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RESUMO 

A hanseníase é considerada ainda um problema de saúde pública com mais 

de 200.000 novos casos detectados em 2019, sendo 27.863 no Brasil. 

Causada pelo Mycobacterium leprae, patógeno intracelular obrigatório, a 

hanseníase quando não tratada pode resultar em incapacidades físicas 

permanentes devido a tropismo do bacilo por células de Schwann dos 

nervos periféricos. É uma doença espectral com duas formas polares 

estáveis e três intermediárias instáveis, sendo o polo tuberculoide 

caracterizado pelo predomínio de resposta imune celular e doença 

localizada, enquanto o polo virchowiano apresenta elevada resposta 

humoral e doença disseminada. As células dendríticas (DCs) ativam a 

resposta imune específica, portanto a expressão de moléculas 

coestimulatórias e as citocinas liberadas pelas DCs durante a infecção pelo 

M. leprae determinam o perfil de resposta imune gerado e podem prevenir 

ou favorecer sua sobrevivência e disseminação. O objetivo deste estudo foi 

analisar o perfil de ativação de DCs derivadas de pacientes com 

hanseníase infectadas por M. leprae viável bem como sua capacidade de 

ativar linfócitos (LFs) autólogos. DCs foram diferenciadas a partir de 

monócitos de sangue periférico de controles saudáveis (CS), pacientes 

tuberculoides (6 tuberculoide-tuberculoides e 2 dimorfo-tuberculoides) e 

virchowianos (5 virchowiano-virchowianos e 5 dimorfo-virchowianos) 

empregando GM-CSF e IL-4. As DCs foram estimuladas por (i) M. leprae 

vivo na multiplicidade de 10:1 (bacilos:DC, MLDCs); (ii) coquetel de 

maturação padrão (CQM) composto por IL-1β, IL-6, TNF, PGE2 (mDCs); 

ou (iii) permaneceram não estimuladas (iDCs) por 48 horas. Após o 

estímulo, as DCs foram co-cultivadas com LFs por cinco dias. O estímulo 

de DCs com M. leprae viável não induziu expressão de moléculas 

coestimulatórias e levou à produção de baixos níveos de IL-1β, IL-6, TNF e 

IL-23 tanto em pacientes quanto em controles. DCs de pacientes 

virchowianos produziram mais IL-1β frente ao M. leprae do que aquelas de 
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pacientes tuberculoides e maiores quantidades de IL-23 e IL-10 comparado 

aos controles. Independente da forma clínica da hanseníase, DCs de 

pacientes produziram menos IL-12p70 em resposta ao M. leprae do que 

DCs de controles saudáveis. Quanto à ativação dos LFs, verificamos que 

pacientes virchowianos apresentaram menor proliferação e produziram 

níveis menores de IL-2 após estímulo com M. leprae. A produção de IFN-, 

TNF, IL-9 e IL-22 nas culturas de MLDCs e LFs foi semelhante à encontrada 

quando iDCs foram empregadas e menor do que observado em culturas 

com mDCs. Nos pacientes virchowianos a frequência de LFs IL-4+ foi maior 

em paralelo com menor número de LFs expressando IFN- e IL-17A nas 

culturas estimuladas com MLDCs quando comparados com controles 

saudáveis. Em conjunto, nossos dados sugerem que o M. leprae é um fraco 

ativador de DCs, o que compromete a capacidade destas células induzirem 

a ativação de LFs autólogos. Pacientes com hanseníase virchowiana 

apresentam menor frequência de LFs produtores de citocinas de perfil Th1 

e Th17 após estímulo com M. leprae o que pode contribuir para a 

persistência do bacilo.  

 

Palavras-chave: Hanseníase; Mycobacterium leprae; Células Dendríticas; 

Linfócitos  
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ABSTRACT 

Leprosy is still considered a public health problem with more than 200,000 

new cases detected in 2019, being 27,863 registered in Brazil. Caused by 

Mycobacterium leprae, an obligate intracellular pathogen, leprosy can result 

in permanent physical disabilities when untreated due to the tropism of the 

bacillus by Schwann cells from peripheral nerves. It is a spectral disease 

presenting two polar stable forms and three intermediate unstable forms. 

Tuberculoid pole is characterized by the predominant cell-mediated immune 

response and localized disease while lepromatous pole shows prevalent 

humoral response and disseminated disease. Dendritic cells (DCs) activate 

specific immune responses, so the pattern of costimulatory molecules 

expressed, and the cytokines released by DCs during M. leprae infection 

determine the profile of immune response generated that can prevent or 

favor its survival and dissemination. This study aimed to analyze the profile 

of DCs derived from leprosy patients infected with viable M. leprae as well 

as their ability to activate autologous lymphocytes. DCs were differentiated 

from peripheral blood monocytes of healthy controls, tuberculoid (6 

tuberculoid-tuberculoid and 2 borderline-tuberculoid) and lepromatous (5 

lepromatous-lepromatous and 5 borderline-lepromatous) leprosy patients 

employing GM-CSF and IL-4. DCs were stimulated by (i) live M. leprae at a 

multiplicity of 10:1 (bacilli:DC, MLDCs); (ii) standard maturation cocktail 

(CQM) composed by IL-1β, IL-6, TNF, PGE2 (mDCs); or (iii) remained 

unstimulated (iDCs) for 48 hours. After stimulation, DCs were cultured with 

lymphocytes for five days. Stimulation of DCs with viable M. leprae did not 

induce the expression of costimulatory molecules but stimulated the 

production of low levels of IL-1β, IL-6, TNF and IL-23 in both patients and 

controls. DCs from lepromatous patients produced more IL-1β against M. 

leprae than those from tuberculoid patients and greater amounts of IL-23 

and IL-10 compared to healthy controls. Regardless of the clinical form of 

leprosy, DCs from leprosy patients produced fewer IL-12p70 in response to 
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M. leprae than DCs from healthy controls. Considering the activation of 

lymphocytes, we found that lepromatous patients showed lower proliferation 

and produced lower levels of IL-2 after stimulation with M. leprae. The 

production of IFN-, TNF, IL-9 and IL-22 in cultures of MLDCs and 

lymphocytes was similar to that found when iDCs were used and lower than 

that observed in cultures with mDCs. In lepromatous patients the frequency 

of IL-4+ lymphocytes were higher in parallel with a lower number of 

lymphocytes expressing IFN- and IL-17A in cultures stimulated with 

MLDCs when compared to healthy controls. Together, our data suggest that 

M. leprae is a weak activator of DCs, which compromises the ability of these 

cells to induce the activation of autologous lymphocytes. Lepromatous 

leprosy patients had a lower frequency of lymphocytes producing Th1 and 

Th17 cytokines after stimulation with M. leprae, which may contribute to the 

persistence of the bacillus. 

 

Key-words: Leprosy; Mycobacterium leprae; Dendritic Cells; Lymphocytes   
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LISTA DE ABREVIATURAS 

BB: borderline-borderline 

BCG: Bacilo Calmette-Guérin 

CCR7: C-C chemokine receptor type 7 (receptor de quimiocina C-C do tipo 

7) 

CD: cluster of differentiation (grupo de diferenciação) 

CD40L: CD40 ligant (ligante do CD40) 

DCs: dendritic cells (células dendríticas) 

DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-

Grabbing Non-integrin  

DD: dimorfa-dimorfa  

DNA: ácido desoxirribonucleico 

DT: dimorfa-tuberculoide 

DV: dimorfa-virchowiana 

ELISA: enzyme linked immuno sorbent assay (ensaio de imunoabsorção 

enzimática) 

FoxP3: forkhead box P3 (Fator de transcrição FoxP3) 

GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (fator 

estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos) 

HLA: human leucocyte antigen (antígeno leucocitário humano) 

iDCs: imature dendritic cells (células dendritícas imaturas) 

IFN-: interferon gama 

IL-1β: interleucina-1β 

IL-10: interleucina-10 

IL-12: interleucina-12 

IL-12p70: interleucina-12p70  

IL-17: Interleucina-17A 

IL-13: interleucina-13 

IL-2: interleucina-2 

IL-22: interleucina-22 
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IL-23: interleucina-23 

IL-4: interleucina-4 

IL-5: interleucina-5 

IL-6: interleucina-6  

IL-9: interleucina-6 

IMDM: Iscove's Modified Dulbecco's Medium (Meio Modificado Dulbecco´s 

Iscove´s) 

LCs: Langerhans cells (células de Langerhans) 

LFs: linfócitos 

LL: lepromatoso-lepromatosos 

M. leprae: Mycobacterium leprae 

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis 

M1: macrófago com perfil M1 

M2: macrófago com perfil M2 

MB: multibacilares 

mDCs: células dendríticas estimuladas com coquetel padrão de maturação 

MDT: multidrogaterapia 

MHC: major histocompatibility complex (complexo principal de 

histocompatiblidade) 

MHC I: molécula de MHC de classe I 

MHC II: molécula de MHC de classe II 

MLDCs: células dendríticas estimuladas com Mycobacterium leprae viável 

MOI: multiplicidade de infecção 

OMS: Organização Mundial da Saúde 

PB: paucibacilares 

PBMCs: peripheral blood mononuclear cells (células mononucleares do 

sangue periférico) 

pDCs: plasmocytoid dendritic cells (células dendríticas plasmocitoides) 

PGL-I: glicolipídio fenólico I 

PQT: poliquimioterapia 
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SNPs: single nucleotide polymorphisms (polimorfismos de base única) 

TCD4+: linfócitos T auxiliares CD4 positivos 

TGF-β: transforming growth fator beta (fator de crescimento e 

transformação beta) 

Th1: T helper tipo 1 (T auxiliar tipo 1) 

Th17: T helper tipo 17 (T auxiliar tipo 17) 

Th2: T helper tipo 2 (T auxiliar tipo 2) 

Th22: T helper tipo 22 (T auxiliar tipo 22) 

Th9: T helper tipo 9 (T auxiliar tipo 9) 

TNF: tumor necrosis factor (fator de necrose tumoral) 

Treg: regulatory T cells (linfócitos T regulatórios) 

TT: tuberculoide-tuberculoide 

VV: virchowiano-virchowiano 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. CONTEXTO HISTÓRICO E ATUAL DA HANSENÍASE 

A hanseníase é considerada uma das doenças mais antigas da 

humanidade que persiste até os dias atuais, pois seus primeiros registros 

datam de 4 mil anos antes de Cristo. A partir do seu surgimento na África 

Oriental, pode ter sido disseminada para outras regiões do Planeta pelas 

grandes migrações comerciais, e chegado ao Brasil com a vinda dos povos 

africanos no período colonial (MONOT et al., 2009).  

Após afetar a população humana por muitos anos, sendo associada 

a estigmas e preconceitos religiosos, seu agente etiológico foi identificado 

em 1874 pelo médico norueguês Gerhard Henrick Armauer Hansen, sendo 

a primeira vez que um microrganismo foi associado a ocorrência de uma 

doença (BECHLER, 2012). Hansen observou formações semelhantes a 

bactérias em forma de bastonetes em células originadas de nódulos de 

pessoas com hanseníase, porém não conseguiu relacionar a bactéria com 

a causa da doença devido a impossibilidade de cultivo (BECHLER, 

2012).  Apenas em 1960, Shepard (1960) desenvolveu um método que 

possibilitou o isolamento do Mycobacterium leprae (M. leprae) da mucosa 

nasal de pacientes virchowianos através da inoculação no coxim plantar de 

camundongos por período de 9 a 12 meses, a qual resultou em lesão 

característica de hanseníase. A partir daí, começaram muitos avanços no 

estudo dessa patologia.  

 A hanseníase ocorre predominantemente em países tropicais com 

baixo nível econômico e social, e apresenta mais de 200 mil novos casos 

por ano, ocorrendo em mais de 120 países do mundo. Apesar de ser uma 

doença milenarmente conhecida, o grande número de casos ainda 

registrados representa um problema de saúde pública, pois essa patologia 

acarreta deformidades físicas incapacitantes que diminuem a qualidade de 

vida dos indivíduos acometidos. Mesmo com o advento da poliquimioterapia 
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(PQT), a qual é eficaz para a cura microbiológica da doença, o número de 

casos novos permanece elevado, o que se acredita que seja devido a 

ineficiência dos sistemas para detecção e tratamento (WHO, 2020). Em 

2019, o continente americano apresentou 29.936 novos casos de 

hanseníase, sendo que 27.863 casos foram registrados no Brasil. Além 

disso, a detecção de 2.351 casos apresentando incapacidades físicas 

visíveis revela um crescente número de indivíduos com a perda de funções 

motoras devido a hanseníase. No contexto global da doença, a Índia, o 

Brasil e a Indonésia apresentam os maiores índices de detecção de 

hanseníase representando 56,6%, 14,0%, e 8,6%, respectivamente, do 

número total de casos detectados em 2019 e por isso são consideradas 

áreas endêmicas de disseminação do M. leprae (WHO, 2020).  

