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PAPEL DO NF-κκκκB E DA FAGOCITOSE DE CÉLULAS APOPTÓTICAS NA 
PATOGÊNESE DA HANSENÍASE 

 
RESUMO 

 
TESE DE DOUTORADO 

 

Tatiana de Oliveira Fulco 

 
Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o Mycobacterium leprae induz apoptose 
de monócitos humanos por uma via dependente de proteasoma. No presente trabalho nós 
demonstramos que o M. leprae induz a produção de TNFα e induz apoptose de monócitos por 
uma via dependente de NF-κB. A talidomida, utilizada no tratamento do Eritema Nodoso 
Hansênico, possui atividade anti-TNF por um mecanismo ainda não completamente elucidado. 
Nós demonstramos que a Talidomida suprime a produção de TNF por uma via dependente de 
p38 MAPK e NF-κB. O papel da remoção de células apoptóticas também foi avaliado. Apesar de 
macrófagos ativados pela via alternativa ou Mφ2 possuírem maior capacidade de associação 
com o M. leprae quando comparados a macrófagos ativados pela via clássica ou Mφ1, o 
estímulo com células apoptóticas levou ao aumento na associação do M. leprae em macrófagos 
Mφ1, mas não Mφ2. Esse aumento na associação do M. leprae com macrófagos Mφ1 
estimulados com células apoptóticas está associado ao aumento da expressão gênica de COX-2 
e elevados níveis de PGE2, IL-10 e TGF-β, com redução dos níveis de IL-6 e IL-15. Em conjunto, 
tais dados sugerem que na presença de células apoptóticas, macrófagos pró-inflamatórios 
estimulados com o M. leprae, desviam para um fenótipo antiinflamatório o que pode explicar o 
estabelecimento da infecção em pacientes com a forma tuberculóide da doença.  
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PAPEL DO NF-κκκκB E DA FAGOCITOSE DE CÉLULAS APOPTÓTICAS NA 
PATOGÊNESE DA HANSENÍASE 

 
ABSTRACT 

 
TESE DE DOUTORADO 

 

Tatiana de Oliveira Fulco 

 
 
Previous studies o four group revealed that Mycobacterium. leprae induces apoptosis of human 
monocytes by a proteasome-dependent pathway. In the present work we demonstrated that M. 
leprae induces TNFα and apoptosis by a NF-κB-dependent pathway. Thalidomide, drug used in 
treatment of erithema nodosum leprosum, has been described by its anti-TNFα activity although 
the mechanism is not fully understood. We demonstrated that thalidomide suppress TNFα 
production by p38 MAPK and NF-κB – dependent pathways. The role of apoptotic cell clearance 
was also evaluated. Although macrophages activated by alternative pathway or Mφ2 have 
increased phagocytic activity when compared to macrophages activated by classical pathway or 
Mφ1, apoptotic cell uptake increased the association of M. leprae with Mφ1 but not Mφ2. The 
increase in M. leprae association with apoptotic cell stimulated Mφ1 is associated with the 
increased COX-2 gene expression and higher levels of PGE2, IL-10 and TGF-β, with reduced 
levels of IL-6 and IL-15. Together, these data suggest that in the presence of apoptotic cells, M. 
leprae stimulated pro-inflammatory macrophages deviates to an anti-inflammatory phenotype that 
could explain the establishment of M. leprae infection in patients with the tuberculoid form of the 
disease. 
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INTRODUÇÃO 

1. Hanseníase 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica que afeta principalmente a pele e nervos 

periféricos [1]. A rota de transmissão da hanseníase ainda não está definitivamente comprovada, 

mas acredita-se que seja através das vias respiratórias, embora não seja descartada a 

possibilidade de infecção via lesões de pele. Os primeiros tecidos infectados pelo Mycobacterium 

leprae são sítios superficiais da pele e nervos devido à sua preferência por baixas temperaturas. 

Porém, órgãos internos podem ser afetados quando a enfermidade não é controlada [2]. A 

doença apresenta um longo período de incubação e as primeiras manifestações clínicas podem 

ocorrer entre dois a dez anos após a infecção. O M. leprae tem alta infectividade e baixa 

patogenicidade, isto é, infecta muitas pessoas, no entanto só poucas adoecem. Acredita-se que 

mais de 90% da população seja resistente à infecção pelo M. leprae e não apresente sintomas 

clinicamente detectáveis [3].  

2. Situação global da Hanseníase 

A hanseníase é a principal causa de incapacidade física permanente dentre as doenças 

infecto-contagiosas. A maneira mais eficaz de prevenir as complicações decorrentes da 

hanseníase se dá através do diagnóstico e tratamento precoce dos casos, antes de ocorrerem 

lesões nervosas.  A doença e as deformidades a ela associadas são responsáveis pelo estigma 

social e pela discriminação contra os pacientes e suas famílias em muitas sociedades. A 

erradicação da doença, porém, parece distante, pelo menos em alguns países. No Brasil, em 

2007, a doença teve taxa de incidência de 2,3 novos casos a cada 10 mil habitantes, bem abaixo 

dos 19,5 casos de 1990 e dos 4,52 casos de 2004, mas ainda quase três vezes maior que o 

índice aceito pela Organização Mundial da Saúde (OMS), de menos de um caso a cada 10 mil 
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habitantes. O país é responsável por 90% dos casos no continente americano e continua em 

primeiro lugar no ranking mundial de novos casos por 100 mil habitantes [4, 5].  

Hoje há no mundo aproximadamente 200 mil casos de hanseníase e 20 milhões de ex-

pacientes. Índia, Brasil, Madagascar, Moçambique, Nepal entre outros contribuem com 83% dos 

casos registrados e representam os países mais endêmicos do globo [6] (Tabela 1). No Brasil, os 

estados das regiões Norte, Centro-Oeste e Nordeste detêm o maior número de doentes. Em 

alguns municípios do estado do Maranhão e do Pará, os índices são alarmantes, chegando a 50 

casos para cada 10 mil habitantes [4].   

Desde 1985 quando a poliquimioterapia (PQT) foi introduzida observou-se uma redução 

significativa da prevalência da hanseníase, com cerca de 85% de cura em mais de 9 milhões de 

pacientes em todo o mundo. Em conjunto, mais de 14,5 milhões de pacientes foram curados 

através da poliquimioterapia (PQT) [5]. Apesar do número de novos casos globais ter diminuído 

4% durante 2007, em comparação a 2006, esse número ainda tem se mantido alto. Em 2007, 

foram registrados em todo o mundo 254.525 novos casos. A OMS tem atribuído esta 

persistência a vários fatores, como métodos mais avançados de diagnóstico, a alta transmissão 

em certas áreas onde existam pacientes assintomáticos, porém transmissores da doença, ou 

ainda, uma reincidência de casos tratados [5].  
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Tabela 1. Países mais endêmicos para a Hanseníase no mundo. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de WHO, 2008 [5] 

3. Biologia do Mycobacterium leprae 

O M. leprae, agente causador da hanseníase, é um patógeno intracelular obrigatório que 

infecta predominantemente macrófagos e células de Schwann [7]. Possui a forma de um 

bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8 micra de comprimento por 0,2 a 0,5 mícron 

de largura. Cora-se em vermelho pela fucsina e não se descora pela lavagem com álcool ácido, 

é, portanto, um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) [8]. É uma bactéria de crescimento lento, 

fazendo uma divisão binária a cada 12-14 dias [9].  

Compartilha com outras micobactérias características como a abundância de lipídios na 

forma de ácidos micólicos (ácidos graxos de elevado peso molecular) e lipoarabinomanana 

(LAM) em seu envelope celular. Além disso, mais externamente, estão localizados glicolipídieos, 

como o PGL1 (glicolipídeo fenólico-1), encontrado exclusivamente no M. leprae. Sua estrutura é 

composta de um trissacarídeo, fenol, fitiocerol e de ácido micoseossídico (Figura 1) [10]. Estudos 

anteriores já mostraram que o PGL1 pode ser encontrado em tecidos, no sangue circulante e na 

urina de doentes multibacilares. Além disso, ele também foi detectado em tatus infectados com o 
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M. leprae [11]. Este antígeno não apresenta reação cruzada com M. tuberculosis ou outras 

microbactérias e estimula uma potente resposta IgM que é proporcional a carga bacteriana nos 

pacientes [12]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 1: Modelo esquemático da parede celular do M. leprae. A membrana plasmática é 
recoberta por uma parede celular feita de peptideoglicano associada covalentemente a galactana 
por uma unidade de ligação de arabinogalactana. Por sua vez, três cadeias ramificadas de 
arabinana são ligadas à galactana. A camada de peptideoglicana-arabinogalactana forma a zona 
elétron-densa. Ácidos micólicos estão ligados no final da cadeia de arabinana para formar o 
folheto interno da bicamada lipídica. O folheto externo é formado por ácidos micólicos da 
trealose monomicolato (TMMs) e ácidos micocerosóicos de ftiocerol dimicocerosato (PDIMs) e 
glicolipídeo fenólico (PGLs) como indicado no esquema. A bicamada forma a zona elétron-
transparente. Uma cápsula composta basicamente de PGLs e outras moléculas como PDIMs, 
PIMs (fosfatidilinositol manosídeos) e PL (fosfolipídeos) rodeiam a bactéria. Lipoglicanas como 
PIMs, LM (lipomanana) e LAM, conhecidos por se ancorarem a membrana plasmática, também 
são encontrados na cápsula [13]. 

 

Desde sua descoberta em 1873 por Armauer Hansen todas as tentativas para cultivar 

este microorganismo falharam [14]. Entretanto, em 1962, foi demonstrado por Shepard que o 

coxim plantar de camundongos infectados com 103 a 104 bacilos promovia uma lesão localizada 
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de hanseníase durante 9 a 12 meses [15]. Outra fonte de M. leprae utilizada para estudos é o 

tatu nove bandas (Dasypus novencinctus). Ele permite o crescimento do bacilo de forma 

disseminada durante 18 a 24 meses comprometendo pele, nervos periféricos, medula óssea, 

fígado, baço, linfonodos, pulmões, meninges e olhos. Após a purificação os bacilos podem ser 

usados vivos por até uma semana ou letalmente irradiados [16]. 

O genoma do M. leprae foi completamente seqüenciado em 2001 e gerou grande 

expectativa sobre o conhecimento de sua funcionalidade na patogenia da hanseníase. Apenas 

49,5% do genoma do M. leprae (1605 genes) contêm genes que codificam proteínas sendo o 

restante constituído de pseudogenes ou genes degenerados [17]. Quando comparado ao M. 

tuberculosis percebe-se uma perda maciça de genes pelo M. leprae, o que poderia explicar o 

seu longo tempo de geração e sua incapacidade de multiplicação in vitro [13]. 

4. Formas clínicas da Hanseníase 

A hanseníase se manifesta segundo um espectro de formas clínicas resultante do grau 

de resposta imune celular desenvolvida por cada indivíduo contra o M. leprae. Portanto, a 

classificação correta dos pacientes é de extrema importância para determinar o tratamento 

adequado da doença. Existem dois principais sistemas utilizados para classificar os pacientes 

com hanseníase. De acordo com Ridley e Jopling (1966), os pacientes com hanseníase são 

classificados em cinco subgrupos (Figura 2) [18]. Em um pólo desse espectro clínico, são 

encontrados os pacientes tuberculóides, que, na maioria das vezes, desenvolvem apenas uma 

lesão, com pequeno número de bactérias. Estes pacientes apresentam baixos níveis de 

anticorpos específicos, mas resposta imune celular eficiente, que é responsável pela restrição do 

crescimento do patógeno. No outro pólo, os pacientes lepromatosos apresentam doença 

disseminada, com inúmeras lesões contendo um alto número de bactérias. Estes pacientes 

apresentam altos níveis de anticorpos e ausência de resposta imune celular. Além das formas 



6 
 

polares, existem formas intermediárias denominadas borderline: borderline tuberculóide (BT), 

borderline borderline (BB) e borderline lepromatosa (BL). Nestes casos, a resposta imune celular 

é maior de acordo com a proximidade ao pólo tuberculóide [6]. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2: Formas Clínicas da Hanseníase. Classificação segundo Ridley-Jopling. Relação 
entre carga bacteriana e imunidade celular nas diferentes formas da doença. A forma TT é 
considerada mais benigna, devido a uma eficiente resposta imune celular e reduzido número de 
bacilos. Os pacientes LL apresentam numerosos bacilos devido à resposta imune celular 
ausente. TT, paciente com a forma clínica tuberculóide; BT, “borderline-tuberculóide”; BB, 
“borderline-borderline”; BL, “borderline-lepromatoso”; LL “lepromatoso-lepromatoso”; ENL, 
eritema nodoso lepromatoso [19]. 

 

 A outra classificação bem mais simplificada tem como base o índice bacteriológico (IB) 

ou o número de lesões. São considerados pacientes paucibacilares (PB) aqueles com até cinco 

lesões ou IB=0 e multibacilares aqueles com mais de 6 lesões ou IB >0. Na classificação de 

Ridley e Jopling (1966), pacientes paucibacilares incluem pacientes TT e BT, enquanto pacientes 

multibacilares incluem pacientes BB, BL e LL [10; 18].  

A manifestação inicial da doença pode ser a forma clínica indeterminada (I), onde a 

resposta do hospedeiro é insuficientemente diferenciada para permitir classificação. Pode evoluir 

para cura espontânea ou desenvolver aspectos clínicos da doença estabelecida dentro do 
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espectro, dependendo da capacidade do indivíduo em montar uma resposta imune celular contra 

o M. leprae. A medida padrão da imunidade mediada por célula ao patógeno é a reação de 

Mitsuda (1953), uma reação de hipersensibilidade do tipo tardio, que é avaliada após uma 

injeção intradérmica de bacilos mortos aplicada nos pacientes, cuja duração é medida após 3 a 4 

semanas [20; 21]. O teste de Mitsuda é positivo quando forma-se infiltração nodular maior que 5 

mm de diâmetro ou quando o infiltrado ulcera. Isso indica certo grau de resistência à hanseníase, 

tanto mais pronunciado quanto mais intensa a resposta. O teste é Mitsuda negativo quando há 

ausência de reação, indicando resistência deficiente. Este teste pode indicar o prognóstico da 

doença uma vez que pessoas com Mitsuda positivo tendem a desenvolver a forma tuberculóde 

(TT) e pessoas com Mitsuda negativo têm maior probabilidade de desenvolver a forma clínica 

lepromatosa (LL), o pólo de extrema suscetibilidade ao M. leprae [22; 23].  

O tratamento dos pacientes com hanseníase é realizado com multidrogaterapia (MDT). 

Para pacientes multibacilares, cujo tratamento dura um ano, são utilizados Rifampicina (600 mg, 

uma dose por mês), Clofazimina (300 mg, uma dose por mês e 50 mg por dia) e Dapsona (100 

mg por dia). Para pacientes paucibacilares, somente Rifampicina e Dapsona são empregados 

por um período de seis meses [24].   

Outra característica marcante da hanseníase é o desenvolvimento de episódios 

reacionais. Estes episódios podem ser definidos como manifestações clínicas resultantes de 

alterações no balanço imunológico entre o hospedeiro e o agente infectante, M. leprae [6]. Esses 

episódios agudos, que afetam principalmente pele e nervos, são a principal causa de morbidade 

e incapacidade da função do nervo periférico. Os episódios reacionais podem se apresentar 

durante o curso natural da doença, durante o tratamento e até mesmo após a alta, quando o 

paciente é considerado curado [25]. Dois tipos de reações são conhecidos: a reação reversa 

(RR) ou reação tipo 1 que ocorre nos pacientes borderline, e o eritema nodoso leproso (ENL) ou 

reação tipo 2, que ocorre nos pacientes multibacilares [19, 26].  
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Clinicamente, a reação reversa se manifesta por um aumento do processo inflamatório 

nas lesões de pele, nervo ou ambas, bem como pelo aparecimento de novas lesões [27]. Edema 

nas mãos, pés e face também podem ser uma característica da reação, mas sintomas 

sistêmicos, como febre, são incomuns. O aumento do processo inflamatório nos nervos 

compromete a função nervosa, e se não for tratada rápida e adequadamente leva à perda 

permanente dessa função causando neuropatia periférica sensorial e motora. A reação reversa é 

frequentemente recorrente, e isso pode conduzir a um maior dano nervoso [28]. Além disso, há 

um aumento do número de receptores de IL-2 nas biópsias de pacientes com RR, assim como 

dos níveis de mRNA de IL-1β, TNFα, IL-2 e IFNγ. Entretanto, há um decréscimo dos níveis de 

outras citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-10, dando suporte à hipótese de aumento de resposta 

imune mediada por células [29;30]. 

O eritema nodoso leproso (ENL) ou reação tipo 2 é uma complicação imunológica da 

hanseníase que acomete cerca de 50% dos pacientes lepromatosos e 10% dos pacientes 

borderline lepromatosos [31]. O risco de se desenvolver o ENL é maior quanto maior for o índice 

bacteriano (IB) e o infiltrado inflamatório presente na lesão [32]. As lesões cutâneas podem 

apresentar-se como eritematosas, pápulas ou nódulos que podem ser superficiais ou profundos. 

Clinicamente, o ENL é caracterizado por sintomas sistêmicos, como febre alta, mal estar, edema 

da face, mãos e pés [33]. A neurite também pode ser observada nesses pacientes, porém, é 

muito mais branda do que o observado na reação reversa. Tem sido mostrado que, durante o 

ENL, há um aumento seletivo na expressão de mRNA de IL-6, IL-8 e IL-10 nas biópsias, assim 

como aumento dos níveis secretados de citocinas como TNF-α, IL-12p70 e IL-12p40 em  

pacientes com ENL [29; 34; 35], assim como células presentes nas lesões dos pacientes com 

ENL expressando receptores para IL-2 (IL-2R) e HLA-DR [36]. 

A ocorrência dos episódios reacionais é considerada uma emergência clínica e o 

tratamento antiinflamatório precisa ser prontamente iniciado. Pacientes com RR são tratados 
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com esteróides (Prednisona a 1,0 mg/kg), enquanto pacientes ENL são tratados 

preferencialmente com Talidomida (300 mg/dia) ou Pentoxifilina (400 mg de 8 em 8 horas), 

associada ou não a esteróides [37, 38]. 

5. Talidomida e mecanismo anti-TNF 

A Talidomida chegou ao mercado pela primeira vez na Alemanha em 1 de outubro de 

1957. Foi comercializada como sedativo e hipnótico com poucos efeitos colaterais [39]. Esse 

fármaco foi tão bem aceito que começou a ser utilizado para combater os enjôos matinais 

provocados pela gravidez [40]. No final da década de 50, uma das empresas que 

comercializavam a Talidomida começou a receber notificações de neuropatia periférica traduzida 

por intensas câimbras, fraqueza muscular e perda da coordenação motora pelos indivíduos que 

haviam utilizado o fármaco, porém, mesmo assim essa droga continuou a ser vendida no 

mercado [39]. Na década de 60, a Talidomida começou a ser investigada e associada a 

neuropatias e má-formação em crianças recém-nascidas sendo retirada do mercado em 

1961[41].  

Em 1998, a Talidomida ressurge com um novo propósito devido à sua atividade 

antiinflamatória e imunomoduladora. Ela está sendo utilizada no tratamento de algumas 

neoplasias, por suas propriedades antiangiogênicas, como imunossupressor no tratamento de 

pacientes submetidos a transplantes renais e de medula e, no tratamento de artrite reumatóide, 

tuberculose crônica e doença de Crohn [42]. No Brasil, a Talidomida está sendo utilizada em três 

programas do Governo Federal (DST/AIDS, Tuberculose/TB e Hanseniase), fazendo parte dos 

insumos do Ministério da Saúde, porém o seu uso é extremamente restrito e controlado, devido à 

Portaria Número 354 de 15 de agosto de 1997. 

A primeira indicação que a Talidomida poderia ser utilizada na hanseníase foi em 1965 

quando um pesquisador israelita prescreveu essa droga como sedativo a pacientes com eritema 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Alemanha
http://pt.wikipedia.org/wiki/1_de_outubro
http://pt.wikipedia.org/wiki/1957
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sedativo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hipn%C3%B3tico
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nodoso leproso (ENL) que sofriam de insônia. Ele observou uma rápida melhora nos sintomas 

relacionados ao ENL [43].  Estudos posteriores confirmaram esses achados e desde então a 

talidomida é a droga de escolha no tratamento do ENL [44].  

A Talidomida não possui efeito bactericida ou bacteriostático sobre o M. leprae. Embora 

nenhum estudo tenha sido realizado com essa micobactéria, trabalhos realizados com outras 

bactérias não demonstraram nenhum efeito antimicrobiano [45]. A ação benéfica da talidomida 

no tratamento ENL se dá através da modulação dos níveis da citocina pro-inflamatória TNFα 

[46]. Os sintomas clínicos do ENL estão associados a altos níveis de TNFα e IL-1β no soro 

desses pacientes. Os níveis de TNFα secretados por células mononucleares do sangue 

periférico de pacientes com ENL foram maiores do que qualquer outra forma clínica da doença. 

Essa secreção foi inibida em 90% durante o tratamento com talidomida. A redução dos níveis de 

TNFα foi acompanhada de uma diminuição dos sintomas clínicos [47]. 

Uma via de sinalização que pode participar do processo de redução de TNF-α na 

hanseníase é a via das MAPK (proteína quinase ativada por mitógeno). A família das MAPK 

possui um importante papel em complexos programas celulares como proliferação, 

diferenciação, transformação e apoptose [48, 49, 50]. As proteínas dessa cascata amplificam e 

integram diversos sinais extracelulares e então promovem a resposta fisiológica adequada de 

acordo com cada estímulo. Até o presente momento, três famílias das MAPK foram identificadas: 

sinal extracelular regulado por quinase (ERK), c-jun N-terminal quinase (JNK/SAPK) e p38 

MAPK [50, 51]. A p38 MAPK é um importante mediador da resposta inflamatória, o que o torna 

candidato para novas estratégias terapêuticas em condições inflamatórias. Essa proteína parece 

estar envolvida em processos de apoptose, diferenciação, sobrevivência, proliferação, 

desenvolvimento, inflamação e outras respostas induzidas por estresse [52]. Esta via é 

preferencialmente ativada por vários tipos de estresses celulares, como radiação por luz 
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ultravioleta (UV), choque térmico, estresse osmótico e lipopolissacarídeos, por exemplo [53]. São 

conhecidas quatro isoformas de p38: α, β, γ e δ e todas podem ser ativadas pela MAPK quinase 

MKK6 [48].  

A via de sinalização JNK está envolvida em sinais como apoptose e proliferação [54, 55]. 

Ela também foi descrita como via transdutora de sinal em processos de diferenciação em 

sistemas hematopoiéticos e desenvolvimento de embriões [56, 57]. A ativação de JNK também 

pode ser associada com transformações em muitos oncogenes [58]. Existem três genes que 

codificam a proteína JNK, com doze isoformas possíveis derivadas de produtos de rearranjo 

alternativo de RNAm [48].  

A via Raf-MEK-ERK representa uma das mais bem caracterizadas vias de sinalização 

descritas. Ela está principalmente envolvida com processos de proliferação e diferenciação [57, 

59]. Receptores de tirosina quinase ou receptores acoplados à proteína G são capazes de 

promover a ativação da MAPKKK (Raf), que por sua vez, quando ativadas, ativam a MAPKK 

(MEK1 e MEK2). Finalmente, a MAPKK ativada promove a fosforilação das proteínas ERK1 e 

ERK2 (MAPK), ativando-as [48]. Após sua ativação, as proteínas p-ERK1/2 translocam para o 

núcleo e ativam fatores de transcrição como Elk-1, ATF-2, AP-1, NF-κB e Sp-1 que promovem a 

transcrição de diversos genes alvos [60, 61].  

