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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

IDENTIFICAÇÃO DE BIOMARCADORES DE ANGIOGÊNESE NO ERITEMA NODOSO 

HANSÊNICO E NA HANSENÍASE 

 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Ana Carolina Duarte Pereira Rodrigues 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa de evolução crônica, porém o curso natural da 
doença pode ser interrompido por episódios reacionais agudos que são caracterizados por 
uma ativação da resposta inflamatória acelerando o agravamento no dano tecidual e neural. 
O Eritema Nodoso Hansênico (ENH), um desses episódios reacionais, é uma complicação 
imunológica grave que acomete os pacientes multibacilares (BL e LL). A presença de 
neutrófilos na lesão de pele dos pacientes com ENH é considerada uma marca histológica 
dessa reação, porém ainda não é claro como ocorre o recrutamento desses neutrófilos para 
o sítio inflamatório e como este tipo celular participa dos mecanismos patológicos. Já foi 
visto na literatura que a angiogênese está presente de forma aumentada em lesões de pele 
de pacientes lepromatosos (LL) com e sem ENH sendo associada ao aumento da carga 
bacilar e progressão da doença. Embora o mecanismo de formação de novos vasos tenha 
sido bastante estudado na hipóxia tecidual e em outros processos inflamatórios, na 
hanseníase ainda não está bem descrito. Levando em consideração que a angiogênese 
está presente nos achados histopatológicos da hanseníase LL e no ENH, esse estudo 
propõe avaliar os níveis proteicos e a expressão gênica de VEGF-A, VEGFR1, PDGF, 
HIF1A e ITGB3 em amostras de sangue e pele de pacientes LL com e sem ENH e controles 
(pacientes BT e doadores sadios). 13 pacientes BT e 28 LL antes de iniciar o tratamento 
com a poliquimioterapia e 23 pacientes ENH antes do início do tratamento anti-reacional, 13 
pacientes ENH 7 dias após o início do tratamento com talidomida e 3 doadores sadios foram 
recrutados no Ambulatório Souza Araújo, Rio de Janeiro. Os níveis séricos de VEGF-A e 
PDGF-BB foram determinados por ELISA. A expressão proteica de VEGFR1 na superfície 
de neutrófilos circulantes foi determinada por citometria de fluxo multiparamética. A 
expressão de RNAm de VEGF-A, PDGF-A, HIF1A e ITGB3 na pele foram determinadas por 
RT-qPCR. Os níveis circulantes de VEGF-A em pacientes LL foram significativamente 
aumentados quando comparados com pacientes BT. Pacientes LL com e sem ENH 
apresentaram níveis séricos de VEGF-A comparáveis, porém 7 dias após o início do 
tratamento com talidomida houve redução. Neutrófilos circulantes de pacientes BT 
apresentaram maior expressão de VEGFR1 quando comparados com pacientes LL. Os 
neutrófilos de pacientes LL apresentaram níveis de VEGFR1 similares aos neutrófilos de 
doadores sadios. A expressão de VEGFR1 em neutrófilos assim com a frequência de 
neutrófilos VEGFR1+ foi menor em pacientes ENH quando comparados a todos os grupos 
de pacientes e doadores saudáveis. Os níveis de RNAm de VEGF-A foi significativamente 
maior na pele de pacientes ENH quando comparados aos pacientes BT e LL não reacionais. 
A expressão gênica de HIF1A foi maior nas lesões de pele de pacientes ENH quando 
comparados com LL e BT. Os níveis de PDGFA e ITGB3 nas lesões LL com e sem ENH 
foram comparáveis. Os nossos resultados sugerem que neutrófilos de pacientes ENH 
migrem para as lesões de pele através da via VEGF-A/VEGFR1 e que a angiogênese 
detectada nas lesões de pele de pacientes ENH induzem a expressão de HIF.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

IDENTIFICATION OF ANGIOGENESIS BIOMARKERS IN ERYTHEMA NODOSUM LEPROSUM 

AND LEPROSY 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL 

 

Ana Carolina Duarte Pereira Rodrigues 

 

Leprosy is an infectious disease of chronic evolution, however the natural course of the 
disease can be interrupted by acute reaction episodes that are characterized by an activation 
of the inflammatory response accelerating the worsening of tissue and neural damage. 
Hansen's Nodous Erythema (ENL), one of these reaction episodes, is a serious 
immunological complication that affects multibacillary patients (BL and LL). The presence of 
neutrophils in the skin lesion of patients with ENL is considered a histological mark of this 
reaction, however it is still unclear how these neutrophils are recruited to the inflammatory 
site and how this cell type participates in the pathological mechanisms. It has already been 
seen in the literature that angiogenesis is present in an increased form in skin lesions of 
lepromatous patients (LL) with and without ENL being associated with increased bacillary 
load and disease progression. Although the mechanism of formation of new vessels has 
been extensively studied in tissue hypoxia and other inflammatory processes, leprosy is not 
well described. Taking into account that angiogenesis is present in the histopathological 
findings of leprosy LL and in ENL, this study proposes to evaluate the protein levels and the 
gene expression of VEGF-A, VEGFR1, PDGF, HIF1A and ITGB3 in blood and skin samples 
from LL patients with and without ENL and controls (BT patients and healthy donors). 13 BT 
and 28 LL patients before starting treatment with polychemotherapy and 23 ENL patients 
before starting anti-reactive treatment, 13 ENL patients 7 days after starting thalidomide 
treatment and 3 healthy donors were recruited from the Souza Araújo Ambulatory, Rio de 
Janeiro. Serum levels of VEGF-A and PDGF-BB were determined by ELISA. Protein 
expression of VEGFR1 on the surface of circulating neutrophils was determined by 
multiparametic flow cytometry. VEGF-A, PDGF-A, HIF1A and ITGB3 mRNA expression in 
the skin were determined by RT-qPCR. Circulating VEGF-A levels in LL patients were 
significantly increased when compared to BT patients. LL patients with and without ENL had 
comparable serum VEGF-A levels, but 7 days after starting thalidomide treatment there was 
a reduction. Circulating neutrophils from BT patients showed higher expression of VEGFR1 
when compared to LL patients. Neutrophils from LL patients had levels of VEGFR1 similar to 
neutrophils from healthy donors. The expression of VEGFR1 in neutrophils as well as the 
frequency of VEGFR1 + neutrophils was lower in ENL patients when compared to all groups 
of patients and healthy donors. VEGF-A mRNA levels were significantly higher in the skin of 
ENL patients when compared to non-reactive BT and LL patients. The gene expression of 
HIF1A was higher in skin lesions of ENL patients when compared to LL and BT. The levels of 
PDGFA and ITGB3 in LL lesions with and without ENL were comparable. Our results 
suggest that neutrophils from ENL patients migrate to skin lesions via the VEGF-A / VEGFR1 
pathway and that angiogenesis detected in skin lesions in ENL patients induces HIF 
expression. 
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1. INTRODUÇÃO: 

1.1. A hanseníase 

1.1.1. Características gerais 

 A hanseníase é uma doença infecciosa crônica causada pelo bacilo 

Mycobacterium leprae (M. leprae), que afeta principalmente o nervo periférico e a 

pele (Lastória; Abreu, 2014). Esta enfermidade ainda representa um problema de 

saúde pública pelo seu poder de causar incapacidade física, social e econômica, 

visto que o comprometimento dos nervos periféricos pode provocar problemas 

motores e sensoriais graves, que muitas vezes podem ser irreversíveis se não for 

tratada (Scollard et al., 2015; Noriega et al., 2016).   

A hanseníase é uma doença com alta infectividade (capacidade do bacilo de 

infectar grande número de indivíduos) e baixa patogenicidade (capacidade de 

adoecimento dos indivíduos infectados) (Ministério da Saúde, 2019). Já foi descrito 

que indivíduos que possuem contato direto e contínuo com pacientes multibacilares 

não tratados apresentam maior risco de contrair a doença (Moet et al., 2006; Moraes 

et al., 2006; Sales et al., 2011). É provável que a rota de transmissão seja pelas vias 

aéreas superiores, pois já foi detectado o DNA do M. leprae em amostra de biópsia 

da mucosa nasal de indivíduos saudáveis em áreas endêmicas (Klatser et al., 1993; 

Patrocínio et al., 2005). 

Comparado a outros patógenos, o M. leprae apresenta baixa variabilidade 

genética (Monot et al., 2005). Devido a essa característica foi possível traçar a 

disseminação da doença de acordo com as rotas migratórias humanas pelo mundo. 

As evidências atuais apontam que o M. leprae se originou na Eurásia, 

provavelmente no extremo Oriente (Benjak et al., 2018). Além do homem, outros 

hospedeiros naturais foram identificados mais recentemente como reservatórios 

naturais do M. leprae como os tatus nos Estados Unidos (Truman et al., 2011), 

esquilos vermelhos nas Ilhas Britânicas (Avanzi et al., 2016) e primatas não 

humanos na África (Honap et al., 2018). 
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1.1.2. Epidemiologia  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), pelos relatórios 

oficiais de 159 Estados-Membros e territórios recebidos em 2019, a prevalência 

mundial registrada de hanseníase em 2018 foi de 184.212 casos, o que representa 

uma taxa de 0,24 casos por 10.000 habitantes. O número de novos casos 

notificados globalmente neste ano reportado foi de 208.619 (2,74 novos casos por 

100.000 habitantes) (OMS, 2019). Na tabela 1.1 mostra detalhadamente o registro 

de prevalência e a detecção dos novos casos reportados em 2018.  

 

Tabela 1.1: Prevalência registrada e detecção de novos casos em 2018, por regiões da 

OMS. 

 
Fonte: Adaptado de OMS, 2019. 

 

 Em comparação com 2017, foi registrado em 2018 uma ligeira queda de 1,2% 

no número de casos novos detectados no mundo. Entretanto, foi relatado um 

aumento significativo de novos casos nas regiões das Américas, Mediterrâneo 

Oriental e na região Européia neste ano, como mostra a distribuição geográfica do 

número de novos casos de hanseníase em 2018 na figura 1.1 (OMS, 2019). As 

análises mostraram que Brasil, Índia e Indonésia são os países mais endêmicos do 

mundo, sendo responsáveis por 79,6% dos casos novos. Onde a região do Sudeste 

Asiático respondeu por 71% do número de novos casos no mundo, com a Índia e a 

Indonésia apresentando 92% do número de novos casos nessa região. O Brasil 

contribuiu com 93% da carga na região das Américas em 2018 (OMS, 2019).  
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Figura 1.1: Distribuição geográfica dos novos casos de hanseníase, 2018. Fonte: OMS, 

2019. 

 

 Nos parâmetros mundiais, o Brasil se encontra em 2º lugar com maior 

número de novos casos de hanseníase, com o registro de 28.660 novos casos 

detectados em 2018, ficando atrás somente da Índia (120.334 casos novos 

detectados) e na frente da Indonésia (17.017 novos casos detectados) (OMS, 2019). 

De acordo com o boletim do Ministério da Saúde referente ao período de 2003 a 

2018, foram diagnosticados 586.112 casos novos de hanseníase no Brasil e 43.479 

casos novos em menores de 15 anos. O registro de casos novos de hanseníase por 

regiões do Brasil em 2018, representada na Figura 1.2, mostra que região Nordeste 

apresenta o maior número de novos casos, registrando 11.725 novos casos, e a 

região com menor registro de casos novos foi a região Sul, com 797 novos casos 

registrados (www.saude.gov.br). 
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Figura 1.2: Grafico de registro de novos casos de hanseníase em regiões do Brasil em 

2018. Fonte: Adaptado de Ministério da Saúde, 2019 (www.saude.gov.br). 
 

  

1.1.3. Agente Etiológico: 

Identificado em 1873, por Gerhard Henrik Armauer Hansen em amostra de 

biópsia de pele, o M. leprae pertence à classe Schizomycetes, ordem 

Actinomycetales, família Mycobacteriaceae e ao gênero Mycobacterium. O M. 

leprae, uma bactéria gram positiva, em forma de bastonete, levemente curvado, é 

álcool-ácido resistente (BAAR) por se corar de vermelho pela fucsina e não se 

descorar pela lavagem de álcool-ácido no método de coloração de Ziehl-Neelsen 

(Rees et al., 1994 Apud Lastória et al., 2014). O M. leprae é uma bactéria intracelular 

obrigatória, que infecta predominantemente macrófagos e células de Schwann 

humanas, se replicando lentamente por fissão binária a cada 12-14 dias, o que faz o 

período de incubação da doença ser, em média, de 5 anos (Shepard, 1960; Hastings 

et al., 1988). 

Esta bactéria apresenta estruturas comuns ao gênero que ela pertence, como 

a abundância de lipídios na forma de ácidos micólicos (ácidos graxos de elevado 

peso molecular) e lipoarabinomanana (LAM) em sua parede celular (Hunter; 

Brennan, 1981). A membrana plasmática tem uma bicamada lipídica permeável 

contendo proteínas de interação. A parede celular que é unida à membrana 

plasmática é composta por peptideoglicanos ligados a polissacarídeos de cadeia 

http://www.saude.gov.br/


5 

ramificada, constituídos por arabinogalactanos, que suportam os ácidos micólicos e 

LAM (Hirata, 1985). A estrutura mais externa, cápsula, é composta por lipídios, 

especialmente fitiocerol dimicocerosato e glicolipídio fenólico (PGL-1), que tem um 

trissacarídio ligado a lipídios por uma molécula de fenol. Este lipídio dominante na 

parede celular é que dá a especificidade imunológica ao M. leprae (Ng et al., 2000; 

Scollard et al., 2006). 

Apesar dos inúmeros trabalhos envolvendo o M. leprae, esta bactéria não é 

cultivável em meios de cultura artificiais, o que dificulta o estabelecimento de 

estudos que elucidariam vários aspectos da patogenia causada por este 

microrganismo (Reibel et al., 2015). Entretanto, Shepard (em 1960), cultivou o bacilo 

pela inoculação da bactéria no coxim plantar de camundongos CFW e observou um 

modesto crescimento localizado e limitado do bacilo. Este modelo foi fundamental 

para os avanços dos estudos in vivo e in vitro da hanseníase. (Shepard, 1960). Já 

em 1971, Kirchheimer e Storrs inocularam o bacilo em tatus de nove bandas 

(Dasypus novemcintus) e verificaram uma multiplicação maciça de M. leprae, o que 

possibilitou ser um bom modelo animal para estudos in vivo (Kirchheimer, Storrs, 

1971). Outros estudos demonstraram também que esta espécie de tatu infectado 

naturalmente, manifesta a doença sistemicamente (Binford et al., 1977; Truman et 

al., 2011). 

A fim de encontrar respostas sobre os aspectos patológicos do M. leprae, 

realizando análises genéticas em lesões de pele de pacientes multibacilares, foi 

possível isolar e analisar o genoma completo do bacilo. Esta análise mostrou que 

houve uma redução evolutiva no genoma do M. leprae em comparação ao 

Mycobacterium tuberculosis, onde somente cerca de 49% do seu genoma é 

codificante. Isto afeta diversas e essenciais vias metabólicas que agem 

principalmente na sua replicação, o que pode explicar a dependência do 

metabolismo celular e a dificuldade do cultivo in vitro (Cole et al., 2001).  

