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RESUMO 
 
 

A hanseníase, causada pela bactéria não cultivável Mycobacterium leprae (M. leprae), possui 
manifestações clínicas variadas, que estão associadas com as respostas imunes do hospedeiro. A 
dicotomia entre as funções de células T e anticorpos são discutidas com base nas informações atuais 
sobre citocinas, subconjuntos de células T e células T reguladoras. As células T reguladoras 
CD4

+
CD25

high
FOXP3

+
 (TREGS) apresentam capacidade para controlar a resposta imune pela 

supressão de células apresentadoras de antígenos e de células T efetoras. Alguns mecanismos 
induzidos por essas células foram propostos na infecção pela hanseníase. Entretanto, a importância 
dos mecanismos de imunorregulação das células TREGS ainda não foi completamente estabelecido 
nessa doença. No presente estudo objetou-se avaliar a expressão de marcadores de 
imunorregulação induzidos por células TREGS, presentes no sangue de pacientes nas formas clínicas 
polares da hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados. Trata-se de estudo 
transversal, analítico, com abordagem quantitativa. Os sujeitos do estudo foram casos novos de 
hanseníase diagnosticados no Ambulatório de Dermatologia Sanitária do Hospital Eduardo de 
Menezes, contatos domiciliares e indivíduos não infectados como grupo controle. Todos os pacientes 
foram estudados antes do tratamento e foram agrupados de acordo com a classificação de Ridley e 
Jopling. A quantificação de células TREGS e ensaios de imunofenotipagem foram realizados em células 
mononucleares do sangue periférico de pacientes com as formas polares da hanseníase, contatos 
domiciliares e controles. Análises da quantificação de células TREGS e dos ensaios de 
imunofenotipagem foram realizados por meio da citometria de fluxo e do software FlowJo. Os testes 
estatísticos ANOVA, teste de normalidade de Shapiro-Wilk e os testes de Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney e correlação de Spearman foram realizados nesse estudo e analisados no software SPSS 
versão 18.1 e no programa Cytoscape™, respectivamente. O estudo foi aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais e o termo de consentimento foi obtido 
de todos os participantes. Treze casos novos de hanseníase, 14 contatos domiciliares e 15 controles 
participaram desse estudo. A maioria dos pacientes foi agrupa na forma clínica polar VV (4 mulheres 
e 4 homens; idade média = 52 anos) ou como contatos domiciliares de pacientes com a forma clínica 
polar VV (5 mulheres e 5 homens; idade média = 25 anos). A frequência de células TREGS foi maior na 
forma clínica polar VV. Na análise dos mecanismos de imunorregulação induzidos pelas células TREGS 

observou-se que, na forma clínica polar TT, a supressão de células T efetoras pode estar relacionada 
com a ação dos mecanismos de citocinas inibitórias (IL-10), de anergia de APCs (CTLA-4) e de 
interrupção de via metabólica (CD39-CD73). A autoapoptose de células TREGS, presente nessa forma 
clínica polar, pode estar relacionada com o controle da resposta imune exacerbada. Entretanto, na 
forma clínica polar VV, a ação do mecanismo de indução de apoptose pela via CD95L e PD-1, 
associada com a maior frequência de células TREGS nessa forma clínica polar, pode estar relacionada 
com a indução de apoptose de células efetoras, contribuindo, deste modo, para a viabilidade do 
bacilo e persistência da doença. 
 
Palavras-chave: Hanseníase; Células T reguladoras; Imunossupressão 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 
 

Leprosy, caused by the non-culturable bacteria, Mycobacterium leprae (M. leprae), has several clinical 
manifestations, which are associated with the host’s immune responses. Dichotomy among the 
functions of T cells and antibodies is discussed based on current information on cytokines, subsets of 
T cells and regulatory T cells. Regulatory T cells CD4+CD25highFOXP3+ (TREGS) have been shown 
to be able to control the immune response by suppressing antigen-presenting cells and effector T 
cells. Some mechanisms induced by these cells have been proposed in leprosy infections. 
Nevertheless, the importance of immunoregulatory mechanisms of regulatory T cells still has not been 
completely established for this disease. The objective of the present study is to evaluate the 
expression of immunosuppression markers induced by regulatory T cells, present in the blood of 
patients with polar clinical forms of leprosy, household contacts and uninfected individuals. It is a 
cross-sectional analytical study with a quantitative approach. Individuals in the study were new cases 
of leprosy diagnosed at the Sanitary Dermatology Outpatient Service of “Hospital Eduardo de 
Menezes”, household contacts and uninfected individuals as control group. All patients were studied 
before treatment and were grouped according to Ridley and Jopling classification. Regulatory T cells 
have been quantified and immunophenotyping assays have been carried out in peripheral blood 
mononuclear cells with polar forms of leprosy, household contacts and controls. Quantification 
analyses of Regularoty T cells, immunophenotyping assays were performed by means of flow 
cytometry and of FlowJo software. Statistical tests such as ANOVA, Shapiro-Wilk normality test and 
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney tests and Spearman correlation test were carried out in this study and 
analyzed using the SPSS software version 18.1 and the Cytoscape™ program, respectively. The 
study was approved by the Committee of Ethics in Research of “Universidade Federal de Minas 
Gerais” and the consent term was obtained from all participants. Thirteen new cases of leprosy, 14 
household contacts and 15 controls took part in this study. Most patients were grouped in the LL 
(Lepromatous leprosy) polar clinical form (4 females and 4 males, average age = 52 years) or in 
household contacts with the clinical form (5 females and 5 males; mean age = 25 years). Regulatory T 
cells were more frequent in the LL polar clinical form. In the analysis of the Regulatory T cells induced 
immunnoregulation mechanisms, the suppression of effective T cells would be related to inhibiting 
mechanisms of cytokine (IL-10), to anergy induced by antigen-presenting cells (CTLA-4) and to the 
metabolic pathway interruption (CD39-CD73). Self-apoptosis of regulatory T cells, present in the polar 
clinical form, would be related to the control of an exacerbated immune response. Nevertheless, in the 
LL polar clinical form, the action of the apoptosis induction mechanism via CD95L and PD-1, 
associated with a higher frequency of regulatory T cells in this polar clinical form, would be related to 
apoptosis induction of effector cells, thus contributing to the viability of the bacillus and the persistence 
of the disease. 
 
Key-words: Leprosy; Regulatory T cells; Immunosuppression 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

O projeto “Análise fenotípica dos mecanismos de imunorregulação 

induzidos pelas células TREGSCD4+CD25highFOXP3+ na hanseníase” foi desenvolvido 

na linha de pesquisa "Epidemiologia e Controle das Doenças Infecciosas e 

Parasitárias", e está inserido no grupo de pesquisa "Hanseníase", no qual se 

desenvolvem diversos trabalhos paralelos e complementares a este.  

Os pacientes incluídos no estudo foram atendidos no Hospital Eduardo de 

Menezes, onde foi realizado o diagnóstico e a classificação clínica, sendo realizada, 

posteriormente, a classificação histopatológica pelo Dr. Marcelo Antônio Paschoal 

Xavier, do Departamento de Patologia, Laboratório de Patologia Molecular, 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).  

Durante o desenvolvimento do estudo, o discente Atvaldo Fernandes 

Ribeiro Júnior participou de todas as etapas, bem como da orientação e seleção dos 

pacientes, acompanhamento da coleta da amostra (sangue periférico), realização do 

teste de ML-Flow, processamento da amostra, realização do protocolo de 

imunofenotipagem e análise dos resultados da citometria de fluxo e FlowJo. Os 

experimentos imunológicos foram desenvolvidos no Laboratório de Imunologia 

Celular e Molecular e no Laboratório de Biomarcadores de Diagnóstico e 

Monitoração do Centro de Pesquisa René Rachou (CPqRR), unidade da Fundação 

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) de Minas Gerais. A leitura dos experimentos foi realizada 

na plataforma de citometria de fluxo do CPqRR. 

A presente dissertação teve como objetivo apresentar os resultados 

obtidos durante o mestrado, tendo sido avaliada a expressão de marcadores de 

imunorregulação de células TREGSCD4+CD25highFOXP3+ nas formas polares da 

hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados. Para tanto, avaliou-se 

a expressão das moléculas CD39, CD73, CTLA-4, CD95, CD95L, PD-1, PD-1L, LAP; 

dos fatores intracelulares granzima A, granzima B, perforina, FOXP3; e das citocinas 

intracitplasmáticas IL-10 e TGF-A dissertação foi estruturada em nove partes 

principais: I) Considerações iniciais; II) Introdução; III) Revisão da literatura; IV) 

Objetivos; V) Métodos; VI) Resultados, VII) Discussão; VIII) Conclusão IX) Anexos, 

contendo o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e o parecer do 

Comitê de Ética e Pesquisa (COEP) da UFMG. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

A hanseníase é uma doença crônica, granulomatosa, causada pelo 

Mycobacterium leprae (M. leprae), um bacilo intracelular obrigatório, que tem 

tropismo pelos macrófagos da pele e células de Schwann dos nervos periféricos 

(SHEPARD, 1962; SCOLLARD et al., 2006). 

A doença tem alto potencial de causar incapacidades físicas irreversíveis, 

decorrentes, principalmente, da resposta inflamatória crônica e granulomatosa 

(MIRANDA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013). As incapacidades físicas podem 

limitar as atividades que envolvem o uso de olhos, mãos e pés, além de restrições 

na participação social (VAN BRAKEL et al., 2012). 

A transmissão da doença associa-se a fatores individuais e sócio-

econômicos. O convívio de pessoas susceptíveis com doentes sem tratamento e 

com alta carga bacilar propicia a transmissão do bacilo. Assim, os contatos 

domiciliares e sociais são considerados um importante meio de manutenção da 

endemia (DESSUNTI et al., 2008). 

Contato domiciliar é toda pessoa que resida ou tenha residido com o 

doente de hanseníase, em especial os contatos familiares (pais, irmãos, avós, tios), 

recentes ou antigos, já que estes indivíduos devem ser examinados, 

independentemente do tempo de convívio com o caso índice. O contato social é toda 

pessoa que conviva ou tenha convivido em relações familiares ou não (vizinhos, 

colegas de trabalho), de forma próxima e prolongada com o caso índice. Deve-se, 

portanto, avaliar anualmente, durante cinco anos, todos os tipos de contatos não 

doentes e, se após esse período não houver sinais sugestivos da doença, os 

contatos devem ser liberados da vigilância, mas serem esclarecidos sobre a 

possibilidade de aparecimento, no futuro, dos sintomas da doença (BRASIL, 2016). 

Ao longo dos anos, as taxas de detecção e de prevalência da hanseníase 

vêm apresentando redução, devido às ações de controle e eliminação da doença, 

tais como a introdução da poliquimioterapia (PQT), prevenção de incapacidades, 

exame de contatos e descentralização do diagnóstico, tratamento e 

acompanhamento dos casos. Entretanto, a doença ainda é considerada um 

problema de saúde pública, já que, segundo a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), em 2013, a taxa de detecção foi alta no mundo e no Brasil (WHO, 2015). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Célula_de_Schwann
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nervo
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São vários os fatores que determinam o aparecimento de uma doença 

infecciosa, entre eles, aqueles próprios do hospedeiro, como genéticos e 

imunológicos, os intrínsecos ao agente causal e os ambientais (GELUK; 

OTTENHOF, 2006; REA; MODLIN, 2010). É fato amplamente conhecido que a baixa 

virulência do M. leprae, combinada a uma resposta imune efetiva, está associada à 

resistência para o desenvolvimento da hanseníase. Esta se manifesta em diferentes 

formas clínicas, que são determinadas pelo delineamento da resposta imune do 

indivíduo infectado (ALTER et al., 2011).  

O quadro clínico é polimorfo, tendo dado origem a diversas classificações 

clínicas. Diante disso, vários estudos buscam compreender os mecanismos 

envolvidos no controle e desenvolvimento das formas graves da doença, com intuito 

de encontrar marcadores de morbidade, prognóstico e resposta terapêutica. Esses 

marcadores auxiliariam na estratificação de risco, diagnóstico precoce e 

acompanhamento daqueles pacientes que demandem tratamento diferenciado.  

Na hanseníase, a resposta imune contra o M. leprae inicia-se com a 

imunidade inata, pelo reconhecimento de padrões moleculares associados aos 

patógenos (PAMPs), por receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) 

presentes em macrófagos e células dendríticas (DCs) (MEDZHITOV; PRESTON-

HURLBURT; JANEWAY, 1997). Essas células, uma vez ativadas, e na dependência 

do microambiente, podem produzir citocinas pró ou anti-inflamatórias (MOSSER; 

EDWARDS, 2008), as quais são fatores potenciais na condução da resposta imune 

adaptativa (MONTOYA et al., 2009), já que podem influenciar na diferenciação de 

linfócitos do tipo Th1, produtores de citocinas pró-inflamatórias, ou em linfócitos do 

tipo Th2, produtores de citocinas anti-inflamatórias (BRADLEY, 2003). 

Os linfócitos TCD4+ podem, ainda, diferenciar-se em células com fenótipo 

imunorregulador e apresentar a capacidade de produzir citocinas anti-inflamatórias, 

como IL-10 e TGF-β. Diversas células possuem propriedades reguladoras, como as 

células TR1, produtoras de IL-10; as células Th3, produtoras de TGF-β; linfócitos T 

CD8+CD28- (CD8+ TR); células NK/T; células T γδ; linfócitos T duplo-negativos (CD4-

CD8-); linfócitos T CD8+Qa1; e células B CD1+, produtoras de IL-10 (STTROBER et 

al., 1989; JIANG; CHESS, 2004). 
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Nos estudos imunológicos tem-se destaca as células T reguladoras de 

origem natural (TREGSCD4+CD25highFOXP+). Essas células são uma subpopulação 

de linfócitos TCD4+ que expressam altos níveis da molécula CD25 (SAKAGUCHI et 

al., 1995; MILLS, 2004), além do fator de transcrição FOXP3, o qual está associado 

com o seu desenvolvimento (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; KHATTRI et. 

al., 2003). As células TREGS podem suprimir a ativação, a proliferação e/ou a função 

efetora dos linfócitos TCD4+, TCD8+ e, possivelmente, células NK, NK/T, linfócitos B, 

macrófagos e DCs (CRUVINEL et al., 2008; MESQUITA JUNIOR et al., 2010). 

Tem-se observado que as células TREGS podem controlar a exacerbação 

da inflamação e o dano tecidual mas, também, auxiliar na persistência do patógeno 

(MILLS, 2004). O equilíbrio entre mecanismos efetores e reguladores pode 

determinar o progresso da infecção e, em alguns casos, ser benéfico para o parasito 

e para o hospedeiro (MENDEZ et al., 2004). 

Alguns autores acreditam que as células TREGS, além da produção de 

citocinas anti-inflamatórias, necessitam da sinalização de receptores de células T 

(TCR) e contato entre células para exercer seu papel imunorregulador (DIECKMANN 

et al., 2002). Outros, que a sinalização via TCR e bloqueio da IL-2 podem impedir a 

ativação de células efetoras e induzir a apoptose de células-alvo (THORNTON et al., 

2004; PANDIYAN et al., 2007). Outros, ainda, sugerem que há regulação negativa 

da expressão de moléculas coestimulatórias em DCs (PAUST; CANTOR, 2005). 

A resposta imune contra o M. leprae constitui um espectro que se 

expressa em diferentes formas clínicas. Com a resposta imune competente, o 

indivíduo evolui para a forma localizada e não contagiosa da doença; se esta 

competência não é efetiva, desenvolve-se a forma difusa e contagiosa (PINHEIRO 

et al., 2011). Entretanto, não se sabe ainda como indivíduos desenvolvem formas 

graves da doença e nem como se dá a heterogeneidade das formas clínicas.  

Estudos afirmam que a atividade imunossupressora mediada por células 

TREGS apresenta uma nova dimensão na identificação dos mecanismos de regulação 

celular. Estudos in vitro utilizando células TREGS de camundongos e humanos 

favorecem a hipótese de que os principais mecanismos pelo qual essas células 

exercem supressão dependem do contato celular e/ou produção de citocinas 

(WORKMAN et. al., 2009; SHEVACH, 2009; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). 

Outros trabalhos demonstram que a apoptose via granzima e perforina seria um 

possível mecanismo supressor (GONDEK et. al., 2005). Outros, ainda, acreditam 
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que a associação entre células TREGS e a apoptose seja importante para a indução 

de mecanismos que controlam a resposta fisiopatológica em diferentes doenças, 

sendo que ambos os fatores interferem no controle da resposta imune e de 

mecanismos que regulam a homeostase celular (QUARESMA et al., 2014).  

Em se tratando da frequência de células TREGS nas formas clínicas da 

hanseníase, observa-se que os estudos apresentam dados divergentes, sendo que 

alguns encontraram maior frequência dessas células em pacientes com forma clínica 

virchowiana (VV) (PALERMO et al., 2012; FERNANDES et al., 2013; KUMAR et al., 

2013; KUMAR et al., 2014; SAINI; RAMESH; NATH, 2014; SADHU et al., 2016), 

enquanto outros encontraram maior frequência em pacientes com a forma clínica 

tuberculóide (TT) (ATTIA et al., 2010; ATTIA et al., 2014; ABDALLAH et al., 2014).  

A despeito desses estudos, o papel das células TREGS na hanseníase 

ainda não foi completamente estabelecido. Atualmente, o que se acredita é que as 

células TREGS, para exercer seu papel imunorregulador, atuam em uma complexa 

rede de mecanismos regulatórios destinados a assegurar a modulação das 

respostas imunológicas diante dos diversos (CRUVINEL et al., 2008). Assim, as 

investigações sobre a participação da resposta imune na hanseníase é importante 

para preencher lacunas do conhecimento sobre a ativação de mediadores que 

interferem na sobrevivência do bacilo (QUARESMA et al., 2014). 

Nesse sentido, este estudo buscou caracterizar os mecanismos de 

imunorregulação utilizados pelas células TREGS em pacientes nas formas polares da 

hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados. Baseando-se nas 

informações mencionadas acima, este estudo tem como hipótese de que a 

caracterização fenotípica das células TREGS e seus mecanismos de imunorregulação 

diferenciam-se nas formas polares da hanseníase, sendo que as células TREGS de 

pacientes com a forma clínica TT apresentariam capacidade de regular a resposta 

imune induzida pelo bacilo, enquanto que os pacientes com a forma clínica VV 

apresentariam elevado percentual de células TREGS, o que poderia estar associado 

com a regulação de células efetoras e contribuir para a viabilidade do bacilo nas 

células infectadas e persistência da doença. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 A hanseníase 

 

A hanseníase é uma doença que atinge principalmente a pele e nervos 

periféricos. O M. leprae possui tropismo por macrófagos e pelas células de 

Schwann, o que explica a patogênese do dano neural e as incapacidades físicas 

permanentes associadas à hanseníase (RIDLEY; JOPLING, 1966). 

A complexidade desse agravo não só é avaliada pelo número de doentes 

existentes, o potencial de infectividade, os problemas psicossociais e o longo 

período de tratamento, mas também, pelo comprometimento dos nervos periféricos. 

Característica essa, principal da doença, o que lhe confere elevado risco para o 

desenvolvimento de incapacidades e deformidades físicas (MEIMA; RICHARDUS; 

HABBEMA, 2004; BRASIL, 2006).  

Por ser uma doença complexa e de manifestações polimorfas é 

necessário que o diagnóstico, a classificação e a terapêutica sejam adequados, por 

parte dos profissionais de saúde, já que a hanseníase ainda é alvo de preconceito e 

estigma, provenientes da falta de informação por parte da população a seu respeito 

(TALHARI et al., 2006; BORESTEIN et al., 2008).  