Diversos estudos têm procurado estabelecer o mecanismo utilizado pela Talidomida 

para inibição do TNF-α. Em células caco (linhagem de células epiteliais de adenocarcinoma 

coloretal) a Talidomida inibiu a indução de COX-2 e a ativação de p38 mediada por IL-1β [62]. 

Por outro lado, em células CD34+ a Talidomida aumentou a fosforilação de p38 observada a 

partir de 15 minutos [63]. Em monócitos humanos, estudos in vitro demonstraram que a 

Talidomida provoca inibição seletiva da produção de TNFα após estímulo com 

lipopolissacarídeo (LPS) ou agonistas micobacterianos [64]. Esta inibição está relacionada à 
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degradação acelerada do mRNA de TNFα [65]. Além disso, evidências sugerem também que, 

em células murinas estimuladas com LPS, a inibição de TNFα pela Talidomida pode ocorrer 

através de um mecanismo dependente de MyD88. Esse trabalho mostrou também que a 

Talidomida reduz a fosforilação de Akt, p38 e JNK em resposta ao LPS [66]. Em adição, um 

outro trabalho demonstrou que a Talidomida é capaz de modular a ativação de NF-κB em 

células de Schwann estimuladas com M. leprae [67].  

6. O fator transcricional NF-κκκκB 

Em 1986 Baltimore e colaboradores descreveram o fator nuclear κB (NF-κB) sendo um 

fator de transcrição nuclear em células B, e o relacionaram com o aumento de produção da 

cadeia kappa de imunoglobulina [68]. Desde então, o NF-κB foi evidenciado em quase todos os 

tipos celulares e sabe-se que está envolvido na ativação de um número muito grande de genes 

em resposta a situações que requerem rápida reprogramação da expressão gênica, como nos 

processos inflamatórios e infecciosos [69]. 

A família de proteínas NF-κB é constituída por cinco membros estruturalmente 

relacionados e funcionalmente conservados: Rel A (p65), Rel B, c-Rel, NF-κB1 (p50/p105), NF-

κB2 (p52/p100) [70]. As proteínas do NF-κB são conservadas de Drosophila melanogaster a 

humanos e relacionadas através de um domínio N-terminal chamado RH (rel homology). O 

domínio RH medeia suas dimerizações, interações com inibidores específicos, translocação para 

o núcleo e ligação ao DNA [71].  

As proteínas do NF-κB podem ser agrupadas em dois grandes grupos, o primeiro grupo 

é composto pelas proteínas p105 e p100 [72]. Ambas possuem um domínio C-terminal que 

contem múltiplas cópias repetidas de anquirinas, que atuam reprimindo a atividade dessas 

moléculas. Membros desse grupo não funcionam como fatores de transcrição, sendo 
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sintetizadas na forma de precursores inativos [72]. Quando esses membros são alvo de 

proteólise dependente da ubiquitinação e degradação pelo proteossoma, ocorre a remoção do 

domínio C-terminal e a transformação da proteína p105 em p50 e da proteína p100 em p52, 

gerando proteínas com capacidade transcricional [73]. O segundo grupo de proteínas inclui p65 

(Rel A), c-Rel e o Rel B. Essas proteínas além de possuírem um dominio RH possuem um ou 

mais domínios TAD (domínios de ativação transcricional) na região C-terminal. Os domínios TAD 

promovem transcrição por facilitarem o recrutamento de co-ativadores e o deslocamento de 

repressores [74]. 

A família Rel ou NF-κB compreende combinações de homo ou hetero-dímeros, nos 

quais as formas ativas mais comuns são p65/p50 e p65/p52 [75]. Em células não estimuladas os 

dímeros do NF-κB estão inativos, sequestrados no citoplasma em função da associação não 

covalente com membros da família de proteínas inibitórias κB [73]. 

A família IκB apresenta sete membros: IκB-α, IκB-β, Bcl-3, IκBε, IκB-γ e as proteínas 

precursoras NF-κB1/p105 e NF-κB2/p100 que possuem de cinco a sete anquirinas nos domínios 

C-terminal que se ligam ao domínio RH das proteínas NF-κB, retendo essa proteína no 

citoplasma [76]. O IκB-α também regula a atividade de NF-κB ao entrar no núcleo onde se liga a 

subunidade p65 e a conduz para o citoplasma, desse modo reduzindo os níveis de p65 no 

núcleo e a atividade de NF-κB [77]. 

Sinais extracelulares, incluindo citocinas (TNF-α e IL-1-β), o ligante de CD40, bactérias, 

vírus e agentes que promovam estresse permitem a ativação de quinases inibidoras de IκB 

(IKK), que são capazes de fosforilar dois resíduos específicos de serina (Ser 32 e Ser 36) de 

IκB-α e nos resíduos de Ser 19 e Ser 23 de IκB-β [78]. Uma vez fosforiladas as proteínas IκB 

são ubiquitinadas e degradadas pelo proteossoma 26S. A destruição de IκB permite a 
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translocação para o núcleo dos dímeros de NF-κB e sua posterior ligação ao promotor de genes 

alvos [79]. 

A proteína IKK é um complexo de 700 a 900 kDa composto de três subunidades: as 

subunidades catalíticas IKKα, a subunidade IKKβ e a subunidade IKKγ ou NEMO [80]. A IKKγ é 

necessária para conectar o complexo IKK aos ativadores que estão acima na via de sinalização 

[81].  

A ativação do complexo IKK envolve a fosforilação de dois resíduos de serina 

localizados em IKKα (Ser 176 e Ser 180) ou em IKKβ (Ser 177 e Ser 181) [80]. Duas teorias são 

sugeridas para a ativação do complexo IKK. Um modelo sugere o recrutamento do complexo IKK 

ao receptor na membrana plasmática resultando em sua autofosforilação a subseqüente 

ativação. Enquanto o outro modelo de ativação envolve a participação de MAPK3 [82,83,77]. 

A via de ativação de NF-κB pode ser divida em via clássica ou via canônica e via 

alternativa [84]. Na via clássica, os dímeros contendo o p65 ou c-Rel associados ao p50 

encontram-se inativos no citoplasma por estarem interagindo com as proteinas IκB. Esta via é 

disparada por citocinas pró-inflamatórias e infecções virais e bacterianas. Após a ativação, a 

subunidade IKKβ é o maior responsável pela fosforilação de IκB. Após a fosforilação e 

degradação pelo proteossoma o NF-κB move-se para o núcleo onde atua como fator 

transcricional de mais de 180 genes [77,71). Já a via alternativa é ativada por membros da 

família do fator de necrose tumoral, como BAFF (fator ativador de células B), e pelo ligante 

CD40. Os dímeros contendo as subunidades Rel B/p52 são os alvos principais. Nessa via NIK 

ativa IκBα, que então, pode fosforilar p100 que, por sua vez sofre proteólise e transforma-se na 

forma p52 madura. Dessa forma, os dímeros se movem para o núcleo, onde podem ativar genes 

específicos [85,86,69]. Ativação diferencial de subunidades de NF-κB pode resultar em 

regulações distintas de genes, através de diferentes ligações com o DNA.     



15 
 

A regulação da transcrição do gene que codifica TNF-α envolve a ativação de membros 

da família NF-κB. A participação do TNF-α na progressão da hanseníase já foi reportada 

anteriormente [46,87]. Além disso, modelos in vivo e in vitro de infecção com M. tuberculosis 

relacionaram o aumento da expressão de TNFα à ativação de NF-κB [88, 89]. De fato, o NF-κB 

é o regulador chave da síntese de TNFα e o tratamento com talidomida bloqueia não só a 

ativação de NF-κB em resposta a TNFα, como também a subseqüente expressão do gene que 

codifica esta citocina [90].  

Estudos anteriores demonstraram que lipoproteínas de bactérias e PMA induzem 

translocação do NF-κB e apoptose em células THP-1 (Linhagem de células monocíticas 

humanas de leucemia aguda), por um mecanismo dependente da via p38 MAPK [91]. Na 

hanseníase, foi observado que M. leprae induz a ativação dos dímeros p50/p50 e p65/p50 em 

células de Schwann, em um processo dependente da atividade do proteossoma, e que o 

tratamento com talidomida inibe a translocação nuclear de p50/p50 [67].  

7. Polarização de macrófagos 

Os fagócitos mononucleares são células de crucial importância para o desenvolvimento 

da resposta imune do hospedeiro. Monócitos saem dos vasos sanguíneos em resposta a 

antígenos, e nos tecidos se diferenciam em macrófagos e células dendríticas (DCs) [92]. Após a 

fagocitose, ambos os macrófagos e as DCs apresentam diversos antígenos às células T, 

orientando a resposta imune adaptativa e levando à expansão e diferenciação de linfócitos 

específicos [93,94]. 

A heterogeneidade dos macrófagos é bem reconhecida. Ela pode ser determinada pela 

herança genética e por estímulos específicos [92,95, 96]. Neste contexto, antígenos microbianos, 

produtos tumorais, bem como células T efetoras Th1 ou Th2 e seus produtos de secreção 

influenciam na heterogeneidade e no estado de ativação das populações de macrófagos [97,98]. 
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A resposta mais bem caracterizada de macrófagos a moléculas microbianas é a 

liberação de produtos inflamatórios ou microbicidas. A inflamação ativa os macrófagos a iniciar 

ou aumentar a produção de citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores inflamatórios. No 

entanto, macrófagos são igualmente importantes na resolução da inflamação através da 

produção de citocinas antiinflamatórias e quimiocinas e pela maior atividade fagocitária. Com 

base nos conceitos de polarização Th1/Th2 [99], fenotipicamente macrófagos polarizados são 

agora denominados de pró-inflamatórios Mφ1 ou classicamente ativados, e antiinflamatórios 

Mφ2 ou, alternativamente ativados [100,101]. 

Experimentalmente, os macrófagos in vitro são polarizados para o estado Mφ1 através 

do tratamento com IFN-γ e indutores de TNF-α, como o LPS de bactérias [100,102]. 

Tipicamente, esses macrófagos produzem altos níveis de IL-12 e IL-23 e baixos níveis de IL-10 

[103] e conseqüentemente são fortes indutores da resposta Th1. Em adição, essas células 

exercem atividade anti-proliferativa e citotóxica resultando em parte na sua capacidade de 

secretar espécies reativas de nitrogênio e oxigênio e citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1, IL-

6) [100,101,104,105,106].  Esse processo de polarização de macrófagos pode ser reproduzido in 

vitro pela presença das citocinas GM-CSF e M-CSF que estão relacionados à diferenciação de 

Mφ1 e Mφ2, respectivamente [103,107].  

Assim, no curso de uma resposta, a inflamação é normalmente neutralizada através do 

desenvolvimento de mecanismos antiinflamatórios. Idealmente, essa regulação deve ser 

espacialmente e temporalmente controlada. Diferentes mediadores têm sido relatados para inibir 

o desenvolvimento de macrófagos Mφ1 e difundir propriedades antiinflamatórias em macrófagos, 

como: como IL-4, IL-13, IL-10, TGF-, hormônios, como os glicocorticóides e a vitamina D3 e 

células em apoptose [108,109].  

A heterogeneidade desses macrófagos antiinflamatórios exigiu a necessidade de uma 

nomenclatura mais refinada. Gordon e colaboradores (2003) propuseram restringir a definição 
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“ativação alternativa” a macrófagos diferenciados na presença da IL-4 e/ou IL-13 [100]. 

Posteriormente, Mantovani e colaboradores usaram uma alta produção de IL-10 e baixa 

produção de IL-12 para classificar macrófagos Mφ2 de forma mais genérica [110]. Seguindo esta 

lógica, mais uma subdivisão foi sugerida Mφ2a, Mφ2b e Mφ2c, representando macrófagos 

induzidos pela IL-4 ou IL-13, induzidos por complexos imunes e agonistas dos receptores do tipo 

Toll [111], e induzidos pela IL-10 e alguns hormônios, respectivamente [110,112].  Qualquer 

forma de classificação ressalta a complexidade da situação in vivo, onde os macrófagos são 

expostos a uma mistura de estímulos, e diversos perfis funcionais podem existir em 

conformidade. 

Mφ2a e Mφ2b expressam níveis parecidos de CD11a, CD40, CD54, CD58, CD80 e 

CD86 semelhantes aos Mφ1. Além disso, eles exibem forte capacidade fagocítica, expressam 

altos níveis de moléculas de MHC classe II e são capazes de realizar apresentação de antígeno. 

Portanto, Mφ2a/b, possuem todas as características necessárias para conduzir a resposta 

imune. Ao contrário dos Mφ1, os Mφ2a/b promovem a resposta Th2, resultando em funções 

efetoras como matar parasitas [111,113,114]. Em geral, os macrófagos Mφ2 têm níveis 

reduzidos de citocinas inflamatórias e secretam grandes quantidades de citocinas supressoras 

como IL-10 e TGF-β, assim, modulando negativamente os processos inflamatórios iniciados 

pelos Mφ1. Uma exceção à regra são os macrófagos Mφ2b, que são funcionalmente células 

antiinflamatórias, enquanto mantêm uma alta produção de citocinas inflamatórias e substâncias 

tóxicas [111]. Por conseguinte, macrófagos Mφ2 exercem funções imunossupressoras e inibem 

a proliferação de células T [113,115]. 

Até recentemente, a discriminação entre Mφ1 e Mφ2a/c (mas não Mφ2b) em 

camundongos foi demonstrado, principalmente em nível bioquímico, no metabolismo de L-

arginina. No interior dos macrófagos, a L-arginina pode ser metabolizada por três vias diferentes, 

que irão resultar na produção de: (i) L-citrulina e nítrico óxido (NO) pela óxido nítrico sintase 
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induzida (iNOS), (ii) uréia e L-ornitina pela arginase; e/ou (iii) agmatina pela arginina 

descarboxilase. A regulação do balanço entre iNOS e arginase por mediadores Th1, tais como 

IFN-γ e LPS, e por citocinas Th2, como IL-4 e IL-13, sugere que a medida dos níveis de NO e a 

atividade da arginase em populações distintas de macrófagos reflete seu estado de ativação, 

clássico ou alternativo. No entanto, a distinção entre Mφ1 e Mφ2a exclusivamente com base no 

balanço iNOS-arginase é considerado muito simplificado [116]. 

O reconhecimento, a internalização e a eliminação de patógenos por fagócitos 

mononucleares são eventos cruciais para a proteção do hospedeiro. Receptores relacionados à 

ativação do NF-κB e secreção de citocinas pró-inflamatórias parecem estar associados aos 

macrófagos Mφ1. Na verdade, existem evidências de que o IFN-γ estimula a expressão do 

receptor Toll-like 4 (TLR4) e dos componentes da via de sinalização de MyD88 em fagócitos 

mononucleares humanos, enquanto que a IL-10 neutraliza estes efeitos [117]. Além disso, foi 

demonstrado em células epiteliais que os receptores de reconhecimento padrão citoplasmaticos 

Nod-1 e Nod-2 possuem sítios de ligação nas suas regiões promotoras para NF-κB e IRF-1, 

permitindo que o TNF-α e IFN-γ reforcem a sua expressão gênica [118,119], no entanto, estes 

dados ainda não foram demonstrados em macrófagos. Recentemente, foi demonstrado que a 

subunidade p50 do NF-κB é um regulador chave das reações inflamatórias que direcionam para 

Mφ2 in vitro e in vivo. A subunidade p50 de NF-κβ inibe a polarização para Mφ1 guiadas pelo 

NF-κB [120]. Por outro lado, IL-4, IL-13 e IL-10 são capazes de modular positivamente vários 

receptores como, o receptor de manose (MR ou CD206) [121], a dectina 1 [122], o DC-SIGN 

[123], o CD163 [124]. Surpreendentemente, nenhum desses receptores associados a 

macrófagos Mφ2 são capazes de reconhecer estruturas próprias ou não próprias, sugerindo uma 

participação na homeostase e remoção fisiológica em circunstâncias normais [125]. 
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A resposta comum dos macrófagos a infecções bacterianas envolve principalmente o 

aumento da regulação de genes envolvidos na polarização dos macrófagos Mφ1. Estes incluem 

genes que codificam citocinas, como TNF-α, IL-6, IL 12, IL-1β, receptores de citocinas como IL-

7R e IL-15RA, quimiocinas como CCL2, CCL5 e CXCL8, e o receptor de quimiocinas CCR7. 

Outros genes associados a macrófagos Mφ1 modulados positivamente codificam as enzimas 

indoleamine-2,3 dioxigenase e NO sintase 2, que estão envolvidos na atividade microbicida de 

macrófagos e moléculas co-estimulatórias, tais como CD80 e CD86. O IL-1ra parece ser o único 

gene associado com a polarização Mφ2, que é expresso após o desafio bacteriano [126].  

Macrófagos ativados através da via clássica são geralmente associados à proteção 

durante doenças infecciosas agudas. Já foi demonstrado que Listeria monocytogenes, que 

causa a doença em pacientes imunodeprimidos e em mulheres grávidas, induz a polarização de 

macrófagos Mφ1 [127]. Além disso, foi observado que camundongos knowout para IFN-γ e TNF-

α, dois marcadores canônicos da polarização Mφ1, e seus respectivos receptores morrem da 

infecção por L. monocytogenes [128]. Da mesma forma, Salmonella typhi, agente da febre 

tifóide, e Salmonella typhimurium, agente da gastroenterite, induzem a polarização de 

macrófagos Mφ1 em humanos e camundongos, e esta indução está associada ao controle da 

infecção [129,130].  

A análise inicial do transcriptoma de macrófagos de camundongos em resposta a 

infecção com Mycobacterium tuberculosis revelou uma sobreposição de genes modulados por 

micobactérias e IFN-γ, que corresponde à polarização de macrófagos Mφ1 [102]. Além disso, 

durante a fase inicial da infecção por M. tuberculosis, os macrófagos são polarizados em direção 

a um perfil de ativação clássica [131], que está de acordo com os dados clínicos coletados de 

pacientes com tuberculose ativa. Entretanto, um pequeno número de doentes com tuberculose 

possuem macrófagos com perfil Mφ2, que podem ser revertidos pelo tratamento com antibióticos 

[132]. Outras doenças micobacterianas tal como a úlcera de Buruli (Mycobacterium ulcerans) e 
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infecções oportunistas (Mycobacterium avium) também são caracterizadas pela polarização de 

macrófagos Mφ1 [133,134]. 

Está bem estabelecido que as bactérias intracelulares subvertem a atividade microbicida 

para sobreviver no ambiente hostil produzido pelos macrófagos. Um número crescente de 

estudos mostra que alguns patógenos desenvolveram estratégias diferentes para interferir com a 

polarização de macrófagos Mφ1. Algumas espécies de Salmonella ou Mycobacterium são 

capazes de neutralizar as funções efetoras relacionadas aos macrófagos Mφ1. Já foi 

demonstrado que a S. typhimurium codifica mediadores que inibem a re-localização do 

fagossoma, inibindo a atividade microbicida dos macrófagos [135]. Da mesma forma, o 

Mycobacterium bovis interfere com o recrutamento de NOS 2 para o fagossoma, inibindo a 

liberação de NO [136]. Outras estratégias bacterianas incluem a inibição da expressão ou 

secreção de citocinas secretadas por macrófagos Mφ1. Micobactérias interferem com a 

polarização de Mφ1 através da secreção de fatores de virulência. O ESAT-6 de M. tuberculosis 

inibe diretamente a ativação de NF-κB e fatores que regulam o IFN-γ através de mecanismos 

dependentes de Akt [137].  

A evolução crônica das doenças infecciosas parece estar associada à polarização dos 

macrófagos com perfil Mφ2. A brucelose crônica está associada à polarização Mφ2 mediada por 

IL-10. A Neutralização de IL-10 e IL-4 produzidas por Mφ2, em camundongos suscetíveis 

permite que estes macrófagos possam matar o patógeno através da produção de IFN-γ e 

restauração do perfil Mφ1 [138]. A presença de macrófagos Mφ2 também é crucial para o 

destino de infecções crônicas causadas por micobactérias [133]. Da mesma forma, nas lesões 

lepromatosas, foi observado um aumento da expressão de IL-10 [139], DC-SIGN [140] e dos 

membros da família do receptor de leucócitos Imunoglobulina-like (LIR), incluindo o LIR-7 e o 

LIR-2 [141,142].  
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8. Resposta imune na Hanseníase 

O M. leprae provavelmente entra no organismo através das vias aéreas superiores, e em 

seguida segue para a pele e nervos periféricos através da circulação. A resposta imunológica 

montada pelo hospedeiro determina o fenótipo clínico que o paciente irá desenvolver. Patógenos 

intracelulares são inicialmente reconhecidos por células do sistema imune inato. Um dos 

principais receptores responsáveis pelo reconhecimento de lipoproteínas micobacterianas são os 

receptores do tipo Toll like (TLR) que estão presentes na superfície de monócitos e macrófagos 

[143]. Além disso, esses receptores também participam da ativação nuclear de NF-κB que 

modula a transcrição de vários genes relacionados à resposta imune [144]. No caso do M. leprae 

o reconhecimento pelo TLR parece ocorrer principalmente através do heterodímero TLR2/1 

levando a diferenciação de monócitos em macrófagos e células dendríticas [140]. Um 

polimosrfismo comum em TLR1 (I602S) parece estar associado ao tráfego inadequado do 

receptor para a superfície celular e a respostas diminuídas de monócitos do sangue a agonistas 

bacterianos [145]. Johnson e colaboradores (2007) demostraram que o alelo 602S está 

associado com uma reduzida incidência de hanseníase, sugerindo que o M leprae subverte a via 

Toll como um de seus mecanismos de escape [146].   

 A proteína TACO (aspartato triptofano contendo proteína de revestimento) inibe a 

maturação de fagossoma favorecendo o parasitismo intracelular [147,148]. Estudos recentes 

sugerem que TACO suprime a ativação mediada por TLR2 em macrófagos humanos, e que esta 

ativação resulta na supressão da expressão de TACO. Uma vez que ambos TLR2 e TACO co-

localizam em lesões dérmicas de pacientes com a forma lepromatosa da doença, é possível que 

o balanço entre a sinalização via Toll (TLR2) e a expressão de TACO determine o curso da 

infecção com M. leprae [149]. 

As respostas imunes adaptativas mediadas pela interação entre macrófagos e células 

apresentadoras de antígenos podem ser reguladas pelo TLR [150]. Foi demostrado que 
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patógenos como o M. leprae se ligam ao DC-SIGN em células dendríticas humanas para ativar 

Raf-1, uma serina e treonina kinase que leva a acetilação da subunidade p65 do NF-κB 

dependente da sinalização via TLR [151]. 

Em monócitos, o M. leprae desempenha um papel ativo no controle da produção de 

citocinas. O M. leprae induz altos níveis de moléculas de regulação negativa como MCP-1 e IL-1 

e suprime a produção de IL-6, enquanto induz um aumento da produção de TNF-α e IL-10 

através de vias de sinalização dependentes de PI3K, NF-κB e caspase-1 [152].  

