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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Envolvimento da via IL-10/IL-10R na resposta imunológica durante o curso da infecção 

pelo Mycobacterium leprae 

 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR  

Fabiana dos Santos Pacheco  

 

A interleucina-10 (IL-10) possui papel chave no controle das respostas inflamatórias. 

A atividade biológica da IL-10 é mediada pela ligação da IL-10 com o receptor 

heterodimérico composto pelas cadeias IL-10R1 e IL-10R2. Estudos anteriores demonstram 

que neutrófilos circulantes de doadores sadios expressam constitutivamente a cadeia IL-10R2, 

porém não expressam IL-10R1, e dessa forma não respondem a IL-10 in vitro. A expressão 

das duas cadeias é essencial para a responsividade a IL-10. Neutrófilos circulantes de 

pacientes sépticos expressam o receptor IL-10R1 e essa expressão é corroborada com a 

responsividade à IL-10. O eritema nodoso hansênico (ENH) é uma complicação imunológica 

grave da hanseníase multibacilar que apresenta aspectos semelhantes à sepse, como 

leucocitose neutrofílica, febre, mal-estar e inflamação sistêmica. O ENH altera o curso 

crônico da hanseníase, pois acelera os danos nos nervos periféricos, resultando em 

incapacidades físicas permanentes. Um dos aspectos marcantes desta reação é a presença de 

neutrófilos na derme profunda e no tecido subcutâneo nas lesões. Dessa forma, o ENH tem 

sido caracterizado como uma condição imunomediada por neutrófilos. O objetivo deste 

trabalho foi investigar o potencial da via da IL-10 na regulação da produção de citocinas 

produzidas por neutrófilos durante o episódio de ENH. Nesse estudo, reportamos que 

neutrófilos de sangue periférico de pacientes acometidos pelo ENH expressam altos níveis de 

IL-10R1. Além disso, demonstramos que esses mesmos pacientes, quando tratados com a 

talidomida, possuem níveis ainda mais elevados de IL-10R1 na superfície de neutrófilos 

circulantes. Observamos também que neutrófilos presentes nas lesões de pele de pacientes 

acometidos pelo ENH expressam IL-10R1. Ensaios ex vivo revelaram que a IL-10 foi capaz 

de inibir a produção espontânea de TNF de neutrófilos de pacientes com ENH, e induzir a 

produção de TGF-1. Por outro lado, neutrófilos de pacientes controle não-reacionais não 

produzem espontanêamete TNF, porém, assim como neutrófilos de pacientes com ENH, 

produzem TGF-β1. Em seguida, demonstramos que o M. leprae foi capaz de induzir a 

produção de IL-8, IL-1β, IL-6, MIP-1/CCL4, TGF- e IL-1RA em neutrófilos de doadores 

sadios in vitro, e que a adição de IL-10 reduziu a produção dessas citocinas, com exceção de 

TGF-1 que aumentou. Nossas conclusões demonstraram a capacidade do M. leprae em 

induzir a expressão de IL-10R1 na superfície de neutrófilos sadios. Coletivamente, nossos 

dados confirmam que neutrófilos participam da inflamação sistêmica associada ao ENH por 

meio da produção de citocinas. Esses resultados contribuem para o melhor entendimento dos 

mecanismos patogênicos e apontam para a via da IL-10 como alvo molecular terapêutico e 

diagnóstico.   
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Involvement of IL-10/IL-10R Pathway in immunological responses during the infection 

of Mycobacterium leprae  

 

MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY 

Fabiana dos Santos Pacheco  

 

  

Interleukin-10 (IL-10) plays a key role in controlling inflammatory responses. The biological 

activity of IL-10 is mediated through ligation of IL-10 and the heterodimeric receptor 

composed of the IL-10R1 and IL-10R2 chains. Previous studies demonstrate that circulating 

neutrophils from healthy donors constitutively express the IL-10R2 chain, but do not express 

IL-10R1, and thus do not respond to IL-10 in vitro. Expression of the two chains is essential 

for IL-10 responsiveness. Circulating neutrophils from septic patients express the IL-10R1 

receptor and this expression is corroborated with responsiveness to IL-10. Erythema nodosum 

Leprosum (ENL) is a serious immunological complication of multibacillary leprosy with 

similar aspects to sepsis, such as neutrophilic leukocytosis, fever, malaise and systemic 

inflammation. ENL alters the chronic course of leprosy as it accelerates peripheral nerve 

damage, resulting in permanent physical disabilities. One of the striking features of this 

reaction is the presence of neutrophils in the deep dermis and subcutaneous in tissue lesions. 

Thus, ENL has been characterized as a neutrophil-mediated condition. The aim of this study 

was to investigate the potential of the IL-10 pathway in regulating the production of 

neutrophil-produced cytokines during the ENL episode. In this study, we reported that 

peripheral blood neutrophils from patients with ENL express high levels of IL-10R1. 

Furthermore, we demonstrated that these same patients, when treated with thalidomide, have 

even higher levels of IL-10R1 on the surface of circulating neutrophils. We also observed that 

neutrophils present in the skin lesions of patients affected by ENL express IL-10R1. Ex vivo 

assays revealed that IL-10 was able to inhibit spontaneous neutrophil TNF production from 

patients with ENL, and induce TGF-β production. On the other hand, neutrophils from 

nonreactive control patients do not spontaneously produce TNF, but, like neutrophils from 

patients with ENL, they produce TGF-β1. We then demonstrated that M. leprae was able to 

induce IL-8, IL-1β, IL-6, MIP-1β / CCL4, TGF-β1 and IL-1RA production in healthy donor 

neutrophils in vitro, and the addition of IL-10 reduced the production of these cytokines, with 

the exception of TGF-β1 which increased. In conclusion we demonstrate the ability of M. 

leprae to induce IL-10R1 expression on the surface of healthy neutrophils. Collectively, our 

data confirm that neutrophils participate in ENL-associated systemic inflammation through 

cytokine production. These results contribute to a better understanding of pathogenic 

mechanisms and point to the IL-10 pathway as a therapeutic and diagnostic molecular target. 
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INTRODUÇÃO 

1. Hanseníase  

  

1.1    Considerações Gerais  

A hanseníase é uma doença crônica infectocontagiosa, conhecida desde os tempos 

bíblicos como lepra, que tem como agente etiológico o Mycobacterium leprae (M. leprae). A 

doença afeta primeiramente a pele e nervos periféricos, ocasionando danos neurais como a 

degeneração do axônio e desmielinização, conseqüentemente causando perda da sensibilidade 

e paralisia, que evoluem para deformações e incapacidades físicas permanentes (Scollard et 

al., 2006), sendo uma das doenças mais antigas descritas.  

 Acredita-se que a hanseníase tenha se originado na África Oriental e no Oriente 

Médio, e devido ao movimento migratório humano, a doença alcançou outros territórios 

(Monot et al., 2005). Nas Américas a hanseníase chegou entre os séculos XVI e XVII com os 

colonizadores, e a disseminação da doença foi devido ao tráfico de escravos (Departamento 

Nacional de Saúde, 1960).  

No Brasil, o surgimento se deu pela chegada dos colonizadores portugueses, os 

primeiros casos foram relatados em 1600, no Rio de Janeiro (Garcia.,2001). Mais tarde, em 

1920, foi criado no Brasil o departamento nacional de saúde pública com objetivo de 

estabelecer medidas para controle da doença, através da construção de leprosários (EIDT., 

2004).  Em 1976, devido ao estigma e preconceitos associados ao termo lepra, houve uma 

mudança do termo para hanseníase no Brasil (Rotberg.,1997).  

Atualmente, em relação ao perfil epidemiológico da hanseníase, em 2017 um 

levantamento feito pela Organização Mundial da Saúde (OMS) notificou 210.671 novos casos 

de hanseníase em 150 países, os países que apresentaram alta carga da doença foram: Índia, 

Brasil e Indonésia, sendo estes responsáveis por 80,2% da carga global de 2017 (Figura 1). 

Análises realizadas entre os anos 2008 e 2017 mostram uma redução na detecção de novos 

casos globais, de 249.007 em 2008 para 210.671 em 2017 (WHO., 2018).  

Em relação ao Brasil, análises do Ministério da Saúde demonstraram um aumento no 

número de casos entre os anos de 2016 e 2017. Em 2016 foram notificados 25.218 novos 

casos, já em 2017, 26.875 novos casos, um aumento de 1.657 casos.  
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O Brasil é responsável por 92,2% dos casos de hanseníase nas Américas (Ministério da 

Saúde.,2018). Visando o controle da doença foi criada pela a OMS a “Estratégia Global da 

Hanseníase de 2016-2020: acelerando o desenvolvimento de um mundo sem hanseníase”, e 

essa estratégia foi adotada por grande parte dos países onde a hanseníase é endêmica, através 

de 3 pilares: (i) fortalecer a apropriação, coordenação e parcerias do governo; (ii) interromper 

a lepra e suas complicações; e (iii) interromper a discriminação e promover a inclusão 

(WHO.,2016). 

 

 

 

Figura 1: Distribuição geográfica dos casos de hanseníase no ano de 2017. Mapa 

representativo de novos casos de hanseníase dectados mundialmente no ano de 2017 

Fonte: WHO.,2018. Adaptado pela autora Fabiana dos Santos Pacheco. 

 

1.2 Agente etiológico  

O M. leprae foi descoberto pelo médico norueguês Gerhard Armauer Hansen em 1873. 

Gerhard identificou a presença de microorganismos causadores da doença em amostras de 

pele de pacientes com hanseníase.  Sua descoberta foi divulgada em 1874, sendo reconhecida 

internacionalmente em 1880 (Vogelsang, 1978). Apesar de ter sido descoberto ainda no 

século XIX, o M. leprae não é cultivável in vitro em meio axênico. 
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Devido à impossibiliade do cultivo in vitro, como alternativa tentaram cultivar o M. 

leprae em modelos animais. Tatus e camundongos atímicos foram os únicos animais dos 

quais obtivaram sucesso. A primeira inoculação em camundongos foi feita em 1960 por 

Charles C. Shepard. O bacilo foi inoculado no coxim plantar de camundongos BALB/c, sendo 

observada uma modesta multiplicação do bacilo. O modelo de Shepard foi importante para os 

avanços nos estudos in vitro e in vivo sobre a hanseníase, porém este modelo é limitado para a 

obtenção de grandes quantidades de bacilo (Shepard CC.,1962).Atualmente, os camundongos 

utilizados para multiplicação dos bacilos são os nu/atímicos que carecem de células B e T, 

sendo utilizado por diversos grupos de pesquisa para a obtenção dos bacilos de grandes 

quantidades de bactérias viáveis para estudos in vitro. Conforme mostrado na figura 2, o M. 

leprae foi inoculado no coxim plantar, observa-se a pata edemaciada devido ao intenso 

crescimento de bacilos. (Figura 2) (Costoln., 1976; Truman.,2001).  

Em relação ao modelo animal, em 1971 Kirchheimer e Storrs infectaram tatus e foi 

observado comprometimento de pele, nervos periféricos, medula óssea, fígado, baço, 

linfonodos, pulmões, meninges e olhos. Sendo o único animal capaz de desenvolver os 

sintomas observados em humanos (Kirchheimer & Storrs,1971). Além dos Tatus na américas, 

os esquilos vermelhos no reino unido são reservatórios naturais do bacilo (Avanzi et 

al.,2016). Apesar disto a cadeia de transmissão da hanseníase ainda não está clara. 

