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Resumo 

 

Introdução: A hanseníase continua tendo uma grande relevância e prevalência no Brasil 

e no mundo. A resposta imune ao bacilo se correlaciona diretamente com as diferentes 

manifestações clínicas, paucibacilar e multibacilar. O estudo de células da imunidade 

inata em pacientes com hanseníase multibacilar pode trazer respostas com implicações 

diagnósticas e terapêuticas. Objetivo: Descrever o perfil de células da imunidade inata 

de pacientes com hanseníase multibacilar. Métodos: Foram analisadas, via citometria 

de fluxo, o perfil de células da imunidade inata, como monócitos, células dendríticas, 

ILC2 e NKT no sangue periférico de pacientes com hanseníase multibacilar, sendo 

comparado com controles saudáveis. Nas áreas de lesão na pele, via microscopia 

confocal, foram avaliadas a presença das células ILC2 e NKT. Resultados: Foi 

encontrado que pacientes com hanseníase multibacilar apresentam um aumento de 

GATA3 e IL-6 no sangue periférico, com diminuição de IL-9. A análise das células da 

imunidade inata demonstrou uma diminuição de ILC2, mas com aumento de sua 

produção de IL-4 e TNF. Em relação aos monócitos, foi observada uma diminuição da 

frequência e expressão de PDL1 nos clássicos, com aumento dos intermediários. 

Também nos monócitos intermediários, foi observado um aumento significativo na 

expressão de CD163 e das quimiocinas. Para as células dendríticas, foi demonstrada 

uma diminuição das mieloides e um aumento das plasmocitoides. A análise do tecido, 

demonstrou a presença de ILC2 e NKT nas áreas de lesão, porém não demonstrou 

diferenças estatisticamente significantes ao comparar antes e depois do tratamento. 

Conclusão: Os monócitos intermediários, através da expressão de CD163 e receptores 

de quimiocinas e as células dendríticas plasmocitoides contribuem para o perfil da 

resposta imune de pacientes com hanseníase multibacilar. 

 

Descritores: Hanseníase; Imunidade inata; Células T matadoras naturais 



 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Hanseníase 

 

Dentre as doenças tropicais negligenciadas, a hanseníase continua 

ocupando um lugar de destaque, com um aumento de 23,8% nos casos em 2022 quando 

comparados a 2021, em nível mundial. O Brasil ocupa uma posição central na 

epidemiologia da doença, sendo que junto com a Índia e a Indonésia correspondem a 

78,1% dos novos casos no mundo(1) (Figura 1). 

 

 
Destaque para Brasil, Índia e Indonésia como países com mais de 10.000 novos casos de hanseníase. 
Fonte: World Health Organization (WHO). Global leprosy (Hansen disease) update, 2022: new paradigm 
– control to elimination. Wkly Epidemiol Rec. 2023;98(37):409-30. Map 1 Geographical distribution of new 
leprosy cases, 2022.(1) 
Figura 1. Distribuição geográfica dos novos casos de hanseníase em 2022  

 

No Brasil, segundo dados do último boletim epidemiológico (janeiro 

2023), a doença acomete mais indivíduos do sexo masculino (55,7%), tendo maior 

incidência no Mato Grosso, seguido do Tocantis, com Palmas ocupando o lugar de 

cidade com maior incidência entre as capitais do país (79,78 casos por 100 mil 

habitantes).(2)
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Os fatores que levam o indivíduo a desenvolver a doença ainda não 

são completamente esclarecidos, mas diversos estudos já demostraram a associação 

da hanseníase com condições relacionadas a pobreza, como baixa escolaridade, 

moradias precárias, insegurança alimentar e desnutrição, sendo interessante ressaltar 

que a vacinação com bacilo de Calmette-Guérin (BCG) foi demostrada como um fator 

protetor.(3-5) Contudo existe uma grande parcela de indivíduos assintomáticos que são 

importantes na cadeia de transmissão da doença(6) apesar da principal fonte de 

transmissão ser os pacientes com alta carga bacilar e não tratados, que eliminam o bacilo 

pelas vias áreas superiores e possivelmente pela pele.(7,8) 

O patógeno causador da hanseníase é o Mycobacterium leprae (M. 

leprae). É identificado como um bacilo álcool-ácido resistente, que invade macrófagos 

da pele e células nervosas.(9) Ele possui um tempo de crescimento lento e baixa taxa de 

proliferação e patogenicidade, com um período de incubação médio de 2 a 5 anos, 

podendo chegar a 10 anos ou mais.(10) 

O diagnóstico da hanseníase é clínico, sendo que os principais sinais 

e sintomas são as lesões dermatológicas e o acometimento dos nervos periféricos, 

conforme fluxograma do Ministério da Saúde.(11) Na pele podem estar presentes 

manchas hipocrômicas placas, pápulas e nódulos que aparecem mais frequentemente 

na face, dorso, membros superiores e inferiores e nádegas. Do ponto de vista 

neurológico, dor e espessamento dos nervos, perda de sensibilidade ou força são os 

sintomas mais comuns.(12,13) 

A doença possui uma quantidade variável de classificações, entre 

elas a de Madri (1953), a de Ridley e Jopling (1966) e a mais recente da Organização 

Mundial da Saúde (OMS) (1982). A primeira, utiliza um conjunto de critérios clínicos e 

uma avaliação bacteriológica, imunológica e histológica para definir 4 grupos, que depois 

foram ampliados por Ridley e Jopling.(14) Essa classificação, considera que existem dois 

polos imunológicos da doença, a hanseníase tuberculoide, que teria uma maior resposta 

da imunidade celular e a virchowiana que teria uma falta dessa resposta. Entre os dois 

polos, as formas da doença são instáveis, podendo variar de hanseníase dimorfo-

tuberculoide (BT – borderline-tuberculoid), dimorfo-dimorfo (BB – borderline-borderline) 

e a dimorfo borderline-virchowiana (BL - borderline-virchowian).(15,16) 

Porém dada a complexidade dessa classificação e a necessidade de 

exames subsidiários para sua utilização, a OMS criou uma classificação operacional, 

focada no tratamento, que divide de forma mais ampla em manifestação paucibacilar e 
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multibacilar,(17) que diferem nos sintomas e possui correlação com as classificações 

anteriores(18) (Quadro 1). Nesse estudo, os pacientes foram classificados utilizando os 

critérios da OMS.  

 

Quadro 1. Correspondência entre as classificações de hanseníase 

Classificação     

Madri Indeterminada Tuberculoide Borderline Virchowiana 
Ridley e Jopling TT TT BT, BB, BL LL 
OMS Paucibacilar Paucibacilar Multibacilar Multibacilar 

TT: hanseníase tuberculoide-tuberculoide; BT: hanseníase dimorfo-tuberculoide; BB: hanseníase dimorfo-
dimorfo; BL: hanseníase borderline-virchowiana; LL: hanseníase virchowiana-virchowiana. 
Fonte: Adaptada de Souza CS. Hanseníase: formas clínicas e diagnóstico diferencial. Medicina, Ribeirão 
Preto;1997;30:325-34. Tabela II – Correlação entre as classificações de Madri (1953), de Ridley & Jopling 
(1966) e da OMS (1982) adotadas para a hanseníase; p. 326.(18) 

 

Os indivíduos classificados como paucibacilar apresentam de 1 a 5 

lesões e baciloscopia obrigatoriamente negativa, caso ela seja realizada, o que não é 

mais obrigatório.(19) Em relação ao comprometimento de nervos periféricos, no Brasil, 

segundo a última portaria técnica(11) e também de acordo com a classificação 

desenvolvida pelo governo indiano com parceria com a OMS(20) é aceitável classificar e 

tratar pacientes com acometimento de 1 nervo periférico como paucibacilar. A 

hanseníase multibacilar apresenta pelo menos 6 lesões de pele e/ou baciloscopia 

positiva. Existe um consenso na literatura em que casos nos quais haja 

comprometimento de mais de um nervo periférico ou dúvida diagnóstica, devem ser 

considerados como multibacilar.(11)  

Essa classificação já foi descrita como tendo 89% de sensibilidade e 

88% de especificidade. Como limitação, alguns estudos descreveram a possibilidade de 

pacientes serem classificados clinicamente como paucibacilar, podem ter a baciloscopia 

positiva, o que geraria um tratamento por menor tempo do que o necessário e maior risco 

de recorrência.(16,21) 

Os pacientes ainda podem ser classificados pelo grau de 

incapacidade causado pela doença, em grau 0, grau 1 ou grau 2 (Quadro 2), utilizando 

a Avaliação Neurológica Simplificada.(22) Essa classificação além de ser importante na 

avaliação clínica e seguimentos dos pacientes, tem um impacto epidemiológico, pois 

novos casos classificados como grau 2 indicam um atraso no diagnóstico.(1) 
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Quadro 2. Correlação entre o grau de incapacidade e os critérios avaliados 

Fonte: Adaptado de Lehman LF, Orsini MB, Fuzikawa PL, Lima RC, Gonçalves SD. Avaliação 
neurológica simplificada. Belo Horizonte: ALM International; 1997.(22) 

 

A evolução crônica e lenta da hanseníase pode ser interrompida por 

eventos agudos, denominados reações hansênicas ou episódios reacionais, 

caracterizados por uma resposta inflamatória exacerbada. Constituem em aparecimento 

de sintomas locais ou sistêmicos, que podem levar ao comprometimento de nervos 

periféricos, com dor acentuada,  em qualquer momento durante o curso da doença, tanto 

durante quanto depois do início do tratamento.(23,24) 

Os episódios reacionais podem ser classificados em dois tipos, a 

reação tipo 1 e a reação tipo 2.  

A reação tipo 1 ou reação reversa, é uma reação inflamatória aguda 

ou subaguda caracterizada pelo aparecimento de novas lesões dermatológicas ou 

reativação de lesões antigas e neurites. Ocorre devido a uma hiperativação celular contra 

o M. leprae, com um perfil Th1 e aumento da produção de IFN-y. O tratamento é realizado 

preferencialmente com prednisona.(25,26) 

Já a reação tipo 2, conhecida como eritema nodoso hansênico (ENH), 

ocorre pela formação e depósito de imunocomplexos, gerando um quadro sistêmico, 

manifestado por nódulos eritematosos dolorosos e manifestações sistêmicas, como 

neurites, artrites, inflamação ocular e outras.(27) Nesses casos o tratamento é realizado 

preferencialmente com talidomida.(28) 

O Ministério da Saúde Brasileiro, seguindo as recomendações da 

OMS,(29) implantou um programa intenso e coordenado de tratamento poliquimioterápico 

para hanseníase. O esquema de tratamento no Brasil consiste em doses mensais 

supervisionadas de rifampicina 600mg, clofazimina 300mg, dapsona 100mg associadas 

a clofazimina 50mg e dapsona 100mg diariamente e autoadministradas.(11) O tempo de 

tratamento é de 12 meses para os multibacilares(30) e de 6 meses para os 

paucibacilares.(31) Esse esquema terapêutico possui uma taxa de cura de 

aproximadamente 98% com baixa taxa de recidiva.(32,33) 

Apesar dos avanços no diagnóstico e tratamento, a hanseníase 

continua sendo um problema de saúde a nível mundial, levando a OMS a lançar a 

Grau Avaliação (mãos/pés/olhos) 

0 Sem alteração funcional 
1 Perda da sensibilidade e/ou força 
2 Perda da sensibilidade e alterações visíveis 
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Estratégia Global de Hanseníase 2021-2030, que visa a interrupção da transmissão da 

doença por meio de uma série de metas que envolvem ampliar a prevenção, tratar os 

casos e suas complicações e combater o estigma da doença. Também são destacadas 

as lacunas de conhecimento em relação aos fatores ambientais e do hospedeiro que 

levam ao desenvolvimento da doença, reiterando a importância das pesquisas na 

área.(34) 

Essa estratégia, reforça a Iniciativa de Pesquisa em Hanseníase 

(Leprosy Research Initiative), documento elaborado pela comunidade científica em 2019, 

que enumera as prioridades de pesquisa. Dentre elas, está entender como a resposta 

do sistema imune afeta as manifestações, a progressão e a transmissão da doença, 

visando novas formas de diagnóstico e tratamento.(35) 

 

1.2 Sistema imune 

 

Os aspectos imunológicos da hanseníase são de grande importância 

para o entendimento da doença, já que as diferenças entre as manifestações multibacilar 

e paucibacilar são principalmente correlacionadas com a resposta imune gerada pelo 

bacilo e não devido as variações genéticas do M. leprae.(36) 

Inicialmente, foi demonstrado que os dois polos clínicos apresentam 

reações imunológicas consideradas antagônicas, sendo que nas lesões do tipo 

paucibacilar são mais encontradas citocinas do tipo Th1, como interferon-gama (IFN-γ) 

e na forma multibacilar, uma resposta do tipo Th2 está presente, com a predominância 

interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10) e fator de crescimento transformador-beta 