Sabendo que a hanseníase possui diferentes formas clínicas e que existem pelo menos 

dois tipos de macrófagos com funções opostas, alguns trabalhos começaram a avaliar o impacto 

desses diferentes subgrupos em resposta ao M. leprae. Makino e colaboradores (2007) 

mostraram que após estímulo com M. leprae macrófagos diferenciados com M-CSF perdem a 

capacidade de ativar linfócitos T, enquanto que macrófagos diferenciados com GM-CSF 

apresentam elevada capacidade estimulatória sobre linfócitos T [153]. Outro trabalho mostrou 

que Mφ2 não são capazes de secretar IL-12 ou IL-23, mas produzem grande quantidade de IL-

10 em resposta a infecção por micobactérias. Estas células não induzem a produção de IFN-γ 

nem são capazes de estimular a proliferação de linfócitos reativos ao M. leprae. Além disso, o 

aumento da interação e internalização das micobactérias pelos Mφ2 quando comparados aos 

Mφ1, sugere que esses dois subtipos de macrófagos possuem receptores diferentes na 

superfície celular e que macrófagos ativados pela via alternativa possuem a endocitose 

aumentada [103]. O M-CSF, usado para diferenciar Mφ2, é uma citocina circulante ubíqua em 

seres humanos, sugerindo que o M-CSF poderia ser responsável pela diferenciação dos 

macrófagos sob condições normais [154]. 

Após sua entrada no macrófago, o M. leprae induz a produção de TNF-α, IL-12, IL-10 e 

TGF-β1 por macrófagos infectados [155,156,157]. Essas citocinas são opostas em muitas 
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formas de ação, incluindo suas ações sobre o próprio macrófago. De um lado, o TNF-α promove 

a ativação de macrófagos para a destruição intracelular de M. leprae e potencializa os efeitos do 

IFN-γ. Por outro lado, TGF-β1 e IL-10 desativam os próprios macrófagos, aumentado a 

proliferação bacilar. Desta forma, citocinas como IL-10 e TGF-β contrapõem os efeitos do TNF-α 

e IFN-γ. É provável que a exposição de macrófagos à citocina apropriada, no tempo apropriado 

sejam os requisitos para a destruição intracelular do parasito [158]. Montoya e colaboradores 

(2009) descreveram que enquanto IL-10 induz a via fagocítica em macrófagos, levando à 

expressão de CD209 (DC-SIGN) e receptores scavenger, resultando na fagocitose da 

micobactéria e lipoproteínas de baixa densidade oxidadas; a IL-15 induz uma via anti-microbiana 

dependente de vitamina D. Neste trabalho os autores especularam que a programação para 

fagocitar e respostas anti-microbianas por macrófagos são distintas e diferencialmente 

reguladas, uma vez que a via mediada por IL-10 foi observada predominantemente em pacientes 

multibacilares enquanto que a via antimicrobiana, mediada por IL-15, foi observada 

preferencialmente em pacientes paucibacilares [159]. Dessa forma, o destino da infecção por M. 

leprae em um hospedeiro, depende de quando e como uma determinada citocina está presente 

em maior quantidade em relação a vários outros produtos.  

É importante compreender que a interação do M. leprae com o hospedeiro é 

extremamente complexa. Experimentalmente, as formas polares da doença são consideradas 

um paradigma imunológico. Pacientes tuberculóides são capazes de restringir o crescimento do 

patógeno e suas lesões cutâneas são caracterizadas por uma predominância de células TCD4+ e 

citocinas do tipo 1, como a IL-2, IL-12 e o IFN-γ [160]. A IL-12 é um heterodímero de p40 e p53 

que impulsiona a polarização das células T naive em células T auxiliares e provoca a liberação 

de IFNγ [161]. O IFNγ por sua vez ativa macrófagos e aumenta a secreção de citocinas como a 

IL-12 assim como, a apresentação de antígenos e a atividade microbicida dessas células [162]. 

A IL-2 estimula o crescimento de células T antígeno-específicas, resultando em uma doença 



24 
 

mais branda ou cura. O aumento da secreção de IL-2 e IFN-γ nas lesões tuberculóides 

provavelmente devem contribuir para a resistência nesses pacientes. O IFN-γ é conhecido por 

aumentar a produção de reativos intermediários de oxigênio e de nitrogênio em macrófagos, 

estimulando-os a matar ou restringir a proliferação de micobactérias e outros patógenos 

intracelulares [163,164]. Além disso, essa citocina também é responsável pelo aumento da 

expressão de HLA-DR (antígeno leucocitário humano de classe II, alelo DR) e da molécula de 

adesão intercelular 1 (ICAM-1), que facilitam a interação da célula apresentadora de antígeno 

com a célula T [165]. A IL-2, por induzir a expansão clonal de células T imune ativadas e 

aumentar a produção de IFN-γ, pode contribuir para a defesa do hospedeiro [166]. Ao mesmo 

tempo, a produção local de TNF-α pelo macrófago, favorece uma ação sinérgica autócrina para 

manter o macrófago ativado e formar o granuloma [167].  

No pólo oposto, os pacientes lepromatosos são incapazes de conter a infecção e suas 

lesões cutâneas são caracterizadas por uma predominância de células TCD8+ e citocinas tipo 2, 

incluindo a IL-4 e IL-10. A IL-4 estimula a produção de IgE e ambas, IL-4 e IL-10 estimulam 

células B e inibem a ativação dos macrófagos resultando em infecção progressiva [159]. Dagur e 

colaboradores (2010) demonstraram que o M. leprae inibe os eventos de sinalização induzidos 

pelo TCR e pelo CD28, resultando em redução na produção de IL-2 e inibição da proliferação de 

células T, o que pode estar associado à progressão da doença [168]. Ao contrário das lesões 

tuberculóides, citocinas tipo 2, tais como IL-4, IL-5 e IL-10, devem contribuir para a ineficácia da 

resposta imune e a falha de ativação do macrófago em pacientes lepromatosos [139,169]. A IL-4 

tem um efeito imunorregulatório negativo sobre a imunidade mediada por células, que pode levar 

ao aumento da proliferação bacteriana porque bloqueia a multiplicação de células T dependente 

de IL-2 por inibir seus receptores, além de também inibir a ativação de monócitos mediada pelo 

IFN-γ [170]. Essa citocina também é capaz de reduzir a expressão de CD14 de monócitos assim 

como a produção de IL-1β e TNF-α bloqueando a geração de óxido nítrico (NO), necessário 



25 
 

para destruição de patógenos intracelulares [171]. Em adição a IL-4, a IL-13 tem sido incluída no 

mecanismo de supressão de células T na hanseníase, por seus efeitos sobre células B e 

macrófagos, similares aos da IL-4. Tem sido demonstrado que, apenas clones de células T tipo 2 

de lesões lepromatosas produzem IL-13 [139,170]. Isso sugere que a IL-13 pode ter um papel na 

imunossupressão em lesões de pacientes.  

A presença de IL-10 em lesões lepromatosas, uma citocina que pode inibir a produção 

de citocinas como, TNF-α, GM-CSF e IFN-γ por células T CD4+ na relativa ausência de IFN-γ ou 

IL-2, sugere um papel imunossupressor para esta citocina [172].  

A presença do TGF-β1, um dos mais potentes fatores imunossupressores endógenos, 

foi revelada por imunohistoquímica em lesões de pacientes com hanseníase, demonstrando 

grande quantidade de macrófagos positivos para esta proteína no infiltrado lepromatoso e 

ausência, no granuloma tuberculóide [173,174]. O TGF-β1 tem ação supressora sobre 

macrófagos contrapondo os efeitos do IFN-γ na ativação da atividade antimicrobiana mediada 

pelo óxido nítrico (NO) e inibindo a produção de TNF-α, e dessa forma poderia contribuir para a 

perpetuação da infecção [175].  

Já foi demonstrado que em lesões de pacientes lepromatosos a expressão de COX-2 

está aumentada quando comparado às lesões de pacientes tuberculóides [154]. Esses dados 

corroboram com estudos anteriores que observaram a liberação de mediadores como PGE2 

(prostaglandina E2) e IL-10 por monócitos de pacientes lepromatosos, mas não de pacientes 

tuberculóides [171]. Tais mediadores contribuíram para a inibição da linfoproliferação frente ao 

M. leprae em indivíduos sabidamente respondedores à bactéria. A PGE2 inibe a produção de IL-

2 e também de IFN-γ, citocinas em geral, fracamente expressas nas lesões lepromatosas, mas 

importantes para gerar resposta imune específica [171]. Desta forma, o M. leprae parece 

modular a resposta imune desenvolvida nas lesões, através de componentes de sua parede 
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celular e também via secreção de substâncias com atividade supressora sobre os macrófagos. 

Os monócitos infectados parecem contribuir para a fraca ativação dos linfócitos T nos indivíduos 

lepromatosos devido à liberação de fatores que suprimem a ativação destas células. 

9. Apoptose e morte celular na Hanseníase 

A apoptose é um tipo de morte celular programada que apresenta um importante papel 

no desenvolvimento, mantém um número estável de células e controla funções em vários 

sistemas como o imune, nervoso e o sanguíneo [176]. Diferente de uma célula necrótica que 

apresenta ruptura na membrana e liberação do conteúdo intracelular, uma célula apoptótica é 

rapidamente fagocitada como corpos apoptóticos intactos por células do tecido ou fagócitos 

como os macrófagos e células dendríticas imaturas [177,178].  

A morte por apoptose pode ser desencadeada por diversos estímulos que vão desde o 

estresse em organelas intracelulares até a sinalização mediada por um receptor [179]. Uma 

importante característica bioquímica deste processo é a ativação de diversas cisteíno proteases, 

conhecidas como caspases. As caspases são secretadas como zimógenos e após 

estímulo/ativação são convertidas em proteases ativas. A clivagem proteolítica de diferentes 

substratos celulares pelas caspases determina as principais características do processo de 

morte celular por apoptose [180]. Dentre estas características estão: condensação da cromatina, 

degradação oligonucleossomal do DNA com fragmentação do núcleo, arredondamento da célula 

com redução do volume e formação de extrusões da membrana plasmática (blebs) [181]. A ação 

de quimioterápicos, radiação ultravioleta e radiação ionizante, também podem induzir mudanças 

mitocondriais que promovem o aumento da permeabilidade de membrana e a perda do potencial 

transmembranar [182] mediados geralmente pela formação de radicais livres, com envolvimento 

do gene supressor de tumores p53, que inicia o processo apoptótico pelo aumento da 

transcrição de proteínas pró-apoptóticas como Bax [183].  
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Basicamente existem duas vias de indução da apoptose: a via extrínseca e a via 

intrínseca. A via extrínseca é ativada pela ligação de receptores conhecidos como “receptores de 

morte”. Muitos destes receptores à superfamília do TNF são eles: Fas (CD95 ou Apo-1), TNF-

R1, DR3 (Apo-3), DR-4 e DR5 (Apo-2). Os ligantes que ativam estes receptores são moléculas 

estruturalmente relacionadas, tais como: FasL (ligante de Fas), TNF-α, linfotoxina-α, Apo3L, 

Apo2L ou TRAIL que ativam caspase-8 [183]. A via intrínseca pode ser desencadeada por 

diversos estímulos, como a ativação do gene p53, irradiação, esteróides, ausência de fatores de 

crescimento. A ativação desta via acarreta no colapso no potencial de membrana da mitocôndria 

seguida pela liberação de citocromo c, Smac/Diablo, AIF (Fator indutor de apoptose) e 

endonuclease G. Após sua liberação o citocromo c forma um complexo denominado 

apoptossomo. Este complexo leva à clivagem da pró-caspase 9 e inicia a cascata de caspases 

efetoras como as caspases-3, e -7 [184,185]. 

Evidências crescentes sugerem que o processo de morte celular é relevante em 

algumas doenças infecciosas, pela regulação da resposta imune e por afetar diretamente a 

proliferação bacteriana [186,187,188]. Na hanseníase, Cree e colaboradores (1987) foram os 

primeiros a descrever a presença de células apoptóticas no granuloma de lesões de pacientes 

lepromatosos e tuberculóides [189]. Posteriormente foi observado que 56% das biópsias de 

pacientes paucibacilares e 20% das biópsias de pacientes multibacilares apresentavam células 

em apoptose. Em adição, nas lesões paucibacilares as células em apoptose foram identificadas 

como linfócitos T [190]. Além disso, um outro trabalho demonstrou que nas lesões de pacientes 

paucibacilares o número de macrófagos em apoptose é maior do que nas lesões de pacientes 

multibacilares [191]. Foi ainda demonstrado que células mononucleares de sangue periférico de 

pacientes com hanseníase apresentaram elevada apoptose in vitro quando comparado aos 

controles [192].  
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Mediadores com FasL e os membros da família Bcl-2 podem estar envolvidos na 

indução e/ou manutenção do processo ativo de morte celular in vitro [193]. Na hanseníase, foi 

observado que as lesões de pacientes apresentam alta expressão de FasL [194]. Este grupo 

também observou que 84% das células multinucleadas gigantes presentes em granulomas de 

pacientes com tuberculose expressavam FasL, indicando que infecções micobacterianas podem 

induzir a expressão de FasL em uma população de macrófagos infectados. Ainda foi descrito 

que o número de macrófagos expressando o receptor Fas parecia reduzir ao longo da infecção 

[194]. Estes achados sugerem que a capacidade de inibir a apoptose pode facilitar a 

sobrevivência do patógeno, sua multiplicação e a manutenção da cronicidade característica da 

hanseníase. 

Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que a indução de apoptose de 

monócitos por M. leprae é dose-dependente com um aumento da expressão das proteínas pró-

apoptóticas Bax-α e Bak, pertencentes à família Bcl-2 [195]. Além disso, secreção de TNFα 

parece participar deste processo já que a adição de Pentoxifilina, uma droga capaz de inibir a 

síntese desta citocina, foi capaz de reduzir o percentual de apoptose nestas culturas. 

Adicionalmente, em presença de IFNγ, foi observado um aumento da secreção de TNFα em 

PBMC estimuladas com M. leprae acompanhado do aumento do percentual de morte celular. 

Neste estudo, também foi observado que o percentual de apoptose espontânea de pacientes 

reacionais é maior do que o de pacientes sem reação [195]. Resultados adicionais 

demonstraram que o proteossoma é necessário para a apoptose de monócitos e a secreção de 

TNFα e IL-10 induzidos pelo M. leprae [155]. 
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10. A interação fagócito/célula apoptótica 

  Uma das características mais importantes do processo de apoptose é a interação e 

posterior remoção das células apoptóticas ou de seus restos por fagócitos. As modificações 

sofridas por uma célula em apoptose resultam na expressão ou exposição de ligantes de 

superfície que interagem com as células fagocíticas do sistema imune inato, como macrófagos e 

células dendríticas, sendo a fosfatidilserina (FS) um dos principais ligantes estudados nesse 

contexto [196,197]. Eles podem ser reconhecidos por diversos receptores na membrana dos 

fagócitos, otimizando a capacidade do organismo em remover rapidamente estas células. Outras 

moléculas de superfície como o CD47 e o CD31 diferenciam as células apoptóticas das viáveis, 

facilitando o reconhecimento pelos macrófagos [198]. Por exemplo, o CD47, presente na maioria 

das células [199], funciona como um “marcador seguro” que envia sinais, através do receptor da 

proteína regulatória de sinal (SIRP-α) aos macrófagos para que a célula não seja fagocitada 

[200]. Além disso, Brown e colaboradores (2002) mostraram evidências da existência de um 

sinal repulsivo entre macrófagos e leucócitos. Foi demonstrado que células fagociticas 

expressando o CD31 (molécula de adesão endotelial plaquetária -1) quando entram em contato 

com leucócitos viáveis são rapidamente repelidos. No entanto, quando leucócitos apoptóticos 

entram em contato com fagócitos a sinalização através do CD31 é interrompida, de modo que o 

leucócito não é repelido (Figura 3) [201]. A ligação prolongada do CD31 com o seu receptor é 

necessária, porém, não é suficiente para induzir a fagocitose das células em apoptose. Assim, a 

ligação da FS ao seu receptor encontrado nos fagócitos precisa acontecer para que as células 

apoptóticas sejam completamente fagocitadas [202].   
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Figura 3. Sinais expostos na superfície das células viáveis e apoptóticas. Fagócitos profissionais 
frequentemente interagem com alvos potenciais através da molécula de superfície CD31. Se o 
possível alvo for uma célula viável a sinalização vai resultar na repulsão entre as células. Se o 
alvo for uma célula em apoptose a sinalização via CD31 é desligada e o alvo é fagocitado [203]. 

 

Entre as várias alterações na superfície das células apoptóticas que facilitam o seu 

reconhecimento, a mais bem caracterizada é a perda da assimetria dos fosfolipídios e posterior 

exposição da FS [204]. A FS é um fosfolipídio estrutural presente no folheto citoplasmático da 

membrana da bicamada lipídica que é externalizado em resposta a um estímulo apoptótico, 

caracterizando um dos eventos iniciais desse tipo de morte celular programada [196,197]. Nas 

células viáveis, a manutenção da assimetria da FS é atribuída a aminofosfolipideo translocase 

[205]. Nos estágios iniciais da apoptose a inibição dessa translocase, em parte devido a 

elevação do cálcio intracelular, permite o aparecimento da FS na superfície da célula [204]. A 

exposição dessa molécula também é facilitada pela ligação dependente de ATP do cassete 

transportador 1 (ABC1), que desempenha um papel tanto em células fagocitárias como em 

células-alvo para uma eficiente remoção das células apoptóticas [206]. A exposição da FS foi 

primeiramente descrita na apoptose de linfócitos e posteriormente foi considerada um evento 
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essencial na apoptose de qualquer célula de mamíferos [196,207]. Além disso, a exposição de 

FS é um dos primeiros eventos que acontecem na superfície de uma célula em processo de 

apoptose, que já começa a ocorrer apenas 5 minutos após a indução da morte por estresse 

oxidativo [208]. Adicionalmente, a expressão de FS parece ser um evento crítico para o 

reconhecimento/remoção destas células por macrófagos. Apesar de muitos outros receptores 

participarem deste processo, na ausência de FS a fagocitose de células apoptóticas é 

prejudicada [196,207].  

As alterações na superfície das células apoptóticas podem também interagir diretamente 

com os receptores presentes nos macrófagos ou se ligar a proteínas séricas que servem de 

ponte entre os fagócitos e as células apoptóticas que serão fagocitadas. Essas moléculas 

extracelulares aumentam a suscetibilidade de fagocitose das células apoptóticas fornecendo um 

mecanismo adicional de reconhecimento [209]. As moléculas MFG-E8 (milk-fat-globule-EGF 

factor 8), Gas6 (growth arrest-specific 6), β2-GPI (glicoproteina β2) e a proteina S sérica se 

ligam a FS na superficie das células apoptóticas. O MFG-E8 pode então ser reconhecido pelas 

integrinas αvβ3 e αvβ5 através do motivo RGD [210], o Gas6, pelo receptor de tirosina quinase 

da família Mer, Sky e Axl [211,212] e o β2-GPI, pelo receptor β2-GPI [213] (Figura 4).  

Outra classe de modificações na superfície de células em apoptose que implicam na sua 

remoção é a alteração nos carboidratos de membrana. Quando a célula entra em apoptose, o 

padrão de glicosilação da superfície celular também é alterado, de modo que a célula passa a 

expor resíduos de açúcar que estavam internalizados antes da apoptose. Os açúcares expostos 

na superfície da célula apoptótica induzem sua fagocitose mediada pela ligação a lectinas 

presentes na superfície de fagócitos (Figura 4) [214]. Além disso, trabalhos já mostraram que o 

aumento na exposição de manose em células apoptóticas facilita a remoção destas células. Tem 
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sido sugerido que alterações no ICAM-3 na superfície das células apoptóticas facilitam a ligação 

de células em apoptose ao CD14, receptor de LPS, sem consequências inflamatórias [215,216].  

Além destas modificações citadas, há uma série de outros receptores expressos na 

membrana de fagócitos que estão envolvidos no processo de fagocitose de células apoptóticas, 

incluindo receptores scavenger, receptores de LDL e o CD36 [196]. O CD36 foi um dos primeiros 

receptores a serem relacionados ao reconhecimento de células em apoptose (Figura 

4).Trabalhos anteriores mostraram que o aumento da expressão do CD36 é capaz de fornecer 

capacidade fagocitária a células normalmente não fagocíticas [217]. Adicionalmente, o CD36 foi 

identificado como um cofator necessário no reconhecimento de células apoptóticas mediado pela 

FS [207].  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Fagocitose de células apoptóticas e a resolução do processo inflamatório. Vários 
receptores estão envolvidos na fagocitose de células apoptóticas por fagócitos. Esses receptores 
interagem diretamente com seus ligantes ou através de proteínas de transição. O aumento da 
produção de TGF-β e PGE2 após a fagocitose de células em apoptose está associado à 
diminuição de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-8. [218]. 
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11. Fagocitose de células apoptóticas e a regulação do sistema imune 

A eliminação de células apoptóticas é de fundamental importância para a manutenção 

da homeostasia e desenvolvimento tecidual e caracteriza-se por diversas modificações 

morfológicas e bioquímicas [219].  

A remoção das células que morrem por apoptose no organismo inicia-se com a ligação 

de uma molécula exposta na superfície da célula a um receptor existente na membrana de um 

fagócito. Esta ligação gera uma sinalização intracelular no fagócito que resulta na internalização 

endocítica da célula apoptótica, e também altera seu estado de ativação. Na fagocitose é 

possível observar diferenças entre fagócitos profissionais em diferentes estágios de 

diferenciação e ativação, com envolvimento de diferentes complexos ligante/receptor. Embora se 

admita que macrófagos e células dendríticas sejam mais eficientes na fagocitose das células 

mortas que as células de parênquima tecidual, por exemplo, a remoção das células que entram 

em apoptose nos tecidos ocorre rapidamente. Desse modo, mesmo no timo onde ocorre intensa 

apoptose das células T devido à seleção tímica, as células apoptóticas são prontamente 

fagocitadas por células do microambiente tímico [220,221]. 

O reconhecimento dos sinais da célula apoptótica sem internalização física são 

suficientes para induzir resposta antiinflamatória de macrófagos, sugerindo que os sinais para a 

síntese de citocinas antiinflamatórias são distintos daqueles que induzem fagocitose [222]. A 

fagocitose de células apoptóticas ocorre devido à expressão ou exposição de ligantes de 

superfície que interagem com as células fagocíticas do sistema imune inato, como macrófagos e 

células dendríticas, sendo a FS um dos principais ligantes estudados nesse contexto. Até este 

momento não está claro se existe um receptor específico para a FS e qual seria esse receptor, 
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mas existe um consenso atual que o sistema de reconhecimento de ligantes na superfície de 

células apoptóticas compreende vários receptores na membrana de fagócitos que atuam de 

modo redundante, otimizando a capacidade do organismo de eliminar rapidamente essas células 

[223]. O reconhecimento da FS na superfície de células apoptóticas fagocitadas por macrófagos 

ocasiona uma resposta imune supressora mediada por TGF-β e PGE2 [224]. A pré-

sensibilização de camundongos com lipossomas de FS é insuficiente para inibir uma resposta 

imune antígeno-específica in vivo. Células de linfonodos dos animais pré-sensibilizados com 

lipossomas de FS aumentam a produção de TGF-β, sugerindo um papel direto da FS na 

regulação da resposta imune, inibindo a inflamação e mantendo a homeostase do tecido [225].  

Na última década tem sido demonstrado que a via de desativação do macrófago 

induzida pela fagocitose de células apoptóticas é utilizada por diversos patógenos intracelulares 

como estratégia de replicação por vias dependentes da produção de mediadores 

antiinflamatórios. Van Zandbergen e colaboradores (2004) demonstraram um mecanismo 

descrito como “Cavalo de Tróia” em infecções com Leishmania major. Neste modelo, formas 

promastigotas infectam neutrófilos que, por sua vez, entram em apoptose e são fagocitados por 

macrófagos. A internalização através do reconhecimento do neutrófilo apoptótico evita o contato 

direto do parasita com receptores macrofágicos e induz a produção de TGF-β. Desta forma, a 

entrada do parasita no macrófago é facilitada e a ativação desta célula é inibida, resultando no 

estabelecimento da infecção [226]. 