 

 

 

Figura 2: Cultivo de M. leprae na pata de camundongo. Coxim plantar edamasiado de 

camundongo nude seis meses após a inoculação com M. leprae. Fonte: Scollard et al 2006. 
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Sendo o primeiro agente etiológico de uma doença humana a ser identificado. Apresenta-

se na forma de bastonete reto ou ligeiramente encurvado com extremidades arredondadas 

(Figura 3) (Hussain., 2007). O M. leprae é classificado como bacilo álcool ácido resistente 

(BAAR), sendo corado com fuscina, pois não se descora pela lavagem com solução 

álcool/ácido. Nos cortes histológicos de lesões de pele os bacilos são vistos de forma isolada, 

em agrupamentos ou em grupo denomidados globias, onde os bacilos unem-se de forma 

organizada levando a formação de uma substância incolor denomidada “gléia” (Ress.,1994).  

 

 

 

Figura 3: Aspectos morfológicos do Mycobacterium leprae. Imagem de microscopia 

eletrônica de varredura realizada a partir de cultivo do micobacterium no coxim plantar de 

camundongo, demonstrando as características morfológicas apresentadas pelo M. leprae. 

Fonte: Scollard et al.,2006. 

 

O bacilo possui de 1 a 8 μm de comprimento e 0,3 μm de diâmetro, é imóvel. A 

reprodução é lenta, com duração de aproximadamente 11-13 dias, o processo ocorre por 

divisão binária (Hansen.,1955; Scollard et al.,2006). Em relação à morfologia, o bacilo possui 

membrana plasmática, parede celular e uma camada mais externa denominada cápsula. 

 A parede celular do M. leprae é composta por peptideoglicanos ligados de forma 

covalente a ácidos arabinogalactanos que sustentam ácidos micólicos e Lipoarabinomana 

(LAM). A cápsula é composta por diversos lipídeos, sendo o glicolipídeo fenólico-1 (PGL-1) 

e o Ftiocerol dimicocerosato (PDIM) observados no M. leprae (Lastória & Abreu.,2014). 
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1.3 Transmissão  

 

A via de transmissão da doença ainda não está clara. Estudos apontam o contato 

prolongado com pacientes multibacilares como um fator de risco para a transmissão da 

doença (Bratschi et al.,2015). Uma hipótese baseia-se no pressuposto que a doença seja 

transmitida pelo trato respiratório, pois foi detectada a presença do M. leprae na forma viável 

na mucosa nasal (Eichelmann K et al., 2013).  

Estudos reforçam a hipótese de que a transmissão ocorra pelas vias respiratórias, como a 

presença de adesinas na superfície do M. leprae. Adesinas como hemaglutinina ligadora de 

heparina e proteína histona-like, que poderiam se ligar em células epiteliais alveolares e 

nasais (Lima et al.,2009). Além disso, outros estudos demonstraram que o genoma do M. 

leprae contém o gene mce1A e o produto desse gene pode mediar a entrada do bacilo em 

células epiteliais respiratórias (Sato et al.,2007). 

Acredita-se que indivíduos que foram infectados que desenvolveram ou não a doença 

podem apresentar um período transicional de liberação de bacilos, pois estudos demonstram a 

detecção de seqüências de DNA específicas do M. leprae em swabs e biópsias nasais 

(Neuman et al.,2017). Além disso, também foi observada a soropositividade para antígenos do 

bacilo em indivíduos saudáveis que residem em áreas endêmicas. Desta forma, considera-se 

que a transmissão ocorra predominantemente a partir das vias aéras de um indivíduo infectado 

para um indivíduo susceptível (Lastória & Abreu, 2014). 

 Apesar destes fatores, grande parte dos indivíduos que entram em contato com o bacilo 

não desenvolve a doença. A susceptibilidade ao M. leprae possui influência genética, por isso 

familiares de pessoas com a doença apresentam maior chance de desenvolver a mesma 

(Ministério da Saúde.,2017).  

 

1.4 Diagnóstico  

A hanseníase pode afetar pessoas de qualquer faixa etária e sexo, o diagnóstico precoce é 

fundamental para evitar a evolução da doença, que ocorre de forma lenta e progressiva 

(Figura 4). O diagnóstico inicial da hanseníase é realizado por critérios clínicos, é observada a 

presença de sinais e sintomas característicos da doença, como alterações na pele 

acompanhadas ou não de perda de sensibilidade térmica, tátil e dolorosa e/ou alterações dos 

nervos periféricos (sensitivo e/ou motor) (Ministério da Saúde., 2017).  
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Só há confirmação do diagnóstico se houver encontro do agente etiológico, nos 

esfregaços cutâneos ou cortes histológicos de lesão de pele por procedimento de biópsia 

(Souza.,1997). “A biópsia de lesão de pele e a presença de bacilos do M. leprae dentro dos 

nervos são considerados ‘‘padrão-ouro” para confirmação de diagnóstico (Scollard et 

al.,2016).  Na rede pública, os pacientes são diagnosticados somente pelo exame clínico da 

pele e do sistema nervoso periférico. Outro parâmetro analisado é a avaliação do número de 

lesões que permite analisar se o paciente é paucibacilar ou multibacilar (Mendonça et 

al.,2008).  

 

 

 

Figura 4: Evolução natural da hanseníase: Fase inicial da doença e sua evolução lenta e 

progressiva ao longo dos anos. Paciente diagnosticada antes da era dos antibióticos e da 

utilização da Polioquimioterapia (PQT). Fonte: Ministério da Saúde.,2017 

 

 

1.5 Classificações e formas clínicas da hanseníase  

Segundo Ridley & Jopling (1966), os pacientes são classificados em um espectro que 

obedece a critérios clínicos, bacteriológicos, imunológicos, com ênfase nos histopatológicos. 

O espectro de classificação varia entre as formas de hanseníase tuberculoide-tuberculoide 

(TT) passando pelas formas boderlines (BT, BB e BL), indo até a forma de hanseníae 

lepromatosa-lepromatosa (LL) (Figura 5). As manifestações clínicas apresentam 

características distintas e o desenvolvimento da doença é dependente de mecanismos 

imunológicos do hospedeiro (Ridley & Jopling.,1966).  
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Figura 5: Espectro de formas clínicas da hanseníase: Manifestações da doença são 

classificadas em um espectro clínico. Indivíduos que entram em contato com o M. leprae 

podem apresentar resistência natural ou serem assintomáticos. Os que desenvolvem a doença 

podem desenvolver diferentes formas clínicas. O polo tuberculoide (TT), a resposta imune 

celular com produção de citocinas como IFN-γ, TNF, IL-2, IL-6 e IL-12, formação de 

granulomas e presença de poucos microorganismos. No pólo denominado lepromatoso (LL), 

ocorre resposta imune humoral com produção de IL-4 e IL-10, presença de macrófagos 

espumosos e alta carga bacilar. Entre essas formas da doença, existem as borderlines (BT, BB 

e BL), que se caracterizam pela proximidade entre os pólos. Adaptado: Misch et al., 2010. 

(Elaborado pela autora Fabiana dos Santos Pacheco).  

 

O polo tuberculoide é considerado o polo de resistência dentro do espectro da 

hanseníase, pois a resposta imune celular gerada pelo hospedeiro é eficaz contra o bacilo, 

resultando na contenção da carga bacilar. O perfil de resposta celular é predominantemente do 

tipo Th1. Neste polo raramente são detectados bacilos em biópsias de pele, apresentando 

baciloscopia negativa (Eichelmann et al.,2013).  

Em relação aos achados clínicos, os pacientes apresentam poucas lesões de pele, com 

bordas elevadas e bem definidas (Figura 6). Os danos neurais evoluem rapidamente, o que 

resulta em alterações na perda de sensibilidade com diminuição ou ausência de pelos. Além 

disso, os pacientes podem apresentar somente comprometimento neural, sem lesões cutâneas, 

sendo denominado de hanseníase tuberculoide neural pura (Souza.,1997).  
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Figura 6: Aspecto de lesão cutânea de paciente com hanseníase tuberculoide. O polo 

tuberculoide é clinicamente caracterizado pela presença de lesão única ou poucas lesões. Os 

pacientes também podem apresentar máculas eritematosas ou acobreadas, variando de acordo 

com a cor da pele do paciente. E também podem ser homegeneamente hipopgmentadas. (A) 

Imagem representativa de paciente com lesão única, apresentando bordas bem definidas e 

elevadas na mão. (B) Paciente apresentando mácula única com coloração hipopgmentada.  

Fonte: Talhari et al.,2015. 

 

No outro extremo do espectro encontra-se o polo lepromatoso, forma clínica de 

suscetibilidade ao bacilo que resulta na multiplicação e disseminação da doença 

(Souza.,1997). Caracterizado pelo surgimento de inúmeras lesões no corpo e presença de 

bacilos nos nervos. Ocorre predomínio da resposta celular Th2 e exacerbada resposta imune 

humoral, onde há produção de anticorpos que não são protetores contra o bacilo (Eichelmann 

et al.,2013). Os pacientes podem apresentar lesões hipocrômicas ou eritematosas 

simetricamente e amplamente distribuídas. Sem tratamento, a infiltração é disseminada e o 

eritema progressivo, outras características também podem ser observadas nos pacientes com 

hanseníase lepromatosa como observadas na figura abaixo. (Figura 7) (Talhari et al.,2015).  
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Figura 7: Pacientes com a forma lepromatosa da hanseníase. Pacientes com hanseníase 

lepromatosa apresentam características como surgimento de lesões nodulores e envolvimento 

dos pavilhões auriculares. (A) Imagem representativa de paciente com hanseníase 

lepromatosa com lesões nodulares apresentando bordas bem definidas e superfície brilhante e 

lisa. (A) infiltração difusa do rosto com envolvimento bilateral de pavilhões auriculares.  

Fonte: Talhari et al .,2015. 

 

Em 1982 a OMS propôs uma classificação mais simplificada e operacional, 

relacionada com a carga bacilar e o número de lesões. Classificando os pacientes 

multibacilares (MB) como os que possuem uma alta carga bacilar, baciloscopia positiva, 

múltiplas lesões com distribuição simétrica, múltiplos nervos comprometidos. Já os 

paucibacilares (PB), os que apresentam uma baixa carga bacilar, baciloscopia negativa, com 

única ou até 5 lesões de tamanhos variáveis, distribuição assimétrica, e pouco 

comprometimento neural (WHO.,1982).  

Devido a dificuldades que alguns locais de antendimento apresentam na realização da 

baciloscopia, a OMS adotou uma forma de classificação que se baseia em critérios clínicos ao 

invés da carga bacilar. Classificando os PB como os que apresentam até cinco lesões cutâneas 

e em MB os pacientes que apresentam acima de cinco lesões (WHO.,1998).  
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1.6 Tratamento  

Os pacientes diagnosticados com hanseníase iniciam o tratamento com uso de 

poliquimioterapia específica, resultando na supressão dos surtos reacionais, prevenção de 

incapacidades físicas, reabilitação física e psicossocial.  O tratamento é oferecido por serviços 

de saúde da rede pública.  Em casos de maior complexidade o atendimento é realizado em 

centros de referência locais, regionais ou nacionais (Araújo.,2003).  Em 1981, a OMS 

introduziu o uso da poliquimioterapia de administração oral, com rifampicina, clofazimina e 

dapsona e essa combinação de fármacos se revelou muito eficaz para o controle da doença 

(tabela 1) (Aguas.,2008).  

O tratamento é direcionado de acordo com as classificações clínicas, paucibacilar e 

multibacilar. Os tratamentos se diferem em relação à combinação de medicamentos e o 

período de duração do tratamento com objetivo de curar os pacientes e prevenir a cadeia de 

transmissão. Em regiões endêmicas o tratamento é feito de forma supervisionada e 

posteriormente documentada (Fisher et al.,2017).  

 

 

 

Tabela 1: Esquema terapêutico determinado pela OMS conforme a forma clínica do 

paciente. Esquema de tratamento para hanseníase elaborado pela OMS em 1891. Terapia com 

rifampicina, clofazimina e dapsona é realizado como tratamento de primeira linha para a 

doença. A combinação de medicamentos é realizada mensalmente sob supervisão médica. 