(TGF-β – transforming growth factor).(37,38) Essa diferença não ocorre apenas em nível 

local, mas também sistêmico, como foi observado em um estudo que tinha como objetivo 

verificar a resposta a antígenos de M. leprae do sangue periférico de pacientes. Foi 

descrito que o mesmo antígeno que gerou uma maior produção de IFN-γ em pacientes 

paucibacilares, levou a uma maior produção de IL-4 nos multibacilares, sendo que essas 

citocinas são os principais marcadores das diferenças entre os dois polos.(39) 

Em uma ampla avaliação dos parâmetros imunológicos de pacientes 

mono e coinfectados com hanseníase e vírus da imunodeficiência humana (HIV - human 

immunodeficiency virus), nosso grupo demonstrou que os pacientes monoinfectados 

pela hanseníase tem aumento na produção de IL-4 por células T CD4+. Ainda, 
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observamos que a hanseníase pode agravar a patogênese do HIV diminuindo a razão 

CD4:CD8, aumentando níveis de ativação nas células T CD8+ e levando a uma perda de 

células dendríticas (DC – dendritic cells) plasmocitoides na periferia.(40) 

Com ampliação dos estudos, atualmente vem sendo demonstrado o 

papel de diversos outros tipos celulares, como T regulatória (Treg), Th17 e Th9 na 

patogênese da doença. Foi demostrado que o balanço entre as Treg e as Th17 também 

contribui para as diferentes manifestações da doença. Pacientes no polo virchowiano 

(multibacilar), apresentaram um aumento de Treg e da produção de IL-10, enquanto 

aqueles paucibacilares, demostraram uma maior quantidade Th17, sugerindo que as 

Treg, via IL-10, promovem uma inibição do sistema imune nos pacientes multibacilares 

e que a presença de interleucina-17 (IL-17) contribui para a resposta efetora contra o 

bacilo.(41) 

Também foi descrito que em pacientes com hanseníase na forma 

tuberculoide, nas lesões cutâneas e nas células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC – peripheral blood mononuclear cell) ativadas com o antígeno M. leprae, foi 

encontrada maior expressão e liberação de IL-17.(42) Outros estudos já haviam descrito 

que a IL-17 é benéfica nas fases iniciais da doença, através da ativação dos macrófagos 

e uma maior resposta Th1.(43,44) Dentre os diversos tipos celulares, um estudo recente 

mostrou que as células T γδ não só estão presentes em grande quantidade nas lesões 

paucibacilares como estão produzindo IL-17.(45) 

Demonstrando a complexidade da resposta imune a hanseníase, 

outro tipo de linfócito que foi descrito como relevante foi o Th9, que forma uma 

subpopulação de células T auxiliares CD4+, caracterizada pela produção das 

interleucinas-9 (IL-9) em resposta ao conjunto TGF-b e IL-4, sendo inibida pela presença 

de IFN-γ.(46) Foi demonstrado que a presença de IL-4, em conjunto com TGF-b inibe a 

diferenciação das Treg e leva ao desenvolvimento das Th9, que produzem elevadas 

quantidades de IL-9 e IL-10 e contribuem para a inflamação.(47) Essas células estão 

presentes em grande quantidade nos granulomas de lesões em pacientes no polo 

tuberculoide, mas não no lepromatoide, possivelmente regulando negativamente a 

produção de IL-10 e IL-4.(48) 

Dada a imensa variedade de tipos celulares e citocinas envolvidas na 

resposta imune da hanseníase, o foco deste estudo foi o papel das células da imunidade 

inata, as células T matadoras naturais (NKT – natural killer T), células linfoides inatas do 
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tipo 2 (ILC2 – innate lymphoid cell type 2), os monócitos e as DC, na hanseníase 

multibacilar. 

 

1.2.1 NKT 

 

As células NKT são um subtipo de células T que expressam 

marcadores específicos de células NK e possuem um receptor de células T (TCR-T – T-

cell receptor) invariante, Vα24Jα18(49,50) que reconhecem principalmente glicolipídios 

apresentados pela molécula CD1d, uma molécula não clássica do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC – major histocompatibility complex).(49,51) O CD1d é expresso 

em células epiteliais e estromas em diferentes locais, como no sistema gastrointestinal, 

fígado, pâncreas e pele.(52) Uma das principais características das NKT é a capacidade 

de produzir uma grande gama de citocinas, tanto da resposta Th1 como da Th2.(53) O 

desenvolvimento das células NKT está relacionado a expressão do fator de transcrição 

promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF), sendo descrito que a ausência dele impede 

a expansão, maturação e migração dessas células.(54) 

Diversos estudos vêm demonstrando a ligação entre alterações da 

quantidade e funcionalidade das células NKT para a resposta contra agentes externos, 

como Chlamydia trachomtis, Streptococcus pneumoniae e Pseudomonas 

aeruginosa(55,56) e também em doenças sistêmicas como lúpus eritematoso sistêmico, 

HIV e colite.(57-61) 

Em relação as respostas as micobactérias, primeiro foi descrito o 

papel das NKT em modelos de tuberculose. Foi demonstrado que glicolipídios 

provenientes do Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) são capazes de estimular 

as células NKT e que após o reconhecimento, produzem altos níveis de IFN-γ e 

diminuem a produção de IL-4, o que contribui para o combate a infecção.(62) Além disso, 

em camundongos, são as células NKT as predominantes nos granulomas.(63) 

Na hanseníase, as células NKT também estão presentes nos 

granulomas de pacientes com hanseníase tuberculoide. Ainda, na análise do sangue 

periférico, o repertório de TCR Va era restrito, com uma forte tendência ao uso dos 

segmentos Vα6 e Vα14.(64) 

Outro estudo, analisou o sangue periférico para avaliar o papel das 

NKT nos diferentes polos da hanseníase. Ele demonstrou uma alta proporção de células 
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T citotóxicas e NKTs em pacientes no polo multibacilar quando comparados ao 

paucibacilar, mas que sua presença se correlacionava com a expressão de ligante de 

morte programada 1 (PD-L1 – programmed death-ligand 1), sugerindo um perfil de 

exaustão dessas células. Destacou-se que tanto as NKT como as TCD8+ desempenham 

um papel crucial no perfil de produção de citocinas, sejam pró-inflamatórias ou anti-

inflamatórias.(65) 

Nosso grupo publicou dados que demonstram a diminuição de células 

NKT em pacientes tanto mono como coinfectados com hanseníase e HIV, contudo essas 

mesmas células estavam com a produção aumentada de IFN-γ, sugerindo um maior 

estado de ativação.(66) 

 

1.2.2 ILC 

 

As células linfoides inatas (ILC) são uma ponte importante entre a 

resposta imune inata e a adquirida. Elas são subdivididas em três grupos principais 

relacionados à sua função efetora. As células linfoides inatas do tipo 1 (ILC1 – innate 

lymphoid cell type 1) são caracterizadas pela produção de citocinas do tipo Th1, IFN-γ e 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), as ILC2 tem perfil Th2, caracterizadas por 

secreção de interleucinas IL-4, interleucina-5 (IL-5) e interleucina-13 (IL-13) e as células 

linfoides inatas do tipo 3 (ILC3 – innate lymphoid cell type 3) possuem perfil Th17 sendo 

capazes de produzir IL-17 e inteleucina-22 (IL-22).(67) 

As ILC2 requerem a presença de interleucina-7 (IL-7) para seu 

desenvolvimento e expressam os receptores de IL-7 (CD127)(68) e de chemoattractant 

receptor–homologous molecule expressed on TH2 lymphocytes (CRTH2) na sua 

superfície.(69) Em relação aos fatores de transcrição, essas células dependem da 

expressão de GATA3 para o seu desenvolvimento e função.(70) 

Do ponto de vista funcional, as ILC2 apresentam uma capacidade de 

promover reparação tecidual após inflamação por parasita intracelular.(71) Contudo, foi 

demonstrado que essa célula possui um papel importante nas reações alérgicas, via 

secreção de IL-5 e IL-13 contribuindo para o acúmulo de eosinófilos e macrófagos.(72) 

Outro estudo descreveu a diminuição das ILC no trato gastrointestinal de pacientes com 

infecção por HIV.(73) Além de seu papel na resposta inata, elas promovem o aumento da 
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taxa de proliferação das células T CD4+ e a produção de IL-2 em pacientes asmáticos, 

sendo um dos responsáveis pela inflamação encontrada nessa doença.(74) 

Na pele, as ILC2 vêm ganhando especial atenção, por serem 

consideradas células residentes, possuindo uma capacidade de migração para os 

linfonodos. Em camundongos, produzem IL-13, interagem com mastócitos, que após a 

ativação com IL-2, são capazes de expandir sua população e assumir um fenótipo mais 

inflamatório, com a produção de IL-5.(75) 

Em relação as doenças de pele, as ILC2 foram estudadas na 

dermatite atópica e na hidradenite supurativa. Os estudos em dermatite atópica, 

demostram que as ILC2 estão aumentadas tanto na lesão como na circulação 

sanguínea, nos modelos animais e em amostras de pacientes, sendo recrutadas após o 

início do processo alérgico, contribuindo para a inflamação local.(76,77) Por outro lado, em 

um estudo sobre hidradenite supurativa, os números absolutos de ILC estavam 

reduzidos na periferia dos pacientes quando comparados aos controles, mas 

aumentados nas áreas de lesão.(78) 

O papel das ILC2 também foi investigado contra as micobactérias, 

especificamente as M. tuberculosis. Foi descrito que em pacientes com diabetes mellitus 

associado ou não a tuberculose, havia uma menor quantidade de ILC2 e ILC3, com 

aumento da produção de IFN-γ e diminuição de IL-13.(79) Já na resposta ao M. leprae, 

um trabalho anterior do nosso grupo, identificou que em pacientes coinfectados com HIV 

e hanseníase, as ILC2 estavam aumentadas quando comparadas aos controles, 

sugerindo um perfil mais Th2, apesar de uma diminuição relativa na produção de 

citocinas.(80) 

 

1.2.3 Monócitos 

 

Os monócitos são células da imunidade inata, originadas de 

percussores na medula óssea, que exercem suas funções ao circular na corrente 

sanguínea,(81) sendo então recrutados para o combate de patógenos nas áreas de 

inflamação e para a manutenção da homeostasia, originando macrófagos e DC nos 

tecidos.(82,83) 

Para o estudo das suas funções, eles são divididos em subtipos, 

identificados de acordo com a expressão de CD14 associada ou não com a de CD16. 
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Os clássicos apresentam uma alta expressão de CD14 e negativa para CD16 (CD14++ e 

CD16-), enquanto os não clássicos expressam CD16 e baixos níveis de CD14 

(CD14+CD16++), sendo que essa divisão já está bem estabelecida.(84,85) Contudo, mais 

recentemente, foi descrita a subdivisão dos monócitos CD16+, com a identificação de um 

grupo intermediário (CD14++CD16+).(86,87) Esses grupos não diferem apenas na 

expressão de CD14 e CD16, mas também em diversas outras proteínas de superfície,(88) 

expressão gênica e produção de citocinas.(89) 

Em indivíduos saudáveis, os clássicos correspondem em torno de 

85% dos monócitos circulantes, seguidos dos não clássicos, em torno de 10%, e os 

intermediários com 5%, sendo que as quantidades se alteraram em condições 

inflamatórias, com o aumento da proporção daqueles CD16+.(90,91) 

É proposto que a cinética da circulação dos monócitos ocorra a partir 

da medula óssea com o fenótipo clássico, sendo que uma pequena parte, ainda na 

circulação, se diferencie para o intermediário. Esses então, poderiam ir para os tecidos 

e ao retornar à circulação, passam a ter características dos não clássicos, sendo esse 

subtipo o mais maduro.(89,92,93) 

Os monócitos clássicos possuem funções fagocíticas e de produção 

de citocinas como TNF, IL-6 e IL-1β em resposta a agonistas receptores toll-like (TRLs 

– toll-like receptors), atuando na fase inicial da resposta imune.(90) São capazes de migrar 

dos vasos sanguíneos para os tecidos, se diferenciando e repondo a população de 

macrófagos e de DC.(94) Em um modelo com camundongos, foi demonstrado que a 

presença de CCR2 é essencial para a saída dessas células da medula óssea para a 

circulação.(95) Ao comparar os monócitos clássicos com aqueles CD16+, foi sugerido que 

eles produzam mais TNF ao serem estimulados via receptores de TLR4 e TLR2.(96) 

Em um estado basal, os monócitos não clássicos exercem suas 

funções nos vasos sanguíneos, sendo referidos como monócitos de patrulhamento.(97) 

Eles apresentam um metabolismo mitocondrial acentuado, que pode estar associado 

com funções de reparação tecidual.(98) Foi também demonstrado que esses monócitos 

são essenciais na resposta imune contra os vírus, com a produção principalmente de 

TNF, IL-1b e CCL3.(99) 

Apesar de semelhanças com os outros dois subtipos de monócitos, 

os intermediários possuem diferenças significativas, que sugerem funções imunológicas 

únicas, como uma maior propensão para apresentação de antígenos(100) e também com 
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uma maior produção de IL-10, expressão de CD163 e atividade fagocítica.(101) Mais 

estudos vêm sendo feitos para o entendimento funcional desse tipo celular. 