 O uso da PQT reduziu o número de casos de hanseníase após sua 

introdução, mas teve pouco impacto na erradicação da doença e, com isso, 

novas estratégias de intervenção devem ser adotadas de acordo com a 

nova estratégia global (2021-2030), como a profilaxia por dose única de 

rifampicina após a exposição de contatos. Somado a isso, é importante 

reforçar o rastreamento para detecção de novos casos da doença, 

principalmente no início da infecção, com o objetivo de impedir a ocorrência 

de incapacidades físicas (WHO, 2020). 

 

1.2. Mycobacterium leprae 

A hanseníase decorre da infecção pelo M. leprae, um parasita 

intracelular obrigatório, classificado como bacilo álcool-ácido resistente pois 

não perde a cor dada pela fucsina quando lavado por solução álcool-ácida. 

Este bacilo não possui mobilidade autônoma nem forma estruturas de 

resistência como esporos e, microscopicamente, pode ser observado como 

bacilos individuais ou agrupamentos bacilares formando globias 

(agregados bacterianos). A multiplicação do M. leprae acontece por fissão 

binária com tempo de geração entre 12 e 14 dias, caracterizando-o como 
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um bacilo de crescimento lento (SCOLLARD et al., 2006). A temperatura 

ideal para sua multiplicação está entre 27 e 30°C, por isso tem preferência 

em se alojar nas áreas do corpo com temperaturas mais amenas como de 

pele, mucosa nasal e nervos periféricos (JACOBSON; KRAHENBUHL, 

1999).  

O M. leprae não é cultivável in vitro, sendo necessária sua 

inoculação em animais experimentais para multiplicação, conforme a 

técnica desenvolvida por Shepard (1960) e ainda hoje utilizada, para 

obtenção bacilos viáveis, pesquisa de resistência a drogas e como modelo 

para estudo de dano neural. 

A parede celular do M. leprae é formada por peptideoglicanos ligados 

a cadeias polissacarídicas que formam a base sustentadora para os ácidos 

micólicos que caracterizam o gênero das micobactérias e conferem 

hidrofobicidade. As áreas mais externas da parede contém tiocerol 

dimicoceratos, fosfatidil-inositol, manosídeos, lipomanana, 

lipoarabinomananas e são ricas no glicolipídio fenólico I (PGL-I), 

componente antigênico específico do M. leprae e principal alvo da reposta 

imune do hospedeiro (SCOLLARD et al., 2006). Além disso, o PGL-I 

participa na interação do bacilo com as células de Schwann do sistema 

nervoso periférico (RAMBUKKANA, 2000). 

Os mecanismos evolutivos bacterianos incluem a redução genômica 

que pode alterar o estilo de vida livre para o modo intracelular resultando 

numa relação íntima e dependente de seu hospedeiro. Ao se tornarem 

parasitas intracelulares obrigatórios, microrganismos sofrem 

desintegrações/deleções gênicas, recombinações intracromossômicas em 

sequências repetitivas e acumulam uma proporção elevada de 

pseudogenes culminando na perda de genes e suas respectivas funções 

(CHAVARRO-PORTILLO, SOTO & GUERRERO, 2019). O 

sequenciamento do genoma e análises genéticas comparativas confirmam 

que o M. leprae sofreu um processo de redução evolutiva tendo como 
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resultado mudanças no seu hábito de vida bem como a capacidade de 

adaptação a diferentes ambientes, sendo que muito dos genes eliminados 

são homólogos ao do hospedeiro que ele acomete. O genoma do bacilo é 

composto por 3 milhões de pares de bases (Mpb) e possui a menor 

quantidade de GC dentre as micobactérias (CHAVARRO-PORTILLO, 

SOTO & GUERRERO, 2019). A comparação com o genoma do                      

M. tuberculosis confirma a redução evolutiva, sendo que 50% dos genes do 

M. leprae são considerados pseudogenes, e apenas grupos de genes 

considerados essenciais para sua sobrevivência como parasita intracelular 

obrigatório foram conservados resultando na eliminação de vias 

metabólicas relevantes (CHAVARRO-PORTILLO, SOTO & GUERRERO, 

2019). Tal perda funcional gênica pode explicar a multiplicação bacilar lenta 

bem como as dificuldades relacionadas com seu cultivo (COLE et al., 2001; 

MONOT et al., 2009).  Quatro cepas que predominam em regiões 

geográficas distintas foram sequenciadas e identificadas: TN (Índia), Tahi-

53 (Tailândia), NHDP63, (Estados Unidos) e Br4923 (Brasil) (SINGH; 

COLE, 2012). Estas apresentam 99.995% de similaridade genética, sendo 

que a diferença de 0.005% resulta de polimorfismos genéticos como os 

polimorfismos de base única (SNPs) e pequenas regiões de inserção e 

deleção (MONOT et al., 2009; SINGH; COLE, 2012), revelando a baixa 

variabilidade genética do M. leprae.  

  

 

1.3. PATOGENIA DA HANSENÍASE 

Apesar das vias de transmissão da hanseníase ainda não serem 

bem esclarecidas, acredita-se que ocorra por meio do contato íntimo e 

prolongado de pessoas suscetíveis com pacientes com altas cargas 

bacilares do M. leprae, principalmente através de gotículas de aerossóis 

liberadas em tosses e espirros, mas também não se exclui a transmissão 

pelo contato direto (Revisto por PLOEMACHER et al., 2020) com a pele 
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ulcerada de pessoas acometidas pela infecção (JOB et al., 2008). Observa-

se também a presença de bacilos em secreções produzidas pelo corpo 

humano infectado como suor, urina, fezes, fluidos genitais, entre outros, 

mas essas não são consideradas fontes relevantes de transmissão 

(YAWALKAR, 2009).  

Em territórios americanos, como no sul dos Estados Unidos, o tatu 

de nove bandas da espécie Dasypus novemcinctus tem sido apontado 

como reservatório natural do agente causador da hanseníase (Revisto por 

PLOEMACHER et al., 2020). Estudos anteriores demonstraram que as 

cepas provenientes de tatus selvagens e pacientes hansenianos eram 

iguais (TRUMAN; FINE, 2010; TRUMAN et al., 2011) e questiona-se a 

possível ocorrência da transmissão por essa via zoonótica. Em ilhas 

britânicas, o DNA do M. leprae também foi detectado em lesões exibidas 

por esquilos vermelhos (Sciurus vulgaris) o que não era esperado uma vez 

que a hanseníase foi erradicada no Reino Unido e é considerada uma 

doença humana, exceto pela sua ocorrência em tatus (AVANZI et al., 

2016). Ainda que os humanos sejam considerados o principal reservatório 

do M. leprae, recentemente foi observado a presença de lesões 

semelhantes àquelas causadas pela hanseníase em duas populações de 

chimpanzés selvagens da espécie Pan troglodytes verus na Guinea-Bissau 

africana. Interessante ressaltar que, ao observar esses animais ao longo do 

tempo, eles revelaram a progressão dos sintomas clínicos compatível com 

o que é observado na hanseníase humana (HOCKINGS et al., 2021). 

Porém, apesar do M. leprae ter sido isolado desses animais, vale ressaltar 

que esses registros foram identificados em países que exibem poucos 

casos de hanseníase e, portanto, não são fontes consideradas relevantes 

na manutenção da cadeia de transmissão e endemia da doença.  

Reservatórios ambientais como água, solo, vegetais, entre outros 

também são questionados como fonte desse microrganismo (TRUMAN; 

FINE, 2010). Contudo, para que o papel como reservatório seja confirmado 
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é necessária a comprovação da multiplicação bacilar, o que não parece ser 

viável dada a dependência do bacilo pelo meio intracelular (COLE et al., 

2001). Assim, parece mais plausível que esses ambientes representem 

uma ocorrência acidental do bacilo devido a sua eliminação por pacientes 

com altas cargas bacilares, que disseminam elevadas quantidades dessas 

bactérias no ambiente, as quais podem permanecer viáveis por algum 

tempo, mas sem a capacidade de se multiplicar (DESIKAN; SREEVATSA, 

1995). Com isso, o modo de transmissão é definido pelo contato íntimo e 

prolongado principalmente entre pessoas que compartilham a mesma 

residência (BAKKER et al., 2006) e por isso os contatos domiciliares de 

pacientes hansenianos são considerados o maior grupo de risco da doença.  

Além do ambiente compartilhado, outros fatores estão associados 

com o desenvolvimento clínico da hanseníase pelos contatos como 

características genéticas que tornam o hospedeiro predisposto à infecção 

pelo M. leprae (MIRA et al., 2004). Na hanseníase, estima-se que a minoria 

da população (aproximadamente 5%) exposta ao M. leprae é infectada 

efetivamente e 20% desses indivíduos exibem os sintomas clínicos da 

infecção (NUNZI; MASSONE, 2012). Estudos genéticos de associação 

como Genome-wide association studies - GWASs e de genes candidatos 

(Candidate gene association studies – CGASs) têm confirmado que o 

background genético do hospedeiro exerce grande influência na 

determinação da hanseníase ao contrário do M. leprae (Revisto por 

PREVEDELLO; MIRA, 2007) que é caracterizado por sua baixa diversidade 

genética (MONOT et al., 2009).  

Após a entrada do bacilo no organismo e a evolução para os 

sintomas clínicos da infecção, as manifestações da hanseníase se 

apresentam de forma espectral como reflexo da resposta imunológica 

desenvolvida pelo hospedeiro frente ao M. leprae. Uma vez que este 

patógeno se encontra no organismo, tende a se alojar em células de 

Schwann dos nervos periféricos bem como em macrófagos dermais 
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resultando em diferentes fenótipos clínicos (SCOLLARD et al., 2006). Com 

isso, Ridley e Jopling (1966) propuseram um sistema de classificação para 

a hanseníase baseada em achados clínicos, histopatológicos, imunológicos 

e baciloscópicos que contempla dois polos estáveis e três formas 

intermediárias instáveis.  

O polo de resistência à doença agrupa os pacientes com a forma 

tuberculoide-tuberculoide (TT) que apresentam alto grau de imunidade 

mediada por células, reações de hipersensibilidade tardia e teste cutâneo 

positivo ao antígeno bacilar (reação de Mitsuda). As lesões são 

caracterizadas por máculas hipocrômicas consideravelmente grandes na 

pele com bordas bem definidas que podem ser infiltradas e espessadas. 

Essas lesões são isoladas e podem se apresentar com baixa sensibilidade, 

ou até perda total da sensibilidade, resultante do dano neural na região da 

pele afetada, e estão associadas com o acometimento sensorial e motor 

dos pacientes (Revisto por REIBEL et al., 2015). A histopatologia revela 

reação granulomatosa acentuada onde raramente são encontrados bacilos, 

(SCOLLARD et al., 2006). A intensa resposta imune celular presente exibe 

um perfil T helper tipo 1 (Th1) com produção das citocinas interleucina(IL)- 

2 (IL-2), fator de necrose tumoral (TNF) e interferon gama (IFN-); e resulta 

na contenção da multiplicação do M. leprae (YAMAMURA et al., 1991; 

SIELING; MODLIN, 1994; SCOLLARD et al., 2006; MENDONÇA et al., 

2008). 

O outro polo é representado pelos pacientes virchowiano-

virchowianos (VV) ou lepromatoso-lepromatosos (LL) que são 

caracterizados pela ausência da imunidade celular e apresentam a forma 

disseminada da doença. Inicialmente, aparecem pequenas máculas 

hipocrômicas com bordas indistintas que, se não tratadas, formam pápulas 

ou nódulos avermelhados que se distribuem na superfície cutânea de todo 

o corpo e contém número elevado de bacilos (SCOLLARD et al., 2006; 

revisto por REIBEL et al., 2015). Essas lesões são simétricas e distribuem-
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se de modo bilateral, sendo mais frequentes no rosto, lóbulos das orelhas, 

dedos das mãos e dos pés (Revisto por REIBEL et al., 2015). O 

acometimento dos nervos é intenso e, histopatologicamente, notam-se 

inúmeros macrófagos contendo em seu interior grande quantidade de 

bacilos e lipídeos que conferem um aspecto espumoso a essas células, as 

quais são denominadas células de Virchow (SCOLLARD et al., 2006; 

MISCH et al., 2010). A produção das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 resulta em 

intensa resposta imune humoral e inibição da atividade microbicida de 

macrófagos (YAMAMURA et al., 1991; SIELING; MODLIN, 1994; 

SCOLLARD et al., 2006; MENDONÇA et al., 2008).  