Fonte: Adapatado: Organização Muldial da Saúde., 2012. 
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1.7 Aspectos imunológicos gerais da hanseníase   

 

 A resposta imunológica contra o M. leprae define a evolução da doença, 

caracterizando uma diversificação no curso clínico da infecção. A imunidade inata é a 

primeira linha de defesa contra patógenos, gerando uma resposta rápida, porém não específica 

contra a micobactéria (Goulart et al., 2002). 

O primeiro contato entre a micobactéria e a célula do hospedeiro ocorre pelos 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs), um exemplo são os Toll-like receptors (TLRs). 

Esses receptores reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e estão 

presentes em células que compõem a imunidade inata como os macrófagos e células 

dendríticas. TLR2 e TLR4 são considerados os mais importantes para o reconhecimento de 

micobactérias (Brightbill et al.,1999).  

Após o reconhecimento, os macrófagos e células dendríticas apresentam o antígeno 

levando a ativação das células T naives pela secreção de IL-12 (Demangel et al.,2000). Esse 

processo leva à diferenciação e expansão de células Th1 produtoras de interferon (IFN-γ), 

assim como a produção de TNF, fatores responsáveis pela eliminação do bacilo (Underhill et 

al.,1999).  

O perfil de resposta gerado frente ao bacilo está associado com as características 

observadas nas formas clínicas da hanseníase (Moraes et al.,2006). A hanseníase é uma 

doença complexa no qual o bacilo modula a resposta imunológica do hospedeiro favorecendo 

sua sobrevivência e multiplicação. O antagonismo observado entre os polos do espectro da 

doença foi estabelecido como um “paradigma imunológico”, no qual a representação se baseia 

nos perfis Th1 e Th2 (Sousa et al.,2017). 

Na forma TT, a baixa carga bacilar se deve à produção de TNF e IFN-γ gerados pelos 

linfócitos Th1. Estas citocinas ativam macrófagos e induzem a produção de radicais livres que 

destroem o bacilo. Já na forma LL, a resposta predominante é Th2 levando à produção de IL-

4, IL-10 e TGF-β que inibem a capacidade microbicida dos macrófagos e regulam 

negativamente o perfil Th1, favorecendo a sobrevivência do bacilo (Figura 8) (Sousa et 

al.,2017). 
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Figura 8: Resposta imunológica da hanseníase de acordo com os polos da doença. Os 

pacientes com hanseníase podem apresentar perfis de resposta imunlógica distindos e isso se 

deve a resposta gerada pelo macrófago frente ao M. leprae. No polo tuberculóide, os 

macrófagos produzem IL-12 levando a uma diferenciação das células T naive para um perfil 

de resposta Th1. Os linfócitos Th1 produzem TNF e IFN-γ levando ativação dos macrófagos 

pela produção de oxido nitrico sintase (iNOS) e NO (Óxido nítrico) que levam à destruição do 

M. leprae. No polo lepromatoso, os macrófagos produzem IL-4 e IL-10, levando a 

diferenciação das células B em plasmócitos que produzem anticorpos e também induz a 

diferenciação de células T naive para um perfil Th2 produtoras de IL-4, IL-10 e TGF-β. O 

TGF-β junto a IL-10 induz a diferenciação das células Th para um perfil Th3 ( T reg). A 

produção de IL-4, IL-10 e TGF-β  inibem a ação microbicida dos macrófagos, favorecendo a 

sobrevivência do M. leprae. Adaptado: Goulart et al., 2002 ( Elaborado pela autora - Fabiana 

dos Santos Pacheco).  
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1.8 Episódios reacionais na Hanseníase    

 

As reações hansênicas afetam 30-50% dos pacientes com hanseníase (Britton et al., 

2004). As reações são fenômenos inflamatórios agudos que podem se manifestar de maneira 

local ou sistêmica. Os pacientes podem ser acometidos antes, durante ou após o tratamento 

com a poliquimioterapia (Kamath et al.,2014).   

Os episódios reacionais geralmente acometem pacientes LL e pacientes borderlines 

(Kahawita et al.,2008). As manifestações clínicas das reações possuem relação com a resposta 

imune do hospedeiro e podem ser classificadas como reação tipo 1 ou Reação reversa (RR) e 

reação tipo 2 ou eritema nodoso hansênico (ENH) (Scollard et al.,2006).  

 

Ambas as reações podem ocasionar incapacidades permanentes. Estudos sugerem que 

isso se deve ao tropismo do M. leprae pelas células de Schwann, levando a desmilinização e 

consequente comprometimento neural devido a perda de função nervosa (de Freitas & Said, 

2013). Além disso, no início dos episódios reacionais são detectados altos níveis de citocinas 

como IL-1, IL-6, IL-12, IFN-γ e TNF no soro e em lesões cutâneas. (Khadge et al.,2015).  

 

 

1.8.1 Reação Reversa ou Reação tipo 1  

 

A RR é caracterizada clinicamente com uma exacerbação inflamatória de lesões de 

pele já existentes, também podendo ocorrer surgimento de novas lesões e neurites dolorosas 

(Kahawita et al.,2008). As lesões existentes podem se tornar eritematosas e edemaciadas, 

podendo ulcerar (Goodless et al.,1991).  Edema de pés e mãos é comum nesses pacientes, mas 

sintomas sistêmicos são incomuns (Figura 9) (Kamath et al.,2014). Essa reação geralmente 

acomete os pacientes borderlines, sendo mais comum em pacientes BT e BB quando 

comparado com pacientes BL (Pinheiro et al.,2011).  

 

 



 

14 

 

 

 

Figura 9: Paciente com Reação Reversa ou reação tipo.  Pacientes com reação reversa 

geralmente apresentam lesões eritematosas e edamasiadas, edemas de mãos e pés são comuns 

nesses pacientes, ao contrário de sistomas sistêmicos que são incomuns.  (A) Paciente com 

hanseníase borderline lepromatosa que desenvolveu reação reversa e apresentando 

clinicamente mão direita edemasiada.  (B) Paciente com hanseníase borderline lepromatosa 

com máculas que se tornaram eritematosas como consequência da reação reversa. Fonte: 

Kamath et al.,2014. 

 

Em lesões de pele de pacientes RR, análises de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase) demonstram que a expressão do RNAm das citocinas IL-1β, IL-2, e IFN-γ está 

aumentada e a expressão de citocinas no padrão Th2 está reduzida (Yamamura et al.,1992). 

Dosagens séricas demonstram níveis significativamente elevados de fatores pró-inflamatórios 

como IP-10, IL-17F, IL-1, IL-6 e TNF em pacientes com RR quando comparados com casos 

de hanseníase não reacional (Chaitanya et al.,2013). 

Antígenos do M. leprae são encontrados nos nervos e na pele de pacientes com RR, 

localizados em células de Schwann e macrófagos (Lockwood et al.,2002).  Em relação aos 

danos neurais ocasionados durante a reação. Estes estudos demonstram a participação da 

reposta imune inata nos danos neurais, uma vez que células de Schwann expressam TLR2, e a 

ativação ocorre por antígenos de M. leprae que resultam na morte destas células, sendo a 

possível causa para os danos neurais decorrentes dessa reação (Oliveira et al.,2003).  

 Das citocinas envolvidas na RR, o TNF é considerada uma das principais citocinas 

envolvidas na patologia do RR, isso pode ser explicado por estudos de imuno-histoquíma que 
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demonstraram a presença de TNF na pele e nos nervos de pacientes acometidos pela RR, em 

comparativo com pacientes não reacionais (Vinayakumar et al.,1995).  

O tratamento da RR é realizado com uso de corticosteróides orais na dose de 0,5 a 1 

mg/kg, sendo reduzido ao longo de um período de 4 a 6 meses. Controlando o processo 

inflamatório, os sinais e sintomas clínicos em casos mais leves desaparecem logo na primeira 

semana de tratamento (Naafs., 2003). 

 

 

1.8.2 Reação Eritema Nodoso Hansênico ou Reação tipo 2 

 

O ENH é uma complicação inflamatória grave da hanseníase. Essa reação imunológica 

acomete 50% dos pacientes  LL e 5 a 10% dos pacientes na forma BL. Clinicamente ocorrem 

manifestações cutâneas de forma generalizada com surgimento nódulos eritematosos 

inflamados e pápulas, podendo ser superficiais ou profundos (Figura 10) (Pfaltzgraff & 

Ramu., 1994). Além disso, os sinais e sintomas são sistêmicos, clinicamente similares à sepse, 

pois apresentam alta leucocitose e mal estar intenso (Kamath et al., 2014).  

 

 

 

Figura 10: Eritema Nodoso Hansênico (ENH). Paciente com hanseníase Lepromatosa com 

reação ENH apresentando clinicamente pápulas, placas e nódulos de cor rosa brilhante 

ocorrendo nas extremidades superiores bilaterais. Fonte: Kamath et al., 2014.  
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Em lesões de pele de pacientes com ENH são encontrados leucócitos 

polimofonucleares, principalmente neutrófilos. Durante anos o desencademanento do ENH foi 

associado a deposição de imunocomplexos.  Atualmente o ENH é considerado como uma 

condição mediada por imunocomplexos e neutrófilos (Polycarpou et al., 2017).  Estudos 

sugerem que o curso clínico do ENH está relacionado com a produção de citocinas e 

mediadores pró-inflamatórios liberados sistemicamente ou no local da lesão (Martiniuk et al., 

2012; Lee et al., 2010).  

A imunopatogênese do ENH é complexa, os pacientes apresentam altos níveis de TNF 

e IL-1β no soro (Sarno et al., 1991). Paralelamente, em lesões de pele é observado aumento 

na expressão de RNA mensageiro para IL-6, IL-8 e IL-10 (Yamamura et al., 1992). A 

expressão de TNF  também é observada nas lesões de pele, porém a expressão de IL-4 está 

ausente ou baixa (Teles et al.,2002; Nath et al.,2000).  

O tratamento do ENH é feito pelo uso de altas doses de corticosteróides orais e 

talidomida (Walker et al., 2015). Dos corticosteroides, a Prednisona é usada para o tratamento 

do ENH em casos moderados a graves (WHO., 2010). A dose utilizada geralmente é de 40-60 

mg por dia, e de acordo com a resposta dos pacientes ao tratamento a dose é reduzida 

lentamente (Pocaterra et al., 2006). A talidomida é extremamente eficaz no tratamento do 

ENH, usada para o tratamento de pacientes em casos moderados a grave. Sua eficácia no 

controle dos sintomas é observada em 24-48 horas após sua administração. O mecanismo de 

ação da talidomida ainda não está claro. Porém, estudos propõem que sua eficácia seja devido 

a sua ação na inibição de TNF (Tadesse et al., 2006). Outros mecanismos também são 

propostos, como a estimulação da produção de IL-2 por células T e inibição do recrutamento 

de neutrófilos (Kamath et al.,2014). Apesar da eficácia da talidomida, seu uso deve ser 

restrito devido ao seu potencial teratogênico (Lary et al., 1999).  

A Clofazimina é um agente antiinflamatório leve, usado para o tratamento de 

pacientes que apresentam clinicamente sintomas de leve a moderado do ENH, porém sua ação 

ocorre de forma lenta (Helmy et al.,1971).  A dose de clofazimina é de 300 mg por dia e o 

tratamento não deve exceder 12 meses, pois pode causar descoloração da pele (Jopling., 

1976). Outros tratamentos alternativos para o ENH estão em estudo, como o uso de 

azatioprina, metotrexato, zinco oral e o infliximabe, um anticorpo monoclonal anti-TNF 

(Kahawita et al., 2008).  

Apesar de inúmeros estudos realizados, o entendimento sobre o ENH ainda permanece 

limitado. A complexidade e o agravamento do estado clínico decorrente desta reação, 

destacam a importancia de estudos sobre as vias inflamatórias associadas ao quadro. Estes 
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estudos nos permitirão um melhor entendimento sobre a reação além de propostas para 

diagnóstico pré-clínico, tratamento e prevenção do ENH.  