Ao estudar a relação dos monócitos com as micobactérias, 

inicialmente na tuberculose foi demonstrado o papel central dessas células no combate 

da infecção. Inicialmente, o aumento na circulação de células CD14+ foi descrito e apesar 

de ser mais significativo nos pacientes com a forma pulmonar, também foi observado em 

outros tipos de tuberculose, sendo que os valores retornam para normalidade com o 

tratamento.(102) Em relação a resposta local, num estudo com camundongos, foram as 

células CD16 negativas as predominantes nas áreas de lesão.(103) 

Ao investigar o papel dos monócitos CD16+, eles também tiveram um 

aumento na frequência em pacientes com tuberculose quando comparados aos 

controles saudáveis, porém com uma diminuição na expressão de marcadores 

relacionados a maturação, diferenciação e fagocitose.(104) Estudos iniciais também 

reforçaram o papel dos monócitos CD16+ na resposta ao bacilo, com um aumento da 

expressão de CCR2 e consequente capacidade de migração, sendo que no líquido 

pleural, teriam um papel na apresentação de antígenos e combate a infecção. Apesar 

disso, esse mesmo estudo sugeriu também um papel negativo dos monócitos CD16+, já 

que seu aumento no sangue periférico se associou com a severidade da doença e com 

a resistência bacteriana.(105) 

Em relação aos monócitos intermediários, ao diagnóstico, pacientes 

com tuberculose ativa tinham aumento na frequência dessas células, com maior 

expressão de MHC-II e capacidade de ativar as células T. Essas alterações nos 

monócitos foram transitórias, não sendo observadas nos mesmos pacientes durante o 

tratamento, sugerindo uma resolução da infecção.(106) 

De forma geral, há uma associação entre o aumento de monócitos 

circulantes e a infecção ativa por tuberculose, com alteração do fenótipo dessas células, 

sendo sugerido que os monócitos podem ser usados como um biomarcador para o risco 

de desenvolver tuberculose.(107,108) 

Desde o início sobre a hanseníase, os monócitos foram sugeridos 

como células supressoras da resposta imune,(109) sendo descrito que as células 

mononucleares falhavam em produzir citocinas inflamatórias em pacientes com 

hanseníase multibacilar quando comparados a paucibacilares.(110) Outros estudos, 

também avaliando monócitos em indivíduos multibacilares, observaram a produção de 
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fatores solúveis, principalmente IL-10 e prostaglandina E2, que inibiam a proliferação de 

células T e contribuíam para um estado de anergia.(111,112) 

In vitro, os monócitos de doadores saudáveis, quando estimulados 

com M. leprae, produziram menos citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-18, IL-6, IL-10, 

IL-12 e TNF-α) e mais moléculas reguladoras negativas (MCP-1 e IL-1Ra) do que quando 

estimulados com BCG.(113,114) Outro estudo demonstrou que o glicolipídio fenólico 1 

(PGL-1 – phenolic glycolipid-1), uma proteína específica da membrana do M. leprae, 

também levou a uma fraca produção de TNF-α, IL-1b e IL-10, ao mesmo tempo que 

aumentou MCP-1, IL-1Ra e VEGF, quando comparado com lipopolissacarídeo (LPS).(115) 

Em relação as diferentes formas clínicas da hanseníase, os monócitos 

de pacientes multibacilares produziram quantidades significativamente maiores de IL-12 

quando estimulados via HLA de classe II do que aqueles do grupo paucibacilar, não 

sendo observadas diferenças na produção de IL-1b.(116) Os monócitos podem 

reconhecer o M. leprae via receptor TLR2, sendo que uma mutação nesse receptor está 

associada a uma menor produção de IL-12.(117) 

Na avaliação das reações hansênicas, havia um aumento na 

frequência dos monócitos intermediários e uma diminuição dos não clássicos quando 

comparados ao grupo com apenas hanseníase, independente da reação ser do tipo 1 ou 

do tipo 2.(118) 

Além disso, os macrófagos são células essenciais para o 

entendimento da resposta imune da hanseníase, sendo os responsáveis pelas 

desmielinização e lesão nervosa(119) e contribuindo para os diferentes polos da 

hanseníase.(14,37,120)  

Os macrófagos derivados de monócitos podem assumir um fenótipo 

inflamatório(121) na forma paucibacilar ou anti-inflamatório nos multibacilares, o que 

contribui para a maior gravidade e falta de resposta imune nas áreas de lesão.(122-124) 

Foi demostrado que o estímulo IL-10 levou os macrófagos a 

assumirem um fenótipo mais fagocítico, com aumento da expressão de CD163, o que 

também era encontrado nos macrófagos das lesões multibacilares. Por outro lado, o 

estímulo com IL-15, levou a uma expressão gênica relacionada com os programas 

antimicrobianos. Nos pacientes com reação reversa (tipo 1) havia uma conversão do 

programa fagocítico para o programa antimicrobiano.(125) Nas áreas de lesão de 

pacientes multibacilares, os macrófagos tem uma maior expressão de CD163, o que se 
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correlaciona com aumento na secreção de IL-10 e da fagocitose, o que favoreceria a 

sobrevivência do bacilo.(126) 

Outro estudo, também com macrófagos derivados de monócitos, 

encontrou resultados similares, ao utilizar o M. leprae como estímulo, os macrófagos 

tiveram um fenótipo M2, com diminuição de citocinas inflamatórias (IL-1b, IL-6, TNF-α) e 

da expressão de MHC-II, com aumento de IL-10 e CD163. Além disso, essas células 

foram mais resistentes a citoxicidade de T CD8+ e favoreceram a diferenciação de 

linfócitos T para Treg. Nesse estudo, os monócitos de pacientes com hanseníase 

multibacilar expressaram preferencialmente IL-10 enquanto aqueles de paucibacilares 

expressaram IL-12 e TNF-α.(127) 

Na coinfecção de hanseníase e HIV, os macrófagos também 

contribuem para a progressão da doença. Em um estudo comparando pacientes com 

HIV e com reação reversa e HIV, não foram encontradas diferenças nos subtipos de 

monócitos na periferia, mas a análise nas áreas de lesão mostrou que a coinfecção com 

HIV manteve um fenótipo mais anti-inflamatório dos macrófagos, mesmo com estado de 

reação reversa.(128) 

Já os monócitos de pacientes com hanseníase paucibacilar são 

capazes de se transformar tanto em macrófagos quanto em DC quando estimulados via 

TRLs. Essa capacidade não foi observada nos monócitos de pacientes multibacilares, 

que se diferenciaram predominantemente em macrófagos. Esses resultados, obtidos em 

experimentos in vitro, foram corroborados por análises de amostras de tecido, onde se 

observou um aumento de DC nas lesões de pacientes com reação reversa.(129) 

 

1.2.4 Células dendríticas 

 

As DC atuam conectando a imunidade inata e a adquirida, através do 

reconhecimento de antígenos para a ativação de linfócitos e na indução de tolerância 

com os antígenos próprios.(130) 

São formadas na medula óssea e através da circulação sanguínea, 

migram para os tecidos (como o fígado, a pele, pulmão e intestino) e para os linfonodos, 

onde terminam seu processo de maturação e exercem sua função de apresentação de 

antígenos e ativação das células T.(131,132) Além disso, também participam da fase inicial 

da resposta imune, através da produção de citocinas e quimiocinas.(133) 
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No sangue, diversas subdivisões foram identificadas, sendo no estado 

basal, divididas principalmente em células dendríticas plasmocitoides (pDC – 

plasmacytoid dendritic cell) e em mieloides ou convencionais.(86,134) 

As diferenças funcionais entre esses grupos incluem uma com 

variabilidade de fatores de transcrição, receptores e na ontogenia.(135,136) 

As DC correspondem a uma pequena quantidade na circulação 

sanguínea, entre 0,1 a 2% em indivíduos saudáveis, sendo em sua maioria as células 

dendríticas mieloides (mDC – myeloid dendritic cells), podendo ser caracterizadas por 

não expressarem marcadores de linhagem (Lin neg) e pela positividade de HLADR e 

CD11c.(137) Elas expressam uma grande gama de receptores TLRs, sendo capazes de 

responder a sinais que variam de nucleotídeos a polissacáridos.(138) São mais eficientes 

para a apresentação cruzada de antígenos e ativação citotóxica, produção de IL-12 e 

interferon lambda 3 (IFN-λ).(139) As dendríticas convencionais também são capazes de 

induzir a resposta Th1 e Th17 nos linfócitos T CD4.(140) 

Especialmente na pele, existem dois tipos principais de DC 

residentes, de origem mieloide, sendo que as células de Langherans estão localizadas 

na epiderme e possuem uma baixa reatividade a bactérias, enquanto as DC na derme, 

expressam TLR2, TLR4 e TLR5, sendo importantes no combate aos patógenos.(141) 

As pDC são caracterizadas como HLADR+ CD11c-CD123+ e foram 

identificados como um subtipo especializado em reconhecer e responder a infecção viral, 

migrando para os linfonodos e com a produção rápida de interferon tipo I.(142,143) 

Outro subtipo, são as DC inflamatórias, que estão presentes de forma 

transitória em resposta a estímulos microbianos e inflamatórios, sendo inferido que tanto 

os monócitos clássicos como os percussores hematopoiéticos podem originar esse tipo 

celular.(134) As DC derivadas de monócitos, nos tecidos, possuem diversas funções como 

controlar a infecção e iniciar a reparação tecidual.(81) 

Para além do estado basal, as DC também foram estudadas no 

contexto inflamatório cutâneo, como dermatite atópica, lúpus e a psoríase.(144) A psoríase 

é uma doença inflamatória crônica, caracterizada por placas escamosas e eritematosas 

na pele, que pode ser acompanhada por manifestações sistêmicas, sendo proposto um 

papel central das dendríticas para o início e manutenção da doença.(145-147) 

É proposto que nas fases iniciais da psoríase, as células pDCs, 

infiltrem a derme e ao reconhecerem os antígenos próprios, produzam IFN-α(148) que 

causa a maturação das DC residentes e também a diferenciação dos monócitos em DC, 
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sendo que essas células têm a capacidade de produzirem uma grande gama de citocinas 

que ativam e diferenciam os linfócitos T para Th1 e Th17.(149) Um modelo com 

camundongos demonstrou que as dendríticas derivadas de monócitos (moDC) são 

recrutadas para as áreas de lesão, produzem TNF e IL-1b e geram a inflamação 

característica da psoríase.(150) 

Para além das manifestações cutâneas, existem alterações 

sistêmicas na psoríase, sendo que foi demonstrada uma correlação positiva entre a 

quantidade de IFN-γ, IL-12, IL-17 e IL-18 na circulação e a severidade da doença.(151) Ao 

analisar especialmente as DC, no sangue periférico, as células mieloides de pacientes 

com psoríase, apresentavam um fenótipo mais imaturo e maior produção de IL-12, em 

comparação com os controles saudáveis.(152) Em relação as pDC, elas estavam 

diminuídas tanto em quantidade como na produção de citocinas,(152,153) o que levou a um 

aumento na relação mieloide/plasmocitoides.(153) Essa alteração foi revertida após o 

tratamento com um anticorpo anti-TNF (infliximab), com um aumento total das 

dendríticas na circulação.(154) 

Em relação a hanseníase, o papel central de ativação imune das DC 

já foi descrito, principalmente como primeira linha de defesa na pele.(120) Comparando os 

efeitos de diferentes micobactérias, M. tuberculosis, BCG e M. leprae, foi descrito que 

apenas o bacilo causador da hanseníase, não induzia a ativação e maturação das DC, 

inclusive possuindo um efeito supressor na expressão gênica dessas células, além das 

células T não terem proliferado em resposta as DC estimuladas com M. leprae.(155) Outro 

estudo demonstrou que para as DC estimuladas com M. leprae expressassem de CD83 

e promovessem a proliferação dos linfócitos T, era necessário utilizar concentrações 

muito altas do bacilo, sendo ainda significativamente menor do que a ativação causada 

por outras micobactérias. O M. leprae reduzia a expressão do MHC e não aumentava a 

expressão de CD86.(156) De forma geral, foi concluído que o M. leprae não leva uma 

ativação das DC, mas sim uma anergia. 