 

1.1.4. Classificações e formas clínicas: 

 Estima-se que 95% dos indivíduos expostos ao M. leprae são naturalmente 

resistentes à infecção e nos 5% susceptíveis, a doença pode se manifestar de 

diferentes formas clínicas, o que está muito ligada à condição imunológica do 
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paciente (CDC, 2017). Por apresentar um amplo e complexo espectro de 

manifestações clínicas e imunológicas ao longo dos anos foram determinadas várias 

formas de classificação dos pacientes para facilitar o diagnóstico e o tratamento da 

doença. Atualmente existem três principais sistemas de classificação da hanseníase 

adotados pelos profissionais de saúde: sistema de Madri, a classificação de Ridley & 

Jopling e o sistema operacional da OMS. 

 Rabello, em 1941, um dos primeiros a estabelecer o conceito de formas 

polares, propôs que indivíduos que apresentavam hanseníase indeterminada (I), 

quando não tratados, evoluiriam para a forma polar tuberculoide (TT) ou para o polo 

lepromatoso (LL), dependendo da resposta imune ao M. leprae. Utilizando o 

conceito de formas polares de Rabello, em 1953, durante a IV Congresso de 

Hanseníase realizado em Madri, foi adicionado um grupo clinicamente instável ao 

longo do seu curso e caracterizado por manifestações que não se encaixam nas 

formas polares que foi definido como hanseníase dimorfa (ou borderline) (Ministério 

da Saúde, 1960; Lastória; De Abreu, 2014; Cruz et al., 2017). Seguindo os critérios 

clínicos, bacteriológico, histológico e de imunorreatividade à lepromina, esta 

classificação dividiu a hanseníase em: forma indeterminada, tuberculoide, dimorfa e 

virchoviana (Lockwood; Sarno; Smith, 2007).  

 Ridley e Jopling, em 1966, considerando características histopatológicas e 

clínicas, carga bacteriana e variações na resposta imunológica dos pacientes, 

classificou os pacientes com hanseníase em um amplo espectro composto por cinco 

formas clínicas: os polos tuberculoide-tuberculoide (TT) e lepromatoso-lepromatoso 

(LL), além das formas intermediárias denominadas borderline-tuberculoide (BT), 

borderline-borderline (BB) e borderline-lepromatosa (BL) (Ridley; Jopling, 1966). Os 

indivíduos que apresentam uma resposta imunológica e manifestações clínicas não 

definidas, caracterizados por apresentar lesões hipocrômicas e sem manifestação 

de granulomas em sua histopatologia, além da ausência de bacilos na lesão são 

denominados de indeterminados. Inicialmente essa forma clínica foi considerada 

como uma manifestação inicial da doença, que poderiam ao longo do tempo evoluir 

para qualquer uma das formas mencionadas anteriormente ou até atingir a cura 

espontânea (Ridley; Jopling, 1966; Fleury, 2006).  

 Os pacientes do polo TT apresentam única lesão de pele que, na maioria 

das vezes, é hipopigmentada ou eritematosa, delimitada por micropápulas, e, 
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quando placa, como lesão eritematosa ou acobreada, com bordas elevadas, 

ásperas, sem pelos e demonstram centro com sinais de regressão ou cura. A 

superfície da lesão é seca por causa da deficiência de sudorese. A perda de 

sensibilidade e margens bem definidos das lesões são sinais característicos desta 

forma clínica. Ocorre espessamento do nervo periférico que geralmente fica 

localizado próximo à lesão, sendo geralmente palpável. O comprometimento neural 

pode causar anestesia, analgesia, hiperalgesia e fraqueza muscular (Ridley; Jopling, 

1966; Souza, 1997; Fleury, 2006). 

 Na análise histológica pode ser observado infiltração de células epitelioides 

bem diferenciadas, células gigantes do tipo Langhans, circundados por linfócitos na 

periferia, constituindo um granuloma bem definido, que invade a derme e a 

epiderme. Pode haver comprometimento de filetes nervosos e anexos cutâneos. 

Esta forma clínica é considerada um polo de resistência ao bacilo devido à boa 

resposta imune mediada por células, o que os fazem apresentar raros bacilos na 

lesão, com baciloscopia negativa e frequentemente com ulceração central (Souza, 

1997; Scollard et al., 2006). 

 Os pacientes classificados como BT apresentam lesões cutâneas e perda 

sensorial muito parecida com as encontradas na forma tuberculoide. O que as 

diferenciam é o fato de serem menores e mais numerosas com bordas menos 

evidentes, o crescimento de pelos no local não é afetado e o número de nervos 

acometidos é maior. A histologia desses pacientes é dificilmente distinguível dos 

pacientes TT, mas diferenciam-se das lesões de pacientes BB por apresentar maior 

quantidade de células epitelioides que estão cercadas por linfócitos ou pela 

presença de células de Langhans. Os nervos presentes no granuloma geralmente 

estão edemaciados e infiltrados, e a inervação do granuloma está diminuída. Os 

bacilos são escassos na lesão e a baciloscopia é positiva (Ridley; Jopling, 1966).  

 Os pacientes da forma clínica BB apresentam aspectos intermediários 

quanto ao número e ao tamanho das lesões, que são placas eritematosas de 

formato irregulares e com centro hipopigmentado. Na análise histológica, 

apresentam células epitelioides dispersas pelo granuloma, com ausência de células 

de Langhans e podem ter ausência ou presença de linfócitos dispersos. Os feixes de 

nervos são de fácil detecção e indicam proliferação moderada de células de 

Schwann. Os bacilos estão presentes na lesão (Ridley; Jopling, 1966).  
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 A forma clínica BL manifestam lesões muito semelhantes às encontradas em 

pacientes LL, pois podem apresentar máculas, placas, pápulas e nódulos. São 

numerosas, apresentam tamanhos irregulares e pouca anestesia. São encontrados 

muitos bacilos nas lesões e o espessamento dos nervos aparece precocemente. A 

histologia pode mostrar granuloma composto por histiócitos com poucos linfócitos na 

lesão ou pode aparecer como um granuloma densamente infiltrado por linfócitos e 

histiócitos repleto de bacilos. Os feixes nervos são geralmente danificados e ocorre 

grande presença de bacilos na lesão (Ridley; Jopling, 1966). 

 Já na forma clínica LL, os pacientes apresentam a doença de forma 

disseminada, pois são mais suceptíveis à infecção, o que os faz apresentar 

numerosas lesões, com grande quantidade de bacilos, que podem ser máculas ou 

pápulas eritematosas, podendo apresentar hipopigmentação em alguns casos. As 

lesões não são anestésicas ou anidróticas. E as lesões podem evoluir para placas e 

nódulos com o tempo ou podem aparecer todos os tipos de lesão ao mesmo tempo 

no paciente. Pode ocorrer perda de cílios e sobrancelhas, “face leonina”, ulceração 

nasal, deformidades no nariz, ceratite, irite, alterações nas mãos e nos pés. Os 

nervos periféricos geralmente não são palpáveis e sofrem degeneração ou fibrose, 

levando a anestesia e perda de massa muscular nas mãos e nos pés (Ridley; 

Jopling, 1966).  

 A histologia desses pacientes mostra um granuloma composto por histiócitos 

com alteração de gordura formando globias por conta da presença de células 

espumosas, o que é uma característica somente da histopatologia dos pacientes LL. 

Geralmente os linfócitos são escassos, mas podem aparecer de forma dispersa. Os 

nervos apresentam dano estrutural, porém não apresentam infiltração celular 

(Ridley; Jopling, 1966). 

 Com o propósito de operacionalizar o diagnóstico e o controle dos pacientes, 

principalmente de áreas endêmicas, a OMS, em 1982, propos uma classificação 

mais simplificada que se sobrepôs à escala de Ridley-Jopling para compreender 

dois regimes distintos de poliquimioterapia (PQT) e baseava-se no índice 

baciloscópico (IB) dos pacientes. Neste sistema de classificação, os pacientes que 

apresentavam até 5 lesões de pele, baciloscopia negativa e determinados como TT 

e BT por Ridley-Jopling foram classificados como paucibacilares (PB). E os 

pacientes que apresentavam mais de 5 lesões de pele, baciloscopia positiva e 
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determinados como BB, BL e LL foram classificados como multibacilares (MB) 

(Souza, 1997; Ministério da Saúde, 2010). Posteriormente, a OMS passou a 

recomendar apenas o critério clínico como base para a classificação, visto que a 

realização da baciloscopia não seria viável em alguns lugares endêmicos (OMS, 

1998). Portanto, os pacientes foram divididos em PB quando apresentam até cinco 

lesões cutâneas e em MB quando apresentam seis ou mais lesões, como mostra a 

figura 1.3. 

 

Figura 1.3: Representação esquemática da classificação operacional proposta pela OMS, 

em 1998. Fonte: Adaptado de Souza, 1997. 

 

1.1.5. Imunopatogênese da hanseníase 

 A interação inicial entre o patógeno e o hospedeiro é realizada pela ligação de 

receptores de reconhecimento de padrões (receptores do tipo Toll – TLRs) 

presentes em células fagocíticas, como macrófagos e células dendríticas, aos 

padrões molecures associados a patógenos (PAMPs) do M. leprae no local da 

infecção. Os principais receptores bem conhecidos na literatura que estão 

envolvidos no reconhecimento do M. leprae por células fagocíticas são o TLR2, 

TLR4 e TLR9 (Schlesinger; Horwitz, 1991; Santos et al., 2007; Ziakas et al., 2013). 

 Os macrófagos são células fagocíticas plásticas e heterogêneas que 

apresentam função central no desenvolvimento da resposta imunológica da 

hanseníase. Estas células são capazes de induzir mediadores inflamatórios que 

podem ativar subpopulações de linfócitos específicos, o que são importantes no 

direcionamento do perfil de resposta imune do hospedeiro (Montoya et al., 2009). 
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 Com base nos conceitos de polarização Th1/Th2, a estimulação de 

receptores TLR em resposta ao LPS bacteriano (lipopolissacarídeo) e ao interferon 

gama (IFN-γ) altera o perfil fenotípico dessas células para o fenótipo de macrófagos 

M1, conhecidos como macrófagos classicamente ativados, que apresentam alta 

capacidade de expressar citocinas inflamatórias como: fator de necrose tumoral 

(TNF), interleucinas (IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23), quimiocinas (CCL5, CCL8, CXCL2, 

entre outras) e espécies reativas de nitrogênio e oxigênio que conduzem a uma 

resposta protetora Th1 pela liberação de TNF e IL-12, aumentando a capacidade de 

apresentação de antígenos e a atividade microbicida (Martinez; Gordon, 2014; Ka et 

al., 2014).  

 Já a estimulação de macrófagos pelas citocinas IL-4, IL-10 e/ou IL-13, 

conhecida como sendo uma via alternativa de ativação, faz com que ocorra a 

diferenciação dessas células a um perfil anti-inflamatório chamados de macrófagos 

M2. Os macrófagos M2 produzem citocinas e quimiocinas anti-inflamatórias que 

antagonizam as ações tóxicas do perfil M1, suprimindo a inflamação, promovendo a 

regeneração, a angiogênese e consequentemente o reparo tecidual (Fairweather; 

Cihakova, 2009; Sica et al., 2015). Montoya e colaboradores (2009) demonstraram 

que na lesão de pacientes PB ocorre o predomínio da via antimicrobiana, 

dependente de vitamina D, em macrófagos de perfil M1, em contrapartida foi 

observado na lesão de pacientes MB a ação de macrófagos do perfil M2, com a 

regulação positiva das vias fagocíticas (Montoya et al., 2009; Montoya; Modlin, 

2010). 

 Estudos iniciais da década de 80 demostraram que lesões de pele de 

pacientes PB possuem uma maior frequência de linfócitos T CD4+ expressando IFN-

γ, o que não foi observado na lesão de pacientes MB (Modlin et al., 1983). Também 

foi observado que as lesões de pacientes PB apresentam intenso infiltrado de 

linfócitos T CD4+ no centro da lesão com poucos linfócitos T CD8+ e estes linfócitos 

CD4+ produzem citocinas inflamatórias que auxiliam na formação do granuloma 

encontrados na histologia desses pacientes. Em contraste, foi observado uma 

proporção CD4:CD8 invertida nas lesões de pele de pacientes MB, sendo uma maior 

quantidade de linfócitos T CD8+ nas lesões sem formação de granuloma (Modlin et 

al., 1986). 
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 Mais tarde, pesquisadores mostraram um padrão de resposta imunológica 

polarizada Th1xTh2 em lesões de pele de pacientes com hanseníase. Arnoldi e 

colaboradores (1990) analisando por histoquímica a lesão de pele de pacientes de 

pacientes PB, observaram um aumento de TNF-α e IFN-γ, o que representa um 

perfil de citocinas do padrão Th1. Já em 1991, a partir de análises da expressão do 

RNA mensageiro da lesão de pele de pacientes PB e MB, Yamamura e 

colaboradores demonstraram que lesões de pacientes PB apresentaram um padrão 

de citocinas predominantemente com perfil de resposta Th1, como IL-2, IL-12, IL-15, 

IL-18, IL-32, IFN-γ e TNF-α. Por outro lado, as lesões de pacientes MB 

apresentaram um padrão de citocinas com perfil de resposta Th2, como IL-4, IL-5, 

IL-10 e IL-13 (Yamamura et al., 1992). 

 Posteriormente, a partir da dosagem de níveis séricos de algumas citocinas 

do perfil Th1 e Th2, foi observado que os níveis séricos de TNF-α e IFN-γ estavam 

aumentados em PB quando comparados com pacientes MB e uma correlação 

negativa entre essas citocinas e o índice baciloscópico. Já os pacientes MB 

apresentaram maiores níveis de IL-10 no soro quando comparados a pacientes PB, 

o que confirmou a dicotomia de resposta imune entre pacientes PB e MB 

(Moubasher et al., 1998). 

 Ao longo dos anos, muitos trabalhos foram desenvolvidos para mostrar a 

ação das citocinas Th1 e Th2 nos pacientes hansênicos, demonstrando a existência 

de um padrão de resposta imune distinta que separa esses pacientes em 2 polos 

(Sousa et al., 2017; Pinheiro et al., 2018). Resumidamente, as citocinas do perfil 

Th1, como TNF-α, IFN-γ e IL-2, encontradas em pacientes PB ativam macrófagos 

M1 e linfócitos T CD4+, estimulam a formação de um granuloma bem definido e 

induzem a produção de espécies reativas de nitrogênio e oxigênio que destroem o 

bacilo devido para a liberação de radicais livres. Isto leva a contenção da carga 

bacilar, o que caracteriza estes pacientes como polo de resistência da doença.  

 Em contraste, os pacientes MB que apresentam predominantemente maior 

produção de citocinas Th2, como IL-4, IL-10 e fator de crescimento transformador 

beta (TGF-β), estimulam a produção de linfócitos B para a formação de anticorpos 

(principalmente anti-PGL-1), inibem a atividade microbicida de macrófagos, regulam 

negativamente a resposta Th1 e suprimem a produção de IL-12. Este tipo de 
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resposta leva a disseminação do bacilo, o que está associada ao maior número de 

lesões (Fonseca et al., 2017; Sadhu; Mitra, 2018) (Figura 1.4). 