 

 1.8.2.1 Neutrófilos no Eritema Nodoso Hansênico 

 

 Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes na circulação periférica, contribuem 

cerca de 50%-70% dos leucócitos totais em adultos saudáveis (Welch et al.,1989). Atuam 

como primeira linha de defesa contra patógenos invasores. Os neutrófilos eliminam 

microorganismos por diferentes mecanismos, como fagocitose, produção e liberação de 

quimiocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) e citocinas (Mortaz et al., 2018). Em 2004 

outro mecanismo de eliminação de microorganismos por neutrófilos foi descrito, a NETose 

(Zawrotniak et al.,2013). Esse processo consiste na formação de ‘’redes’’ que capturam os 

microorganismo, sendo capaz de matar ou suprimir a proliferação de fungos e bactérias 

(Brinkmann et al.,2004).  

 

Durante a década de 70 estudos foram realizados sobre a função dos neutrófilos nas 

diferentes formas da hanseníase (Sher et al.,1978). A princípio foram realizados trabalhos em 

relação à ativação dos neutrófilos durante a doença. Para isso utilizaram nitro blue tetrazolium 

(NBT) e observaram um aumento na ativação neutrofílica em seis pacientes LL em estado 

reacional quando comparado com não reacionais ou doadores sadios (Goihman-Yahr et 

al.,1975). Outro trabalho demonstrou que soros de pacientes ENH possuem a capacidade de 

ativar neutrófilos de doadores sadios in vitro (Sher et al.,1978). 

Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que neutrófilos isolados de 

pacientes LL com ou sem reação produzem IL-8 e TNF quando estimulados com M. leprae in 

vitro. Além disso, foi observado que neutrófilos de pacientes ENH apresentam apoptose 

acelerada, quando comparado com neutrófilos de doadores sadios ou BL/LL sem reação 

(Oliveira et al.,1999).  

Durante um processo inflamatório, ocorre um rápido influxo de neutrófilos presentes 

no sangue periférico para o sítio de inflamação (Hyun et al.,2012). Os neutrófilos são 

considerados um marco histológico para o ENH. As lesões de pele de pacientes ENH 

possuem intenso infiltrado perivascular de neutrófilos ao longo da derme e subcutâneo 

(Figura 11) (Fridlender et al.,2009; Weber et al.,2011). 
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Figura 11: Lesões de pele de pacientes com ENH. (A) Como características 

histopatológicas as lesões cutâneas do ENH, apresentam predominante infiltrado neutrofílico 

localizados nas camadas mais profundas da derme e em tecido subcutâneo. (B) Presença de 

macrófagos espumosos e infiltrado neutrofílico Fonte: Schmitz et al.,2019. 

 

 Os neutrófilos atuam como sensores biológicos. Alterações no microambiente 

resultam na expressão de diferentes moléculas em sua superfície (Elghetany et al.,2002).  

Estudos recentes demonstraram que durante o ENH, neutrófilos circulantes e presentes na 

lesão expressam CD64 em sua superfície, e o tratamento com talidomida reduziu essa 

expressão (Schmitz et al, 2016). Análise de correlação também realizadas nesse estudo 

demonstrou que a gravidade dos pacientes ENH é diretamente proporcional aos níveis de 

expressão de CD64, marcador de ativação de neutrofílica. (Schmitz et al., 2016). 

A Pentraxina-3 (PTX3) é uma proteína presente no grânulo neutrofílico secundário,  

proteína induzida em resposta à sinais inflamatórios como TNF e IL-1β com funções na 

resposta imune inata e na inflamação.  Nosso grupo demonstrou que esta proteína é liberada 

sistemicamente e nos sítios de lesão durante o ENH, porém o mesmo não foi observado na 

RR. Foi observado também que grande parte dos neutrófilos presentes na lesão expressam 

PTX3, e assim como ocorrido com o CD64, o tratamento com a talidomida diminuiu essa 

expressão (Mendes et al., 2017). 
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A busca por biomarcadores é um campo promissor nos estudos sobre o ENH. O estudo 

sobre a expressão de CD64 em neutrófilos, por exemplo, aponta para este receptor de 

superfície como um promissor biomarcardor pré-clínico para o ENH, assim como um 

marcador de severidade (Schmitz et al., 2016). Já em relação à PTX3, este estudo fornece um 

novo alvo molecular para o controle da patogênese do ENH (Mendes et al.,2017).  

 

 

1.9 Via IL-10/IL-10R 

 

A Interleucina-10 (IL-10) é secretada por diversos tipos celulares incluindo 

monócitos/macrófagos, linfócitos B e subclasses de linfócitos TCD4+. Possui como função 

biológica o controle homeostático da resposta imunológica, controlando a diminuição e 

duração do processo inflamatório. O efeito da IL-10 ocorre pela sua capacidade de bloquear 

seletivamente a expressão de genes pró-inflamatórios que codificam citocinas e quimiocinas 

produzidas por células mielóides ativadas por ligantes de PRRs como o LPS (Moore et al., 

2001). A expressão dos receptores IL-10R1 e IL-10R2 são fundamentais para a 

responsividade à IL-10.  Os efeitos biológicos da IL-10 se iniciam pela ligação com uma 

estrutura heterodimérica, composta pelas subunidades IL-10R1 e IL-10R2. A IL-10 possui 

uma alta afinidade pela IL-10R1, porém a cascata de sinalização só é iniciada se houver a 

presença da IL-10R2, ambas são necessárias para que a transcrição dos genes da via da IL-10 

seja realizada (Kotenko et al.,1997). Após a ligação da IL-10 com seu receptor 

heterodimérico ocorre interação das tirosinas kinases Janus kinase 1 (JAK1) e Tyrosina 

Kinase 2 (Tyk2), que se ligam, respectivamente, a IL-10R1e IL-10R2 (Kotenko et al.,1997; 

Kotenko.,1998). Posteriormente ocorre a fosforilação da primeira proteína da via, a STAT3. 

Após a ativação da STAT3 temos a transcrição de outros componentes da via, SOCS-3 e 

HMOX-1, desta forma os efeitos anti-inflamatórios da IL-10 são inciados (Figura 12) 

(Bazzoni et al.,  2010).  
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Figura 12: Representação esquemática da ligação da IL-10 e seu receptor 

heterodimérico. A IL-10 ao se ligar ao receptor composto pelas subunidades IL-10R1 e IL-

10R2 inicia uma cascata de sinalização, onde ocorrre a interação de JAK1 e Tyk2 nos 

receptores IL-10R1 e IL-10R2, respectivamente. Induzindo a fosforilação de STAT3, a 

primeira proteína da via a ser ativada. Posteriormente temos a transcrição de SOCS-3 e 

HMOX.  Desta forma, ocorrem os efeitos antiinflamatórios da IL-10. Adaptado: Fioranelli et 

al.,2014 (Elaborado pela autora Fabiana dos Santos Pacheco).  

 

 IL-10 é considerada como uma molécula chave para a inibição da síntese de citocinas 

pró-inflamatórias produzidas por vários tipos celulares, como linfócitos, monócitos e 

macrófagos, exercendo dessa forma ação inibitória em citocinas consideradas como 

marcadores do processo inflamatório, como IL-1β, IL-6, TNF, GM-CSF e IFN-γ 

(Bijjiga.,2013). Inibe perfis de resposta gerados por linfócitos, Th1 e Th2. Possui efeito 

predominante na subpopulação Th1, inibindo a produção de IFN-γ e TNF, pela supressão da 

síntese de IL-12, promovendo o predominio da resposta Th2.  
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A IL-10 não possui apenas função inibitória em citocinas pró-inflamatórias, mas 

também induz a produção de fatores antiinflamatórios como IL-1RA (Steinbrink et al.,1997).  

Durante o processo inflamatório os neutrófilos secretam diversas citocinas pró-

inflamatórias (Cassatela., 1999). Como já descrito anteriormente, a responsividade de uma 

célula a IL-10 é dependente da expressão das duas cadeias: IL-10R1 e IL-10R2 (Bazzoni et 

al.,2010), porém neutrófilos circulantes expressam constitutivamente somente a cadeia IL-

10R2. Por outro lado, estudos demonstram que neutrófilos de doadores sadios quando 

estimulados com LPS in vitro por 4 horas passam a expressar a cadeia IL-10R1 (Cassatela et 

al.,2005).  Esse achado também foi observado em neutrófilos purificados do sangue periférico 

de pacientes com sepse, e mais importante, a expressão da cadeia IL-10R1 fez com que os 

neutrófilos respondessem à IL-10, ativando componentes da via STAT3 (Figura 13) e 

modulando negativamente citocinas pró-inflamatórias (Tamassia et al.,2008).  

 

 

 

Figura 13: A responsividade de neutrófilos à IL-10 é dependente da expressão do 

receptor IL-10R1. (A) neutrófilos expressam constitutivamente a cadeia IL-10R2. (B) após a 

incubação com LPS ou IL-4 in vitro ou durante a sepse, neutrófilos passam a expressar a 

cadeia IL-10R1. (C) Responsividade à IL-10 em termos de fosforilação da primeira proteína 

da via IL-10/IL-10R, a STAT3. Fonte: Bazzoni et al.,(2010) 
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  1.10  JUSTIFICATIVA 

 

As reações hansênicas afetam de 30 a 50% dos pacientes com hanseníase (Britton et 

al.,2004). As reações são fenômenos inflamatórios agudos que podem se manifestar de 

maneira local ou sistêmica. Essas reações são responsáveis pelo agravamento do estado 

clínico do paciente, ocasionando danos neurais que tem como consequências as incapacidades 

físicas permamentes características da doença (Scollard et al., 2006).  

O ENH é uma complicação inflamatória grave da hanseníase. Essa reação imunológica 

acomete 50% dos pacientes LL e 5 a 10% dos pacientes acometidos pela forma BL 

(Pfaltzgraff & Ramu.,1994). Nas lesões de pele são encontrados leucócitos 

polimorfonucleares, principalmente neutrófilos. Atualmente o ENH é considerado uma reação 

mediada por neutrófilos (Polycarpou et al.,2017).  Estudos pioneiros do nosso grupo 

demonstraram que neutrófilos isolados de pacientes LL com ou sem reação produzem IL-8 e 

TNF quando estimulados com M. leprae in vitro (Oliveira et al.,1999). Atualmente, muitos 

trabalhos vêm sendo realizados a respeito do envolvimento dos neutrófilos na 

imunopatogênese da hanseníase, mais especificamente durante o ENH. Recentemente Schmitz 

et al demonstraram a expressão de CD64 em neutrófilos circulantes e de lesão, esse achado 

foi apontado como um promissor biomarcador para o ENH e como um marcador para a 

gravidade do quadro clínico (Schmitz et al., 2016). Nosso grupo também demonstrou que a 

PTX3, proteína presente no grânulo secundário do neutrófilo, é liberada sistemicamente e nos 

sítios de lesão durante o ENH, contribuindo dessa forma para o melhor entendimento sobre a 

imunopatogênese do ENH (Mendes et al.,2017).  

Assim como na sepse durante o ENH, os pacientes podem apresentar uma leucocitose 

neutrofílica e um mal-estar intenso (Brown et al.,2006). Estudos demonstram que durante a 

sepse os neutrófilos passam a expressar o receptor IL-10R1 e se tornam prontamente 

responsivos a IL-10, características não observadas em neutrófilos de doadores sadios 

(Tamassia et al.,2008). 