A hanseníase borderline ou dimorfa é definida por características de 

transição imunológica entre os polos tuberculoide e virchowiano e inclui as 

formas clínicas dimorfa-tuberculoide (DT) ou borderline-tuberculoid (BT); 

dimorfa-dimorfa (DD) ou borderline-borderline (BB) e dimorfa-virchowiana 

(DV) ou borderline-lepromatosa (BL). Os pacientes DT possuem lesões 

com perfil histopatológico semelhante aos pacientes TT porém são mais 

numerosas e representadas por máculas periféricas distribuídas 

assimetricamente ou infiltração da pele. É possível observar pequenas 

lesões localizadas próximo das lesões maiores (BOURÉE & CASALARDE, 

2012). Diferente dos TT, os pacientes DT podem possuir baciloscopia 

positiva (RIDLEY; JOPLING, 1966) contudo, o perfil de citocinas é 

predominantemente Th1, semelhante ao polo TT (VENTURINI et al., 2011). 

Os DD são caracterizados pela presença de placas infiltradas de tamanhos 

variáveis com bordas internas bem definidas e bordas externas vagamente 

bem delimitadas e centro hipocrômico. Máculas, pápulas e nódulos são 

usualmente encontrados em combinação com lesões típicas avermelhadas 

e acobreadas que estão frequentemente distribuídas de modo simétrico 

com várias dimensões. A hanseníase DD é menos frequente e é 

considerada a parte mais instável do espectro uma vez que as 

características imunológicas variam rapidamente entre as formas polares 
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tuberculoide e virchowiana e apresenta um misto de citocinas de ambos os 

polos e baciloscopia positiva variando entre 2+ e 4+. O envolvimento neural 

é variável e mais grave durante episódios de reações do tipo 1 (Revisto por 

TALHARI; TALHARI; PENNA, 2015). Na forma dimorfa-virchowiana (DV) 

as lesões são numerosas, e os pacientes tendem a exibir máculas, placas, 

pápulas e nódulos, porém sem distribuição simétrica nas regiões afetadas 

e não demonstram características como ulcerações nasais, características 

de pacientes VV (RIDLEY; JOPLING, 1966). O perfil de citocinas, assim 

como observado nos pacientes LL, tende ao padrão Th2 (VENTURINI et 

al., 2011). 

Sobrepondo-se ao curso normal da doença, até 30% dos pacientes 

podem apresentar reações imunológicas agudas que são responsáveis por 

complicações da hanseníase e podem ocorrer antes ou durante o 

tratamento, e até mesmo após a alta por cura da hanseníase. A reação 

hansênica do tipo 1 é considerada uma reação de hipersensibilidade do tipo 

tardia, resultante de aumento abrupto de imunidade celular contra os 

antígenos do M. leprae e mostra características de transição para o polo 

tuberculoide. Afeta principalmente pacientes DT, DD e DV e clinicamente 

apresenta início súbito de edema urticariforme das lesões cutâneas e, 

frequentemente, está associada a neurites agudas e muito dolorosas com 

perda da função sensorial e motora (FISCHER, 2017). Por outro lado, a 

reação hansênica do tipo 2, conhecida como eritema nodoso hansênico, é 

ocasionada pela formação e deposição de complexos imunes com 

antígenos do bacilo que leva a vasculite e sintomas sistêmicos como 

glomerulonefrite, linfadenite, iridociclite e orquite. A ocorrência desse tipo 

de reação é observada nas formas clínicas onde o bacilo encontra-se em 

maior quantidade como DV e VV após o início do tratamento, e 

características como mialgia, artralgia e dor óssea são sintomas associados 

a essa reação (FISCHER, 2017).  
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Um esquema de classificação simplificado para a hanseníase foi 

criado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) a fim de facilitar o 

tratamento. Esse sistema organiza os pacientes em dois grupos, sendo 

considerados paucibacilares (PB) aqueles que apresentam até cinco lesões 

de pele e/ou até um tronco nervoso afetado com baciloscopia negativa e 

correspondem, em geral, às formas DT e TT. Já os multibacilares (MB) 

agrupam pacientes com mais de cinco lesões de pele ou pelo menos dois 

troncos nervosos acometidos somado a baciloscopia positiva e 

representam, predominantemente, às formas DD, DV e VV (WHO, 2012). 

O tratamento da hanseníase engloba uma combinação de antibióticos 

chamada de multidrogaterapia (MDT) ou poliquimioterapia (PQT) que é 

constituída de rifampicina, clofazimina e dapsona, e distribuída 

gratuitamente a população de países endêmicos desde 1995 (WHO, 2000).  

Embora durante muitos anos tenha sido proposto um tratamento 

diferente para pacientes MB e PB (FISHER, 2017), desde de 2021 todos os 

pacientes passaram a receber o chamado esquema único de tratamento 

para a hanseníase (MDT-U) composto pela administração supervisionada 

de rifampicina (600 mg), clofazemina (300 mg) e dapsona (100 mg) uma 

vez ao mês e o uso diário autoadministrado de clofazemina (50 mg) e 

dapsona (100 mg) (CONITEC, 2018). Os pacientes PB são tratados pelo 

período total de seis meses ou por seis doses mensais supervisionadas 

dentro de até 9 meses, enquanto pacientes MB devem receber doze doses 

de tratamento em um período máximo de 18 meses. Esse tratamento 

possibilita a cura da doença quando completado o número de doses 

orientadas pelo esquema terapêutico.  

Após a conclusão do tratamento, os pacientes devem ser 

submetidos a exames dermatológicos e neurológicos e avaliação do grau 

de incapacidade física para que recebam alta por cura. Nesse caso, o 

paciente não é mais considerado um caso de hanseníase mesmo que ainda 

apresente reações imunológicas como reação reversa ou eritema nodoso 
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hansênico que podem ocorrer mesmo após a cura da infecção (WHO, 

1994). Quando constatados sinais clínicos de doença ativa o paciente 

poderá ser submetido a um novo ciclo de tratamento. 

Em 2019, o Brasil apresentou o maior número de casos de recidiva 

e necessidade de retratamento de hanseníase da série histórica (WHO, 

2020). Com isso, vale ressaltar que mesmo após 5 anos da alta por cura o 

paciente pode voltar apresentar a doença ativa seja por reinfecção quando 

mantém contato com pessoas bacilíferas (não tratadas), resistência 

medicamentosa ou insuficiência do tratamento. Por isso, o 

acompanhamento dos pacientes é necessário para o diagnóstico e manejo 

das reações, neurites e sequelas da hanseníase, e, além disso, também é 

importante monitorar os contatos para evitar novas infecções. A resistência 

medicamentosa pelo M. leprae tem sido cada vez mais relatada com o 

surgimento de cepas multirresistentes para dapsona, rifampicina e 

ofloxacina que são atribuídas às mutações que ocorrem em regiões gênicas 

determinantes (DRDR) dos genes folP1, rpoB e gyrA, respectivamente 

(BENJAK et al., 2018). 

 

1.4. RESPOSTA IMUNE NA HANSENÍASE 

A imunidade inata na hanseníase é representada principalmente 

pela atuação de macrófagos e células dendríticas (DCs). Os macrófagos 

são derivados de monócitos do sangue periférico que se deslocam até as 

áreas teciduais infectadas, e de acordo com seu perfil atuam na eliminação 

dos microrganismos ou no reparo do tecido injuriado (MONTOYA; MODLIN, 

2010). O fenótipo M1 é ativado classicamente por IFN- e TNF e assume 

um papel inflamatório e microbicida, contribuindo para eliminação dos 

bacilos. O fenótipo anti-inflamatório M2 é influenciado pela IL-4 e é mais 

importante para o reparo tecidual do que para eliminação patogênica uma 

vez que leva a secreção de componentes da matriz extracelular (MOSSER; 

EDWARDS, 2008). Essas células secretam IL-10 e inibem a ativação de 
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macrófagos fagocíticos e com funções microbicidas que auxiliam na 

eliminação do patógeno, e assim impedem que o perfil Th1 se desenvolva 

e contribuem para manutenção de perfil de resposta Th2 através da 

secreção de imunossupressores como a prostaglandina E2 (Revisto por 

DEGANG et al., 2014).  

Os pacientes tuberculóides apresentam macrófagos epitelióides com 

fenótipo M1 identificados pela expressão de CD68 e ausência de CD163, 

enquanto macrófagos do perfil M2 (CD68+CD163+) são detectados em 

granulomas do polo VV (FACHIN ET AL., 2017). Isso significa que os 

macrófagos microbicidas e secretores de citocinas inflamatórias 

predominam no polo de resistência a multiplicação bacilar, em contrapartida 

os macrófagos que atuam na regeneração tecidual estão relacionados com 

o polo da doença disseminada pois não contribuem para eliminação do 

agente etiológico da doença. Ffoi observado que células endoteliais não 

estimuladas podem ativar a diferenciação de macrófagos M2 ao contrário 

das células endoteliais ativadas com IFN- que levaram a diferenciação do 

perfil M1 dependente de Jagged-1 (JAG-1) (KIBBIE et al., 2016). Isso 

mostra que a ausência de estímulos dados pelo M. leprae, como a falta da 

habilidade de induzir a secreção de IFN-, possibilita a ocorrência de 

macrófagos M2 que secretam citocinas anti-inflamatórias e resulta na 

doença disseminada.  

Acredita-se que a internalização do M. leprae pelos macrófagos 

ocorre através dos receptores do tipo lectina-C como CD209 e receptores 

de manose (SCHLESINGER, 1993) e, depois de internalizado, o bacilo é 

capaz de se evadir dos mecanismos microbicidas do macrófago de diversas 

formas, entre elas impedindo a fusão do fagossomo com o lisossomo 

(FREHEL; RASTOGI, 1987). A formação do fagolisossomo é essencial para 

liberação das enzimas digestivas, bem como as espécies reativas de 

oxigênio (ROS) e nitrogênio (NO), e sua inibição contribui para a 

sobrevivência do M. leprae no meio intracelular onde o bacilo passa a se 
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multiplicar. Além disso, o M. leprae pode induzir a produção de citocinas 

inibitórias e, como um mecanismo de escape, levar a supressão da 

resposta imune do hospedeiro contra ele (SINSIMER et al., 2010).  

Assim como os macrófagos, as DCs atuam na primeira linha de 

defesa contra patógenos reconhecendo padrões moleculares associados à 

patógenos (PAMPs) por meio de receptores específicos. Essas células têm 

origem na medula óssea e migram para tecidos como pele, fígado e 

intestino, e vão realizar um papel de vigilância imunológica. O 

reconhecimento e internalização de antígenos oriundos de patógenos pelas 

DCs ainda imaturas (iDCs) induz sua migração e maturação tornando-as 

aptas para a apresentação de antígenos para linfócitos (LFs) T nos 

linfonodos regionais através das moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) definido como HLA (Human Leucocyte 

Antigen) nos humanos. Além disso, as DCs passam a produzir citocinas e 

expressar moléculas coestimulatórias que contribuem como sinais para a 

ativação dos LFs TCD4+ virgens (STEINMAN; YOUNG, 1991; MERAD; 

MANZ, 2009). O reconhecimento antigênico pelos LFs T virgens e sua 

interação com DCs ativadas desencadeiam as respostas imunes 

específicas na quais esses LFs ativados produzem citocinas, que levam à 

expansão de clones antígeno-específicos e promovem a diferenciação de 

LFs T efetores e de memória. De acordo com o perfil de expressão de 

moléculas co-estimulatórias e citocinas produzidas pelas DCs diferentes 

tipos de resposta imune podem ser ativados (KALINSKI, 1999).  

As DCs podem ser caracterizadas em subpopulações em função da 

localização e expressão de moléculas em sua superfície. As células de 

Langerhans (LCs) são residentes da epiderme e expressam moléculas 

apresentadoras de lipídeos CD1a e CD207 (Langerina) e são mais 

abundantes em lesões tuberculoides (HIRAI et al., 2016). O aumento no 

número de LCs foi observado em reações do tipo 1 e tipo 2 e sugere 
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participação nas reações inflamatórias agudas que podem ocorrer na 

hanseníase (Revisto por MI et al., 2020).  