 
Figura 1.4: Dicotomia da resposta imune por células Th1 x Th2 nas formas polares da 
hanseníase. Na forma paucibacilar, a produção de TNF-α e IFN-γ por linfócitos Th1, induzem a 
ativação de macrófagos que produzem óxido nítrico sintase induzida (iNOS), óxido nítrico (NO) e 
espécies reativas de oxigênio (ROS) que leva a destruição do Mycobacterium leprae gerando 
uma resposta antimicrobicida. Por outro lado, a forma multibacilar produz uma resposta 
linfocitária Th2 que favorece a sobrevivência do bacilo, pois resulta da inativação da resposta 
microbicida de macrófagos principalmente devido à produção de citocinas, como IL-4, IL-10 e 
TGF-β. Fonte: Adaptado de Sousa et al., 2017. 

  

 Entretanto, estudos recentes mostraram que, linfócitos T CD4+ podem se 

diferenciar em subpopulações de linfócitos T helper 9 (Th9, Th17, Th22) e T 

regulador (Treg) dentro das formas polares PB e MB e essas células induzem 

mecanismos que vão além do padrão de resposta Th1 e Th2 já descrito. Esses 

trabalhos mostram a existência de novos mecanismos pelos quais as células T 

podem se desenvolver para contribuir com a imunopatogênese da hanseníase (Saini 

et al., 2013; Sousa et al., 2016; Sousa et al., 2017).  

 

1.1.6. Diagnóstico 

 O diagnóstico da hanseníase é essencialmente clínico, realizado por meio dos 

exames dermatoneurológicos que consistem em analisar a presença de lesões de 



13 

pele, alterações de sensibilidade, comprometimento dos nervos periféricos e 

alterações sensitivas e/ou motoras, e epidemiológico, feito pela análise do perfil 

sociodemográfico e histórico do paciente (Ministério da Saúde, 2019). 

 Os critérios clínicos determinados pela OMS e pelo Ministério da Saúde 

auxiliam no diagnóstico dos pacientes em áreas endêmicas, onde deve ser cogitado 

se ao menos um dos três sinais cardinais da hanseníase estiverem presentes: perda 

de sensibilidade em uma lesão hipopigmentada (pálida) ou em mancha 

avermelhada; nervos periféricos espessados com perda de sensibilidade e/ou 

fraqueza de musculatura inervada por eles; presença de bacilos álcool-ácido 

resistentes no raspado intradérmico (Eichelmann et al., 2013). 

  Adicionalmente ao diagnóstico clínico, é recomendado a realização do exame 

baciloscópico que consiste na busca ativa pela contagem de bacilos no esfregaço 

intradérmico, realizado através da linfa de lóbulos auriculares, cotovelos e/ou lesões 

suspeitas, pela coloração de Ziehl-Neelsen com auxílio da microscopia ótica. A 

baciloscopia apresenta alta especificidade e baixa sensibilidade. Além da 

baciloscopia, também pode ser realizado o exame histopatológico indicado para 

estabelecer a confirmação de casos que apresentam complicação diagnóstica, 

diante da classificação espectral de Ridley-Jopling, na verificação dos eventos 

reacionais, no controle dos pacientes e para apoio à pesquisa (Manandhar et al., 

2013; Fischer, 2017; Ministério da Saúde, 2019). 

 Os aspectos clínicos, epidemiológicos, histológicos e baciloscópicos ainda 

são as principais e mais importantes formas de diagnóstico utilizados na 

hanseníase. Além disso, a reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-

PCR) tem se mostrado uma metodologia útil no auxílio do diagnóstico dos pacientes 

com hanseníase. Esta metodologia é utilizada para a detecção do M. leprae a partir 

de amostras clínicas, como: sangue, lesões cutâneas, nervo e muco nasal, baseado 

na amplificação de regiões específicas do DNA do bacilo. Este teste diagnóstico é 

muito empregado no monitoramento de contatos, das rotas de transmissão do bacilo 

e identificação de cepas resistentes à rifampicina e dapsona com base em mutações 

genéticas (Martinez et al., 2014; Barbieri et al., 2019).   

 Outra metodologia adicional utilizada é o teste sorológico realizado pelo 

ensaio imunoenzimático (ELISA) para detecção de anticorpos IgM (imunoglobulina 

M) anti-PGL-I, antígeno da parede celular do M. leprae. Ao identificar a presença 
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desses anticorpos, é possível classificar os pacientes em PB ou MB, visto que títulos 

elevados de anticorpos são encontrados em pacientes MB em comparação a 

pacientes PB que apresentam títulos baixos ou ausentes. Embora a sensibilidade 

desse teste tenha sido de 80-95% nos casos de MB, a sensibilidade foi baixa para a 

detecção de casos de PB (0-40%) (Spencer; Brennan, 2011; Stefani et al., 2012). Os 

títulos de anticorpos podem ser usados para monitorar a eficácia do tratamento e 

avaliar a progressão da doença em indivíduos de alto risco, mas a identificação da 

hanseníase precoce/latente é um limitante da técnica (Nath et al., 2015; Reibel et al., 

2015). 

 O teste de Mitsuda consiste na injeção intradérmica de fragmentos do M. 

leprae morto pelo calor e ressuspenso em solução de cloreto de sódio que é 

conhecida como lepromina. Este teste tem valor prognóstico e avalia a resposta 

imune celular do indivíduo pela observação de uma reação local (Mitsuda) feita após 

4 semanas. Após esse tempo, a leitura é realizada e se houver o aparecimento de 

pápula maior que 5 mm, o resultado é positivo. Os pacientes PB possuem resultado 

positivo, já os pacientes MB apresentam resultado negativo (Beiguelman; Quagliato, 

1964; Sengupta, 2018). 

 

1.1.7. Tratamento 

 O tratamento para a hanseníase é realizado por um esquema 

poliquimioterápico que consiste na associação de três medicamentos orais: 

Rifampicina, Dapsona e Clofazimina. Essa terapia é realizada de forma 

supervisionada seguindo as recomendações propostas pela OMS, em 1982, 

baseado na classificação operacional que divide os pacientes em PB e MB. É 

recomendado que pacientes PB realizem o tratamento por cerca de 6 meses de 

duração com dose mensal de 600 mg de rifampicina e doses mensais e diárias de 

100 mg de dapsona. E para pacientes MB o tratamento é realizado por um período 

de 12 meses com dose mensal de 600 mg de rifampicina  e doses mensais, diárias 

de 100 mg de dapsona e 300 mg de clofazimina em doses supervisionada (Lastória; 

Abreu, 2012; Cruz et al., 2017; Ministério da Saúde, 2019).  

 Em casos de contra-indicação é adotado um esquema terapêutico alternativo 

que consiste na administração de doses mensais de 600 mg de rifampicina, 400 mg 
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de ofloxacina e 100 mg de minociclina por 6 meses para pacientes PB e  24 meses 

para pacientes MB (Ministério da Saúde, 2010). 

1.1.8.   Episódios Reacionais 

 Ao longo do curso natural da hanseníase, alguns pacientes desenvolvem 

episódios inflamatórios agudos ou subagudos que se sobrepõe ao curso crônico da 

infecção, conhecido como episódios reacionais ou reações hansênicas. Estes 

episódios reacionais são caracterizados por uma exacerbação do quadro clínico de 

forma súbita, com envolvimento cutâneo e/ou sistêmico, surgimento de novas lesões 

ou reativação das lesões de pele e agravamento do dano neural resultantes de 

alterações na resposta imunológica do hospedeiro. São dois principais tipos de 

reações: Reação reversa (RR ou reação do tipo 1) e Eritema Nodoso Hansênico 

(ENH ou reação do tipo 2) e podem acontecer antes, durante ou após a alta do 

tratamento específico com a PQT, sendo mais frequente durante a PQT, e 

contribuem com as deformidades e incapacidades físicas e até morbidade do 

paciente (Nery et al., 2006; Pandhi; Chhabra, 2013; White; Franco-Paredes, 2015). 

 A reação reversa, afeta principalmente pacientes com as formas bordelines 

da hanseníase (BT, BB e BL) e resulta do aumento súbito e espontâneo da resposta 

imune celular a determinados antígenos do M. leprae. É caracterizada por uma 

inflamação aguda das lesões cutâneas já existentes, podendo surgir lesões novas, 

associada ou não ao comprometimento da função neural. Clinicamente, são 

apresentadas por máculas hipopigmentadas em regressão que se tornam vermelhas 

e inchadas, as vezes escamosas. Pode apresentar edema na face, mãos e pés. As 

lesões neurais tendem a piorar e os pacientes podem apresentar sensação de 

queimação, perda da sensibilidade e força muscular e dor nas extremidades e na 

face. Pode ocorrer manifestação de paralisia facial, anestesia, mãos e pés “em 

garra” (Walker; Lockwood, 2008; Nery et al., 2013; Andrade et al., 2015) 

 A histologia dos pacientes que apresentam reação reversa revela um influxo 

de células mononucleares diferenciados em células epitelióides, edema na derme 

superficial, granuloma desorganizado e inchado, aparecimento de numerosas 

células gigantes do tipo Langhans e erosão epidérmica (Massone et al., 2015; 

Naafs; van Hees, 2016). A imunopatogênese desses pacientes é marcada pelo 

influxo de células T CD4+ e uma forte resposta imune celular do tipo Th1 com altos 

níveis de óxido nítrico sintase induzido por IFN-γ, IL-2, TNF-α e quimiocina CXCL10. 
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Também foi observada expressão aumentada de TNF-α, TGF-β e CXCL10 em 

amostras de lesão de pele (Lockwood et al., 2011; Kamath et al., 2014; Andrade et 

al., 2015).  

 O tratamento no Brasil segue os protolocolos preconizados pelo Ministério da 

Saúde, que indica a administração de corticoides orais, prednisona ou 

dexametasona, por demonstrar ação de supressão da inflamação cutânea (edema e 

eritema). É recomendado o uso de 1mg/kg/dia de prednisona ou 0,15 mg/kg/dia de 

dexametasona e conforme a melhora terapéutica, é feito a redução das doses. Não 

se faz necessário o rompimento do tratamento com a PQT (Ministério da Saúde, 

2019). 

 

1.2. Eritema Nodoso Hansênico 

O ENH é uma reação inflamatória sistêmica aguda que se desenvolve em 

pacientes da forma MB, afetando 50% dos pacientes LL e 5-10% dos pacientes BL 

(Nery et al., 1998). Esta reação é a principal causa de danos permanentes nos 

nervos periféricos que podem provocar deformidades e incapacidades característica 

da hanseníase (Nery et al., 1998). Já foi descrito na literatura que pacientes MB com 

índice baciloscópico ≥ 4, infecções bacterianas ou virais, vacinação, gravidez e 

estresse psicológico são considerados fatores de risco significativos no 

desenvolvimento desta reação (Pocaterra et al., 2006; Kahawita; Lockwood, 2008). 

As manifestações clínicas do ENH (figura 1.5A) são caracterizadas pelo 

aparecimento de nódulos ou pápulas cutâneas ou subcutâneas, eritematosos e 

doloridos à palpação, que podem ser hemorrágicas ou necróticas e formar bolhas, 

pústulas ou úlceras (Kahawita; Lockwood, 2008; Naafs; Noto, 2012). Além das 

manifestações cutâneas, este episódio também pode ser acompanhado de 

manifestações extra cutâneas ou sistêmicas, como: febre, dores articulares, 

anorexia, mialgia, queixas nasais, mal-estar geral, queixas visuais, rinite, epistaxe, 

paniculite, dor e espessamento dos nervos, edema, insônia e depressão (Pocaterra 

et al., 2006; Polycarpou et al., 2017). 

Histologicamente, o ENH apresenta intenso infiltrado perivascular de 

neutrófilos nas camadas mais profundas da derme e tecido subcutâneo, 
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frequentemente acompanhada com aglomerados de macrófagos espumosos, com 

edema do endotélio associado à infiltração de neutrófilos na parede dos vasos. 

Numerosas células de Langhans na derme e epiderme podem ser comumente 

encontradas e pode haver presença de eosinófilos, linfócitos e plasmócitos (Mabalay 

et al., 1965; Massone et al., 2015; Schmitz et al., 2019). Alterações vasculares, 

como edema, vasculite e angiogênese, podem ser observados no estágio agudo das 

lesões e diminuídas após o tratamento (Murphy et al., 1986). A presença de 

neutrófilos na lesão do ENH é considerada uma marca histológica, porém ainda não 

está claro se os neutrófilos iniciam a reação ou são recrutados para o local pela 

ação de quimiocinas e citocinas liberadas, figura 1.5B (Schmitz et al., 2019). 

 

 
Figura 1.5: Aspecto clínico e histopatológico do ENH. (A) Lesão de pele de paciente com 
reação do eritema nodoso. (B) Histopatologia da lesão de pele do paciente com ENH. Fonte: 
Adaptado de Schmitz et al., 2019. 

 

A imunopatologia do ENH vem sendo estudada ao longo das últimas 

décadas, entretanto, ainda não é evidente como esta reação se inicia. Wemambu e 

colaboradores (1969) demonstraram uma deposição granular de imunoglobulinas e 

proteínas do complemento associadas aos fragmentos de bacilos nas lesões de 

pacientes ENH, próximo aos vasos e ao endotélio onde ocorre os infiltrados 

neutrofílicos. Isto levou a hipótese de que o ENH é um distúrbio mediado por um 

complexo antígeno-anticorpo com características de reação de hipersensibilidade do 

tipo 3 (Wemambu et al., 1969). Um trabalho mais recente observou um aumento na 

transcrição de RNA mensageiro e da produção da proteína iniciadora da via clássica 

do complemento C1q em amostras de sangue periférico e lesão cutânea de 

pacientes com ENH, entretanto, foi visto uma redução de C1q no soro desses 
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mesmos pacientes. Estes dados sugerem que a proteína C1q circulante pode estar 

sendo utilizada na formação do complexo imune nesses pacientes, sendo 

correlacionada com a patologia do ENH (Negera et al., 2018).  

Assim como estes, muitos outros trabalhos sugerem a ocorrência de 

imunocomplexos no ENH, porém nenhum deles suporta evidências de que os 

imunocomplexos iniciam a reação e alguns estudos demonstram resultados 

controversos (Anthony et al., 1978; Valentijn et al., 1982; Rojas et al., 1997; Negera 

et al., 2018).  

 Outros mecanismos imunopatológicos foram investigados, como o 

envolvimento de citocinas pró-inflamatórias, o que sugere a atividade da resposta 

imune celular no desenvolvimento do ENH. O primeiro relato da ação de citocinas 

pró-inflamatórias mostraram que níveis séricos aumentados de TNF-α, IL-8, IL-1β, 

IL-6, IFN- em pacientes com ENH podem estar associado ao aumento da ativação 

dos macrófagos e linfócitos T (Sarno et al., 1991; Polycarpou et al., 2017). 

Entretanto, alguns trabalhos que realizaram dosagem de TNF-α plasmático em 

pacientes com ENH no início do diagnóstico mostraram níveis baixos, ou não viram 

diferença, dessa citocina em comparação a pacientes MB, o que contradizem 

achados anteriores (Haslett et al., 2005; Stefani et al., 2009).  