 Isso de deve ao fato de que durante alterações no microambiente os neutrófilos 

alteram suas moléculas de superfície (Elghetany et al.,2002). Estudos como o do CD64 e a 

IL-10R1 sendo expressos na superfície dos neutrófilos reforçam este dado. Em contrapartida, 

a IL-10 regula negativamente a produção de citocinas pró-inflamatórias, desta forma 

controlando a inflamação (Bijjiga.,2013). 
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 O estudo de vias antiinflamatórias nos permite pensar em novas intervenções 

terapêuticas para o controle e prevenção do ENH. A busca da expressão de antígenos que são 

produzidos em condições patológicas nos ajuda na descoberta de biomarcadores que 

permitem o diagnóstico precoce.  Com base nesses estudos, nosso trabalho buscou contribuir 

para o melhor entendimento do papel dos neutrófilos na imunopatogênse do ENH, assim 

como um possível papel para a IL-10 como um alvo molecular terapêutico e diagnóstico. 

Nossa hipótese é de que o M. leprae induz a expressão de IL-10R1 em neutrófilos, tornando-

os responsivos a IL-10.  
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Investigar o potencial da via da IL-10 em neutrófilos durante a reação Eritema Nodoso 

Hansênico.  

2.2 Objetivos Específicos 

1. Analisar os níveis de expressão de IL-10R1 em neutrófilos circulantes de pacientes 

BL/LL e ENH antes e após 7 dias de tratamento com talidomida. 

 

2. Investigar a presença de neutrófilos IL-10R1+ nas lesões de pele de pacientes ENH 

antes do tratamento com talidomida.  

 

3. Analisar a capacidade do M. leprae em induzir a expressão de IL-10R1 em neutrófilos 

humanos. 

 

4. Avaliar as citocinas produzidas por neutrófilos em resposta ao M. leprae. 

 

5. Analisar se neutrófilos circulantes de pacientes BL/LL e ENH e neutrófilos de 

doadores sadios após o estímulo com M. leprae respondem a IL-10 in vitro. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1  Pacientes e doadores sadios  

Esse estudo foi conduzido juntamente com o Ambulatório Souza Araújo, referência 

em diagnóstico e tratamento para hanseníase (Laboratório de Hanseníase, IOC/FIOCRUZ) e 

aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa com Seres Humanos (CEP-Fiocruz/IOC) 

(CAAE56113716.5.0000.5248). Todos os pacientes envolvidos neste estudo assinaram um 

termo de consentimento livre e esclarecido. A hanseníse foi diagnosticada em indivíduos que 

apresentaram manchas de pele hipopgmentadas e anestésicas e/ou espessamento de nervos 

periféricos e/ou a presença de bacilo alcool ácido resistêntes em amostras de biópsias de lesão 

de pele. Os pacientes com hanseníase usados neste estudo foram classificados de acordo com 

a escala de Ridley e Jopling (Ridley e Jopling.,1966). Os critérios de inclusão foram: 

pacientes que apresentam diagnósico clínico de hanseníase borderline lepromatosa (BL), 

Lepromatoso Lepromatoso (LL) antes do tratamento com a PQT com ou sem reação eritema 

nodoso hansênico (ENH) antes do tratamento com talidomida e 7 dias após o tratamento. Os 

critérios de exclusão do estudo foram: Pacientes com hanseníase que apresentam co-

morbidade (infecção HIV, diabetes, câncer, gravidez e imunocomprometidos e 

imunossuprimidos). A partir destes critérios a população de estudo foi dividida em 3 grupos: 

Grupo 1: Doadores Sadios, Grupo 2: Pacientes Multibacilares sem reação e Grupo 3: 

Pacientes Multibacilares com ENH.  

 

3.2 Coleta de sangue e purificação de neutrófilos  

 

As amostras dos indivíduos incluídos neste trabalho foram obtidas pelo processamento 

de sangue em câmara de fluxo laminar respeitando as normas e precauções para minupulação 

de material biológico. Amostras de sangue periférico de pacientes e doadores sadios (50 mL) 

foram coletadas utilizando Vacutainer BD, e colocadas em tubos heparinizados (BD 

Bioscience).  O sangue foi diluído numa proporção 1:1 em solução salina tamponada (PBS) e 

submetido à centrifugação a 913 xg sobre gradiente de Ficoll-Paque (densidade: 1,077 g/mL; 

GE Healthcare Life Sciences) durante 30 minutos à temperatura ambiente.  Após a separação, 

o pellet de neutrófilos acima das hemácias foi coletado. Para exclusão de eritrócitos 

contaminantes foi adicionado 40 mL de solução de lise dos eritrócitos (eritrócitos (ACK – 1,7 
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M de NH4Cl, 0,1M de KHCO3 e 1 mM EDTA), realizando duas lavagens com esta solução, 

durante 10 minutos na primeira etapa e 5 minutos na segunda a 514 xg por 10 minutos a 4ºC 

para obtenção do pellet de neutrófilos. Após a lise de hemácias, foi realizada uma lavagem 

com PBS gelado para retirada do resquícios de ACK sendo centrifugado a 514 xg por 10 

minutos a 4ºC. O pellet de neutrófilos foi ressuspenso em 1mL de meio RPMI 1640 (LGC 

biotecnologia LTDA), 10 µL foram retirados e diluídos 1:20 em azul de tripan (Sigma-

Aldrich) para a contagem das células viáveis em câmara de Neubauer. 

 

3.3 Análise de grau de pureza 

 

Alíquotas de 80 µL da suspensão celular (diluídas 100 vezes) foram submetidas à 

citocentrifugação (Shandon Cytospin 3) a 325 xg durante 5 minutos. Após a 

citocentrifugação, utilizamos o sedimento para confeccionar as lâminas em duplicatas. Após a 

fixação das amostras na lâmina pelo metanol, as células foram coradas pelo Panótico rápido 

(Laborclin), posteriormente foram contadas e diferenciadas 100 células em microscopia de 

campo claro (1000x) e determinada à porcentagem de neutrófilos. Outro parâmetro utilizado 

foi a citometria de fluxo. Para isso 5x105 células por tubo foram centrifugadas a 2000 RPM 

por 5 min à 4°C, o sobrenadante foi descartado após a centrifugação. Em seguida, as células 

foram ressuspensas em 10µL de solução de bloqueio (PBS + 1% Albumina Sérica Bovina 

(BSA) + 5% Soro Normal Humano) e incubadas por 30 min a 4°C. Após o tempo de 

bloqueio, foi adicionado 0,031µg/mL de anticorpo anti-CD16 conjugado a PECy7 (BD 

Bioscience) + 39µL de Tampão de Facs (1% de BSA + PBS) e incubados no escuro durante 

30 minutos a 4ºC. Após o tempo de incubação foi adicionado 200µL de tampão de FACS ao 

tubo e as células foram centrifugadas a 325 xg a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e os neutrófilos foram ressuspensos em 200µL de 4% Paraformaldeído (PFA) por 

5 minutos para fixação. A aquisição foi realizada no citometro FACSCalibbur no canal PE 

(FL-2)  (BD Bioscience), após a aquisição de 5 x 104 células dentro do gate de morfologia 

(FSC x SSC). Os histogramas foram montados utilizando o software Flow Jo. 
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3.4  Cultura de neutrófilos   

 

Os neutrófilos purificados do sangue periférico foram plaqueados em placas de 12 

poços contendo 1mL de meio RPMI1640 suplementado com 1% L-Glutamin (1mg/mL)  a, 

1% de solução Penicilina + Streptomicina (1mg/mL) e 10% Soro Fetal Bovino. 3x106 células 

foram colocadas por poço e estimuladas com concentrações de M. leprae irradiado (1,10,50 

µg/mL; BEI Resources). O M. leprae foi fornecido por James Krahenbuhl (National Hansen's 

Disease Program, Laboratory Research Branch, Universidade Estadual da Louisiana, Baton 

Rouge, LA, EUA) do National Institute of Allergy and Infectious Diseases/ NIH (Bethesda, 

MD, EUA). O M. leprae foi obtido a partir de footpads de camundongos atímicos nu / nu.  Os 

neutrófilos foram incubados durante 4 horas em estufa a 37° C e 5% CO2. Após as 4 horas de 

incubação foi adicionado em alguns poços 20ng/mL de IL-10 recombinante (Peprotech), 

ficando em incubação por mais 20 horas. Após o período de incubação as amostras foram 

coletadas dos poços e colocadas em eppendorfs para centrifugação a 913 xg a 4°C por 5 

minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C para dosagens de citocinas e 

quimiocinas por ELISA.  

Para ensaio de citometria de fluxo, os neutrófilos foram lavados com 200µL de PBS e 

fixados por 5 minutos com 4% de PFA, os neutrófilos foram lavados com PBS para retirada 

de PFA, o sobrenadante foi descartado e os neutrófilos foram ressuspensos em Tampão de 

Facs (PBS + 1% de BSA) a 4ºC. Outra centrifugação igual à anterior foi realizada, o 

sobrenadante foi descartado e os neutrófilos foram ressuspensos e armazenados a 4°C em 

solução de PBS + 0,1% de BSA.  

 

3.5  Expressão de IL-10R1 na superfície dos neutrófilos 

 

Os neutrófilos fixados a partir da purificação foram centrifugados  a 913 xg a 4°C por 

5 minutos. O sobrenadante foi descartado e 5x105 netrófilos foram separados para cada 

marcação. Para bloqueio de ligações inespecíficas foi adicionado em cada eppendorf 50µl de 

5% de Soro Normal Humano, 1% de Albumina Sérica Bovina (BSA) e 0,01 M de PBS 

durante 30 minutos a 4°C. Após o tempo de bloqueio, os neutrófilos foram marcados com 

0,125µg/mL de anti-IL-10R1 (Santa Cruz Biotechnology) e a incubação foi feita por 40 

minutos, a 4°C. Posteriomente as células foram centrifugadas como já descrito anteriormente 

e o sobrenadante foi descartado. Por fim os neutrófilos foram corados com imunoconjugado 

IgG anti-mouse FITC-conjugado (Isotiocianato de fluoresceína) (DAKO, Santa Clara, USA)., 
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a incubação foi feita com proteção da luz, durante 40 minutos a 4°C.  Após a marcação os 

neutrófilos foram centrifugados, o sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 500 µl de PBS + 1% de BSA. A expressão de IL-10R1 na superfície dos 

neutrófilos foi mensurada utilizando o citometro FACSCalibur (Plataforma de Citometria, 

IOC/ FIOCRUZ). As análises no citometro foram realizadas no canal do FITC (FL-1) com no 

máximo de 10.000 eventos, com as células dentro do gate de morfologia (FSC x SSC). Os 

histogramas foram realizados no software Flowjo, a mediana de fluorescência (MFI) foi 

realizada a partir da subtração do MFI do anticorpo com o MFI do imunoconjugado.  

 

3.6 Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

Os sobrenadantes das culturas de neutrófilos e amostras de soro de pacientes foram 

utilizados para dosagem de citocinas e quimiocinas, utilizando kits comerciais. Para análise 

das concentrações de TNF, IL-8, IL-1β e TGFβ-1 foram usados sobrenadantes de cultura. Já 

para dosagem de IL-10 foram utilizadas amostras de soro de pacientes com hanseníase de 

diferentes grupos. As dosagens de TNF, IL-8, IL-1β, TGFβ-1 e IL-10 foram realizadas 

utilizando kits da marca eBioscience; Thermo Fisher Scientific. E para dosagens de IL-1RA e 

MIP-1β com kit Peprotech.  

Todos os ensaios foram performados em duplicatas com diluição de 1:10. As 

metologias utilizadas para as dosagens foram recomendadas pelos fabricantes. Os resultados 

foram expressos em pg/mL e os resultados foram processados pelo software SoftMax Pro, 

versão 4.8 (Molecular Devices).  