Outras subpopulações de DCs incluem as chamadas plasmocitoides 

(pDCs) que expressam CD123 e dendrócitos dermais (DDs) caracterizados 

pela presença do marcador FXIIIa. Semelhante as LC, são mais numerosos 

em lesões tuberculoides em comparação com lesões virchowianas (HIRAI 

et al., 2016). Sendo assim, a atuação dessas células pode contribuir com a 

predominância da resposta imune celular encontrada no polo de resistência 

a doença devido ao seu papel de captura e apresentação antigênica nos 

linfonodos regionais bem como ativação dos LFs (revisto por Mi et al., 

2020). Alguns subgrupos de DCs, juntamente com macrófagos, expressam 

em sua superfície um receptor de lectina do tipo C chamado DC-SIGN que 

funciona como receptor de entrada para patógenos (ZHANG, ZEN e ZUO, 

2014), e ao contrário do que foi visto para LCs e pDCs, a sua detecção foi 

maior nas lesões de pacientes virchowianos (KRUTZIK et al., 2005; 

SOILLEUX et al., 2006). Além disso, as DCs que expressam DC-SIGN 

mostraram funções imunossupressoras relacionadas a secreção da IL-10 

(KUMAR et al., 2013). Assim, já que a resposta imune adquirida se 

desenvolve em resposta ao estímulo dado primeiramente pelas DCs, o 

conjunto de moléculas expressas bem como citocinas que são secretadas 

nesse microambiente de ativação é determinante para o curso da resposta 

imunológica no hospedeiro.  

Durante o processo de ativação dos LFs TCD4+ virgens, a produção 

de interleucina 12 (IL-12) pelas DCs induz a diferenciação da subpopulação 

Th1 que resulta na secreção de IL-2 responsável pela expansão clonal 

desses LFs bem como na secreção de IFN- que por sua vez promove a 

ativação clássica dos macrófagos, tornando-os microbicidas. Na ausência 

da IL-12 e presença da IL-4 há desenvolvimento de um perfil antagônico de 

resposta com indução da subpopulação Th2 caracterizada pela produção 

de IL-4 e IL-10 que tem como resultado uma resposta predominantemente 
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humoral baseada na secreção de altos níveis de anticorpos e inibição da 

atividade microbicida de macrófagos (LIPSCOMB; MASTEN, 2002). Além 

desses dois perfis, as DCs também exercem influência na diferenciação de 

outras subpopulações de LFs T induzindo respostas Th17 pela secreção de 

TGF-β (fator de crescimento e transformação beta), IL-6 (interleucina 6), IL-

1 (interleucina 1) (HUANG; WANG; CHI, 2012). Deste modo, as DCs 

possuem habilidade crucial para o direcionamento do perfil de resposta que 

se desenvolverá a partir do contato com o patógeno. Já que o M. leprae 

possui baixa variabilidade genética, considera-se que o principal fator de 

susceptibilidade ou resistência a hanseníase é determinado pela resposta 

imunológica desenvolvida pelo hospedeiro frente à infecção. 

Na hanseníase, observa-se que as moléculas do MHC bem como 

moléculas coestimulatórias se encontram alteradas na presença de              

M. leprae. A infecção de DCs derivadas de indivíduos saudáveis pelo BCG 

leva ao aumento na expressão de MHC I e II e CD86 e proliferação de LFs 

T, enquanto o M. leprae promove diminuição da expressão do MHC I e II e 

não induz aumento significativo da expressão da molécula CD86, sendo 

necessárias altas doses do bacilo para estimular a produção de IFN- por 

LFs T (HASHIMOTO et al., 2002). Foi visto também que DCs derivadas de 

indivíduos saudáveis infectadas com M. leprae não foram capazes de 

estimular a proliferação de LFs T comparado ao BCG e M. tuberculosis, e 

as culturas estimuladas por M. leprae apresentaram maiores níveis de 

citocinas do perfil Th2 do que as outras micobactérias (MURRAY et al., 

2006). DCs derivadas de monócitos de indivíduos saudáveis e pacientes 

com hanseníase, independente da forma clínica, apresentaram aumento na 

expressão de moléculas coestimulatórias como CD40, CD80, CD86 e HLA-

DR quando estimuladas com antígeno sonicado do M. leprae. Porém, não 

foi observada a expressão do marcador mais importante de maturação de 

DCs, a molécula CD83 (BRAGA et al., 2015). Somado a isso, pacientes 

virchowianos, mostram baixa produção de IL-12p70, a forma bioativa da IL-
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12, o pode estar diretamente relacionado com a incapacidade destes 

indivíduos em produzirem uma resposta Th1 eficiente contra o bacilo (Braga 

et al., 2015). Em lesões dos pacientes observa-se a predominância de IL-

12 no polo tuberculoide, o que contribui para manutenção da população 

Th1, ao contrário da forma virchowiana (SIELING; MODLIN, 1994). Ao 

considerar que a produção de IL-12 pelas DCs depende da interação de 

sua molécula coestimulatória CD40 com o ligante de CD40 (CD40L) 

presente na superfície dos LFs, esses componentes foram mais detectados 

nas lesões tuberculoides do que nas virchowianas (YAMAUCHI et al., 

2000). Esse contexto leva a considerar que o M. leprae é um fraco indutor 

da maturação de DCs e isso interfere na indução da imunidade adquirida.  

O modelo Th1/Th2 descrito na década de 1980 (MOSMANN et al., 

1986) caracterizou duas subpopulações de LFs T responsáveis pela 

produção de diferentes perfis de citocinas com funções antagônicas e 

mutuamente excludentes. Os LFs Th1 produzem IL-2, IFN- e TNF que 

ativam a imunidade mediada por células e a sua diferenciação é estimulada 

pela citocina IL-12 e pelo próprio IFN- e mediada pelo fator de transcrição 

T-bet (T box expressed in T cells) (STEINMAN, 2007). A produção das 

citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 caracteriza a subpopulação Th2 que ativa 

produção de anticorpos não-opsonizantes e resposta contra-helmintos, 

sendo esse perfil diferenciado sob influência da IL-4 com a participação do 

fator de transcrição GATA-3 (GATA Binding Protein 3) (STEINMAN, 2007).  

Na hanseníase, o polo tuberculoide exibe predomínio de citocinas do 

perfil Th1 como IFN-, TNF e IL-2 que favorece apresentação de antígenos 

pelo aumento da expressão de MHC II e induz a secreção de reativos 

intermediários do oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO) pelos macrófagos 

elevando seu poder microbicida e assim restringe a multiplicação bacilar 

(MODLIN, 1994). Por outro lado, os virchowianos exibem abundância de 

citocinas Th2 como IL-4, IL-5 e IL-10, e a produção elevada de IL-4 induz a 

secreção de altos níveis de anticorpos e inibe a atividade microbicida de 
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macrófagos e a diferenciação de LFs Th1 (MODLIN, 1994), contexto que 

favorece a multiplicação do M. leprae.  

As características do perfil Th1 e Th2 nos polos tuberculoides e 

virchowianos (YAMAMURA et al., 1991; MOURA et al., 2007) encontram-

se bem caracterizadas na literatura, porém não ocorrem de forma absoluta. 

Foi relatado que o estímulo de células mononucleares de sangue periférico 

com o bacilo resultou em perfil misto de citocinas com produção 

concomitante de IFN- e IL-4 em metade dos pacientes (MISRA et al., 

1995), independente da forma clínica. Um estudo com clones isolados do 

sangue relatou que os pacientes virchowianos algumas vezes produzem 

níveis significantes de IFN- mas não de IL-4 e IL-6 frente ao M. leprae 

(MUTIS et al., 1993). De modo semelhante, foi observada a 

heterogeneidade na produção de citocinas, sem correlação direta com as 

formas clínicas da doença em clones isolados de lesões de pele e do 

sangue (HOWE et al., 1995) e foram detectados clones com perfil Th0, Th1 

e Th2 em pacientes com hanseníase DT e DV (VERHAGEN et al., 1998). 

Em conjunto, esses estudos sugerem que a resposta imune na hanseníase 

é complexa e deve envolver outros elementos além dos tradicionais perfis 

Th1 e Th2. Após alguns anos da descrição do paradigma Th1/Th2 outros 

perfis de LFs têm sido relatados como T regulatórios (Treg), Th9, Th17 e 

Th22 e sua importância na patogênese de doenças infecciosas é alvo de 

estudos atuais, o que pode contribuir para que estratégias terapêuticas 

mais assertivas sejam desenvolvidas.  

Os LFs Treg constituem uma população heterogênea que modula as 

respostas imunes promovendo a tolerância periférica contra antígenos 

próprios e evitando a exacerbação de respostas contra patógenos, mas 

pode suprimir respostas efetivas contra agentes infecciosos, facilitando sua 

permanência no hospedeiro (BOER, JOOSTEN, & OTTENHOFF, 2015). Os 

LFs Treg podem se diferenciar na periferia a partir de LFs T CD4+ por 

influência do TGF-β, e tem como principais características a produção de 
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IL-10 e do próprio TGF-β e a expressão do fator de transcrição FoxP3 

(Forkhead box protein P3) (SEHRAWAT; ROUSE, 2011). A ocorrência de 

células supressoras antígeno específicas na hanseníase é descrita há 

muito tempo, e parece estar associada com a forma disseminada da doença 

representada pelos pacientes virchowianos (PALERMO et al., 2012; 

QUARESMA et al., 2014; BOBOSHA et al., 2014). 

A subpopulação Th17 foi descrita mais recentemente, diferencia-se 

por influência de TGF-β, IL-6, IL-1β e IL-23 e tem como fator de transcrição 

RORγt (Retinoic acid-related orphan receptor gamma t) (VOLPE et al., 

2008; TERHUNE; BERK; CZERNIECKI, 2013). A citocina chave desse 

perfil é a IL-17A que estimula a expressão de mediadores inflamatórios em 

macrófagos e células endoteliais. Além disso, outras citocinas tais como IL-

17F, IL-22, IL-26 e IL-8 são produzidas por esses LFs e contribuem para 

suas funções efetoras (AKDIS et al., 2012). Essa resposta parece ter um 

papel importante na defesa contra vários patógenos, em especial nas 

mucosas, além de participar de processos auto-imunes como a esclerose 

múltipla (MURANSKI; RESTIFO, 2013). Os níveis de IL-17 estão 

diminuídos em pacientes com hanseníase (ATTIA et al., 2014) em especial 

na forma virchowiana (SAINI, RAMESH & NATH, 2013; SAINI, RAMESH & 

NATH, 2014; DE ALMEIDA-NETO et al., 2014), mas se mostraram 

aumentados na reação de eritema nodoso hansênico (MARTINIUK et al., 

2012), o que sugere um papel da IL-17 na resposta contra o bacilo. A 

vacinação com BCG aumenta a produção de IL-17 em pacientes com 

hanseníase independente da forma clínica, e reforça a participação desta 

citocina na resposta contra as micobactérias (ZENHA et al., 2012). 

Outra população descrita recentemente é a Th9, cuja diferenciação 

depende de IL-4 e TGF-β e envolve o fator de transcrição PU.1 (Purine Rich 

Box-1). Esses LFs que produzem grandes quantidades de IL-9 e IL-21 e 

estimulam a produção de anticorpos, embora possuam características 

similares a subpopulação Th2 não produzem IL-4, IL-5 e IL-13 (AZIZI et al., 
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2015). O papel de LFs Th9 na hanseníase ainda não foi estabelecido. Um 

estudo in vitro mostra que a IL-9, em conjunto com IFN-, está envolvida na 

geração de LFs T citotóxicos induzidos pelo M. leprae (FINIASZ ET AL., 

2006). Análises de imuno-histoquímica revelaram a detecção de IL-9 

significantemente maior do que IL-4 e TGF-β em lesões do polo 

tuberculoide e uma tendência de correlação negativa entre a IL-9 e IL-4 e 

TGF-β o que sugere funções antagônicas desses componentes (DE 

SOUSA et al., 2016).  

Os LFs Th22 expressam o fator de transcrição Ahr (Aryl hydrocarbon 

receptors) e são caracterizadas pela produção de IL-22, IL-13, TNF e Fator 

de Crescimento de Fibroblastos (FGF- β) (revisto por QUARESMA, 2019). 