Também já foi demonstrado que o reconhecimento das micobactérias 

envolve o receptor CD209/DC-SIGN, que está presente nas DC, sendo que mutações 

alélicas no gene responsável por esse receptor estão associadas ao desenvolvimento 

da forma paucibacilar da hanseníase.(157) 

A importância local das DC foi demonstrada, inicialmente através da 

avaliação da expressão da proteína CD1, que nos granulomas de pacientes com a forma 

tuberculoide, estava aumentada, sendo majoritariamente expressa por DC maduras.(158) 
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Análises imuno-histoquímicas das áreas de lesão, confirmaram os resultados anteriores, 

demonstrando uma predominância das DC nas lesões tuberculoides, tanto das células 

de Langerhans como as DC na derme.(159) Outro estudo que também avaliou as áreas 

de lesão, encontrou resultados similares, com aumento estatisticamente significante das 

células de Langerhans CD1a+ e as DC na derme nos pacientes com lesões 

paucibacilares quando comparados aos multibacilares.(160) De forma geral, sugere-se 

que as DC estejam aumentadas nas áreas de lesão da forma paucibacilar, influenciando 

na ativação da imunidade celular desse subtipo clínico. 

Já a análise do sangue periférico de pacientes com eritema nodoso, 

sugeriu uma ativação da via de sinalização do IFN-I, assim como nas biopsias de pele, 

sendo que o tratamento com talidomida, levou a uma redução dessa ativação tanto na 

circulação como nas áreas de lesão. Nesse mesmo estudo, foram estudadas as DC 

plasmocitoides, que estavam reduzidas no sangue, porém aumentadas nas áreas de 

lesão, sendo sugerido um papel dessas células nas reações hansênicas.(161) As pDC 

também são importantes nas reações do tipo 1 de pacientes multibacilares, nas quais há 

elevada expressão de CD123 pelas pDC nos granulomas.(162) 

Outros estudos também já demostraram que as pDC estavam 

reduzidas na circulação periférica de pacientes com hanseníase e/ou coinfectados com 

HIV.(40) 

A expressão de B7-1/CD80, um marcador de ativação, que está 

envolvido na resposta das DC ao M. leprae,(163) está aumentada nas DC de pacientes 

com reação do tipo 1 e do tipo 2, tanto na circulação como nas áreas de lesão, o que 

poderia estar relacionado a uma ativação imune dessas células, já que em pacientes 

multibacilares, esse mesmo marcador está diminuído.(164) 

Em outro estudo, sobre pacientes com hanseníase tanto na primeira 

infecção como em casos reincidentes, demostrou uma diminuição da ativação das DC e 

dos monócitos em ambos os grupos de pacientes quando comparados aos controles 

saudáveis, sendo ainda menor a expressão de CD86 nos reincidentes, que também eram 

menos responsivos a antígenos.(165) 

O estudo da imunidade inata em pacientes com hanseníase 

multibacilar é importante para que se amplie o entendimento da doença e de suas 

diversas formas clínicas e assim promover um tratamento mais direcionado, 

personalizado e efetivo.  
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1.3 Objetivos 

 

1. Analisar no sangue periférico a frequência das células NKT e ILC2 

de pacientes com hanseníase multibacilar, comparando com os controles; 

2. Analisar no sangue periférico os monócitos e seus subtipos 

(clássico, intermediário, não clássico), comparando com os controles; 

3. Analisar no sangue periférico as células dendríticas e seus subtipos 

(mieloide e plasmocitoides); 

4. Analisar a presença das células NKT e ILC2 nas áreas de lesão de 

pacientes com hanseníase multibacilar, antes e após o início do tratamento. 
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2 MÉTODOS 

 

2.1 Seleção de pacientes 

 

Os pacientes incluídos na pesquisa foram aqueles que atendidos em 

consulta no ambulatório de dermatologia da Universidade Federal de São Paulo entre 

2016 e 2017, com os seguintes critérios de inclusão: pacientes com hanseníase 

multibacilar, maiores de 18 anos, com sorologia negativa para sífilis, doença de Chagas, 

hepatite B, hepatite C e o vírus linfotrópico de células T humanas (HTLV-I/II). Foram 

obtidas amostras de sangue e tecido de 12 pacientes com diagnóstico de hanseníase 

multibacilar, no momento do diagnóstico. Para 5 pacientes, foram obtidas amostras de 

tecido após o término do tratamento. Os pacientes foram avaliados, através da 

anamnese e do exame físico, para o diagnóstico dos estados reacionais. 

Os controles foram obtidos através de amostras de sangue periférico 

de 10 voluntários saudáveis, que foram coletados nos mesmos locais dos pacientes. 

Todas as amostras foram processadas e armazenadas no Instituto Israelita de Ensino e 

Pesquisa Albert Einstein (IIEPAE). Todos os pacientes foram esclarecidos sobre o 

estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O protocolo 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein e da 

Universidade Federal de São Paulo (CAAE 54494816.3.3002.5505), e SGPP nº. 26341-

6. 

 

2.2 Processamento das células mononucleares do sangue periférico 

 

A coleta de 30 mililitros (mL) de sangue periférico foi feita através de 

punção de veia periférica em membro superior, após assepsia local. O sangue coletado 

foi encaminhado ao laboratório para processamento, em ambiente estéril. Para 

isolamento das PBMC, a amostra foi diluída na proporção 1:1 em solução salina 

balanceada de Hanks (HBSS – Hank's balanced salt solution), da GIBCO® - 

ThermoFisher, e transferidas para tubos com 15mL de solução gradiente de densidade 

Ficoll (Ficoll® Paque Plus – Sigma-Aldrich). Em seguida, realizou-se a centrifugação a 
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2300 rotações por minuto (rpm), com temperatura entre 18ºC (graus Celsius) e 20ºC, 

durante 40 minutos e com aceleração de 4 e desaceleração 0 para lavagem. 

Após a finalização da centrifugação, houve a formação de uma nuvem 

com as PBMC. Em seguida, cuidadosamente, com uma pipeta Pasteur estéril, foi feita a 

transferência dessa nuvem para outro tubo cônico, completou-se o volume com HBSS e 

o tubo foi centrifugado novamente a uma velocidade de 1700rpm, com temperatura entre 

18 e 20ºC, durante 10 minutos e com aceleração e desaceleração de 9. Esta etapa de 

lavagem foi realizada duas vezes após o término da segunda centrifugação, as células 

foram incubadas por dois minutos com 3mL de solução de lise de hemácias (Ammonium-

Chloride-Potassium ACK Lysing Buffer - GIBCO® - ThermoFisher). Após esse período, 

foram acrescentados 10mL de meio de cultura R-10, que compreende meio RPMI 

acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de tampão HEPES, 1% de piruvato de sódio, 

1% de penicilina – estreptomicina e 1% de L-glutamina, para inativação da solução 

lisante e uma nova centrifugação com os mesmos parâmetros ao passo anterior foi 

realizada. Após a centrifugação, as células foram ressuspendidas em 10mL de meio de 

cultura R10 para verificação da viabilidade celular e contagem das células. 

Para avaliação da viabilidade de células, elas foram coradas em azul 

de tripan (Trypan Blue) na proporção de 10 microlitros (μL) do corante para 10μL de 

células e em seguida, o número de células foi avaliado através da contagem celular no 

aparelho Countess™ II Automated Cell Counter. Após a contagem, essas células foram 

ressuspendidas em meio de congelamento 30mL RPMI (Gibico-Thermo Fischer 

Scientific), 15mL soro fetal bovino e 5mL dimetilsulfóxido (DMSO). Ao final as células 

foram transferidas para criotubos e permaneceram no freezer a -20ºC durante 24 horas. 

Em seguida foram colocadas em nitrogênio líquido, onde permaneceram até o momento 

de uso. 

 

2.3 Exames laboratoriais 

 

Para a realização do hemograma, foram coletados 2mL de sangue 

periférico em tubo contendo ácido etilenodiamino (EDTA), tanto dos pacientes quanto 

dos controles. O hemograma foi feito no equipamento Sysmex XP-300 seguindo as 

orientações do fabricante. Os valores de referência utilizados foram: hemoglobina 

(feminino 12 a 16 gramas/decilitros (g/dL) masculino: 13,5 a 18g/dL); hematócritos 
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(feminino: 35 a 45%, masculino: 40 a 50%); leucócitos totais (feminino: 4100 a 8900 

milímetros cúbicos/decilitros (mm3/µL); masculino: 3600 a 9100mm3/µL) e linfócitos 

(feminino: 1200 a 5200µL/mm3; masculino: 1200 a 5200µL/mm3). 

 

2.4 Biópsia de pele e/ou nervo 

 

As biópsias de pele foram coletadas por meio do uso do bisturi cônico 

“punch” com 5 milímetros (mm) de diâmetro, após assepsia e anestesia por punção 

intradérmica com lidocaína a 2%. Fragmentos de 4 micrometros (µm) das lesões foram 

preparados e fixados em formol e embebidos em parafina. Após análise de diagnóstico 

do fragmento, o restante da amostra foi destinado à pesquisa das células ILC e NKT. 

Através do auxílio do patologista, foram feitos cortes, a partir de blocos de parafina, nos 

locais apontados como lesões de hanseníase. 

 

2.5 Imunofluorescência e microscopia confocal 

 

O uso da microscopia confocal já está consolidado no campo da 

imunologia, pela possibilidade de utilizar marcadores fluorescentes, que promovem uma 

imagem tridimensional, com maior resolução e sensibilidade.(166,167) Para a marcação de 

imunofluorescência, foram feitos cortes de 5mm, que foram desparafinados em estufa a 

60ºC por 40min. Em seguida, foram diafanizados em xilol por 10 minutos, a temperatura 

ambiente, hidratados em uma bateria de álcool etílico (concentrações de 100, 95 e 70%) 

por 30 segundos em cada concentração e por último permaneceram por 1 minuto em 

água corrente. Em seguida, as lâminas passaram por um processo de desmascaramento 

em tampão citrato (pH 6,0) durante 15 minutos no micro-ondas. Em seguida, as lâminas 

foram lavadas 3 vezes com tampão fosfato-salino (PBS – phosphate buffered saline) 

acrescido de 0,5% de Tween-20, incubadas por 10 minutos com Saponina 0,5% para a 

permeabilização e, em seguida, com a solução de bloqueio (2% de glicina em PBS + 

albumina do soro bovino 1%) por 1 hora, à temperatura ambiente. 

Para marcação das células NKT, os tecidos foram incubados com os 

anticorpos primários de camundongo anti-humano CD1d (clone NOR3.2/13.17) da 

Abcam (Cambridge, UK) e coelho anti-humano CD3 (clone MRQ-39) da Cell Marque™ 
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(Darmstadt, Germany) por 18 horas. As lâminas foram então lavadas com PBS. Os 

anticorpos secundários utilizados foram alexa 488 anti-camundongo e alexa 568 anti-

coelho (Life Technologies Waltham, MA, USA), em incubação por 2 horas e em 

temperatura ambiente. As lâminas foram novamente lavadas com PBS e incubadas com 

os anticorpos anti-CD8 PE-CF594 (RPA-T8) e anti-TNF-α PE (MAb11) ambos da BD 

Biosciences (San Jose, CA, USA) e anti-CD4 BV605 (OKT4), anti-IL-9 Alexa-647 

(MH9A3), e anti-IFN-λ PE-Cy7 (B27) da BioLegend (San Diego, CA, USA) por 2 horas, 

à temperatura ambiente. 

Para a marcação das células ILC2 os tecidos foram incubados com 

anti-CD7 célula apresentadora de antígenos (APC – antigen-presenting cells) (8H8.1) da 

Beckman Coulter (Brea, California, United States), anti-CD117 PE-CY7 (104D2), anti-

CD127 BV605 (HIL-7R-M21), anti-CRTH2 PE-CF594 (BM16) e anti-CD45 APC-H7 (2D1) 

durante 2 horas, à temperatura ambiente. 

Após a incubação com os anticorpos, os tecidos foram lavados com 

PBS e finalmente, foi feita a incubação com DAPI (4′,6-diamidine-2’-phenylindole) para a 

marcação do núcleo celular durante 5 minutos. As lâminas foram montadas com o 

reagente anti-desbotamento (Prolong Golgi, Life Technologies) e lidas em microscópio 

confocal LSM 710 (Carl Zeiss Jena, Germany). As imagens foram feitas utilizando o 

software ZEN 2012 SP2 (Black, 64 bits) Release Version 11.0 (Carl Zeiss, Jena, 

Germany). Para cada amostra, foram feitas fotos de 3 a 5 campos ao longo de toda a 

lâmina.  

As fotos foram então analisadas por um especialista em confocal, que 

avaliou a viabilidade das fotos e realizou a contagem manual da quantidade ILC e NKT 

por foto, utilizando os mesmos critérios para todos os pacientes e fotos. Para a 

verificação da produção de citocinas e dos subtipos de NKT, foi realizada nova análise, 

a partir das células NKT já selecionadas previamente. Foi realizada a verificação da 

presença ou ausência do marcador, também utilizando os mesmos critérios. 