 Oliveira e colaboradores (1999) identificaram a produção elevada de níveis de 

IL-8 e TNF-α em neutrófilos de pacientes MB e com ENH in vitro após estímulo com 

M. leprae, sugerindo que os neutrófilos poderiam contribuir para manutenção dos 

níveis séricos elevados destas citocinas observados durante o ENH (Oliveira et al., 

1999). Recentemente, nosso grupo demonstrou que neutrófilos isolados de 

pacientes ENH foram capazes de produzir espontaneamente níveis detectáveis de 

TNF-α e a adição de IL-10 bloqueou a liberação desta citocina, o que indica o 

importante papel dos neutrófilos como células-chave na imunopatogênese do ENH 

(Pacheco et al., no prelo). 

 Dias e colaboradores demonstraram que pacientes com ENH apresentaram 

níveis circulantes elevados de DNA micobacteriano e do hospedeiro, ambos ligantes 

de receptores do tipo Toll 9 (TRL-9). Concomitante, esses pacientes apresentaram 

expressão aumentada de TLR9 em células mononucleares do sangue periférico e 

nas lesões de pele quando comparados a pacientes MB não reacionais. Os autores 

conseguiram demonstrar que as células mononucleares circulantes de pacientes 
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ENH secretam altos níveis de TNF-α, IL-6 e IL-1β após estímulo (in vitro) com 

ligantes de TLR9. Por outro lado, inibidores específicos seletivos de TLR9 inibiram a 

produção das mesmas citocinas, sendo então proposto que a detecção de DNA via 

TLR-9 seria a principal via de imunidade inata a ser ativada durante o ENH (Dias et 

al., 2016). Recentemente, outro trabalho do mesmo grupo demonstrou que tanto 

neutrófilos circulantes, como os presentes na lesão de pacientes ENH liberam 

armadilhas extracelulares (NETs, neutrophil extracellular traps) sugerindo que 

neutrófilos poderiam ser a fonte dos níveis elevados de DNA do hospedeiro 

observados em pacientes ENH (Silva et al., 2019).  

 Análises de bioinformática após a obtenção do transcriptoma de lesões de 

pele de pacientes MB com em sem ENH revelou que genes associados à ativação e 

recrutamento de neutrófilos eram significantesmente mais expressos em lesões com 

ENH (Lee et al., 2010), o que corroborou a hipótese de ser o ENH uma condição 

imunomediada por neutrófilos (Polycarpou et al., 2017). Em 2016, Schmitz e 

colaboradores demonstraram que quanto maior a expressão de CD64 na superfície 

de neutrófilos circulantes de pacientes ENH, maior era a gravidade destes pacientes. 

Interessantemente, a expressão de CD64, um marcador de ativação neutrofílica, foi 

exclusiva no grupo de pacientes ENH o que sugere que essa carcacterítica possa 

ser explorada como um biomarcador do ENH  (Schmitz et al., 2016).  

Outra molécula proposta como sendo um potencial biomarcador para o ENH 

foi a pentraxina-3 (PTX3), uma proteína presente exclusivamente no grânulo 

secundário de neutrófilos e que já foi descrita originalmente descrita como uma 

molécula induzida por TNF-α e da IL-1β (Jaillon et al., 2007). Nosso grupo identificou 

níveis séricos de PTX3 aumentados em pacientes ENH e pacientes MB não 

reacionais, mas que evoluíram para o ENH (Mendes et al., 2017). Esses resultados 

indicam que níveis elevados e persistentes de PTX3 em pacientes com MB podem 

estar associados à ocorrência de ENH, o que aponta o potencial desta molécula de 

ser um biomarcador preditivo desta reação. 

 

1.2.1. Tratamento para o Eritema Nodoso Hansênico 

Sendo considerada uma emergência clínica, o tratamento do ENH pode ser 

feito com corticóides orais e/ou com a talidomida por períodos prolongados de 
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meses ou anos (Nery et al., 2006). No Brasil, a primeira escolha como terapia para o 

ENH é a talidomida, sendo recomendado a administração de 100 a 300 mg/dia de 

acordo com a gravidade (Ministério da Saúde, 2019).  

A talidomida (α-N-[ftalimido] glutarimida) é um composto derivado do ácido 

glutâmico e é estruturalmente formada por dois anéis amida e um centro quiral, no 

qual o enantiômero R (+) é associado aos efeitos sedativos e o enantiômero S (-) 

relacionado aos efeitos teratogênicos já descritos na literatura (Teo et al., 2002; 

Vargesson, 2015). Este medicamento, sintetizado pela primeira vez em 1953 e 

amplamente comercializada em 1957 por uma empresa farmacêutica alemã, foi 

indicado inicialmente como um sedativo hipnótico e antiemético para gestantes e 

lactantes. Alguns anos depois, foram relatados uma elevada incidência do 

nascimento de crianças com uma malformação congênita membros superiores, que 

ficou conhecida como focomelia, sendo então retirada do mercado (Teo et al., 2005). 

Em 1965, o médico israelense Jacob Sheskin, prescreveu a talidomida para 

um paciente com ENH grave que se queixava de dores e insônia. Após a 

administração, foi verificado uma melhora rápida dos sintomas associados a reação 

(Sheskin, 1965; Millrine; Kishimoto, 2017). Apesar do efeito teratogênico muito 

descrito, a talidomida também possui efeito anti-inflamatório, imunomodulador e anti-

angiogênico. Estudos iniciais mostraram que o mecanismo de ação anti-inflamatório 

da talidomida ocorre pela degradação do RNAm e inibição da produção de TNF-α 

em monócitos humanos estimulados tanto por LPS quanto pelo M. leprae, realizados 

in vitro (Sampaio et al., 1991; Moreira et al., 1993). Confirmando esses achados, 

analisando o soro de pacientes com ENH tratados com talidomida, foi demonstrado 

uma redução da produção de TNF-α, inibição da infiltração de polimorfonucleares e 

linfócitos T na derme e diminuição dos sintomas clínicos nesses pacientes (Sarno et 

al., 1993). Esses dados indicaram que efetividade da talidomida está diretamente 

relacionada com a inibição do TNF-α.  

Apesar da eficácia já demonstrada da talidomida nos pacientes com ENH, a 

OMS recomenda que a talidomida seja administrada apenas a homens e mulheres 

na pós-menopausa (OMS, 1998). Para pacientes que não possam fazer uso da 

talidomida, é recomendado à administração da prednisona, na dose de 1 mg/kg/dia 

ou dexametasona em dose equivalente (Ministério da Saúde, 2019). 
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1.3. Angiogênese 

Angiogênese é a formação de novos vasos sanguíneos a partir do endotélio 

dos vasos pré-existentes, que tem como objetivo estabelecer o suprimento 

sanguíneo para os tecidos após diversos estímulos, como por exemplo: hipóxia, pH 

baixo, privação de nutrientes, indutores de espécies reativas de oxigênio etc 

(Agrawal, 2015). Esse processo ocorre durante o desenvolvimento e processos 

fisiológicos, como por exemplo: no crescimento, ciclo menstrual, exercício pós-

resistência, reparo tecidual, bem como durante processos patológicos (por exemplo, 

inflamação, infecção, isquemia, crescimento de tumores). Esse é um processo 

complexo com múltiplas etapas que envolvem a migração, proliferação, 

diferenciação e adesão de diferentes tipos celulares (células endoteliais, pericitos e 

células musculares lisas), com participação de componentes da matriz extracelular 

(MEC), enzimas como proteases, bem como muitas citocinas e é iniciada pelo 

VEGF-A (Carmeliet, 2003; Potente; Carmeliet, 2017). 

 

1.3.1. Angiogênese induzida por processos inflamatórios 

O processo inflamatório pode ser causado por infecções, doenças auto-

imunes, tumores ou outras condições patológicas e resulta na infiltração e ativação 

de células imunes no tecido lesionado causando a liberação de citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimentos. Já foi descrito na literatura que a inflamação 

tecidual leva ao aumento da demanda metabólica por macrófagos e neutrófilos 

recrutados superando a disponibilidade de oxigênio (O2), gerando uma hipóxia 

tecidual (diminuição dos níveis de O2 nos tecidos) que leva ao acúmulo de fator 

induzível por hipóxia 1 alfa (HIF-1α) desencadeando a transcrição de genes que 

codificam proteínas envolvidas na angiogênese (Forsythe et al., 1996; Eltzschig; 

Carmeliet, 2011).  

O HIF-1 é um fator de transcrição heterodimérico composto por duas 

subunidades: uma subunidade sensível ao oxigênio, HIF-1α, e uma subunidade 

constitutivamente ativa HIF-1β (conhecida como ARNT), que são degradadas via 

ubiquitinação em condições normais. Sob condições hipóxicas, os prolil hidroxilases 

são inativadas, fazendo com que o HIF-1α se torne estável e se transloque do 

citoplasma para o núcleo, se ligando ao HIF-1β, formando um complexo ativo do 
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HIF-1 (Eltzschig, Carmeliet, 2011; Semenza, 2012). Já foi descrito in vivo que a 

inflamação é desencadeada pela ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) em 

macrófagos de camundongo, o que resulta na regulação positiva de HIF-1α e 

contribui para a liberação de VEGF-A no tecido (Rius et al., 2008). Também foi 

demonstrado in vitro por Walmsley e colaboradores que neutrófilos humanos e de 

camundongo em condições hipóxicas expressam HIF-1α, o que contribui para o 

aumento da transcrição do NF-κB, resultando na inibição da apoptose destas células 

(Walmsley et al., 2005). O HIF-1α ao induzir a transcrição do VEGF-A, promove a 

migração das células endoteliais precursoras e o recrutamento de células mieloides 

em direção à área hipóxica, sendo então considerado o principal indutor de 

angiogênese (Forsythe et al., 1996; Heikal et al., 2018; Marsboom; Rehman, 2018). 

Após o estímulo angiogênico desencadeado pelo HIF-1α, a ativação do 

VEGF-A inicia o processo de angiogênese que ocorre por meio da regulação de 

multiplas etapas simultaneamente, como observado na figura 1.6. O VEGF é uma 

família de glicoproteínas sinalizadoras composta por 5 membros, VEGF-A, B, C, D e 

PlGF (fator de crescimento placentário), que regulam a angiogênese (Suto et al., 

2005; Shibuya, 2013). O VEGF-A estimula a permeabilidade do vaso sanguíneo, a 

proliferação e a regulação de receptores de células endoteliais durante o processo 

de angiogênese (Primo et al., 2010). O VEGF-A se liga aos seus receptores tirosina-

quinases (VEGFR1 e VEGFR2) localizadas na superfície das células endoteliais 

vasculares, desencadeando uma cascata de vias de sinalização intracelular que dão 

início a angiogênese (Semenza, 2001).  

Após a liberação de VEGF-A e angiopoetina-2 (ANG-2) no meio extracelular,  

os pericitos sofrem ação das MMPs e se destacam da parede vascular levando a 

fenestração da membrana basal (Kang et al., 2019). Pericitos, também chamados de 

células murais, são células perivasculares fixadas a membrana basal que envolvem 

os capilares sanguíneos e se comunicam com células endoteliais por meio de 

contato físico e vias de sinalização parácrinas a fim de estabelecer a manutenção e 

formação de vasos sanguíneos (Bergers; Song, 2005). Uma via de comunicação 

entre células endotelias, que já foi demonstrada in vitro, é a liberação de fator de 

crescimento derivado de plaquetas B (PDGF-B) por estas células se ligando ao 

receptor beta do PDGF (PDGFRβ) expressos na superfície dos pericitos (Hellström 

et al., 1999). 
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O PDGF é composto por uma família de fatores de crescimento de 

polipeptídeos que se ligam à heparina, denominados PDGF-A, B, C e D e que se 

ligam a dois receptores tirosina-quinases distintas, PDGFRα e PDGFRβ. As 

isoformas PDGF-A e PDGF-B formam tanto heterodímeros quanto homodímeros, 

resultando na isoforma PDGF-AB. Este fator de crescimento afeta diversas células, 

como fibroblastos, pericitos, células musculares lisas, células gliais, entre outras 

(Heldin et al., 2002). Um estudo em modelo murino identificou que a via PDGF-

AA/PDGFRα em fibroblastos e células do músculo liso vascular era essencial para a 

angiogênese tumoral in vivo e que o PDGF-AA, que não tem como alvo as células 

endoteliais vasculares, regula predominantemente a expressão do VEGF, 

contribuindo essencialmente para o processo angiogênico in vivo (Tsutsumi et al., 

2004). Estudos subsequentes mostraram in vitro, em modelo de câncer de pulmão, 

que a expressão de PDGF-A regula a expressão de VEGF por uma via autócrina 

neste modelo e expressão desta molécula pode ser usado como indicador de 

prognóstico para pacientes com carcinoma pulmonar (Shikada et al., 2005).  

Já foi descrito na literatura que VEGF-A liberado no tecido hipóxico contribui 

para o recrutamento de neutrófilos pró-angiogênicos que expressam VEGFR1 na 

superfície e altos níveis de MMP-9, o que promove a degradação da MEC 

(Christoffersson et al., 2019). A degradação da MEC facilita a migração das células 

endoteliais, além de liberar outros fatores angiogênicos, como VEGF-A, EGF, fator 

de crescimento epidérmico, induzindo a formação de um tubo através da migração e 

proliferação de células endotelias seguindo um gradiente de concentração. Os sinais 

angiogênicos desencadeados pela liberação de VEGF-A e ativação da sinalização 

de Notch, fazem com que ocorra a diferenciação das primeiras células endoteliais 

em um tipo celular conhecida como “células da ponta” que é selecionada para liderar 

a ponta na presença de fatores como receptores VEGF e neuropilinas (NRPs) 

(Gerhardt et al., 2003; Jakobsson et al., 2010). A VE-caderina e as integrinas 

coordenam a ligação da célula endotelial, enquanto o TNF-α, FGF e PDGF-B 

induzem a formação de tubos (Lampugnani, 2010).  

Sob a influência de sinais como PDGF-B, ANG-1, TGF-β, as células 

endoteliais se apertam, os pericitos são recrutados e uma nova membrana basal é 

gerada. Em condições normais, inibidores de proteases conhecidos como inibidores 

teciduais de metaloproteinases (TIMPs) e inibidor ativador do plasminogênio-1 

causam a deposição de uma membrana basal, e as junções são restabelecidas para 
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garantir a distribuição ideal do fluxo (Agrawal, 2015; Heikal; Ferns, 2017). As etapas 

da angiogênese está representada na figura 1.6 abaixo:   

 

 
Figura 1.6: Etapas do mecanismo de formação de novos vasos (angiogênese). (1) estímulo 
angiogênico, (2) brotamento endotelial, (3) ramificação e alongamento vasculares, (4) formação 
e anastomose do lúmen e (5) maturação dos vasos. VEGF- fator de crescimento endothelial 
vascular; PDGF- fator de crescimento derivado de plaquetas; MMP- metalloproteinase de matriz. 
Fonte: Adaptado de Logsdon et al., 2014.  