Na infecção experimental por Trypanosoma cruzi, grande número de células T CD4+ 

apoptóticas são evidenciadas no baço de camundongos infectados [187]. O reconhecimento 

dessas células T apoptóticas pelos macrófagos favorece a proliferação do T. cruzi intracelular 

através da indução da produção de TGF-β1, poliaminas e PGE2 pela célula hospedeira e permite 

que o patógeno escape das reações imunológicas do hospedeiro. Como resultado a infecção é 
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favorecida e torna-se mais intensa [227]. Na infecção por L. major, as conseqüências da 

fagocitose de neutrófilos apoptóticos por macrófagos apresentam dois comportamentos que 

dependem do genótipo do hospedeiro. Em camundongos BALB/c, a fagocitose de neutrófilos 

apoptóticos leva a um aumento de sua carga parasitária em um mecanismo dependente da 

secreção de TGF- β1 e PGE2. Já em camundongos C57BL/6, a carga parasitária diminui de 

maneira dependente de TNF-α e elastase neutrofílica [228]. Nestes modelos, os parasitas 

intracelulares aproveitam o ambiente gerado pela interação entre as células apoptóticas e os 

macrófagos como mecanismo de escape devido à inibição da resposta inflamatória e evasão da 

morte no momento da infecção da célula hospedeira. Entretanto, recentemente foi evidenciado 

que a fagocitose de células apoptóticas infectadas com Staphylococcus epidermidis induzem a 

secreção de TNF-α e IL-6, enquanto que a fagocitose de células apoptóticas não infectadas 

induzem a secreção de citocinas com perfil antiinflamatório [229]. A produção de citocinas 

próinflamatórias foi relacionada com a translocação nuclear de NF-κB nos macrófagos. A 

liberação de TNF-α e IL-6 podem estar relacionadas à ativação da resposta imune adaptativa 

contribuindo para o desenvolvimento da inflamação crônica observada nessa e em outras 

infecções bacterianas. 

Apoptose e necrose também são eventos importantes na aterosclerose, onde 

contribuem para a instabilidade da placa aterosclerótica, com conseqüente ruptura da placa e 

formação de trombos [230]. Embora seja importante que as células apoptóticas sejam removidas 

rapidamente para que não ocorra necrose secundária a apoptose, a fagocitose destas células 

parece estar inibida nesta doença [231]. Na autoimunidade, a deficiência na remoção das células 

apoptóticas parece ser um dos fatores envolvidos no estabelecimento da doença, pois permite a 

exposição prolongada de estruturas e antígenos próprios do organismo, que, em um 

microambiente propício, leva ao reconhecimento e à formação de auto-anticorpos [232]. No 

Lupus Eritematoso, foi mostrado que camundongos suscetíveis apresentam um defeito na 
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remoção das células apoptóticas devido à deficiência de moléculas do sistema complemento e 

que isto contribui para o desenvolvimento da autoimunidade [233].  

Apesar de inúmeros estudos reforçarem a produção de mediadores antiinflamatórios 

após a remoção de células apoptóticas, quando se consideram as conseqüências da fagocitose 

de células apoptóticas no contexto de sinais de TLR induzidos pela infecção, é provável que 

ambas citocinas pró e anti inflamatórias sejam produzidas pelas células fagocíticas [234]. É 

possível que o quadro inflamatório induzido pelo reconhecimento simultâneo de ligantes TLR e 

células apoptóticas compreendem elementos da infecção e injúria tecidual. A natureza desses 

mecanismos parece ser importante para uma maior compreensão sobre a patogênese de 

doenças como a hanseníase. 

12. Justificativa 

   Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o M. leprae é capaz de induzir 

apoptose em monócitos humanos. No entanto, os mecanismos envolvidos na indução de 

apoptose pelo M. leprae bem como o impacto da remoção de células apoptóticas por fagócitos 

profissionais não foram completamente elucidados. Uma melhor compreensão sobre os 

mecanismos associados à apoptose e remoção celular poderão dar subsídios ao entendimento 

do estabelecimento das diferentes formas clínicas da hanseníase, o que poderá contribuir para o 

desenvolvimento de estratégias profiláticas e/ou terapêuticas de controle da hanseníase.  
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OBJETIVOS 

Objetivo geral 

Avaliar o papel do NF-κB na indução de apoptose em monócitos pelo M. leprae e o 

impacto da remoção de células apoptóticas na modulação da resposta de macrófagos Mφ1 e 

Mφ2 estimulados com M. leprae. 

 

Objetivos Específicos 

Ø Analisar a ativação de NF-κB em culturas de PBMC e monócitos expostas ao M. leprae;  

Ø Estudar o efeito da inibição do NF-κB sobre a apoptose de monócitos induzida pelo M. 

leprae;  

Ø Investigar o papel do proteossoma e da talidomida na translocação de NF-κB em 

resposta ao M. leprae;  

Ø Determinar a via de sinalização associada a modulação da produção de TNF-α pela 

talidomida em células estimuladas com M. leprae; 

Ø Avaliar a capacidade fagocítica dos macrófagos Mφ1 e Mφ2;  

Ø Estudar o papel da fagocitose de células apoptóticas na internalização do M. leprae;   

Ø Investigar o papel da fagocitose de células apoptóticas na expressão gênica e secreção 

de citocinas em resposta ao M. leprae; e 

Ø  Pesquisar se a fagocitose de células apoptóticas altera o fenótipo dos macrófagos Mφ1 

e Mφ2 em resposta ao M. leprae.  
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METODOLOGIA 

1. Biossegurança e permissão ética 

 As amostras biológicas foram manipuladas em câmara de segurança biológica em 

ambiente estéril, respeitando as normas para a manipulação de material biológico.  

  O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da FIOCRUZ (CEP FIOCRUZ) em 

26/08/09, protocolo nº 518/09.  

2. Cultura de células 

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidas de capas 

leucoplaquetárias resultantes de processamento de bolsas de sangue (Buffy coat), cedidas pelo 

Serviço de Hemoterapia do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (UFRJ), ou de 

voluntários saudáveis. O sangue periférico heparinizado foi diluído 1:1 em salina tampão fosfato 

(PBS) para separação das células por gradiente de densidade em Ficoll Hypaque. Após 

centrifugação a 900 xg, por 30 minutos, à temperatura ambiente, as células mononucleares 

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

RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina a 2mM, penicilina a 

100U/mL e estreptomicina a 100µg/mL (meio completo). Uma alíquota desta suspensão celular 

foi diluída em azul de Tripan (1:10) e avaliada em câmara de Neubauer para a estimativa da 

concentração de células viáveis. As suspensões celulares foram plaqueadas na concentração 

final de 2,0 x 106 células viáveis/mL de meio completo em garrafas ou microplacas para culturas 

de células, dependendo do ensaio a ser realizado.  

 

 



39 
 

3. Tratamento das células com M. leprae 

Nos ensaios de interação entre patógeno e célula hospedeira foram utilizadas 

suspensões de M. leprae irradiado, provenientes de camundongo ou tatu, gentilmente doado 

pelo Dr. Patrick Brennan (Departament of Microbiology, Immunology and Pathology, Colorado 

State University, Co, USA) ou Drª Cristina Pessolani (Laboratório de microbiologia Celular, 

Fundação Oswaldo Cruz- RJ). As culturas celulares foram expostas à suspensão de M. leprae, 

de forma a se obter multiplicidade de infecção igual a 2, 10 ou 20 e incubadas a 37ºC em estufa 

com 5% de CO2 por períodos que variaram de 1 hora a 24 horas. A possível contaminação das 

amostras de M. leprae nas culturas com LPS foi avaliada pelo kit Limulus Amebocyte Lysate (Bio 

Whittaker, Walkersville, MD, USA), de acordo com as instruções do fabricante. 

4. Pesquisa da translocação de NF-κκκκB em PBMC estimuladas com M. leprae 

Para avaliar o papel do M. leprae na translocação de NF-κB, 10 x 106 PBMC foram 

cultivadas em cubetas de Teflon, estimuladas com M. leprae (MOI 2:1 e 20:1) ou LPS (1µg/mL) 

por 1 hora e avaliadas por ensaio de mobilidade eletroforética (EMSA).  

A extração das proteínas nucleares procedeu-se após lavagem das células com PBS 

gelado e centrifugação a 800 xg por 5 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e as células 

foram ressuspensas em 400 µL de Tampão A (10mM de Hepes pH 7,9, 10mM de KCl, 0,1 mM 

de EDTA e 0,1 mM de EGTA, 1mM de DTT, 0,5mM de PMSF). Os tubos foram gentilmente 

homogeneizados e incubados por 15 minutos em banho de gelo. Após o período de incubação 

foram adicionados 25 µL da solução de Nonidet P-40 10% (NP-40) e os microtubos foram 

agitados vigorosamente durante 10 segundos. As células foram centrifugadas durante 1 minuto a 

13.000 g, ressuspensas em 50 µL de Tampão C (20mM de Hepes pH 7,9, 0,4mM de NaCl, 1mM 

de EDTA, 1mM de EGTA, 1mM de DTT, 1mM de PMSF) e, em seguida, colocadas em 

plataforma de agitação a 4ºC, por 15 minutos. Após esse período de agitação o extrato nuclear 
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foi centrifugado a 13.000 xg, durante 5 minutos a 4ºC e o sobrenadante obtido foi coletado e 

acondicionado em alíquotas a -80ºC. Uma pequena alíquota desses extratos foi usada para 

dosagem de proteínas pelo método de Bradford.  

Para o ensaio de alteração de mobilidade eletroforética (EMSA), incubamos 10µg do 

extrato de proteínas nucleares obtido com a sonda consenso para NF-κB e 2 µg de poli dI-dC 

em 25µL de tampão de ligação [10mM de Tris HCl (pH 7,5), 75mM de KCl, 5 mM de MgCl2, 1mM 

de DTT, 1mM de EDTA, 12,5% de glicerol e 0,1% (vol x vol) Triton-X100] à temperatura 

ambiente por 30 minutos. Foi utilizado cerca de 40µCi da sonda consenso para NF-κB (5’- 

GGGACTTTCC-3’), marcada radiotivamente com P32. Como controle de especificidade da 

ligação de NF-κB ao DNA, uma sonda mutada também foi utilizada nos ensaios. O complexo 

proteína-DNA foi separado da sonda livre utilizando 2,5µL de tampão de carreamento [250mM 

de Tris-HCl (pH7,5), 0,2% de azul de bromofenol, 0,2% de xileno cianol e 40% de glicerol] e as 

amostras foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 4% não desnaturante 

durante 2 horas e 30 minutos a 150 V. As bandas foram visualizadas por autorradiografia.  

Os ensaios de supershift que visam identificar as proteínas constituintes do fator de 

transcrição ativado consistiram na adição, ao extrato nuclear, de anticorpos específicos contra as 

diferentes proteínas do NF-dB (p65, p50, c-rel, RelB ou p52). Após 2 horas de incubação, em 

banho de gelo, as amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida, como descrito acima. 

5. Avaliação da translocação da subunidade p65 de NF-κκκκB em monócitos humanos 

estimulados com M. leprae por citometria de fluxo. 

Células mononucleares do sangue periférico obtidas a partir de doadores saudáveis 

foram plaqueadas e mantidas em cultura por 2 horas para aderência dos monócitos à 

microplaca. Após a retirada das células em suspensão os monócitos aderentes foram lavados 2 
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vezes com PBS quente, pré-tratados por 30 minutos com o inibidor de proteossoma MG132 a 

4µM (Calbiochem, CA, USA) ou Talidomida 30µM e estimulados com M. leprae (10:1) por 1 

hora. Após o período de incubação, as células foram dissociadas da placa e incubadas com 

200µL do tampão PIPES-Triton (10mM Pipes, 0.1M NaCl, 2mM MgCl2 and 0.1% triton X-100) em 

PBS por 30 minutos a 4ºC para extração nuclear. Em seguida, os núcleos foram lavados 2 vezes 

com PBS contendo 1% de BSA (PBS-FACS) e marcados com 5µg/mL do anticorpo monoclonal 

anti p65 ou seu isotipo (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) por 1 hora a 4ºC. Os núcleos foram 

posteriormente marcados com o anticorpo secundário anti-mouse (IgG1) conjugado ao Alexa 

fluor 488 (Invitrogen, CA, USA) e contracorados com Iodeto de proídeo (PI) a 1µg/mL. As 

amostras foram analisadas por citometria de fluxo no equipamento FACS Calibur (BD 

Bioscience, CA, USA). Em todos os experimentos foram adquiridos 10.000 eventos por amostra. 

A análise dos dados foi realizada através do Software Summit (Dako Cytomation). 

6. Pesquisa da participação do NF-κκκκB na apoptose induzida por M. leprae 

Para a realização destes experimentos, 1,0 x 106 monócitos viáveis/mL foram semeados em 

microplacas de 24 poços, pré-tratados por 30 minutos com o inibidor de NF-κB, SN50 ou o 

peptídeo mutado SN50m a 18µM (Calbiochem, Darmstadt, DEU) e estimuladas ou não com M. 

leprae (MOI 20:1) por 18 horas a 37ºC em estufa contendo 5% de CO2.  

As células foram dissociadas da placa, lavadas em PBS gelado e ressuspensas em 

100µl de tampão de ligação para anexina diluído 10 vezes em água deionizada, de acordo com 

as instruções do fabricante. Foi adicionado à suspensão celular 1µl de anexina (BD, NJ, USA) e 

1µl de PI a 1µg/mL (BD, NJ, USA) e em seguida, as células foram incubadas por 10 minutos a 

temperatura ambiente e no escuro. Após o período de incubação, 400µl do tampão de ligação foi 

adicionado às células para leitura em citometro de fluxo (FACS Calibur, BD). A análise dos 

dados foi realizada através do Software Summit (Dako Cytomation). 
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7. Pesquisa do papel importância do NF-κκκκB na síntese de TNFαααα em resposta ao M. 

leprae 

 Para avaliar o papel do NF-κB na secreção de TNFα, 1,0 x 106 monócitos viáveis/mL foram 

plaqueados, pré-tratados ou não com SN50 ou SN50m (Calbiochem) a 18µM e estimuladas ou 

não com M. leprae (MOI 10:1) por 18 horas a 37º C em estufa contendo 5% de CO2. A 

concentração de TNFα liberado no sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA (R&D 

systems, Minneapolis, USA), de acordo com as instruções do fabricante.  

8. Pesquisa da atividade do NF-κκκκB em resposta ao M. leprae 

 Para avaliar a atividade transcricional do NF-κB, a linhagem de células monocíticas 

humanas de leucemia aguda (THP-1) foram co-transfectadas utilizando FUGENE 6  (ROCHE, 

Madison, USA) com 750ng IgK-IFN-LUC (Gentilmente doado pelo Dr David Baltimore, California 

Institute of Technology, USA), e 250ng do plasmídeo pRL-CMV (Promega, Madison, USA). As 

células transfectadas foram pré-tratadas com talidomida por 30 minutos e estimuladas com M. 

leprae (MOI 10:1) por 18 horas a 37ºC em estufa com 5% de CO2. Em seguida, as células foram 

lavadas com PBS e lisadas de acordo com as instruções presentes no Kit da Luciferase 

(Promega) e analisadas em luminômetro TD-20/20 (Turner designs, Sunnyvale, USA).  

9. Pesquisa do envolvimento da via de p38 na supressão de TNF pela talidomida 

Para verificar a participação da talidomida na fosforilação de p38 induzida por M. leprae, 

cerca de 2,0 x 106 de monócitos viáveis/mL foram pré-tratados com talidomida por 30 minutos e 

estimulados com M. leprae (MOI 10:1) pelos tempos de 30 e 90 minutos a 37ºC em estufa com 

5% de CO2.  

Para a extração de proteínas totais, as células aderidas foram rinsadas 3 vezes com 

1mL de PBS e mecanicamente dissociadas da placa de cultivo. As células foram centrifugadas a 
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100 xg, por 10 minutos a 4°C, para descarte do sobrenadante e ressuspensão do sedimento 

celular em 1mL de PBS. Após nova centrifugação, as células foram ressuspensas em tampão de 

lise (Tris-HCl a 50mM, pH 7,5, EDTA a 5mM, EGTA a 10mM, NaF a 50mM, β-glicerofosfato a 

20mM, NaCl a 250mM, Triton X-100 a 0,1% e coquetel de inibidores protease) e incubadas por 

30 minutos a 4ºC. Ao término da incubação, os lisados celulares foram centrifugados a 18.300 

xg, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi recolhido para posterior dosagem de proteínas 

pelo método de Bradford.  

As proteínas presentes nos lisados celulares foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), como descrito por Laemmli [235]. Para isso, 30µg de 

proteína foram acrescidos de tampão de amostra (Tris-HCl a 50mM em pH 8, DTT a 100mM, 

SDS a 2%, azul de bromofenol a 0,01% e glicerol a 10%) e desnaturados a 100ºC, por 5 

minutos. Após corrida eletroforética a 100V, em tampão contendo Tris a 25 mM e glicina a 250 

mM,  foi realizada uma transferência das proteínas do gel para a membrana de nitrocelulose 

(Amershan, NJ, USA) por corrente elétrica. A transferência para a membrana de nitrocelulose foi 

feita do catôdo para o anôdo, em tampão de transferência (Tris a 25 mM, glicina a 190 mM e 

metanol a 20%), a 5V e 264mA por 45 minutos em cuba semi-seca. 

Após transferência, as interações inespecíficas foram bloqueadas com 

aproximadamente 10 mL de tampão contendo Tris a 20mM, pH7,4, NaCl a 137mM e Tween a 

0,1% (TBS-Tween) acrescido de leite desnatado a 5%, por 1 hora. Para verificar a presença de 

p38 fosforilado, a membrana foi incubada com 1µg/mL de anticorpo monoclonal anti-p-p38 (Cell 

signaling, MA, USA) em TBS-Tween com 5% de leite desnatado, overnight a 4ºC. Ao término da 

incubação, a membrana foi lavada três vezes com TBS-Tween, por 5 minutos, e então incubada, 

por 1 hora, com 10 mL de anticorpo secundário anti-IgG de camundongo ligado a peroxidase 

(Santa Cruz) em TBS-Tween contendo 5% de leite desnatado. Finalmente, foram realizadas 4 
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lavagens de 5 minutos com TBS-Tween. Com exceção da incubação com o anticorpo primário, 

todas as outras etapas descritas acima foram realizadas à temperatura ambiente, sob agitação.  

A detecção das bandas foi feita por quimioluminescência, utilizando o reagente Western 

Blotting Luminol (Santa Cruz). Para isso, partes iguais (500 µl de cada) das soluções fornecidas 

foram misturadas e aplicadas sobre a membrana, por 2 minutos. Em seguida, a membrana foi 

exposta a um filme de raio X (Kodak X-OMAT LS), por diversos períodos de tempo, e o filme foi 

revelado após imersão em solução reveladora e em solução fixadora. 

10. Geração de macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2 derivados de monócitos  

Células mononucleares do sangue periférico obtidas de doadores saudáveis foram 

mantidas em cultura por 2 horas para aderência dos monócitos a 37ºC em estufa com 5% de 

CO2. Após a retirada das células em suspensão os monócitos aderentes foram lavados 2 vezes 

com PBS morno e cultivados na presença de 50 ng/ml de GM-CSF (PeproTech, NJ, USA) ou 50 

ng/ml de M-CSF (PeproTech) durante 6 dias para obtenção de macrófagos do Mφ1 ou Mφ2, 

respectivamente, conforme protocolo descrito anteriormente por [103].  

11. Obtenção de células em apoptose 

Células da linhagem Jurkat, gentilmente doadas pelo Dr. Geraldo Pereira (Laboratório de 

Hanseníase, Fundação Oswaldo Cruz), foram cultivadas em meio completo e mantidas a 37°C 

sob uma atmosfera de 5% CO2. Para indução de apoptose as células Jurkat foram irradiadas 

com 49J/cm2 de radiação UVA por 30 minutos usando o equipamento L-PIX Touch (Loccus 

Biotecnologia, SP, BRA). Em seguida, as células foram re-incubadas a 37ºC por 3 horas na 

ausência de soro. A análise por citometria de fluxo mostrou aproximadamente 50% de células 

em apoptose. Células Jurkat não irradiadas foram utilizadas como controle (≤ 10%). A apoptose 

foi confirmada pela marcação com Anexina V-FITC (BD) e iodeto de propídeo (BD), conforme 
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descrito no item 6. A análise foi realizada no equipamento FACSCalibur (BD). Em todos os 

experimentos utilizando células Jurkat foi utilizada uma proporção de 3 células para cada 

macrófago. 

12. Pesquisa da capacidade fagocitica dos macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2 

Monócitos foram diferenciados em macrófagos Mφ1 ou Mφ2 na presença de GM-CSF ou 

M-CSF, respectivamente por 6 dias. Após esse período as células foram estimuladas com M. 

leprae marcado com FITC e cultivadas por 90 minutos na presença de células Jurkat irradiadas 

ou viavéis coradas em vermelho com PKH26 de acordo com as instruções do fabricante (Sigma, 

MO, USA). Em seguida, os macrófagos foram lavados 2 vezes com PBS a temperatura ambiente 

para retirar células não fagocititadas e dissociados da placa de cultura para posterior análise por 

citometria de fluxo (FACS Calibur, BD). 

13. Pesquisa do percentual de associação do M. leprae aos macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2 

em resposta a fagocitose de células apoptose 

Para avaliação do papel da fagocitose na associação do M. leprae em macrófagos Mφ1 

e Mφ2, monócitos foram diferenciados, em lamínulas de vidro, estimulados com M. leprae e 

mantidos ou não na presença de células Jurkat viavéis ou em apoptose (3 células Jurkat para 

cada macrófago) por 90 minutos a 37ºC em estufa com 5% de CO2.  Após esse período, o meio 

contendo as células em suspensão foi recolhido e os macrófagos aderidos foram lavados 2 

vezes com PBS a temperatuta ambiente para que as células não fagocitadas fossem 

completamente retiradas. Os macrófagos foram fixados com metanol por 10 minutos e, em 

seguida, corados com Fucsina por 20 minutos, lavadas 2 vezes com água destilada e 

diferenciadas cuidadosamente no álcool-ácido. Para interromper a diferenciação as amostras 

foram mergulhadas em água corrente. Por fim, as células foram contracoradas com azul de 

metileno por 3 minutos. O excesso de corante foi retirado em água corrente. As lamínulas foram 
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desidratadas e montadas em Entellan. O percentual de associação do M. leprae foi calculado a 

partir da fórmula abaixo. 