 

2.6 Extração de RNA e PCR quantitativo em tempo real 

 

As amostras de PBMC foram descongeladas e em seguida o RNA foi 

extraído usando o kit Pure Link® RNA Mini (Thermo Fischer Scientific), seguindo as 

instruções do fabricante. Com o objetivo de eliminar o DNA residual genômico extraído 
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junto com o RNA, as células foram lisadas com solução de lise acrescida da enzima 

RNAsefree (DNAse I), na proporção 1:100. Para cada orifício da placa foi adicionado 

50μL da solução de lise, seguido por incubação por 5 minutos em temperatura ambiente. 

Após a incubação, foi acrescentado 5μL de solução Stop e incubado por 2 minutos. Ao 

final, o lisado totalizou 55μL contendo RNA total e foi realizada a quantificação em 

NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).  

O cDNA foi obtido a partir de 400ng de RNA total usando a 

Transcriptase Reversa SuperScript™ III (Thermo Fischer Scientific). As reações foram 

realizadas no sistema QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR (Applied Biosystems) 

usando o SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies). As reações foram 

incubadas a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C 

por 1 minuto. As amostras foram analisadas em triplicata e normalizadas de acordo com 

os níveis de amplificação do gene constitutivo gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) e GATA3, IL-6, Va24, PLZF e IL-9, encomendados da Invitrogen (Carlsbad, 

CA, USA). As sequências primers forward e reverse para os genes de interesse estão 

descritas a seguir (Quadro 3). Os níveis de expressão gênica foram calculados usando 

a quantificação relativa do software Thermo Fisher Cloud. As expressões relativas de 

mRNA foram analisadas usando o método ΔΔCT e normalizadas para a expressão do 

gene de referência GAPDH, sendo que a mediana da expressão dos controles foi 

definida como 1. 

 

Quadro 3. Sequência de primers forward e reverse utilizadas para a identificação 
dos genes de interesse 

Gene Forward Reverse 

PLZF CATCTGCAGTGAGTGCAACC TGCCACAGAACTCACACTCG 
Va24 TGATCATCCTGGAGGGAAAG TGTCAGGGAAACAGGACCTC 
IL-9 TGGACATCAACTTCCTCATCA TGCCCAAACAGAGACAACTG 
GATA3 CGGGCTCTATCACAAAATGAA GTGTGGTTGTGGTGGTCTGA 
GAPDH ATTGCCCTCAACGACCACTT TGCTGTAGCCAAATTCGTTGTC 
IL-6 AAGCCAGAGCTGTGCAGATG GTTGGGTCAGGGGTGGTAT 

 

2.7 Imunofenotipagem de superfície celular em células mononucleares do sangue 

periférico 

 

Após a transferência das células descongeladas para uma placa de 

96 poços com fundo em V (NUNC® Brand Products), esta foi centrifugada a 1800rpm por 

5 minutos e sobrenadante descartado. Para lavagem celular foi adicionado 170μL do 
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tampão de citometria (PBS + 10% de soro fetal bovino), feita nova centrifugação de 

1800rpm por 5 minutos e em seguida, o sobrenadante foi desprezado. Para iniciar a 

marcação das proteínas de superfície das células, foram adicionados os anticorpos 

monoclonais previamente titulados. 

Os painéis utilizados foram: CD14 (APC- H7, clone M5E2) e PDL-1 

(PeCy7, clone MIH1) ambos da BD Biosciences (San Jose, CA, USA), CD16 (FITC, clone 

3G8) da Beckman Coulter (Brea, California, Estados Unidos), CXCR3/CD183 (Brilliant 

Violet 785, clone G025H7), CCR2 (PE, clone K036C2) e CD163 (PerCP Cy5, clone 

GHI/61) da BioLegend (San Diego, CA, USA) para monócitos. Já na identificação de DC 

foram utilizados os anticorpos CD11c (APCCy7, clone HL3), CD123 (PE, clone 9F5), 

Lin1(CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56, FITC, CAT 340546), PDL1 (PeCy7, clone 

MIH1) e HLA-DR (Bv711, clone G46-6) todos da BD Biosciences. Também foram 

analisadas as células NKT e ILC2, pelo seguinte painel Va24 (PeCy7, clone C15) e Vb11 

(Fitc, clone C21) ambos da Beckman Coulter, CRTH2 (PeCF594, clone BM16), CD127 

(AF 646, clone HIL-7R-M21), CD3 (BV711, clone UCHT1), CD4 (APC-H7, clone RPA-

T4) e CD8 (PE, clone HIT8a) todos da BD Biosciences. Para excluir as células mortas 

foi utilizado o reagente LIVE/DEAD™ “Fixable Red Dead Cell Stain Kit, for 488nm 

excitation” (CAT L23102) da Thermo Fischer Scientific. 

As células permaneceram sob incubação por 30min no escuro em 

temperatura ambiente. Após esse tempo foram centrifugadas e ressuspendidas em 

170μL de tampão de citometria para lavagem, sendo então adicionada 200µL de tampão 

de citometria para subsequente leitura em citômetro de fluxo LSR Fortessa (BD 

Biosciences). A estratégia de gate foi definida através de fluorescência menos um 

(FMO).(168) 
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Quadro 4. Diluição dos anticorpos utilizados para 
imunofenotipagem de monócitos, células dendríticas, ILC2 e 
NKT 

Painel Anticorpo Concentração (em 10) 

Monócitos 

CD14 3 
CD16 3 

CXCR3/CD183 1 
CCR2 3 
CD163 2 
PDL1 2 

Células dendríticas 

CD11c 3 
CD123 3 

Lin1 5 
PDL1 2 

HLADR 1 

ILC2 

CRTH2 3 

CD127 8 

CD3 1 
TNF 4 
IL4 4 
IFN 3 

NKT 

Vb11 5 
Va24 4 
CD3 1 
CD4 3 
CD8 5 

ILC2: células linfoides inatas do tipo 2; NKT: células T 
matadoras naturais. 

 

2.8 Análise funcional das células ILC2 e NKT 

 

Para a análise da funcionalidade das células ILC2 e NKT, a produção 

de citocinas produzidas por estas células foi avaliada. Os PBMC foram incubados com 

100ng/mL phorbol 12-myristate 13-Acetato (PMA-Sigma) e 500ng/mL ionomicina 

(Sigma). Após 1 h a 37°C e 5% CO2 foram adicionados 5mg/mL de monensina 5mg/mL 

(Golgi Stop) e 5mg/mL de brefeldina A (Golgi Plug). Após incubação durante 18h, as 

células foram lavadas com 170μL de tampão de citometria e incubadas com os 

anticorpos de superfície.(169) Nas células foi adicionado o reagente de 

fixação/permeabilização da Life Technologies de acordo com instruções do fabricante. 

As células foram incubadas com TNF (AL700, clone MAb11) da BD Biosciences e IL-4 

(BV421, clone MP4-25D2) e IFN (BV785, clone 4S.B3) ambos da BioLegend. 

Depois disso, as células foram lavadas com tampão de citometria, 

ressuspendidas e adquiridas em citômetro de fluxo LSR Fortessa™ (BD Biosciences). 

Para as análises, foram utilizadas células não estimuladas. Todas as amostras foram 

analisadas com o software FlowJo™, versão 9.9 (Tree Star). 
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2.9 Análise estatística 

 

Foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 6.0, onde atribuímos 

o teste de Mann-Whitney e correlação de Pearson ou Spearman e atribuímos o valor de 

significância de 5% (p≤0,05). Para a representação gráfica das análises, utilizamos 

mediana (M) e intervalo interquartil (IQR – interquartile range).  
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Dados demográficos e laboratoriais 

 

Após a coleta de sangue periférico dos 12 pacientes diagnosticados 

com hanseníase e dos 10 controles saudáveis, foi feito hemograma sendo comparada 

os valores de hemoglobina, hematócrito, leucócitos e linfócitos. 

Através da análise desses dados e do prontuário dos pacientes, foi 

observado que a mediana das idades foi de 47,5 anos e dos controles saudáveis de 50 

anos. Em relação à distribuição entre os gêneros, 10 pacientes (83,3%) eram do sexo 

masculino e 2 pacientes (16,7%) eram do sexo feminino. Entre os do Grupo Controle, 8 

(80%) do sexo masculino e 2 (20%) do sexo feminino. 

A análise dos dados laboratoriais (Tabela 1) demonstrou que os 

pacientes apresentaram diminuição do número de linfócitos (Figura 2A) e uma 

diminuição dos valores de hemoglobina (Figura 2B) quando comparado aos controles 

saudáveis.  

 

Tabela 1. Dados demográficos e laboratoriais dos pacientes 

 Sexo 
(%) 

Idade 
Hemoglobina 

(g/dL) 
Hematócrito 

(%) 
Leucócito 

(µL) 
Linfócito 

Pacientes, n=12       

Masculino 83,3 47 +/- 12,7 13,7 +/- 1,29 39,8 +/- 4,3 6.980 +/- 4,5 1.920 +/-0,7 
Feminino 16,7 46 +/- 15,6 9 +/- 3,3 34,05 +/- 8,7 7.150 +/- 1,8 2.100 +/- 0,6 

Controles, n=10       

Masculino 80 50 +/- 12,5 14,9 +/-0,8 41 +/- 1,8 7.250 +/-1,3 2450 +/- 0,5 
Feminino 20 53 +/- 11,3 13,8 +/- 2,3 40,1 +/- 7,5 7.455 +/- 1,5 2450 +/- 1,2 

*Dados expressos em mediana e desvio padrão. Valores de referência: hemoglobina (feminino 12 a 
16g/dL; masculino: 13,5 a 18g/dL); hematócritos (feminino: 35 a 45%, masculino: 40 a 50%); leucócitos 
totais (feminino: 4100 a 8900mm3/µL; masculino: 3600 a 9100mm3/µL) e linfócitos (feminino: 1200 a 
5200mm3/µL; masculino: 1200 a 5200mm3/µL). 
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A) Comparação entre a porcentagem de linfócitos totais. B) Comparação entre 
os valores de hemoglobina (g/dL). Realizado teste de Mann-Whitney; valor 
atribuído para p≤0,05. 
Figura 2. Mediana dos valores de hemograma dos pacientes e dos controles  

 

3.2 Dados clínicos 

 

Ao analisar os dados clínicos, todos os pacientes foram classificados 

com hanseníase multibacilar. 

Em relação aos estados reacionais, 33,3% dos pacientes 

apresentaram reações do tipo 1, 8,3% dos pacientes tiveram reação do tipo 2 e 8,3% 

dos pacientes tiveram reação mista (tipo 1 e tipo 2) (Tabela 2). 
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Tabela 2. Dados clínicos 

 Multibacilar 
(%) 

Reação 
tipo 1 (%) 

Reação 
tipo 2 (%) 

Reação 
tipo 1 e tipo 2 (%) 

Pacientes, n=12 100 33,3 8,33 8,33 

Dados expressos em mediana. 

 

Uma das principais características da hanseníase é o 

comprometimento nervoso. O nervo ulnar foi o mais acometido, estando comprometido 

bilateralmente em 83,3% dos pacientes e unilateralmente em 8,3%. Os pacientes 

também apresentaram acometimento de nervo radial (33,3% bilateral), nervo fibular 

(50% bilateral e 8,3% unilateral) e nervo tibial posterior (33,3% bilateral). 

Cerca de 58,3% dos pacientes não tinham nenhuma comorbidade 

associada. Dentre aqueles com outros diagnósticos, apenas um paciente tinha etilismo, 

um paciente com carcinoma basocelular, um com diabetes mellitus, hipertensão arterial 

sistêmica e dislipidemia e um com diagnóstico prévio de sífilis. 

A avaliação do grau de incapacidade é uma medida importante na 

análise do estado clínico(11) e foi avaliado no início e no fim do tratamento. Em relação 

aos escores iniciais, 66,7% dos pacientes tiveram escore total I e 16,7% com escore total 

II. Ao analisar as regiões específicas, a região mais afetada foram os pés, com 75% dos 

pacientes com escore I e 8,3% com escore II; seguido pelas mãos com 33,3% com 

escore I e 16,7% com escore II, sendo os olhos a região menos afetada, com 83,3% com 

escore 0 (Tabela 3). 

Em relação aos escores finais, poucas alterações foram observadas, 

sendo que 1 paciente teve regressão do seu escore de I para 0, reflexo de uma melhora 

clínica. O restante dos pacientes manteve seus escores ou não terminaram os seus 

tratamentos. 
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Tabela 3. Avaliação do grau de incapacidade no início e no final do tratamento 

Paciente 
Grau de incapacidade início  Grau de incapacidade final 

Olho Mão Pé Total  Olho Mão Pé Total 

1 S I I I  S 0 0 0 
2 0 0 0 0  0 0 0 0 
3 0 0 I I  0 0 I I 
4 0 I I I  0 I I I 
5 0 0 I I  0 0 I I 
6 0 II II II  0 II II II 
7 0 II I II  S S S S 
8 I I I I  I I I I 
9 0 0 0 0  0 S S S 
10 0 0 I I  0 0 I I 
11 0 0 I I  S S S S 
12 0 I I I  S S S S 

S indica dados não disponíveis. 