Essas células se diferenciam em presença de TNF e IL-6 e atuam nas 

barreiras epiteliais contribuindo para a cicatrização e ativando a resposta 

imune inata (AZIZI et al., 2015). Em lesões de pele da hanseníase, a 

citocina IL-22 parece ser mais abundante em pacientes com a forma 

virchowiana (DE LIMA SILVEIRA et al., 2015). Entretanto, in vitro, foi 

observado que a produção de IL-22 é maior em controles do que em 

pacientes com hanseníase, e dentre os pacientes, aqueles com a forma 

virchowiana produzem menos IL-22. Por outro lado, durante a resposta 

antibacteriana, a IL-22 mostrou interferência no processo de maturação do 

fagolisossomo e inibiu a capacidade lítica de macrófagos frente a infecção 

pelo M. tuberculosis. Curiosamente, foi sugerido que o aumento da 

participação dessa citocina na hanseníase virchowiana parece ter um papel 

potencializador da atividade lítica dos macrófagos, na possível tentativa de 

reverter a susceptibilidade desta forma clínica da infecção (DE SOUSA; 

SOTTO; SIMÕES QUARESMA, 2017). Além da IL-22, a secreção de IL-13 

que também ocorre pelos LFs Th22, induz resposta imune humoral inefetiva 

para eliminação de patógenos intracelulares como o M. leprae o que facilita 

a doença disseminada (DE SOUSA; SOTTO; SIMÕES QUARESMA, 2017).  
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Portanto, a atuação da resposta imune na hanseníase é complexa e 

não está limitada somente ao paradigma Th1/Th2 e é possível que haja a 

participação de outras subpopulações de LFs T que foram mais 

recentemente descritas. Evidências crescentes têm suportado a ideia de 

que as primeiras etapas da interação patógeno-hospedeiro influenciam 

diretamente na resistência ou suscetibilidade à hanseníase, bem como no 

espectro de manifestações clínicas que podem ocorrer. Tendo em vista que 

a resposta imune do hospedeiro é preponderante para o estabelecimento e 

apresentação clínica da doença, urge a necessidade do melhor 

entendimento da imunologia da hanseníase, principalmente no que tange a 

interação entre a imunidade inata e a adquirida e o desenvolvimento de 

diferentes perfis de respostas. A compreensão desses mecanismos pode 

contribuir para a identificação de indivíduos susceptíveis entre os contatos 

de pacientes multibacilares, que são a principal população de risco para o 

desenvolvimento da doença, favorecendo o diagnóstico precoce o que 

previne a ocorrência de incapacidades. Além disso, pode abrir novos 

horizontes para o desenvolvimento de vacinas capazes de estimular o 

desenvolvimento de imunidade protetora nos indivíduos de maior risco. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

O presente estudo teve como objetivo avaliar a interação entre DCs e 

LFs de pacientes com hanseníase no desencadeamento da resposta imune 

específica. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

A partir da diferenciação de DCs de pacientes com formas polares da 

hanseníase in vitro e estímulo com M. leprae viável, os objetivos desse 

estudo foram avaliar sua capacidade de estimular a proliferação e 

diferenciação de LFs autólogos. Especificamente foram considerados: 

- Expressão de marcadores de diferenciação e maturação de DCs 

(CD1c, CD11c, CD40, CD80, CD83, CD86, MHC I, MHC II e CCR7).  

- Produção de citocinas pró e anti-inflamatórias por DCs (IL-1β, IL-6, 

IL-10, TNF, IL-12p40, IL-4, IL-23 e TGF-β).  

- Proliferação de LFs CD4+ autólogos induzida por DCs. 

- Produção de citocinas características dos perfis Th1, Th2, Th17, Th9, 

Th22 e Treg em co-culturas de LFs autólogos e DCs. 
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RESUMO 

A hanseníase, causada pelo Mycobacterium leprae, ainda figura como 

importante problema de saúde pública no Brasil devido ao elevado número 

de novos casos e incapacidades físicas decorrentes. Uma vez que o bacilo 

possui baixa variabilidade genética, as diferentes manifestações clínicas da 

hanseníase resultam da resposta imune ao bacilo. As células dendríticas 

(DCs) tem um papel crucial na ativação e direcionamento da resposta 

imune específica, com isso torna-se necessária a compreensão do seu 

papel na hanseníase. O objetivo do estudo foi avaliar o perfil de DCs 

infectadas por M. leprae viável bem como sua capacidade de ativar LFs T 

autólogos em pacientes com hanseníase. DCs foram diferenciadas a partir 

de monócitos do sangue periférico de pacientes (tuberculoides e 

virchowianos) e controles saudáveis, estimuladas com M. leprae vivo e co-

cultivadas com LFs autólogos. O M. leprae não induziu maturação de DCs, 

que mostraram níveis de moléculas coestimulatórias semelhantes às DCs 

imaturas e baixa produção de citocinas pró-inflamatórias, além de fraca 

capacidade de induzir linfoproliferação, independente da forma clínica da 

hanseníase. DCs de pacientes virchowianos estimuladas com o bacilo 

apresentaram níveis maiores de IL-10 e baixa produção de IL-12p70 em 

comparação com controles saudáveis. Além disso quando essas DCs foram 

cultivadas com LFs autólogos houve menor produção de IL-2, e menos LFs 

expressando IFN- e IL-17. Pacientes tuberculoides apresentam um perfil 

de ativação intermediário entre controles saudáveis e pacientes 

virchowianos. Em conjunto, nossos dados sugerem que embora o M. leprae 

seja um fraco ativador das DCs, o perfil de LFs ativados in vitro apresenta 

diferenças de acordo com a forma clínica da hanseníase. 

 

Palavras-chave: hanseníase, Mycobacterium leprae, células dendríticas  
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3.1. INTRODUÇÃO 

A hanseníase é uma doença negligenciada que continua sendo um 

problema de saúde pública, tendo mais de 200.000 novos casos detectados 

a cada ano no mundo (WHO, 2020). Embora a prevalência tenha diminuído 

após o estabelecimento da poliquimioterapia, o Brasil registrou mais de 

27.000 novos casos em 2019 e é classificado como o segundo país com 

maior número de novos casos em todo o mundo (WHO, 2020). A doença 

afeta os nervos periféricos e a pele e, na ausência de tratamento precoce, 

resulta em incapacidades físicas que afetam a qualidade de vida dos 

pacientes (WHO, 2020).  

A maioria dos indivíduos é naturalmente resistente à infecção pelo 

Mycobacterium leprae. Mas, por razões desconhecidas, relacionadas ao 

background genético e fatores ambientais, algumas pessoas desenvolvem 

a hanseníase (Fava et al., 2020; Cardoso et al., 2011) com diferentes 

manifestações clínicas que estão relacionadas à resposta imune contra o 

bacilo que apresenta baixa variabilidade genética e virulência (Cole et al., 

2001).  Os pacientes com hanseníase apresentam um padrão dicotômico 

da resposta imune específica que está bem descrito: pacientes 

tuberculóides apresentam resposta imune mediada por células 

predominante, resultando em doença localizada, enquanto pacientes 

virchowianos demonstram imunidade humoral e lesões disseminadas 

(Scollard, 2006). Embora características dos padrões clássicos Th1 e Th2 

possam ser observadas no espectro da hanseníase, a ocorrência desses 

perfis não parece ser exclusiva. Misra et al. (1995) relataram que a 

estimulação de células mononucleares de pacientes com hanseníase com 

antígenos do M. leprae resultou na secreção concomitante de IFN- e IL-4. 

Além disso, os clones de LFs T isolados do sangue de pacientes 

virchowianos produziram níveis significativos de IFN- enquanto IL-4 ou IL-

6 não foram detectados em resposta ao M. leprae (Mutis et al., 1993). 

Assim, parece que a resposta imune à hanseníase é mais complexa 



39 
 

envolvendo outros elementos além dos perfis Th1 e Th2 tradicionais e a 

possível participação de subpopulações de LFs T mais recentemente 

descritas, como Treg, Th22, Th17 e Th9 não é totalmente caracterizada 

(Quaresma et al., 2014; Aarão et al., 2015; Silveira et al. 2015; Souza et al. 

2017).  

Evidências crescentes apoiam a ideia de que os primeiros passos na 

interação patógeno-hospedeiro são cruciais para determinar a resistência 

ou suscetibilidade à hanseníase assim como seu espectro clínico (Braga et 

al., 2015; De Toledo-Pinto et al., 2016; Pinheiro et al., 2018; Montoya & 

Modlin, 2010). Assim, é essencial ter o conhecimento de como essa 

interação contribui para o desencadeamento da resposta imune específica. 

O entendimento da ativação de células dendríticas (DCs) é um ponto chave 

que pode esclarecer como ocorre à polarização da resposta imune contra 

o M. leprae.  

As DCs são responsáveis pelo reconhecimento, processamento e 

apresentação de antígenos aos LFs T CD4+, direcionando sua ativação e 

diferenciação de acordo com a produção de citocinas e expressão de 

moléculas coestimulatórias (Palucka & Banchereau 1999, Steinman & 

Hemmi 2006). Em estudo anterior, nosso grupo observou que DCs 

derivadas de monócitos de pacientes virchowianos estimulados com 

antígeno sonicado de M. leprae mostraram baixa produção de IL-12p70, 

uma citocina crucial para o desenvolvimento do perfil Th1, em paralelo com 

baixos níveis de expressão de CD80, uma molécula coestimuladora 

envolvida na ativação de LFs T (Braga et al., 2015). Além disso, outros 

estudos apontam o M. leprae como um ativador fraco de DCs de indivíduos 

saudáveis (Hashimoto et al., 2002; Murray et al., 2007). Assim, este estudo 

avaliou como o bacilo vivo interfere no fenótipo das DCs de pacientes com 

hanseníase e em sua capacidade de ativar LFs. 
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3.2. MÉTODOS 

 

3.2.1. Casuística e aspectos éticos 

Pacientes com hanseníase previamente tratados e curados há pelo 

menos um ano e livres de reações hansênicas foram selecionados no 

ambulatório do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), Bauru, estado de São 

Paulo, Brasil. O diagnóstico prévio de hanseníase foi confirmado por 

achados clínicos, histopatológicos e baciloscópicos e os pacientes foram 

classificados de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (1966). 

Pacientes tuberculoide-tuberculoide (TT) e dimorfo-tuberculoide (DT) foram 

agrupados como pacientes tuberculóides, enquanto os pacientes 

virchowianos incluíram as formas virchowiana-virchoviana (VV) e dimorfo-

virchowiana (DV) da hanseníase. Pacientes com diagnóstico de hanseníase 

indeterminada ou dimorfo-dimorfos não foram incluídos neste estudo. 

Indivíduos saudáveis na mesma faixa etária dos pacientes que trabalhavam 

no ILSL há pelo menos 5 anos, para garantir exposição prévia ao bacilo, 

foram selecionados como grupo controle. Um total de 29 indivíduos foram 

incluídos no estudo: 10 pacientes da faixa virchowiana (5 VV e 5 DV); 8 

pacientes da faixa tuberculoide (6 TT e 2 DT) e 11 controles saudáveis (CS). 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do ILSL 

(50529915.4.0000.5475) e segue os conceitos recomendados pela 

Declaração de Helsinki de 1975, revisada em 1983. O Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todos os indivíduos 

participantes do estudo. 

 

3.2.2. Purificação dos monócitos e LFs. 

Aproximadamente 60ml de sangue total foram coletados em tubo 

contendo anticoagulante por punção venosa. As células mononucleares do 

sangue periférico (PBMCs) foram purificadas usando um gradiente de 

densidade (Histopaque 1077, Sigma Co., St. Louis, Mo) e, em seguida, os 
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monócitos foram isolados por seleção positiva empregando microesferas 

magnéticas revestidas com anticorpos anti-CD14 (Miltenyi Biotec, Auburn, 

CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Pureza >90% foi 

confirmada por citometria de fluxo usando CD14 como marcador. Para a 

obtenção da população de LFs, coletamos o primeiro eluato das colunas 

magnéticas antes da recuperação dos monócitos. A suspensão celular de 

LFs foi lavada e criopreservada a -80°C em meio Dulbecco modificado 

Iscove completo (IMDM) contendo 10% de DMSO até a diferenciação e 

ativação das DCs. A porcentagem média de LFs viáveis após o 

descongelamento foi de 70%. 

 

3.2.3. Diferenciação das DCs derivadas de monócitos. 

Para diferenciação de DCs, a concentração de monócitos foi 

ajustada para 5x105 células/ml em meio de cultura IMDM com 10% de soro 

fetal bovino e antibióticos na presença de GM-CSF (500U/ml) e IL-4 

(250U/ml) humanos recombinantes (Peprotech Inc, Rock Hill, NJ, USA). As 

culturas foram feitas em placas de 24 poços (1 ml/poço) e mantidas por 6 

dias a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2. No terceiro dia de cultura, 

metade do meio foi cuidadosamente removido e substituído por um meio 

completo contendo duas vezes a concentração dos recombinantes. A 

diferenciação das DCs foi confirmada pela presença do marcador CD11c e 

ausência de CD14, verificada por citometria de fluxo de acordo com as 

instruções do fabricante dos anticorpos (BD Biosciences, Franklin Lakes, 

NJ, USA).  

 

3.2.4. Isolamento do M. leprae do coxim plantar de camundongos 

nude. 

