBMC de pacientes infectados pelo HIV 

identificaram as células Tr1 como as principais produtoras de IL-10 no curso da 

infecção primária pelo vírus, superando as Treg na produção de IL-10. Assim, 

segundo os autores, as células Tr1 demonstraram ter um papel benéfico de 

controle da resposta imune no contexto da infecção primária pelo HIV (Chevalier  

et al., 2015).  

Além do IFN- e da IL-10, outra citocina chave na patogênese do ENL é o 

TNF. Tanto na reação tipo I quanto na do tipo II já foi verificado o aumento desta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chevalier%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25281758
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citocina (Sarno et al., 1991; Lockwood et al., 2011). Um trabalho do nosso grupo 

evidenciou o aumento da expressão do mRNA de TNF na lesão de pele de 

pacientes reacionais (Teles et al., 2002), e em outro foi mostrado a presença 

aumentada da própria proteína nas lesões de pele de pacientes também em 

reação (Lockwood et al., 2011). Não obstante, também foi comprovada que a 

melhora do paciente está relacionada a diminuição da produção de TNF durante o 

tratamento com a talidomida (Sampaio et al., 1993). Possivelmente, a talidomida 

apresente outros mecanismos de ação, além da redução dos níveis séricos de 

TNF, que possam ser relacionados com a melhora clínica do paciente. Em 

trabalho in vitro, Moreira e colaboradores mostraram que a prednisona é mais 

eficiente na redução dos níveis de TNF que a talidomida, entretanto, os pacientes 

com ENL tratados com predinisona não apresentam melhora clínica semelhante à 

talidomida (Moreira et al., 1998). A talidomida age diminuindo a meia-vida do 

mRNA do TNF, reduzindo o processo de tradução da citocina (Moreira et al., 

1993). Sendo, assim, não se pode excluir que a talidomida atue em outras vias 

imunológicas, como, por exemplo, no aumento da produção de IFN- citada 

anteriormente. 

Em nosso estudo foi possível verificar a contribuição dos linfócitos T 

produtores de TNF durante o ENL e nossos achados mostraram que os linfócitos 

T CD8+ são mais frequentes quanto à produção de TNF quando comparados aos 

CD4+. Além disso, os linfócitos T CD8+/TNF+ de memória efetora do grupo com 

ENL foram mais frequentes, sendo que essa mesma subpopulação foi muito 

menos frequente nos pacientes LL não reacionais. Somado a isto, os pacientes 

com ENL apresentam uma frequência bastante elevada de linfócitos T de 

memória quando comparados aos LL. Este fato pode maximizar a produção de 

TNF, que, sabidamente, está ligado tanto às lesões teciduais quanto às 

manifestações sistêmicas do ENL (Sarno et al., 1991). Portanto, o aumento da 

frequência de linfócitos T CD8+ de memória efetora produtores de TNF pode ser 

uma das principais alterações imunológicas associadas ao desencadeamento do 

ENL. Sendo assim, no futuro, a análise da frequência da subpopulação linfócitos 

T CD8+ de memória efetora produtores de TNF pode contribuir para o diagnóstico 

precoce do ENL, desde que possamos coletar o sangue periférico do paciente 

ainda nos pródomos da reação. Dessa forma, poderemos contribuir para a 

redução da morbidade desta complicação da hanseníase lepromatosa.  
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Com o propósito de correlacionar dados clínicos dos pacientes com os 

achados deste trabalho, foram feitas curvas de correlação contrapondo dados 

laboratoriais e clínicos. Inicialmente, nossas análises mostraram que não houve 

correlação entre o número de doses da PQT e a frequência das células T de 

memória produtoras de citocinas pró-inflamatórias no desencadeamento do ENL 

(dados não mostrados). Entretanto, como já mencionado anteriormente, grande 

parte dos pacientes com ENL inseridos neste estudo já havia finalizado o 

tratamento poliquimioterápico. Assim, ao cruzarmos os dados do IB dos pacientes 

com a frequência de linfócitos T produtores das três citocinas estudadas (TNF, 

IFN- e IL-10), surpreendentemente não houve correlação significativa entre os 

linfócitos T CD8+ produtores de citocinas e o IB dos pacientes. De fato, quando 

analisadas por citometria de fluxo multiparamétrica, essas células eram as 

principais produtoras de citocinas nos pacientes do grupo ENL.  