 

A formação de novos vasos pode ser benéfica para o organismo, pois garante 

a homeostase como já descrito no reparo tecidual por cicatrização, no entanto, 

quando ocorre de forma excessiva pode ser prejudicial, podendo contribuir para a 

formação da fibrose (Elpek, 2015). Na artrite reumatoide, a angiogênese pode 

promover a infiltração de células inflamatórias nas articulações levando à hiperplasia 

sinovial e a destruição óssea progressiva (Szekanecz; Koch, 2008). Liu e 

colaboradores observaram no soro de pacientes com lúpus sistemático eritematoso 

um aumento de VEGF-A e outras citocinas angiogênicas e baixos níveis de TGF-β, 

mostrando que a angiogênese faz parte do processo patogênico do lúpus 

eritematoso (Liu et al., 2015).  

Já foi descrito na literatura que no câncer, a hipóxia é o principal mecanismo, 

porém não o único, que aciona o mecanismo de angiogênese fazendo com que 
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ocorra a progressão e formação tumoral com potencial metastático (Szade et al., 

2015). Na tuberculose, Husain e colaboradores demonstraram um aumento dos 

níveis de VEGF-A no soro e no líquido cefalorraquidiano de pacientes com meningite 

tuberculosa ativa sendo correlacionada com a alta expressão de VEGF-A pelas 

células que compõe o tuberculoma (Husain et al., 2008). Também foi apontado a 

redução dos níveis de VEGF-A conforme ocorreu a administração da terapia 

antituberculosa. Na hanseníase, pesquisadores demonstraram que o aumento da 

angiogênese na lesão está associada ao aumento da carga bacilar do paciente, 

seguindo a direção do polo LL do espectro hansênico (Bhandarkar et al., 2007). 

 

2. JUSTIFICATIVA: 

 Os episódios reacionais da hanseníase têm como característica a 

exacerbação do quadro clínico de forma súbita, com envolvimento cutâneo e/ou 

sistêmico e agravamento do dano neural resultantes de alterações na resposta 

imunológica do hospedeiro. A lesão neural da hanseníase pode ser irreversível e é 

responsável pelas deformidades e incapacidades físicas dos pacientes. A ampliação 

do conhecimento acerca dos mecanismos imunopatológicos dos episódios de ENH 

pode servir de base para o desenvolvimento de novos medicamentos e testes 

diagnósticos a fim de se evitar o exacerbamento das lesões neurológicas associadas 

à hanseníase.  

 Na hanseníase, por meio das análises histológicas, pesquisadores 

demonstraram que o aumento da angiogênese, pela contagem de vasos sanguíneos 

marcados com CD31 (marcador de célula endotelial) na lesão está associado com o 

aumento da carga bacilar do paciente, seguindo em direção ao polo LL do espectro 

(Bhandarkar et al., 2007). Soares e colaboradores demonstraram significativamente 

uma maior quantidade de novos vasos, pela marcação de CD105 (principal 

marcador de endotélio de novos vasos), em pacientes com forma clínica MB e em 

pacientes com reação do ENH comparados com pacientes com forma indeterminada 

e indivíduos controles sadios (Soares et al., 2013). Já no eritema multiforme da 

hanseníase, outro episódio reacional classificado como reação do tipo 2, o nosso 

grupo demonstrou pela análise morfométrica, a presença de uma grande quantidade 

de novos vasos nas lesões ativas comparadas à pele antes do episódio de reação e 
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após a remissão da lesão (Miranda et al., 2012). Entretanto, os mecanismos celular 

e molecular da formação de novos vasos no ENH ainda não estão claro na literatura. 

  Recentemente, um estudo identificou na circulação, em camundongos e 

humanos, uma subpopulação de neutrófilos CD49d+ que expressavam altos níveis 

de VEGFR1 e CXCR4, sendo recrutados para o tecido pelo VEGF-A, sugerindo 

assim que estas células estejam estimulando a angiogênese no local de hipóxia 

(Massena et al., 2015).  

 Sabendo que as lesões ENH são sobrepostas às lesões multibacilares, e que 

os neutrófilos na lesão ENH podem ser considerados uma assinatura, a nossa 

hipótese é que a migração de neutrófilos para a lesão resultaria na depleção de O2 

nos tecidos (hipóxia inflamatória) levando a indução de angiogênese no ENH. 
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3. OBJETIVOS: 

 Avaliar a participação de marcadores angiogênicos na imunopatogênese da 

hanseníase.  

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.1.1. Analisar os níveis proteicos de VEGF-A e PDGF-BB no soro de pacientes 

com hanseníase;  

3.1.2. Comparar a expressão de VEGFR-1 na superfície de neutrófilos circulantes 

de pacientes com hanseníase; 

3.1.3. Analisar a expressão gênica de HIF-1A, ITGB3, VEGF-A, PDGF-A em lesões 

de pele de pacientes com hanseníase.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS: 

4.1. Ética:  

 O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa do Instituto 

Oswaldo Cruz CEP IOC/Fiocruz (CAAE 56113716.5.0000.5248) (Anexo A). Todos 

os pacientes incluídos no estudo foram recrutados no Ambulatório Souza Araújo 

(ASA - Centro de Referência em tratamento e diagnóstico de Hanseníase – 

FIOCRUZ) e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido antes da coleta 

das amostras. Critério de inclusão: pacientes entre 18 e 70 anos diagnosticados com 

hanseníase pela primeira vez. Critério de exclusão: pacientes menores de 18 anos, 

maiores de 70 anos, coinfectados com o vírus da imunodeficiência adquirida, 

grávidas ou com suspeita de gravidez, que fizeram uso de drogas, que fizeram 

tratamento com fármacos imunossupressores ou citotóxicos e que possuíam 

histórico de doença autoimune ou imunossupressoras. 

 

4.2. População de estudo:  

Estudo caso-controle com cohort de pacientes com hanseníase atendidos no 

ASA. Os pacientes foram submetidos à avaliação clínica dermatológica e 

neurológica e caracterizados de acordo com a classificação de Ridley e Jopling. 

Para atingir nossos objetivos, categorizaremos os pacientes segundo os critérios 

utilizados na classificação de Ridley e Jopling (1966). Foram selecionados para este 

estudo: 1) amostras de pacientes borderline lepromatoso (BL) ou lepromatoso (LL) 

sem sinais de reação no diagnóstico de hanseníase antes da PQT (grupo BL/ LL); 2) 

de pacientes boderline tubeculóide (BT) sem sinais de reação no diagnóstico antes 

da PQT e 3) de pacientes BL/LL que desenvolveram reação de Eritema Nodoso 

(ENH) coletadas no momento do diagnóstico da reação, sendo chamados de 

pacientes ENH. Os pacientes ENH retornaram 7 dias após o início do tratamento 

com talidomida (100-300 mg/dia) para uma nova coleta de amostras biológicas (ENH 

Tal). Os controles foram selecionados dentre os pacientes com hanseníase com a 

mesma classificação clínica dos pacientes ENH, mas que não tiveram reação no 

momento do diagnóstico inicial (LL), pacientes BT não reacionais e, em alguns 

casos, doadores sadios (DS). As informações dos pacientes e dos indivíduos sadios 

que fizeram parte do estudo se encontram na tabela 4.1, abaixo: 



29 

 

 

Tabela 4.1: Características demográficas e epidemiológicas dos pacientes incluídos no 
estudo. 
  

Características BT LL ENH ENH Tal DS 

Nº de indivíduos: 13 28 23 13 3 

Gênero 
M= 9 

F= 4 

M= 26 

F= 2 

M= 21 

F= 2 

M= 11 

F= 2 

M= 1 

F= 2 

Média de Idade 

(mín. e máx.) 

52 

(23-70) 

41 

(19-69) 

44 

(23-73) 

41 

(23-64) 

30 

(25-40) 

Média de IB 

(mín. e máx.) 
0 

4,9 

(2,6-5,75) 

4,76 

(2,6-5,75) 

4,75 

(2,6-5,75) 
N/A 

Média de ILB 

(mín. e máx.) 
0 

5,06 

(2,3-5,95) 

3,92 

(2,8-4,9) 

3,33 

(1,5-4,85) 
N/A 

ELISA 6 17 14 8 0 

Citometria de 
Fluxo 

2 4 5 4 3 

RT-qPCR 6 12 9 4 0 

Legenda: BT = Boderline-tuberculóide, LL = Paucibacilares, ENH = Eritema Nodoso Hansênico, ENH 
Tal = Eritema Nodoso Hansênico após 7 dias de talidomida, DS = Doadores Sadios, M = Masculino, 
H = Feminino, IB = Índice baciloscópico, ILB = Índice Baciloscópico da Lesão, Nº de indivíduos= 
número de indivíduos, N/A = Não se Aplica, RT-qPCR = reação em cadeia de polimerase pela 
transcrição reversa quantitativa em tempo real. 

 

 

4.3. Escala de gravidade do ENH:  

De acordo com a sintomatologia e evidências de comprometimento da função 

nervosa, os pacientes com ENH foram classificados clinicamente em ENH leve, 

moderado e grave, de acordo com a pontuação obtida ao final do preenchimento do 

formulário de escala de gravidade ENLIST ENL, conforme (Walker et al., 2016). 

Resumidamente, os dados dos pacientes ENH recutados para o estudo foram 

preenchidos de acordo com o formulário de escala de gravidade ENLIST ENL 

(Anexo B) e ao final, foi realizada a soma dos pontos obtidos. Ao término do cálculo, 

os pacientes ENH foram divididos em 2 grupos: indivíduos que somam até 8 pontos 

são classificados como ENH leve e indivíduos que apresentam soma maior que 9 

pontos ou mais são classificados em ENH moderado/grave, como demonstrado na 

tabela 4.2.  
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Tabela 4.2: Características demográficas e clínicas dos pacientes ENH incluídos no 
estudo. 

PACIENTES IDADE GÊNERO 
FORMA 
CLÍNICA 

GRAVIDADE ENSAIO 

1 64 M ENH   Citometria 
2 46 M ENH   Citometria 
3 73 M ENH GRAVE  ELISA 
4 31 M ENH LEVE ELISA 
5 47 M ENH   ELISA 
6 39 M ENH   RT-qPCR 
7 45 M ENH LEVE  ELISA 
8 44 M ENH LEVE Citometria E RT-qPCR 
9 35 M ENH   ELISA E RT-qPCR 

10 34 M ENH LEVE  ELISA E RT-qPCR 
11 33 M ENH   ELISA E RT-qPCR 
12 34 M ENH GRAVE  ELISA 
13 52 M ENH LEVE ELISA 
14 34 M ENH GRAVE  ELISA E RT-qPCR 
15 38 M ENH MODERADO ELISA E RT-qPCR 
16 69 M ENH LEVE ELISA 
17 50 M ENH   RT-qPCR 
18 48 M ENH LEVE  ELISA 
19 32 M ENH   ELISA 
20 65 M ENH   RT-qPCR 
21 49 F ENH   RT-qPCR 
22 37 F ENH   Citometria 
23 23 M ENH   Citometria 

Legenda: M= Masculino, F = Feminino, ENH = Eritema Nodoso Hansênico, RT-qPCR = reação em 
cadeia de polimerase pela transcrição reversa quantitativa em tempo real, ELISA = ensaio 
imunoenzimático. 

 

4.4. Amostras clínicas:  

Fagmentos da lesão de pele extraídos por biópsia (com punch de 6 mm de 

diâmetro) e sangue periférico foram coletados dos participantes da pesquisa de 

acordo com os critérios estabelecidos acima.  Os fragmentos da biópsia da lesão de 

pele foram armazenados em nitrogênio líquido para posterior utilização nas técnicas 

de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) e imunofluorescência. O sangue foi 

processado, conforme o protocolo abaixo, para obtenção de soro e neutrófilos para 

utilização no ensaio imunoenzimático (ELISA) e citometria de fluxo, respectivamente. 

Os dados clínicos foram coletados dos prontuários. 
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4.5. Processamento do sangue para obtenção do soro:  

Foram coletados 10 mL de sangue periférico sem anticoagulantes. Após 

aguardar os 10 minutos, o sangue foi centrifugado por 10 minutos a 900 xg a 

temperatura ambiente. O soro foi coletado e as alíquotas de 500 µL foram 

armazenadas a -20°C para posterior utilização. 

 

4.6. Ensaio Imunoenzimático (ELISA):  

Foi feita dosagem dos níveis séricos dos marcadores angiogênicos VEGF-A e 

PDGF-BB (Peprotech) nas amostras de soro conforme orientação do fabricante. 

Placas de 96 poços de ELISA foram revestidas com 50 µL de anticorpos de captura 

anti-VEGF-A ou anti-PDGF-BB e foram incubadas na geladeira (4ºC) por 18 horas. 

Após lavagem das placas com tampão indicado pelo fabricante, foi feito bloqueio da 

placa com 1% de albumina sérica bovina (BSA) em tampão fosfato (PBS) por 1 hora 

de incubação. Após, foi realizado uma nova lavagem e adição de 50 µL dos soros 

nos poços destinados as amostras. Em paralelo, o recombinante do VEGF-A ou 

PDGF-BB foi adicionado aos poços para geração da curva-padrão (16-1000 pg/mL). 

O tempo de incubação foi de 2 horas em temperatura ambiente. Após um novo ciclo 

de lavagem, adicionamos o anticorpo de detecção biotinilado anti-VEGF-A ou 

PDGF-BB. A reação foi revelada pela adição da estreptavidina-peroxidase e após a 

incubação necessária e lavagem foi adicionado o substrato TMB (3,3',5,5'-

Tetrametilbenzidina) até que a curva atingisse a coloração indicada. A reação foi 

finalizada com adição de HCL 1 N nos poços. As placas foram lidas no leitor de 

ELISA (Spectra Max 190, Molecular Devices, Thermo Scientific) no comprimento de 

onda 405 nm. A análise da curva-padrão e a obtenção dos valores das citocinas 

foram realizados no programa Softmax Pro 6.0 (Molecular Devices). 

 

4.7. Processamento do sangue para obtenção dos neutrófilos:  

A manipulação do material biológico foi feita na câmara de fluxo laminar em 

ambiente estéril, respeitando as normas de precauções para a manipulação de 

material biológico. O sangue periférico heparinizado foi diluído 1:1 em tampão 

fosfato (PBS) para separação das células por gradiente de densidade em Ficoll-
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Hypaque (GE Healthcare) e centrifugado a 900 xg, por 30 minutos à temperatura de 

25ºC. Após a centrifugação, ocorreu o fracionamento do sangue em 3 perfis 

distintos. No pellet de células vermelhas obtidas após a centrifugação foi adicionado 

solução de lise de eritrócitos ACK (1,7 M de NH4Cl, 0,1 M de KHCO3 e 1 mM EDTA) 

durante 10 minutos para remoção das células vermelhas. Em seguida foi feita duas 

centrifugações na velocidade de 500 xg, por 10 minutos a 4ºC. Em seguida, o pellet 

contendo os neutrófilos foi lavado em PBS (500 xg, por 10 minutos a 4ºC) e as 

células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 e uma pequena alíquota dessa 

suspensão celular foi diluída em azul de Trypan (1:20) (Bio WHITTAKER) e foi 

avaliada em câmara de Neubauer para a estimativa da concentração de células 

viáveis. As células foram mantidas à 4ºC e distribuídas nos experimentos. 