A fim de eliminar a doença, a OMS estabeleceu a meta de prevalência de 

menos de um caso por 10.000 mil habitantes e incentivou os países endêmicos a 

alcançá-la. A proposta para o ano de 2000, postergada para 2005 e após para 2010, 

não foi alcançada (BRASIL, 2016).  

Diante dessa dificuldade em atingir as metas de controle da doença, a 

OMS lançou a “Estratégia Global Aprimorada para Redução Adicional da Carga da 

Hanseníase: 2011-2015”, que visa reduzir o número de casos novos da hanseníase 

e viabilizar a prestação de serviços de alta qualidade para todas as comunidades 

afetadas pela doença (WHO, 2010). 

O alcance das metas propostas para eliminação da hanseníase depende 

da melhoria dos resultados de indicadores pactuados nas instâncias gestoras da 

saúde, quais seja a cura de todos os casos diagnosticados precocemente, vigilância 

de contatos, avaliação e monitoramento das incapacidades físicas, diagnóstico e 

terapêutica adequados (BRASIL, 2016). 
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3.1.1 O agente etiológico 

 

O M. leprae é um bacilo gram-positivo, álcool ácido resistente, não 

cultivável e parasito intracelular obrigatório que infecta, preferencialmente, 

macrófagos e células de Schwann (HARBOE, 1994; REA; MODLIN, 2010). 

O tempo de crescimento do bacilo é lento, variando de 11 a 16 dias, 

permanecendo viável no meio ambiente por até nove dias, o que explica a 

cronicidade da doença (OPROMOLLA, 2000). Não se cultiva o bacilo in vitro; 

entretanto, é possível a sua multiplicação pela inoculação de bactérias no coxim 

plantar de camundongos imunocompetentes (REES; YOUNG, 1985). 

Antes da decodificação do genoma do M. leprae, a disponibilidade de 

novos antígenos era limitada devido ao fato do bacilo não ser cultivável. Vários 

microbiologistas tentaram obter o crescimento do bacilo em cultura axênica e 

somente após a decodificação do genoma foi possível entender que a perda maciça 

de genes reduziu sua capacidade metabólica, transformando-o em um bacilo 

intracelular obrigatório e altamente especializado (COLE et al., 2001). 

Além disso, estudos baseados na resposta imune celular na hanseníase 

têm indicado vários antígenos, proteínas recombinantes e peptídeos, com potencial 

aplicação diagnóstica. Embora o número de proteínas recombinantes do M. 

leprae testadas esteja aumentando, há uma longa lista de candidatos a ser avaliada, 

antes de se escolher o antígeno mais eficiente (STEFANI et al., 2008). 

O M. leprae apresenta-se nos tecidos infectados como bastonete reto ou 

ligeiramente encurvado, isolados ou em feixes paralelos, dispondo-se em globias e 

medindo oito micra de comprimento por 0,3 micra de largura. O M. leprae tem 

estrutura semelhante à de outras micobactérias, ainda que apresente alguns 

constituintes específicos (OPROMOLLA, 2000). 

Segundo Vissa e Brennan (2001) o bacilo apresenta uma estrutura mais 

externa composta por: manosídeo fosfatidilinositol (PMI), monomicolato trealose 

(TMM), fosfolipídeos (PL), ftiocerol dimicocerosato (PDIM) e o glicolípideo fenólico 1 

(PGL-1), que é o antígeno específico do M. leprae (FIGURA 1). A parede celular é 

composta pelos ácidos micólicos-arabinano-galactano; o peptideoglicano; 

lipomannan (LM) e o lipoarabinomannan (LAM) (BRENNAN; NIKAIDO, 1995). 
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Figura 1 - Modelo esquemático do envelope celular do M. leprae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Uma cápsula composta em grande parte de PGL e outras moléculas, tais como PDIMs, 
PIMs, TMM e fosfolípidos rodeia a bactéria. Três cadeias ramificadas de arabinano são por sua vez 
ligadas ao galactano. A camada de peptidoglicano-arabino-galactano constitui a zona elétron-densa. 
Ácidos micólicos estão ligados aos terminais das cadeias arabinano para formar o folheto interno de 
uma pseudo bicamada lipídica que constitui a camada elétron-transparente.  
Fonte: VISSA; BRENNAN, 2001, p. 3. (Modificado para fins didáticos). 

 

 

 

O tropismo do M. leprae pela célula de Schwann determina-se, 

provavelmente, pela capacidade de trissacarídeos espécie-específicos do PGL-1, 

presente na parece celular do M. leprae, se ligar à laminina presente na membrana 

basal da célula de Schwann (NG et al., 2000). O M. leprae acomete fibras sensitivas, 

motoras e autonômicas do sistema nervoso periférico. Na pele, acomete as fibras 

sensitivas e autonômicas, levando à diminuição da sensibilidade cutânea, hipoidrose 

ou anidrose. Após lesões nas fibras observa-se resposta diminuída a estímulos, 

levando à paralisia e à atrofia muscular (TALHARI et al., 2006). 
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3.1.2 Fatores de infecção e transmissão 

 

A transmissão do M. leprae ocorre, provavelmente, pela disseminação de 

aerossóis e secreções nasais das vias aéreas superiores. Acredita-se que a infecção 

ocorre por meio do contato íntimo e prolongado de indivíduos susceptíveis com 

pacientes com carga bacilar elevada e sem tratamento. Diante disso, contatos 

domiciliares de pacientes nesta situação clínica apresentam risco aumentado de 

desenvolver hanseníase em relação à população geral (BRITTON; LOCKWOOD, 

2004; DESSUNTI et al., 2008).  

Na Índia e na Indonésia, tem sido encontrado ácido desoxirribonucleico 

(DNA) do M. leprae em secreções nasais de pacientes com a forma clínica mais 

tardia da hanseníase, bem como em 5% de indivíduos sem sinais e sintomas 

clínicos da doença. Estes, denominados portadores sadios, estariam atuando como 

fontes de disseminação da doença. Esse achado sugere que as infecções 

subclínicas são uma realidade presente em áreas endêmicas, como comprovado em 

estudos sorológicos (BRITTON; LOCKWOOD, 2004). 

Em um estudo que analisou a soropositividade anti PGL-1 em contatos 

domiciliares de casos índices de hanseníase observou que 8,8% dos contatos de 

casos com baixa carga bacilar e de 18,2% em contatos de doentes com alta carga 

bacilar apresentavam a soropositividade anti PGL-1. Observou-se, também, que 

características clínicas do caso índice (forma clínica, grau de incapacidade física, 

sinais sugestivos da doença) apresentaram associação estatisticamente significativa 

com a soropositividade anti PGL-1 dos contatos domiciliares, sugerindo uma relação 

entre essas variáveis. O estudo afirma que a avaliação sorológica pode ser 

considerada uma estratégia para a identificação de indivíduos com maior risco de 

desenvolver hanseníase ou na fase inicial da doença (CARVALHO, 2012). 

O homem é considerado o reservatório natural do bacilo, entretanto, tatus 

e macacos naturalmente doentes já foram encontrados, mas não há evidências de 

sua importância na cadeia de transmissão da doença (OPROMOLLA, 2000). 
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3.1.3 Situação epidemiológica da hanseníase 

 

A detecção anual global de hanseníase tem mostrado tendência 

decrescente desde 2001 nos países endêmicos. Em 2004 detectou-se 407.791 

casos novos, com redução para 228.474 em 2010, e para 219.075 em 2011, 

significando uma queda de 46% (WHO, 2015). 

A prevalência da doença em cada região no mundo, no primeiro trimestre 

de 2014, foi de 180.618 pacientes, correspondendo a uma taxa de prevalência de 

0,32 por 10 mil habitantes. Em relação à detecção de novos casos, observou-se 

215.656 notificações, o que equivale a uma taxa de detecção de 3,81 por 100 mil 

habitantes (WHO, 2015a). 

A maioria dos países, que eram altamente endêmicos para hanseníase, 

tem alcançado a eliminação da doença em proporções nacionais e se esforçam para 

atingir a meta proposta pela OMS, de se ter uma taxa de prevalência de menos de 

um caso por 10 mil habitantes, em proporções regionais e distritais. Entretanto, a 

alta endemicidade ainda permanece em alguns países como Angola, Brasil, Índia, 

Madagascar, Nepal, República Unida da Tanzânia, República Democrática do 

Congo e Moçambique (WHO, 2015). 

A hanseníase na América acompanhou os parâmetros globais. 

Constatou-se, de 2006 a 2012, um declínio de 24% na detecção de casos novos. 

Até 2012, todos os países da região tinham alcançado a meta nacional de 

eliminação, exceto o Brasil. Na primeira instância administrativa subnacional cinco 

países ainda não tinham atingido a meta, a se saber: Argentina, Bolívia, República 

Dominicana, Paraguai e Venezuela (PAHO, 2014). 

No Brasil, o coeficiente de prevalência reduziu progressivamente nos 

últimos anos de 1,56 por 10mil habitantes em 2010 para 1,01 por 10mil habitantes 

em 2015. Entretanto, ainda mantêm-se elevado nas regiões Norte, Nordeste e 

Centro-Oeste, com coeficiente de prevalência de 2,0, 1,58 e 3,49 por 10mil 

habitantes, respectivamente (BRASIL, 2015). A análise de agrupamento, estratégia 

para identificar áreas endêmicas, observou-se que, de 2011 a 2013, os municípios 

destas regiões possuíam maior risco de surgimento de novos casos da doença 

(WHO, 2015). 
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3.1.4 Classificação e manifestações clínicas 

 

A hanseníase apresenta quadro clínico variado, relacionando-se ao tipo 

de resposta imunológica do hospedeiro. As manifestações clínicas podem variar, 

desde máculas hipocrômicas e placas eritematosas na pele à nódulos cutâneos, 

com ou sem acometimento neural (SAMPAIO; RIVITTI, 2007). 

Ao longo dos anos, várias classificações das formas clínicas da 

hanseníase foram estabelecidas, a se saber: classificação de Madri; classificação de 

Ridley e Jopling; e classificação operacional da OMS. 

A classificação de Madri baseia-se nas características imunológicas, bem 

como a tendência da resposta imune em evoluir para polos imunológicos com 

características dicotômicas. Nessa classificação encontram-se duas formas polares 

imunologicamente estáveis, denominadas de tuberculóide e virchowiana; e dois 

grupos imunológicamente instáveis, denominados de indeterminado e dimorfo 

(OPROMOLLA, 2000).  

Ridley e Jopling (1966), com intuito de auxiliar os pesquisadores na 

classificação da doença e cientes que havia casos que se assemelhavam com os 

tuberculóides e virchowianos, mas que possuíam diferenças imunológicas e 

histológicas, propuseram uma classificação mais precisa e que se baseava em 

critérios clínicos, histológicos, bacteriológicos e imunológicos (FIGURA 2). 

Consideraram as formas clínicas como um espectro em que os extremos eram 

constituídos pelos tipos polares tuberculóide (TT) e virchowiano (VV), e a região 

interpolar correspondente as dimorfas ("borderline") foram subdivididas em dimorfa-

tuberculóide (DT), dimorfa-dimorfa (DD) e dimorfa-virchowiana (DV). Essa 

classificação não inclui a forma indeterminada e é a mais utilizada em pesquisas. 

A classificação operacional da OMS é baseada na contagem de lesões 

cutâneas, com intuito de facilitar a aplicação dos protocolos terapêuticos e 

operacionais (FIGURA 2). Os casos com até cinco lesões de pele são classificados 

como paucibacilares (PB), e aqueles com seis ou mais como multibacilares (MB). A 

baciloscopia, um exame diagnóstico, quando for realizada e positiva, classifica o 

caso em MB, independente do número de lesões cutâneas (BRASIL, 2016).  
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A hanseníase pode, ainda, se manifestar através dos estados reacionais 

ou reações hansênicas (tipos 1 e 2), que são alterações do sistema imunológico que 

se exteriorizam como manifestações inflamatórias agudas e subagudas e ocorrerem 

mais frequentemente nos casos MB. Podem ocorrer antes, durante ou depois do 

tratamento com a PQT (BRASIL, 2016). 

Em todas as formas clínicas da doença, exceto na indeterminada, podem 

ocorrer lesões graves de nervos periféricos e distúrbios sensitivos e motores, 

levando a diferentes graus de incapacidades (TALHARI et al., 2006). 

 
 

Figura 2 - Classificação clínica e imunológica da hanseníase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: As manifestações clínicas foram classificadas segundo Ridley-Jopling (TT, DT, DD, DV, VV) 
e esquema terapêutico da OMS (PB e MB). O tipo de resposta imune (Th1 e Th2) do hospedeiro e a 
carga bacilar foram descritos segundo o subtipo da hanseníase. A variação da resposta imune celular 
é inversamente proporcional ao índice baciloscópico (IB). 
Fonte: ALTERet al., 2011, p. 21. (Modificado para fins didáticos). 

 
 

3.1.5 Métodos de diagnóstico 

 

O diagnóstico da hanseníase é eminentemente clínico. Entretanto, 

utilizam-se os testes de sensibilidade, a avaliação neurológica simplificada e exames 

laboratoriais como ferramentas complementares para a confirmação diagnóstica da 

hanseníase (WHO, 2015). 
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Segundo Brasil (2016) define-se caso de hanseníase, um indivíduo que 

apresente uma ou mais das seguintes características, que necessita da PQT: 

 

a) lesão(ões) e/ou área(s) da pele com alteração de sensibilidade térmica  

e/ou dolorosa e/ou tátil; ou 

b) espessamento de nervo(s) periférico(s), associado a alterações 

sensitivas e/ou motoras e/ou autonômicas; ou  

c) presença de bacilos do M. leprae, confirmada na baciloscopia de 

esfregaço intradérmico ou na biopsia de pele. 

 

A avaliação clínica busca identificar lesões de pele e sua sensibilidade; e 

a avaliação neurológica busca identificar neurites, comprometimento de nervos 

periféricos, incapacidades físicas e deformidades (BRASIL, 2016). 

Na avaliação da sensibilidade utilizam-se os monofilamentos de Semmes-

Weinstein em mãos, pés e lesões de pele para quantificar o limiar tato-pressão 

(HAGAMAN et al., 2000). No exame neurológico palpa-se nervos periféricos e 

avalia-se a força muscular. O resultado determina o grau de incapacidade física, que 

é um indicador de precocidade no diagnóstico (CHEN et al., 2006). 

Exames laboratoriais são utilizados para auxiliar na correta classificação 

destes pacientes. Alguns testes laboratoriais são utilizados para confirmação 

diagnóstica de hanseníase, tais como a baciloscopia, teste de mitsuda, exame 

histopatológico e o teste ML Flow (BUHRER-SEKULA et al., 2003; BRASIL, 2016).  

A baciloscopia é um método que investiga a presença do bacilo em 

esfregaço de raspados dérmicos, coletados em locais com alteração da 

sensibilidade, em lóbulos da orelha e cotovelos. É usada para diagnóstico e 

classificação da doença (BRASIL, 2010). O IB é a escala logarítmica de cada 

esfregaço, sendo a média dos índices dos esfregaços (RIDLEY; JOPLING, 1966).  

O teste de Mitsuda é um método de avaliação da resposta imune celular 

do hospedeiro (OPROMOLLA, 2000), pela inoculação de antígenos do bacilo na 

face anterior do antebraço, com leitura após 28 dias. A formação de pápula igual ou 

superior a cinco milímetros confirma a positividade do teste (MITSUDA, 1919). É 

usado para classificação e como prognóstico, já que pacientes com teste positivo 

tendem a desenvolver as formas PB e os negativos MB (SAMPAIO; RIVITTI, 2007). 
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O exame histopatológico é um método de biópsia e caracterização 

histológica das lesões cutâneas. É utilizado para diagnóstico, classificação das 

formas clínicas e das reações hansênicas (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; REA; 

MODLIN, 2010). O exame pode não ser característico, já que é examinador 

dependente, não sendo padrão-ouro (MOSCHELLA, 2004).  

O teste ML Flow é método sorológico que detecta anticorpos da classe 

IgM contra o antígeno PGL-1 do M. leprae. É utilizado para classificação da 

hanseníase em PB ou MB (OSKAM; SLIM; BUHRER-SÉKULA, 2003). Geralmente 

os pacientes PB são soronegativos, enquanto que os MB são positivos (BUHRER-

SEKULA et al., 2003; BUHRER-SEKULA et al., 2007).  

Há outros testes de diagnóstico complementares, como os moleculares 

(proteína C reativa - PCR) e os sorológicos (ensaio de imunoabsorção enzimática - 

ELISA; teste de hemaglutinação passiva - PHA; teste de aglutinação com partícula 

de gelatina - GPAT; teste de fita simples - Dipstick). Entretanto, o seu uso está 

limitado a centros de pesquisa científica (BUHRER-SEKULA, 2007). 

Assim, o desafio atual consiste no desenvolvimento de um teste simples e 

rápido para o executor em situações de campo, sensível, específico e de baixo custo 

para o diagnóstico da hanseníase (STEFANI, 2008). 

 

3.1.6 Tratamento 

 

O tratamento da hanseníase abrange a utilização da PQT específica, 

prevenção de incapacidades e reabilitação física. A PQT é eficaz na interrupção da 

cadeia de transmissão, já que a primeira dose elimina em até 99,9% da carga bacilar 

de um indivíduo (OPROMOLLA, 2000; BRASIL, 2016). 

O tratamento é ambulatorial e utiliza a rifampicina, dapsona e clofazimina 

de forma associada. Nos pacientes com forma clínica PB utiliza-se uma dose mensal 

supervisionada de rifampicina e dapsona; e doses diárias de dapsona administradas 

de seis a nove meses. Já nos pacientes com forma clínica MB utiliza-se uma dose 

mensal supervisionada de rifampicina, clofazimina e dapsona; e doses diárias de 

clofazimina e dapsona administradas de 12 a 18 meses (BRASIL, 2016). 
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A cada dose mensal realiza-se uma avaliação clínica do paciente para 

acompanhar a evolução das lesões cutâneas, do comprometimento neural e se há 

estados reacionais. Os pacientes recebem alta por cura, caso não haja nenhuma 

alteração nos exames realizados mensalmente. Esquemas terapêuticos substitutivos 

são utilizados nos casos de intolerância grave ou contraindicação a uma ou mais 

drogas do esquema-padrão PQT/OMS (BRASIL, 2016). 

 

 

3.2 Imunologia da hanseníase 

 

 

3.2.1 Imunologia inata 

 

O desenvolvimento inicial da resposta imune mediante a infecção pelo M. 

leprae inicia-se com a resposta inata, pelo reconhecimento de PAMPs, através dos 

PRRs, presentes em células da imunidade inata, como os macrófagos e DCs 

(JANEWAY, 1989; MEDZHITOY; JANEWAY, 1997; POLTORAK et al., 1998). 

Entre os PRRs, os receptores do tipo Toll (TLRs), principalmente os 

TLR1, TLR2 e TLR4 reconhecem lipoproteínas da parede celular do M. lepra 

(MEDZHITOY; JANEWAY, 1997; POLTORAK et al., 1998; AKIRA; UEMATSU; 

TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA, 2009) enquanto TRL9 intracelular reconhece 

CpG DNA bacteriano, participando na resposta imunológica contra micobactérias 

(BAFICA et al., 2005). Os receptores do tipo NOD, em especial o NOD2, que 

reconhecem peptideoglicanos (GRINGHUIS et al., 2007; JO, 2008); os receptores do 

tipo lectina C, que reconhecem carboidratos da parede celular da bactéria (KAWAI; 

AKIRA, 2009); e receptores do complemento (CR) do tipo 1, CR2 e CR3, sendo que 

este último reconhece o PGL-1do M. leprae (SCHLESINGER; HORWITZ, 1991). 

