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MHC I: “Major Histocompatibility Complex I” - Complexo Principal de 
Histocompatibilidade I 
MHC II: “Major Histocompatibility Complex II” - Complexo Principal de 
Histocompatibilidade II 
RAC: Receptores de Ativação do Complemento 

T : Células T gama/delta  
TCD4+: Linfócito TCD4+  
TCD8+: Linfócito TCD8+ 
Th1: Células T Helper do Tipo 1  
Th2: Células T Helper do Tipo 2 TT: Tuberculoíde 
T: Tuberculoide 

TNF: Fator de necrose tumoral alfa  

TNF: Fator de necrose tumoral beta  
V: Virchowiano 
VV: Virchowiana 
ENH: Eritema nodoso hansênico 
MIF: Média de intencidade de fluorescência  
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RESUMO 

 
O receptor do complemento 1 (CR1) pertence à família de receptores de ativação 

do complemento e possui expressão diferencial em eritrócitos de pacientes 

portadores de hanseníase, este fato incentiva o estudo nas demais células do 

sistema imune. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressão 

de CR1 (CD35) na superfície de subpopulações de linfócitos, bem como a produção 

de isotipos de imunoglobulinas nas manifestações clínicas da hanseníase. Em geral 

houve marcada redução do percentual de linfócitos totais nos pacientes portadores 

de hanseníase (grupo caso), comparado ao controle. Quando as subpopulações 

foram avaliadas separadamente, constatou-se que esta redução foi referente aos 

percentuais de linfócitos T totais, TCD8+, T NK e NKT, enquanto que as 

subpopulações de células T reguladoras tiveram seus percentuais aumentados 

significativamente no grupo caso Em relação ao número de células expressando 

CR1 na superfície, podemos observar que houve redução significativa somente no 

percentual de células B de pacientes portadores de hanseníase, enquanto o 

percentual de células NKT e NK expressando esse receptor foi significativamente 

elevado nos pacientes comparado ao controle. No que diz respeito a densidade 

molecular de CR1 na superfície dessas subpopulações celulares, observamos que 

todas as subpopulações marcadas com anti-CD35 (TCD8+, TCD4+ e B) 

apresentaram diminuição da média de intensidade de fluorescência (MIF) nos 

indivíduos portadores da hanseníase comparado aos controles. Contrariamente, 

células NKT de pacientes apresentaram MIF para CR1 significativamente 

aumentada em sua superfície. Uma vez que as células B apresentaram diferença 

significativa, ou seja, reduzida quantidade de expressão e densidade molecular de 

CR1, avaliamos os efeitos destes na produção de isotipos de imunoglobulinas. Os 

níveis séricos de IgE, IgG1 e IgG2 apresentaram-se diminuídos no grupo dos 

pacientes comparado aos controles, enquanto IgG4 apresentou-se aumentado o 

que se associa a progressão da doença. Em conclusão este trabalho propõe CR1 

como uma assinatura imunológica de valor prognóstico para hanseníase, bem 

como indica IgG4, como marcador de progressão da doença. 

Palavras-chave: CR1, imunoglobulinas, hanseníase, Mycobacterium leprae, 

linfócitos. 
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ABSTRACT 
 

Complement 1 receptor (CR1) belongs to the complement activation receptor family 

and has differential expression in erythrocytes of Hansen’s disease, this fact 

encourages the study in other cells of the immune system. In this sense, this study 

aimed to evaluate the expression of CR1 (CD35) on the surface of lymphocyte 

subpopulations, as well as the production of immunoglobulin isotypes in the clinical 

manifestations of leprosy. In general, there was a marked reduction in the 

percentage of total lymphocytes in leprosy patients (case group), compared to the 

control group. When the subpopulations were evaluated separately, it was found 

that this reduction was related to the percentages of total T lymphocytes, TCD8+, 

T NK and NKT, while the regulatory T-cell subpopulations had their percentages 

significantly increased in the case group. Regarding the number of cells expressing 

CR1 on the surface, it was observed that there was a significant reduction only in 

the percentage of B cells of leprosy patients, while the percentage of NKT and NK 

cells expressing this receptor was significantly high elevated in patients compared 

to the control. With respect to the molecular density of CR1 on the surface of these 

cell subpopulations, we observed for all subpopulations marked with anti-CD35 

(TCD8+, TCD4+ and B) showed a decrease in the mean fluorescence intensity 

(MIF) in leprosy patients compared to controls. Conversely, NKT cells of patients 

presented MIF for CR1 significantly increased on their surface. The B cells showed 

significant difference, reduced amount of expression and molecular density of CR1, 

we evaluated their effects on the production of immunoglobulin isotypes. Serum 

levels of IgE, IgG1 and IgG2 were decreased in the group of patients compared to 

controls, while IgG4 was increased, which is associated with disease progression. 