M. leprae foi obtido de camundongos previamente inoculados 

conforme descrito anteriormente (Trombone et al., 2014). Bacilos da cepa 

Thai-53 (gentilmente cedida pelo Dr. Yuji Yamamoto, NIH, Tóquio, JP) 
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foram inoculados no coxim plantar da pata de camundongos nude (1x107 a 

1x108 bacilos/coxim plantar) e mantidos por pelo menos 6 meses para 

multiplicação bacilar. Os camundongos foram eutanasiados e os coxins 

plantares inoculados foram removidos, dissecados e processados em um 

homogeneizador de tecidos (Turrax-IKA) com solução salina; a suspensão 

obtida foi submetida à digestão enzimática com 0,05% de tripsina. Os 

bacilos foram quantificados após a coloração Ziehl-Nielsen a frio. A 

viabilidade bacilar foi detectada usando o kit Live/Dead Baclight Bacterial 

Viability (KIT L7007, Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA) e 

apresentou sempre acima de 90%. 

 

3.2.5. Infecção das DCs com M. leprae viável. 

Após a diferenciação, as DCs imaturas foram infectadas com bacilos 

viáveis com uma multiplicidade de infecção (MOI) de 10 bacilos:1 DC 

(MLDCs). Como controle positivo, DCs foram estimuladas com um coquetel 

padrão de maturação (mDCs) composto por citocinas recombinantes IL-1β 

(25ng/ml), IL-6 (1000U/ml), TNF (50ng/ml) (Peprotech Inc, Rock Hill, NJ, 

EUA) e PGE2 (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA) (10-6M). Culturas de DCs 

imaturas não estimuladas foram mantidas e utilizadas como controle 

negativo (iDCs). As DCs foram estimuladas por 48 horas a 37ºC em 

atmosfera úmida com 5% de CO2 usando meio IMDM completo. Após o 

estímulo, as DCs foram submetidas a (i) análise de marcadores de 

superfície, (ii) cultivo com células da linhagem J588 expressando CD40L 

para avaliação da produção de IL-12p70 e (iii) cultivo com LFs autólogos. 

Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80° C para dosagem 

de citocinas. 

 

3.2.6. Avaliação dos marcadores de superfície em DCs. 

O perfil fenotípico das DCs foi avaliado por citometria de fluxo com 

uso de anticorpos monoclonais (Tabela suplementar 1). Resumidamente, 
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as DCs foram coletadas, centrifugadas, lavadas em PBS e os sítios 

inespecíficos foram bloqueados com soro fetal bovino a 10% por 1 hora sob 

refrigeração. Em seguida, as DCs foram fixadas com formaldeído 1% em 

PBS por 10 minutos a 4°C, lavadas e incubadas com os anticorpos 

específicos por 1 hora no escuro, sob refrigeração. Controles de isotipo 

apropriados foram usados de acordo com as instruções do fabricante (BD 

Biosciences). Após a marcação, as DCs foram lavadas em PBS e 

ressuspensas em um tampão de coloração (BD Biosciences). Os dados 

foram adquiridos em um citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences) 

e incluíram um mínimo de 10.000 eventos. A análise de dados utilizou o 

software FCS Express Versão 3 (De Novo Software, 2006). 

 

3.2.7. Estímulo com CD40-CD40 ligante (CD40L) para indução de IL-

12p70. 

A produção de IL-12p70 por DCs em culturas isoladas é baixa. Para 

induzir uma produção elevada de IL-12p70 é necessária a ligação do CD40 

presente na superfície das DCs ao ligante CD40 (CD40L) encontrado na 

membrana de LFs T (Cella et al. 1996). Esta interação foi mimetizada in 

vitro empregando células híbridas transfectadas da linhagem J558 

expressando CD40L (gentilmente cedida pelo Dr. Peter Lane, University of 

Birmingham, UK) previamente descritas por Lane et al. (1995). Após 

estímulo com M. leprae por 48 horas, as MLDCs foram cultivadas em placas 

de 96 poços na concentração de 1x105 células/poço na presença de 5x105 

células J588 CD40L+ por 24 horas. O sobrenadante foi recolhido e 

armazenado a -80°C para dosagem de IL-12p70. 

 

3.2.8. Linfoproliferação induzida por DCs. 

A capacidade das DCs para ativar LFs autólogos foi avaliada com 

base na linfoproliferação usando CFSE (éster succinimidílico de diacetato 

de carboxifluoresceína, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA) de 
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acordo com as instruções do fabricante. Os LFs (1x107/ml) foram incubados 

com 10 μM de CFSE por 15 minutos a 37°C, protegidos da luz. Em seguida, 

foram lavados e cultivados com MLDCs diferenciadas conforme descrito 

anteriormente. As culturas foram realizadas em placas de fundo chato com 

96 poços em um volume final de 200 µl de meio IMDM completo contendo 

5x105 LFs e 1x105 DCs por 5 dias a 37°C em uma atmosfera úmida com 

5% de CO2. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para 

avaliação da produção de citocinas. Os LFs foram colhidos, lavados, 

marcados com anticorpos anti-CD8 e anti-CD19 (BD Biosciences) e os 

dados adquiridos em equipamento FACScalibur (BD Biosciences). Os 

resultados foram analisados no software Flow Jo, considerando um mínimo 

de 10.000 eventos. 

 

3.2.9. Detecção de citocinas intracelulares em LFs 

Os LFs foram cultivados com MLDCs, MDCs ou iDCs na proporção 

de 5:1 (LFs:DCs) em placas de fundo chato com 96 poços em um volume 

final de 200 µl de meio IMDM completo contendo 5x105 LFs e 1x105 DCs 

por 5 dias a 37ºC em uma atmosfera úmida com 5% de CO2. No 5º dia, os 

LFs foram ativados com um coquetel de ativação composto de Phorbol 12-

miristato 13-acetato, ionóforo de cálcio e brefeldina A (GolgiPlug, BD 

Biosciences) cerca de 4 horas antes do final do experimento. As células 

foram coletadas, permeabilizadas usando um kit específico (BD 

Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences) e coradas com anticorpos anti-IFN-, IL-

4, IL-9, IL-17, IL-22 e FoxP3 conjugados com diferentes fluorocromos 

(Tabela suplementar 2), de acordo com as instruções do fabricante. Os 

resultados foram lidos em equipamento FACScalibur (BD Biosciences) 

considerando um mínimo de 10.000 LFs. O software Flow Jo (BD 

Biosciences) foi usado para a análise da porcentagem de LFs expressando 

citocinas. 
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3.2.10. Dosagem de citocinas 

Os níveis de citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-17, 

IFN- e TGF-β1 foram detectados por CBA (Cytometric Bead Array, BD 

Biosciences) de acordo com as instruções do fabricante. Após a coleta dos 

dados em equipamento FACScalibur (BD Biosciences) as concentrações 

de citocinas foram calculadas com base em curvas padrões usando o 

software FCAP Array versão 3.0 (BD Biosciences). Os níveis de IL-22 e IL-

23 foram mensurados por ELISA usando kits comerciais seguindo o 

protocolo sugerido pelo fabricante (Thermo Fisher, Bender MedSystems 

GmbH, Viena, Áustria). 

 

3.2.11. Análise estatística dos dados 

A comparação dos dados dentro de um mesmo grupo em diferentes 

condições experimentais foi feita pelo teste de Friedman seguido do pós-

teste de Dunn nos casos em que havia 3 ou mais condições experimentais, 

ou pelo teste não paramétrico de Wilcoxon quando apenas duas condições 

experimentais foram avaliadas. Os dados obtidos nos diferentes grupos nas 

mesmas condições experimentais foram analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis seguido do pós-teste de Dunn. O nível de significância adotado foi 

de 5% e todas as análises foram realizadas no GraphPad Prism versão 

9.0.0 (121) (GraphPad Software, LLC, 2020). 

 

 

3.3. RESULTADOS 

 

3.3.1.  A diferenciação de DCs derivadas de monócitos foi alcançada 

tanto em pacientes com hanseníase como em controles saudáveis.  

As DCs foram diferenciadas de monócitos de sangue periférico 

CD14+ usando citocinas recombinantes. Independentemente da forma 

clínica da hanseníase, o protocolo com GM-CSF e IL-4 foi eficiente para 
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induzir a diferenciação das DCs dos pacientes, comprovada pela ausência 

de CD14 e presença de CD11c da mesma forma que foi observado em 

controles saudáveis (Figura suplementar 1). 

3.3.2. M. leprae vivo não induziu ativação/maturação de DCs in vitro. 

Dado que as DCs ativadas podem induzir respostas imunes 

específicas a agentes estranhos (Worbs et al., 2017), avaliamos a 

expressão dos marcadores de ativação/maturação para verificar se o          

M. leprae vivo induz um perfil estimulador nas DCs. Foi observado que as 

MLDCs expressaram níveis de CD40, CD80, CD83, CD86, OX40L e HLA-

DR semelhantes aos observados em iDCs (Figura 1). Da mesma forma, a 

expressão de PD-L2, associada a um perfil tolerogênico (Cruz-Aguillar, 

2016) não apresentou elevação após o estímulo como o bacilo viável. Não 

houve diferença na expressão desses marcadores de ativação entre 

pacientes com hanseníase e controles saudáveis. Como esperado, mDCs 

de pacientes com hanseníase e controles saudáveis expressaram altos 

níveis de moléculas coestimulatórias que confirmam sua plena capacidade 

de maturação, independente da ocorrência da doença.  

As DCs foram ainda analisadas quanto à expressão de moléculas 

MHC-I relacionadas à ativação da resposta citotóxica (Yarzabek, 2018). 

Níveis similares de MHC-I foram observados entre os diferentes estímulos, 

independentemente da condição de paciente ou controle (Figura 1), embora 

MLDCs de pacientes tuberculoides tenham apresentado menor expressão 

em comparação com mDCs (Figura 1). 

 Quanto ao CCR7, que atua no recrutamento de leucócitos durante 

o desenvolvimento da resposta imune secundária (Foster, 1999), não houve 

aumento da expressão em mDCs e MLDCs comparadas com iDCs. 

Também investigamos a expressão do ligante de ICOS (ICOSL) que 

desempenha um papel estimulador em LFs T (Nurieva, 2003), mas não 

detectamos sua expressão em nosso estudo (dados não mostrados).  
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3.3.3. M. leprae não induz perfil pró-inflamatório de citocinas em DCs  

A produção de citocinas pró-inflamatórias é importante para o 

desenvolvimento de uma resposta imune eficaz que elimine 

microrganismos patogênicos e, por isso, avaliou-se o perfil de citocinas 

produzidas por MLDCs. A infecção com M. leprae não induziu a produção 

de níveis elevados de IL-1β, TNF, IL-6, IL-23 em DCs (Figura 2). Por outro 

lado, mDCs exibiram alta produção dessas citocinas, comprovando a 

ativação efetiva de DCs tanto em pacientes com hanseníase quanto em 

controles saudáveis. Comparando os níveis de citocinas entre os diferentes 

grupos, verificamos que MLDCs de pacientes virchowianos produziram 

quantidades maiores de IL-1β em comparação com MLDCs de 

tuberculoides e a mesma diferença foi observada em iDCs (Figura 2). Além 

disso, MLDCs de pacientes virchowianos produzem níveis elevados de IL-

23 quando comparados a controles saudáveis (Figura 2). 

Em relação às citocinas anti-inflamatórias, verificamos que os níveis 

de IL-10, que apresenta papel imunossupressor sobre as DCs (Steinbrink, 

1997), e TGF-β1 foram maiores em MLDCs de pacientes virchowianos em 

comparação com controles saudáveis (Figura 2). Os níveis de IL-4, a 

citocina chave para a diferenciação Th2 que resulta na produção de 

anticorpos ineficientes contra patógenos intracelulares (Ho e Miaw, 2016), 

foram maiores em iDCs de pacientes virchowianos em comparação com 

iDCs de pacientes tuberculoides, mas não houve diferenças significativas 

frente ao estímulo com M. leprae (Figura 2). 

 

3.3.4. Pacientes virchowianos apresentam baixa produção de IL-

12p70.  

A IL-12 é essencial para a diferenciação de LFs T secretores de IFN-

 e atua como um indutor potente da resposta imune celular antígeno-

específica eficiente para a eliminação de patógenos intracelulares como o 

M. leprae (Modlin e Barnes, 1995). Foi verificado que apenas DCs 
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derivadas de controles saudáveis foram capazes de produzir IL-12p70 após 

a infecção com M. leprae (Figura 3).  

 

3.3.5. Pacientes virchowianos apresentam resposta linfoproliferativa 

reduzida quando estimulada por DCs previamente infectadas com M. 

leprae.  