Contudo, a correlação foi estatisticamente significativa quando o IB dos 

pacientes em ENL foi correlacionado com a frequência de linfócitos T CD4+ 

produtores de citocinas, indicando que quanto maior o IB do paciente, maior 

também é a frequência linfócitos T CD4+ produtores de IFN- e TNF, sendo a 

correlação negativa (r<0) para a citocina IL-10, ou seja, os dados do IB são 

inversamente proporcionais a freqüência de linfócitos T CD4+ produtores de IL-

10. Estes dados nos levam a hipotetizar que quanto maior o IB do paciente 

durante o ENL, maiores serão também os níveis das citocinas pró-inflamatórias, o 

que, possivelmente, pode levar a danos teciduais mais graves, além de gerar 

incapacidades físicas nos pacientes.  

Um trabalho recente do nosso grupo mostrou que há correlação positiva 

entre o IB e a frequência de linfócitos T de memória em pacientes lepromatosos 

que recidivaram, indicando que o IB e a frequência de linfócitos T de memória 

estavam correlacionados com o número de lesões de pele dos pacientes 

(Esquenazi et al., 2015). Esses dados de Esquenazi e colaboradores corroboram 

nossa hipótese de que o alto índice bacilar seja um fator de pré-disposição da 

ocorrência de episódios de ENL mais graves e que necessitem de maior controle, 

a fim de diminuir possíveis sequelas e incapacidades. 

Como foi discutido nesta dissertação, faz-se necessário compreender que 

alterações no status fisiológico dos pacientes estão associadas ao desbalanço 

imunológico responsável pelo desencadeamento do ENL. Uma alternativa seria a 
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coexistência de outros micro-organismos patogênicos e vírus infectando os 

pacientes com hanseníase. Já foi demonstrado que a reativação do herpes vírus 

(HSV), presente sob forma latente em muitos indivíduos, pode estar 

correlacionada com a patogênese de outras infecções virais, como as causadas 

pelo vírus de Epstein-Barr e o citomegalovírus (Prober, 2005; Dreyfus, 2013). 

Dessa forma, a reativação periódica do HSV, que está em interação constante 

com o genoma da célula hospedeira, poderia influenciar na resposta inflamatória 

do paciente lepromatoso, alterando o perfil de citocinas produzidas, por meio da 

produção de miRNAs e pela modulação de vias de expressão gênica, como a do 

NF-κB (Dreyfus, 2013). Sendo assim, a análise da microbiota dos pacientes, pode 

contribuir na elucidação dos fatores moleculares e celulares que estão associados 

à imunopatogênese do ENL. 
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7 CONCLUSÕES 

 O desencadeamento do ENL não influencia a razão entre as frequências 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ no sangue periférico, sendo a razão 2:1 

mantida em pacientes LL reacionais ou não. Logo, este achado não está 

associado à gênese do ENL. 

 

 A frequência das subpopulações de linfócitos T estudadas não foi alterada 

pelo estímulo in vitro com M. leprae. Contudo, na abertura do ENL ocorreu 

aumento significativo na frequência das subpopulações de memória dos 

linfócitos T CD4+ e CD8+. Sendo assim, os linfócitos T de memória podem 

ser a principal subpopulação de linfócitos T associados à gênese do ENL. 

 

 O aumento da frequência de linfócitos T CD8+ produtores de IL-10 em 

conjunto com a redução desta mesma subpopulação produtora de IFN-no 

desencadeamento do ENLlevando à redução da resposta imune TH1 neste 

episódio reacional.  

 

 Os pacientes LL que desenvolveram o ENL apresentaram uma redução na 

expressão dos fatores de transcrição STAT4 e TBX21, confirmando a 

redução da resposta TH1 neste episódio, associado à gênese da reação. 

 

 Os linfócitos T CD8+ de memória efetora compõem a principal 

subpopulação de linfócitos T produtores de TNF no ENL, podendo exercer 

um papel crucial nesta reação. 
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