In conclusion, this paper proposes CR1 as an immunological signature of prognostic 

value for leprosy, as well as indicates IgG4 as a marker of disease progression. 

 

Keywords: CR1, immunoglobulins, Mycobacterium leprae, leprosy and 

lymphocytes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 A hanseníase é uma doença infecciosa crônica causada por 

Mycobacterium leprae (M. Leprae), um bacilo intracelular, e o curso da 

infecção leva à perda de sensibilidade, inervação, lesão intraepidérmica e 

lesões associadas à perda de mielina nas células de Schwann (FACER, 

2000). A hanseníase permanece como um problema de saúde pública no 

Brasil, mesmo após a introdução do tratamento poliquimioterápico (PQT) e 

ainda se dissemina mundialmente (BRITTON; LOCKWOOD, 2004; 

SCOLLARD et al., 2006; WHO, 2015). 

A doença apresenta baixa letalidade e mortalidade, podendo ocorrer em 

qualquer idade, raça ou gênero. Nota-se relação entre endemicidade e 

baixos índices de desenvolvimento humano (Ministério da saúde, 2010). 

Além dos agravantes inerentes a qualquer doença de origem 

socioeconômica, ressalta-se a repercussão psicológica que pode ser 

ocasionada pelas sequelas físicas da doença, ajudando para a diminuição 

da autoestima e para a auto-segregação do portador da hanseníase (EIDT, 

2000). 

 No Brasil, os primeiros casos notificados da doença ocorreram na cidade 

do Rio de Janeiro, no ano de 1600 (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 

1993), onde após anos mais tarde, seria criado o primeiro lazareto, local 

destinado a abrigar os doentes de Lázaro, lazarentos ou leprosos (BRASIL, 

1989). A taxa de prevalência da doença no Brasil é bastante variável, ou 

seja, ocorre de forma desigual por todo o território e acompanha a 

desigualdade socioeconômica regional. Análises dos indicadores por 

macrorregião mostraram que as regiões Centro-Oeste (37,27/100 mil 

habitantes) e Norte (34,26/100 mil habitantes) apresentaram as maiores 

taxas médias de detecção geral no período de 2012 a 2016. Enquanto as 

menores taxas foram registradas nas regiões Sul (3,75/100 mil habitantes) e 

Sudeste (5,31/100 mil habitantes) (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 

1993; Ministério da Saúde, 2018). Os Estados de Santa Catarina e Rio 

Grande do Sul já eliminaram a hanseníase como problema de saúde pública, 

segundo os critérios da Organização Mundial de Saúde, que preconiza uma 

taxa menor do que 1:10mill caso/habitantes (OPS/OMS,2001). 



19  

 A cidade de Campos dos Goytacazes em 2014 apresentou uma taxa de 

detecção de 14,1 casos para cada 100.000 habitantes (Secretaria de Estado de 

Saúde do Rio de Janeiro, 2014). No ano de 2017, foram notificados 48 casos de 

hanseníase por 100 mil habitantes (DATASUS, 2018). O estudo de Batista em 

2011, o qual englobou casos de janeiro de 2008 à setembro de 2010, apontou maior 

prevalência da hanseníase na região Norte do município, apresentando cerca de 

50% dos casos, cujo distrito de Travessão de Campos foi o mais acometido.  

 De acordo com a classificação de Ridley e Jopling, a doença possui cinco 

formas clínicas baseadas em critérios clínicos, histopatológicos, imunológicos e 

baciloscópicos: dimorfa-tuberculoide, dimorfa-virchowiana, dimorfa-dimorfa, 

tuberculoide  e  virchowiana (lepromatosa)  (RIDLEY;  JOPLING,  1966). O estágio 

inicial de infecção é referida como a forma indeterminada. A Organização Mundial 

de Saúde (OMS) por sua vez classifica pacientes como multibacilar (MB) ou 

paucibacilar (PB) para fins de tratamento. Essas classificações são feitas com base 

na identificação dos bacilos e no número de lesões que se apresentam na pele do 

indivíduo. A baciloscopia nem sempre é possível. Dessa forma, de acordo com a 

OMS, o número de lesões pode e deverá ser usado para classificar os pacientes 

em três grupos: hanseníase paucibacilar única (uma lesão cutânea), hanseníase 

paucibacilar (duas a cinco lesões cutâneas de pele com baciloscopia de raspado 

intradérmico negativo, quando disponível) e hanseníase multibacilar (presença de 

seis ou mais lesões de pele ou baciloscopia de raspado intradérmico positiva) 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998; c2016 e PARDILLO et al., 2007). 