% de associação do ML =  Nº de Mφ contendo pelo menos uma bactéria 

     Nº total de Mφ observados 

 

14. Pesquisa do papel do M. leprae na fagocitose de células apoptóticas em 

macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2  

Aproximadamente 2,0 x 106 monócitos viáveis/mL foram plaqueados sobre lamínulas de 

vidro e mantidos por 6 dias em estufa a 37ºC com 5% de CO2 em meio completo contendo GM-

CSF ou M-CSF. Os macrófagos diferenciados foram corados em verde com PKH67 (Sigma) de 

acordo com as orientações do fabricante e as células Jurkat foram coradas em vermelho com 

PKH26 (Sigma). Os macrófagos foram estimulados com M. leprae (MOI 10:1) e mantidos ou não 

na presença das células em apoptose por 90 minutos a 37ºC em estufa com 5% de CO2. Em 

seguida, as lamínulas contendo as células aderidas foram lavadas 2 vezes com PBS e fixadas 

com paraformaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente. A fagocitose de células 

apoptóticas foi avaliada por microscopia confocal em microscópio Confocal Zeiss LSM 510 

META Microscopy (Heidelberg, DEU). Foram contadas 100 células por campo para quantificar o 

percentual de fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 e Mφ2 em resposta ao M. 

leprae. 
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15. Análise da ultraestrutura da fagocitose de células apoptóticas por macrófagos 

Mφφφφ1 e Mφφφφ2 em resposta ao M. leprae 

Para avaliar a ultraestrutura de macrófagos Mφ1 e Mφ2 5 x 106 macrófagos 

diferenciados foram estimulados com M. leprae (MOI 10:1) e mantidos na presença de células 

em apoptose por 90 minutos a 37ºC em estufa com 5% de CO2. Após esse período as células 

foram lavadas com PBS e fixadas em glutaraldeído a 2,5% em tampão cacodilato de sódio 0,1M, 

pH 7,2 com 3,5% de sacarose por 1h a 4ºC. Em seguida, lavadas no mesmo tampão e pós-

fixadas com 1% de Tetróxido de Ósmio (OsO4) por 1h a 4ºC. Após estes procedimentos, foram 

lavadas em tampão cacodilato, desidratadas em série cetônica (30, 50, 70, 90 e 100%) e 

infiltrados com a mistura de acetona 100% e resina PolyBed 812 e polimerizados à 60ºC por 2 

dias. Após a polimerização, foram feitos cortes ultrafinos (Ultramicrótomo Reichert OmU3), 

recolhidos em grades de cobre de 300 mesh, contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato 

de chumbo e observados ao microscópio eletrônico de transmissão Jeol JEM-1011 (Plataforma 

de Microscopia Eletrônica IOC/FIOCRUZ) 

16. Pesquisa da fagocitose de células apoptóticas na expressão de COX-2 em 

macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2 induzidos por M. leprae  

Para a análise da expressão gênica 2,0 X 106 monócitos viavéis/mL foram semeados e 

diferenciados por 6 dias na presença de GM-CSF e M-CSF em microplacas de 12 poços a 37ºC 

em estufa com 5% de CO2. Os macrófagos diferenciados foram estimulados com M. leprae (MOI 

10:1) e mantidos na presença ou não de células Jurkat irradiadas ou viavéis por 3 horas. Após 

esse período, as células foram lavadas e lisadas com 1mL de Trizol de acordo com as instruções 

do fabricante.  

O RNA foi ressuspenso em 10µl de água livre de RNase (RF) e em seguida esta suspensão 

foi quantificada. Para a transcrição reversa, foram utilizadas alíquotas correspondendo a 1µg de 
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RNA. Ao RNA, foi adicionado 1µl de oligo dT (500ng/ml; Invitrogen, CA, USA) e o volume final da 

reação foi elevado para 10µl, com água RF. O microtubo foi incubado por 10 minutos, a 65°C, 

para o anelamento do oligo dT. Em seguida, foram adicionados 1µl de inibidor de RNAse (40U/µl - 

Applied Biosystems, CA, USA), 1µl de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP 0,2mM cada - Perkin 

Elmer Cetus, Massachusetts, USA), 4µl do tampão de transcrição 5X (tris HCl 250mM, KCl 375 

mM, MgCl2 15mM), 2µl de ditiotreitol (DTT 0.1M) e 1µl da enzima transcriptase reversa Super 

script II RNAseH-.(200U/µl - Invitrogen). A reação foi realizada a uma temperatura de 42°C, por 1 

hora, e, em seguida, o microtubo foi aquecido a 90°C, por 10 minutos. O volume das amostras foi 

elevado para 100µl com H2O deionizada e os tubos armazenados a –20° até o momento de uso. 

O sistema Taqman de RT-PCR em tempo real foi realizado para cada amostra usando o 

ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems) para contínuo 

monitoramento da fluorescência. 

Para o PCR em tempo real, as amostras de cDNA foram utilizadas na quantidade de 

100ng por reação. Foram então adicionados em cada poço (ABI Prism optical plates, Applied 

Biosystems), 12,5 µl de 2X TaqMan Universal Master Mix (1X) [contendo AmpliTaq Gold 250U, 

AmpErase UNG, 10X Taqman Buffer A e dNTPs] e 20X de primer alvo e sonda para COX-2.  A 

reação foi submetida a 1 ciclo a 50°C por 2 minutos para a ativação da enzima AmpEraser UNG, 

1 ciclo a 95°C por 10 minutos para a ativação da AmpliTaq Gold DNA polimerase, seguida de 40 

ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto para amplificação. A expressão relativa dos 

genes foi determinada pelo  ABI Prism 7000 Sequence Detection System software (Applied 

Biosystems). 
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17. Pesquisa da importância da fagocitose de células apoptóticas no fenótipo dos 

macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2 em resposta ao M. leprae 

Neste ensaio macrófagos Mφ1 e Mφ2 estimulados com M. leprae (MOI 10:1) foram 

cultivados na presença ou não de células Jurkat apoptóticas ou viáveis por 24 horas para a 

avaliação da expressão dos marcadores de superfície CD14, CD40, CD163, CD206 e HLA-DR 

por citometria de fluxo.  

 As células aderidas foram lavadas 2 vezes com PBS, dissociadas da placa e 

centrifugadas a 500 xg, por 5 minutos, a 15ºC. Após nova lavagem com PBS-FACS (PBS com 

1% de BSA), foi realizado o bloqueio de receptores de superfície celular FcγR com 100µl de soro 

inativado de carneiro a 5% em PBS-FACS, por 30 minutos, em banho de gelo. Seguiu-se 

incubação por 30 minutos, em gelo, com 1µg/mL de anticorpo monoclonal anti-CD14 ou anti-

CD40 conjugado a FITC, anti-CD163 ou anti-CD206 conjugado a APC (aloficocianina) ou 

anticorpo monoclonal anti HLA-DR conjugado ao PE (ficoeritrina) (BD) diluidos em PBS-FACS. 

Ao término da incubação, as células foram lavadas e analisadas com citômetro de fluxo (FACS 

calibur, BD).  

18. Pesquisa da importância da fagocitose de células apoptóticas na secreção de 

citocinas e mediadores induzidos por M. leprae em macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2  

Para avaliar o papel da fagocitose de células apoptóticas na secreção de TNFα, IL-6, IL-

12, IL-10, IL-15, TGF-β e PGE2 2,0 x 106 células viáveis/mL foram semeadas em microplacas de 

24 poços, estimuladas ou não com M. leprae e cultivadas ou não com células em apoptose ou 

viavéis por 18 horas a 37ºC em estufa com 5% de CO2. A concentração das citocinas liberadas 

no sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA (R&D systems ou Cayman Chemical, 

Michigan, USA), de acordo com as instruções do fabricante. 



50 
 

 

19. Análise estatística 

 Os resultados foram expressos em média ± erro padrão (SEM). Diferenças significativas 

entre os grupos foram determinadas com o teste one-way ANOVA seguido de do testes de 

Tukey ou com o teste T seguido do pós-teste de Wilcoxon. Os valores com p-valor ≤ 0,05 foram 

considerados significativos. 
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RESULTADOS 

1. Análise da translocação nuclear de NF-κκκκB em células humanas em resposta ao M. 

leprae 

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o M. leprae é capaz de induzir 

apoptose em monócitos humanos por um mecanismo dependente de TNF-α [155,195]. Uma vez 

que diversos estudos anteriores demonstraram uma correlação direta entre a produção de TNF-

α e a ativação de NF-κB, fomos avaliar se o M. leprae induz a translocação de nuclear de NF-

κB. Para isso, 107 células mononucleares do sangue periférico foram cultivadas em cubetas de 

Teflon e estimuladas com M. leprae (MOI 2:1 ou 20:1) por 1 hora. Em seguida, as proteínas 

nucleares foram extraídas e incubadas com sondas contendo os sítios de ligação para NF-κB. A 

translocação nuclear de NF-κB foi determinada por EMSA. 

Os dados mostraram um aumento da ligação do NF-κB nos extratos nucleares de 

culturas estimuladas com M. leprae quando comparadas às culturas não estimuladas. Essa 

ligação foi específica, pois nenhuma banda foi observada durante a incubação com a sonda 

mutada (Figura 5a). Adicionalmente, foram realizados ensaios de Supershift que têm como 

objetivo identificar as proteínas constituintes do fator de transcrição ativado. Para isso, 

anticorpos específicos contra as subunidades do NF-κB foram incubados ao extrato nuclear e 

avaliados por eletroforese em gel de poliacrilamida não desnaturante. Como mostrado na figura 

5b, anticorpos contra as subunidades p65 e p50 levaram a uma redução na migração das 

bandas sugerindo a translocação do heterodímero p65/p50 e do homodímero p50/p50 nestas 

culturas.  

Também foi verificado se o M. leprae era capaz de induzir a translocação de NF-κB em 

monócitos aderentes. PBMC de indivíduos saudáveis foram plaqueadas e mantidas em cultura 
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por 2h para aderência dos monócitos. Em seguida as células foram estimuladas com M. leprae 

(MOI 10:1) por 1 hora e a avaliação da translocação do NF-κB foi realizada por citometria de 

fluxo após extração da membrana plasmática e do citoplasma e marcação nuclear com anticorpo 

anti-p65. 

Foi observado que em monócitos aderentes o M. leprae também induziu a translocação 

da subunidade p65 de NF-κB (60,2 ± 7,42 %) quando comparado às células não estimuladas 

(31,38 ± 4,14 %). Alterações na média de intensidade de fluorescência também foram 

significativas (C: 19,31 ± 3,09 e ML: 33,16 ± 4,13) (Figura 5c). 
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Figura 5. M. leprae induz a translocação nuclear de NF-κB. (a) PBMC foram estimulados ou não 
com M. leprae (ML 2:1 ou ML 20:1) por 1 hora. Proteínas nucleares foram extraídas, incubadas 
com sonda de DNA mutada (ML mut) ou contendo os sítios de ligação para NF-κB e analisadas 
por EMSA. (b) Extratos nucleares de células estimuladas com M. leprae (ML, MOI 2:1) foram 
pré-incubados com anticorpos contra as subunidades p65 (ML p65) e p50 (ML p50) de NF-κB 
por 1 hora e avalizados por Supershift. Autoradiografia representativa de 5 experimentos 
realizados.(c) Análise por citometria de fluxo da subunidade p65 em núcleos extraídos de 
monócitos estimulados com M. leprae (10:1). Histogramas de um experimento representativo 
realizado. Os números nos histogramas representam as médias de intensidade de fluorescência 
e o aumento é significativo na presença do M. leprae (p≤0,001). O gráfico representa o 
percentual de núcleos positivos para p65. Os dados representam as médias e os erros padrões 
de 5 experimentos realizados (*p≤0,05). Nos ensaios de citometria de fluxo foram analisadas 
10.000 células.  

 

2. Estudo da participação do proteossoma e da talidomida na translocação de NF-κκκκB 

induzida por M. leprae. 

Os resultados obtidos durante minha tese de mestrado mostraram que a inibição do 

protessoma interfere na secreção de citocinas induzidas por M. leprae [155]. Além disso, 

resultados obtidos em colaboração com nosso grupo demonstraram que a talidomida é capaz de 

modular a ativação de NF-κB em células de Schwann estimuladas com M. leprae [67].  

Para estudar a participação do proteossoma e da talidomida na translocação de NF-κB 

em resposta ao M. leprae, monócitos de controles saudáveis foram pré-tratados por 30 minutos 
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com as drogas e estimulados com M. leprae (MOI 10:1) por 1 hora. A avaliação da translocação 

do NF-κB foi realizada por citometria de fluxo.  

Foi observado que as células que foram pré-tratadas com MG132, um inibidor de 

proteossoma, e estimuladas com M. leprae têm uma redução significativa dos níveis de p65 

translocados (19,54 ± 5,17) quando comparado as células estimuladas com M. leprae (39,15 ± 

6,41) (Figura 6a). Quando as células foram pré-tratadas com a talidomida e estimuladas com M. 

leprae observou-se uma inibição da média de intensidade de fluorescência de p65 (17,44 ± 3,13) 

quando comparada as células estimuladas com somente com M. leprae (27,88 ± 4,39) (Figura 

6b).  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 6. MG132 e Talidomida reduzem a translocação de NF-κB em resposta ao M. leprae. A 
translocação de NF-κB foi determinada por citometria de fluxo após marcação dos núcleos com 
anticorpo anti-p65 marcado com FITC. (a) *p≤0,05 quando monócitos pré-tratados com MG132 
(4µM) e estimulados com M. leprae (ML, MOI 10:1) foram comparados ao M. leprae ou quando o 
controle não estimulado foi comparado as células estimuladas com M. leprae. (b) **p≤0,01 
quando culturas foram pré-tratadas com talidomida (Tal, 30µM) e estimuladas com M. leprae 
(MOI 10:1) foram comparados as células estimuladas com M. leprae ou quando o controle não 
estimulado foi comparado ao M. leprae.  Os gráficos representam as médias e os erros padrões 
de 7 experimentos realizados. Em todos os ensaios realizados foram analisadas 10.000 células.  
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3. Avaliação da atividade de NF-κκκκB em células estimuladas com M. leprae 

Para determinar a atividade transcricional dependente do NF-κB, células da linhagem 

monocítica humana THP-1 foram transfectadas utilizando o ensaio repórter da luciferase que 

contém 6 sítios de ligação para o NF-κB e um promotor constitutivo ativo contendo o gene da 

renilla luciferase que foi usado para normalização da atividade da luciferase. Um dia após a 

transfecção, as células foram pré-tratadas por 30 minutos com talidomida e estimuladas com M. 

leprae por 24 horas. Após a incubação as células foram lisadas e a atividade da luciferase 

dependente de NF-κB foi avaliada em luminômetro. 

O tratamento com M. leprae induziu aumento da atividade transcricional de NF-κB 

(0,101 ± 0,003) quando comparado ao controle não estimulado (0,045 ± 0,003). Além disso, a 

talidomida foi capaz de inibir de forma significativa a atividade de NF-κB em resposta ao M. 

leprae (0,018 ± 0,04) (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Talidomida reduz a atividade de NF-κB em resposta ao M. leprae. A atividade do NF-
κB foi determinada através do ensaio do gene repórter da luciferase ***p≤ 0,001 quando células 
THP-1 estimuladas com M. leprae (ML, MOI 10:1) foram comparados ao controle não 
estimulado, a talidomida (Tal, 30µM) ou as células pré-tratadas com talidomida e estimuladas 
com M. leprae por 24 horas. O gráfico mostra as média e os erros padrões de 3 experimentos 
realizados. 
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4. Avaliação da participação do NF-κκκκB na apoptose e secreção de TNF-αααα em 

resposta ao M. leprae 

Para investigar a participação de NF-κB na apoptose e nos níveis de TNFα secretados, 

106 monócitos foram plaqueados e pré-tratadas por 30 minutos com o  inibidor de NF-κB SN50 

ou com o peptídeo mutado (SN50m) e estimulados com M. leprae (MOI 20:1 nos experimentos 

de apoptose e MOI 10:1 nos ensaios para dosagem de TNF-α) por 20 horas. O percentual de 

apoptose foi avaliado por marcação com Anexina V e PI e a concentração de TNFα no 

sobrenadante das culturas foi avaliada por ELISA. 

A análise dos dados mostrou que o M. leprae induz a apoptose das células CD14 

positivas (C: 13,14 ± 2,6 vs ML: 28,01 ± 6,7). No entanto, quando as culturas são pré-tratadas 

com o SN50 e estimuladas com M. leprae há uma redução do percentual de células em 

apoptose (8,47 ± 4,57). Como mostrado na figura 10b os níveis de TNF-α secretados na 

presença do M. leprae (1034 ± 310,4 pg/mL) foram fortemente inibidos quando as células foram 

pré-tratadas com SN50 e estimuladas com M. leprae por 20h (12,61 ± 7,69 pg/mL). Contudo, na 

presença do SN50 mutado e M. leprae não foi verificada diferença estatística na secreção de 

TNF-α (849,9 ± 245,8) quando comparado as células mantidas somente com M. leprae. 

Além disso, a translocação de NF-κB também foi pesquisada na presença de SN50. Os 

resultados mostraram que o pré- tratamento com SN50 seguido de estímulo com M. leprae reduz 

de forma significativa a translocação da subunidade p65 para o núcleo (15,88 ± 2,22) em relação 

às culturas estimuladas somente com M. leprae (26,03 ± 2,06). Adicionalmente, foi observado 

que na presença do SN50 mutado e do M. leprae não houve diferença significativa na 

translocação de p65 (24,57 ± 3,30) em relação às culturas estimuladas com M. leprae.  
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Figura 8. NF-κB participa da secreção de TNF-α em resposta ao M. leprae. (a) O percentual de 
monócitos em apoptose foi avaliado pela marcação com anexina V-FITC e PI, após pré-
tratamento das células com SN50 (18µM) ou com o peptídio mutado (SN50m, 18µM) e 
estimulação com M. leprae (ML, MOI 20:1) por 20 horas. O gráfico mostra as médias e os erros 
padrões de 3 experimentos realizados. (b) Os níveis de TNF-α foram determinados por ELISA. 
O gráfico mostra as médias e os erros padrões de 7 experimentos realizados. ***p≤0,001 
quando culturas estimuladas com M. leprae (ML, MOI 10:1) foram comparadas as culturas não 
estimuladas ou mantidas na presença de SN50 e M. leprae. (c) A translocação da subunidade 
p65 de NF-κB foi verificada por citometria de fluxo, após marcação dos núcleos com anticorpo 
anti-p65 marcado com FITC. O gráfico mostra as médias e os erros padrões de 7 experimentos 
realizados. *p≤0,05 quando células estimuladas com M. leprae (ML, MOI 10:1) foram 
comparadas ao controle não estimulado ou a culturas pré-tratadas com SN50 e estimuladas com 
M. leprae. Nos ensaios de citometria de fluxo foram analisadas 10.000 células. 
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5. Avaliação do papel da talidomida na fosforilação de p38 em resposta ao M. leprae 

Para avaliar o papel da talidomida na fosforilação de p38 MAPK, cerca de 2,0 x 106 

monócitos foram plaqueados, pré-tratados com a talidomida e estimulados com M. leprae (MOI 

10:1) por 30 e 90 minutos. A fosforilação de p38 foi verificada por Western Blot. 

A análise densitrométrica das bandas demonstrou que o tratamento com M. leprae por 

30 minutos aumentou a fosforilação de p38 (1,95) em relação ao controle não estimulado (1,00). 

No entanto a fosfosforilação de p38 volta a níveis basais quando as células foram mantidas por 

90 minutos na presença do M. leprae (1,02). Foi observada uma redução da fosforilação de p38 

quando as células foram pré-tratadas com talidomida e estimuladas com M. leprae por 30 

minutos (1,07) quando comparado as culturas estimuladas somente com a micobactéria pelo 

mesmo período de tempo (Figura 9b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Talidomida reduz a fosforilação de p38 em resposta ao M. leprae. Lisados de 
monócitos pré-tratados com talidomida (Tal, 30µM) e estimulados com M. leprae (ML, MOI 10:1) 
foram analisados por Western Blot. p38 total foi utilizado como controle. (a) Autorradiografia de 
um Western Blot representativo de 2 realizados. A primeira linha mostra o p38 fosforilado e a 
segunda linha mostra o p38 total. (b) O gráfico representa a densitometria das bandas 
considerando os valores do controle não estimulado como 1.  
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6. Polarização dos macrófagos em Mφφφφ1 e Mφφφφ2  

Para diferenciação dos macrófagos, monócitos obtidos a partir de células 

mononucleares do sangue periférico foram cultivados por 6 dias na presença de GM-CSF para 

diferenciação em macrófagos pró-inflamatórios, Mφ1 ou de M-CSF para diferenciação em 

macrófagos antiinflamatórios, Mφ2. Os macrófagos Mφ1 são mais arredondados e os Mφ2 são 

menos aderentes e com formatos irregulares. Em seguida, foram avaliados marcadores de 

superfície para tentar caracterizar estes dois tipos de macrófagos. A análise por citometria de 

fluxo demonstrou que macrófagos Mφ1 estimulados ou não com M. leprae possuem maior 

expressão da molécula co-estimulatória CD40.  Em contrapartida, os macrófagos Mφ2 têm um 

aumento da expressão de CD14, do receptor de manose, CD206 e do receptor scavenger, 

CD163 em macrófagos estimulados ou não com M. leprae (Figura 10a). O HLA-DR também foi 

avaliado, porém não foi observada diferença na expressão dessa molécula na superfície dos 

macrófagos Mφ1 ou Mφ2.  

Já foi demonstrado que citocinas como IL-12 e IL-10 são produzidas de forma diferente 

por macrófagos ativados pela via clássica (Mφ1) ou pela via alternativa (Mφ2) [103]. Portanto, 

para avaliar a produção destas citocinas por macrófagos Mφ1 e Mφ2 em nosso modelo, os 

macrófagos diferenciados foram estimulados com M. leprae (MOI 10:1) por 20 horas e os níveis 

de IL-10 e IL-12 foram determinados por ELISA. 

Nossos resultados mostram que os macrófagos Mφ1 produzem aproximadamente 3 

vezes mais IL-12 (426,8 ± 111,5 pg/mL) quando comparado aos macrófagos Mφ2 (127,6 ± 

31,12 pg/mL). No entanto, apesar dos Mφ1 estimulados com M. leprae produzirem mais IL-

12p40 quando comparado aos Mφ2 nas mesmas condições essa diferença não foi 

estatisticamente significativa. (Figura 10b). Por outro lado, a secreção de IL-10 parece ter um 
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perfil inverso. Os macrófagos Mφ2 produzem em média 7 vezes mais IL-10 (1436 ± 396,6 

pg/mL) que os macrófagos Mφ1 (185,1 ± 54,07 pg/mL). Além disso, na presença do M. leprae os 

macrófagos Mφ2 tem um aumento na produção de IL-10 (2302 ± 539 pg/mL) quando comparado 

aos macrófagos Mφ1 estimulados com M. leprae (361,8 ± 156,5 pg/mL) ou aos macrófagos Mφ1 

não estimulados (185,1 ± 54,07 pg/mL) (Figura 10c).    
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Figura 10. Diferenciação dos monócitos humanos em dois subtipos funcionalmente distintos, 
Mφ1 e Mφ2. (a; b) Macrófagos Mφ1 e Mφ2 foram diferenciados por 6 dias na presença de GM-
CSF ou M-CSF, respectivamente. As fotos mostram a morfologia de dois diferentes tipos de 
macrófagos. As imagens foram obtidas usando o microscópio Colibri Led Light (Carl Zeiss, 
Sliedrecht, The Netherlands). (c, d, e; f) Análise por citometria de fluxo das moléculas de 
superfície CD14, CD206, CD40 e CD163 em macrófagos Mφ1 ou Mφ2 estimulados ou não com 
M. leprae (10:1). Histogramas representativos de um experimento realizado. Os números nos 
histogramas representam o percentual de células positivas. Nos ensaios de citometria de fluxo 
foram analisadas 10.000 células. (g) O gráfico representa as médias e os erros padrões de 8 
experimentos realizados. **p≤0,01 quando macrófagos Mφ1 foram comparados aos macrófagos 
Mφ2. *p≤0,05 quando macrófagos Mφ1 estimulados com M. leprae (ML, MOI 10:1) foram 
comparados aso macrófagos Mφ2. (h) O gráfico representa as médias e os erros padrões de 8 
experimentos realizados. **p≤0,01 e *p≤0,05 quando macrófagos Mφ2 estimulados com M. 
leprae são comparados a macrófagos Mφ1 e a macrófagos Mφ1 estimulados com M. leprae, 
respectivamente. *p≤0,05 quando macrófagos Mφ2 foram comparados aos macrófagos Mφ1.  
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7. Análise da capacidade de internalização do M. leprae por macrófagos Mφφφφ1 e Mφφφφ2  

Uma vez que foi sugerido que a talidomida parece inibir a translocação da sub-unidade 

p65 do NF-κB por um mecanismo dependente de p38 MAPK o que parece contribuir para o 

aumento dos níveis de TNF-α e indução de apoptose, fomos avaliar o papel da fagocitose 

dessas células apoptóticas no desenvolvimento da doença. Uma vez que a doença acomete 

principalmente macrófagos teciduais, fomos investigar ainda o comportamento do M. leprae 

frente a macrófagos derivados de monócitos diferenciados in vitro com GM-CSF (Mφ1) ou com 

M-CSF (Mφ2). Para avaliar a capacidade de internalização do M. leprae pelos macrófagos Mφ1 

e Mφ2, monócitos foram cultivados por 6 dias na presença de GM-CSF ou M-CSF, conforme 

descrito na metodologia. Após esse período os macrófagos foram estimulados com M. leprae 

marcado com ou não com FITC na multiplicidade de infecção igual a 10, por 90 minutos. A 

internalização do M. leprae foi avaliada por citometria de fluxo e microscopia eletrônica de 

transmissão.  