 

3.3 Tratamento 

 

A poliquimioterapia escolhida foi o esquema para o tipo multibacilar. 

Na maioria dos pacientes que apresentaram reações do tipo 1 e/ou 2 foram associadas 

prednisona e/ou talidomida (33,3%). O tempo médio de tratamento foi de 12,9 meses e 

a mediana foi de 10,5 meses, sendo que o tempo máximo de tratamento foi de 25 meses. 

O tempo de tratamento 0 se refere a aqueles pacientes que não concluíram o tratamento. 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4. Tipo, tempo e adesão ao tratamento dos pacientes 

N° paciente Medicamentos 
Tempo de 
tratamento 

(meses) 
Adesão 

1 MB MDT 10 Alta 
2 MB MDT 13 Alta 
3 MB MDT/Talidomida/Prednisona 13 Alta 
4 MB MDT/Talidomida/Prednisona 11 Alta 
5 MB MDT 25 Alta 
6 MB MDT 5 Abandono 
7 MB MDT/Prednisona 0 Em tratamento 
8 MB MDT 12 Alta 
9 MB MDT 0 Em tratamento 
10 MB MDT/Prednisona 14 Alta 
11 MB MDT 0 Abandono 
12 MB MDT 0 Encaminhado 

MB MDT: multibacillary-multidrug therapy. 

 

 



30 

 

3.4 Avaliação da expressão gênica das células linfomononucleares do sangue 

periférico de pacientes com hanseníase multibacilar 

 

Foi avaliada a expressão gênica, via PCR em tempo real, das 

citocinas IL-6 e IL-9. Foi encontrado que IL-6 estava aumentada nos pacientes (Figura 

3A) mas que IL-9 estava diminuída (Figura 3B), quando comparada aos controles, o que 

pode se relacionar com o perfil mais anti-inflamatório dos pacientes com hanseníase 

multibacilar. 

 

 

 
A) A expressão de IL-6 estava aumentada nos pacientes quando 
comparado aos controles saudáveis. B) A expressão de IL-9 estava 
diminuída nos pacientes quando comparado aos controles saudáveis. 
Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuído para p≤0,05. ILC6: 
células linfoides inatas do tipo 6. 
Figura 3. Expressão gênica nas células PMBC de IL-6 (A) e IL-9 (B) em 
pacientes com hanseníase multibacilar  
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O GATA3(70) é um fator de transcrição característico e essencial para 

as ILC2 e relacionado a resposta Th2, que está aumentado nos pacientes (Figura 4A), 

assim como o fator PLZF (Figura 4B). Apesar de não ser exclusivo, o fator de transcrição 

PLZF é importante para as funções efetoras das células NKT,(170) sendo que o outlier foi 

um paciente que apresentou reação tipo 1. 

Contudo, a expressão de Va24 está diminuída (Figura 4C), o que 

sugere uma menor circulação das células NKT na periferia de pacientes com hanseníase 

multibacilar. 
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A) A expressão de GATA3 estava aumentada nos pacientes quando 
comparado aos controles. B) A expressão de PLZF estava 
aumentada nos pacientes quando comparado aos controles. C) A 
expressão de Va24 estava diminuída nos pacientes quando 
comparado aos controles. Realizado teste de Mann-Whitney; valor 
atribuído para p≤0,05. 
Figura 4. Expressão gênica nas células PMBC de GATA3, PLZF e 
Va24 em pacientes com hanseníase multibacilar  
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3.5 Avaliação da frequência de células da imunidade inata no sangue periférico 

 

3.5.1 Avaliação da frequência e da funcionalidade das células ILC2 no sangue 

periférico 

 

As células ILC2 foram caracterizadas através da expressão de CD294 

(CRTH2) e CD127 e negativas para marcadores de linhagem (Lin negativo). Apesar de 

uma certa heterogeneidade, foi encontrada uma redução estatisticamente significante 

nos pacientes com hanseníase multibacilar quando comparado aos controles (Figura 

5A). Ao estimular as células com PMA+ionomicina, não se teve diferença estatística 

entre os grupos (Figura 5B). Em ambos os casos, os outliers, foram pacientes diferentes 

que apresentavam reação do tipo 1, em tratamento com prednisona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

 

 
A) %ILC2 não estimuladas. Houve uma redução da 
frequência das células ILC2 no sangue periférico de 
pacientes com hanseníase multibacilar quando 
comparada aos controles saudáveis. B) %ILC2 
estimuladas. Não houve diferença estatística na 
frequência das ILC2 ao serem estimuladas. Realizado 
teste de Mann-Whitney ; valor atribuído para p≤0,05. ILC2: 
células linfoides inatas do tipo 2. 
Figura 5. Frequência (%) das células ILC2 nos pacientes 
com hanseníase e controles saudáveis, via citometria de 
fluxo 

 

Em relação a produção de citocinas, nas células estimuladas, não foi 

observada diferença estatística em relação ao IFN-γ entre os grupos (Figura 6A), porém 

os pacientes apresentam um aumento na expressão de IL-4 (Figura 6B) e TNF (Figura 

6C). Em relação ao TNF, dentre os pacientes que apresentaram a maior produção, 

estavam aqueles que tiveram reação do tipo 2 ou mista.  
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A) Não foram encontradas diferenças estatísticas na 
produção de IFN-γ. B) Os pacientes apresentaram maior 
expressão de IL-4. C) Os pacientes apresentaram maior 
expressão de TNF. Realizado teste de Mann-Whitney ; 
valor atribuído para p≤0,05. ILC2: células linfoides inatas 
do tipo 2; TNF: fator de necrose tumoral. 
Figura 6. Produção de citocinas pelas células ILC2 
estimuladas, comparando pacientes com hanseníase 
multibacilar e controles saudáveis, via citometria de fluxo  
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3.5.2 Avaliação da frequência das células NKT no sangue periférico 

 

As células NKT foram caracterizadas, via citometria de fluxo, pela 

expressão de CD3, Vb11 e Va24. Nas células não estimuladas, não foi observada 

diferença estatística entre os pacientes e os controles (Figura 7A), sendo que um 

paciente com reação do tipo 1 se apresentou como um outlier. Ao estimular as células 

com PMA+ionomicina, o aumento das células NKT em relação aos controles foi 

estaticamente significante (Figura 7B). Pela baixa frequência dessas células na 

circulação sanguínea, não foi possível realizar a análise da produção de citocinas. 

 

 

 
A) %NKT não estimuladas. Não foram observadas diferenças 
estatísticas. B) %NKT estimuladas. Foram observadas um 
aumento das células NKT nos pacientes. Realizado teste de 
Mann-Whitney; valor atribuído para p≤0,05. NKT: células T 
matadoras naturais. 
Figura 7. Frequência das células NKT nos pacientes com 
hanseníase e controles saudáveis, analisada via citometria de 
fluxo 
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Foi observada uma correlação positiva e estaticamente significante 

entre as células NKT e ILC2 (R quadrado 0,9019, IC 95% 0,8260 0,9861, valor-p<0,0001) 

(Figura 8), dos pacientes com hanseníase, o que não foi encontrado nos controles 

saudáveis.  

 

 
Realizada a correlação de Pearson R quadrado 0,9019, IC 95% 0,8260 – 
0,9861, valor-p<0,0001. NKT: células T matadoras naturais; ILC2: células 
linfoides inatas do tipo 2. 
Figura 8. Correlação entre a frequência de células NKT e ILC2 de 
pacientes com hanseníase multibacilar  

 

3.5.3 Avaliação da frequência e fenótipo dos monócitos no sangue periférico 

 

Os monócitos foram observados através da expressão de CD14 e 

CD16, via citometria de fluxo. Os clássicos foram CD14++ e CD16-, os não clássicos 

CD14+CD16++ e o grupo intermediário CD14++CD16+ (Figura 9D). Os monócitos 

clássicos estavam diminuídos (Figura 9A) e os intermediários (Figura 9C) estavam 

aumentados nos pacientes quando comparados aos controles. Já os monócitos não 

clássicos não apresentaram diferença estatística (Figura 9B). 
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A) Havia uma diminuição dos monócitos clássicos nos pacientes. B) Não foram observadas 
diferenças estatisticamente significantes nos monócitos não clássicos. C) Foram observadas um 
aumento dos intermediários nos pacientes. D) Gráficos representam a estratégia de gate utilizada. 
Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuído para p≤0,05. 
Figura 9. Frequência dos subtipos de monócitos no sangue periférico de pacientes com hanseníase 
multibacilar, comparado com controles, via citometria de fluxo 

D) 
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Foi avaliada a expressão de PDL1 e de CD163 nos diferentes subtipos 

de monócitos, nos pacientes e controles. Em relação ao PDL1, os clássicos 

apresentavam uma diminuição da expressão (Figura 10A), enquanto os intermediários 

apresentaram um aumento nos pacientes quando comparado aos controles (Figura 

10C). Assim como a frequência absoluta, não houve diferença estatística para a 

expressão de PDL1 nos não clássicos (Figura 10B).  
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A) Havia uma diminuição da expressão de PDL1 dos 
monócitos clássicos. B) Havia um aumento da expressão de 
PDL1 dos monócitos intermediários. C) Não foram 
observadas diferença estatística em relação aos não 
clássicos. Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuído 
para p≤0,05. PDL1+: ligante de morte programada 1+. 
Figura 10. Frequência da expressão de PDL1 nos diferentes 
subtipos de monócitos em pacientes com hanseníase, 
comparado com controles, via citometria de fluxo 
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O CD163 é um marcador característico dos monócitos intermediários, 

que apresenta relação com atividade fagocítica e anti-inflamatória. Conforme esperado, 

os monócitos intermediários tiveram a maior expressão de CD163 (Figura 11C) e em 

todos os subtipos, a expressão de CD163 foi maior nos pacientes quando comparado 

aos controles. 

 

 

 

 
A expressão de CD163 foi maior nos pacientes quando 
comparado: A) Aos controles nos monócitos clássicos. B) 
Aos controles nos monócitos não clássicos. C) Aos controles 
nos monócitos intermediários. Realizado teste de Mann-
Whitney; valor atribuído para p≤0,05. 
Figura 11. Frequência da expressão de CD163 nos 
diferentes subtipos de monócitos em pacientes com 
hanseníase, comparado com controles, via citometria de 
fluxo 
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A expressão de quimiocinas é essencial para o tráfego dos monócitos. 

Foi avaliada a expressão dos receptores CXCR2 e CXCR3 nos diferentes subtipos. Em 

relação aos monócitos clássicos, o duplo negativo (CXCR3-CCR2-) estava diminuído, de 

forma estatisticamente significante, nos pacientes quando comparado aos controles 

(Figura 12A). Nas demais análises, duplo positivo ou apenas CXCR2+ ou CXCR3+, não 

foram encontradas diferenças estatísticas (dados não mostrados).  

Já para os não clássicos, apesar da pequena porcentagem, a 

expressão somente de CCR2 (CXCR3-CCR2+), foi estatisticamente maior nos pacientes 

quando comparado aos controles saudáveis, sendo que um paciente que apresentava 

reação do tipo 1, correspondeu ao maior valor (Figura 12B). 

 

 

 
A) Frequência (%) de monócitos clássicos CXCR3 
negativos e CCR2 negativos. Havia uma diminuição da 
população dupla negativa nos pacientes. B) Frequência 
(%) de monócitos não clássicos CXCR3 negativos e 
CCR2 positivas. Havia um aumento nos pacientes 
quando comparado aos controles. Realizado teste de 
Mann-Whitney; valor atribuído para p≤0,05. 
Figura 12. Diferenças entre a expressão de CXCR3 e 
CCR2 em pacientes com hanseníase e controles 
saudáveis nos monócitos clássicos e não clássicos  
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No caso dos monócitos intermediários, foi observado um aumento nos 

pacientes da expressão de ambos os receptores de quimiocinas, principalmente de 

CCR2 (Figura 13A e B), mas também do grupo duplo positivo (Figura 13C), o que poderia 

indicar um recrutamento dessa população para as áreas de lesão, apesar da população 

duplo negativa também estar aumentada (Figura 13D). 

 

  

  

A) CXCR3-CCR2+. B) CXCR3+CCR2+. C) CXCR3+CCR2-. D) CXCR3-CCR2-. Todas as populações 
estavam estatisticamente aumentadas nos pacientes com hanseníase multibacilar quando comparadas 
aos controles. Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuído para p≤0,05. 
Figura 13. Diferenças entre a expressão de CXCR3 e CCR2 em pacientes com hanseníase e controles 
saudáveis nos monócitos intermediários  
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3.5.4 Avaliação da frequência e fenótipo das células dendríticas no sangue 

periférico 

 

Fenotipicamente, via citometria de fluxo, as DC não expressam certos 

marcadores de linhagem (Lin negativas) e expressam altos níveis de MHCII, sendo que 

os subtipos podem ser diferenciados pela expressão de CD11c e CD123, as mieloides 

sendo CD11c++ CD123+ e as plasmocitoides, CD11c- CD123++ (Figura 14D).  