 

4.8. Avaliação do grau de pureza das preparações de neutrófilos:  

Para a preparação de lâminas de cytospin, amostras contendo 500.000 

neutrófilos frescos foram submetidas à citocentrifugação em Cytospin a 60 xg 

durante 6 minutos, e subsequentemente as células aderidas às lâminas foram 

coradas utilizando o Kit para coloração diferencial Panótico Rápido (Laborclin – 

solução de triarilmetano a 0,1%, xantenos 0,1% e tiazinas 0,1%). Ao final na 

coloração, as lâminas foram analisadas em microscópio óptico de campo claro para 

análise da morfologia celular. 

 

4.9. Citometria de Fluxo:  

A suspensão de neutrófilos foi fixada com paraformaldeído 4%. As células 

fixadas foram armazendas à 4oC até o momento da realização da coloração. Os 

neutrófilos fixados (1 milhão de células para cada amostra analisada) foram 

centrifugados a 500 xg por 5 minutos a 4ºC em tampão PBS. Após a centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 10 µL em solução de 

bloqueio com PBS/ BSA 1% + 5% soro humano inativado por 30 minutos. Em 

seguida foi adicionado o tampão de lavagem (PBS/BSA 1%), seguido de marcação 

com anti-VEGFR1 humano IgG policlonal de cabra (AF321, R&D sistems) conjugado 

anteriormente, conforme orientação do fabricante, com o kit de marcação de 
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anticorpo Alexa Fluor 647 (A20186, Molecular Probes Alexa Fluor) e com o anticorpo 

anti-CD66b humano IgM monoclonal de camundongo (Alexa Fluor 700 – G10F5, 

Biolegend), em um volume final de 50 µL. Foi realizado um controle de fluorescência 

para definir o ponto de corte (FMO - Fluorescence Minus One Control), onde foi 

adicionado somente o marcador de grânulo de neutrófilos CD66b em um volume 

final de 50 µL. Após o período de incubação do anticorpo as células foram lavadas 

com 200 µL de tampão de lavagem, centrifugadas (400 xg por 5 minutos à 4ºC) e o 

sobrenadante foi descartado foram fixadas em paraformaldeído 4% (PFA) durante 

10 minutos. Após a fixação, as células foram lavadas novamente e ressuspendidas 

em 200 µL tampão contendo PBS + BSA 1%.  As amostras foram armazenadas e 

protegidas da luz e mantidas à 4ºC até o momento da leitura. As amostras foram 

adquiridas no citômetro BD FACSAria (BD Biosciences) da Plataforma Tecnológica 

da Fiocruz/IOC (RPT08A - Citometria de Fluxo - RJ). Foram adquiridos 10.000 

eventos por amostra dentro da região de granulócitos utilizando os parâmetros Side 

Scatter (SSC) x Forward Scatter (FSC). Os dados da citometria foram analisados 

utilizando o programa FlowJo (BD Systems) e as células mortas foram excluídas por 

meio do gate. 

 

4.10. Extração e tratamento de RNA:  

As amostras das lesões de pele dos pacientes foram homogeneizadas com o 

auxílio de um homogeneizador de tecidos (POLYTRON® PT-3100D – Kinematica 

AG) e a extração de RNA total foi realizada com 50 mg de tecido para 1 mL de 

reagente TRIzol®. Após, foi adicionado 200 µL de clorofórmio (Merck) em cada tubo 

de 1,5 mL, livre de DNase/RNase, depois foram homogeneizados por inversão até 

que fique um aspecto leitoso. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 12.000 

xg por 15 minutos à 4ºC. A fase aquosa contendo o RNA foi transferida para outro 

tubo e a fase orgânica estocada para posterior extração das proteínas. Foram 

adicionados 500 µL de isopropanol à fase aquosa, homogeneizado por inversão 

suave 1-2 vezes e as amostras foram incubadas por 16 horas à -70°C para 

precipitação do RNA. Após a precipitação do RNA, foi adicionado 1 μL de GlycoBlue 

(Ambion), para marcação do sedimento e as amostras foram homogeneizadas, 

centrifugadas a 12.000 xg por 30 minutos à 4°C, o sobrenadante descartado e o 

sedimento lavado com 1 mL de etanol 75% (preparado em água livre de RNAse 
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tratada com dietilpirocarbonato - DEPC) em centrifugação a 7.500 xg por 5 minutos 

à 4ºC. Em seguida, os sobrenadantes foram removidos, os sedimentos secos à 

temperatura ambiente por cerca de 1 hora e, posteriormente, ressuspensos em 10 

μL de água destilada ultrapura, livre de DNase/RNase (Life Technologies). As 

amostras foram estocadas à -70ºC para a próxima etapa. Na etapa seguinte, as 

amostras de RNA extraídas foram integralmente submetidas ao tratamento para a 

remoção de eventuais contaminantes de DNA utilizando a enzima DNAse do kit 

TURBO DNA-free (Ambion). Foram adicionados a cada amostra 3 μL de tampão 10x 

contido no kit, 1 μL de enzima DNAse TURBO e adicionou-se 6 μL de água livre de 

RNAse para avolumar até o volume final de reação de 30 μL. Em seguida, as 

amostras foram incubadas por 30 minutos à 37°C e então inativadas com 3 μL de 

reagente de inativação. Após incubação à temperatura ambiente por 5 minutos sob 

constante agitação, os tubos foram centrifugados a 8.000 xg por 1 minuto e o 

sobrenadante coletado, transferido para um novo tubo de 1,5 mL livre de RNAse, e o 

RNA foi quantificado utilizando o aparelho Nanodrop (ND-100, Thermo Fisher 

Scientific). As amostras que tiveram ambas as razões R260/280 e R260/230 entre 1,8 e 2 

foram consideradas de boa qualidade e seguiram para a análise. 

 

4.11. Avaliação da integridade do RNA e Transcrição Reversa:  

Após a quantificação de RNA nas amostras, foi feito um gel de agarose 1,2% 

para determinar a integridade do RNA. O gel 1,2% de agarose foi preparado com 

agarose ultrapura (Invitrogen) dissolvida em MOPs [ácido 3- (N-morfolino) propano 

sulfônico] 1x em água livre de RNAse tratada com DEPC com auxílio de 

aquecimento ao microondas. Foram utilizados 400ng de RNA, a estes foram 

acrescentados 7 μL de tampão de amostra (azul de bromofenol e xileno cianol 0,3%, 

formamida 70% e MOPS 2x); 1 μL de SYBR e 15 μL água livre de RNAse. As 

amostras foram aquecidas a 65 °C no banho seco por 15 minutos e aplicadas no gel. 

A corrida foi realizada no gel imerso no tampão MOPS 1x, a 120 V por 1 hora e o gel 

foi visualizado com a iluminação ultravioleta (U.V.), no transiluminador (MiniBis pro – 

DNR BioImaging System); foram consideradas integras as amostras com 2 bandas 

referentes aos rRNAs 28S e 18S e sem rastros. Para a síntese de DNA 

complementar (cDNA), as amostras de RNA foram reversamente transcritas 

utilizando o kit “SuperScript III First-Strand Synthesis System” (Life Technologies) de 
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acordo com as instruções do fabricante. As reações de PCR foram conduzidas 

usando duplicatas técnicas de 10 ng de cDNA. 

 

4.12. Reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real:  

Para a avaliação da expressão de genes relacionados à via de angiogênese 

adotamos a metodologia da reação em cadeia de polimerase pela transcrição 

reversa quantitativa em tempo real (RT-qPCR). Os alvos escolhidos foram 

selecionados a partir do trabalho de Calvo (2018), onde nesse estudo foi realizada 

reanálise e integração de dados obtidos a partir de dois microarranjos de pele de 

pacientes MB versus ENH depositados no Gen Expression Omnibus (Calvo, 2018). 

A via da angiogênese foi um dos processos biológicos encontrados que 

diferenciaram os pacientes ENH versus MB. Os dados de calvo apontaram dois 

alvos diferencialmente expressos nos pacientes ENH: HIF1A e ITGB3. Baseados em 

dados da literatura selecionamos mais dois alvos: VEGF-A e PDGF-A. Os primers 

para HIF1A, ITGB3, VEGF-A e PDGF-A foram desenhados pelo colaborador Thyago 

Calvo e comprados da empresa Thermo Fisher Scientific. As sequências dos primers 

encontra-se na Tabela 4.3. A expressão dos genes foi realizada a 95ºC por 10 

minutos, para ativação da DNA polimerase, 40 ciclos a 95ºC por 15 segundos, para 

a desnaturação da fita, e a 60ºC por 1 minuto, para o anelamento do primer e 

extensão da fita de cDNA, utilizando o “Power SYBR Green PCR Master Mix” 

(Applied Biosystems). Quando utilizado o “Fast SYBR Green PCR Master Mix” 

(Applied Biosystems), a expressão dos genes foi realizada a 95ºC por 20 segundos, 

para ativação da DNA polimerase, 40 ciclos a 95ºC por 3 segundos, para a 

desnaturação da fita, e a 60ºC por 30 minutos, para o anelamento do primer e 

extensão da fita de cDNA em um “StepOnePlus qPCR System”, com o auxílio do 

software StepOne versão 2.3. Foi feito um teste com os genes de referências e o 

gene que possuiu maior constância de expressão entre os grupos das amostras 

utilizadas foi escolhido como gene de referência. A análise de expressão gênica foi 

realizada pela normalização dos dados, calculando primeiramente a eficência da 

reação feita pelo software LinregPCR (Ramakers et al., 2003) e a análise de CT 

comparativo foi realizada considerando as correções de eficiência (Pfaffl, 2001), 

utilizando como normalizador o gene de referência RPL13A (proteína ribossômica 
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L13A). A eficiência de todas as reações foi calculada. Todas as reações de PCR 

foram monitoradas para que não houvesse contaminação. 

 

Tabela 4.3: Primers utlizados no estudo. 

 

Gene 
Forward 

(5' para 3') 

Reverse 

(3' para 5') 

VEGFA TGAATGCAGACCAAAGAAAGA CGTACACGCTCCAGGACTTA 

PDGFA GACACGGGAAGGCCTAGGGAGT AAAGGGCTGCGGCTCATCCT 

HIF1A TGGCAGCAACGACACAGAAACT TTGGCGTTTCAGCGGTGGGT 

ITGB3 TGCCCAGATGCCTGCACCTTT TCCTTGCCAGTGTCCTTAAGCTCTTT 

RPL13A GACAAGAAAAAGCGGATGGT GTACTTCCAGCCAACCTCGT 

Legenda: VEGFA = fator de crescimento vascular endotelial A, PDGFA = fator de crescimento 
derivado de plaqueta A, HIF1A = fator induzido por hipóxia 1 alfa, ITGB3 = integrina beta 3, RPL13A = 
proteína ribossômica L13A. 

 

4.13. Análise Estatística:  

A análise dos dados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 6.0 (GraphPad Software). Para comparar os resultados de dois grupos foi 

utilizado o teste t de student não pareado. Já para comparar mais de dois grupos de 

amostras não paramétricas, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido do teste de 

comparação múltipla de Dunn. Para avaliar a capacidade discriminatória de citocina 

VEGF-A em classificar a forma clínica dos pacientes incluídos no estudo, foi utilizada 

a análise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic). Esta análise identifica o 

ponto de corte com maior sensibilidade e maior especificidade e considera os dados 

da área sob a curva (AUC) e intervalo de confiança de 95%. As diferenças foram 

consideradas significativas a partir de p < 0,05. 
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5. RESULTADOS: 

5.1. Análise de níveis séricos de fatores de crescimento angiogênicos 

em pacientes com hanseníase (com ou sem ENH): 

Dados da literatura mostram que mulheres sadias apresentam maior 

concentração de VEGF-A no soro do que em homens, portanto, neste trabalho 

decidimos excluir as mulheres na análise do soro (Larsson et al., 2002). A dosagem 

de VEGF-A por ELISA no soro de pacientes hansênicos revelou que os LL (mediana 

= 178,9 pg/mL) apresentavam níveis séricos elevados cerca de 4 vezes (no 

momento do diagnóstico) quando comparados aos BT (mediana = 44,20 pg/mL) 

(Figura 5.1A). Análise da curva de ROC foi feita para demonstrar a utilidade da 

dosagem de VEGF no soro de pacientes com hanseníase capaz de discriminar 

pacientes BT versus LL. Após essa análise obtivemos o valor de AUC = 0,7917 

(intervalo de confiança de 95%, 0,5871 a 0,9963; p= 0,04336), como demonstrado 

na figura 5.1B. De acordo com a curva ROC, o ponto de corte que possui melhor 

acurácia para discriminar pacientes BT de LL é de 105 pg/mL de VEGF-A no soro, 

com sensibilidade de 78,57% e especificidade de 83,33% (Figura 5.1B). 

Figura 5.1: Níveis séricos de VEGF-A como potencial biomarcador de hanseníase 
lepromatosa. (A) Soro de pacientes boderline-tuberculoide (BT- n=6) e lepromatosos (LL n=14) 
foram dosados pelo método de ELISA. As barras representam mediana e cada símbolo 
representa um paciente. (B) Curva ROC comparando os níveis séricos de VEGF-A de pacientes 
BT versus LL. O teste não paramétrico de Mann-Whitney foi usado na análise (*p < 0,05). 

  



38 

Os níveis séricos de VEGF-A foram comparáveis entre pacientes LL com e 

sem ENH, com níveis medianos de 178,9 e 122,5 pg/mL, respectivamente (Figura 

5.2). Não houve diferença nos níveis de VEGF-A entre os pacientes do grupo LL que 

evoluíram ou não para o ENH, sugerindo que o VEGF-A não é capaz de predizer um 

episódio ENH nos pacientes no momento do diagnóstico de hanseníase. Da mesma 

forma, não encontramos relação entre os níveis séricos de VEGF-A e a gravidade do 

ENH. Pacientes ENH que iniciaram tratamento com talidomida 7 dias antes da 

análise apresentaram níveis séricos de VEGF-A significativamente menores quando 

comparados com pacientes antes do tratamento anti-reacional (mediana ENHTal = 

50,84 pg/mL, **p= 0,0042 e *p= 0,0188) (Figura 5.2).  
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Figura 5.2: Redução dos níveis de VEGF-A em pacientes com ENH após 7 dias do início do 
tratamento com talidomida. O soro de pacientes lepromatosos (LL n=14), ENH (n=13) e ENH 
que fizeram uso de talidomida (ENH Tal n=9) foram dosados por ELISA. As barras representam 
as medianas e cada símbolo representa um paciente. Teste estatístico não paramétrico Kruskal-
Wallis com pós-teste de Dunn foi usado na análise (*p < 0,05, **p < 0,01). 

 

O acompanhamento longitudinal de 5 pacientes (início diagnóstico LL, início 

diagnóstico ENH e ENH Tal, respectivamente) revelou que os níveis séricos de 

VEGF-A foram similares em 4 pacientes antes ou após ENH, porém, em um 

paciente os níveis aumentaram durante a reação (mediana LL = 156,1 pg/mL; ENH 

= 141,4 pg/mL) (Figura 5.3). O tratamento com talidomida reduziu os níveis séricos 

em todos os 5 pacientes analisados (mediana ENH Tal = 58,21 pg/mL) (Figura 5.3). 
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Figura 5.3: Acompanhamento longitudinal dos pacientes LL que progrediram para a 
reação ENH e foram tratados com talidomida por 7 dias. Concentrações de VEGF-A (pg/mL) 
foram avaliadas por ELISA no soro de 5 pacientes LL que progrediram para o ENH e após 7 dias 
do início do tratamento com talidomida.  