Estudos mostraram que polimorfismos existentes em TLR1 / TLR2 

(MODLIN, 2010) e em NOD2 (ZHANG et al., 2009) podem estar associado a 

susceptibilidade à hanseníase. Outros estudos propõem que polimorfismos em TLR4 

podem gerar efeito protetor contra a doença (BOCHUD et al., 2009). Outros, ainda, 

mostraram que polimorfismos em TLR8 associam-se à resistência à tuberculose, 

podendo, também, acontecer na hanseníase (MODLIN, 2010).  
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Após o reconhecimento e fagocitose do M. leprae observa-se possíveis 

mecanismos de evasão do bacilo contra a resposta imune, os quais podem estar 

associados a: bloqueios da via de sinalização de TLR (MODLIN, 2010); desvio do 

metabolismo de lipídeos e utilização destes para síntese de fatores de virulência 

(REED et al., 2004; JAIN et al., 2007) e inibição de reativos de oxigênio, impedindo 

sua destruição (KAPLAN et al., 1987; MONTOYA et al., 2009). 

As células da imunidade inata produzem, ainda, citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-1, IL-12 e TNF-, que podem atuar na modulação da 

resposta imune adaptativa em Th1 (MODLIN, 2010). Entretanto, estudos mostraram 

que os macrófagos, em especial, podem secretar citocinas como a IL-4 e IL-10, 

podendo modular a resposta em Th2 (CRUZ et al., 2008; MONTOYA et al., 2009). 

Acredita-se que o bacilo interfere na maturação das DCs (MAKINO et al., 

2006; MURRAY et al., 2007; TABOURET et al., 2010) e em consequência, altera a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, reduz a atividade do NF-κB e a expressão 

de moléculas co-estimulatórias, como CD80, CD83, CD86 e CD40 (LEEet al., 2007; 

TABOURET et al., 2010). 

Diante disso, dependendo do “gatilho” de estímulo, os macrófagos ativos 

podem imitar o paradigma Th1-Th2 da resposta imune adaptativa e desenvolver um 

fenótipo pró-inflamatório ou anti-inflamatório, influenciando o curso da resposta 

imune adaptativa (MOSMANN; COFFMAN, 1989; VERRECK et al., 2004).  

 

3.2.2 Imunologia adaptativa 

 

Após o reconhecimento dos antígenos do M. leprae através da interação 

entre o complexo de histocompatibilidade (MHC) e TCR, os linfócitos TCD4+, iniciam 

o processo de proliferação e, na dependência do ambiente de citocinas presentes, 

se diferenciam linfócitos do tipo Th1, produtores de citocinas pró-inflamatórias, como 

a IL-2 e IFN-; ou se diferenciam em linfócitos do tipo Th2, produtores de citocinas 

anti-inflamatórias, como a TGF-, IL-4 e IL-10. Observa-se, então, que os indivíduos 

saudáveis apresentam um balanço imunológico onde podem desenvolver uma 

resposta Th1 ou Th2 (BRADLEY, 2003). 
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Ao avaliar o espectro clínico da hanseníase e a produção de citocinas 

observa-se, no polo TT, predomínio de uma resposta imune celular e produção de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-2, IFN-, TNF-). Nesse polo, anticorpos específicos 

de M. leprae estão normalmente ausentes ou estão presentes em níveis baixos. 

Entretanto, no polo VV observa-se predomínio de uma resposta imune humoral e 

produção de citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10). Isso permite a 

proliferação do M. leprae, o aparecimento de muitas lesões e infiltrados inflamatórios 

(MENDONÇA et al., 2008; DEGANG et al., 2014; NATH; SAINI; VALLURI, 2015). 

Em doentes com a forma clínica VV, observa-se ainda, uma resposta 

preferencial de células B. As respostas dos anticorpos ao PGL 1 têm mostrado estar 

presente em 90-95% de pacientes com a forma clínica VV e em 25-60% naqueles 

com a forma clínica TT (NATH et al., 1977; YOUNG; BUCHANAN, 1983). 

Em se tratando das formas interpolares DT, DD e DV estas são 

consideradas imunologicamente instáveis. Dentro destes grupos, há uma diminuição 

gradual na resposta imune celular de DT a DV, que é inversamente correlacionada 

com o aumento da carga bacilar (MENDONÇA et al., 2008). 

Tem-se discutido um padrão de células Th17 em humanos, que produz a 

citocina IL-17 e que tem o fator de transcrição ROR. Essa subpopulação de 

linfócitos foi identificada pela primeira vez em encefalite experimental (BETTELLI; 

OUKKA; KUCHROO, 2007) e mais tarde na tuberculose (TORRADO; COOPER, 

2010) e na leishmaniose (GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013). Um estudo observou 

maior expressão e liberação de citocinas Th17 (IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23) no 

sobrenadante de sangue periférico de indivíduos contatos de pacientes sem sinais 

da doença ou no bordo de lesão de pele de pacientes com a forma clínica TT se 

comparadas a pacientes com a forma clínica VV (SAINI; RAMESH; NATH, 2013). 

A associação de células com o padrão Th17 com a não polarização da 

resposta Th sugerem que essas células podem ser um terceiro tipo de Th na 

hanseníase, e pode ser uma via de resgate em pacientes incapazes de montar uma 

resposta Th ou quando a polarização de Th ainda não se definiu (NATH; SAINI; 

VALLURI, 2015). 

Pesquisas sobre a expressão de citocinas em hanseníase descreveram 

parâmetros da polarização da doença, na qual as lesões TT podem ser 

consideradas manifestações de hipersensibilidade tardia enquanto que as VV são 

caracterizadas por evidente produção de anticorpos, mas com incapacidade de 
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montar uma resposta imune celular eficaz (SCOLLARD et al., 2006). Entretanto os 

mecanismos envolvidos na polarização da resposta imune do tipo Th1 e Th2 e na 

modulação da resposta celular ao longo do espectro clínico da doença não foram 

ainda totalmente esclarecidos. 

Além de padrões de citocinas bem definidos, em lesões de pacientes com 

a forma clínica TT, observasse o dobro de células TCD4+ em relação a células 

TCD8+. Já em pacientes com a forma clínica VV observa-se o dobro de células 

TCD8+ em relação a TCD4+. As células TCD4+encontradas em lesões de pacientes 

do polo TT secretam principalmente IFN-, enquanto que em lesões de pacientes do 

polo VV, estas células secretam IL-4 que suprime a resposta imune inibindo a 

ativação de macrófagos (SALGAME et al., 1991). 

Recentemente descobriu-se, também, uma subpopulação de linfócitos 

TCD4+com fenótipo imunorregulador em infiltrado inflamatório de pacientes com 

hanseníase. Acredita-se que essas células podem estar relacionadas com o controle 

da resposta imune na hanseníase (MASSONE et al., 2010). 

 

 

3.3 Imunorregulação na hanseníase e células T reguladoras 

 

A capacidade de distinção entre antígenos próprios e não próprios é 

definida como tolerância imunológica e é fundamental para evitar respostas 

autoimunes. O sistema imune elimina, por deleção clonal, células autorreativas que 

reconhecem antígenos próprios, mas algumas células evadem desse mecanismo e 

se tornam potenciais para gerar autoimunidade (CRUVINEL et al., 2008). 

A imunidade adaptativa requer um equilíbrio finamente controlado entre a 

geração da imunidade protetora contra patógenos e a manutenção da autotolerância 

periférica. O sistema imune possui mecanismos, entre eles a participação de 

linfócitos TCD4+ com características reguladoras, que suprimem as células T 

autorreativas e atenua a ação efetora dos mecanismos de eliminação dos patógenos 

(PICCIRILLO, 2008; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). 

As células com função imunorreguladora têm como característica principal 

a capacidade de produzir citocinas imunossupressoras, assegurando a modulação 

das respostas imunológicas frente aos diversos antígenos provenientes de agentes 

infecciosos, autoantígenos e alérgenos (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). 
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Embora haja vários tipos de células com características 

imunorreguladoras, ainda não se sabe a importância hierárquica de cada uma delas. 

A diferença primordial entre essas células refere-se, não apenas aos tecidos onde 

ocorre a diferenciação, mas também a seus fenótipos e aos mecanismos utilizados 

para promover a supressão da resposta imune (CUROTTO DE LAFAILLE; 

LAFAILLE, 2009; HARIBHAI et al., 2011). 

Estudos destacam o papel das células reguladoras de origem natural 

(TREGSCD4+CD25highFOXP3+). Essa subpopulação de linfócitos TCD4+caracteriza-se 

por expressar a molécula CD25, uma cadeia do receptor da IL-2 e marcador de 

ativação das células T. Assim, apenas as células que expressam altos níveis de 

CD25 possuem um perfil regulador, o que corresponde de 1% a 3% (MILLS, 2004). 

As células TREGS desenvolvem-se no timo, durante os eventos de seleção 

negativa a partir da diferenciação de clones de linfócitos T CD4+ autorreativos 

(FEUERER et al., 2009; CARPENTER; BOSSELUT, 2010; VON BOEHMER; 

MELCHERS, 2010). Estes eventos requerem uma forte interação entre TCR e MHC 

de células epiteliais tímicas, sob co-estimulação da molécula CD28 e sinalização via 

IL-2, IL-15 e TGF- o que, provavelmente, confere a essas células maior resistência 

à deleção clonal (FEUERER et al., 2009; VON BOEHMER; MELCHERS, 2010).  

Além da molécula CD25, outras moléculas são utilizadas para caracterizar 

as células TREGS e seu fenótipo regulador. Destacam-se as moléculas CTLA-4, 

CD103, CD62L, CD45RO (BAECHER-ALLAN et al., 2001); o receptor induzido por 

glicocorticóide (GITR) (SHIMIZU et al., 2002; YI et al., 2006); a baixa expressão de 

uma subunidade do receptor de IL-7 (CD127); e o fator de transcrição FOXP3 

(FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; KONDĔLKOVÁ et. al., 2010). 

A alta expressão de FOXP3 em células TCD4+CD25high sugerem que esse 

fator de transcrição é determinante no desenvolvimento e função dessas células 

(FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; KHATTRI et. al., 2003; HORI; 

SAKAGUCHI, 2004), sendo demonstrada em animais “knockout” para FOXP3, que 

desenvolveram doença autoimune (FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003). 

A expressão de FOXP3 é induzida em linfócitos pela sinalização via TCR 

e TGF- (RELLAND et al., 2009). A região promotora de FOXP3 possui sítios de 

ligação para moléculas de SMAD3, STAT5 e CREB, bem como para NFAT 

(MARSON et al., 2007; LAL; BROMBERG, 2009). O FOXP3 controla a expressão de 
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outros fatores de transcrição nuclear como T-bet, GATA-3 e ROR- e, dessa forma, 

controla a plasticidade dos linfócitos TCD4+ (MARSON et al., 2007; LU; RUDENSKY, 

2009; CAMPBELL; KOCH, 2011). 

As células TREGS expressam, também, receptores de quimiocinas, como 

CCR4, CCR5 e CCR8, que lhes permitem migrar para tecidos inflamados, em 

resposta a um gradiente de quimiocinas como CCL1, CCL5, MIP-1, CCL17 

(CAMPBELL; KOCH, 2011). A molécula CD103 permite que estas células possam 

ser retidas nos tecidos periféricos na inflamação (FEUERER et al., 2009). 

Os estudos que avaliam células TREGS em hanseníase mostram-se 

contraditórios. O estratégia de definição dessas células, o número reduzido de 

participantes em alguns estudos, a escolha de um número reduzido de moléculas 

para caracterizar as células TREGS, a inclusão de pacientes com as formas clínicas 

dimorfas nos grupos polares da doença e a falta de uniformidade metodológica, 

podem ser uma possível explicação para a divergência nos resultados (ATTIA et al., 

2010; MASSONE et al., 2010; PALERMO et al., 2012; ABDALLAH et al., 2014). 

 

 

3.3.1 Mecanismos de imunorregulação induzidos pelas células TREGS 

 

Atualmente tem-se postulado que as células TREGS utilizam vários 

mecanismos de supressão. Estes podem ser divididos em mecanismos de ação, tais 

como: citocinas inibitórias, interrupção de via metabólica, modulação da função das 

células apresentadoras de antígenos (APCs) e células efetoras, citólise e indução de 

apoptose (WORKMAN et. al., 2009; WANG et. al., 2009). 

 

 

3.3.1.1 Imunorregulação por citocinas inibitórias 

 

As citocinas inibitórias IL-10, TGF-β e IL-35 são expressas pelas células 

TREGS e atuam inibindo a ação de citocinas pró-inflamatórias, além de inibir a 

proliferação de células que induzem uma resposta imune do tipo Th1. Esse processo 

diminui a ação citolítica dessas células e facilita a proliferação de células que 

induzem uma resposta do tipo Th2 (FIGURA 3) (WORKMAN et. al., 2009). 
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Figura 3 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS por meio da ação 

de citocinas inibitórias 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: As citocinas IL-10, TGF-β e IL-35 agem inibindo a proliferação de células efetoras e 
induzindo uma resposta imune do tipo Th2.  
Fonte: VIGNALLI; COLLISON; WORKMAN, 2008, p.19. (Modificado para fins didáticos). 

 
 

A IL-10 pode ser sintetizada por diversas células, como as DCs, 

macrófagos, linfócitos B e NK. Diversos patógenos, como Bordetella pertussis, L. 

major, S. Mansonni e T. gondii induzem a produção de IL-10 pelas DCs e, dessa 

forma, induzem a conversão de células T CD4+em células TREGS (BELKAID, 2007). 

A TGF-β é uma citocina de ação pleotrópica sobre diversas células da 

imunidade inata e adaptativa e sua sinalização atua na indução de células TREGS, 

principalmente nas mucosas (BELKAID, 2007; TANG; BLUESTONE, 2008). 

A IL-35, heterodímera da IL-12, foi descoberta a pouco tempo e também é 

sintetizada pelas células TREGS. É formada pelas subunidades p35 (comum à IL-27) 

e Ebi3 (produto do gene induzido por Epstein-Barr), sendo a expressão desta última 

proteína regulada por FOXP3 (SHEVACH, 2009). 

As células TREGS são capazes, também, de secretar IL-17 e manter a sua 

função imunossupressora, mediante ação de células TREGS que co-expressam 

CCR6, FOXP3 e o fator de transcrição ROR, críticos para diferenciação e função de 

células TREGS e células Th17(VOO et. al., 2009). 
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3.3.1.2 Imunorregulação por modulação da função das APCs e células efetoras 

 

Esse mecanismo depende do contato das células TREGS com células 

TCD4+ efetoras ou APCs. A molécula CTLA-4 é expressa nas células TREGS e leva a 

inibição da ativação de células efetoras, ao bloquear a transmissão de sinal via TCR. 

A alta afinidade de CTLA-4 com as moléculas CD80/CD86, presente nas APCs, cria 

um sinal que aumenta a produção da indolamina 2,3-deoxigenase (IDO), enzima que 

degrada triptofano em quinurenina, um imunossupressor que modula a ação de 

células efetoras (FIGURA 4) (TANG, BLUESTONE; 2008; SHEVACH, 2009). 

As células TREGS expressam, também, a molécula LAG-3 que é capaz de 

promover a endocitose das moléculas de MHC-II quando em contato com DCs e isso 

interfere no processso de maturação das APCS e enfraquece a capacidade destas 

para, subsequentemente, ativar células T efetoras (FIGURA 4). Isso indica que, in 

vivo, as células TREGS podem inibir a resposta das células T pela modulação das 

APCs (TANG et al., 2006; SHEVACH, 2009). 

 

 

Figura 4 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS por modulação da 

função de células efetoras e DCs pelas moléculas CTLA-4 e LAG3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: A ação das moléculas LAG3 e CTLA-4 atuam na regulação da sinalização das DCs, 
causando um estado de anergia em DCs.  
Fonte: VIGNALLI; COLLISON; WORKMAN, 2008, p.19. (Modificado para fins didáticos). 
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A expressão da molécula LAP (TGF-β em sua forma latente) nas células 

TREGS também aumenta a capacidade de supressão dessas células (FIGURA 5). As 

células TREGS estimuladas pelas DCs liberam a molécula LAP que se liga ao receptor 

αVβ8 expressa na superfície de DCs e se tornam a citocina TGF-β, a qual terá ação 

em várias células efetoras (BANCHEREAU et al., 2012). 

 
 

Figura 5 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS pela ação da 

molécula LAP 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Legenda: Depois de ter sido estimulada por DCs, as células TREGS podem secretar a LAP, forma 
latente de TGF-β, o qual é ativado por αVβ8 expressa na superfície de DCs. O TGF-β ativado pode 
sinalizar DCs e outros tipos de células. 
Fonte: BANCHEREAU; PASCUALL; O’GARRA, 2012, p. 926. (Modificado para fins didáticos). 

 

 

3.3.1.3 Imunorregulação por interrupção de via metabólica 
 

A molécula CD25, uma subunidade do receptor de IL-2 (IL-2R), está 

presente em células T efetoras, mas é altamente expressa em células TREGS. A 

elevada expressão de IL-2R em células TREGS pode privar as células T efetoras de 

IL-2, e dessa forma inibir a proliferação destas e provocar sua a apoptose (FIGURA 

6) (JOSEFOWICZ, LU, RUDENSKY, 2012). 
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As células TREGS também expressam altos níveis das ectoenzimas ou 

moléculas de superfície CD39 e CD73 (JOSEFOWICZ, LU, RUDENSKY, 2012). A 

molécula CD39 é responsável pela hidrólise de trifosfato de adenosina (ATP) 

extracelular, formando difosfato de adenosina (ADP), enquanto que molécula CD73 

é responsável por degradar AMP formando adenosina. A interação entre adenosina 

e o receptor de adenosina A2A, presente nas APCs e linfócitos T efetores, inibe a 

sinalização via TCR, da fosforilação de ZAP-70 e da ativação do fator de transcrição 

ativador de proteína 1 (AP1)(FIGURA 6). A redução na sinalização diminui a 

produção de IL-2, expressão de CD25 e proliferação de células T efetoras (HASKÓ 

et. al., 2008; SCHMIDT; OBERLE; KRAMMER, 2012). 

 

 

Figura 6 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS por interrupção de 

via metabólica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A interrupção da via metabólica induz apoptose pela privação de IL-2 dependente de CD25, 
inibição mediada por AMP cíclico e imunorregulação mediada pelo receptor 2A (A2AR) de adenosina, 
produzida por CD39 e CD73.  
Fonte: VIGNALLI; COLLISON; WORKMAN, 2008, p.19. (Modificado para fins didáticos). 
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3.3.1.4 Imunorregulação por citólise 

 

Estudos recentes mostraram que células TCD4
+ 

humanas também são 

capazes de sintetizar granzimas e perforina. Outros estudos demonstraram a alta 

expressão de granzimas em células TREGS ativadas (GONDEK et. al., 2005; ZHOU, 

2010). As granzimas estão envolvidas na apoptose de células alvo, tendo como 

substrato as caspases 2, 3, 7, 8, 9 e 10, as quais podem amplificar e conduzir a via 

de sinalização apoptótica. Já a perforina atua criando poros na membrana da célula, 

permitindo que substâncias citotóxicas, como as granzimas, possam entrar o interior 

da célula (FIGURA 7). Entretanto, a apoptose não pode ser completamente 

bloqueada utilizando inibidores, sugerindo que existe uma via apoptótica 

independente de caspase (ZHOU, 2010). 