 

 

3.7 Imunofluorescência  

 

 Secções de lesões de pele congeladas foram realizadas em criostato Leica LM3000, 

fixado em acetona e hidratadas com PBS 0,01M. As ligações inespecíficas foram bloqueadas 

com PBS 0,01M, 0,3% Triton X-100, 2% Albumina Sérica Bovina (BSA) e 5% de Soro 

Normal de Cabra (NGS; Sigma Aldrich), por 1 hora em temperatura ambiente. Para a 

marcação de IL-10R1 utilizamos anticorpo monoclonal de camundongo anti-IL-10R1  

(1:1000; Santa Cruz Biotechnology) e os neutrófilos foram evidenciados com anticorpo 

policlonal de coelho anti-mieloperoxidase (1:100; Santa Cruz Biotechnology). Como 

anticorpos secundários utilizamos IgG anti-rabbit conjugado com Alexa Fluor 633 e IgG 2a 
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anti-mouse conjugado com Alexa Fluor 594 (ThermoFisher Scientific). Os anticorpos 

secundários foram utilizados na concentração de 1:1000. Os núcleos foram marcados com 4 

′,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI; 1:1000). A imunofluorescência foi observada usando o 

software AxioVision Rel.4.8 em  microscópio de fluorescência Colibri (Carl Zeiss, 

Oberkochen, Alemanha). As imagens foram adquiridas com a câmera digital AxioCamHRm 

As edições de imagem foram realizadas utilzando o programa Adobe Photoshop CS6.  

 

3.8 Análises estatísticas  

 

Os resultados dos ensaios por citometria foram representados em forma de dotplots. A 

análise estatística foi realizada com o programa GraphPad Prism versão 6 (GraphPad 

Software, San Diego, EUA). As comparações entre 3 grupos de dados não distribuídos 

normalmente foram examinados por meio de teste de Kruskal-Wallis com teste de 

comparação múltipla de Dunn. As diferenças entre os dois grupos foram avaliadas pelo teste t 

de Student de duas caudas. O teste de Wilcoxon foi usado para comparar amostras pareadas. 

O nível de significância estatística adotado foi P <0,05. 

 



 

30 

 

4. RESULTADOS 

4.1 Estabelecimento de coorte de pacientes 

 

 

Tabela 2: Dados demográficos e clínicos dos voluntários incluídos no estudo. Tipos de 

amostras obtidas e ensaios realizados estão descritos na tabela. Abreviaturas : BL, 

borderline-lepromatosa; LL, forma polar lepromatosa; ENH dia 0, eritema nodoso hansenico 

no diagnóstico; ENH dia 7, eritema nodoso hansenico 7 dias após o tratamento com a 

talidomida; ENH dia 14,  eritema nodoso hansenico 14 dias após o tratamento com a 

talidomida; ILB, índica logarítmico da biópsia. 
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4.2 Análise do grau de pureza da purificação de neutrófilos circulantes do sangue 

periférico     

O fracionamento do sangue periférico foi realizado com uso de gradiente de densidade 

de Ficoll. Antes da distribuição dos neutrófilos para os experimentos deste estudo, realizamos 

primeiramente a padronização da purificação de neutrófilos. A análise do grau de pureza das 

preparações foi realizada por análise morfológica. As suspensões celulares foram cito-

centrifugadas e posteriormente coradas com kit panótico. Os nossos resultados demonstram 

um alto grau de pureza nas preparações (>95%; Figura 14A).  

Alternativamente, avaliamos o grau de pureza de nossas amostras por citometria de 

fluxo. Utilizamos um anticorpo que reconhece CD16, antígeno expresso constitutivamente na 

membrana de neutrófilos maduros (Elghetany et al.,2002), a fim de corroborar nossas análises 

anteriores do cytospin. Como estratégia inicial identificamos os singlets, a fim de excluir os 

possíveis eventos celulares duplicados (“doublets”), que foram excluídos utilizando um 

gráfico “dot plot” FSC-A vs FSC-H (Foward Scatter – área; Figura 14B). A partir deste 

parâmetro realizamos o gate na população de neutrófilos, usando FSC (FowardScatter) e SSC 

(SideScatter), tamanho e granulosidade, respectivamente e posteriormente neutrófilo CD16 

positivos (Figura 14C e D). 

 

A 
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B                                             C                                         D                                                                  

 

 

Figura 14: Análise de grau de pureza da preparação de neutrófilos. (A) Imagem representativa de 

lâmina citocentrifugadas de neutrófilos purificados de doadores sadios (n=4). Aumento de 400x. A 

barra de scala corresponde a 100μm (B) gráficos dot-plot representativos de citometria de fluxo de 

neutrófilos de doadores sadios CD16+. Gate feito por FSC-A vs. FSC-H para análise de singlets para 

exclusão dos doublets. (C) O gate da população de granulócitos foi feito por FSC-A vs. SSC. (D) A 

porcentagem de células CD16+ foi dada pelo gate FSC vs. CD16 (n=4). 

 

 

4.3 Expressão de IL-10R1 na superfície de neutrófilos circulantes de pacientes com 

reação Eritema Nodoso Hansênico (ENH) 

 

Neutrófilos de doadores saudáveis expressam constitutivamente em sua superfície o 

receptor IL-10R2, porém não expressam IL-10R1, e por isso não respondem a IL-10 

(Cassatela et al.,2005). Para avaliar se neutrófilos circulantes de pacientes ENH expressam 

IL-10R1 realizamos a purificação de neutrófilos do sangue periférico de doadores saudáveis 

(DS) (n=19), pacientes ENH (n=19), pacientes multibacilares (BL/LL) não reacionais (n= 9), 

pacientes RR (n= 3) e em seguida realizamos as marcações para análise por citometria de 

fluxo. Nossos resultados demonstram que a expressão de IL-10R1 foi exclusiva em pacientes 

ENH, como apresentado nos histogramas representativos (Figura 15A). A análise da mediana 

de intensidade de fluorescência (MFI) revelou que os níveis médios de MFI de pacientes ENH 

foi cerca de 15 vezes maior que de pacientes BL/LL (4,695  2,124 e 0,2967  0,1828, 

respectivamente; Fig. 15B).  
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Além disso, a freqüência de neutrófilos IL-10R1+ foi cerca de 9 vezes maior quando 

comparamos pacientes ENH e BL/LL (21,53  4,533 e 2,280  1,373, respectivamente; p < 

0,001; Fig. 15C). Em conjunto, esses dados demonstram que neutrófilos ENH exibem 

seletivamente expressão aumentada de IL-10R1 na superfície.  

 

A 

 

 

 

Figura 15: Expressão de IL-10R1 na superfície  de neutrófilos circulantes de pacientes ENH. Os 

neutrófilos foram corados em duas etapas com anticorpo murino anti-IL-10R1 humano, seguido da 

marcação com anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a Isotiocianato de fluoresceína (FITC). 

O controle negativo foi realizado com uso do anti-IgG de camundongo conjugado a Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) sem a presença do anticorpo primário. (A) Padrão de expressão de IL-10R1. 

Dados demonstrados através de histogramas representativos de cada grupo. Doadores Sadios  (n=19), 

Pacientes ENH (n=19). Pacientes multibacilares (BL/LL) não reacionais (n=9), Pacientes Reação 

Reversa (RR; n=3). (B) Valores de mediana da intensidade de fluorescência (MFI) e (C) freqüência de 

células IL-10R1+. O MFI foi calculado subtraindo o MFI dos neutrófilos marcados com IL-10R1 do 

MFI da célula marcada com anticorpo secundário correspondente. Cada ponto representa um paciente. 

As barras horizontais representam as médias  erro padrão (*** P < 0.001; teste de Kurskal-Wallis).  
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4.4 Expressão de IL-10R1 em neutrófilos presentes na lesão de pacientes ENH 

 

Os neutrófilos representam um marco histológico do ENH (Polycarpoy et al.,2017), 

com isso analisamos se os neutrófilos presentes na lesão de pacientes ENH expressam IL-

10R1 assim como os neutrófilos do sangue periférico. Nossos resultados demonstraram que 

os neutrófilos, células mieloperoxidase positivas (MPO+) presentes na lesão também 

expressam o receptor IL-10R1 em sua superfície (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16: Expressão de IL-10R1 em neutrófilos de lesão de pacientes ENH. Imagem 

representativa de imunofluorescências em cortes histológicos de lesão de pele de 3 pacientes ENH. 

Corte histológico de paciente ENH antes do início do tratamento com a talidomida. Neutrófilos foram 

considerados células mieloperoxidase positivas (MPO+) em vermelho, marcação de IL-10R1em verde 

e o núcleo (DAPI; azul). As setas indicam neutrófilos expressando MPO e IL-10R1. As imagens 

foram realizadas em microscópio de fluorescência Colibri.   Barra de escala 100µm. 
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4.5 O tratamento com talidomida induz o aumento da expressão de IL-10R1 na 

superfície de neutrófilos circulantes de pacientes ENH 

 

O tratamento de escolha para ENH é feito pelo uso de talidomida (Polycarpou et 

al.,2017). Para analisarmos o efeito do tratamento com talidomida em relação à expressão do 

receptor IL-10R1. Realizamos um acompanhamento longitudinal por duas semanas com 7 

pacientes ENH tratados com talidomida. Nossos dados revelaram que a expressão de IL-10R1 

foi aumentada ao longo das semanas (Figura 17 A). Observamos que o tratamento com o 

fármaco aumenta tanto os níveis de expressão quanto a freqüência de células IL-10R1+ 

(Figuras 17B e C). Além disso, também analisamos o efeito no tratamento com talidomida na 

produção de IL-10 sistemicamente, para isso utilizamos soros de pacientes ENH antes do 

início do tratamento e após 7 dias de tratamento (n=11) (Figura 17D). Nossos dados 

demonstraram que o tratamento com a talidomida reduz significativamente os níveis séricos 

de IL-10, associamos esse achado a um possível consumo desta interleucina pelos neutrófilos 

que expressam o complexo IL-10R na circulação.  
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Figura 17: Expressão de IL-10R1 em neutrófilos circulantes de pacientes ENH durante 

tratamento com a talidomida e efeito da talidomida nos níveis séricos de IL-10. (A) Histogramas 

representativos da expressão de IL-10R1 em dois pacientes ENH (D0, antes do tratamento; D7, 7 dias 

após o início do tratamento; e D14, 14 dias após o início do tratamento com talidomida). (B) e (C) 

Gráficos da média do MFI e freqüência de células IL-10R1+. Cada ponto representa um paciente 

(n=5). (D) liberação de IL-10 no soro de pacientes ENH (n=11) (** P < 0,01; *** P < 0,001; teste de 

Kurskal-Wallis).  

 

 

4.6  IL-10 modula a produção espontânea de citocinas em neutrófilos ENH 

 

Estudos feitos pelo nosso grupo demonstraram que pacientes ENH produzem altos 

níveis séricos de TNF e IL-1β (Sarno et al.,1991). O objetivo deste experimento foi avaliar a 

capacidade espontânea de neutrófilos de pacientes ENH e BL/LL em produzirem citocinas e 

quimiocinas, observando também se a IL-10 modularia essa expressão, uma vez que os 

neutrófilos ENH expressam o complexo IL-10R. Para isso, purificamos neutrófilos de sangue 

periférico de pacientes ENH e BL/LL e incubamos em estufa por  24 horas em meio completo 

sem estímulo. Em paralelo, em alguns poços adicionamos IL-10 recombinante. Os nossos 
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resultados demonstraram que neutrófilos de pacientes ENH produzem espontaneamente TNF, 

enquanto neutrófilos BL/L não produzem (Figura 18A). Além da produção de TNF, também 

observamos a responsividade destes neutrófilos a IL-10, pois a adição de IL-10 nas culturas 

modulou negativamente esta citocina em 3 dos 5 pacientes analisados (Figura 18B). Em 

relação à produção de TGFβ-1, observamos que neutrófilos de pacientes ENH e de BL/LL 

produzem níveis baixos desta citocina não havendo diferença entre os dois grupos (Figura 

18C), por outro a adição de IL-10 recombinante aumentou a produção desta citocina em 3 dos 

5 pacientes acometidos por ENH analisados (Figura18D).  