Não se teve diferença estatisticamente significante entre as 

porcentagens totais de DC nos pacientes com hanseníase quando comparados aos 

controles (Figura 14A). Ao analisar os diferentes subtipos, as mDC estavam diminuídas 

e as plasmocitoides aumentadas nos pacientes (Figura 14B e C). 
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A) Frequência (%) de células dendríticas totais. Não houve diferença estatística. B) Ao analisar os 
subgrupos, as dendríticas mieloides estavam diminuídas nos pacientes. C) As plasmocitoides 
estavam aumentadas nos pacientes. D) Gráficos representam a estratégia de gate utilizada para 
identificação das células dendríticas. Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuído para p≤0,05. 
Figura 14. Frequência das células dendríticas no sangue periférico de pacientes com hanseníase 
multibacilar e controles saudáveis 

 

A expressão de PDL1 foi também analisada nas DC. As mDC 

apresentavam uma redução na expressão (Figura 15A) mas as plasmocitoides (Figura 

15B) apresentavam um aumento, ambas diferenças estatisticamente significantes. 

D) 
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A) Havia uma diminuição da expressão de PDL1 nas 
dendríticas mieloides quando comparadas aos controles. B) 
Havia um aumento da expressão de PDL1 nas dendríticas 
plasmocitoides quando comparadas aos controles. 
Realizado teste de Mann-Whitney; valor atribuído para 
p≤0,05. PDL1+: ligante de morte programada 1+. 
Figura 15. Expressão de PDL1 pelos diferentes subtipos de 
células dendríticas 

 

3.6 Avaliação da presença de células linfoides inatas do tipo 2 no tecido lesionado 

de pacientes com hanseníase multibacilar 

 

A partir das amostras de biopsias de pele de pacientes com 

hanseníase multibacilar, foi avaliada a presença de ILC2 nas áreas de lesão previamente 

identificadas, antes e após o início do tratamento. As células ILC2 foram aquelas que 

expressavam simultaneamente CD45, CRTH2 e CD127 (Figura 16A). Com exceção de 

um paciente, que apresentava reação tipo 1, foi identificada uma tendência a diminuição 
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de células ILC2 (Figura 16B), após o tratamento, contudo não foi encontrada diferença 

estatística quando comparados os grupos. 

 

 

 
A) Foram consideradas células ILC2 aquelas que expressam CD45 
(vermelho), CRTH2 (verde) e CD127 (azul) e DAPI (marcador nuclear). 
B) Para cada paciente, foram feitas de 3-5 fotos do campo da lesão. 
Assim, foi realizada a contagem do número de ILC2 por foto, com o 
cálculo da média de células/foto. ILC2: células linfoides inatas do tipo 
2. 
Figura 16. Imunomarcação de células linfoides inatas em tecido de 
pacientes com hanseníase  
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3.7 Avaliação da presença de células T matadoras naturais no tecido lesionado de 

pacientes com hanseníase multibacilar 

 

Foi avaliada a presença dessas células nas lesões provenientes dos 

pacientes com hanseníase, sendo identificadas como células NKT aquelas que 

expressavam CD1d e CD3 (Figura 17A). Observou-se um aumento geral no número de 

células NKT após o início do tratamento, exceto em um paciente que apresentou uma 

diminuição. É interessante notar que o paciente que não seguiu a tendência de aumento 

das células NKT também apresentou diferença para as células ILC2 e foi diagnosticado 

com reação do tipo 1 (Figura 17B). Porém, também não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significantes entre a quantidade de NKT antes e após o início do 

tratamento. 
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A) Representação da sobreposição das marcações, CD3 (laranja) CD1d 
(verde), DAPI (azul) e a sobreposição dos marcadores. B) Para cada paciente, 
foram feitas de 3-5 fotos do campo da lesão. Assim, foi realizada a contagem 
do número de NKT por foto, com o cálculo da média de células/foto. NKT: 
células T matadoras naturais. 
Figura 17. Imunomarcação de células T matadoras naturais em áreas de lesão 
por hanseníase  

 

Houve uma correlação negativa estatisticamente significante 

(Pearson R quadrado 0,8218 IC 95% -0,9899 a -0,359, valor-p=0,0127) entre a 

quantidade de ILC2 e de NKT nas áreas de lesão antes do tratamento (Figura 18). Essa 

correlação não foi estatisticamente significante após o tratamento (dados não 

mostrados). 
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Realizada a correlação de Pearson R quadrado 0,8218 IC 95% (-0,9899 a -
0,359), valor-p: 0,0127. ILC2: células linfoides inatas do tipo 2; NKT: células 
T matadoras naturais. 
Figura 18. Correlação entre a frequência de células NKT e ILC2 de pacientes 
com hanseníase multibacilar nas áreas de lesão antes do início do tratamento  

 

Foi avaliada a secreção de citocinas pelas células NKT nas áreas de 

lesão antes e depois do tratamento. Foi encontrada a presença de TNF e IL-9 na pele 

(Figura 19A). Em relação ao TNF, foi observada uma tendência ao aumento da 

quantidade após o tratamento (Figura 19B), mas sem diferença estatística entre os 

grupos. Analisando de forma individual, o paciente que apresentou reação do tipo 2, 

antes do tratamento foi o único a não apresentar nenhuma NKT com TNF+, porém após 

o tratamento, foi esse o indivíduo que apresentou os maiores valores absolutos de 

NKT+TNF+. O paciente com reação do tipo 1, foi o único a apresentar uma redução da 

quantidade de células positivas após o início do tratamento. 

A análise das células NKT+IL-9+ (Figura 19C), se mostrou similar 

aquelas TNF+, também foi observada uma tendência ao aumento após o tratamento, 

sem diferença estatística. Além disso, de forma individual, os pacientes com reação tipo 

2 e reação tipo 1, também tiveram a análise similar.  

Ao realizar a correlação entre TNF e IL-9 produzidas pelas NKT nas 

áreas de lesão após o tratamento, observou-se uma correlação estatisticamente 

significante (R quadrado 0,9256 IC 95% [0,5276 a 0,9976], valor-p 0,0088) (Figura 19D). 

A correlação realizada com os valores pré-tratamento não foi estatisticamente 
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significante (dados não mostrados). A expressão de IFN-γ estava muito diminuída em 

todos os pacientes analisados, tanto antes como após o tratamento. 

 

  

  
A) Imunomarcação na área de lesão das células NKT e expressão de TNF (roxo), interleucina-9 
(vermelho) e Interferon-γ (amarelo). DAPI representa o marcador nuclear.  B) Para cada paciente, foram 
feitas de 3-5 fotos do campo da lesão. Assim, foi realizada a contagem do número de NKT+TNF+ por 
foto, realizando a média de células/foto. C) Realizada mesma análise, para as células NKT+IL-9+. D) 
Correlação entre a média de células NKT TNF+ e IL-9+ após o tratamento, nas áreas de lesão. 
Realizada a correlação de Pearson R quadrado 0,9256 IC 95% (0,5276 a 0,9976), valor-p 0,0088. NKT: 
células T matadoras naturais; IL9: interleucina 9; TNF+: fator de necrose tumoral +. 
Figura 19. Produção de citocinas pelas células T matadoras naturais em áreas de lesão de pacientes 
com hanseníase  
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4 DISCUSSÃO 

 

Em relação a epidemiologia, apesar de uma amostra relativamente 

pequena (12 pacientes), nosso estudo teve proporções similares com o perfil da 

hanseníase no Brasil, com maior acometimento de homens adultos: 55,7% sendo a faixa 

de 50-59 anos a mais acometida no boletim epidemiológico(2) e nesse estudo 83,3% dos 

pacientes eram do sexo masculino, com a mediana de idade de 47,5 anos. Todos os 

pacientes foram diagnosticados como multibacilares, que continua sendo a forma mais 

comum da doença, com aumento da proporção em relação a paucibacilares.(171) 

A análise dos parâmetros hematológicos, demonstrou que quando 

comparado aos controles, os valores de hemoglobina e linfócitos estavam diminuídos. 

Já foi descrito que a diminuição dos valores de hemoglobina pode estar presente em até 

65% dos pacientes com hanseníase e que isso pode ser explicado pelo fato da dapsona 

levar a hemólise. Contudo, nesse mesmo estudo foi detectada uma linfocitose ao invés 

da linfopenia encontrada em nos nossos pacientes.(172) Essa discordância pode ser 

explicada pela alta prevalência de reações hanseníase no primeiro estudo, algo que não 

se repete com o grupo avaliado, apesar de não existir consenso na literatura em relação 

as alterações na série branca.(173) 

Na nossa análise sobre a expressão gênica no sangue periférico de 

pacientes com hanseníase, encontramos um aumento de IL-6 e uma redução de IL-9. Já 

foi descrita a importância da produção de IL-6 pelas ILC2 principalmente em infecções 

por S. aureus(174) como da asma(175) e na resposta contra patógenos de pele, como 

Staphylococcus aureus.(174) 

O papel da IL-9 em infecções bacterianas foi sugerido como protetor 

em modelo de sepse induzida por Pseudomonas aeruginosa, no qual a sua atividade foi 

acompanhada por redução de TNF-α, IL-12 e IFN-γ.(176) Em resposta ao M. leprae, 

demonstrou-se que IL-9 apresenta um comportamento Th2 atípico por induzir a uma 

modulação da resposta imune e participar da interação com citocinas que controlam a 

citotoxicidade em resposta à micobactéria.(177) Em modelos murinos, foi demonstrado 

que a IL-9 presente nos pulmões de camundongos induz a produção de IL-13 e que a 

IL-9 pode ser produzida tanto por células ILC2 quanto por células NKT.(178) Essas 

citocinas isoladamente ou em combinação, reduzem o número de células ciliadas e a 
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resistência transepitelial durante a diferenciação do epitélio normal, induzindo assim um 

mecanismo de reparo em modelos de asma.(179) 

O GATA3 além de ser importante para a caracterização das células 

ILC2(179)está associado a diferenciação Th2 e a produção de IL-5 e IL-13,(180) sendo que 

mutações de GATA3 já foram relacionados com resistência e suscetibilidade para a 

hanseníase.(181) O GATA3 está aumentado nos nossos pacientes, o que corrobora o 

perfil mais Th2 da hanseníase multibacilar. Além disso, o fator PLZF também está 

aumentando nos nossos pacientes, apesar de uma redução de Va24, característico das 

NKT.  

Apesar de não ser exclusivo, o fator de transcrição PLZF é importante 

para as funções efetoras das células NKT(181) para a regulação da transcrição de fator 

de transcrição Maf (c-Maf), inibidor da proteína de ligação ao DNA ID-2 (Id2) e 

coestimulador indutivo de células T (ICOS), bem como os receptores pró-inflamatórios 

de citocinas IL12Rb1 e IL18R1,(170) sendo descrito também nas células T IL-17+ γδ,(182) 

seu aumento na hanseníase pode estar relacionado com a ativação do sistema imune. 

Nós avaliamos o papel das células da imunidade inata no sangue 

periférico de pacientes com hanseníase multibacilar. Considerando os diferentes 

subtipos de monócitos, observamos uma diminuição da frequência nos clássicos e 

aumento nos intermediários. Além disso, todos os subtipos apresentaram um aumento 

da expressão de CD163 nos pacientes com hanseníase, sendo esse aumento ainda mais 

expressivo no grupo dos monócitos intermediários.  

Esses achados se correlacionam com alguns dados da literatura, que 

demonstram a expansão e o papel dos monócitos intermediários em situações 

inflamatórias. Como na asma, na qual foram os monócitos intermediários que estavam 

aumentados nos casos graves, também tendo um aumento na expressão de CD163.(183) 

Outro estudo demostrou um aumento dos monócitos intermediários na artrite 

reumatoide, sendo que eles foram potentes indutores da resposta Th17.(184) 

Em relação a expressão de CD163, ela foi positivamente regulada 

pelas citocinas anti-inflamatórias (IL-6 e IL-10) e negativamente por LPS, IFN e TNF(185) 

em monócitos e macrófagos. Na hanseníase, já foi demonstrado que tanto os valores de 

CD163 expressos na superfície dos monócitos(186) como a concentração sérica do 

CD163 solúvel (sCD163) apresentam uma correlação com a hanseníase 

multibacilar.(186,187) Além disso, na leishmaniose, o sCD163 se correlacionou com a 

gravidade da doença e o Leishmania induziu a expressão de CD163 nos monócitos e 
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neutrófilos.(187) Com isso, nossos resultados sugerem que o aumento dos monócitos 

intermediários e da expressão de CD163 está relacionado com o perfil de resposta da 

hanseníase multibacilar.  