 

 

Figura 7 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS por citólise 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A perforina cria poros na membrana das células para que as granzimas A e B possam agir 
no interior da célula, induzindo a apoptose.  
Fonte: VIGNALLI; COLLISON; WORKMAN, 2008, p.19. (Modificado para fins didáticos). 
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3.3.1.5 Imunorregulação por indução de apoptose 

 

As moléculas CD95 (FAS) e CD95L (FAS-L) estão associadas com a 

função das células TREGS em induzir apoptose de células efetoras por meio de 

ativação de caspases 3, 7, 8 e 10 (FIGURA 8). As células TREGS podem se tornar 

susceptíveis a apoptose, mediada pela interação de CD95 e CD95L durante a 

interação com células T efetoras (STRAUSS; BERGMANN; WHITESIDE, 2009). 

A interação entre CD95-CD95L causa rapidamente a junção de um 

complexo de sinalização intracelular indutor de apoptose (DISC), que contém 

protease de cisteina aspartato específica, adaptador/ativador da molécula FADD e 

seu modulador c-FLIP. Assim, a sinalização mediante a interação entre CD95-

CD95L promove a ativação da caspase 8 que ativará caspases efetoras causando a 

proteólise de proteínas celulares vitais, tais como componentes estruturais e 

também podem ativar certos processos que desmontam constituintes celulares não 

proteicos (GUICCIARDI;GORES, 2009; STRASSER; JOST; NAGATA, 2009). 

 

Figura 8 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS por indução de 

apoptose via CD95 e CD95L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A interação CD95-CD95L leva a ativação da caspase 8 que irá clivar outras caspases 
efetoras. Ocorrerá ruptura de proteínas celulares causando a apoptose da célula.  
Fonte: POPE, 2002, p. 4. (Modificado para fins didáticos). 
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A molécula PD-1, expressa por células TREGS, após a interação com seus 

ligantes, o recrutamento das fosfatases SHP-1 e SHP-2, que agem na sinalização do 

TCR, diminui o sinal via TCR, ocasionando redução na ativação de células T e 

produção de citocinas IL-2 e IFN- (FIGURA 9). Ocorre, também, supressão da 

enzima PI3K, o que pode diminuir a expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-xL. 

Além disso, reduz a ação de Akt, levando a deficiência na produção de IL-2, síntese 

proteica e proliferação celular, induzindo um estado de anergia e apoptose de 

células efetoras (WANG et. al., 2009; GUTIERREZ et. al., 2011). A regulação 

positiva de PD-1 e seus ligantes está relacionada a persistência de patógenos em 

infecções crônicas e evasão da resposta imune (WANG, et. al., 2009). 

 
 

Figura 9 - Mecanismo de imunorregulação de células TREGS por indução de 

apoptose via PD-1 e PD-1L 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

Legenda: A via de sinalização de PD-1 pode resultar na diminuição da proliferação de células T, 
indução de apoptose, além de redução na síntese de proteínas e de IL-2.  
Fonte: FRANCISCO; SAGE; SHARPE, 2010, p. 223. (Modificado para fins didáticos). 
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Os mecanismos de supressão citados não podem ser considerados 

individualmente no controle da imunidade mediada por células TREGS. Além disso, o 

programa supressor dependente de FOXP3 implementado pelas células TREGS 

mantém a verificação de vários tipos de resposta imune efetora a antígenos próprios 

e patógenos. Contudo, não está claro se essas células implementam um programa 

universal para limitar diferentes tipos de imunidade ou modulam programas de 

supressão adaptados para inibir uma classe particular de resposta imune. 

Evidências experimentais sugerem que distintos mecanismos supressores são 

característicos em tecidos específicos e reações inflamatórias (JOSEFOWICZ, LU, 

RUDENSKY, 2012). 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a expressão de marcadores de imunossupressão induzidos por 

células TREGS, presentes no sangue de pacientes nas formas clínicas polares da 

hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar, no sangue periférico de pacientes nas formas clínicas polares da 

hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados: 

 

 a frequência das células TREGS; 

 a expressão de moléculas de superfície (CD4, CD25, CTLA-4, 

CD39, CD73, CD95, CD95L, PD-1, PD-1L, LAP); 

 a expressão de citocinas (TGF-β, IL-10) e de fatores 

intracitoplasmáticos (granzima A, granzima B, perforina, FOXP3); 

 a coexpressão de moléculas indutoras de apoptose e seus 

ligantes, em células TREGS(CD4+CD25highFOXP3+); 

 

 Analisar a relação entre as moléculas de superfície, citocinas e fatores 

intracitoplasmáticos em pacientes nas formas clínicas polares da 

hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Delineamento do estudo 

 

Estudo observacional, transversal, analítico e quantitativo. 

 

5.2 Cenário do estudo 

 

O presente estudo foi realizado no Centro de Referência Estadual em 

Dermatologia Sanitária do Hospital Eduardo de Menezes (HEM), que atende 

pacientes de Minas Gerais e de Estados próximos. Possui equipe multidisciplinar 

que inclui médicos dermatologistas, oftalmologista, fisioterapeutas, psicólogos e 

assistentes sociais. Nele, são atendidos cerca de 30 pacientes de hanseníase por 

dia, incluindo casos novos, acompanhamento de episódios reacionais, prevenção de 

incapacidades e reabilitação. 

 

5.3 Caracterização da população do estudo 

 

Participaram deste estudo pacientes casos novos que apresentavam as 

formas polares da hanseníase, contatos domiciliares e indivíduos não infectados. As 

formas clínicas de todos pacientes com hanseníase foram determinadas segundo os 

critérios propostos por Ridley e Jopling (1966).  

Na avaliação clínica, buscou-se a presença de lesões de pele e, nestas, 

avaliou-se a presença ou ausência de sensibilidade. Todos os pacientes foram 

examinados pela Dra Sandra Lyon, médica dermatologista responsável pelo seu 

atendimento clínico. 

Para a baciloscopia, utilizou-se o IB, conforme escala logarítima de 

Ridley, que varia de zero a seis, através da coleta de esfregaço dérmico em quatro 

sítios: lesão cutânea, cotovelo contralateral e lóbulos auriculares.  

Na avaliação histopatológica, realizaram-se biópsias da lesão de pele e 

do tecido contralateral para caracterização histológica. A classificação histológica foi 

posteriormente realizada pelo Prof. Dr. Marcelo Antônio Paschoal Xavier, do 

Departamento de Anatomia Patológica da Faculdade de Medicina da UFMG. 
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O teste de ML-Flow foi utilizado, em todos os pacientes, como ferramenta 

auxiliar na definição das formas clínicas, sendo registrado de modo qualitativo 

(positivo ou negativo). 

Os participantes foram distribuídos em grupos e os pacientes com 

hanseníase divididos segundo a classificação de Ridley e Jopling (1966).  

 

 Grupo polar TT (HANS): constituído por pacientes com diagnóstico 

positivo para hanseníase e classificados nas formas clínicas TT e DT. 

 Grupo polar VV (HANS): constituído por pacientes com diagnóstico 

positivo para hanseníase e classificados nas formas clínicas VV e DV. 

 Grupo de indivíduos não infectados (NI): constituído por indivíduos 

saudáveis, que não apresentavam sinais clínicos da doença.  

 Grupo de contatos domiciliares (CONT): constituído por indivíduos 

saudáveis, que não apresentavam sinais clínicos da doença, mas que 

conviviam com pessoas com diagnóstico positivo para hanseníase. 

 

5.3.1 Cálculo amostral 

 

De acordo com o desenho e objetivo geral do presente estudo, realizou-

se o cálculo amostral mediante a comparação das diferenças máximas existentes 

entre médias ponderadas do fator de transcrição FOXP3 em sua avaliação de 

intensidade média de fluorescência (IMF). Escolheu-se o FOXP3 por ser uma 

molécula crítica na determinação da função e características das células TREGS.  

Consideraram-se, para a comparação das médias de FOXP3 (IMF), os cinco grupos 

do estudo: pacientes TT (n=5), pacientes VV (n=8), contatos de TT (n=4), contatos 

de VV (n=10) e indivíduos não infectados (n=15). 

O teste utilizado foi o ANOVA One Way e o software Mini Tab 14. 

Considerou-se o nível de significância de 95% (α = 0,05) e o poder do estudo de 

80% (β = 0,20), tendo os dados de desvio padrão baseado na literatura (σ = 68,6).  

A máxima diferença entre as médias ponderadas de FOXP3 (IMF) entre 

os cinco grupo foi de 100 unidades de IMF. Diante disso, quando houvesse a 

comparação entre os cinco grupos e existisse uma diferença máxima que superasse 

valores de 100 unidades de IMF, o resultado seria considerado significativo. 
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A comparação das médias ponderadas dos cinco grupos determinaria o N 

amostral necessário para detectar diferenças significativas a partir do valor de 100 

unidades de IMF, caso essa diferença exista na população. O N amostral mínimo 

necessário para se obter diferenças significativas foi de 13 participantes por grupo. 

 

5.3.2 Critérios de inclusão 

 

 Caso novo virgem de tratamento (≥ 18 anos / ≤ 75 anos). 

 Caso diagnosticado ou referenciado ao HEM, entre 2014 e 2015. 

 Assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.  

 Contato domiciliar de paciente caso novo de hanseníase. 

 

5.3.3 Critérios de exclusão 

 

 Pacientes com surto reacional no momento da coleta. 

 Pacientes com comorbidade ou tratamento imunossupressor 

 

5.4 Instrumento e coleta dos dados 

 

Os dados do estudo foram padronizados por meio de um protocolo 

informatizado, criado no programa MedQuest. As variáveis clínicas foram 

determinadas mediante revisão da literatura dos estudos que envolviam a 

imunorregulação na hanseníase (QUADRO 1). 

 

Quadro 1 - Caracterização, classificação e modo de resposta das variáveis 

clínicas dos pacientes com hanseníase 

Variável Classificação Resposta 

Sexo dicotômica masculino / feminino 
Idade dicotômica < 15 anos / > 15 anos 
Classificação operacional dicotômica PB / MB 
Forma clínica qualitativa I / TT / DT / DD/ DV / VV 
Índice baciloscópico contínua 0 / 1+ / ... / 5+ / 6+ 
Baciloscopia dicotômica positiva / negativa 
Teste de ML Flow dicotômico positivo / negativo 
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5.5 Organização e análise dos dados 

 
 

5.5.1 Análise de marcadores de imunorregulação induzidos por células TREGS 

 

O sangue periférico dos participantes foi coletado em tubo Vacuntainer estéril 

contendo heparina (Becton Dickinson, CA, USA). Alíquotas de 100l de sangue total 

foram adicionadas em tubos de polipropileno de 5 mL (Falcon, E.U.A) previamente 

identificados e com os anticorpos correspondentes, como mostrado no Quadro 2 e, 

em seguida, incubados por 30 minutos à temperatura  ambiente. Após incubação, as 

amostras foram lisadas e fixadas em 2mL de solução de lise comercial (FLS - BD, 

E.U.A) por 10 minutos à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. As células foram 

lavadas com 1mL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10 minutos a 18°C.  

Para detectar as moléculas intracelulares, foram acrescentados aos tubos 

2,5mL de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sódica e 0,5% 

de saponina) por 30 minutos à temperatura ambiente. Seguiu-se a adição de 20L 

de anticorpos antimoléculas intracelulares (QUADRO 2) em PBS-P aos respectivos 

tubos, com incubação posterior por 60 minutos à temperatura ambiente, na ausência 

de luz. Após a incubação, as células foram lavadas com 1mL de PBS-W. No final, 

foram adicionados 300l de solução fixadora (MFF). As amostras contendo 

suspensão celular foram utilizadas para aquisição de dados em citômetro de fluxo 

(FORTESSA - BD, E.U.A). Foram analisados cerca de 70.000 eventos totais. 
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Quadro 2 - Relação e caracterização dos anticorpos utilizados para a 

imunofenotipagem ex vivo de células TREGS  

Nome Fluorescência Concentração Clone Função 

CD4 V450 2,0uL RPA-74 
Identificação de 

linfócitos T auxiliares 

CD25 APC 2,0uL M-A251 

Receptor de IL-2 e 

caracterização de 

TREGS 

FOXP3 PECy7 3,0uL 236ª/E7 
Fator de transcrição 

expresso por TREGS 

CD39 PE 
2,0uL 

TÜ66 
Ectoenzima que 

degrada ATP a AMP 

CD73 FITC 

2,0uL 

AD2 

Ectoenzima que 

degrada AMP em 

adenosina 

CTLA-4 PE 

2,0uL 

BNI3 

Molécula de superfície 

e modula ação de 

APC 

PD-1 APCCy7 
2,0uL 

EH12.1 
Receptor de PD-1L e 

indução de apoptose 

PD-1L PE 
2,0uL 

MIH1 
Ligante de PD-1 e 

indução de apoptose 

CD95 FITC 
2,0uL 

DX2 
Receptor de CD95L e 

indução de apoptose 

CD95L PE 3,0uL G247-4 
Ligante de CD95 e 

indução de apoptose 

Granzima 
A 

PE 0,5uL CB9 
Fator intracelular e 

indução de apoptose 

Granzima 
B 

FITC 1,0uL GB11 
Fator intracelular e 

indução de apoptose 

Perforina PE 0,5uL δG9 
Fator intracelular e 

indução de apoptose 

LAP FITC 2,0uL - 
TGF-β em sua forma 

latente 

TGF-β PE 0,5uL - 
Citocina com ação 

inibitória 

IL-10 PE 0,5uL JES3-19F1 
Citocina com ação 

inibitória 
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5.5.2 Obtenção e estratégia de análise dos dados  

 

O citômetro de fluxo (FORTESSA - BD, E.U.A) utilizado neste trabalho é 

equipado com três lasers: azul (488nm), vermelho (640nm) e violeta (405nm). Isso 

permite a avaliação de 11 parâmetros: tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), 

fluorescência do tipo 1 (FL1); do tipo 2 (FL2); do tipo 3 (FL3); do tipo 4 (FL4); do tipo 

5 (FL5); do tipo 6 (FL6); do tipo 7 (FL7); do tipo 8 (FL8); do tipo 9 (FL9). As FL1, FL2, 

FL3, FL4, FL5, FL6, FL7, FL8 e FL9 correspondem a sinais luminosos emitidos pela 

excitação de fluorocromos específicos. A identificação da população celular de 

interesse e seu percentual, foram feitas através do software FlowJo. Foram 

coletados cerca de 70.000 eventos totais para análise dos dados.  

A análise de células TREGS, apresentada na Figura 10, foi realizada 

segundo o protocolo de Baecher-Allan et. al. (2001). Inicialmente, selecionou-se a 

população de linfócitos totais (R1) baseada em gráficos de tamanho (FSC) versus 

granulosidade (SSC) (FIGURA 10A). Em seguida, gráficos de SSC versus CD4 

(V450) foram construídos para determinar a população de linfócitos TCD4+ (R2) 

(FIGURA 10B). Após a caracterização da população de linfócitos TCD4+, criou-se 

gráficos de FOXP3 (PeCy7) versus CD25 (APC) e caracterizando, em seguida, as 

células  TCD4+CD25highFOXP3+ (R3), a qual é alvo das investigações do presente 

estudo (FIGURA 10C). Por fim, foi pedido o gráfico de histograma dentro de R3 para 

os seguintes marcadores: CD39, CD73, CTLA-4, PD-1, PD-1L, CD95, CD95L, LAP, 

TGF-β, IL-10, granzima A, granzima B e perforina (FIGURA 10D). 

 

 

5.6 Análise estatística 

 

Para garantir a confiabilidade dos resultados, todos os dados foram 

analisados por estatístico do Núcleo de Apoio em Bioestatística do Programa de Pós 

Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical, da UFMG.  

Inicialmente, foram realizadas análises descritivas das variáveis 

categóricas (sexo, classificação operacional, forma clínica, ML Flow e baciloscopia) 

e das variáveis contínuas (idade, IB), sendo descritos seus resultados em 

frequências e porcentagens. 
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Figura 10 - Estratégia de análise de células TREGS, no contexto ex vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: a figura 10A representa o perfil celular de linfócitos obtido no contexto ex vivo em um 
gráfico de SSC versus CD4 (V450). A figura 10B representa um perfil celular obtido em um gráfico de 
distribuição pontual de CD25 (APC) versus FOXP3 (PECy7), abordagem utilizada para delimitar a 
população celular de interesse e mostra, também, o gráfico de histograma para verificar os níveis de 
expressão das moléculas. 
Fonte: BAECHER-ALLAN et al., 2001, p. 1247. 

 

 

Para as moléculas, citocinas e fatores intracitoplasmáticos (variáveis 

contínuas) aplicou-se o Teste de Normalidade de Shapiro-Wilk para determinar 

quais eram paramétricas ou não paramétricas. O teste ANOVA, que leva em 

consideração a média para comparações entre mais de dois grupos, foi realizado 

nas moléculas CD73 (%) e CD28 (IMF), consideradas paramétricas. 

 

 

O Teste de Kruskal-Wallis, que leva em consideração a mediana para 

realizar comparações para mais de dois grupos, foi realizado nas moléculas não 

SSC 

CD4 

CD25 

FOXP3 

A 

 

B 
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paramétricas CD25/FOXP3, PD-1, PD-1L/PD-1 e GRANZIMA A, em sua avaliação 

de percentual, e para as moléculas CD25, FOXP3, IL-10, PD-1, PD-1L/PD-1, CD73, 

CD39/CD73, CD95L, CD95/95L e CTLA-4, em sua avaliação de IMF.  Com intuito de 

realizar comparações múltiplas entre pares, para detectar diferenças significativas 

entre medianas, realizou-se o Teste de Mann-Whitney com correção de Bonferroni. 

Utilizou-se o programa estatístico SPSS versão 18.1 e considerou-se como 

resultados significativos o valor de p < 0,05. 

Para as análises de correlações, realizou-se o cálculo do r de Spearman, 

sendo selecionados apenas os valores estatisticamente significativos, que foram 

transferidos para uma matriz de correlação. Esta matriz, além de calcular a 

intensidade da correlação e caracterizá-la como positiva ou negativa, também gera 

as tabelas para a leitura pelo programa Cytoscape™, onde as redes de correlação 

são geradas e tratadas. 

 

5.7 Aspectos éticos 

 

A pesquisa foi aprovada pelo COEP da UFMG sob o parecer n° CAAE: 

14887414.0.0000.5149 (ANEXO A), atendendo aos aspectos fundamentais da 

resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde, que dispõe sobre as diretrizes 

e normas regulamentadoras de pesquisas que envolvem seres humanos.  

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi assinado por todos os 

participantes do estudo, com intuito de esclarecer sobre os aspectos da pesquisa, 

bem como assegurar a confidencialidade das informações obtidas, cuja utilidade 

dar-se-á apenas para fins científicos (ANEXO B). 

 

5.8 Pesquisa bibliográfica 

 

A pesquisa bibliográfica foi realizada nas bases de dados do PubMed, 

Bireme, Scielo. Os Descritores em saúde/ MeSH terms utilizados nessas bases 

foram: “regulatory T cells”; “treg cells”; “leprosy” e “imunorregulation”. Os sites da 

OMS, WHO e Ministério da Saúde foram consultados para dados epidemiológicos. 
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6 RESULTADOS 

 

Os dados obtidos no presente estudo serão apresentados na seguinte 

ordem: a) análise descritiva da população do estudo; b) análise de células TREGS no 

sangue periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares, CONT e NI, no 

contexto ex vivo; c) análise do perfil fenotípico de células TREGS pela caracterização 

de moléculas associadas aos mecanismos imunorregulatórios de indivíduos HANS 

nas formas clínicas polares, CONT e NI, no contexto ex vivo; e) análise das 

correlações entre marcadores de imunossupressão induzidos por células TREGS em 

indivíduos HANS nas formas clínicas polares, CONT e NI, no contexto ex vivo. 