 

Em seguida, os níveis séricos de PDGF-BB foram dosados por ELISA. Os 

nossos resultados revelaram que os níveis sistêmicos de PDGF-BB de pacientes BT 

e LL foram similares, com valores medianos de 1935 e 2413 pg/mL, respectivamente 

(Figura 5.4). Nossos resultados não apresentaram diferença estatística, entretanto 

foi observado que um grupo de pacientes LL apresentam níveis de PDGF-BB 

elevados, como observado na figura 5.4. 
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Figura 5.4: Níveis de PDGF-BB no soro de pacientes com hanseníase. O soro de pacientes 
bordeline-tuberculoide (BT n=4) e lepromatosos (LL n=14) foram dosados por ELISA. As barras 
representam as medianas e cada símbolo representa um paciente. Análise estatística não 
realizada. 

 

Ao analisarmos os níveis de PDGF-BB no soro de pacientes LL comparados 

com pacientes ENH (antes e após o tratamento por 7 dias com talidomida), 

observamos que não houve diferença estatística entre os níveis séricos de PDGF-

BB nos 3 grupos de pacientes, sendo observado valores medianos de 2413 pg/mL 
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no LL, 2901 pg/mL no ENH e 2334 pg/mL no ENH Tal (Figura 5.5). Além disso, 

também não encontramos relação entre os níveis séricos de PDGF-BB e a 

gravidade do ENH. 
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Figura 5.5: Dosagem de PDGF-BB no soro de pacientes com hanseníase e reacionais. 
Concentrações de PDGF-BB foram avaliados pelo método de ELISA no soro de 14 LL, 11 com 
reação do ENH e 8 ENH que fizeram uso de talidomida por 7 dias. O gráfico representa as 
medianas de cada grupo analisado e cada símbolo representa um paciente. Teste estatístico de 
Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn foi usado na análise. Não houve diferenças estatísticas 
entre os grupos estudados.  

 

O acompanhamento longitudinal dos 5 pacientes LL que progrediram para o 

ENH revelou que 2 entre 5 pacientes acompanhados tiveram níveis séricos de 

PDGF-BB maior durante o ENH (mediana LL = 3948 pg/mL; ENH = 2901 pg/mL; 

ENH Tal = 2519 pg/mL), entretanto, três dos cinco tiveram níveis diminuídos (Figura 

5.6). O tratamento com talidomida não alterou os níveis séricos de PDGF-BB em três 

pacientes e reduziu em dois (Figura 5.6). 
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Figura 5.6: Acompanhamento longitudinal dos pacientes LL que progrediram para a 
reação ENH e foram tratados com talidomida. Concentrações séricas de PDGF-BB (pg/mL) 
foram avaliadas pelo método imunoenzimático (ELISA) em 5 pacientes LL que progrediram para 
o ENH e após o tratamento com 7 dias de talidomida. Teste estatístico de Kruskal-Wallis foi 
usado na análise. Não houve diferença estatística entre os grupos estudados.  

 

5.2. Análise da expressão de VEFGR1 em neutrófilos circulantes de 

pacientes com hanseníase (com ou sem ENH): 

A análise da expressão de VEGFR1 na superfície de neutrófilos foi feita com 

células purificadas do sangue de pacientes hansênicos. A análise do grau de pureza 

pela análise morfológica revelou que as nossas preparações apresentavam 

neutrófilos altamente purificados (Figura 5.7A). Para escolha do gate de análise, foi 

utilizado o parâmetro FSC-H versus FSC-A, altura e área, respectivamente, para 

exclusão de agregados celulares e o gate de singlets foi selecionado. Dentro desse 

gate fizemos a análise dos parâmetros SSC x FSC na população de neutrófilos, 

onde a mediana de intensidade de fluorescência (MFI) e a porcentagem de 

neutrófilos VEGFR1 positivos foram avaliados (Figura 5.7B). A marcação de 

grânulos de neutrófilos, o CD66b, (Elghetany, 2002; Naegelen et al., 2015) foi 

utilizado como controle de fluorescência, FMO (Fluorescence Minus One Control) 

para definir o ponto de corte entre as fluorescências negativas.  
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Figura 5.7: Grau de pureza e estratégia de análise da expressão de VEGFR1 em neutrófilos 
purificados a partir do sangue periférico. (A) Imagem representativa de lâmina de 
citocentrifugação de neutrófilos purificados de doadores saudáveis (n = 3) corados por Panótico. 
Aumento de 100x (Barra: 50µm). (B) Estratégia para análise da expressão de VEGFR1 em 
neutrófilos: Singlets – FSX-H x FSC-A, foi realizado a seleção dos singlets seguida pela análise 
dos paramêtro SSC-A x FSC-A para determinação do gate de neutrófilos. Dentro desse gate 
analisamos a mediana de intensidade de fluorescência (MFI) e a porcentagem de neutrófilos 
VEGFR1 positivos (VEGFR1+). A positividade do anticorpo anti-VEGFR1 foi determinada pela 
estratégia do FMO (Fluorescence Minus One), com apenas a marcação de CD66b. Histograma e 
dot-plot representativos de 1 paciente BT. 

 

Nossos dados revelaram que neutrófilos de BT (mediana = 892,5) 

apresentaram a mediana de intensidade de fluorescência (MFI) para VEGFR1 cerca 

de 1,6 vezes maior quando comparados com neutrófilos circulantes de LL (mediana 

= 663,0), entretanto não apresentaram diferença significantemente estatística. 

Verificamos que neutrófilos de pacientes ENH (mediana = 224,0) apresentaram 

níveis de MFI abaixo de todos os grupos, inclusive de neutrófilos de doadores sadios 

(DS; mediana = 513,0) (Figura 5.8A). Não houve diferença na expressão de 

VEGFR1 entre os grupos de pacientes ENH antes ou 7 dias após o início de 

tratamento (mediana = 319,5) (Figura 5.8A).  

Na figura 5.8B, a análise demonstrou que pacientes BT também 

apresentaram uma maior porcentagem de neutrófilos VEGFR1+ quando comparados 

a pacientes LL e ENH. Os níveis de neutrófilos VEGFR1+ de pacientes ENH foram 

muito baixos (Figura 5.8B) quando comparados aos grupos analisados. O grupo 
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ENH Tal apresentou níveis similares ao grupo ENH sem tratamento anti-reacional 

(Figura 5.8B). 

 

 

Figura 5.8: Neutrófilos de pacientes com hanseníase apresentam perfil pró-angiogênico.  
(A) Gráfico comparando MFI VEGFR1 em doadores sadios (DS) e pacientes BT, LL e ENH (com 
ou sem o uso da talidomida). (D) Gráfico de porcentagem de neutrófilos VEGFR1+ nos mesmos 
pacientes. Foram analisadas amostras de 2 a 5 pacientes por grupo pela Citometria de Fluxo, 
cada símbolo representa 1 indivíduo. Barra representa a mediana.  

 

5.3. Análise da expressão de genes da via de angiogênese em pacientes com 

hanseníase (com ou sem ENH): 

Nossos resultados mostraram um aumento significativo de cerca de 2,6 vezes 

da expressão do gene VEGF-A na lesão de pele de pacientes com ENH 

comparados a pacientes LL (*p= 0,0447) (figura 5.9A). Um paciente LL que não 

evoluíu para reação até o momento do estudo foi representado com o símbolo ♦ na 

figura 5.9A. Entretanto é necessário aumentar o tamanho amostral dessa variável 

para que possamos mensurar a significância deste dado.  

Nossos dados sugerem que as lesões de pele de pacientes com ENH 

apresentaram uma maior expressão dos genes HIF1A (Figura 5.9B) em comparação 

com os demais pacientes. Dentro do grupo LL, foi observado que 2 pacientes que 

não evoluíram para a reação ENH, apresentaram menor expressão de HIF1A na 

lesão de pele quando comparadas aos pacientes LL que evoluíram para o ENH. Os 

pacientes LL que não evoluíram para a reação até o momento do estudo foram 

representados com o símbolo ♦ na figura 5.9B. Estes resultados não apresentaram 

diferença estatística, sendo necessário o aumento do tamanho amostral. 
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Não houve diferença significativa na expressão de PDGFA e ITGB3 entre os 

pacientes ENH e LL, como observado na figura 5.9C e 5.9D, respectivamente. Na 

figura 5.9C, é possível observar que 2 pacientes LL que não evoluíram para a 

reação do ENH até o momento do estudo (representado como ♦), apresentaram 

menor expressão de PDGF-A na lesão de pele quando comparados a pacientes LL 

que evoluíram, dentro do grupo de pacientes LL. Esses dados não apresentaram 

diferença estatística. 

Também observamos que a lesão de pele de 2 pacientes ENH após 7 dias do 

início do tratamento com a talidomida indicam uma redução na expressão gênica de 

VEGF-A, HIF1A, PDGF-A e ITGB3 comparados a pacientes ENH no início do 

diagnóstico, entretanto é necessário aumentar o tamanho amostral (Figura 5.9A, 

5.9B, 5.9C e 5.9D, respectivamente).  
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Figura 5.9: Expressão de genes da via de angiogênese em pacientes com hanseníase 
(com ou sem reação ENH). A expressão dos RNAs mensageiro de (A) VEGFA (n≤7), (B) HIF1A 
(n≤10) e (C) PDGFA (n≤10) e (D) ITGB3 (n≤10) foram avaliadas por RT-qPCR nas lesões 
cutâneas de pacientes BT, LL que evoluíram ou não para ENH e ENH (antes e 7 dias após o 
início do tratamento com talidomida). Pacientes LL que não evoluíram para o ENH até o 
momento do estudo foram representados com o símbolo ♦. Os dados de expressão gênica foram 
normalizados com RPL13A e os níveis de RNAm são expressos como unidades arbitrárias (AU). 
O gráfico representa as medianas de cada grupo analisado e cada símbolo representa um 
indivíduo. Significância estatística foi calculada por teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com 
pós-teste de Dunn (* p<0,05). 
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6. DISCUSSÃO 

O ENH é uma reação inflamatória aguda que apresenta um intenso infiltrado 

neutrofílico perivascular com presença de alterações vasculares muito 

característicos em sua histopatologia. Ao longo dos anos, alguns trabalhos 

mostraram a ocorrência das alterações vasculares e angiogênese por análises 

histológicas da lesão de pele de pacientes LL e com ENH relacionados ao aumento 

da carga bacilar (Murphy et al., 1986; Antunes et al., 2000; Bhandarkar et al., 2007; 

Soares et al., 2013). Entretanto, o envolvimento de moléculas angiogênicas na 

imunopatogênese desses pacientes ainda não está esclarecido. Nosso trabalho 

observou um aumento significativo dos níveis séricos de VEGF-A em pacientes LL 

quando comparados a pacientes BT, revelando que os níveis séricos de VEGF-A 

podem distinguir pacientes LL de BT com sensibilidade de 78,57% e especicididade 

de 83,33%. Entretanto, não foi possível detectar diferenças entre pacientes LL com 

ou sem ENH.  

O VEGF-A é o principal regulador de angiogênese já bem descrito na 

literatura, presente em diversos processos fisiológicos e patológicos. A indução 

deste fator de crescimento ocorre por estímulos hipóxicos e/ou inflamatórios, com a 

ação do HIF-1A, e leva a ativação de células endotelias e células imunes a liberação 

de citocinas e quimiocinas angiogênicas que participam do mecanismo de formação 

de novos vasos sanguíneos (Benelli et al., 2007; Balogh et al., 2019).  

Já foi descrito que macrófagos humanos infectados com M. tuberculosis 

apresentaram uma secreção significativamente aumentada de VEGF in vitro e 

também foi observado uma elevada produção desse fator de crescimento no soro de 

pacientes com tuberculose pulmonar (Polena et al., 2016). Também já foi 

demonstrado que níveis plasmáticos de VEGF-A se encontram mais elevados em 

pacientes com sepse quando comparados a controles saudáveis e este aumento foi 

associado à gravidade e mortalidade da doença (Van der flier et al., 2005). Na 

psoríase, um tipo de doença inflamatória crônica, observa-se um aumento 

significativo nos níveis séricos de VEGF-A em comparação a controles sadios e este 

aumento está altamente correlacionado a severidade da doença, sendo indicado 

como um biomarcador de gravidade (Nofal et al., 2009).  

Nossos dados demonstraram que não há diferença estatítica nos níveis 

séricos de VEGF-A em pacientes LL e ENH. Stefani e colaboradores demonstraram 
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que pacientes ENH apresentaram níveis sistêmicos de VEGF-A mais altos quando 

comparados a pacientes LL não reacionais (Stefani et al., 2009). Entretanto, a 

dosagem de VEGF-A foi realizada no plasma e no nosso estudo utilizamos o soro, 

portanto, não é possível fazer essa comparação com os nossos dados.  

Nishigaki e colaboradores (2006) observaram que pacientes infectados por 

Mycobacterium avium apresentaram um aumento significativo de VEGF-A no soro 

associado com a extensão das lesões granulomatosas quando comparados a 

indivíduos sadios e, por análises imuno-histoquímicas, foi descrito que a fonte da 

liberação desse fator foi encontrada em macrófagos alveolares, células epiteloides e 

células gigantes multinucleadas, linfócitos e células epiteliais, o que indicou a 

contribuição do VEGF-A na patogênese da formação do granuloma nesta infecção. 

Neste trabalho também foi proposto que os níveis séricos de VEGF-A indicam ser 

um potencial biomarcador para avaliar a extensão da infecção pulmonar por M. 

avium em pacientes (Nishigaki et al., 2006). 

Considerando que pacientes multibacilares possuem um infiltrado monocítico 

com a participação de macrófagos ativados alternativamente (Montoya et al., 2009; 

de Sousa et al., 2016) e que estes macrófagos podem se diferenciar em uma 

subpopulação de macrófagos que apresentam propriedades angiogênicas com a 

liberação de fatores e citocinas pró-angiogênicas que auxiliam no processo de 

regeneração tecidual e atividade anti-tumoral (Riabov et al., 2014; Rolny et al., 

2011). Esses dados em conjunto com nossos achados mostram que a maior 

circulação de VEGF-A no soro de pacientes LL comparados a pacientes ENH é 

resultado da atividade de macrófagos anti-inflamatórios na lesão de pele desses 

pacientes. 

Na sarcoidose pulmonar, uma doença inflamatória granulomatosa, foi 

identificado que os níveis significativamente elevados de VEGF-A e pró-fibrótico 

PDGF-AB no soro de pacientes contribui para como marcador da progressão da 

doença, visto que esses fatores eram mais altos em pacientes com estágios mais 

avançados (estágio III) comparados a pacientes com estágios iniciais (Tuleta et al., 

2018). O PDGF é um fator de crescimento mitógeno, composto por uma família de 

quatro produtos gênicos e suas isoformas, envolvido na proliferação, no 

crescimento, diferenciação e quimiotaxia de células mesenquimais, principalmente 

pericitos, na fase de maturação e estabilização de vasos sanguíneos no processo de 
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angiogênese (Hellström et al., 2001; Elpek, 2015). Entretanto, o papel do PDGF-BB 

têm sido melhor descrito no contexto de fibrose (Klinkhammer et al., 2018). Já foi 

descrito na literatura que pacientes diagnosticados com fibrose pulmonar idiopática, 

uma condição caracterizada pela exarcerbado dano e reparo tecidual, apresentavam 

níveis de PDGF-BB significativamente elevados quando comparados a pacientes 

com sarcoidose e controles sadios. Neste mesmo trabalho, foi visto níveis 

semelhantes de VEGF no soro de pacientes com fibrose pulmonar idiopática e 

pacientes com sarcoidose comparados ao grupo controle, o que indicou a acentuada 

atividade pró-fibrótica do PDGF-BB (Ziora et al., 2015).   