A análise dos dados mostrou um aumento significativo do percentual de internalização 

do M. leprae por macrófagos Mφ2 (3,78 ± 1,22%) quando comparado aos macrófagos Mφ1 (0,84 

± 0,17%) (Figura 11b). Os ensaios realizados através da microscopia eletrônica confirmam 

esses resultados, mostrando que os vacúolos dos macrófagos Mφ2 estão repletos de M. leprae, 

enquanto que os vacúolos dos Mφ1 possuem apenas algumas bactérias (Figura 11c). 
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Figura 11. Macrófagos Mφ2 são mais fagocíticos do que macrófagos Mφ1. (a) Macrófagos Mφ1 
diferenciados com GM-CSF e Mφ2 diferenciados com M-CSF foram estimulados com M. leprae 
marcado com FITC por 90 minutos. Histograma representativo de uma citometria de fluxo de 4 
realizadas. ---- macrófagos não estimulados e        M. leprae (ML, MOI 10:1). (b) O gráfico 
representa as médias e os erros padrões de 4 experimentos independentes realizados. *p≤0,05 
quando os macrófagos Mφ2 foram comparados aos macrófagos Mφ1. Em todos os ensaios 
foram analisadas 10.000 células. (c) Análise por microscopia eletrônica de transmissão de 
macrófagos Mφ1 e Mφ2 estimulados com M. leprae por 90 minutos, embebidos em Epon e 
corados com uranila e chumbo. As setas vermelhas indicam os bacilos dentro de vacúolos.   
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8. Estudo do papel da fagocitose de células apoptóticas na internalização do M. 

leprae 

Para avaliar o papel da fagocitose de células apoptóticas na associação do M. leprae em 

macrófagos Mφ1 e Mφ2, células Jurkat foram expostas a radiação UV e mantidas em cultura na 

ausência de soro por 3h. Em seguida os macrófagos Mφ1 e Mφ2 foram estimulados com M. 

leprae (MOI 10:1) na presença ou não de células em apoptose por 90 minutos. O percentual de 

associação do M. leprae foi avaliado através da coloração com Ziehl-Neelsen (Figura 12a). 

Foi observado que na presença de células apoptóticas há um aumento da associação do 

M. leprae tanto em macrófagos Mφ1 quanto em macrófagos Mφ2. No entanto, verificou-se uma 

maior diferença na associação do M. leprae na presença de células em apoptose nos 

macrófagos Mφ1 quando comparado a estes mesmos macrófagos estimulados apenas com M. 

leprae. Apesar dos macrófagos Mφ2 mostrarem-se mais fagocíticos do que os macrófagos Mφ1, 

a presença de células apoptóticas parece não influenciar de forma significativa a associação do 

M. leprae (Figura 12a). 

Também foram realizados ensaios utilizando o M. leprae marcado com FITC para 

complementar os dados anteriores. Macrófagos Mφ1 e Mφ2 foram estimulados com M. leprae e 

cultivados na presença de células em apoptose ou células viáveis por 90 minutos. Em seguida o 

percentual de internalização do M. leprae foi avaliado por citometria de fluxo (Figura 12c). Os 

resultados mostraram que há um aumento no percentual de internalização do M. leprae na 

presença de células apoptóticas nos macrófagos Mφ1 (5,46 ± 1,23%) e Mφ2 (4,18 ± 1,70%) 

quando comparados aos macrófagos estimulados somente com M. leprae (1,082 ± 0,26% nos 

Mφ1 e 3,03 ± 1,51% nos Mφ2) ou nos macrófagos que foram mantidos na presença de células 

viáveis estimuladas com esta micobactéria (1,51 ± 0,53% nos Mφ1 e 1,36 ± 0,80% nos Mφ2) 

(Figura 12c). 
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Outro ensaio avaliou o percentual de fagocitose de células apoptóticas e da 

internalização do M. leprae por macrófagos Mφ1 e Mφ2, para isso células Jurkat viáveis e 

apoptóticas foram marcadas em vermelho com o corante vital PKH26 e o M. leprae foi marcado 

em verde com FITC. O percentual de células duplo marcadas foi verificado por citometria de 

fluxo (Figura 12d).  

Esses dados mostraram que os macrófagos Mφ2 foram capazes de internalizar mais 

células em apoptose e M. leprae (5,5 ± 0,88%) quando comparados aos macrófagos Mφ1 (2,52 

± 0,52%) nas mesmas condições. No entanto, na presença de células vivas não foi observada 

nenhuma diferença significativa no percentual de fagocitose dos macrófagos Mφ1 (0,95 ± 0,2%) 

e Mφ2 (1,65 ± 0,94%), respectivamente.  
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Figura 12. A fagocitose de células apoptóticas favorece a internalização do M. leprae. (a) As 
figuras mostram a associação do M. leprae a macrófagos Mφ1 e Mφ2 após marcação da 
bactéria com Ziehl-Nieelsen e coloração dos macrófagos com azul de metileno. Os macrófagos 
foram estimulados com M. leprae (MOI 10:1) por 90 minutos. (b) O gráfico representa as médias 
e os erros pafrões do percentual de associação do M. leprae (ML, MOI 10:1) na presença ou não 
de células em apoptose (Apo) obtidos a partir de 4 experimentos realizados. (c) O percentual de 
internalização do M. leprae (MOI 10:1) foi determinado por citometria de fluxo em culturas de 
macrófagos Mφ1 e Mφ2 estimuladas com M. leprae marcados com FITC na presença ou não de 
células Jurkat em apoptose ou vivas. Os resultados representam médias e erros padrões obtidos 
a partir de 5 experimentos independentes. (d) O gráfico representa o percentual de 
internalização do M. leprae (MOI 10:1) marcado com FITC e de células Jurkat coradas com PKH 
26 por Mφ1 e Mφ2. *p≤0,05 quando culturas de macrófagos Mφ2 na presença de M. leprae e de 
células em apoptose foram comparados a macrófagos Mφ1 nas mesmas condições. **p≤0,01 
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quando macrófagos Mφ2 na presença de M. leprae e células em apoptose foram comparados a 
macrófagos Mφ2 estimulados com M. leprae e células vivas. ***p≤0,001 quando macrófagos 
Mφ2 estimulados por M. leprae e células em apoptose foram comparados a macrófagos Mφ1 na 
presença do M. leprae e células vivas. Os resultados representam as médias e erros padrões 
obtidos a partir de 5 experimentos independentes. Todos os ensaios realizados foram analisadas 
10.000 células.  
 
 

9. Avaliação da participação do M. leprae na fagocitose de células apoptóticas 

Para investigar o papel do M. leprae na fagocitose de células apoptóticas 2,0x106 células 

foram plaqueadas sobre lamínulas de vidro e deixadas em cultura por 2h para aderência dos 

monócitos. Em seguida as células não aderentes foram removidas e os monócitos 

permaneceram em estufa com CO2 por seis dias em presença de meio contendo GM-CSF ou M-

CSF para diferenciação em macrófagos Mφ1 ou Mφ2. Após esse período os macrófagos foram 

corados com PKH67 (verde) e estimulados com M. leprae (MOI 10:1) e mantidos na presença ou 

não de células em apoptose marcadas com PKH26 por 90 minutos. A fagocitose de células 

apoptóticas por avaliada microscopia confocal. 

Como mostrado nas fotografias e no gráfico abaixo os macrófagos Mφ2 fagocitam 1,7 

vezes mais células em apoptose quando comparados aos Mφ1. Entretanto, quando os 

macrófagos foram estimulados com M. leprae observou-se uma redução da fagocitose de células 

apoptóticas nos dois tipos de macrófagos (Figura 13).  
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Figura 13. M. leprae reduz a fagocitose de células apoptóticas. (a) Os macrófagos diferenciados 
foram estimulados com M. leprae (MOI 10:1) e mantidos na presença ou não de células Jurkat 
em apoptose (Apo) por 90 minutos. As fotos representam a marcação em verde dos macrófagos 
Mφ1 e Mφ2 pelo corante PKH67 e das células apoptóticas em vermelho com o corante PKH26. 
Este resultado mostra um experimento representativo de dois ensaios independentes realizados 
por microscopia confocal. (b) O gráfico representa a quantificação do percentual de fagocitose de 
células apoptóticas por macrófagos Mφ1 e Mφ2 em resposta ao M. leprae (ML, MOI 10:1).  
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10. Efeito da fagocitose de células apoptóticas na expressão gênica de COX-2 

Já foi demonstrado que lesões de pacientes lepromatosos possuem mais células 

positivas para COX-2 quando comparado as lesões de pacientes tuberculóides [236]. Além 

disso, altas concentrações de PGE2 produzidas por COX-2 nos pacientes LL podem inibir a 

produção de citocinas Th1, contribuindo para a anergia das células T observadas nesses 

pacientes. 

Para pesquisar o papel da fagocitose de células apoptóticas na expressão gênica de 

COX-2, macrófagos diferenciados com GM-CSF ou M-CSF foram estimulados ou não com M. 

leprae (MOI 10:1) e cultivados na presença de células Jurkat viáveis ou em apoptose.  

Como mostrado na figura 14a, a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 

induziu um aumento significativo do número de cópias relativas de COX-2 (0,091 ± 0,033) 

quando comparado ao controle não estimulado (0,005 ± 0,003). No entanto, na presença do M. 

leprae a fagocitose de células em apoptose não alterou a expressão gênica de COX-2 (0,027 ± 

0,015). Da mesma forma, na presença de células vivas não foi observada diferença na 

expressão de COX-2 em relação ao controle (Mφ1+cel viva: 0,021 ± 0,012 e Mφ1+cel viva+ML: 

0,006 ± 0,003). 

Nos macrófagos Mφ2 o M. leprae parece aumentar a expressão de COX-2 (0,1636 ± 

0,1085) quando comparado ao controle (0,0009 ± 0,0004) e a fagocitose de células apoptóticas 

induzida por M. leprae aumenta significativamente o número de cópias relativas para COX-2 

(0,4392 ± 0,1117) quando comparado a qualquer um dos outros tratamentos utilizados (Mφ2+cel 

viva: 0,0039 ± 0,0008; Mφ2+cel viva+ML: 0,0411 ± 0,0189 e Mφ2+Apo: 0,0327 ± 0,0175). 

 

 



70 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 14. A fagocitose de células apoptóticas reduz a expressão de COX-2 induzida por M. 
leprae em macrófagos Mφ1 e aumenta em macrófagos Mφ2. Macrófagos Mφ1 e Mφ2 foram 
estimulados com M. leprae (ML, MOI 10:1) e mantidos na presença ou não de células Jurkat 
viávies ou em apoptose (Apo) por 3 horas. A expressão de COX-2 foi determinada por RT-PCR 
em tempo real. (a) *p≤0,05 quando macrófagos Mφ1 não estimulados foram comparados a 
macrófagos Mφ1 na presença de células apoptóticas por 3 horas. (b) *p≤0,05 , **p≤0,01 e 
***p≤0,001 quando macrófagos Mφ2 estimulados com células apoptóticas e M. leprae foram 
comparados a macrófagos estimulados com M. leprae, células vivas e M. leprae e células 
apoptóticas ou controle não estimulado, respectivamente. Os resultados representam médias e 
erros padrões de 6 experimentos realizados.    
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11.  Estudo da fagocitose de células apoptóticas na produção de PGE2 

Sabendo que a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 induz aumento de 

COX-2, nós fomos pesquisar a participação de PGE2 nesse processo. Para isso, macrófagos 

diferenciados com GM-CSF ou M-CSF foram estimulados ou não com M. leprae (MOI 10:1) e 

cultivados na presença de células Jurkat viáveis ou em apoptose por 20 horas. A secreção de 

PGE2 foi avaliada por ELISA. 

Foi observado que a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 induz um 

aumento significativo da secreção de PGE2 (3,41 ± 0,80 pg/mL) quando comparado ao controle 

(0,22 ± 0,15 pg/mL) ou com as células estimuladas com M. leprae (0,20 ± 0,20 pg/mL) (Figura 

15a).  

Nos macrófagos Mφ2 o M. leprae foi capaz de induz um aumento significativo na 

produção de PGE2 (2,43 ± 0,41 pg/mL) quando comparado às células não estimuladas (0,06 ± 

0,06 pg/mL) ou as células mantidas na presença de jurkat viáveis e M. leprae (0,10 ± 0,06 

pg/mL). A fagocitose de células apoptóticas também aumentou a produção de PGE2 (2,06 ± 

0,68pg/mL) quando comparado aos macrófagos Mφ2 não estimulados (0,06 ± 0,06 pg/mL) ou 

aos macrófagos mantidos na presença de células Jurkat viáveis (0,47 ± 0,21 pg/mL). Por fim, a 

fagocitose de células apoptóticas em resposta ao M. leprae aumentou a secreção de PGE2 (1,76 

± 0,61 pg/mL) quando comparado ao controle não estimulado (0,06 ± 0,06pg/mL) ou aos 

macrófagos mantidos na presença de células Jurkat vivas e M. leprae (0,10 ± 0,06 pg/mL) 

(Figura 15b).  
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Figura 15. A fagocitose de células apoptóticas aumenta a secreção de PGE2 em macrófagos 
Mφ1 e Mφ2. Macrófagos Mφ1 e Mφ2 foram estimulados com M. leprae (ML, MOI 10:1) e 
mantidos na presença de células Jurkat vivas ou em apoptose (Apo) por 20 horas. A produção 
de PGE2 foi determinada por ELISA. (a) *p≤0,05 quando macrófagos Mφ1 não estimulados ou 
estimulados com M. leprae foram comparados a macrófagos Mφ1 na presença de células 
apoptóticas por 20 horas. (b) *p≤0,05 quando macrófagos Mφ2 não estimulados foram 
comparados a Mφ2 co-cultivados com células apoptóticas na presença ou não do M. leprae, 
quando Mφ2 cultivados na presença de células apoptóticas foram comparados a Mφ2 mantidos 
na presença de células viáveis ou quando Mφ2 estimulados com M. leprae foram comparados a 
Mφ2 mantidos na presença de células Jurkat e M. leprae **p≤0,01 quando macrófagos Mφ2 não 
estimulados foram comparados a macrófagos Mφ2 estimulados com M. leprae. Os resultados 
representam médias e erros padrões de 6 experimentos realizados.     

 

 
12. Análise da fagocitose de células apoptóticas no fenótipo dos macrófagos Mφφφφ1 e 

Mφφφφ2 

Para investigar o papel da fagocitose de células apoptóticas na modulação do fenótipo 

dos macrófagos Mφ1 e Mφ2, macrófagos diferenciados na presença de GM-CSF ou M-CSF 

foram estimulados ou não com M. leprae (MOI 10:1) e mantidos na presença ou não de células 

em apoptose por 24 horas. O percentual de macrófagos positivos para CD14, CD206, CD163, 

HLA-DR e CD40 foram avaliados por citometria de fluxo (Figura 16). 

Os resultados mostram que o M. leprae aumenta significativamente o percentual de 

CD206 (14,55 ± 2,97%) em macrófagos Mφ1 quando comparado ao controle (3,42 ± 0,89%) e 
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reduz os níveis de HLA-DR (3,87 ± 0,70%) em comparação ao controle não estimulado (6,38 ± 

1,51%). Nos macrófagos Mφ2 o M. leprae reduz o percentual de CD163 (3,91 ± 0,87%) e HLA-

DR (1,91 ± 0,60%) quando comparados ao controle (6,57 ± 1,13 % de CD163 e 3,69 ± 0,45% de 

HLA-DR). 

A fagocitose de células apoptóticas foi capaz de aumentar o percentual de macrófagos 

Mφ1 positivos para CD14 (12,97 ± 3,02%) quando comparado tanto com o controle não 

estimulado (6,41 ± 0,30%) quanto com o M. leprae (6,86 ± 1,03%).  E a fagocitose de células 

apoptóticas por macrófagos Mφ2 reduziu o percentual de células positivas para CD163 (2,59 ± 

0,61%) quando comparado ao controle (6,57 ± 1,16%). 

A fagocitose de células apoptóticas em resposta ao M. leprae por macrófagos Mφ1 

aumentou significativamente os níveis de CD163 (5,19 ± 0,59%) quando comparado ao controle 

não estimulado (1,35 ± 0,46%). Já a remoção de células apoptóticas por macrófagos Mφ2 em 

reposta ao M. leprae aumentou o percentual de células positivas para CD40 (7,52 ± 2,56%) e 

reduziu o percentual de CD163 (3,17 ± 0,74%) quando comparados ao controle não estimulado 

(2,96 ± 0,75% de CD40 e 6,57 ± 1,16%).  
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Figura 16. A fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 e Mφ2 modula os 
marcadores de superfície em resposta ao M. leprae. Macrófagos Mφ1 e Mφ2 foram estimulados 
com M. leprae (ML, MOI 10:1) e mantidos na presença ou não de células vivas ou em apoptose 
(Apo) por 20 horas. Os gráficos representam as médias e erros padrões dos percentuais de 
CD14, CD206, CD163, CD40 e HLA-DR, determinados por citometria de fluxo, de 5 
experimentos independentes.  
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13. Análise da fagocitose de células apoptóticas na secreção de citocinas 

Para avaliar a participação da fagocitose de células apoptóticas na secreção de citocinas 

pelos macrófagos Mφ1 e Mφ2, monócitos recuperados do sangue periférico foram diferenciados 

em macrófagos Mφ1 ou Mφ2 na presença de GM-CSF ou M-CSF, respectivamente. Em seguida, 

os macrófagos foram estimulados com M. leprae e cultivados na presença de células apoptóticas 

ou viáveis por 20h. A secreção de citocinas foi avaliada por ELISA. 

Os resultados mostram que o M. leprae aumenta de forma significativa a secreção de IL-

6 e IL-15 em macrófagos Mφ1 (522,9 ± 141,5 pg/mL de IL-6 e 695,5 ± 66,63 pg/mL de IL-15) 

quando comparado ao controle não estimulado (204,7 ± 31,43 pg/mL de IL-6 e 197,3 ± 43,38 

pg/mL de IL-15). Nos macrófagos Mφ2 estimulados com M. leprae observou-se um aumento da 

secreção de TNF-α, TGF-β e IL-10 (563,5 ± 125,5 pg/mL de TNF-α, 1919 ± 251 pg/mL de TGF-

β e 2080 ± 493 pg/mL de IL-10) quando comparado ao controle (126,4 ± 27,17 pg/mL de TNF-α 

e 119,1 ± 27,82 pg/mL de TGF-β e 296,4 ± 68,93 pg/mL de IL-10). No entanto, os níveis de 

TNF-α secretados por macrófagos Mφ2 em resposta aos estímulos utilizados são semelhantes a 

produção desta citocina por macrófagos Mφ1 não estimulados (Figura 17).  

A fagocitose de células apoptóticas induz aumento da secreção de TGF-β tanto em 

macrófagos Mφ1 (1006 ± 244,1 pg/mL) quando em macrófagos Mφ2 (1710 ± 449,2 pg/mL) 

quando comparados ao controle (Mφ1: 112,7 ± 39,08 pg/mL e Mφ2: 119,1 ± 27,82 pg/mL).  

Na presença do M. leprae a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 

reduz significativamente a secreção de IL-6 e IL-15 (173,8 ± 20,20 pg/mL de IL-6 e 291,4 ± 

66,40 pg/mL de IL-15) quando comparado as células que foram estimuladas com M. leprae 

(522,9 ± 141,5 pg/mL de IL-6 e 695,5 ± 66,63 pg/mL de IL-15). Além disso, na presença do M. 

leprae a fagocitose de células apoptóticas aumenta a secreção de TGF-β e IL-10 (1658 ± 420,1 
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pg/mL de TGF-β e 2333 ± 959,5 pg/mL de IL-10) quando comparado ao controle não estimulado 

(112,7 ± 39,08 pg/mL de TGF-β e 185,1 ± 54,07 pg/mL de IL-10). Já nos macrófagos Mφ2 a 

fagocitose de células apoptóticas em resposta ao M. leprae aumenta significativamente a 

secreção de TNF-α, TGF-β, e IL-12 (649,5 ± 178,3 pg/mL de TNF-α, 1488 ± 367,9 pg/mL de 

TGF-β, e 409,8 ± 44,67 pg/mL de IL-12) em relação ao controle (126,4 ± 27,17 pg/mL de TNF-α 

e 119,1 ± 27,82 pg/mL de TGF-β, 296,4 ± 68,93 pg/mL de IL-10 e 127,6 ± 31,12 pg/mL de IL-

12).  
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Figura 16. A fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 e Mφ2 modula 
diferentemente a secreção de citocinas em resposta ao M. leprae. Macrófagos Mφ1 e Mφ2 
estimulados com M. leprae (ML, MOI 10:1) foram cultivados na presença ou não de células vivas 
ou em apoptose (Apo) por 20 horas. Os gráficos representam as médias e erros padrões das 
concentrações de IL-6, TNF-α, IL-12, IL-15, TGF-β e IL-10 (pg/mL), determinadas por ELISA, 
nos sobrenadantes de culturas de macrófagos Mφ1 e Mφ2 em 8 experimentos independentes.  
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DISCUSSÃO 

 

A capacidade de microorganismos patogênicos de modular as vias de apoptose nas 

células do hospedeiro tem se revelado como um mecanismo bastante difundido utilizado para o 

estabelecimento bem sucedido da infecção [237,238]. A modulação da maquinaria apoptótica 

durante infecções bacterianas e virais é um mecanismo bem estabelecido que favorece a 

sobrevivência das células afetadas [239]. Por outro lado, em alguns modelos infecciosos como 

na tuberculose, tem sido mostrado que na infecção in vitro com M. tuberculosis ou estimulação 

com PPD, monócitos de indivíduos TST+ entram em apoptose, enquanto monócitos de pacientes 

com tuberculose pulmonar desenvolvem tanto apoptose quanto necrose [240,241]. Estudos 

recentes demonstraram que a indução de apoptose pelo M. tuberculosis é dependente da via 

TLR2/TLR4/MyD88/p38/ERK/PI3-kinase [242].  

A questão se a morte celular apresenta função fisiológica durante a infecção é um passo 

chave na compreensão das interações célula hospedeira-patógeno e a patogênese da doença 

de modo a estabelecermos possíveis estratégias para o controle de doenças infecciosas.  