 

6.1 Análise descritiva da população estudada 

 

Participaram do estudo 42 indivíduos (TABELA 1). A classificação clínica 

dos casos novos de hanseníase foi baseada segundo os parâmetros de Ridley e 

Jopling (1966), que utiliza critérios clínicos, histológico, imunológicos e 

bacteriológicos. Dessa forma, a maioria dos pacientes foi incluída no grupo polar VV 

(n=8 / 19%). Em relação aos contatos domiciliares, a maior parte (n=10/ 23,8%) 

convivia com doentes que apresentavam a forma clínica VV ou a limítrofe DV.  

Para compor o grupo controle, foram inclusos 15 indivíduos (35,8%) que 

não apresentavam sinais e sintomas clínicos da hanseníase. Compuseram este 

grupo, militares do Corpo de Bombeiros do Estado de Minas Gerais, os quais foram 

selecionados mediante parecer, da assessoria de assistência à saúde da referida 

Instituição, de estarem hígidos em relação à sua saúde.   

 
 

Tabela 1 - Distribuição dos participantes do estudo, segundo a classificação de 

Ridley e Jopling (1966), HEM, Belo Horizonte, MG, 2016 

Grupo N % 

Doentes TT 5 11,9 

Doentes VV 8 19,0 

Contatos de TT 4 9,5 

Contatos de VV 10 23,8 

Não infectados 15 35,7 

TOTAL 42 100 

Fonte: Hospital Eduardo de Menezes, 2014-2016. 
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A análise descritiva da população do estudo está apresentada na Tabela 2. 

As variáveis analisadas foram sexo, idade, classificação operacional, IB, baciloscopia 

e resultado do ML Flow, as quais foram coletadas no formulário-ficha dos 

participantes. A análise dos dados mostrou pareamento na variável sexo. A idade no 

grupo de doentes variou entre 51 e 60 anos (TT- n=1 / 2,3% e VV- n=3 / 7,1%); nos 

contatos domiciliares entre 21 e 30 anos (contato de VV- n=4 / 9,5%) e entre 41 e 50 

anos (contato de VV- n=3 / 7,1%); e nos indivíduos NI entre 21 e 30 anos (NI- n=10 / 

23,8%). A classificação operacional predominante foi a MB (n=8 / 19%), tendo o IB 

negativo predomínio nos pacientes (TT- n=4 / 9,5 e VV- n=3 / 7,1%). A maioria dos 

doentes (TT- n=3 / 7,1% e VV-5 / 11,9%) e contatos domiciliares (contato de TT- n=4 / 

9,5 e contato de VV- n=10 / 23,8%) apresentou o teste de ML Flow negativo.  

  

Tabela 2 - Análise descritiva da população estudada, HEM, Belo Horizonte, MG, 2016 

Variável 
Doente 

TT 
(N / %) 

Doente 
VV 

(N / %) 

Contato de 
TT 

(N / %) 

Contato de 
VV 

(N / %) 

Não 
infectados 

(N / %) 

Sexo      
Masculino 3 (7,1) 4 (9,5) 2 (4,7) 5 (11,9) 8 (19,0) 
Feminino 2 (4,7) 4(9,5) 2 (4,7) 5 (11,9) 7 (16,6) 

Idade      

16-20 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (2,3) 1 (2,3) 
21-30 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (9,5) 10 (23,8) 
31-40 1 (2,3) 1 (2,3) 0 (0,0) 1 (2,3) 4 (9,5) 
41-50 2 (4,7) 1 (2,3) 1 (2,3) 3 (7,1) 0 (0,0) 
51-60 1 (2,3) 3 (7,1) 1 (2,3) 1 (2,3) 0 (0,0) 
61-70 0 (0,0) 3 (7,1) 2 (4,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 
>70 1 (2,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Class. Oper.      
PB 5 (11,9) 0 (0,0) - - - 
MB 0 (0,0) 8 (19,0) - - - 

IB      
0 4 (9,5) 3 (7,1) - - - 
1 0 (0,0) 2 (4,7) - - - 
2 0 (0,0) 1 (9,4) - - - 
3 1(9,4) 0 (0,0) - - - 
4 0 (0,0) 2 (4,7) - - - 

Baciloscopia      
Negativa 4 (9,5) 3 (7,1) - - - 
Positiva 1 (2,3) 5 (11,9) - - - 

ML Flow      
Negativo 3 (7,1) 5 (11,9) 4 (9,5) 10 (23,8) - 
Positivo 2 (4,7) 3 (7,1) 0 (0,0) 0 (0,0) - 

 Fonte: Hospital Eduardo de Menezes, 2014-2016. 
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6.2 Análise do percentual de células TREGS, no contexto ex vivo 

 

Observou-se associação entre diagnóstico positivo para hanseníase, 

independentemente da forma clínica e de ser contato domiciliar de caso índice, e 

maior frequência de células TREGS no sangue periférico (FIGURA 12).  

A análise dos dados representados na Figura 12 mostra maior percentual 

de células TREGS no sangue periférico de indivíduos HANS do polo VV (p=0,007) 

quando comparado aos indivíduos NI. Observou-se, também, maior quantidade de 

células TREGS em indivíduos CONT do polo TT (p=0,045) em relação aos indivíduos 

NI. Verificou-se, ainda, que o percentual de TREGS foi significativamente maior nos 

indivíduos HANS do polo VV (p=0,041) em relação a seus contatos domiciliares. 

 

 

Figura 11 - Análise do percentual de células TREGS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: A análise do percentual de células TREGS foi realizada no sangue periférico de indivíduos 
HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, n=8), indivíduos CONT (CONT – 
TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no contexto ex vivo. Os dados foram 
apresentados como porcentagem de células TREGS. Os gráficos destacam a mediana, o intervalo 
interquartil e os pontos destacam os valores considerados outliers. As diferenças estatísticas 
significativas (p<0,05) estão representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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6.3 Análise fenotípica de células TREGS através da caracterização de 

marcadores indutores de imunorregulação   

 

 

6.3.1 Caracterização das células TREGSCD4+CD25highFOXP3+ quanto à expressão 

de citocinas inibitórias 

 

Pela análise da intensidade média de fluorescência (IMF) de IL-10, 

observou-se que, de forma geral, ter hanseníase, independentemente da forma 

clínica, e ser contato domiciliar de indivíduos com hanseníase, associou-se com 

maior expressão dessa citocina pelas  células TREGS. Notou-se, também, maior 

expressão de IL-10 em células TREGS de indivíduos HANS (p=0,016) e CONT 

(p=0,016) do polo TT em relação a indivíduos NI. Observou-se, ainda, maior 

expressão de IL-10 em células TREGS de indivíduos HANS do polo VV (p=0,021) em 

relação aos seus contatos. Por fim, houve maior expressão de IL-10 em células 

TREGS de indivíduos CONT do polo TT (p=0,016) em relação a indivíduos CONT do 

polo VV (FIGURA 12). 

 
 

Figura 12 - Análise da expressão da citocina IL-10 em células TREGS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A análise da expressão de IL-10 em células TREGS foi realizada no sangue periférico de 
indivíduos HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, n=8), indivíduos CONT 
(CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no contexto ex vivo. Os dados 
foram apresentados como IMF de IL-10 em células TREGS. Os gráficos destacam a mediana e o 
intervalo interquartil. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas por linhas 
e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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Pela análise da expressão da citocina TGF-β1 pelas células TREGS, 

observou-se que ter hanseníase, independentemente da forma clínica, e ser contato 

domiciliar de um caso índice associou-se com maior expressão dessa citocina 

(FIGURA 13A). Na avaliação da molécula LAP, forma latente da TGF-β1, observou-

se maior expressão em células TREGS de indivíduos CONT e HANS do polo TT 

(FIGURA 13B). Já a avaliação de células TREGS duplo positivas para a molécula LAP 

e para a citocina TGF-β1 mostrou que ser indivíduo HANS e CONT do polo VV está 

relacionado com maior expressão de ambas (FIGURA 13C). Nenhuma avaliação 

apresentou resultados significativos. 

 
 
Figura 13 - Análise da expressão da citocina TGF-β1 e sua forma latente (LAP) 

em células TREGS 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A análise da expressão de TGF-β1 e de LAP em células TREGS foi realizada no sangue 
periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, n=8), 
indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no contexto 
ex vivo. (A) Representa a expressão de TGF-β em células TREGS. (B) Representa a expressão da 
molécula LAP na superfície de células TREGS. (C) Representa as células TREGS duplo positivas para 
TGF-β e LAP. Os dados foram apresentados como IMF de TGF-β e LAP em células TREGS. Os 
gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatísticas significativas 
(p<0,05) estão representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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6.3.2 Caracterização das células TREGS CD4+CD25highFOXP3+ quanto à expressão 

da molécula (CTLA-4) indutora de modulação da função de APCs e células 

efetoras 

 

 

Na análise da expressão da molécula CTLA-4 na superfície de células 

TREGS, verificou-se que, de modo geral, ter hanseníase, independentemente da forma 

clínica, e ser contato de um caso índice, associou-se com maior expressão dessa 

molécula. Notou-se que a expressão da molécula CTLA-4 foi significativamente maior 

em indivíduos CONT do polo TT (p=0,004) em relação a indivíduos NI. Houve, 

também, maior expressão dessa molécula em indivíduos CONT do polo TT (p=0,016) 

em relação a indivíduos CONT do polo VV (FIGURA 14). 

 

 

Figura 14 - Análise da expressão da molécula CTLA-4 em células TREGS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A análise da expressão da molécula CTLA-4 na superfície células TREGS foi realizada no 
sangue periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, 
n=8), indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no 
contexto ex vivo. Os dados foram apresentados como IMF de CTLA-4 em células TREGS. Os gráficos 
destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão 
representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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6.3.3 Caracterização das células TREGS CD4+CD25highFOXP3+ quanto à expressão 

de moléculas indutoras de  interrupção de via metabólica 

 
Na avaliação da expressão da molécula CD39 na superfície de células 

TREGS, observou-se associação de maiores valores com a forma clínica VV e ser 

contato de indivíduo com hanseníase, embora sem valores significativos (FIGURA 

15A). Já em relação à expressão da molécula CD73, observou-se valor maior em 

indivíduos NI (p=0,001) e CONT do polo TT (p=0,014) em relação a indivíduos 

HANS do polo TT (FIGURA 15B). A análise de células TREGS duplo positivas para as 

moléculas CD39 e CD73 mostrou maior expressão em indivíduos NI (p=0,016), 

HANS do polo TT (p=0,027) e CONT do polo VV (p=0,023) em relação a indivíduos 

CONT do polo TT (FIGURA 15C). 

 
FIGURA 15 - Análise da expressão das moléculas CD39 e CD73 em células TREGS 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A análise da expressão das moléculas CD39 e CD73 em células TREGS foram realizadas no 
sangue periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, 
n=8), indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no 
contexto ex vivo. A expressão das moléculas em células TREGS foi representada em (A) pela molécula 
CD39; em (B) pela molécula CD73 e em (C) pela expressão de células TREGS duplo positivas para 
CD39 e CD73. Os dados foram apresentados como IMF de CD39 e CD73 em células TREGS. Os 
gráficos destacam a mediana, o intervalo interquartil e os pontos destacam os valores considerados 
outliers. As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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6.3.4 Caracterização das células TREGS CD4+CD25highFOXP3+ quanto à 

expressão de moléculas indutoras de  citólise 

 

 

A avaliação da expressão dos fatores intracitoplasmáticos granzima A 

(FIGURA 16A), granzima B (FIGURA 16B) e perforina (FIGURA 16C) pelas células 

TREGS mostrou que ter hanseníase, independentemente da forma clínica, e ser 

contato domiciliar de indivíduos com a doença associou-se com maior expressão 

desses fatores intracitoplasmáticos, mas sem nenhum resultado significativo na 

comparação entre os grupos. 

 

 

Figura 16 - Análise da expressão dos fatores intracitoplasmáticos granzima A, 

granzima B e perforina em células TREGS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A análise da expressão dos fatores intracitoplasmáticos granzima A, granzima B e perforina 
em células TREGS foi realizada no sangue periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares 
(HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, n=8), indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e 
de indivíduos NI (NI, n=15), no contexto ex vivo. A expressão dos fatores intracitoplasmáticos em 
células TREGS foram representados em (A) pela granzima A; em (B) pela granzima B e em (C) pela 
perforina. Os dados foram apresentados como IMF de granzima A, granzima B, perforina em células 
TREGS. Os gráficos destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatísticas 
significativas (p<0,05) estão representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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6.3.5 Caracterização das células TREGS CD4+CD25highFOXP3+ quanto à 

expressão de moléculas indutoras de  apoptose 

 

Pela avaliação da expressão da molécula PD-1L na superfície das células 

TREGS, observou-se que em indivíduos CONT do polo TT a expressão dessa 

molécula é maior, quando se comparado a indivíduos NI; e em indivíduos HANS do 

polo VV a expressão dessa molécula aproxima-se da expressão vista em indivíduos 

NI, embora não se tenha encontrado resultados significativos (FIGURA 17A).  

Já quanto à molécula PD-1, observou-se sua maior expressão em 

indivíduos HANS (p=0,000) e CONT (p=0,020) do polo VV, e HANS (p=0,001) e 

CONT (p=0,002) do polo TT em relação a indivíduos NI. Houve, ainda, maior 

expressão dessa molécula em indivíduos CONT do polo TT (p=0,011) em relação a 

indivíduos CONT do polo VV (FIGURA 17B).  

Na avaliação das células TREGS duplo positivas para as moléculas PD-1 e 

PD-1L, observou-se maior expressão em indivíduos HANS do polo TT (p=0,002) e 

VV (p=0,000) em relação a indivíduos NI. Houve, também, maior expressão em 

indivíduos CONT do polo TT (p=0,002) em relação a indivíduos NI (FIGURA 17C). 

Na avaliação da expressão da molécula CD95 na superfície de células 

TREGS não foram encontrados resultados significativos, quando comparado os grupos 

(FIGURA 18A).  

Já para molécula CD95L, observou-se que, independentemente da forma 

clínica, ter hanseníase associou-se com maior expressão dessa molécula em 

indivíduos HANS do polo TT (p=0,008) e VV (p=0,003) em relação a indivíduos NI 

(FIGURA 18B). Verificou-se, também, maior expressão dessa molécula em 

indivíduos CONT do polo TT (p=0,046) em relação aos NI, assim como em 

indivíduos HANS do polo VV (p=0,050) em relação a indivíduos CONT do polo VV.  
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Figura 17 - Análise da expressão das moléculas PD-1 e PD-1L em células TREGS 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: A análise da expressão das moléculas PD-1 e PD-1L na superfície de células TREGS foi 
realizada no sangue periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e 
(HANS - VV, n=8), indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, 
n=15), no contexto ex vivo. A expressão das moléculas em células TREGS foram representados em (A) 
por PD-1L; em (B) por PD-1 e em (C) por células TREGS duplo positivas para PD-1 e PD-1L. Os dados 
foram apresentados como IMF de PD-1 e PD-1L em células TREGS. Os gráficos destacam a mediana, 
o intervalo interquartil e os pontos destacam os valores considerados outliers. As diferenças 
estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 

 

 

Na análise de células TREGS duplo positivas para as moléculas CD95 e 

CD95L verificou-se que, independentemente da forma clínica, ter a hanseníase 

associou-se com maior expressão dessas moléculas em indivíduos HANS do polo 

TT (p=0,020) e VV (p=0,001) em relação a indivíduos NI (FIGURA 18C). Houve, 

também, maior expressão dessas moléculas em indivíduos HANS do polo VV 

(p=0,033) em relação a indivíduos CONT do polo VV. 
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Figura 18 - Análise da expressão das moléculas CD95 e CD95L em células TREGS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A análise da expressão de CD95 e CD95L na superfície de células TREGS foi realizada no 
sangue periférico de indivíduos HANS nas formas clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, 
n=8), indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no 
contexto ex vivo. A expressão das moléculas em células TREGS foram representados em (A) pela 
molécula CD95; em (B) pela molécula CD95L e em (C) por células TREGS duplo positivas para CD95 e 
CD95L. Os dados foram apresentados como IMF de CD95 e CD95L em células TREGS. Os gráficos 
destacam a mediana e o intervalo interquartil. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão 
representadas por linhas e pelo símbolo (*). 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2016. 
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6.4 Análise das correlações entre marcadores de imunossupressão induzidos 

por células TREGS, no contexto ex vivo 

 

 

A análise de correlação permite avaliar os dados de uma forma conjunta, 

integrando resultados de diversas análises para a geração de redes de intercâmbio 

de dados. Isto significa que, apesar da subjetividade inerente a este tipo de análise, 

as redes possibilitam uma visão geral da interação entre resultados de diferentes 

abordagens. A construção das redes é feita com base nos valores de r do Teste de 

Spearman que apresentaram significância estatística na análise de correlação de 

dados. Foram correlacionados dados da imunofenotipagem ex vivo e citocinas 

intracitoplasmáticas. 

A Figura 19 apresenta a análise das correlações dos marcadores de 

imunorregulação de células TREGS (IL-10, CD39, CD73, CTLA4) entre os grupos 

estudados. Esses marcadores representam os mecanismos de: ação de citocinas 

inibitórias, interrupção de via metabólica e indução de anergia de APCs. 

Na avaliação de indivíduos NI, observou-se que houve correlação positiva 

e significativa entre a citocina IL-10 e as moléculas CD39-CD73 (p=0,014) e, destas, 

com a molécula CTLA-4 (p=0,033). 

Na avaliação do polo TT, observou-se que apenas os indivíduos HANS 

apresentaram correlações positivas e significativas entre a citocina IL-10 e as 

moléculas CD39-CD73 (p=0,037) e CTLA-4 (p=0,037). Entretanto, na avaliação do 

polo VV, somente parte desses mecanismos que apresentaram correlações 

significativas, tendo correlação entre IL-10 e CD39-CD73 (p=0,042) em indivíduos 

CONT; e correlação entre CD39-CD73 e CTLA4 (p=0,028) em indivíduos HANS. 

Diante dos resultados, parece-nos ser possível pensar que, no polo TT, 

as células TREGS utilizariam mecanismos para limitar a ação de células efetoras, 

regulando a ação dessas células, mas não a intensidade de resposta. Por outro 

lado, a associação das correlações dessas moléculas com o alto percentual de 

células TREGS, presente nesse polo VV, poderia estar relacionado com a supressão 

das células efetoras, o que permitiria a viabilidade do bacilo na célula infectada e a 

persistência da doença. 
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Figura 19 - Rede de correlações entre as moléculas CD39, CD73, CTLA-4 e a 

citocina IL-10 em células TREGS 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A análise da rede de correlações entre as moléculas CD39, CD73, CTLA-4 e a citocina IL-
10na superfície de células TREGS foi realizada no sangue periférico de indivíduos HANS nas formas 
clínicas polares (HANS - TT, n=5) e (HANS - VV, n=8), indivíduos CONT (CONT – TT, n=4) e (CONT 
– VV, n=10), e de indivíduos NI (NI, n=15), no contexto ex vivo. As linhas contínuas representam as 
correlações positivas e estatisticamente significativas. As linhas tracejadas representam as 
correlações negativas e estatisticamente significativas. 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. 
 