Recentemente, um trabalho do nosso grupo demonstrou um aumento 

significativo nos níveis de PDGF-BB no soro de pacientes hansênicos com a forma 

clínica Neural Pura quando comparados a pacientes não hansênicos (Athaide, 

2018). Os resultados do presente estudo demonstraram que não há diferença 

estatística nos níveis séricos de PDGF-BB em pacientes BT, LL, ENH e pacientes 

ENH avaliados 7 dias após o início do tratamento com a talidomida. No mesmo 

trabalho que encontrou o VEGF-A plasmático aumentado em pacientes com ENH, 

também foi visto PDGF-BB significantemente elevado no plasma de pacientes com 

ENH comparado com pacientes LL (Stefani et al., 2009).  

Ao longo dos anos, muitos trabalhos mostraram o envolvimento de neutrófilos 

no desenvolvimento e na patogênese do ENH, entretanto não está claro quais são 

as moléculas envolvidas nesse processo. Já foi descrito na literatura, que em tecidos 

hipóxicos, neutrófilos recrutados pela liberação de VEGF-A expressam mais MMP-9 

do que neutrófilos recrutados por estímulos inflamatórios (Christoffersson et al., 

2012). Outro trabalho identificou neutrófilos imaturos (CXCR4+) expressando 

marcadores angiogênicos, CD49d e VEGFR1, sendo recrutados para o tecido pela 

liberação de VEGF-A no sítio de hipóxia (Massena et al., 2015). Recentemente, 

Janela e colaboradores demonstraram que infecções bacterianas, com 

Propionibacterium acnes in vivo/in vitro e com S. aureus, BCG e E. coli in vitro, 

induzem a secreção de VEGF-A por uma subpopulação de células dendríticas 

ativadas da pele que induz o recrutamento de neutrófilos VEGFR1+ para o tecido e 

resulta na inflamação local (Janela et al., 2019).  

Nosso trabalho identificou pela primeira vez neutrófilos circulantes VEGFR1+ 

em pacientes com hanseníase. Nossos dados sugerem que pacientes ENH 
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expressam níveis baixos de VEGFR1 (MFI) quando comparados a todos os grupos 

de pacientes com hanseníase e inclusive aos doadores sadios. Além disso, a 

frequência de neutrófilos circulantes VEGFR1+ foi muito baixa nos 5 pacientes ENH 

analisados, enquanto nos outros grupos - LL, BT e sadios - os valores de mediana 

da frequência foram entre 45-65%. Apesar do baixo tamanho amostral nos 

perguntamos se a subpopulação de neutrófilos VEGFR1+ migram para a lesão ENH 

em função da produção de VEGF-A no sítio da lesão.  

Nogueira e colaboradores identificaram um aumento significativo de VEGF-A 

em células endoteliais presentes na lesão de pacientes hansênicos não reacionais 

quando comparados à lesão de controles sadios (Nogueira et al., 2016). 

Anteriormente a este trabalho, Fiallo e colaboradores mostraram uma maior 

expressão de VEGF em células no granuloma (células dendríticas ativadas, 

epitelioides e endoteliais) da lesão de pele de pacientes com RR quando 

comparados ao grupo de pacientes não reacionais (Fiallo et al., 2002). Na doença 

de Crohn, uma doença inflamatória crônica intestinal, observou-se um aumento 

significativo da expressão gênica de VEGF-A e de PDGF-BB no intestino delgado de 

pacientes com a doença comparados a controle sadios, confirmando que a 

angiogênese está associada a inflamação tecidual (Knod et al., 2016). No presente 

estudo demonstramos um aumento significativo da expressão gênica de VEGFA na 

lesão de pele de pacientes ENH comparados a pacientes LL. Esses achados, 

juntamente com nossos dados, sugerem a hipótese de que neutrófilos VEGFR1+ 

sejam recrutados do sangue pela liberação de VEGF-A no tecido e que estas células 

já estariam no tecido de pacientes ENH, contribuindo com patogênese da reação. 

Entretanto, para confirmação desta hipótese, são necessários mais trabalhos com 

maior tamanho amostral dos neutrófilos ex vivo, ensaios de quimiotaxia in vitro com 

neutrófilos purificados e o estudo da presença de neutrófilos VEGFR1+ na lesão de 

pele de pacientes ENH e da presença da proteína VEGF-A na lesão.  

 A inflamação gera um ambiente hipóxico devido ao aumento da demanda 

metabólica pelas células superando a disponibilidade de oxigênio, o que leva a 

ativação do HIF (Kempf et al., 2005). O HIF induz a transcrição do VEGF e é 

reconhecido como um evento chave na ativação de outros genes pró-angiogênicos, 

como PDGF-A, levando a indução da angiogênese (Cantatore et al., 2017; Tischer et 

al., 1991). Já foi descrito na literatura que a transmigração de neutrófilos pelo epitélio 

intestinal altera o perfil transcricional da mucosa pela depleção de O2 do 
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microambiente, levando a ativação do fator de transcrição induzido por hipóxia (HIF), 

o que é fundamental para resolução da inflamação e que o infiltrado de neutrófilos é 

necessário para limitar a gravidade da doença (Campbell et al., 2014). Muitos 

autores sugerem o conceito de hipóxia inflamatória, no qual a inflamação e a hipóxia 

estão interligadas (Colgan; Taylor, 2010), porém, esse fenômeno ainda não foi 

descrito na hanseníase. Os nossos dados indicam que a lesão de pele de pacientes 

com ENH apresentam uma maior expressão do gene HIF1A comparado a pacientes 

LL. Em conjunto, esses dados sugerem que a expressão de HIF1A pode ter 

correlação com a expressão de VEGF-A observado nos pacientes com ENH. 

 Recentemente foi observado, in vitro, um aumento significativo da expressão 

gênica e liberação de enzimas MMP-8 e MMP-9 e de neutrófilos humanos 

estimulados com meio condicionado de monócitos infectados com M. tuberculosis 

em ambiente hipóxico, o que leva a destruição da matriz extracelular por estas 

células nestas condições. Além disso, foi observado que neutrófilos estimulados 

diretamente pelo M. tuberculosis em um ambiente hipóxico apresentaram inibição da 

formação de NET, apoptose e necrose. Esses achados indicam que o HIF atua 

como um importante regulador da resposta imune inata na tuberculose (Ong et al., 

2018). Silva e colaboradores, demonstraram recentemente que tanto neutrófilos 

circulantes, como os presentes na lesão de pacientes ENH liberam armadilhas 

extracelulares (NETs) sugerindo que neutrófilos poderiam ser a fonte dos níveis 

elevados de DNA do hospedeiro observados em pacientes ENH (Silva et al., 2019). 

 A integrina beta 3 (integrina αVβ3 ou ITGB3) faz parte de uma família de 

integrinas expressas em células endoteliais durante a angiogênese patológica e 

inflamação, sendo mais estudada no angiogênese tumoral. Entretanto, não está 

claro se esta integrina apresenta um efeito positivo ou negativo na angiogênese 

patológica (Somanath et al., 2009). Já foi descrito que a inibição do ITGB3 nas 

células endoteliais in vitro prejudica a angiogênese mediada por VEGF, pois esta 

inibição leva a regulação negativa da adesão e migração de células endoteliais. A 

estimulação de células endoteliais com VEGF leva a ativação de ITGB3 que, por sua 

vez, induz a expressão de VEGFR2 nessas células. Neste mesmo trabalho também 

foi visto, ex vivo, que células endoteliais de tumores vascularizados expressam mais 

ITGB3 do que em tecidos sadios (Mahabeleshwar et al., 2008).  
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Brilha e colaboradores demonstraram que monócitos estimulados com M. 

tuberculosis, in vitro, apresentaram uma regulação positiva da expressão de 

integrina αVβ3 e que essa expressão levou ao aumentou da adesão de monócitos 

ao colágeno tipo I, contribuindo a elevada secreção de MMP-1/10 por estas células. 

Também foi observado, in vivo, o aumento significativo da expressão gênica do 

ITGB3 em amostras de escarro de pacientes com tuberculose quando comparados a 

amostras de indivíduos sadios. Este trabalho sugere que o aumento do recrutamento 

de monócitos e a atividade de colagenase induzida por ITBG3 provoca danos aos 

tecidos durante a inflamação (Brilha et al., 2017). No estudo de Lee e colaboradores 

(2010), utilizando análises de bioinformática, foi observado uma expressão 

aumentada do gene ITGB3 na lesão de pele de pacientes com ENH comparados a 

pacientes MB e essa expressão foi associada a neutrófilos e células endoteliais (Lee 

et al., 2010). Nossos resultados também demonstraram um aumento não 

significativo na expressão gênica do ITGB3 em lesões de pacientes ENH quando 

comparados às lesões de pacientes LL, o que nos sugere a participação de 

moléculas angiogênicas em pacientes com ENH. Entretanto, esta integrina não é um 

bom marcador da via angiogênica. 

O mecanismo de inibição da angiogênese em pacientes com ENH não tinha 

sido avaliado até o presente estudo. Este trabalho observou que pacientes com ENH 

que foram submetidos ao tratamendo por 7 dias com talidomida, já possui uma 

redução significativa dos níveis de VEGF-A no soro comparados a pacientes no 

início do diagnóstico de ENH. O primeiro trabalho que relata o efeito anti-

angiogênico da talidomida foi o estudo de D’Amato e colaboradores (1994), que 

verificou a inibição da formação de novos vasos sanguíneos na córnea de coelhos a 

partir da inibição do fator de crescimento básico de fibroblasto (bFGF), uma molécula 

estimuladora de angiogênese, resultada pela administração oral do medicamento 

(D’Amato et al., 1994; Carmeliet; Jain, 2011). A partir disso, outro estudo 

demonstrou que a talidomida é capaz de inibir a proliferação endotelial de células 

pela inibição de bFGF e VEGF-A. Além disso, o tratamento com fármaco reduziu a 

liberação de metaloproteinases de matriz 2 (MMP-2) e IL-8 pelas células endoteliais, 

sugerindo um caminho adicional para a sua atividade anti-angiogênica (Gelati et al., 

2003). Komorowski e colaboradores analisaram o efeito da talidomida em uma 

linhagem de células endoteliais humanas in vitro e verificaram a inibição da secreção 

de VEGF-A e a migração celular, diminuição do número de capilares formados e o 
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aumento da adesão celular ao colágeno. Esses dados indicam que a talidomida é 

um potencial inibidor de VEGF-A, influenciando assim na formação de novos vasos 

(Komorowski et al., 2006).  

Muitos estudos mostraram a inibição do VEGF-A como sendo o principal alvo 

do efeito anti-angiogênico da talidomida e essa propriedade é uma das hipóteses da 

sua teratogênese além de ser um mecanismo terapéutico para algumas doenças 

(Paravar; Lee, 2008; Millrine; Kishimoto, 2017). Apesar dos nossos dados da 

expressão gênica não mostrarem uma diferença significativa, os resultados 

encontrados confirmam a hipótese de que a talidomida é um bom inibidor da 

angiogênese tecidual em pacientes com ENH e que esta inibição pode estar ligada a 

diminuição do recrutamento de neutrófilos para o tecido, como já visto por Mendes e 

colaboradores (Mendes et al., 2017). Entretanto, acreditamos que o aumento do 

tamanho amostral nos permita avaliar se a talidomida induz uma redução 

significativa. 

Em síntese, nosso estudo demonstrou que pacientes LL apresentam uma 

maior circulação de VEGF-A no soro, sugerindo que possa ser resultado da ação de 

macrófagos anti-inflamatórios predominantes nesses pacientes. Pela primeira vez, 

verificamos a circulação de neutrófilos com perfil angiogênico no sangue periférico 

de pacientes BT. Vimos um aumento significativo da expressão gênica de VEGF-A e 

HIF-1A na lesão de pele de pacientes com ENH, o que indica a acentuada atividade 

angiogênica nesses pacientes. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que 

os genes PDGF-A e ITGB3 não são bons marcadores angiogênicos para garantir a 

ação desse mecanismo na lesão de pele de pacientes com ENH, visto que esses 

genes estão presentes em diversos outros processos, como por exemplo, a fibrose 

tecidual. Por fim, nossos resultados corroboraram dados da literatura que sugerem a 

inibição de fatores angiogênicos pela talidomida, entretanto torna-se necessário a 

realização de mais testes para confirmar se essa inibição ocorre a nível molecular. 

Com isso, nosso trabalho contribuiu para entendermos um pouco mais sobre o 

processo de angiogênese no ENH e de que maneira, possivelmente, este processo 

está envolvido no seu desenvolvimento.  
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7. CONCLUSÃO: 

Neste trabalho demonstramos que há circulação de VEGF-A no soro capaz 

de distinguir pacientes LL dos BT. E não houve diferença nos níveis séricos de 

VEGF-A e PDGF-BB em pacientes LL antes ou após o início da reação ENH, 

sugerindo que o mecanismo anti-inflamatório presente em pacientes LL podem estar 

influenciando nesses resultados.  

Verificamos pela primeira vez a circulação de neutrófilos com perfil 

angiogênico em pacientes BT e ausência desses neutrófilos no sangue periférico de 

pacientes ENH. Na lesão de pele de pacientes ENH, foi encontrado uma significativa 

expressão gênica aumentada de VEGF-A e um aumento da expressão de HIF1A, 

comparada a pacientes LL. Esses dados em conjunto levam a hipótese de que os 

neutrófilos de pacientes ENH migraram para o tecido através do eixo de ligação 

VEGF-A/VEGFR1, entretanto é necessário um maior estudo para confirmar esta 

hipótese. 

Além disso, observamos uma maior expressão de moléculas angiogênicas 

PDGF-A e ITGB3 em pacientes LL comparados a pacientes ENH. Entretanto, não 

podemos sugerir o ITGB3 e o PDGF-A como bons indicadores da atividade 

angiogênica, já que estão envolvidos em outros mecanismos patológicos. 

Por fim, demonstramos a redução significativa dos níveis de VEGF-A no soro 

de pacientes ENH após 7 dias do tratamento com talidomida comparados a 

pacientes ENH sem tratamento, comprovando a ação anti-angiogênica deste 

medicamento após 7 dias de uso. No entanto, não foi possível analisar a inibição da 

angiogênese a nível molecular.  
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Anexo A 

Aprovação do comitê de ética e pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz CEP 

IOC/Fiocruz (CAAE 56113716.5.0000.5248). 
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Anexo B 

Formulário oficial do ENLIST empregado na escala de gravidade por (Walker 

et al., 

2016).

 