Ampliando a nossa análise, verificamos a expressão de receptores de 

quimiocinas que se correlacionam com a capacidade de migração dos monócitos. Os 

monócitos intermediários, nos pacientes com hanseníase multibacilar, apresentavam um 

aumento na expressão de CXCR3 e de CCR2. Os não clássicos apresentaram um 

aumento na expressão de CCR2 e os clássicos apresentaram uma redução da 

população de duplo negativo (CXCR3-CCR2-) nos pacientes. Com isso, sugerimos um 

possível recrutamento dos monócitos, inclusive dos intermediários na hanseníase.  

Resultados similares, foram encontrados em um estudo de 

leishmaniose cutânea, que também descreveu um aumento na frequência dos monócitos 

intermediários e na expressão de CCR2 destes, sugerindo que eles migram para as 

áreas de lesão na pele e assim contribuem para reação inflamatória.(188) 

O CCR2 foi descrito como essencial para o recrutamento de 

monócitos e DC para os pulmões em modelos de tuberculose, sendo que sua deleção 

levou a uma maior mortalidade e carga do bacilo nos pulmões.(189,190) Também foi 

proposto, que os monócitos inflamatórios CCR2+ são importantes para o transporte do 

M. tuberculosis para os linfonodos.(191) Na hanseníase, o CCR2 estava aumentado nos 

linfócitos na circulação sanguínea,(192) mas não foram encontradas diferenças nas áreas 

de lesão entre as diferentes formas clínicas ou controles saudáveis.(193) 

Já o CXCR3 é um receptor reconhecido por uma variedade de 

quimiocinas, como CXCL4 e CXCL10, estando relacionado com a migração de 

leucócitos e com a angiogênese.(194) Em monócitos, a ausência de CXCR3 levou a uma 

diminuição da migração e metástase pulmonar em um modelo de melanoma.(195) A 

expressão de CXCR3 por monócitos também foi demonstrada secundária ao vírus HIV, 

levando ao recrutamento dessas células através da barreira hematocefálica e 

contribuindo para o desenvolvimento de manifestações neurológicas associadas ao 

HIV.(196) Na resposta as micobactérias, em um modelo animal, a deficiência de CXCR3, 

diminuiu a migração dos monócitos infectados, o que limitou a disseminação do bacilo e 

a formação de granulomas.(197) 

Além dos monócitos, também avaliamos o perfil das DC na 

hanseníase multibacilar. Nós encontramos diferenças entre os subtipos, com uma 

diminuição das mDCs e um aumento das plasmocitoides (pDcs) nos pacientes.  
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As alterações nas frequências das DC, com aumento das 

plasmocitoides também foram demonstradas em outras doenças. Em pacientes com 

tuberculose pulmonar, houve uma diminuição dos valores de dendríticas totais e(198) e 

aumento das pDcs em relação as mDCs, o que não foi encontrado após o tratamento.(199) 

Um aumento das pDC também foi encontrado como fator protetor na dengue grave,(200) 

enquanto uma diminuição das DC foi descrita na malária.(201) Em doenças autoimunes, 

como o vitiligo, as DC estavam aumentadas, o que se correlacionava positivamente com 

a concentração de IL-17 e negativamente com a de IL-10.(202) 

Tanto as células dendríticas como os monócitos expressam PDL-1, 

que atua inibindo as células T, através da ligação com PD1, sendo relacionado com 

anergia e diminuição da resposta imune.(203) Na tuberculose, foi encontrado um aumento 

da expressão de PDL-1 e PD-1 nos monócitos e linfócitos T de pacientes com a doença 

ativa, sendo que o bloqueio dessa ligação levou a uma proliferação dos linfócitos T 

CD4.(204) O bloqueio da ligação de PD-1/PDL-1 também levou a uma maior ativação 

imune e controle do patógeno, em estudos de malária,(205) leishmaniose(206) e 

cardiomiopatia induzida pelo Trypanosoma cruzi.(207) 

Na hanseníase, a expressão do PD1 estava aumentada nas células 

T.(203,208) O aumento da expressão de PDL-1 na hanseníase foi descrito nos linfócitos B, 

monócitos e DC, especialmente em pacientes com hanseníase multibacilar. A expressão 

de PDL-1 nas células APC levou a uma diminuição da ativação e das ações efetoras das 

células T, o que contribui para a persistência da infecção pelo M. leprae.(65,209) Na 

hanseníase multibacilar, foi encontrado um aumento das células B reguladoras, com 

aumento de IL-10, FoxP3 e PDL-1, o que levou ao aumento da expressão de PD1 nas 

Tregs.(210) 

Em nosso estudo, os monócitos clássicos e as mDC apresentavam 

uma redução na expressam de PDL-1 enquanto nos monócitos intermediários e as pDC, 

houve um aumento da sua expressão, sendo que esses subtipos também estavam 

aumentados em frequência. Portanto, o nosso estudo acrescenta informações aos dados 

da literatura, destacando o papel dos monócitos intermediários e pDC, possivelmente 

também através da expressão de PDL-1, levando a uma resposta imune menos efetiva.  

Dada a complexidade da resposta imune a hanseníase, também 

avaliamos as células ILC2 e NKT. Nós encontramos uma diminuição da circulação de 

ILC2, mas com um aumento da produção de IL-4 e TNF nos pacientes com hanseníase. 

Em um modelo de infecção por Schistosoma haematobium, essa célula também foi 
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descrita em número diminuído na periferia de crianças infectadas, voltando ao valor basal 

após a cura da infecção.(211) 

Para as células NKT, encontramos diferença estatística ao estimular 

as células, com um aumento das NKT nos pacientes. Variações na frequência de NKT, 

já foram descritas em inúmeras condições. Uma diminuição das NKTs circulantes foi 

encontrada em estudos lúpus eritematoso sistêmico e artrite reumatoide,(212,213) porém 

seu aumento foi observado em pacientes com psoríase, no qual havia uma 

superexpressão de CD1d na pele e aumento na produção de IFN-γ.(214) Ainda, as NKT 

podem ter uma função protetora, através da produção IL-19, como foi descrito em um 

modelo de colite.(215) 

Ainda em relação a essas células na circulação sanguínea, nós 

encontramos uma correlação positiva entre os valores de NKT e ILC2 nos pacientes, o 

que pode indicar um papel dessas células principalmente na fase inicial da infecção. Para 

aprofundar o estudo em relação a esses tipos celulares, nós também avaliamos o seu 

comportamento nas áreas de lesão, antes e depois do início do tratamento, através da 

microscopia confocal.  

Com isso, identificamos uma tendência a diminuição de células ILC2 

e um aumento das NKT após o tratamento, mas sem diferença estatística. A correlação 

entre as células ILC2 e NKT antes do tratamento foi negativa e estatisticamente 

significante, o que não foi encontrado após o tratamento. 

A microscopia confocal foi descrita anteriormente como uma forma de 

avaliação de danos nas pequenas fibras sensoriais da córnea de pacientes com 

diagnóstico de hanseníase.(216) Ademais, as células ILC2 foram caracterizadas utilizando 

a microscopia confocal, em modelos de asma com camundongos.(217) No tecido, as 

células NKT já foram descritas em linfonodos, pele de camundongos e em granulomas 

após inoculação de M. tuberculosis.(218) Contudo, em nossos conhecimentos, essa foi a 

primeira vez que essa metodologia foi utilizada para avaliar essas células em tecidos de 

pacientes com hanseníase. 

O recrutamento desses tipos celulares, já foi avaliado em um modelo 

de sepse com foco abdominal em camundongos. Nele, as ILC2 já estavam aumentadas 

nas áreas infectadas nas primeiras 24 horas e com aumento da produção de IL-33 no 

plasma. Foi demonstrado um recrutamento inicial de ILC2 e NKT do fígado para as áreas 

de lesão e uma possível interação entre as NKT e ILC2, pois os camundongos deficientes 

de iNKT tinham um menor recrutamento de ILC2.(219) 
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Em relação a funcionalidade, investigamos a produção de TNF, IL-9 

e IFN-γ pelas células NKT no tecido.(220,221) Em relação ao TNF e a IL-9, foi observada 

uma tendência ao aumento da quantidade após o tratamento, mas sem diferença 

estatística entre os grupos. Após o início do tratamento, nós observamos uma correlação 

positiva entre a produção de TNF e IL-9. A expressão de IFN-γ estava muito diminuída 

em todos os pacientes analisados, tanto antes como após o tratamento, não sendo 

possível realizar a análise.  

Apesar do pequeno número de pacientes avaliados, notamos 

algumas particularidades em relação aos pacientes que apresentam reação tipo 1, tipo 

2 ou mista. Na análise da circulação periférica, eles estavam entre os que apresentaram 

a maior produção de TNF pelas ILC2 e expressão de CCR2 pelos monócitos. Nas lesões 

de pele, o paciente com reação tipo 1 apresentou uma tendência contrária aos demais 

pacientes, com um aumento das células ILC2 e redução das NKT após o tratamento. O 

paciente com reação do tipo 2 foi o único a não apresentar nenhuma NKT com TNF+, 

porém após o tratamento, foi esse o indivíduo que apresentou os maiores valores 

absolutos de NKT+TNF+. Apesar de serem resultados individuais, eles estão de acordo 

com a literatura, que demonstra uma diferença na resposta imune dos pacientes com 

reações hansênicas.(222) 

Existem algumas limitações na interpretação dos nossos resultados. 

Tivemos um número limitado de pacientes (n=12) e que apresentavam o mesmo perfil 

de hanseníase (multibacilar). Outro ponto foi que as análises pós-tratamento foram feitas 

em diferentes pontos, sendo que o tempo de tratamento não foi homogêneo para todos 

os pacientes. Mais estudos devem ser feitos, com maior número de pacientes, 

comparando os pacientes multibacilares e paucibacilares e possivelmente 

correlacionado com a baciloscopia nas áreas de lesão e comparando com áreas de 

pacientes saudáveis. Também seria interessante avaliar outros aspectos funcionais e de 

interação, principalmente dos monócitos intermediários e pDC. Em relação a 

metodologia utilizada, não existem muitos protocolos e estudos disponíveis com o uso 

de confocal para NKT e ILC2. Mais estudos na área, que possam fornecer 

reprodutibilidade, podem ajudar a esclarecer a atuação dessas células em um tecido tão 

complexo como a pele.  
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5 CONCLUSÕES 

 

1. Os monócitos intermediários apresentaram um aumento na 

expressão do marcador CD163 e dos receptores de quimiocinas (CXCR3 e CCR2) nos 

pacientes com hanseníase multibacilar; 

2. As células dendríticas plasmocitoides, em conjunto com os 

monócitos intermediários, também apresentaram um aumento de PDL1, refletindo um 

perfil específico de resposta na hanseníase multibacilar; 

3. Em uma avaliação piloto das células ILC2 e NKT, observamos uma 

diminuição da circulação de ILC2, mas com um aumento da produção de IL-4 e TNF nos 

pacientes com hanseníase; 

4. Para as células NKT, encontramos um aumento na circulação 

sanguínea dos pacientes; 

5. Nos tecidos, apesar das células ILC2 e NKT estarem presentes, 

não encontramos diferenças estatisticamente significantes antes e após o início do 

tratamento.  
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Abstract 

 

Introduction: Leprosy remains highly relevant and prevalent in Brazil and worldwide. The 

immune response to the bacillus directly correlates with the different clinical 

manifestations, paucibacillary and multibacillary. Studying innate immune cells in patients 

with multibacillary leprosy may provide insights with diagnostic and therapeutic 

implications. Purpose: To describe the profile of innate immune cells in patients with 

multibacillary leprosy. Methods: Using flow cytometry, we analyzed the profile of innate 

immune cells, such as monocytes, dendritic cells, ILC2, and NKT cells in the peripheral 

blood of patients with multibacillary leprosy and compared it to healthy controls. In skin 

lesion areas, the presence of ILC2 and NKT cells was assessed via confocal microscopy. 

Results: We found that patients with multibacillary leprosy had increased levels of 

GATA3 and IL-6 in peripheral blood, with decreased IL-9. Analysis of innate immune cells 

showed a decrease in ILC2, but with increased IL-4 and TNF production. Regarding 

monocytes, a decrease in the frequency and expression of PDL1 was observed in 

classical monocytes, with an increase in intermediate monocytes. In these intermediate 

monocytes, there was a significant increase in CD163 expression and chemokine levels. 

For dendritic cells, a decrease in myeloid cells and an increase in plasmacytoid cells were 

observed. A tissue analysis showed the presence of ILC2 and NKT cells in lesion areas; 

however, no statistically significant differences were found when comparing samples 

before and after treatment. Conclusion: Intermediate monocytes, through CD163 

expression and chemokine receptors, along with plasmacytoid dendritic cells, contribute 

to the immune response profile in patients with multibacillary leprosy. 
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