 

A Figura 20 apresenta a análise das correlações dos marcadores de 

imunorregulação de células TREGS (CD95, CD95L, PD-1, PD-1L) entre os grupos 

estudados. Esses marcadores representam o mecanismo de indução de apoptose. 
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Figura 20 - Rede de correlações entre as moléculas CD95, CD95L, PD-1, PD-1L 

em células TREGS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Rede de correlações entre marcadores de apoptose CD95, CD95L, PD-1 e PD-1L em 
células TREGS no sangue periférico de pacientes com hanseníase nas formas polares (HANS - TT, 
N=5) e (HANS - VV, N=8), contatos domiciliares (CONT – TT, n=4) e (CONT – VV, N=10) e indivíduos 
não infectados (NI, N=15), no contexto ex vivo. As linhas contínuas representam correlações positivas 
e as tracejadas representam as negativas. Todas as correlações representadas apresentaram 
diferenças estatísticas significativas (p<0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2016. 

 

 

Na avaliação do polo TT pode-se observar que somente indivíduos HANS 

que apresentaram correlações significativas entre as moléculas CD95L-CD95 e 

PD1-PD1L (p=0,037), CD95-CD95L e PD-1 (p=0,037), CD95 e PD-1-PD-1L 

(p=0,037) e PD-1 e PD-1-PD-1L (p=0,037). 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 
 

 

7 DISCUSSÃO 

 

A hanseníase é uma doença multifatorial e que apresenta manifestações 

imunológicas e clínicas bem distintas. É influenciada por fatores genéticos do 

hospedeiro, fatores ambientais e pelo tempo de exposição ao bacilo, o qual induz 

uma vigorosa resposta imune (SCOLLARD et al., 2006; MORAES et al., 2006). 

O tipo de resposta imune montada frente à infecção pelo bacilo é 

fundamental para determinar o curso da doença (REA; MODLIN, 2010). Na infecção 

pelo M. leprae, a variedade da expressão da resposta imune associa-se ao 

desenvolvimento de formas clínicas com distribuição espectral, sendo que, no polo 

TT ocorre predomínio de resposta imune do tipo Th1 e produção de citocinas pró-

inflamatórias, enquanto que o polo VV associa-se à resposta do tipo Th2 e produção 

de citocinas anti-inflamatórias (MENDONÇA et al., 2008).  

Além da polarização em Th1 / Th2 observada entre as formas clínicas, 

estudos mais recentes mostram que células TREGS podem estar relacionadas à 

hiporresponsividade imune observada em pacientes da forma clínica VV (BRITTON; 

LOCKWOOD, 2004; ROOK et al., 2004). 

As células TREGS compõem de 1% a 2% de linfócitos TCD4+ (BAECHER-

ALLAN et al., 2001). São células que coexpressam altos níveis da molécula CD25 

(SAKAGUCHI et al., 1995) e o fator de transcrição FOXP3, o qual está relacionado 

com o desenvolvimento e sua função das células TREGS (FONTENOT; GAVIN; 

RUDENSKY, 2003). 

 As células TREGS são responsáveis pela manutenção da tolerância 

periférica e da homeostasia. A primeira consiste em um estado de tolerância 

imunológica alcançada pela supressão de células auto-reativas e pela indução de 

hiper-responsividade em linfócitos que encontram antígenos, mas não há sinais co-

estímulatórios. A segunda consiste na capacidade de reconhecimento de antígenos 

próprios e em criar uma resposta imune competente para antígenos não próprios.  

Em infecções crônicas, a ativação de células TREGS é importante para 

prevenir o dano tecidual que pode ser provocado pela resposta imune. Por outro 

lado, caso o controle por células TREGS seja exacerbado, isso pode contribuir para o 

crescimento e persistência do patógeno (BELKAID et al., 2008). 
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As células TREGS utilizam vários mecanismos para manter sua função 

imunorreguladora. Entretanto, não está claro se essas células utilizam programas 

universais ou adaptados para limitar a resposta imune (JOSEFOWICZ, LU, 

RUDENSKY, 2012). Na hanseníase, apesar de indícios da participação das TREGS na 

imunorregulação da resposta imune, o seu papel ainda não foi completamente 

estabelecido. Assim, no presente estudo buscou-se avaliar a expressão de 

marcadores de imunossupressão induzidos por células TREGS no sangue de 

pacientes com formas clínicas polares da hanseníase, contatos domiciliares e 

indivíduos não infectados. 

Observou-se maior frequência de células TREGS em indivíduos HANS do 

polo VV (p=0,007) e indivíduos CONT TT (p=0,045) quando comparado a indivíduos 

NI, corroborando os estudos de Attia et al. (2010), Kumar et al. (2013, 2014), 

Abdallah et al. (2014) e de Attia et al. (2014), que observaram maior frequência de 

células TREGS em indivíduos com forma clínica VV.  

 Já na comparação entre as formas clínicas, observou-se maior 

percentual de células TREGS em indivíduos HANS do polo VV do que em indivíduos 

HANS do polo TT, apesar de não haver diferenças significativas entre as formas 

clínicas. Dados semelhantes foram encontrados por Kumar et al. (2013, 2014), 

Palermo et al. (2012), Fernandes et al. (2013), Saini et al. (2014) e Sadhu et al. 

(2016), que observaram maior frequência de células TREGS em pacientes com forma 

clínica VV. A presença de células TREGS em pacientes com forma clínica VV, sugere 

que essas células influenciam a supressão da resposta imune e, consequentemente, 

a hiporresponsividade nesses pacientes. 

Entretanto, os estudos de Attia et al. (2010, 2014) e Abdallah et al. (2014) 

mostraram maior frequência de células TREGS em pacientes com forma TT, quando 

comparados com pacientes com forma VV.  

Nossos dados sugerem que ter diagnóstico positivo para hanseníase, 

independentemente da forma clínica, e ser contato domiciliar de um caso índice 

associe-se com maior frequência dessas células. Estudos epigenéticos relacionados 

a alterações no gene do FOXP3 mostraram que o M. leprae pode induzir alterações 

na expressão desse gene, refletindo em maior expressão e estabilidade do FOXP3 

em células TREGS (CHEN et al., 2006a; LI et al., 2007; WANG et al., 2009a; KUMAR 

et al., 2014). 
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Vários mecanismos imunossupressores utilizados pelas células TREGS tem 

sido descritos tais como citocinas inibitórias, modulação de APCs e células efetoras, 

interrupção de via metabólica, citólise e indução de apoptose (VIGNALI; COLLISON; 

WORKMAN, 2008). A melhor definição desses mecanismos é importante, 

fornecendo informações sobre os processos de controle da tolerância periférica e 

possíveis alvos terapêuticos.  

Com relação ao mecanismo de imunorregulação induzido pela secreção 

de citocinas, avaliamos, neste estudo, a expressão de IL-10, TGF-β e a molécula 

LAP (forma latente de TGF-β). Não observamos diferença estatística na expressão 

de TGF- e LAP nos grupos avaliados.  

Attia et al. (2014) observaram maior frequência de células TREGS 

expressando TGF-β em indivíduos HANS, independentemente da forma clínica, 

quando comparados com indivíduos NI. Por outro lado, Saini et al. (2014) e Kumar et 

al. (2013) notaram maior frequencia de células TREGSTGF-β+ em pacientes HANS do 

polo VV, quando comparados aos pacientes HANS do polo TT e contatos 

domiciliares, sugerindo que o ambiente enriquecido com TGF-β, uma citocina 

inibitória, possa estar envolvido na alteração da sinalização da resposta imune 

efetora, ao modular a função de células efetoras, e auxiliando, assim, na 

sobrevivência do M. leprae e persistência da doença. 

Quanto à expressão de IL-10 em células TREGS, observou-se que 

indivíduos HANS e indivíduos CONT do polo TT apresentam maior expressão dessa 

citocina em relação aos indivíduos NI.  Attia et al. (2014) encontraram maior 

expressão de IL-10 em TREGS de pacientes com hanseníase, quando comparados a 

indivíduos NI, sugerindo que níveis elevados dessa citocina possa contribuir para o 

desenvolvimento da doença. Apesar de não termos observado diferenças entre as 

formas clínicas, indivíduos HANS do polo TT apresentam maior tendência das 

células TREGS expressarem IL-10 quando comparados aos indivíduos HANS do polo 

VV. Esses dados sugerem que as células TREGSIL-10+ exercem papel importante no 

controle da resposta imune efetora induzida pelo M. leprae, ao inibir a proliferação e 

a ação citolítica de células que induzem uma resposta imune do tipo Th1.  
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Dados de Palermo et al. (2012), Saini et al. (2014) e Sadhu et al. (2016) 

divergem dos dados apresentados, já que, após estímulo, observaram elevação na 

expressão de IL-10 por células TREGS em pacientes com a forma clínica VV, quando 

comparados aos pacientes TT e contatos domiciliares, sugerindo que o aumento na 

expressão de IL-10 no polo VV possa estar relacionado com a característica 

imunossuprimida dessa forma clínica. 

Outro mecanismo de imunorregulação mediado pelas células TREGS 

relaciona-se com a indução da modulação de APCs e em células efetoras através da 

expressão de CTLA-4.  Não verificamos diferença significativa em células TREGS 

expressando CTLA-4 de indivíduos HANS, quando comparados aos indivíduos NI. 

 Indivíduos HANS do polo TT apresentaram maior frequência de células 

TREGS expressando CTLA-4 quando comparados aos indivíduos NI e CONT do polo 

VV. Os dados sugerem que as células TREGS desses indivíduos estão preparadas 

para montar uma resposta imune mais efetiva e autorregulada no caso da presença 

do bacilo. Apesar de não termos observado diferença na expressão dessa molécula 

nas células TREGS, verificamos correlação significativa e positiva entre IL-10 e CTLA-

4 no polo TT (HANS e CONT). Os dados sugerem que essas moléculas atuam 

conjuntamente, induzindo a modulação em células efetoras e APCs.  

Nossos achados discordam dos relatos de Kumar et al. (2011) e de 

Palermo et al. (2012) que, ao avaliarem a expressão de CTLA-4 em tecido 

lesionado, encontraram maior expressão dessa molécula em pacientes com a forma 

clínica VV, quando comparados a pacientes com forma clínica TT. Além disso, 

Kumar et al. (2011) observaram que a maior expressão de TGF-β e CTLA-4 

relacionava-se com aumento de CBL-B (proteína que atua na regulação negativa de 

células T) em pacientes com forma clínica VV, sugerindo que as células TREGS, 

coexpressando essas moléculas, contribui para a hiporresponsividade de células T 

no polo VV. 

Em relação ao mecanismo de imunorregulação por interrupção de via 

metabólica, através da expressão das moléculas CD39 e CD73, leva como produto 

final à formação de adenosina que se liga ao receptor A2A em células efetoras, 

reduzindo a sinalização via TCR e produção de IL-2. Para que as células TREGS 

exerçam essa função supressora, é necessária a ação concomitante das duas 

moléculas, uma vez que a molécula CD39 é responsável pela hidrólise de ATP 
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extracelular, formando ADP ou AMP, enquanto a molécula CD73 é responsável por 

degradar AMP, formando adenosina (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). 

 Dyer et al. (2007) afirmam que células TREGS de ratos deficientes na 

expressão de CD39 tem disfunção reguladora manifestando-se como  uma 

diminuição de 50% na capacidade de modular a função das células T efetoras in 

vitro e in vivo, sugerindo que a molécula CD39 seria a principal ectonucleotidase 

responsável pela geração de adenosina e que a sinergia do eixo CD39/CD73 pode 

contribuir para a função imunorreguladora das células TREGS. 

No presente estudo, não se observou diferença significativa na expressão 

isolada de CD39 e de CD73 em células TREGS de indivíduos HANS. Contudo, ao se 

analisar a coexpressão dessas moléculas nas células TREGS, observou-se que 

indivíduos com HANS do polo TT expressavam níveis elevados. Vale ressaltar, 

ainda, que nesses indivíduos, observamos correlação positiva entre a expressão de 

IL-10 e CD39+CD73+ em células TREGS dos pacientes TT. Esses dados sugerem 

outro mecanismo exercido pelas células TREGS para controlar a exacerbação da 

resposta imune induzida, presente no polo TT da doença, já que segundo Geluk et 

al. (2014) a redução da expressão de CD39 em células TREGS de indivíduos com 

HANS associava-se com a presença de surtos reacionais pela perturbação da 

regulação e indução de citocinas inflamatórias.  

Em se tratando do mecanismo de imunorregulação por citólise, por meio 

da indução de granzimas A, granzima B e perforina, não encontramos qualquer 

diferença significativa na expressão dessas moléculas em células TREGS dos 

indivíduos estudados. Esses dados podem sugerir que o mecanismo de citólise 

induzido pelas células TREGS no contexto ex vivo não seja tão efetivo para a 

supressão da resposta imune, já que não foram encontrado resultados significativos. 

Entretanto, ressalta-se que o N amostral do presente estudo possa ter influenciado 

na falta de resultados estatísticos significativos para essas moléculas.  

A ação dessas moléculas para suprimir a resposta imune induzida pelo 

bacilo poderia ser mais efetiva ou evidenciada se essas células fossem estimuladas 

na presença do M. leprae, já que pela cronicidade da doença, os estímulos que as 

células recebem são reduzidos. Assim, ao reestimular as células com antígenos do 

M. leprae observaríamos uma resposta mais rápida e efetiva, já que estaríamos 

lidando com uma resposta imune secundária e células de memória. Nesse sentido, 

poderíamos notar influência dessas moléculas no controle da resposta imune. 
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 De fato, DCs infectadas pelo M. leprae na presença de estimulação in 

vitro com antígeno de LipoK (um lipopeptídeo do bacilo) induz expressão elevada de 

granzima B e perforina em células TCD4+ e TCD8+, sugerindo que a Lipok pode 

direcionar a morte do bacilo in vitro por induzir a expressão das moléculas efetoras 

granzima B e perforina por células T (MAEDA et al., 2011). 

Sabe-se que a expressão de granzimas A, B e perforina são 

diferencialmente encontradas em sub-populações de linfócitos T (BADE et al., 2005). 

Nesse sentido, Garcia-Laorden et al. (2015), mostraram que pacientes com 

tuberculose pulmonar apresentavam alta expressão de granzimas A e B em 

linfócitos TCD4+ e CD8+, mas não em células NK, quando comparado a controles. 

Esses dados sugerem que as granzimas A e B participam da resposta imune na 

tuberculose. Por ser uma doença causada por uma micobactária, pode-se acreditar 

que esse mecanismos, também, possa ser um meio de atuação das células TREGS 

na imunorregulação da resposta imune na hanseníase.   

Por fim, tem-se investigado a possibilidade de as células TREGS utilizarem 

o mecanismo de imunorregulação por indução de apoptose mediante participação 

das moléculas CD95, PD-1 e seus ligantes. A apoptose, ou morte celular 

programada, impõe um grau de controle sobre as respostas imunes que se 

desenvolve após a estimulação antigênica, sendo que a integridade das vias 

apoptóticas é necessária para a manutenção da tolerância periférica (STRAUSS; 

BERGMANN; WHITESIDE, 2009; FRANCISCO; SAGE; SHARPE, 2010). 

Quanto à apoptose induzida pelas células TREGS, observamos um perfil 

diferenciado entre as formas clínicas, sendo possível verificar que células TREGS de 

indivíduos HANS do polo VV expressam níveis maiores de PD-1 e CD95L quando 

comparados aos outros grupos, sugerindo um possível mecanismo de indução de 

supressão de células efetoras e, consequentemente, a hiporresponsividade 

característica desse grupo. De fato, Chattree et al. (2007) mostraram decréscimo de 

células TCD95+CD95L+ em indivíduos com a forma clínica VV e aumento da 

molécula antiapoptótica BCL-X nessas células, sugerindo que, na presença do 

bacilo, ocorra aumento de células T anérgicas, o que poderia estar associado com a 

não responsividade de células efetoras.  
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Observamos que células TREGS de indivíduos HANS do polo TT também 

apresentam esse mecanismo, porém verificamos que as células TREGS coexpressam 

CD95+CD95L+ e PD-1+ PD-1L+ , o que poderia sugerir uma indução de autoapoptose 

de células TREGS. Esse possível mecanismo poderia explicar a perda de células 

TREGS e excessiva resposta inflamatória encontrada nesse grupo.  

Em relação às moléculas CD95 e CD95L, Mustafa et al. (2001), ao 

avaliarem a apoptose na tuberculose e na hanseníase, verificaram maior expressão 

da molécula CD95L em células de lesão em pacientes com tuberculose e com 

hanseníase MB.  Esses autores sugerem que a expressão de CD95L, especialmente 

em macrófagos presentes nas lesões, seria um mecanismo de escape de doenças 

causadas por micobactéria. A desregulação da expressão CD95-CD95L pode 

contribuir para a patogenia da infecção, pois o microorganismo pode inibir a 

transdução do sinal para a ativação de CD95 e prolongar a sua sobrevivência no 

interior da célula ao prevenir a indução de apoptose nas células efetoras 

(DOCKRELL et al., 2003). 

Sadhu et al. (2016) observaram alta expressão da molécula PD-1 em 

células TREGS e alta expressão da molécula PD-1L em células efetoras de pacientes 

com a forma clínica VV, quando comparados com pacientes com forma clínica TT e 

contatos domiciliares. Esses dados sugerem que a interação entre PD-1 e PD-1L 

pode atuar na supressão de células efetoras, mediante ação de células TREGS, em 

pacientes com a forma clínica VV. Após estimulo com antígenos do M. leprae e 

bloqueio da via de PD-1, foi observado número significativamente maior de células T 

efetoras produtoras de citocinas pró-inflamatórias, IFN- e IL-17, indicando que a 

interação PD-1 e PDL-1 inibe células efetoras Th1 e Th17 em pacientes VV. 

Palermo et al. (2012a) observaram que células TCD3+ de pacientes tanto com forma 

clínica TT ou VV expressavam maior frequência de PD-1 em comparação com os 

contatos, tanto antes quanto após a estimulação in vitro com antígenos do bacilo. 

Em síntese, a identificação e caracterização de biomarcadores que 

induzem resposta imune efetora modulada do hospedeiro são necessárias para 

monitorar a transmissão e para se criar ferramentas de diagnóstico precoce da 

doença (NATH; SAINI; VALLURI, 2015).  
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O papel das células TREGS na infecção pelo M. leprae ainda não foi 

plenamente estabelecido. Neste estudo, observamos diferenças quanto à frequência 

destas células e a expressão fenotípica de moléculas relacionadas à apoptose entre 

os grupos de pacientes com as formas clínicas polares ou entre as distintas formas 

clínicas e indivíduos não infectados. A expressão diferencial de cada molécula 

indutora de apoptose e seus receptores sugere que mecanismos supressores 

distintos possam estar atuando em cada forma clínica da hanseníase. 
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8 CONCLUSÃO 

 

A partir dos dados mostrados neste trabalho, conclui-se que, células 

TREGS atuam diferencialmente nas formas polares da hanseníase. Na forma clínica 

polar TT, as células TREGS modula a resposta imune por meio da ação de 

mecanismos solúveis, como IL-10, e por contato através da expressão de CLTA-4, 

CD39 e CD73. Contudo, a imunossupressão induzida por células TREGS nesses 

pacientes provavelmente é autolimitada, uma vez que as células TREGS coexpressam 

altos níveis de CD95 e CD95L, sugerindo autoapoptose dessas células. Por outro 

lado, na forma clínica VV, a frequência de células TREGS é maior e estas utilizam de 

mecanismos que induzem a morte celular através da expressão das moléculas PD-1 

e CD95L, o que levaria à apoptose de células efetoras, o que poderia estar 

associado a um estado hiporresponsivo presente nesse polo,  
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO COEP DA UFMG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



94 
 

 

ANEXO B 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Projeto de Pesquisa 

     

TÍTULO: “Caracterização dos mecanismos imunológicos de pacientes infectados 

pelo Mycobacterium leprae e sua correlação com a expressão clínica, prognóstico e 

resposta terapêutica da hanseníase”. 