Após avaliar a ativação/maturação de DCs em resposta ao M. leprae 

viável por meio da expressão de marcadores de superfície celular e 

produção de citocinas, avaliamos sua capacidade de ativar LFs T 

autólogos. Comparando a proliferação induzida por MLDCs entre pacientes 

com hanseníase e controles saudáveis, observamos que tanto os LFs totais 

quanto LFs T CD8+ e LFs B de pacientes virchowianos apresentaram 

resposta proliferativa menor do que a resposta observada em pacientes 

tuberculóides (Figura 4). 

 

3.3.6. Culturas de LFs com DCs de pacientes virchowianos 

estimuladas por M. leprae apresentaram baixos níveis de IL-2   

Em relação à produção de citocinas nas coculturas de DCs e LFs 

autólogos, observamos que a produção de IL-2, que leva à proliferação e 

diferenciação de LFs T efetores e de memória, foi menor em pacientes 

virchowianos em comparação com controles saudáveis quando MLDCs ou 

iDCs foram usadas para ativar os LFs (Figura 5). A produção de IFN-, TNF, 

IL-9 e IL-22 por LFs cultivados com MLDCs foi fraca e semelhante à 

observada nas culturas de LFs com iDCs, mas menor que aquele 

observado quando as mDCs foram empregadas, tanto em pacientes com 

hanseníase quanto em controles saudáveis. Os níveis de IL-4 foram 

menores nas culturas de LFs com MLDCs se comparadas às iDCs, mas 

não houve diferença entre pacientes e controles. As citocinas IL-5, IL-10 e 

IL-17A foram secretados em pequenas quantidades independente do 

estímulo e não houve diferenças significantes entre os grupos. 
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3.3.7. Pacientes virchowianos apresentaram menor porcentagem de 

LFs secretores de IFN- e IL-17 em paralelo com maior número de LFs 

IL-4+ após estímulo com DCs infectadas por M. leprae. 

Considerando a expressão de marcadores-chave de diferenciação 

de T helper, verificamos uma menor frequência de LFs positivos para IFN-

 em pacientes virchowianos em comparação com controles saudáveis, 

independente do estímulo usado para ativar as DCs (Figura 6). Além disso, 

pacientes virchowianos também apresentaram diminuição da porcentagem 

de LFs que expressam IL-17A em coculturas com MLDCs em comparação 

com controles saudáveis na mesma condição. Em contraste, os LFs IL-4 

positivos foram mais frequentes em pacientes virchowianos em 

comparação com controles saudáveis quando MLDCs foram usadas. Em 

culturas de controles saudáveis, MLDCs induziram menor frequência de 

LFs positivos para IL-4 em comparação com mDCs. A frequência de LFs 

expressando IL-9, IL-22 e FOxP3 foi baixa em todos os grupos e não 

apresentou diferenças significativas quando MLDCs foram utilizadas nas 

coculturas. 

 

 

3.4. DISCUSSÃO  

As DCs são consideradas sentinelas por sua função de 

patrulhamento contra possíveis agentes estranhos (Rescigno, 2015). Uma 

vez que os patógenos são detectados pelas DCs, são internalizados, 

processados e apresentados para os LFs T, desencadeando respostas 

imunes antígeno específicas (Palucka & Banchereau 1999, Steinman & 

Hemmi 2006). O padrão de moléculas coestimulatórias expressas por DCs 

em associação com o microambiente de citocinas secretadas induz a 

ativação de LFs T virgens e subsequente diferenciação em subconjuntos 

especializados. Assim, as DCs têm um papel preponderante no início da 

resposta imune do hospedeiro (Steinman & Hemmi 2006) e podem 
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influenciar diretamente no desfecho clínico da hanseníase, pois o M. leprae 

apresenta baixa variabilidade genética devido à sua evolução reducionista 

(Monot et al., 2009). Desta forma, a manifestação clínica da hanseníase é 

determinada por fatores de suscetibilidade genéticos e ambientais inerentes 

ao hospedeiro e por isso pacientes tratados/curados e livres de reações 

imunológicas foram considerados para este estudo na tentativa de 

mimetizar a condição inicial do momento da infecção pelo M. leprae.  

Tendo em vista que as DCs são capazes de internalizar o M. leprae 

vivo (Hashimoto et al. 2002), neste estudo avaliamos como a infecção pelo 

bacilo influencia a expressão de moléculas de MHC e coestimulatórias que 

caracterizam a maturação das DCs (Remondo et al., 2008) em pacientes 

com hanseníase. Nossos resultados demonstram que o M. leprae não 

induziu expressão de marcadores de maturação (CD40, CD80, CD83, 

CD86, HLA-DR). Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo que 

relatou a ineficiência de M. leprae viável para induzir a maturação de DCs 

quando comparado ao M. tuberculosis e M. bovis bacillus Calmette-Guerin 

(BCG) (Murray et al., (2007). Da mesma forma, Hashimoto et al. (2002) 

mostraram que a expressão de marcadores de ativação como CD86 e 

CD83 só foi alcançada quando MOIs elevados do bacilo (160:1) foram 

usados. Em nosso estudo, optamos por adotar o MOI 10:1 que representa 

uma condição ideal em experimentos para estimular DCs imaturas sem 

induzir morte significativa de células hospedeiras (Murray et al., 2007). Esta 

parece também ser uma condição mais próxima do que ocorre na infecção 

natural, uma vez que é improvável que existam cerca de 160 bacilos/DC na 

infecção in vivo. Além disso, M. bovis e M. tuberculosis foram capazes de 

ativar DCs em MOIs tão baixos quanto 5:1 (Murray et. al, 2007). Por outro 

lado, estudos baseados no estímulo de DCs derivadas de monócitos (Braga 

et al., 2015), monócitos (Palermo et al., 2012) e PBMCs (Sridevi et al., 2014) 

com antígenos do M. leprae demonstraram ativação e expressão de 

moléculas coestimulatórias, revelando desfechos distintos em resposta a 
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antígenos derivados do bacilo e o bacilo vivo. Este é um ponto relevante: 

como o M. leprae não é cultivável in vitro, a maioria dos estudos envolvendo 

sua interação com células do sistema imune utiliza antígenos isolados que 

não são capazes de mimetizar a infecção natural, a qual deve atuar 

modulando o desenvolvimento da resposta imune específica.  

As MLDCs produziram baixas quantidades de citocinas pró-

inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF, IL-23) em comparação com mDCs, em 

pacientes com hanseníase e controles saudáveis. Da mesma forma, Murray 

et al. (2007) não detectaram indução de IL-10, IL-12 e TNF, nem a 

expressão de genes relacionados à ativação/maturação por DCs ativadas 

com M. leprae. Sinsimer et al. (2010), avaliando a interação de monócitos 

de pessoas saudáveis com o M. leprae também relataram produção de 

níveis baixos de IL-1β, IL-6, TNF, IL-18, IL-12p40 e IL-10. Assim, além de 

não induzir a expressão de marcadores de ativação nas DCs, o bacilo não 

estimulou a secreção de um perfil pró-inflamatório de citocinas. Em 

conjunto, esses dados sugerem que M. leprae é um baixo ativador de 

maturação de DCs. Essa característica, associada à lenta multiplicação do 

M. leprae, pode contribuir para o desenvolvimento insidioso da hanseníase.  

Pacientes virchowianos produziram maiores quantidades de IL-1β 

frente infecção pelo M. leprae. Embora esta seja uma citocina pró-

inflamatória que influencia a polarização de LFs Th1 e Th17 (Bent, 2018), o 

pré-tratamento de monócitos ou DCs imaturas com baixas doses de IL-1β 

mostrou um efeito negativo em sua maturação por prejudicar as funções de 

APC, reduzindo a expressão de HLA-ABC, HLA-DR e CD1a e diminuindo 

sua capacidade de ativar LFs TCD4+ quando estimuladas por compostos 

de    M. leprae (Makino et al., 2006). Assim, a produção de IL-1β por 

pacientes virchowianos poderia contribuir para a redução da maturação e 

prejudicar a função de APC das DCs nesses indivíduos. Ademais, esta 

citocina pode apresentar um papel pró-apoptótico como demonstrado no 

processo de degeneração de células do núcleo pulposo, nos quais o 
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tratamento com IL-1β induziu a produção de proteína pró-apoptótica Bax e 

diminuição dos níveis da proteína anti-apoptótica Bcl-2 (Shen et al., 2017).  

Uma elevada produção das citocinas supressoras IL-10 e TGF-β foi 

encontrada entre as MLDCs de pacientes virchowianos quando 

comparadas a controles saudáveis. A IL-10 traz um perfil tolerogênico às 

DCs imaturas ao inibir a expressão de moléculas coestimulatórias e, 

consequentemente, diminuir a capacidade de ativação dos LFs T 

(Steinbrink, 1997). Além disso, essa citocina tem efeito direto sobre os LFs 

TCD4+ inibindo a proliferação e produção de IL-2, IFN-, IL-4, IL-5 e TNF e 

limitando o processo de ativação e diferenciação nos linfonodos (Couper et 

al., 2008). Kumar et al. (2013) relataram aumento da produção de IL-10 

pelas DCs de pacientes virchowianos após estímulo com 

lipoarabinomanana do M. leprae e relacionaram esse fato à ativação de DC-

SIGN que favorece a sobrevivência do bacilo (Barreiro 2006; Soilleux, 

2006). Além da influência sobre os LFs, a IL-10 induz a expressão da 

molécula apresentadora de antígeno não clássica do tipo I HLA-G a qual foi 

associada com mecanismos de escape viral (Amiot e Samsam., 2014) e 

tumoral, e mostra efeito supressor sobre a resposta imunológica bem como 

influencia na inibição dos perfis Th1 e Th17 e favorece o desenvolvimento 

de Th2 (Agaugué et al., 2011). Um estudo recente relata a presença de 

HLA-G em lesões de pacientes hansenianos, mas não em biópsias de 

controles saudáveis (da Silva et al., 2020), sugerindo que esta via pode 

estar contribuir para o desenvolvimento da doença. Estudos futuros são 

necessários para avaliar essa possibilidade. 

A baixa produção de IL-12p70 por MLDCs de pacientes 

tuberculoides e virchowianos em comparação aos controles saudáveis 

confirma nossos resultados anteriores que demonstraram baixa produção 

de IL-12p70 por DCs de pacientes virchowianos quando ativados por 

antígeno sonicado de M. leprae (Braga et al., 2015). No entanto, no 

presente estudo, os pacientes tuberculoides também apresentaram baixos 
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níveis dessa citocina após estímulo com bacilo viável, mesmo na presença 

de CD40L. A IL-12p70 é a citocina responsável pela polarização Th1, 

promovendo o desenvolvimento da resposta imune mediada por células 

que é eficaz contra o M. leprae (Modlin e Barnes, 1995; Maeda et al., 2005). 

Embora, após o estabelecimento da hanseníase, pacientes tuberculoides 

apresentem produção significativa de IL-12p70 e um alto grau de resposta 

imune celular contra o bacilo (Modlin, 1994; Modlin e Barnes, 1995), a baixa 

produção de IL-12p70 pelas DCs logo após a infecção pode contribuir para 

suscetibilidade ao desenvolvimento da hanseníase. Por outro lado, as 

lesões cutâneas de pacientes virchowianos mostram uma predominância 

de IL-10 e IL-4 (Modlin e Barnes, 1995) que regulam negativamente os 

níveis de IL-12p70 e contribuem para a prevalência de imunidade mediada 

por anticorpos que é ineficiente para controlar a proliferação de M. leprae e 

caracteriza esse grupo de pacientes (Modlin e Barnes, 1995; Scollard et al., 

2006).   

Estudos anteriores relataram baixa proliferação de LFs em resposta 

às DCs estimuladas com M. leprae (Murray, 2007; Hashimoto, 2002) 

mesmo quando grandes quantidades de bacilos foram empregadas 

(Hashimoto, 2002). Nossos dados demonstram ainda que pacientes 

virchowianos apresentaram níveis menores de linfoproliferação em 

resposta ao estímulo do M. leprae em comparação aos tuberculoides. Essa 

baixa capacidade linfoproliferativa foi identificada anteriormente nos 

pacientes virchowianos quando antígenos de M. leprae ou bacilos mortos 

foram usados (Chaduvula, 2012; Dua, 2019).  