 

A                                                                        B                            ENH 
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Figura 18: Efeito da IL-10 na produção espontânea de TNF, IL-1β e TGFβ-1 em culturas de 

neutrófilos. Neutrófilos (3 x 106 células totais) de pacientes ENH (n=5) ou controle multibacilar (n=5) 

foram ressuspensos em meio completo e tratados ou não com 20 ng/mL de IL-10 por 24 h. O 

sobrenadante foi coletado para análise de TNF, IL-1β e TGFβ-1 por ELISA. Cada ponto representa um 

paciente, e as barras horizontais representam as médias  erro padrão. 

 

E N H B L /L L

0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

T
N

F
 (

p
g

/m
L

)

*

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

T
N

F
 (

p
g

/m
L

)

IL -1 0 - +

E N H B L /L L

0

2 0

4 0

6 0

T
G

F
- 

 (
p

g
/m

L
)

0

2 0

4 0

6 0

8 0

IL - 1 0               -                             +

T
G

F
- 

 (
p

g
/m

L
)



 

38 

 

 

4.7 Neutrófilos de doadores sadios produzem citocinas e quimiocinas em resposta a 

estímulos com M. leprae  

 

Apesar dos inúmeros estudos recentes, o papel dos neutrófilos durante o ENH ainda 

não está claro. Desta forma, para ampliarmos nosso entendimento a respeito das citocinas e 

quimiocinas produzidas pelos neutrófilos em resposta ao M. leprae, os neutrófilos de 

doadores sadios foram estimulados com diferentes concentrações de M. leprae irradiado (1, 

10, 50µg/mL). Nossas análises demonstraram que os neutrófilos produzem IL-8, IL-1β, 

MIP1-β (CCL4), IL-1RA e TGFβ-1 em resposta ao estímulo com M. Leprae, e no caso da IL-

8 essa produção foi significativa e dose-resposta (Figura 19 A, B, C, D, E e F). 
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Figura 19: Produção de IL-8, IL-1β, IL-6, MIP1-β (CCL4), IL-1RA e TGFβ-1 em neutrófilos de 

doadores sadios estimulados com M. leprae. Neutrófilos (3 x 106 células totais) foram cultivados 

com concentrações crescentes (1, 10 e 50 g/mL) de M. leprae (ML) por 24 horas (n=5). O 

sobrenadante foi coletado para análise de IL-8, IL-1β, IL-6, CCL4 e IL-1RA e TGFβ-1 por ELISA. 

Cada ponto representa um paciente, e as barras horizontais representam as médias  erro padrão. (* P 

< 0,05; ** P < 0,01; ANOVA). 

 

 

4.8  IL-10 modula a produção de citocinas induzidas pelo M. leprae em neutrófilos     

 

Anteriormente analisamos a capacidade do M. leprae em induzir citocinas e 

quimiocinas em neutrófilos, a IL-10 possui ação em inibir a produção de citocinas em 

diversos tipos celulares. Neutrófilos de doadores sadios por sua vez, não respondem a IL-10 

devido à ausência da cadeia IL-10R1 do complexo IL-10R. Porém, estudos demonstram que a 

incubação destes neutrófilos com LPS ou IL-4 por 4 horas induz a síntese de novo de IL-10R1 

tornando-os responsivos a IL-10 (Bazzoni et al., 2010). Neste contexto, avaliamos se 

neutrófilos incubados por 4 horas com M. leprae sintetizariam IL-10R1, tornando-os 

responsivos a IL-10.  Para isso, incubamos neutrófilos de doadores sadios com M. leprae por 

4 horas e depois adicionamos IL-10 para avaliar a produção de IL-8, IL-1β, MIP1-β, TFGβ-1, 

IL-6 e IL-1RA. Nossos resultados demonstram que a adição de IL-10 nas culturas modulou 

negativamente a produção de quimiocinas e citocinas IL-8, IL-1β, IL-6, CCL4 e IL-1RA 

(Figura 20 A, B, C, D e E). Já em relação ao TGFβ-1, observamos que a IL-10 induziu a 

produção desta citocina em neutrófilos (Fig.20 F). 
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Figura 20: Efeito da IL-10 na produção de IL-8, MIP1-β, IL-6, IL-1β, IL-1RA e TGFβ-1 

em culturas de neutrófilos estimuladas com M. leprae. Neutrófilos de doadores sadios (3 x 
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106 células totais) foram cultivados com concentrações crescentes (1, 10 e 50 g/mL) de M. 

leprae (ML) por 4 horas, e após esse tempo foi adicionado 20 ng/mL de IL-10 nas culturas 

(n=5). Após a incubação por 24 horas, os sobrenadantes foram coletados para análise de IL-8, 

IL-1β, IL-6, CCL4, IL-1RA e TGF-1 por ELISA. Cada ponto representa um paciente, e as 

barras horizontais representam as médias  erro padrão. (* P < 0,05; ** P < 0,01; ANOVA) 

 

 

4.9  M. leprae induz a expressão de IL-10R1 em neutrófilos sadios  

 

Demonstramos neste trabalho que neutrófilos de pacientes ENH expressam o receptor IL-

10R1, sendo a expressão deste receptor indispensável para a responsivade a IL-10, 

corroborando com os dados já descritos na literatura. Além disso também demonstramos sua 

funcionalidade pela modulação de citocinas produzidas em resposta ao M. leprae. Nossa 

hipótese é de que o M. leprae induz a expressão do receptor IL-10R1 em neutrófilos após 4 

horas de estímulo, tornando estes neutrófilos prontamente responsivos a IL-10. Para testarmos 

nossa hipótese estimulamos neutrófilos de doadores sadios com 10µg/mL de M. leprae 

irradiado por 4 horas. Nossas análises de citometria de fluxo demonstraram, assim como 

resultados descritos anteriormente, que os neutrófilos de doadores sadios não expressam o 

receptor IL-10R1, porém os neutrófilos em cultura sem estímulo adquirem espontâneamente a 

expressão do receptor IL-10R1 (Figura 21 A) (Crepaldi et al.,2001). Nossos resultados 

demonstram que os neutrófilos estimulados com M. leprae irradiado por 4 horas expressam 

níveis ainda maiores de IL-10R1 em sua superfície (Figura 21 A e B). 
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Figura 21: M. leprae induz a expressão de IL-10R1 na superfície de neutrófilos de 

doadores sadios. (A) Histograma representativo de doador sadio em meio de cultura sem 

estímulo e estímulado por 4 horas com 10 µg/mL de M. leprae irradiado, os neutrófilos foram 

purificados e marcados para análise da expressão de IL-10R1. (B) MFI dos neutrófilos de 

doadores sadios (3 x 106 células totais) que foram cultivados em meio sem estímulo e com 10 

g/mL de M. leprae (ML) por 4 horas, após as 4 horas as células foram marcadas para 

análises por citometria da expressão de IL-10R1 (n=7).  
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5. DISCUSSÃO 

 

Neutrófilos atuam como sensores biológicos, pois alterações no microambiente levam 

a alterações nas suas moléculas de superfície passando a expressar antígenos que comumente 

não expressariam (Elghetany et al., 2002). Apesar disso, durante muito tempo os neutrófilos 

foram definidos como uma população homogênea, porém estudos recentes demonstraram a 

presença de subpopulações de neutrófilos e sugerem essa heterogeneidade como uma 

importante característica na imunopatogênese de doenças, como no câncer e em doenças 

crônicas infecciosas e não-infeciosas como no lúpus eritematoso sistêmico. (Nget al., 2019).  

Em condições normais os neutrófilos não expressam a cadeia IL-10R1, 

consequentemente não respondem a IL-10. Porém estudos realizados com neutrófilos de 

pacientes sépticos demonstraram que estas células são capazes de adquirir a capacidae de 

expressar o receptor IL-10R1, e essa expressão é corroborada com a responsividade a IL-10.  

Neste trabalho identificamos a presença de uma subpopulação de neutrófilos que 

expressam o receptor IL-10R1 durante o ENH. Nossos resultados demonstram que neutrófilos 

do sangue periférico de pacientes com ENH expressam níveis elevados do receptor IL-10R1 

quando comparados com neutrófilos de pacientes RR, BL/LL, e doadores sadios. Além dos 

neutrófilos presentes na circulação periférica, analisamos os neutrófilos presentes nas lesões 

de pacientes ENH, uma vez que representam um marco histológico do ENH (Polycarpou et 

al.,2017). Nossas análises de cortes histológicos por imunofluorescência demonstraram a 

expressão de IL-10R1 em neutrófilos presentes nas lesões de pele de pacientes ENH antes do 

tratamento com a talidomida.  

O achado de um biomarcador permite identificar de forma automatizada uma condição 

patológica e mensurar sua severidade. A busca por biomarcadores é uma área promissora na 

hanseníase, principalmente no ENH, já que permitiriam um rápido diagnóstico a fim de 

prevenir os danos neurais ocasionados por esta reação, uma vez que o “padrão-ouro” de 

diagnóstico do ENH é feito pela análise de biópsias de lesão de pele, que por sua demora em 

torno de um mês até um laudo conclusivo. Nossos resultados indicam que a expressão de IL-

10R1 em neutrófilos de pacientes ENH pode ser um promissor biomarcador, capaz de 

diferenciar o ENH das formas clínicas BL/LL e RR da hanseníase. Esses achados poderiam 

ser replicados em coortes maiores de pacientes com hanseníase, o que poderia validar a 

expressão de IL-10R1 como biomarcador de ENH. Além disso, nos permite um melhor 

entendimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos no ENH. Apesar de muitos 

estudos o fator chave para o desencadeamento da reação ainda não está claro.  
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O fármaco de escolha para o tratamento do ENH é a talidomida, sendo extremamente 

eficaz no tratamento (Kamath et al.,2014). Possui eficácia estimada de cerca de 70-90% nos 

pacientes ENH que exibem uma recuperação completa com diminuição no número de nódulos 

e regressão do infiltrado inflamatório, após poucos dias de tratamento (Mendes et al.,2017). A 

talidomida vem sendo utlizada no tratamento de outras patologias imunomediadas como o 

lúpus eritematoso sistêmico, mieloma múltiplo e a doença de Crohn. Um fármaco que 

apresenta propriedades antiinflamatórias e imunomoduladoras, que apesar de sua destacável 

eficácia, ainda apresenta mecanismo de ação desconhecido (Millrine e kishimoto., 2017).  

Em relação aos estudos com biomarcados, uma das características desejáveis para um 

biomarcador é que o tratamento modifique sua expressão. Um dos nossos objetivos foi avaliar 

um possível efeito modulatório do tratamento com a talidomida em relação à expressão do 

receptor IL-10R1 em neutrófilos. Para isto realizamos um acompanhamento longitudinal de 

pacientes ENH durante o tratamento com a talidomida. Nossos resultados demonstraram que 

o tratamento aumenta a expressão do receptor IL-10R1 em neutrófilos circulantes, assim 

como a frequência de neutrófilos IL-10R1+. 

  Os efeitos biológicos da IL-10 se iniciam pela ligação da IL-10 aos receptores IL-

10R1 e IL-10R2 (Kotenko et al.,1997). Estudos anteriores demonstraram que pacientes 

acometidos pelo ENH apresentaram níveis elevados de IL-10 no soro (Moubasher et al. 1998; 

Madan et al. 2011). No presente estudo observamos a expressão de IL-10R1 em neutrófilos 

de pacientes ENH e o aumento da expressão induzida pelo tratamento com a talidomida. A 

fim de avaliar o efeito da expressão de IL-10R1 em relação aos níveis de IL-10, analisamos os 

níveis de IL-10 no soro de pacientes com ENH antes do tratamento com a talidomida e após 7 

dias de tratamento. Nossos dados em relação aos níveis séricos de IL-10 em pacientes ENH 

antes do tratamento corroboram a literatura, uma vez que observamos níveis elevados de IL-

10. Porém, em relação ao tratamento com a talidomida, observamos uma significativa redução 

nos níveis séricos de IL-10 em pacientes ENH após 7 dias de tratamento. 