Estudos anteriores sugerem que a produção de TNF-α em resposta ao M. leprae pode 

contribuir para a patologia da hanseníase [243,244]. No entanto, os mecanismos intracelulares 

que levam à resposta de citocinas induzida pela micobactéria não estão completamente 

caracterizados. Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o M. leprae induz 

apoptose de monócitos humanos de forma dose-dependente e o TNFα parece ser o mediador 

deste processo, pois o tratamento das culturas com pentoxifilina inibiu a apoptose nestas células 

[195]. Em adição, a secreção de TNFα é crucial para a imunidade contra infecções bacterianas e 

possui um importante papel na formação do granuloma. Entretanto, quando produzido em 

excesso pode causar dano neural e tecidual, fenômeno freqüentemente observado na 

hanseníase e seus episódios reacionais. Portanto a regulação desta citocina é de grande 
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importância para a redução da inflamação observada nesse período. Durante o desenvolvimento 

da minha tese de mestrado, foi observado que proteossoma desempenha um importante papel 

na apoptose e na secreção de TNF-α induzidos por M. leprae em monócitos [155]. A regulação 

da transcrição do gene que codifica TNFα envolve a ativação de membros da família NF-κB. 

Quando organizados em homo ou heterodímeros, os membros desta família (p50, p52, p65, 

RelB e c-Rel) podem atuar como fatores de transcrição. Para isso, os dímeros precisam ser 

translocados para o núcleo, onde se ligam a seqüências polinucleotídicas consenso localizadas 

na região promotora do gene a ser regulado [70].  

Foi demonstrado por Pereira e colaboradores (2005) que o M. leprae induz a 

translocação nuclear de dois dímeros de NF-κB (p65-p50 e p50-p50) em células de Schwann em 

um mecanismo dependente da atividade do proteossoma e que o tratamento com talidomida foi 

capaz de inibir a translocação do homodímero p50/p50 [67]. 

No presente estudo, nós investigamos o envolvimento do NF-κB na secreção de TNF-α 

induzida por M. leprae. E, sabendo da importância dessa citocina na indução de apoptose em 

pacientes com hanseníase, nós também avaliamos o impacto da remoção das células 

apoptóticas por macrófagos e suas implicações no estabelecimento das diferentes formas 

clínicas da hanseníase. 

Nossos resultados apontam para uma participação do NF-κB na apoptose e secreção de 

citocinas em células estimuladas com M. leprae. Primeiramente, os ensaios de retardo da 

mobilidade eletroforética (EMSA) mostraram que o M. leprae, em baixo MOI 2:1 já foi capaz de 

induzir a translocação das subunidades p65 e p50 de NF-κB em PBMC de controles saudáveis, 

sugerindo a translocação e ligação ao DNA do heterodímero p65/p50 e do homodímero p50/p50. 

Em seguida, a translocação de NF-κB em monócitos foi avaliada por citometria de fluxo. Em 

conjunto, o papel da talidomida nesse processo foi avaliado. A talidomida é conhecida por sua 
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capacidade de inibir citocinas pró-inflamatórias e a sua capacidade de modular a secreção de 

TNF-α está fortemente associada ao seu mecanismo de ação [243,245].  

Foi observado que o M. leprae induz a ativação do NF-κB em monócitos humanos e que 

a talidomida pode suprimir a indução de NF-κB pela micobactéria in vitro. A capacidade da 

talidomida de diminuir a translocação de NF-κB induzida pelo M. leprae parece explicar o 

potente efeito inibitório desta droga no controle das manifestações inflamatórias da hanseníase. 

Uma vez que os dados anteriores do nosso grupo demonstraram que a talidomida inibe o 

complexo p50/p50 e inibe a repressão da transcrição gênica induzidos pelo M. leprae em células 

de Schwann, estes resultados sugerem que o efeito inibitório da talidomida sobre a estimulação 

com M. leprae não é específico a um determinado tipo celular.  

O efeito da talidomida sobre o NF-κB não foi observado em resposta ao LPS [246] e 

PMA [247]. Isto sugere que a capacidade da droga de modular a expressão gênica através da 

supressão de NF-κB pode estar associada a via induzida pelo estímulo [247]. No entanto, um 

estudo mais recente descreveu que a talidomida inibe a produção de TNF-α e a ativação de NF-

κB em células RAW 264.7 através da inibição da fosforilação de IκB quinase, via regulação 

negativa de MyD88 [66]. 

Foi realizado o ensaio utilizando o “reporter” da Luciferase que permite avaliar o efeito 

que uma seqüência regulatória de um determinado gene, artificialmente inserido à montante de 

um outro gene (chamado de "repórter"), exerce sobre o nível de transcrição deste último. Nossos 

resultados mostraram que o M. leprae aumenta a atividade transcricional de NF-κB e que a 

talidomida inibe a atividade deste fator de transcrição em THP-1 estimulados com M. leprae. A 

via ubiquitina-proteossoma controla diversos processos celulares e modula a regulação de NF-

κB através do processamento proteolítico de precursores de NF-κB, poliubiquitinação e 

degradação de IκB-α. No presente estudos nós observamos que a inibição do proteossoma 
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reduziu a atividade de NF-κB em resposta ao M. leprae, e isso parece estar associado a baixa 

produção de citocinas descritas anteriormente [155]. 

Uma vez que observamos que o M. leprae induz a atividae de NF-κB, fomos investigar o 

envolvimento deste fator de transcrição na apoptose e na secreção de TNF-α induzidos por M. 

leprae em monócitos. Para isso, monócitos foram pré-tratados com o inibidor de NF-κB, SN50 

ou seu análogo sem função ativa, o SN50m e estimulados com M. leprae por 20 horas. A 

apoptose foi avaliada por citometria de fluxo e a secreção de TNF-α por ELISA. Os resultados 

obtidos através da marcação das células com anexina V-FITC e PI sugerem a participação do 

NF-κB na apoptose induzida por M. leprae, demonstrada pela inibição do percentual de células 

em apoptose nas culturas tratadas com SN50 e estimuladas com a bactéria. No entanto, mais 

experimentos precisam ser realizados para confirmar a participação deste fator de transcrição na 

apoptose induzida por M. leprae. Na secreção de TNF-α, a participação do NF-κB foi mais 

evidente, pois o tratamento com SN50 inibiu completamente a secreção de TNF-α em resposta 

ao M. leprae. Adicionalmente, na presença do peptídeo inativo a secreção de TNF-α em 

resposta ao micobactéria não foi alterada. Em conjunto, tais dados indicam que o M. leprae induz 

a produção de TNF-α e apoptose de monócitos por um mecanismo dependente de NF-κB. 

Vários tipos de bactérias ativam uma série de vias de sinalização quando entram em 

contato com os receptores de membrana dos macrófagos. Essas vias iniciam a produção de 

citocinas, quimiocinas e metabólitos antimicrobianos que são importantes no controle dessas 

infecções. Uma das principais vias de sinalização envolvidas no processo inflamatório e na 

atividade antimicrobiana é a via das MAP quinases. A sinalização por esta via resulta na ativação 

de vários fatores de transcrição, incluindo o NF-κB [248].  

Trabalhos já demonstraram que micobactérias como o M. avium induzem uma rápida 

fosforilação das três subfamílias de MAP quinases, no entanto na presença de inibidores de p38 
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a secreção de IL-10 foi completamente extinguida [245]. Também já foi demonstrado que a 

talidomida inibe a fosforilação de Akt, p38 e JNK induzidos por LPS [66]. No entanto, a via de 

sinalização envolvida no efeito anti-TNF da talidomida em células estimuladas com M. leprae não 

foi bem estabelecido. Para avaliar o envolvimento da via de MAPK nesse processo, monócitos 

foram pré-tratados com talidomida e estimulados com M. leprae por 30 e 90 minutos, 

respectivamente. Os extratos celulares foram avaliados por western blot. Nós observamos que o 

M. leprae induz um aumento da fosforilação de p38 em 30 minutos e que o tratamento com 

talidomida reduz a fosforilação desta proteína em níveis basais. A estimulação das células com 

M. leprae por 90 minutos não alterou a fosforilação de p38, o que nos sugere que a ativação da 

via p38 MAPK ocorre nos primeiros 30 minutos após o estímulo com M. leprae. Esses dados 

indicam que a talidomida inibe a secreção de TNF-α em monócitos estimulados com M. leprae 

por uma via dependente de p38 MAPK.  

Estudos anteriores mostraram que células de pacientes do pólo tuberculóide da 

hanseníase possuem um maior percentual de células em apoptose e maiores níveis de TNF-α 

circulantes quando comparados às células de pacientes do pólo lepromatoso [190,191]. Uma vez 

que o M. leprae induz apoptose em monócitos e que pacientes paucibacilares apresentam 

elevados percentuais de células T em apoptose, fomos investigar o papel da fagocitose de 

células apoptóticas na patogênese da hanseníase.  

Os macrófagos são os alvos preferidos para infecção de patógenos intracelulares, 

incluindo as micobactérias. Eles possuem um papel duplo na defesa do hospedeiro contra 

infecções bacterianas ainda pouco conhecido. Os macrófagos contribuem para a imunidade 

celular e eliminação bacteriana, mas também proporcionam um ambiente essencial nos quais a 

micobactéria sobrevive e escapa dos mecanismos de defesa do hospedeiro. 

Foi demonstrado que macrófagos diferenciados na presença de GM-CSF, identificados 

como Mφ1 promovem a imunidade celular, são microbicidas e pró-inflamatórios. Por outro lado, 
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macrófagos diferenciados na presença de M-CSF ou Mφ2 são incapazes de ativar as células T 

CD4+, mesmo depois do tratamento dessas células com o ligante de CD40 e IFN-γ [153].  

Os macrófagos Mφ2 produzem citocinas anti-inflamatórias e expressão em sua 

superfície moléculas como o receptor de manose (CD206) e o receptor scavenger de 

hemoglobina, o CD163 [103]. Tanto o GM-CSF quanto o M-CSF são fatores de crescimento 

essenciais, não só para a geração de macrófagos in vitro, mas também para a diferenciação de 

macrófagos in vivo. Camundongos Op/Op não produzem M-CSF e desenvolvem uma deficiência 

profunda nos macrófagos que pode ser parcialmente corrigida pela implantação de câmeras de 

difusão contendo células produtoras de M-CSF [250], confirmando que o M-CSF é crucial para 

diferenciação dos macrófagos. Já camundongos knockout para GM-CSF não apresentam 

deficiências importantes nos macrófagos, embora eles sejam menores do que o normal 

[251,252]. Em condições normais, o M-CSF é o único fator de crescimento de macrófagos 

detectável no sangue [154]. Em contrapartida, o GM-CSF é geralmente visto como uma citocina 

pró-inflamatória envolvida na inflamação e é dificilmente detectável em circulação [253]. Assim, 

sobre condições normais, o M-CSF pode ser a citocina responsável pela diferenciação dos 

macrófagos. 

Os macrófagos residentes são heterogêneos no que diz respeito aos aspectos 

funcionais [254], portanto, para estudar o papel da fagocitose de células apoptóticas nós 

resolvemos utilizar os macrófagos Mφ1 e os macrófagos Mφ2 para tentar mimetizar as 

condições observadas nos pacientes com hanseníase. Dados recentes de nosso grupo sugerem 

que macrófagos provenientes de biópsias de pele de pacientes lepromatosos apresentam 

fenótipo similar ao de macrófagos ativados pela via alternativa (Mφ2), com elevada expressão de 

CD163, CD206 e CD209. Ao contrário, macrófagos de pacientes tuberculóides apresentam 

fenótipo equivalente ao de macrófagos classicamente ativados (Mφ1) (D.F de Moura dados não 

publicados).  
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Verreck e colaboradores (2004) observaram que macrófagos Mφ1 secretam IL-12 e IL-

23 após estimulo com LPS ou M. tuberculosis e macrófagos Mφ2 secretam IL-10 na presença 

destes estímulos em comparação a Mφ1 ou células dendríticas [103]. Tendo como base esse 

trabalho, a secreção das citocinas IL-12 e IL-10 por macrófagos Mφ1 e Mφ2 estimulados ou não 

com M. leprae foi avaliada por ELISA. Os nossos resultados mostraram que os macrófagos Mφ1 

secretam mais IL-12p40 e os macrófagos Mφ2 produzem mais IL-10, corroborando os dados 

obtidos por Verreck e colaboradores (2004) [103]. Outras citocinas como TNF-α, IL-6, TGF-β e 

IL-15 também foram avaliadas, no entanto não foram observadas diferenças na produção dessas 

citocinas quando comparamos macrófagos Mφ1 não estimulados ou estimulados com M. leprae 

a macrófagos Mφ2 nestas mesmas condições.   

Makino e colaboradores (2007) também mostraram que macrófagos Mφ2 secretam mais 

IL-10 em resposta ao M. leprae quando comparado aos Mφ1. No entanto, eles não observaram 

alterações na secreção de IL-12 e sim na produção de TNF-α. Essas diferenças poderiam ser 

explicadas pela quantidade de M. leprae usado [153]. Nos nossos experimentos foram utilizadas 

10 bactérias para cada célula, no entanto esse trabalho usou 20 e 40 bactérias para cada célula. 

As cepas usadas também foram diferentes assim como a técnica para diferenciar os 

macrófagos.  

Estudos utilizando células em apoptose demonstraram que macrófagos Mφ2 têm maior 

capacidade de se ligar a 4ºC e de fagocitar a 37ºC células em apoptose do que macrófagos Mφ1 

[255]. Além disso, já foi evidenciado por Verreck e colaboradores (2004) que Mφ2 internalizam 

mais BCG do que Mφ1 [103], no entanto, Makino e colaboradores (2007), mostraram não haver 

diferença na internalização de BCG por estes dois tipos de macrófagos [153]. 

Nossos resultados mostraram que macrófagos Mφ1 e Mφ2 são capazes de internalizar o 

M. leprae, porém macrófagos Mφ2 têm uma maior capacidade fagocítica quando comparado aos 
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macrófagos Mφ1, o que corrobora com os resultados mostrados por Verreck e colaboradores em 

relação ao BCG [103]. Tais achados reforçam a hipótese de que pacientes tuberculóides - 

paucibacilares - apresentam predomínio de macrófagos Mφ1 nas lesões enquanto pacientes 

lepromatosos - multibacilares- apresentam predomínio de macrófagos Mφ2 nas lesões.  

Vários trabalhos já associaram a fagocitose de células apoptóticas com a internalização 

de microorganismos. A indução da apoptose de linfócitos por T. cruzi e a fagocitose das células 

apoptóticas por macrófagos aumenta a pré-disposição ao parasita. Sugerindo que a fagocitose 

de células apoptóticas possui um papel na persistência da doença [227]. De forma semelhante, a 

Leishmania sp. infecta neutrófilos que entram em apoptose e são fagocitados por macrófagos. 

Essas células em apoptose funcionariam como um “Cavalo de Tróia”, pois o reconhecimento do 

neutrófilo apoptótico evita o contato do parasita com os receptores do macrófago e a Leishmania 

consegue chegar a seu hospedeiro final, o macrófago, resultando no estabelecimento da 

infecção [226,256]. Por outro lado, o tratamento de células com cepas de Pseudomonas 

aeruginosa produtoras de piocianina compromete a fagocitose de células apoptóticas por 

macrófagos. Sugerindo que essa bactéria possa manipular o microambiente inflamatório através 

da inibição da remoção de células apoptóticas [257].  

Em nosso modelo nós verificamos que a presença de células apoptóticas favorece a 

associação do M. leprae à célula hospedeira. Macrófagos Mφ2 internalizam mais M. leprae do 

que macrófagos Mφ1, no entanto, na presença de células apoptóticas os macrófagos Mφ1 

apresentaram aumento no percentual de associação do M. leprae superior ao observado em 

macrófagos Mφ2. Então, em seguida nós fomos avaliar se os macrófagos que internalizaram o 

M. leprae também foram capazes de fagocitar as células em apoptose. Nós observamos que os 

macrófagos Mφ2 fagocitam mais células em apoptose e M. leprae quando comparado aos 

macrófagos Mφ1 nas mesmas condições. Cabe ressaltar que tanto em macrófagos Mφ1 quanto 

em Mφ2 a presença do M. leprae reduziu a fagocitose de células apoptóticas. Portanto, a 
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remoção e a internalização do M. leprae não depende da célula hospedeira ter fagocitado a 

célula em apoptose, mas parece ser influenciado pelo ambiente gerado pela remoção das 

células apoptóticas do sistema. 

No sistema in vitro aqui estabelecido os macrófagos parecem receber dois estímulos 

distintos: um pró-inflamatório gerado pela bactéria, e outro anti-inflamatório gerado pela remoção 

das células em apoptose. O balanço deste dois sinais é o resultante do curso da infecção em 

humanos e pode ser mimetizada in vitro. A inflamação é desencadeada pela liberação de 

mediadores químicos originados dos tecidos lesados, que provocam distúrbios na membrana 

celular ocasionando a ativação da fosfolipase A2 e liberação do ácido araquidônico [258]. O ácido 

araquidônico, quando liberado, não tem ação inflamatória, entretanto, os produtos de sua 

degradação, são mediadores fundamentais para o desenvolvimento do processo inflamatório 

[259]. A oxidação do ácido araquidônico pode ser realizada por duas vias enzimáticas: 

cicloxigenase (também conhecida como PGH sintetase) e a lipoxigenase [259]. A ação do 

sistema enzimático da cicloxigenase sobre os fosfolipídios de membrana converte o ácido 

araquidônico em uma prostaglandina endoperóxida estável (PGG2), que é subseqüentemente 

reduzida para PGH2. Esta então pode ser usada como substrato para sintetizar várias 

prostaglandinas, como a PGE2, PGD2, PGF2α. A PGH2 pode ser ainda convertida em 

prostaciclinas (PGI2) ou tromboxano (TXA2) [260]. 

Por muito tempo, somente um tipo de enzima cicloxigenase era conhecido, mas 

verificou-se a existência de pelo menos dois tipos de cicloxigenases, que determinam no 

organismo funções fisiológicas diferentes, sendo referidas então, como COX-1 (constitutiva) e 

COX-2 (induzida) [260,261]. A COX-1 é uma enzima que precisa estar disponível e funcional no 

organismo. Ela produz prostaglandinas responsáveis pela função fisiológica de citoproteção 

gástrica, manutenção da homeostase renal e da função plaquetária [262].  Diferentemente, a 

COX-2 é indetectável na maioria dos tecidos, mas pode ser expressa em resposta a certos 
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estímulos, tais como a presença de citocinas (IL-1 e TNF-α), fatores de crescimento (fator de 

crescimento epidermal – EGF e fator de crescimento de fibroblastos – FGF), endotoxinas 

bacterianas e oncogenes [263,264]. 

Na hanseníase já foi demonstrado que as lesões dos pacientes lepromatosos 

apresentam um aumento de COX-2 quando comparado às lesões dos pacientes tuberculóides 

[236]; além disso, estudos anteriores demonstraram que monócitos infectados de pacientes 

lepromatosos, mas não de pacientes tuberculóides, liberam mediadores como IL-10 e PGE2 

[172], sugerindo que altas concentrações de PGE2 produzidas por COX-2 em pacientes LL 

poderiam inibir a produção de citocinas inflamatórias, contribuindo para a anergia celular 

antígeno-específica observada nestes pacientes.  

Nossos resultados mostram que os macrófagos Mφ2 possuem aumento na expressão 

gênica de COX-2 em resposta ao M. leprae, o que não ocorre quando há estímulo em conjunto 

com células apoptóticas. Ao contrário, em macrófagos Mφ1 o M. leprae sozinho não foi capaz de 

induzir aumento da expressão gênica de COX-2, apenas após o estimulo conjunto com células 

apoptóticas. Tais dados sugerem que macrófagos Mφ2, naturalmente supressores, não são tão 

afetados pelo estímulo com a célula apoptótica quanto macrófagos Mφ1.  

Estudos anteriores demonstraram que os corpúsculos lipídicos são inclusões 

preenchidas principalmente por triglicerídeos e ésteres de colesterol, sendo também depósitos 

intracelulares de ácido araquidônico (AA) [265]. A participação de corpúsculos lipídicos na 

geração eicosanóides por células hematopoiéticas é suportada pela localização de proteínas 

envolvidas na cascata metabólica do AA e co-localização do produto final desta via, a 

prostaglandina E2 (PGE2). A PGE2 é o principal metabólito do AA sendo um potente mediador 

capaz de modular a sobrevivência celular, proliferação celular e angiogênese [265,266].  

Em infecções micobacterianas, foi recentemente demonstrado que o BCG, mas não o M. 

smegmatis, induz um aumento na formação de corpúsculos lipídicos mediado pelo 
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reconhecimento do BCG pelo TLR-2. Em adição também foi demonstrado que os corpúsculos 

formados eram os principais sítios de produção de PGE2 em macrófagos ativados por BCG 

[267,268], sugerindo que os corpúsculos lipídicos possuem um papel fundamental na inflamação 

e imunidade.  Na hanseníase, foi recentemente observado um aumento de corpúsculos lipídicos 

nos macrófagos das lesões LL, sugerindo um envolvimento desta organela na biosíntese de 

PGE2 e patogênese da hanseníase [269]. Uma das características clássicas da hanseníase é o 

acúmulo de lipídios em lesões de pacientes LL quando comparado às lesões de pacientes TT 

[270,271]. Porém, não se sabia se essa produção de lipídios era proveniente da bactéria ou do 

hospedeiro. Um estudo recente mostrou que o acúmulo de lipídios nas lesões de pacientes LL é 

resultado do metabolismo dos macrófagos. Esse mesmo estudo evidenciou que estes lipídios 

eram capazes de regular negativamente a resposta imune inata [191], sugerindo que este 

acúmulo nas células infectadas possa favorecer o crescimento bacteriano e a persistência do M. 

leprae no hospedeiro. No modelo murino, Mattos e colaboradores (2010) demonstraram uma 

correlação entre a formação de corpúsculos lipídicos e a produção de prostaglandina E2 (PGE2), 

indicando que os corpúsculos lipídicos induzidos pelo M. leprae constituem sítios intracelulares 

para síntese eicosanóides [269]. Nossos dados de microscopia eletrônica demonstraram 

aumento de corpúsculos lipidicos em macrófagos Mφ1 estimulados com M. leprae e células 

apoptóticas, sugerindo possível participação de mediadores lipídicos na modulação da resposta 

por células apoptóticas em macrófagos Mφ1 (dados não mostrados). Para confirmar o 

envolvimento de mediadores lipídicos na modulação da resposta fomos avaliar a produção de 

PGE2 em macrófagos estimulados com M. leprae na presença ou não de células apoptóticas. 

Corroborando os dados anteriores da literatura, na presença de M. leprae e células apoptóticas 

verificamos um aumento da produção de PGE2 em macrófagos Mφ1 e Mφ2. Além disso, nos 

macrófagos Mφ2 o M. leprae sozinho já foi capaz de induz aumento de PGE2. 
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O papel da fagocitose de células apoptóticas por macrófagos na modulação do fenótipo 

de Mφ1 e Mφ2 e na secreção de citocinas também foi investigado. Em macrófagos Mφ1 o 

estímulo com células apoptóticas e M. leprae aumentou a expressão do receptor scavenger 

CD163, presente em macrófagos Mφ2, sugerindo que o estímulo com M. leprae na presença de 

células apoptóticas está alterando o fenótipo funcional dos macrófagos. Já que foi demonstrado 

por diversos trabalhos que o CD163 é um receptor específico de macrófagos Mφ2 [272,273,274].  

Para validarmos essa hipótese, fomos avaliar a produção de citocinas nessas culturas. Em 

nosso modelo nós observamos que a fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 

aumenta a secreção de TGF-β em relação ao controle não estimulado e reduz a secreção de IL-

15 em relação aos macrófagos estimulados com M. leprae. Já a fagocitose de células 

apoptóticas por macrófagos Mφ2 reduz a secreção de IL-12p40 e aumenta a secreção de TGF-β 

em relação às culturas não estimuladas. 

A fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ1 e Mφ2 em resposta ao M. 

leprae também mostrou resultados interessantes. Na presença do M. leprae a remoção de 

células apoptóticas por macrófagos Mφ1 resultou em uma redução da secreção de IL-6 e IL-15 e 

um aumento da produção de IL-10 e TGF-β. Nos macrófagos Mφ2 a fagocitose de células 

apoptóticas em resposta ao M. leprae aumentou os níveis de TNF-α, IL-12p40 e TGF-β.  

 Estudos anteriores demonstraram aumento da expressão de IL-15 mRNA e proteína em 

macrófagos de pacientes tuberculóides quando comparados aos macrófagos de pacientes 

lepromatosos [275]. A IL-15 produzidas por células infectadas in situ pode representar uma das 

citocinas chave envolvidas na formação do granuloma e pode aumentar as respostas imunes 

celulares direcionadas contra antígenos micobacterianos [276]. Uma vez que os macrófagos 

diferenciados in vitro com GM-CSF possuem aumento dos níveis de IL-15, esses dados reforçam 

a nossa hipótese de que esses macrófagos Mφ1 mimetizem o fenótipo dos macrófagos 

encontrados nos pacientes tuberculóides. O balanço entre as citocinas pró e anti-inflamatórias na 
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hanseníase tem sido bastante explorado. Montoya e colaboradores (2009) demonstraram que a 

IL-10 é a citocina associada à via fagocitica enquanto a IL-15 participa da via antimicrobiana 

dependente de vitamina D nas infecções por M. leprae [159]. O estímulo com células apoptóticas 

em macrófagos Mφ1 na presença ou não do M. leprae foi capaz de reduzir os níveis de IL-15 

levando ao aumento de TGF-β, sugerindo que em pacientes tuberculóides o aumento percentual 

de células apoptóticas contribua para uma possível reversão do fenótipo desses macrófagos, o 

que permite que mesmo na presença de resposta imune celular, a infecção se estabeleça. Na 

presença do M. leprae, o estímulo com células apoptóticas aumentou os níveis de IL-10, 

sugerindo polarização para a via fagocítica nestes macrófagos. Apesar de dados anteriores 

demonstrarem que a síntese de IL-6 após o estímulo com célula apoptótica ser pouco afetado, 

nós observamos uma redução nos níveis de IL-6 em macrófagos Mφ1 estimulados com célula 

apoptótica e M. leprae (Esquema 1).  Por outro lado, os macrófagos Mφ2, naturalmente anti-

inflamatórios, parecem sofrer pouca influência sob estímulo da célula apoptótica, tendo sido 

observado aumento da citocina TGF-β na presença ou ausência de M. leprae.  

 Em conjunto, nossos dados demonstram que o M. leprae induz a apoptose em 

monócitos de forma dependente de TNF-α por um mecanismo dependente de NF-κB. A 

talidomida utilizada no controle do ENL diminui os níveis de TNF-α induzidos pelo M. leprae ao 

suprimir as vias de ativação de NF-κB e p38 MAPK. Em paralelo, a remoção de células 

apoptóticas em macrófagos Mφ1 estimulados com o M. leprae leva a mudança de um 

macrófagos pró-inflamatório, com capacidade de produzir IL-6 e IL-15 em resposta a infecção, 

para um macrófago produtor de mediadores anti-inflamatórios, como PGE2, IL-10 e TGF-β. Tais 

dados, em conjunto, sugerem que a apoptose induzida pelo M. leprae contribui para a formação 

de microambiente favorável ao estabelecimento da infecção em pacientes tuberculóides e 

migração dos pacientes do pólo tuberculóide para o pólo lepromatoso. 
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Esquema 1. Resumo dos mecanismos imunoregulatórios envolvidos na resposta de macrófagos 
Mφ1 e Mφ2 ao M. leprae na presença ou não de células em apoptose. Em macrófagos Mφ1 a 
remoção de células em apoptose leva ao aumento da expressão gênica de COX-2, que é 
acompanhada por um aumento de PGE2 e da citocina imunorregulatória TGF-β. Em adição, a 
remoção de células apoptótica por macrófagos Mφ1 leva a redução da citocina IL-15, 
previamente descrita como participando de atividade microbicida de macrófagos. O estímulo com 
o M. leprae na presença de células apoptóticas em macrófagos Mφ1 parece levar a mudança de 
fenótipo, com aumento da expressão do receptor scavenger CD163 (marcador de macrófagos 
Mφ2) e aumento de citocinas imunorregulatórias como TGF-β e IL-10. Macrófagos Mφ2, 
naturalmente supressores (TGF-β, PGE2), na presença de células em apoptose, com ou sem o 
estímulo com o M. leprae, não alteram o seu fenótipo funcional.   
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CONCLUSÕES 

 

Ø O M. leprae induz a translocação nuclear de NF-κB em PBMC e monócitos; 

Ø  O inibidor de proteossoma MG132 e a talidomida inibem a translocação de NF-κB em 

monócitos estimulados com o M. leprae; 

Ø  A talidomida reduz a atividade de NF-κB em resposta ao M. leprae; 

Ø  A inibição do NF-κB parece reduzir a apoptose induzida por M. leprae em monócitos; 

Ø  A inibição da subunidade p50 de NF-κB reduz a secreção de TNFα e a translocação de 

p65 em monócitos estimulados com M. leprae; 

Ø  A talidomida reduz a fosforilação de p38 em monócitos estimulados com M. leprae;  

Ø Macrófagos Mφ1 e Mφ2 possuem diferenças morfológicas, expressam moléculas de 

superfície e secretam citocinas diferentes; 

Ø Macrófagos Mφ2 são mais fagociticos do que macrófagos Mφ1; 

Ø A presença de células em apoptose favorece a internalização do M. leprae; 

Ø A fagocitose de células apoptóticas aumenta a expressão de COX-2 em macrófagos 

Mφ1 e a secreção de PGE2 em macrófagos Mφ1 e Mφ2;  

Ø A fagocitose de células apoptóticas em resposta ao M. leprae aumenta a expressão de 

CD163 em macrófagos Mφ1;  

Ø A fagocitose de células apoptóticas na presença do M. leprae por macrófagos Mφ1reduz 

a secreção de IL-6 e IL-15 e aumenta a secreção de TGF-β e IL-10.  

Ø A fagocitose de células apoptóticas por macrófagos Mφ2 aumenta os níveis de TNF-α e 

IL-12 e IL-12 em resposta ao M. leprae 
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ABSTRACT 

 

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae. It is widely accepted 

that TNFα plays a critical role in the development of tissue and nerve damage in leprosy and in 

the pathogenesis of the episodes of acute inflammatory reaction and erythema nodosum 

leprosum. Mycobacteria are also known to induce nuclear translocation of NF-κB, which is a 

group of dimeric transcription factors composed of various combinations of members of the NF-

κB/Rel family. Thalidomide (N-α-phthalimidoglutarimide) is known to inhibit pro-inflammatory 

cytokines, while its TNFα modulating property seems to be greatly related to drug activity. Here 

we asked whether thalidomide presents an inhibitory effect on NF-κB induced by M. leprae. We 

found that thalidomide reduces M. leprae-induced TNFα production through NF-κB inhibition. 

Definition of the activation mechanisms in cells stimulated with M. leprae can lead to the 

development of new therapy applications to control the inflammatory manifestations due to TNFα 

response and NF-κB activation observed in leprosy and in leprosy reactions.    
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INTRODUCTION 

 

Leprosy is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium leprae that affects the skin and 

peripheral nerves. The disease presents a clinical spectrum that correlates with the immune 

response of the host to the pathogen [1]. It is widely accepted that TNFα plays a critical role in the 

development of tissue and nerve damage in leprosy and in the pathogenesis of the episodes of 

acute inflammatory reaction (reversal reaction [RR] and erythema nodosum leprosum [ENL]) [2]. 

These episodes may occur during the chronic course of the disease and are treated either with 

steroids and/or thalidomide. The clinical benefits of thalidomide in ENL have been attributed to its 

ability to inhibit TNFα secretion both in vitro and in vivo [2, 3], among other attributions.    

Nuclear factor-dB (NF-dB) constitutes a group of dimeric transcription factors composed of various 

combinations of members of the NF-dB/Rel family. NF-dB proteins are usually found in the 

cytoplasm in association with inhibitory proteins (inhibitory dB factors or simply IdBs). Degradation 

of IdBs allows NF-dB to translocate to the nucleus, bind to DNA binding sites, and regulate the 

transcription of a large number of genes including cytokines, chemokines, and antimicrobial 

peptides [4].  

Mycobacteria and their cell wall components, such as lipoarabinomannan, have been described 

to induce NF-dB nuclear translocation [5, 6]. In our previous work we showed that M. leprae also 

induces activation of NF-κB complexes in a human Schwannoma cell line [7].  

Thalidomide (N-α-phthalimidoglutarimide) is a known anti-angiogenic, anti-tumor, and anti-

proliferative agent, widely used for the treatment of several immunological disorders, mainly 

leprosy reaction (ENL) and cancers [8]. It is also known to inhibit pro-inflammatory cytokines 

while its TNFα modulating property seems to be greatly related to drug activity [3, 9]. 

Thalidomide inhibits TNFα via enhanced degradation of the TNFα mRNA [10, 11]. Also, it has 
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been described to inhibit NF-dB activation in response to different stimuli and in a variety of cell 

types [12, 13].     

Thus, we asked whether thalidomide presents an inhibitory effect on NF-κB induced by M. 

leprae.  Here we show that M. leprae leads to nuclear translocation of NF-κB that is essential for 

mycobacteria-induced TNFα response in human cells and that thalidomide modulates both M. 

leprae-induced NF-κB and TNFα secretion in vitro. 

 

MATERIAL AND METHODS                                                                                                      

Studied population:  A total of 13 leprosy patients who attended the Leprosy Outpatient Unit, 

Leprosy Laboratory, Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil, were enrolled in the study. 

Patients (11 males, 2 females) were diagnosed according to Ridley and Jopling classification [1], 

were multibacillary (bacillary index > 0), and were previously treated with multidrug therapy, as 

recommended by the World Health Organization. Blood from healthy donors (n=5) was obtained 

from the Hemotherapy Unit, Clementino Fraga Filho Hospital, Federal University of Rio de 

Janeiro. After informed consent, venous blood was withdrawn from all individuals and 

experiments were performed.  

Cell isolation and culture condition:  Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated 

from heparinized venous blood in heparin under endotoxin-free conditions through Ficoll-

Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ) density centrifugation. PBMC were 

suspended at 106 cells/ml in RPMI 1640 medium supplemented with 100U/ml penicillin, 100mg/ml 

streptomycin, 2mM L-glutamine, 10% FCS (Gibco BRL, Gaithersburg, MD), and subsequently 

cultured in 24-well plates (Costar Corporation, Cambridge, MA) at 37oC.  For in vitro stimulation, 

whole M. leprae (irradiated bacteria, 2 x 109 bacteria/mg provided by Dr. P. Brennan, 

Microbiology Department, Colorado State University, Fort Collins, CO) was used at 1 or 10µg/ml 
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(multiplicity of infection, MOI, 2 and 20, respectively); Lipopolisacharide (LPS) from Salmonella 

Minnesota Re 595 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) was used at 1µg/ml.  

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) and supershift assay:  PBMC (107 cells) were 

cultured in Teflon beakers (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) and treated as already described 

[14]. After the stimulation period, cells were washed in PBS when nuclear protein extracts were 

obtained and EMSA and supershift assays were performed, as detailed elsewhere [7, 15].   

Detection of NF-κκκκB translocation by flow cytometry: PBMC were maintained in culture for 2h, 

wells were washed, and the resulting adherent monocyte population stimulated with M. leprae at 

1 or 10 µg/ml. After 1h, nuclei from the adherent cells were obtained by using 200µL Pipes–

Triton buffer (10mM Pipes, 0.1M NaCl, 2mM MgCl2 and 0.1% Triton X-100; Sigma) in PBS 

(30min, 4°C), washed, and stained with anti-p65 monoclonal or isotype control antibodies 

(5mg/ml; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). Nuclei were subsequently incubated with 

FITC-conjugated goat anti-mouse anti-Ig antibody and counterstained with propidium iodide 

(1mg/ml; Sigma). Samples were analyzed by flow cytometry on a FACS Calibur (BD Biosciences, 

San Jose, CA). A total of 104 events were recorded for each sample [16].   

Cytokine detection:  For detection of TNFα, culture supernatants were harvested 20-24h after 

cell stimulation and stored at -20ºC until use. Cytokine levels were assayed by a commercial 

specific enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and processed according to the 

manufacturer's specifications (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN). Detection limit of the assay 

was 4 pg/ml. 

Immunofluorescence and confocal microscopy:  Monocytes settled on glass coverslips were 

stimulated with the mycobacteria for 1h, washed and fixed in paraformaldehyde 3.7%. Cells were 

permeabilized with PBS-0.5% Triton X-100, labeled with a primary antibody against phospho-p65 

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), followed by incubation with the secondary antibody 
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(Chemicon International, Temecula, CA). Nuclei were stained with DAPI and images were 

acquired on a Laser Scanning Confocal Microscopy LSM 510-META (Zeiss, Thornwood, NY).  

Luciferase assay: To measure NF-kB transcriptional activity, THP-1 cells were co-transfected 

using FUGENE 6 reagent (Roche, Madison, Wisconsin) with 750 ng IgK-IFN-LUC (kindly 

provided by Dr. David Baltimore, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge) and 250 ng 

pRL-CMV plasmids (Promega, Madison, Wisconsin). After incubation with thalidomide and M. 

leprae at 10 µg/ml, cells were then washed with PBS, lysed according to Dual Luciferase System 

protocol (Promega), and analyzed in TD-20/20 Luminometer (Turner Designs, Sunnyvale, CA). 

Statistical analysis: Results are expressed as mean ± SEM. Statistical analysis was performed 

by using one-way ANOVA test. Flow cytometry data were analyzed using a paired t test 

(InStat/Prism software; GraphPad Software, San Diego, CA). Differences were significant at 

p<0.05. 

 

RESULTS 
 
M. leprae induces NF-κκκκB nuclear translocation in primary human cells in vitro 

NF-κB activation was investigated through EMSA in freshly isolated PBMCs obtained from 

leprosy patients and normal donors, following in vitro stimulation with M. leprae. Enhanced NF-κB 

binding was observed in nuclear cell extracts from stimulated cultures when compared to non-

stimulated cells (Fig.1A). NF-κB/DNA binding induced by the mycobacteria showed to be 

specific, as bands were not observed in the presence of the mutant probe. Results were similar 

when using cells from patients or healthy donors.  

To characterize the protein composition of the NF-κB complex, specific antibodies against the 

NF-κB subunits were used in the supershift assay. As shown in Figure 1B, antibodies against 

p65 and p50 subunits led to slower migrating complexes in the gels. Addition of anti-p50 antibody 



119 
 

shifted both complexes in stimulated cells (M. leprae and LPS) whereas antibody against the p65 

protein shifted the top complex only (Fig.1B). Antibodies against p52 or c-Rel proteins did not 

modify the pattern of complex migration (not shown). We observed the formation and nuclear 

localization of NF-κB complexes composed mainly of p65/p50 and p50/p50 dimers. We then 

evaluated NF-κB p65 nuclear translocation in adherent monocytes by flow cytometry and 

observed a total of 60.2±7.4% p65 labeled cells in the M. leprae-stimulated cultures vs. 

31.3±4.1% in the control wells (p=0.03; Fig.1C, lower panel). Accordingly, mean fluorescence 

intensity (MIF) was 33±4.1 and 19.3±3, respectively (Fig.1C). Confocal microscopy confirmed, at 

a single cell level, the nuclear translocation of the p65 protein triggered by M. leprae in the 

monocyte cultures (Fig.2). 

 

Activation of NF-κκκκB is essential for M. leprae-induced TNFαααα production 

To investigate whether NF-κB is involved in M. leprae-induced TNFα secretion, monocytes were 

pre-incubated with SN50, and then stimulated with the mycobacteria. Cells pre-treated in the 

presence of M. leprae with SN50 showed impaired p65 nuclear staining (p<0.05; Fig.3A). This 

was not observed when we used the mutated peptide SN50m. As shown in Figure 3B, TNFα 

levels in culture supernatants that lasted 20 to 24h following mycobacteria stimulation 

(1150±44pg/ml) were significantly lower in the presence of the NF-κB inhibitor (15±4.1pg/ml; 

p<0.001). Addition of SN50m did not affect the mycobacteria-induced response (p>0.05). 

Previous work demonstrated that inhibition of the proteasome interfered with M. leprae-induced 

cytokine release [17]. In this study, we pre-incubated the cells with MG132 (4µM) and observed, 

with flow cytometry, that the p65 staining was also decreased in the treated mycobacteria-

stimulated wells (Fig.3C; p=0.03).  
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Thalidomide reduces NF-κκκκB activation and the production of TNFαααα in vitro 

To investigate whether thalidomide can interfere with the NF-κB activity induced by M. leprae, 

PBMC were stimulated with the mycobacteria in the presence of the drug (25µg/ml) and assayed 

by EMSA. Pre-treated cultures showed decreased NF-κB nuclear translocation in response to M. 

leprae (Fig.4A). When assayed by flow cytometry (Table 1), a lower p65 staining was also 

observed in the thalidomide-treated cells. MIF was enhanced (27.9±4.4) following addition of M. 

leprae, and such response was down-regulated in the presence of thalidomide (16±3.1; 

p=0.007). To evaluate the NF-κB transcriptional activity, we did a reporter assay using a plasmid 

with binding sites for NF-κB and a constitutively active plasmid for normalization. The treatment 

with M. leprae induced the NF-κB transcription activity, which was repressed when cells were 

previously treated with thalidomide (Fig.4B). Viability of the cells in culture was not affected by 

thalidomide (not shown). Secretion of TNFα in the stimulated cells was reduced in the 20-hour 

cultures treated with thalidomide (p<0.01; Fig.4C). 

 

 

DISCUSSION 

Accumulating evidence suggests that production of TNFα in response to M. leprae infection can 

contribute to the pathology of leprosy [2, 18]. However, the intracellular mechanisms leading to 

mycobacteria-induced cytokine response are not yet fully characterized. Results from our group 

[19] and from others indicate that M. leprae triggers the TLR2 signaling pathway [20, 21] and as 

shown herein it enhances both the nuclear translocation and the DNA binding activity of NF-κB 

p65/p50 and p50/p50 complexes in primary human cells. Our results also implicate the 

involvement of NF-κB with the M. leprae-induced TNFα release in vitro. 

Here we showed that M. leprae induces NF-κB activation in primary human cells (PBMCs and 

monocytes) and that thalidomide can suppress mycobacteria-induced NF-κB in vitro. We also 
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found that both hetero and homodimer forms of NF-κB were inhibited and showed the reduced 

TNFα response. The ability of thalidomide to down-regulate M. leprae-induced NF-κB activity 

poses a broader picture for the potent inhibitory effect this drug has over controlling the 

inflammatory manifestations of leprosy. Previous data from our group showed that thalidomide 

inhibits the complex p50/p50 and abolishes M. leprae-induced gene transcriptional repression in 

a human Schwann cell line [7]. These results suggest that the inhibitory effect of thalidomide over 

M. leprae stimulation is not cell-type specific.  

The effect of thalidomide on NF-kB was not observed in response to LPS [13] or Phorbol 

Myristate Acetate (PMA)-stimulated cells [21]. It has been suggested that the drug’s ability to 

modulate gene expression through suppression of NF-kB might be related to the pathway that is 

activated by the inducer [13]. However, in a more recent study it has been described that 

thalidomide inhibits LPS-induced TNFα production and NF-κB activation in RAW 264.7 cells by 

preventing phosphorylation of IκBα and IkB kinases (IKK-α and –d), via down-regulation of 

MyD88 [22].  

The ubiquitin-proteasome pathway controls various cellular processes and modulates NF-κB 

regulation through proteolytic processing of NF-κB precursors, polyubiquitination, and 

degradation of the inhibitory protein IκBα. We have also shown herein that inhibition of 

proteasome reduces NF-κB activity in response to M. leprae, and that this inhibition is related 

with the lower induced cytokine production reported previously [17].  

Further experiments are still necessary to clarify the molecular mechanisms by which thalidomide 

modulates M. leprae-induced NF-κB and whether it occurs through multiple mechanisms.   

Our data show that thalidomide reduces M. leprae-induced TNFα production through NF-κB 

inhibition. Definition of the activation mechanisms in cells stimulated with M. leprae can lead to 

the development of new therapy applications to control the inflammatory manifestations due to 

TNF response and NF-κB activation observed in leprosy and in leprosy reactions.    
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1.  M. leprae induces NF-κB nuclear translocation in primary human cells. (A) PBMC were 

stimulated or not (control) with M. leprae 1 and 10µg/ml (ML, MOI 2, and 20, respectively) for 1h 

when nuclear proteins were extracted, incubated with a DNA probe containing a wild-type or 

mutant (Mut) NF-κB-binding site and analyzed by EMSA; (B) Nuclear extracts from cells 

stimulated with M. leprae (10mg/ml) and LPS (1mg/ml) were pre-incubated with antibodies 

against the p65 and p50 subunits of the NF-kB complex and analyzed in supershift assays. Data 

are representative of 5 individual experiments; (C) Flow cytometry analysis of p65 subunit 

assayed in isolated nuclei from monocyte cultures stimulated with M. leprae. Histograms from 

one representative experiment are presented. Left panel, isotype control antibody; middle panel, 

control cells; right panel, M. leprae-stimulated wells. Numbers represent mean fluorescence 

intensity and are significant in the presence of the mycobacteria (p=0.001). Graph shows 

percentage of positive labeled cells. Data are mean ± SEM (n=5; *p=0.03).   
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Figure 2.   Immunofluorescence staining and confocal microscopy show translocation of NF-κB 

p65 subunit to the nucleus in monocyte cultures after stimulation with M. leprae (lower panel) as 

opposed to non-stimulated cells (upper panel). One experiment out of four is presented. 

Visualization of cells was carried out by confocal microscopy using a 40x oil immersion objective 

and a 2x zoom magnification. 

 

Figure 3. NF-κB is involved in M. leprae-induced TNFα response. (A) Monocytes were pre-

incubated with SN50 or SN50m and cells stimulated with M. leprae (ML). Flow cytometry analysis 

of p65 subunit showed decreased mean fluorescence intensity (MIF) in M. leprae-stimulated cells 

as compared to the control (C) cells; (B) TNFα levels were evaluated in supernatants from 

parallel cultures maintained for 20h; (C) Monocytes pre-incubated with the proteasome inhibitor 

MG132 (MG) were stimulated with M. leprae and assayed for nuclear p65 (MIF) as above. Data 

are mean of 5 experiments (*p<0.05; **p<0.01). 

 

Figure 4. Thalidomide down-regulates NF-κB activation and TNFα production. (A) PBMC were 

pre-incubated with thalidomide (THAL, 25mg/ml) for 1h and stimulated with M. leprae (ML). 

Nuclear proteins were extracted, incubated with a DNA probe containing a wild-type or mutant 

(Mut) NF-κB-binding site and analyzed by EMSA. Data are representative of 4 experiments; (B) 

THP-1 cells were transiently transfected using a reporter plasmid containing NF-κB consensus-

binding sites upstream of firefly luciferase reporter gene and a constitutive active reporter 

containing renilla luciferase gene. Figure shows control cells, cells treated with M. leprae alone 

(ML), with thalidomide alone (THAL), or thalidomide plus M. leprae (ML + THAL). Whole cell 

lysates were prepared and analyzed for luciferase activity; (C) TNFα was assessed in the 20h 

culture supernatants. C = unstimulated cells. Data are mean ± SEM (n=4; *p<0.05, **p< 0.01).  
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