Os LFs de pacientes virchowianos produziram baixos níveis de IL-2 

após ativação por MLDCs, o que deve contribuir para a composição de um 

ambiente permissivo para a sobrevivência bacilar, uma vez que IL-2 é 

necessária para a proliferação e diferenciação de LFs T efetores e de 

memória (Spolski et al. 2018). A baixa resposta linfoproliferativa frente à 

ativação por MLDCs pode estar diretamente relacionada a essa baixa 



54 
 

produção de IL-2 pelos pacientes virchowianos, uma vez que essa citocina 

é um elemento chave para proliferação de linfócitos. A secreção de IL-2 

também é essencial para o desenvolvimento da resposta Th1 que elimina 

patógenos intracelulares (Kaplan et al., 1989). Independentemente da 

condição de paciente ou de controle saudável, nossos resultados 

mostraram que o estímulo de DCs com o bacilo viável não induziu a 

secreção de citocinas-chave Th1 como IFN- e TNF pelos LFs, o que tem 

sido relatado também em outros estudos (Murray, 2007; Hashimoto 2002), 

mostrando que o bacilo não é um bom ativador da resposta imune celular. 

A menor frequência de LFs expressando IFN- e IL-17 juntamente 

com uma maior ocorrência de LFs IL-4+ após estímulo com MLDCs em 

pacientes virchowianos saudáveis em comparação com controles 

saudáveis sugere a incapacidade desses pacientes em compor um cenário 

imunológico favorável ao desenvolvimento da resposta imune celular. Entre 

os grupos de pacientes, não observamos diferenças significativas, embora 

pacientes tuberculoides tendam a apresentar maior frequência de LFs 

expressando IFN- e IL-17. Martins et al. (2012) verificaram que PBMCs 

estimulados com peptídeos de M. leprae apresentam diferentes níveis de 

resposta IFN- de acordo com o status da hanseníase: contatos domiciliares 

de pacientes paucibacilares produziram os níveis mais altos da citocina; 

contatos domiciliares de pacientes multibacilares apresentaram níveis 

intermediários, enquanto os pacientes paucibacilares produziram menos 

IFN- e multibacilares apresentaram quantidades ainda menores, sugerindo 

resposta diferencial desses indivíduos ao antígenos bacilares. O aumento 

da expressão de IL-17 foi relatado na hanseníase tuberculoide (Saini et al. 

2013) e parece contribuir para o desenvolvimento de mecanismos 

microbicidas (Martiniuk et al., 2012), embora possa resultar em danos 

neurais (Aarão et al., 2015). Não foram observadas diferenças significantes 

na porcentagem de LFs T regulatórios, caracterizados pela expressão de 

FoxP3, entre os diferentes grupos, sugerindo que nesta fase inicial da 
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interação pacientes hansenianos e controles saudáveis possuem níveis 

semelhantes dessas células. 

As limitações desse estudo incluem a baixa quantidade de pacientes 

participantes devido as dificuldades para o recrutamento de pacientes 

dentro dos critérios de inclusão no tempo previsto para a execução do 

estudo. Além disso, nas análises por citometria de fluxo não foi possível a 

utilização de um marcador de viabilidade devido ao número limitado de 

canais de fluorescência do equipamento utilizado, também não foi possível 

a identificação dos linfócitos TCD4+ por dificuldades técnicas. 

Nós acreditamos que a avaliação das etapas iniciais de ativação 

imune contra o M. leprae seja o melhor modelo para entender o 

desenvolvimento da resposta imune espectral na hanseníase para 

proposição de novas estratégias profiláticas e terapêuticas. Nossos 

resultados demonstraram que embora o M. leprae seja um estímulo fraco 

para a maturação das DCs, em controles saudáveis essas células são 

capazes de induzir a ativação de LFs e a produção de um perfil heterogêneo 

de citocinas incluindo citocinas chaves dos perfis Th1 e Th17. Por outro 

lado, enquanto pacientes virchowianos apresentam tendência ao 

desenvolvimento de resposta tipo Th2 na ausência dos padrões Th1 e 

Th17, os pacientes tuberculoides parecem apresentar um atraso na 

ativação e polarização imunológica em comparação com controles 

saudáveis que pode favorecer a sobrevivência do M. leprae e o 

desenvolvimento da hanseníase. Vale ressaltar que, embora as DCs de 

pacientes tuberculoides e virchowianos não apresentem diferenças 

significantes quanto à expressão marcadores de ativação e demonstrem 

discreta produção de citocinas em resposta ao M. leprae, é possível que 

existem diferenças metabólicas entre essas células bem como outros 

mediadores e moléculas não investigadas que influenciem diferentemente 

na ativação dos LFs. Além disso, a participação de outras populações 

celulares como LFs B não pode ser descartada. 
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LEGENDAS DAS FIGURAS 

 

Figura 1: Expressão de marcadores de superfície em DCs 

representada pela intensidade média de fluorescência (MFI). As DCs 

foram diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico com GM-

CSF e IL-4 e estimuladas por 48 horas com coquetel padrão de maturação 

(mDC), M. leprae (10 bacilos:1 DC, MLDC) ou permaneceram não 

estimuladas (iDC). Os valores representam a mediana, o intervalo 

interquartil e os valores máximo e mínimo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 

de acordo com a análise não paramétrica de variância de Friedman seguida 

pelo teste de comparação múltipla de Dunn. PV: pacientes virchowianos, 

PT: pacientes tuberculoides, CS: controles saudáveis. 

 

Figura 2: Produção de citocinas por DCs. As DCs foram diferenciadas 

de monócitos do sangue periférico com GM-CSF e IL-4 e estimuladas por 

48 horas com coquetel padrão de maturação (mDC), M. leprae (10 bacilos:1 

DC, MLDC) ou permaneceram não estimuladas (iDC). Os valores 

representam a mediana, o intervalo interquartil e os valores máximo e 

mínimo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a análise de 

variância não paramétrica de Friedman e o teste de comparações múltiplas 

de Dunn. #p<0,05; ##p<0,01 de acordo com a análise de variância não 

paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de comparação múltipla 

de Dunn. PV: pacientes virchowianos, PT: pacientes tuberculoides, CS: 

controles saudáveis. 
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Figura 3: Produção de IL-12p70 em sobrenadantes de culturas de DCs. 

As DCs foram diferenciadas de monócitos do sangue periférico com GM-

CSF e IL-4 e estimuladas por 48 horas com M. leprae (10 bacilos:1 DC, 

MLDC) ou permaneceram não estimuladas (iDC), após esse período foram 

cultivadas por 24 horas com células da cepa J588 transfectadas com 

CD40L para mimetizar a interação CD40-CD40L. Os valores representam 

a mediana, o intervalo interquartil e os valores máximo e mínimo. *p<0,05; 

de acordo com o teste de Wilcoxon para amostras pareadas. #p<0,05 de 

acordo com a análise de variância não paramétrica de Kruskal-Wallis 

seguida pelo teste de comparação múltipla de Dunn. PV: pacientes 

virchowianos; PT: pacientes tuberculoides, CS: pacientes saudáveis. 

 

Figura 4: Análise da proliferação de linfócitos usando CFSE. Análise da 

proliferação de linfócitos de pacientes virchowianos (PV), pacientes 

tuberculoides (PT) e controles saudáveis (CS) cultivados com DCs 

autólogas previamente estimuladas com M. leprae (MLDC). Os linfócitos 

foram marcados com CFSE e cultivados por 5 dias com DCs autólogas. Os 

resultados são apresentados em intensidade média de fluorescência (MFI) 

e a diminuição da intensidade de fluorescência atesta a proliferação de 

linfócitos. Os valores representam a mediana, o intervalo interquartil e os 

valores máximo e mínimo. #p<0,05 de acordo com a análise de variância 

não paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de comparação 

múltipla de Dunn. 
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Figura 5: Detecção de citocinas em sobrenadantes de coculturas de 

DC e linfócitos autólogos. Os linfócitos foram cultivados por 5 dias com 

DCs autólogas diferenciadas de monócitos de sangue periférico com GM-

CSF e IL-4 e estimuladas por 48 horas com coquetel padrão de maturação 

(mDC), M. leprae (10 bacilos:1 DC, MLDC) ou DCs não estimuladas (iDC). 

Os valores representam a mediana, o intervalo interquartil e os valores 

máximo e mínimo. *p<0,05; **p<0,01; ***p <0,001 de acordo com a análise 

de variância não paramétrica de Friedman e o teste de comparações 

múltiplas de Dunn. #p<0,05 de acordo com a análise de variância não 

paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de comparação múltipla 

de Dunn. PV: pacientes virchowianos, PT: pacientes tuberculoides, CS: 

controles saudáveis. 

 

Figura 6: Porcentagem de linfócitos que expressam citocinas 

intracelulares após cultura com DCs autológas.  Os linfócitos foram 

cultivados por 5 dias com DCs autólogas diferenciadas de monócitos de 

sangue periférico com GM-CSF e IL-4 e estimuladas por 48 horas com 

coquetel padrão de maturação (mDC), M. leprae (10 bacilos:1 DC, MLDC) 

ou DCs não estimuladas (iDC). Os valores representam a mediana, o 

intervalo interquartil e os valores máximo e mínimo. *p<0,05 de acordo com 

a análise de variância não paramétrica de Friedman e o teste de 

comparação múltipla de Dunn. #p<0,05 de acordo com a análise de 

variância não paramétrica de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de 

comparação múltipla de Dunn. PV: pacientes virchowianos, PT: pacientes 

tuberculoides, CS: controles saudáveis. 
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Figura 6 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

Tabela suplementar 1.  Anticorpos usados para a caracterização das 

DCs. 

Marcador Clone Fluorocromo Fabricante Referência 

CCR7 

(CD197)  
150503 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences Ativação/Maturação 

CD1c F10/21A3 BB515 BD Biosciences Diferenciação 

CD11c B-ly6 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences Diferenciação 

CD40 5C3 BB515  BD Biosciences Ativação/Maturação 

CD80 L307.4 PE  BD Biosciences Ativação/Maturação 

CD83 HB15e APC  BD Biosciences Ativação/Maturação 

CD86 2331 
PERCP-

CY5.5  
BD Biosciences Ativação/Maturação 

HLA-DR G46-6 BB515  BD Biosciences Ativação/Maturação 

HLA-ABC G46-2.6 APC  BD Biosciences Ativação/Maturação 

ICOSL 

(CD275) 

2D3/B7-

H2 
PE BD Biosciences Ativação/Maturação 

OX40L 

(CD252) 
ik-1 PE BD Biosciences Ativação/Maturação 

PD-L2 

(CD273) 
MIH18 APC BD Biosciences Ativação/Maturação 
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Tabela suplementar 2: Anticorpos usados para identificar citocinas 

intracelulares e fator de transcrição 

 

Marcador Clone Fluorocromo Fabricante Referência 

FoxP3 236A / E7 PE 
BD 

Biosciences 

Fator de 

transcrição 

IL-9 MH9A3 
PERCP-

CY5.5 

BD 

Biosciences 
Citocina 

IL-4 8D4-8 APC 
BD 

Biosciences 
Citocina 

IL-22 2G12A41 PE Biolegend Citocina 

IL-17ª N49-653 
PERCP-

CY5.5 

BD 

Biosciences 
Citocina 

IFN-  B27 APC 
BD 

Biosciences 
Citocina 
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4. Figura suplementar 1. Diferenciação de DCs a partir de monócitos 

de sangue periférico. A diferenciação de monócitos em DCs in vitro foi 

feita empregando-se GM-CSF e IL-4 e comprovada pela expressão de 

CD11c e perda da expressão do marcador CD14. PV: pacientes 

virchowianos, PT: pacientes tuberculoides, CS: controles saudáveis. Os 

histogramas representam a mediana dos valores encontrados. 
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5. CONCLUSÕES 

Conclui-se a partir deste trabalho que quando o M. leprae viável foi 

empregado como estímulo, as DCs não mostraram um perfil de ativação e 

maturação completa in vitro, e o bacilo não foi capaz de induzir a secreção 

de citocinas proinflamatórias por essas células. Especificamente, pacientes 

com hanseníase produziram níveis menores de IL-12p70 frente ao M. 

leprae do que controles saudáveis. A capacidade linfoproliferativa de 

pacientes virchowianos foi menor quando esses LFs foram ativados por 

DCs previamente ativadas pelo bacilo, as quais também não induziram a 

secreção elevada de IL-2 nesses pacientes. Pacientes virchowianos 

mostraram ainda menor frequência de LFs IFN-+ e IL-17+ e maior 

frequência de IL-4+ em culturas de LFs e DCs infectadas pelo M. leprae. 

Em conjunto, nossos dados sugerem que o M. leprae não induz ativação 

completa de DCs e que os pacientes com hanseníase virchowiana são 

incapazes de induzir uma resposta Th1 frente ao bacilo, o que deve 

favorecer a disseminação da hanseníase.
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