 

Você está sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa clínica, e antes de 

aceitar é necessário que você leia e compreenda a seguinte explicação sobre o que 

se propõe a ser feito. Esta declaração descreve o objetivo, procedimentos, 

benefícios, riscos e desconfortos do estudo. 

 

DESCRIÇÃO DO ESTUDO: Você está sendo convidado a participar desta pesquisa 

científica como voluntário (você pode escolher se quer participar ou não). Para isso, 

deverá ler este documento todo e perguntar aos pesquisadores tudo o que não 

entendeu antes de aceitar participar da pesquisa.Esta pesquisa irá estudar a 

Hanseníase, uma doença que acomete pele e nervos e que pode causar grandes 

deformidades. O objetivo da pesquisa é entender melhor essa doença, podendo 

ajudar na prevenção, no tratamento das deformidades provocadas pela doença e 

melhora da qualidade de vida do paciente. Será colhida uma pequena amostra de 

sangue (35 mL) em tubos estéreis para as dosagens bioquímicas e 

imunológicas. Os exames de sangue têm como propósito a realização do 

hemograma e caracterização das células de defesa do organismo para auxiliar no 

entendimento dos mecanismos imunológicos envolvidos na doença.Se você 

concordar em participar, você estará ajudando diversos pesquisadores a entender 

melhor a hanseníase e como se pode melhorar seu tratamento e a cura dos 

doentes. Assim, poderá ajudar muitas pessoas que, como você, hoje estão com 

essa doença ou que podem vir a ficar doentes no futuro.Você não terá nenhuma 

despesa e nem receberá pagamento nenhum para participar da pesquisa; a 

qualquer momento, você poderá desistir de fazer parte dela, sem qualquer prejuízo. 

 

“Depois de ter lido este documento todo e ter resolvido minhas dúvidas com um dos 

pesquisadores, eu declaro que concordo com seus termos e aceito participar desta 

pesquisa.” 

 

O TCLE será assinado em duas vias e uma delas, será entregue ao voluntário 

da pesquisa. 
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BENEFÍCIOS: Os participantes terão seu estado imunológico avaliado através do 

hemograma e de outros exames a serem realizados. Além disso, a participação 

nesse estudo poderá contribuir para o conhecimento dos mecanismos envolvidos na 

Hanseníase, podendo colaborar para a melhoria do tratamento desta doença. Os 

resultados das avaliações clínicas e laboratoriais serão fornecidos e explicados para 

cada participante do estudo, incluindo os indivíduos saudáveis que constituirão o 

grupo controle. 

 

RISCOS EM POTENCIAL: Os riscos para os participantes são mínimos. Existe a 

possibilidade de ocorrer desconforto pela picada da agulha no momento da retirada 

do sangue; no entanto, a coleta será realizada por profissional enfermeiro treinado e 

experiente, que poderá auxiliar o participante no caso de ocorrência de algum 

desconforto.   

 

PERMISSÃO PARA A REVISÃO DOS DADOS (CONFIDENCIALIDADE): Todas as 

informações, incluindo dados clínicos e de exames complementares coletados do 

prontuário do paciente e gerados por este estudo, serão tratadas de modo 

confidencial e sigiloso, ficando restritas aos pesquisadores e ao participante, se 

assim desejar. 

 

CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serão analisados em sigilo 

até onde é permitido pela lei. No entanto, o pesquisador, supervisor da pesquisa e, 

sob certas circunstâncias, o Comitê de Ética em Pesquisa da UFMG e do Centro de 

Pesquisas René Rachou (CPqRR) - FIOCRUZ, poderão ter acesso aos dados 

confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicação dos dados não o 

identificará. Ao assinar este formulário de consentimento, você autoriza o 

pesquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFMG e do CPqRR-FIOCRUZ. 

 

DESLIGAMENTO: A sua participação neste estudo é voluntária e sua recusa em 

participar do estudo não acarretará penalidades ou perda de benefícios aos quais 

você tem direito. Você poderá cessar sua participação a qualquer momento, sem 

prejuízo para a continuidade de seu acompanhamento. 

 

EQUIPE RESPONSÁVEL: 

Coordenador: Prof. Dr. Manoel Otávio da Costa Rocha (UFMG) – (31) 3409-9547 

Coordenadora_supervisão clínica: Dra. Sandra Lyon (Médica Coordenadora do 

Serviço de Dermatologia no Hospital Eduardo de Menezes) 

Pós-doutoranda: Dra.Ana Thereza Chaves (UFMG/FIOCRUZ) _ (31) 3349-7778 

 

Colaboradores:  

Profa. Dra. Juliana de Assis Silva Gomes Estanislau (UFMG) –  

(31) 3409-3006  

Dra. Silvia Helena Lyon (Hospital Eduardo de Menezes) _ (31) 9202-9920 
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Dra. Ana Claúdia Lyon (Hospital Eduardo de Menezes)_ (31) 9113-7776 

Giovane Rodrigo de Sousa – (31) 9208-1702 

 

Se precisar de mais informações sobre o trabalho que está sendo realizado, você 

deverá entrar em contato com Professor Dr. Manoel Otávio da Costa Rocha no CTR-

DIP Orestes Diniz, às terças e sextas feiras pela manhã, ou pelo telefone (31) 3409-

9547. Caso tenha alguma dúvida sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, 

informações podem ser obtidas no Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) na Av. 

Antônio Carlos, 6627 Unidade Administrativa II - 2º andar - Sala 2005 Campus 

Pampulha Belo Horizonte, MG - Brasil 31.270-901 ou pelo telefone (31) 3409 4592, 

ou no Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou 

(FIOCRUZ) pelo telefone (31) 3349-7825. Caso haja necessidade, poderá ser 

solicitada cópia do projeto. 

 

CONSENTIMENTO: Com base no exposto, estou ciente que a minha participação é 

voluntária e será restrita à doação de amostras de sangue. Tive a oportunidade de 

fazer perguntas e todas as minhas dúvidas foram respondidas a contento.  Fui 

informado de que poderei, a qualquer momento, me retirar do projeto de pesquisa, 

por qualquer motivo, sem que isso acarrete qualquer prejuízo ao prosseguimento de 

meu acompanhamento médico no Ambulatório de Referência em doença de Chagas 

do CTR-DIP. 

 

 

Belo Horizonte, _____ de________________________ de ____________ 

 

 

Ass. do paciente ou responsável: ___________________________________ 

 

Ass. da testemunha: ______________________________________________  

 

Ass. do orientando________________________________________________ 

 

Ass. do pesquisador responsável (orientador)___________________________ 
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Abstract  

Regulatory T cells (Treg) have been shown to be cable to control the immune response by 

suppressing antigen-presenting cells and effector T cells. Some mechanisms induced by these 

cells have been proposed in Mycobacterium sp infections. Nevertheless, in M. leprae 

infection, known Leprosy or Hansen’s disease, the role of Tregs in has still not been 

completely established. We evaluate the expression of different apoptosis pathways markers 

in Tregs from peripheral blood of patients with leprosy using multicolor flow cytometry. 

Thirteen new cases of leprosy were grouped according to the Ridley–Jopling classification in 

paucibacilary (PB) and multibacilary (MB) before any treatment. Fifteen non-infected 

individuals (NI) were included as control group. Tregs were higher in MB than NI group, also 

expressed higher amounts of PD1/PDL-1, indicating that these cells may induce apoptosis of 

effector cells and simultaneously prevent their own apoptosis. Conversely, our data showed 

that PB group expressed high levels of CD95L compared to NI group, which may related with 

other apoptosis pathway that is efficient to decrease Treg in these patients. Correlation 

analysis reinforce that PD1/CD95L are efficient apoptosis' pathway that explain decreased 

levels of Tregs in NI and PB groups. We also observed significant differences in cytokine 

expression of Tregs in PB and MB groups. Tregs from MB patients showed increased IL-17 

expression compared to NI, while IL-10 were decreased than in PB group, suggesting worse 

control of inflammation. Therefore, we concluded that different apoptotic pathways directs 

apoptosis and/or self-apoptosis of Tregs in leprosy. Moreover, Tregs seems to worse in 

regulation of inflammation through IL-10 and IL-17 expression in leprosy patients. 

 

Keywords: Regulatory T cells; Apoptosis pathways; Leprosy; Immune regulation; Cytokines. 

Abbreviations  Multibacillary (MB); Non-infected individuals (NI); Paucibacillary (PB); 

Regulatory T cells (Treg). 
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Introduction 

Leprosy or Hansen’s disease is a chronic granulomatous disease caused by 

Mycobacterium leprae, an obligate intracellular bacillus, which has a predilection for skin 

macrophages and Schwann cells of the peripheral nerves (Shepard, 1962; Scollard et al., 

2006). In 2015, a total of 211,973 new cases were reported from 108 countries worldwide; the 

majority of cases were reported from a select few countries. India had 60% of the global case 

load, followed by Brazil and Indonesia (WHO, 2016).  

Leprosy is best understood as two combined diseases. The first is a chronic 

mycobacterial infection that elicits an extraordinary range of cellular immune responses in 

humans. The second is a peripheral neuropathy that is initiated by the infection and its 

accompanying immunologic events, but of which the course and sequelae often extend many 

years beyond the cure of the infection, and may have severely debilitating physical, social, 

and psychological consequences (Scollard et al., 2006). 

There are several factors that determine the appearance of clinical symptoms that 

affect patients, including those specific to the host, such as genetic and immunological 

factors, plus those intrinsic to the causal agent and to the environment (Geluk & Ottenhof, 

2006; Modlin, 2010). It is widely known that the low virulence of M. leprae, combined with 

an effective immune response, is associated with resistance to the development of leprosy. 

This is manifested in different clinical forms, which are determined by the delineation of the 

immune response of infected individuals (Alter et al., 2011). 

Due to the unique clinical spectrum of this disease, leprosy studies have provided a 

better opportunity for immunologists to unveil the bridging between innate and adaptive 

immunological signaling mechanisms. Patients with leprosy with a high cell-mediated 

immunity (CMI), relatively resistant to the pathogen, and unique expression of Th1 cytokines, 

localized infection, central hypopigmentation, and hypoesthesia are classified as 
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paucibacillary (PB). On the other hand, patients with defective CMI, no apparent resistance to 

M. leprae, presenting numerous but poorly demarcated lesions, raised or nodular lesions on 

all parts of the body, foamy macrophages in the dermis, are classified as multibacillary (MB), 

owing to very large numbers of bacilli (Kaplan & Cohn, 1986; Walker & Lockwood, 2007; 

Gaschignard et al., 2016). 

The balance of Th1/Th2 responses alone, however, cannot fully explain the immune 

response leprosy. Other T cell subsets, such as T regulatory (Treg) and Th17 cells, have been 

identified as having important roles in determining host immunity. FOXP3+ Tregs producers 

of TGF-β can suppress effector T cell function and were increased in stable MB patients, 

which explain the anergy associated with this clinical form (Sadhu et al., 2016). Studies claim 

that the immunosuppressive activity mediated by Tregs presents a new dimension in the 

identification of cellular regulatory mechanisms. In vitro studies using mouse and human 

Tregs favor the hypothesis that the major mechanisms by which these cells exert suppression 

depend on cell contact and/or cytokine production (Workman et al., 2009; Shevach, 2009; 

Josefowicz et al., 2012; Quaresma et al., 2014). Other studies have shown that apoptosis via 

granzyme and perforin might be a possible suppressor mechanism (Gondek et al., 2005). 

Nonetheless, others believe that a combination of Tregs and apoptosis is important to induce 

mechanisms that control the pathophysiological response in different diseases, which both 

factors intervene to control immune responses and mechanisms that regulate cell homeostasis 

(Quaresma et al., 2014). 

In terms of the frequency of Tregs in the clinical forms of leprosy, studies have 

presented conflicting data: some found a higher frequency of Tregs in patients with 

lepromatous leprosy (LL) (Palermo et al., 2012; Fernandes et al., 2013; Kumar et al., 2013; 

Kumar et al., 2014; Saini et al., 2014; Sadhu et al., 2016), while others found Tregs more 
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frequently in patients with the tuberculoid clinical form (TT) (Attia et al., 2010; Attia et al., 

2014; Abdallah et al., 2014). 

 Despite these studies, the role of Tregs in leprosy has not yet been fully established. 

Currently, it is believed that Tregs may act in a complex network of regulatory mechanisms to 

ensure the modulation of immune responses. Therefore, investigation into the involvement of 

the immune response in leprosy is important to elucidate the mechanisms of the activation of 

mediators that interfere with the survival of the bacillus (Quaresma et al., 2014). Here, we 

evaluated the contribution of different apoptotic pathways in Tregs are involved in the 

development of leprosy.  

 

Patients, Materials and Methods 

Study population 

 Patients recruited in the study were new cases of leprosy admitted to the Center of 

Reference in Sanitary Dermatology of the Hospital Eduardo de Menezes, Belo Horizonte, 

Brazil. The study included twenty-eight subjects, of which thirteen patients were newly 

diagnosed with leprosy and classified according to Ridley and Jopling (Ridley & Jopling, 

1966) as well as fifteen non-infected (NI) individuals who were age- and sex-matched. 

Patients were subsequently divided in two different groups: patients classified as PB (BT/TT; 

n=5); and patients classified as MB (BL/LL; n=8). The Ridley–Jopling classification is meant 

mainly for research purposes and for the classification of leprosy for therapeutic purposes. 

Additionally, WHO proposed a simple system based on the number of M. leprae present in an 

individual (WHO, 1982), classified based on the bacilloscopy index (BI). The PB polar group 

comprised patients with a positive diagnosis of leprosy and was classified in the BT and TT 

clinical forms; the MB polar group comprised patients with a positive leprosy diagnosis, and 

was classified in the BL and LL clinical forms; the group NI comprised healthy individuals 
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who showed no clinical signs of leprosy. By defining MB and PB forms, the implicit 

phenotype was the contrast between these two forms. We defined this implicit phenotype as 

leprosy polarization, i.e., the process that drives the development of leprosy subtypes, which 

needs to be differentiated from factors that impact only one subtype. Here, we will refer to 

polarization whenever PB and MB forms are opposed, irrespective of the criteria used to 

define PB and MB leprosy. 

All patients were studied before the beginning of the specific therapy or beginning any 

kind of immunomodulatory or immunosuppressive therapy likely to affect the results of the 

study, such as systemic corticosteroids. Patients below 18 years of age, pregnant women, and 

those presenting clinical evidence of anemia or other infections such as tuberculosis, HIV, or 

helminthic infestation were excluded. 

In the clinical evaluation, the presence of skin lesions and the presence or absence of 

sensitivity were assessed. All patients were examined by Dr. Sandra Lyon, a medical 

dermatologist responsible for the clinical care of the patients. Sputum smear microscopy was 

conducted using the BI according to Ridley’s logarithmic scale, ranging from zero to six, by 

collecting dermal smears at four sites: skin lesions, contralateral lesions, elbow, and earlobes. 

In the histopathological evaluation, biopsies of skin lesions and contralateral tissues were 

performed for histological characterization. The ML Flow test was used on all patients as an 

auxiliary tool to define clinical forms, with the qualitative mode being recorded (positive or 

negative). 

 

Ethics Statement 

 Written informed consent was obtained from all individuals prior to including them in 

the study. Independent of their participation, all individuals enrolled were submitted to a 

standard screening protocol, follow up, and clinical treatment. This study was carried out in 
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full accordance with institutional ethic committee approval and in Resolution 466/12 of the 

National Health Council (#14887414.0.0000.5149). 

 

Analysis of immunoregulatory markers induced by Tregs 

Peripheral blood was collected from the participants in a sterile Vacutainer tube 

containing heparin (Becton Dickinson, CA, USA), and 100 L aliquots of whole blood were 

added to 5-mL polypropylene tubes (Falcon, USA) with 2 L of undiluted human monoclonal 

antibodies: anti-CD4 (RPA-T4) – labeled with V450; anti-CD25 (M-A251) – labeled APC; 

anti-CD279 (PD-1) (EH12.1) – labeled with APCCy7; anti-CD95 (Fas/APO-1) (DX2) and 

anti-CD73 (AD2) – labeled with FITC; and anti-CD39 (TÜ66), anti-CD178 (CD95L) (G247-

4), anti-CD152 (CTLA-4) (BNI3), and anti-CD274 (PD-L1) (MIH1) – labeled with PE; to 

identify surface molecules, for 30 min at room temperature. After incubation, samples were 

lysed and fixed in 2 mL of commercial lysis solution (FACS Lysing Solution-BD, San Diego, 

CA, USA) for 10 min at room temperature in the absence of light. Samples were washed 

using phosphate-buffered saline (PBS) with 1% bovine serum albumin (BSA), permeabilized 

using PBS with 0.5% saponin, and incubated with 1 L of undiluted human monoclonal 

antibodies: anti-IL-10 (JES3-19F1), anti-IL-17A (N49-653), anti-granzyme A (CB9), anti-

granzyme B (GB11), and anti-perforin (δG9) – labeled with PE; and anti-FOXP3 (236a/E7) – 

labeled with PECy7. Samples were washed and fixed with 2% formaldehyde solution, and 

analyzed acquired on flow cytometer Fortessa (BD Biosciences, Breda, Netherlands). All 

antibodies used were from BD Pharmingen™ combined in a multicolor panel. Compensation 

controls for each fluorochrome were only used to set compensation. Analyses were performed 

using FlowJo 10.2 software (Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA). The phenotypic profile of 

Tregs and their molecules was determined as previously described (De Araujo et al., 2011) 

(Figure 1A, B). 
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Biomarker network assembly 

The Spearman rank correlation test was performed to assess the association between 

levels of immunological biomarkers in each group. In all cases, significance was considered at 

p<0.05. All analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0 (San Diego, CA, 

USA).  Biomarker networks were constructed using a circle layout. Connecting edges 

represent correlation scores categorized as strong positive (r ≥ 0.68; thick continuous line), 

moderate positive (0.36 ≥ r ≤ 0.67; thin continuous line), strong negative (r ≤ −0.68; thick 

dashed line), or moderate negative (−0.36 ≥ r ≤ −0.67; thin dashed line) as proposed by Taylor 

(TAYLOR, 1990). 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 5.0 software package. 

Since data files assume a non-Gaussian distribution, statistical comparisons were carried out 

using the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by Dunn's multiple comparison test. In 

order to compare the intergroup of NI and leprosy groups, we used the Mann–Whitney test for 

each variable. Clinical data assume a Gaussian distribution and statistical comparisons were 

carried out using the Student’s t test. Correlation analysis was performed using Spearman's 

correlation coefficient using JMP software (Cary, NC, USA). In all cases, significance was 

considered at p<0.05. 

 

 

 

 

 

 



108 
 

 

Results 

 

Patients with PB and MB present different expressions of Tregs 

(TCD4
+
CD25

high
FOXP3

+
)  

To further characterize the frequency of Tregs (CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
), flow 

cytometry analysis was performed both in leprosy (PB and MB) and NI individuals. Figure 

1A and 1B show the strategy used to validate antibodies and manual gating used in this study. 