 Nossa hipótese é de que essa redução ocorra pelo consumo de IL-10 pelos neutrófilos, 

uma vez que o tratamento aumenta a expressão do receptor IL-10R1 na superfície dos 

neutrófilos de pacientes com ENH.  Além da dosagem de IL-10 no soro, os níveis de HO-1 

(Heme oxigenasse-1) também foram mensurados, os resultados demonstram que antes do 

tratamento com a talidomida os níveis de H0-1 estão aumentados no soro de pacientes com 

ENH (Prata et al.,2018). Como perspectiva futura dosaremos os níveis de HO-1 no soro de 

pacientes após o tratamento com a talidomida e  também  utilizaremos extrato de proteína de 

neutrófilos de pacientes com ENH antes e após o 7 dias de tratamento para avaliarmos os 
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níveis de expressão de  HO-1 por Western blotting  e desta forma reforçar nossa hipótese de 

consumo de IL-10 pelos neutrófilos.  

Em relação à expressão de IL-10 em lesões de pacientes com ENH, análises de 

expressão gênica demonstram que antes do tratamento os pacientes apresentam aumento na 

expressão de RNA mensageiro para IL-10 (Yamamura et al.,1992). Porém, após o tratamento 

com a talidomida foi obervada redução da expressão de IL-10 em lesões de pele de pacientes 

ENH (Moraes et al.,2000).  Análises foram realizadas em relação aos níveis de HO-1 em 

fragmentos de pele de pacientes antes do tratamento com talidomida e 7 dias após o 

tratamento, esses resultados demonstraram que os pacientes antes do tratamento expressam 

níveis elevados de ENH, porém o tratamento com a talidomida reduz os níveis dessa 

expressão (Prata et al.,2018). Como já descrito na literatura, o tratamento com a talidomida 

reduz a infiltrado de neutrófilos nas lesões. Neste contexto, a redução dos níveis de H0-1 na 

lesão de pacientes 7 dias após o tratamento pode estar associada com a falta de neutrófilos no 

sítio da lesão em resultado ao tratamento com a talidomida.  

Recentemente nosso grupo vem demonstrando a participação dos neutrófilos durante o 

ENH, como a expressão de CD64 drasticamente aumentada na superfície de neutrófilos de 

pacientes com ENH.  Este estudo aponta o CD64 como um promissor biomarcador para o 

ENH, inclusive como um  marcador de gravidade, uma vez pacientes que possuíam altos 

níveis de CD64 na superfíce dos neutrófilos circulantes apresentaram uma maior gravidade 

clínica, como febre e sintomas sistêmicos (Schmitz et al.,2016).  

Outro estudo realizado pelo nosso grupo foi em relação a PTX3, proteína presente no 

grânulo secundário de neutrófilos, induzida por sinais inflamatórios como TNF e IL-1β. 

Nosso grupo demonstrou que pacientes MB (BL/LL) apresentam níveis elevados de PTX3 no 

soro, e esses se mantiveram elevados em pacientes que desenvolveram ENH.  Em contraste, 

em pacientes BL que desenvolveram RR apresentaram baixos níveis de PTX3 no soro. Sendo 

assim, este trabalho sugere a PTX3 como um biomarcador preditivo para o ENH (Mendes et 

al.,2017). Porém, ao contrário da IL-10R1 o tratamento com a talidomida reduz os níveis de 

expressão de CD64 na superfície de neutrófilos (Schmitz et al.,2016) e reduz os níveis séricos 

de PTX3 em pacientes ENH (Mendes et al.,2017). Análises de correlação demonstraram que 

a expressão de CD64 na superfície de neutrófilos foi correlativamente positiva com os níveis 

séricos de PTX3, sugerindo essa relação CD64/PTX3 envolvida na inflamação exacerbada em 

pacientes ENH (Mendes et al.,2017).   
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Neste contexto, analisamos se haveria correlação entre a expressão de CD64 e IL-

10R1 em neutrófilos de pacientes com ENH.  Nossas análises demonstraram uma forte 

correlação positiva entre a expressão de CD64 e IL-10R1 (r = 0,9429; P = 0,0167) (Pacheco et 

al.,2019 Em preparação). O CD64 é um marcador de ativação neutrofílica, e observamos o 

aumento de sua expressão durante o processo inflamatório gerado pelo ENH. Essa correlação 

positiva entre os níveis de CD64 e IL-10R1 nos sugere que durante o ENH os neutrófilos 

ativados expressam assim como o CD64, o IL-10R1, como forma de controle da resposta 

inflamatória. Porém, durante o tratamento com a talidomida observamos o aumento de IL-

10R1 e diminuição de CD64, este dado nos sugere que possivelmente os efeitos 

antiinflamatórios da talidomida ocorram pela via IL-10/IL-10R. Apesar de inúmeros estudos 

ainda não está claro se os neutrófilos iniciam a reação ENH, desta forma o envolvimento dos 

neutrófilos durante o ENH ainda precisa ser elucidado.  

Neste trabalho avaliamos a capacidade espontânea de neutrófilos de pacientes ENH 

em produzirem TNF ex vivo, sendo TNF uma citocina associada com episódios de ENH, 

encontrada em níveis elevados no soro de pacientes ENH sem tratamento (Sampaio et 

al.,1993). Em contrapartida, a supressão de TNF resulta em uma melhora clínica dos pacientes 

(Sampaio et al.,1998).  

Nossos resultados demonstraram a produção espontânea de TNF por neutrófilos ENH, 

o que não foi observado em neutrófilos de pacientes BL/LL, corroborando a função dos 

neutrófilos como célula chave para a imunopatogênese do ENH. Como forma de avaliarmos a 

funcionalidade do receptor, analisamos o efeito modulatório da IL-10 em relação à produção 

espontânea de TNF em neutrófilos de pacientes ENH. Ressaltando que os neutrófilos de 

pacientes ENH expressam as duas cadeias do complexo IL-10R como demonstrado nos 

resultados anteriores. Observamos que a adição da IL-10 nas culturas de neutrófilos ENH 

diminuiu a produção de TNF em 3 dos 5 pacientes analisados.  

Outra citocina analisada foi o TGFβ-1, nossos resultados demonstram que os pacientes 

BL/LL e ENH produzem espontaneamente TGFβ-1, não havendo diferença entre os dois 

grupos. Porém, em relação aos neutrófilos de pacientes ENH, quando a IL-10 é adicionada às 

culturas, observamos a capacidade regulatória da IL-10, uma vez que ocorre o aumento na 

produção de TGFβ-1 em 3 dos 5 pacientes analisados. Com estes resultados corroboramos 

que a expressão de IL-10R1 pela responsividade dos neutrófilos ENH a IL-10 e destacamos a 

IL-10/IL-10R como um potencial alvo para o desenvolvimento de novas terapias para o ENH.  
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Nas últimas décadas, estudos apontam novas funções para os neutrófilos em diversas 

condições patológias, com enfâse na sua capacidade de produzir uma variedade de citocinas, 

podendo essa produção ser desencadeada por diversas condições. (Tecchio et al., 2014). Em 

relação à hanseníase, as citocinas e quimiocinas produzidas por macrófagos e células de 

Schwann em resposta ao M. leprae já estão caracterizadas. Porém, em relação aos neutrófilos, 

somente a IL-8 e o TNF já haviam sido descritas como secretadas por neutrófilos isolados de 

pacientes e responsivos ao M. leprae in vitro (Oliveria et al.,1999).  

Neste trabalho avaliamos a capacidade do M. leprae em induzir a produção de 

citocinas e quimiocinas em neutrófilos de doadores sadios. Nossos resultados mostraram que 

neutrófilos de doadores sadios produzem mediadores pró inflamatórios (IL-8,IL-1β,IL-

6,MIP1-β,IL-1RA), fatores críticos para a inflamação sistêmica associada ao ENH 

(Polycarpou et al. 2017). A adição da IL-10 nas culturas desencadeou  a redução na produção 

destes fatores pró-inflamatórios. Além disso, também observamos que os neutrófilos de 

doadores sadios produzem TGFβ-1 em resposta ao M .leprae. Porém, em relação ao TGFβ-1, 

ao contrário dos mediadores pró-inflamatórios, obervamos um efeito modulatório positivo 

quando adicionamos a IL-10 nas culturas. Esses resultados reforçam estudos prévios sobre o 

papel da IL-10 no ENH, evidenciando a importância da expressão do receptor IL-10R1 para a 

responsividade dos neutrófilos a IL-10 (Crepaldi et al.,2001). 

A expressão de IL-10R1 em neutrófilos foi observada em ensaios in vitro através do 

estímulo de neutrófilos com IL-4, tornando os neutrófilos responsivos a IL-10 em termos de 

indução da fosforilação da tirosina Stat3 (Crepaldi et al., 2002). Outro fator capaz de induzir a 

expressão de IL-10R1 em neutrófilos é o LPS. Análises de Western Bloting demonstraram a 

expressão de IL-10R1 induzida pelo LPS e sua funcionalidade foi corroborada pela expressão 

de HO-1 (Cassatella et al., 2005).  

Para elucidar os mecanismos pelos quais os neutrófilos adquirem a capacidade de 

expressar IL-10R1 e consequentemente se tornarem responsivos a IL-10, os autores 

analisaram o efeito do uso de um inibidor de síntese proteica, o cicloheximida (CHX). 

Através destas análises observaram que na presença do inibidor, o neutrófilo perde a 

capacidade de expressar IL-10R1 em sua superfície (Crepaldi et al., 2001). Também 

observaram a perda do efeito inibitório da IL-10 em relação a produção de TNF induzida por 

LPS, em análises de Northen blotting (Cassatela et al.,2005). Esses estudos demonstraram que 

a expressão de IL-10R1 em neutrófilos ocorre via  synthesis de novo, precisando de 4 horas 

para que a formação do receptor ocorra. 
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Em condições inflamatórias como a sepse, os neutrófilos expressam constitutivamente 

o IL-10R1 (Tamassia et al.,2008). Nossa hipótese é de que o M. leprae induz expressão do 

receptor IL-10R1 em neutrófilos humanos, ou seja, o ambiente inflamatório ocasionado em 

resposta ao M. leprae, assim como na sepse, poderia estar levando à expressão do receptor em 

neutrófilos. Para testar nossa hipótese, realizamos ensaios in vitro onde estimulamos 

neutrófilos de doadores sadios com 10µg/mL de M. leprae irradiado. Nossos resultados 

demonstraram que neutrófilos sadios, quando colocados em cultura em meio sem estímulo, 

adquirem espontâneamente a expressão do receptor IL-10R1, assim como já descrito na 

literatura (Bazzoni et al, 2010). Por outro lado a presença do M. leprae na cultura aumenta 

ainda mais a expressão do receptor IL-10R1 na superfície dos neutrófilos. 
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6. CONCLUSÃO 

Com isso, concluímos este trabalho demonstrando que neutrófilos passam a expressar 

o receptor IL-10R1 durante o ENH, e que o M. leprae é capaz de induzir a expressão do 

receptor IL-10R1. Nosso trabalho destaca os neutrófilos como uma célula-chave para a 

inflamação sistêmica associada ao ENH, uma vez que neutrófilos de pacientes ENH 

produzem espontâneamente citocinas como TNF, ao contrário de neutrófilos isolados de 

pacientes não reacionais. Além disso, neutrófilos de doadores sadios produzem citocinas pró-

inflamatórias em resposta ao M. leprae. Além disso, demonstramos a responsividade dos 

neutrófilos ENH a IL-10, com isso apontamos a via IL-10 como um alvo molecular para 

estudos sobre a reação e como um alvo para futuros protocolos de intervenção.  
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8. APÊNDICES E/OU ANEXOS 
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