NI individuals presented a higher mean intensity of fluorescence of CD25 in CD4
+
 cells than 

patients with leprosy (Figure 1C). Data analysis showed that MB patients had a higher mean 

of intensity of fluorescence of FOXP3 in CD4
+
 cells, also a higher percentage of Tregs when 

compared to the NI group (Figure 1D and 1E). 

Regarding cytokine expression, Tregs of PB patients showed a higher frequency of IL-

10
+
 expression when compared to the group of MB patients (Figure 1F). Our data showed 

higher frequencies of Tregs expressing IL-17A in MB patients (p<0.05) when compared to 

the group of NI individuals (Figure 1G). The transcription factor Helios is expressed in a 

subset of Foxp3
+
 Tregs and is a marker of thymus-derived Tregs (tTreg) 

(CD4
+
FOXP3

+
Helios

+
) (Thornton et al., 2016), for which no differences were observed 

between the analyzed groups (Figure 1H). 

 

Expression of apoptosis-inducing molecules and their ligands in Tregs of leprosy 

patients and NI individuals 

 Figure 2 presents results from the expression of apoptosis-inducing molecules and 

their ligands in Tregs of peripheral blood of leprosy patients (PB and MB) and NI individuals 

in an ex vivo context. 
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Our results have shown a significant increase in the frequency of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 PD-1

+
 cells in the group of patients with leprosy (PB and MB) 

(p<0.05) when compared to the NI group (Figure 2A). No differences were observed in PD-

L1 expression by CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells of the analyzed groups (Figure 2B). 

Interestingly, a higher frequency of Tregs co-expressing PD-L1
+
PD-1

+
 was observed in MB 

patients (p<0.05) when compared to the group of NI individuals (Figure 2C). 

Furthermore, no differences were observed in CD95 expression by 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells between the analyzed groups (Figure 2D). A higher frequency of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
CD95L

+
 cells was observed in the peripheral blood of PB patients 

(p<0.05) when compared to the group of NI individuals (Figure 2E). There were no 

differences in the frequency of CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells co-expressing CD95

+
CD95L

+
 

between the analyzed groups (Figure 2F). 

 

Expression of function markers in Tregs of patients with leprosy (PB and MB) and of NI 

individuals 

Figure 3 presents the analysis of the molecular expression of CD39, CD73, CTLA-4, 

CD28, TGF-β, granzyme A, granzyme B, and perforin in Tregs of patients with leprosy (PB 

and MB) and NI individuals. Through analysis of the results, no differences were observed in 

CD39 expression (Figure 3A) or CD73
+
CD39

+
 co-expression (Figure 3C) of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 between the analyzed groups. However, a higher frequency of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
CD73

+
 was observed in the peripheral blood of NI individuals 

(p<0.05) when compared to patients with leprosy (PB and MB) (Figure 3B). In relation to the 

expression of the modulatory molecules CTLA-4 and CD28, and the cytokine TGF-, by 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
, no differences were found between the analyzed groups (Figure 3D-

F). Finally, the expression of the cytotoxic molecules granzyme A, B, and perforin by 
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CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
of leprosy and NI individuals were evaluated. The expression of 

granzyme A by Tregs was higher in the NI group than in the group of patients with leprosy 

(Figure 3G). There were no differences in granzyme B (Figure 3H) or perforin (Figure 3I) 

expression in CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
cells between the analyzed groups.  

 

Correlation network analysis of molecules and cytokines evaluated in Treg of patients 

with leprosy and NI individuals 

Figure 4 presents correlations among surface and intracellular molecules evaluated in 

Tregs of patients with leprosy and NI individuals. Our data showed that CD28 presented a 

positive and significant correlation with IL-10 in Tregs from the group of NI individuals. A 

positive and significant correlation was observed between PD-1 and perforin (r=0.00) and 

between CD95L and IL-17A (r=0.00) in NI individuals. Nevertheless, IL-17A produced by 

Tregs showed negative correlations with CD39 (r=0.00), CD39CD73
 
co-expression (r=0.00), 

and TGF-β (r=0.00) in the NI group (Figure 4). Regarding CD39, a positive correlation was 

observed with Tregs co-expressing CD39CD73 (r=0.00). We also showed a positive 

correlation between granzyme A and TGF-β in the NI group (Figure 4).  

Tregs from the PB group showed a positive correlation between CTLA-4 with 

granzyme A (r=0.00) and TGF-β (r=0.00). Our analyses also showed a positive correlation 

between TGF-β and granzyme A in the PB group (Figure 4). Nevertheless, IL-17A expressed 

in Tregs in the PB group was negatively correlated with TGF-β (r=0.00) and granzyme A 

(r=0.00) (Figure 4). Our data demonstrated a positive correlation between IL-10 and CD95L 

(r=0.00), while CD39 showed a positive correlation with CD39CD73
 
co-expression (r=0.00) 

and between CD73 and granzyme B (r=0.00) in Tregs in the PB group (Figure 4). 
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Moreover, the MB group showed a positive correlation between CD73 expression and 

granzyme B (r=0.00), and a negative correlation between CD73 and CD39CD73 co-

expression (r=0.00) in Tregs (Figure 4). 

 

 

A

B

C

F

D E

G H

 

Figure 1. Regulatory T cell (Treg) expression in peripheral blood of individuals with 

paucibacillary and multibacillary leprosy (PB and MB, respectively) and of non-infected (NI) 

individuals, in an ex vivo context. The groups were comprised by PB (gray, n=5), MB (dark 

gray, n=8), and NI (white, n=15). A. Representative dot plot showing the cell gating based on 

the CD4 expression profile versus granularity (SSC). B. Expression of CD25 (APC) versus 

FOXP3 (PECy7), in CD4
+
 T cells obtained from SSC versus the CD4 plot, an approach used 

to demarcate Tregs. C. Mean intensity of fluorescence (MFI) of CD25 molecules on the 

surface of TCD4
+ 

cells. D. MFI of FOXP3 molecules in TCD4
+ 

cells. E. 
 
Percentage of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. F. Percentage of IL-10-expressing CD4

+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. 

G. Percentage of IL-17A-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. H. Percentage of Helios-

expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. Plots show highlighted the median, the interquartile 
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range, and dots highlight values considered as outliers. Statistically significant differences 

(p<0.05) are represented by lines and by the asterisk symbol (*). Two asterisks (**) p<0.01. 

 

A

D

B C

E F

 

Figure 2. Expression of apoptosis-inducing molecules and their ligands in regulatory T cells 

(Tregs) of peripheral blood of patients with paucibacillary and multibacillary leprosy (PB and 

MB, respectively) and of non-infected (NI) individuals, in an ex vivo context. The groups 

were comprised by PB (gray, n=5), MB (dark gray, n=8), and NI (white, n=15). A. Percentage 

of PD-1-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. B. Percentage of PD-L1-expressing 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. C. Percentage of PD-L1/PD-1-co-expressing 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. D. Percentage of CD95-expressing CD4

+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. 

E. Percentage of CD95L-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. F. Percentage of 

CD95L/CD95-co-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. Data are presented as percentage 

of Tregs. Plots show highlighted the median, the interquartile range, and dots highlight values 
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considered as outliers. Statistically significant differences (p<0.05) are represented by lines 

and the asterisk symbol (*).  
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D E F
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Figure 3. Expression of function markers in regulatory T cells (Tregs) of peripheral blood of 

patients with paucibacillary and multibacillary leprosy (PB and MB, respectively) and of non-

infected (NI) individuals, in an ex vivo context. The groups were comprised by PB (gray, 

n=5), MB (dark gray, n=8), and NI (white, n=15). A. Percentage of CD39-expressing 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. B. Percentage of CD73-expressing CD4

+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. 

C. Percentage of CD73/CD39-co-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. D. Percentage of 

CTLA-4-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. E. Percentage of CD28-expressing 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. F. Percentage of TGF-β-expressing CD4

+
CD25

high
FOXP3

+
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cells. G. Percentage of granzyme A-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. H. Percentage of 

granzyme B-expressing CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. I. Percentage of perforin-expressing 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells. Data are presented as percentage of Tregs. Plots show 

highlighted the median, the interquartile range, and dots highlight values considered as 

outliers. Statistically significant differences (p<0.05) are represented by lines and the asterisk 

symbol (*). 

 

 

Figure 4. Correlation network analysis of molecules and cytokines evaluated in regulatory T 

cells (Tregs) of peripheral blood of patients with paucibacillary and multibacillary leprosy 

(PB and MB, respectively) and of non-infected (NI) individuals, in an ex vivo context. The 

groups were comprised by PB (gray, n=5), MB (dark gray, n=8), and NI (white, n=15). 

Continuous lines represent positive correlations. Dotted lines represent negative correlations. 

Significant Spearman correlations with p<0.05 are represented by connecting edges to 

highlight positive [strong (r ≥ 0.68; thick continuous line) or moderate correlations 
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(0.36 ≥ r ≤ 0.67; thin continuous line)], and negative [strong (r ≤ −0.68; thick dashed line) or 

moderate correlations (−0.36 ≥ r ≤ −0.67; thin dashed line)]. 

 

Discussion  

The role of Tregs in the infection with M. leprae has not been completely defined. In 

the present study, differences have been observed regarding the frequency and the phenotypic 

expression of molecules related to apoptosis among the groups of patients with polar clinical 

forms or among leprosy patients and NI individuals.  

Several suppressive mechanisms of Tregs have been described such as inhibitory 

cytokines, modulation of antigen-presenting cells (APCs) and effector cells, interruption of 

metabolic pathways, cytolysis, and induction of apoptosis (Vignali et al., 2008). In this 

context, the expression of immunosuppressive markers induced by Tregs was also evaluated, 

since it is hypothesized that Tregs do not use only one suppressive mechanism, but that they 

have an arsenal of regulatory mechanisms available.  

Although humoral and cellular immune responses are simultaneously present in the 

response to leprosy, the cellular response predominates, since M. leprae is an obligate 

intracellular bacillus. Owing to the importance of cellular immunity, the distinction in the 

behavior of this response in patients with polar forms of leprosy has been identified. In this 

study, we observed differential expression of Treg molecules, suggesting that distinct 

suppressive mechanisms may act in each clinical form of leprosy. 

 In support of the results described above, we showed that MB patients have a higher 

intensity of FOXP3 in CD4
+
 cells as well as a higher percentage of Tregs when compared to 

the group of NI individuals. A possible explanation for this observation has already been 

provided in previous epigenetic studies related to changes in the FOXP3 gene where authors 

suggest that M. leprae induces changes in the expression of this gene, thus reflecting a higher 
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expression and stability of FOXP3 in Tregs (Chen et al., 2006a; Li et al., 2007; Wang et al., 

2009a; Kumar et al., 2014). The fact that bacillary growth is observed in MB patients 

corroborates this idea. On the other hand, Attia et al. detected a greater frequency of the 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
population in ex vivo samples of adult patients with the tuberculoid 

form of leprosy when compared to controls. However, the gating strategy used by those 

authors to define CD4
+
CD25

high
FOXP3

+ 
differed from ours, which could explain these 

discrepant results at least in part. 

 The inhibitory cytokines IL-10 and TGF-β are expressed by Tregs and are considered 

to be involved in the main suppressive mechanism used by these cells (Workman et al., 

2009). The present study showed a higher frequency of CD4
+
FOXP3

+
IL-10

+ 
cells in the PB 

group when compared to the group of MB patients. The final result would be an effective 

immune response capable of limiting bacillary multiplication and the dissemination of lesions 

without causing immune pathology in the PB group. It is known that in the TT polar form, 

specific antibodies against M. leprae are usually absent or are present but in low levels. 

Nevertheless, in the LL polar form, a predominance of the humoral immune response and the 

production of anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-5, IL-6, and IL-10) are observed (Walker 

& Lockwood, 2006). Therefore, proliferation of M. leprae is observed as well as the 

appearance of several lesions and inflammatory infiltrates (Degang et al., 2014; Nath et al., 

2015). Conversely, Attia et al. (2014) identified a higher expression of IL-10 in Tregs of 

patients with leprosy than in Tregs of NI individuals, suggesting that high levels of this 

cytokine may contribute to growth of the bacillus and consequently to the worsening of the 

disease. It is possible that the difference between clinical classification and genetic 

background of analyzed individuals contribute to these contrary findings.  

 The expression of IL-17 by Tregs in inflammatory conditions has been reported 

previously, and in that study, it was observed that IL-17-producing Tregs retain a suppressive 
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function (Beriou et al., 2009). Interestingly, here we observed that Tregs from the MB patient 

group are able to produce high levels of IL-17 in comparison to NI individuals. In relation to 

the PB group, Tregs of MB individuals produced lower amounts of IL-10. Our data suggest 

that inflammation driven by M. leprae may lead Tregs of MB patients to secrete IL-17 and 

low levels of IL-10. The concomitant expression of IL-17 and the regulatory phenotype may 

result in a function shift, where in the inflammatory environment is favored rather than a 

regulated one, favoring tissue damage. However, it is possible that there is sequential 

involvement and different functions of IL-17 and Th1 subsets, rather than an exclusive role of 

these subsets during the development of autoimmune diseases and other cases of tissue 

inflammation (Bettelli et al., 2007). We can conclude from these data that IL-17-producing 

Tregs may represent a significant subset of human CD4 cells that display the functional 

features of both Treg and Th17 cells. Further investigation regarding this cellular type would 

be necessary to confirm this hypothesis in the context of leprosy.  

 Tregs induced by the programmed death-1 (PD-1) pathway, which assists in 

maintaining immune homeostasis and preventing autoimmune attack (Francisco et al., 2010), 

may also lead to cellular anergy in LL. Apoptosis requires a degree of control of the immune 

responses that are developed after antigenic stimulation, wherein integrity of the apoptotic 

pathways is required to maintain the peripheral tolerance (Strauss et al., 2009; Francisco et 

al., 2010). Additionally, the engagement of PD-1 on the T cell surface with its ligands, such 

as PD-L1, may result in an inhibited function of the T cell, with reduced proliferation, 

cytokine production, and survival ratio (Buchbinder et al., 2016). In a study conducted by 

Sadhu et al. (2016), high expression of the PD-1 molecule was observed in Tregs, and high 

expression of PD-L1 was observed in APC of patients with the PB clinical form in 

comparison to patients with the MB clinical form and their household contacts. These data 

suggest that the interaction between PD-1 and PD-L1 in the PB clinical form may have a role 
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in immune impairment in affected patients. We did not evaluate the expression of PD-L1 in 

APC of the analyzed groups; however, we investigated the expression behavior of these 

molecules in leprosy Tregs. Our results showed that there was a higher frequency of 

CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
PD-1

+
 cells in the groups of patients with leprosy (MB and PB) when 

compared to the group of NI individuals. Interestingly, a higher frequency of 

CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 cells co-expressing PD-L1

+
PD1

+
 was observed in MB patients than in 

the group of NI individuals. Therefore, Tregs of both leprosy groups may have their functions 

regulated through PD-1, and this may impair the regulatory functions of those cells. Tregs of 

the MB group co-expressing PD-1 and PD-L1 may also regulate the function of other T cells. 

The PD-1/PD1-L pathway may be used by Tregs of the MB group to regulate effector cells, 

impairing its functions and, at the end, leading to difficulties in the control of the infection in 

these patients. Taken together, these results may indicate the effect of the PD-1 and PD-L1 

interaction as important for co-inhibition during the Treg cellular initiation of an immune 

response.  

Regarding CD95, no differences were observed in CD95 expression by 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 cells between the analyzed groups. A higher frequency of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
CD95L

+
 cells was observed in the peripheral blood of PB patients than 

in the group of NI individuals. 

CD95 (Apo‐1/Fas)‐bearing cells are sensitive towards apoptosis, which is mediated by CD95 

ligand (CD95L) cross‐linking (Krammer, 2000). We propose that the higher frequency of 

CD95L in Tregs of PB patients may be associated with the induction of apoptosis of effector 

cells present in this clinical form, related to the control of the exacerbated immune response. 

  The activities of the CD39 and CD73 pathways modulate the persistence and degree 

of purinergic signals conveyed to immune cells. The changes achieved lead to a conversion 

from an ATP-proinflammatory context to an anti-inflammatory environment induced by 



119 
 

 

adenosine (Antonioli et al., 2013). Dwyer et al., (2007) stated that Tregs of CD39-deficient 

mice show regulatory dysfunction that is manifested as a 50% decrease in the capacity 

modulating the function of effector T cells in vitro and in vivo; this suggested that CD39 

would be the main ectonucleotidase responsible for producing adenosine, and that synergy 

between CD39 and CD73 may contribute to the immunoregulatory function of Tregs. We 

observed that Tregs of patients with leprosy presented lower expression of CD73 than Tregs 

of the NI group. This may indicate an impairment of the regulatory function in those patients 

via the purinergic pathway.  

Granzymes A and B and perforin are known to be found in differential subpopulations of T 

lymphocytes and are involved in cytotoxic function (Bade et al., 2005). Garcia-Laorden et al. 

(2015) showed that patients with pulmonary tuberculosis had high expression of granzymes A 

and B in TCD4
+
 and CD8

+
 lymphocytes, but not in NK cells, in comparison to controls. These 

data suggest that granzymes A and B participate in the immune response of tuberculosis. 

Since leprosy is a disease caused by a mycobacterium, these mechanisms are suggested to 

also be a means of operation of Tregs in immunoregulation of the leprosy immune response. 

Contradictorily, our results showed a decreased expression of granzyme A by Tregs of 

patients with leprosy when compared to NI individuals, indicating that the infection with M. 

leprae diverts Tregs to other mechanisms of immune modulation than cytotoxicity through 

granzyme A action. 

In summary, the higher frequency of CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
CD95L

+
 cells observed in 

the peripheral blood of PB patients may indicate that this is the preferential mechanism of 

apoptosis used by Tregs. Moreover, this mechanism may be related to the impairment of the 

exacerbated immune response.  Importantly, the correlation network showed a positive 

correlation between IL-10 and CD95L in PB patients. This may suggest that, besides the 

apoptotic pathway, Tregs of PB patients use IL-10 in immunoregulation, thus allowing a 
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balanced effective immune response to be reached, i.e., control of the parasite burden without 

causing immune pathology.  

Nevertheless, our results showed that in the MB clinical form, the apoptosis induction 

via PD-L1 was observed to be associated with a higher frequency of Tregs in this polar 

clinical form; this may be associated with the induction of apoptosis of effector cells, 

therefore contributing to the viability of the bacillus and to the persistence of leprosy disease. 

Consequently, patients develop a disseminated multibacillary disease. Additionally, Tregs of 

MB patients express IL-17. The expression of this cytokine by Tregs in leprosy requires 

further investigation. The correlation network in MB patients did not show many interactions 

between effector and apoptotic molecules. This might be a reflex of an uncontrolled immune 

response in this group.  

In conclusion, different apoptotic mechanisms and cytokines expressed are used by 

Tregs of PB and MB patients, and these differences are suggested to contribute to distinct 

immune responses, which are reflected in the development of polar forms of leprosy. It is 

important to mention that no mechanism of suppression previously mentioned may be 

considered individually in the control of immunity mediated by Tregs. Furthermore, the 

FOXP3-dependent suppression  implemented by CD4
+
CD25

high
 T cells verifies several types 

of effector immune responses to antigens and pathogens (Josefowicz et al., 2012). 

Nevertheless, it is not clear whether Tregs implement a universal program to limit different 

types of immunity or modulate suppression programs adapted to inhibit a specific immune 

response. 
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