 Como não há prevenção primária para a hanseníase, isto é, não existe uma 

vacina contra a doença, é consenso que a poliquimioterapia constitui-se atualmente 

como a principal estratégia para interromper a cadeia de transmissão de M. leprae 

e eliminar a hanseníase como problema de saúde pública mundial. A OMS em 1981 

introduziu a quimioterapia combinada com três fármacos, conhecida como 

poliquimioterapia (PQT/OMS), que consiste no uso das três fármacos: Dapsona 

(DDS), Clofazimina (CFZ) e Rifampicina (RMP) por seis meses para formas PB e 

de doze meses para os casos MB (MS/SVS, 2016). A PQT/OMS começou a ser 

implementada no Brasil em 1986, e em 1991, foi adotada oficialmente pelo 

Ministério da Saúde (MS), sendo o tratamento poliquimioterápico recomendado 

para todos os casos de hanseníase diagnosticados (GALL; NERY; GARCIA, 1995 

e OPROMOLLA, 1997). 



20  

 A hanseníase apresenta diversas características clínicas que são 

determinadas pelo tipo de resposta imune do hospedeiro contra Mycobacterium 

leprae. O espectro clínico é dividido entre os polos, no caso o tuberculoide e o 

virchowiano (SCOLLARD et al., 2006). Na hanseníase tuberculoide ocorre à 

polarização para uma resposta do tipo Th1, caracterizada pela produção de IFN- 

que induz a ativação de linfócitos T CD8+, macrófagos e mecanismos bactericidas 

que controlam o crescimento de M. leprae, a qual é crítica para uma resposta 

protetora (MODLIN, 1994; FONSECA et al., 2017). Por outro lado a forma 

virchowiana apresenta imunidade celular comprometida, com predominância de 

resposta do tipo Th2, com grande produção de IL-4 e predominantemente ativação 

de linfócitos B, permitindo assim a evasão do bacilo, levando a uma resposta 

protetora deficiente, e, consequentemente acarretando no quadro de infecção 

crônica (YANG et al., 2016; PARK et al., 2016). Na forma dimorfa, os pacientes 

exibem características imunológicas e histopatológicas que variam entre as formas 

tuberculoide e lepromatosa, ou seja, existem os dois tipos de resposta (Th1 e Th2) 

concomitante (DE SOUSA Jr; SOTTO; SIMÕES QUARESMA, 2017). 

Um estudo de Dwyer; Bullock; Filds (1973) demonstrou uma diminuição no 

número de linfócitos T no sangue periférico de indivíduos acometidos por diferentes 

formas clínicas da hanseníase, similares resultados foram encontrados por Gajl-

Peczalsket al. (1973). 

Atualmente, testes que usam quantificar a produção de anticorpos 

específicos contra um alvo antigênico pode ser útil como marcador para carga 

bacteriana na hanseníase. Testes que detectam determinadas classes de 

anticorpos podem potencialmente permitir uma avaliação mais ampla da resposta 

imune durante a infecção e, proporcionar uma alternativa diagnóstica, porém testes 

sorológicos baseados na detecção refinada de subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 

e IgG4) contra antígenos específicos de micobactérias não foram integralmente 

investigados (TANGYE et al., 2013). Recentemente, Marçal e colaboradores (2018) 

demonstraram que as imunoglobulinas, das sublasses IgG1 e IgG3, estavam com 

seus níveis séricos aumentados em pacientes apresentando a forma multibacilar 

da doença, permitindo a diferenciação dos pacientes entre os grupos MB e PB 

utilizando esses isotipos de anticorpos, mais precisamente IgG1 contra antígenos 

específicos de M. leprae. 

O receptor CR1 pertence à família de reguladores de ativação do 
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complemento (RAC) sendo expresso em uma ampla variedade de células, tais 

como eritrócitos, monócitos, eosinófilos, macrófagos, subpopulação de linfócitos T: 

CD4+ e CD8+, NKT, linfócitos B, células dendríticas, podócitos glomerulares e 

células de Langerhans (WEISS et al., 1989; RODGAARD et al., 1991; FANG et al., 

1998; XINFENG et al., 2014). O CR1 (CD35) é uma glicoproteína integral de 

membrana que se liga a C3, C3bi, assim como a C4b durante a cascata do 

complemento (KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001). Esse receptor possui 

diversas propriedades regulatórias para o funcionamento do sistema complemento, 

haja vista acelerar o decaimento de C3, clivando enzimas tanto das vias clássica 

quanto alternativa, e agir como cofator para o Fator I na degradação da cadeia alfa 

de fragmentos de C3b e C4b, convertendo-os para as suas formas inativas 

(XINFENG et al., 2014). 

Outra importante função do receptor CR1 é auxiliar na remoção de 

imunocomplexos, uma vez que esses receptores presentes na superfície das 

hemácias são capazes de se ligar a imunocomplexos opsonizados de C3b/C4b 

(YOSHIDA; YUKIYAMA; MIYAMOTO, 1986) e ancorá-los à superfície das 

hemácias. Esses complexos imunes são carreados pelas hemácias aos 

macrófagos do fígado e baço (COSIO et al., 1990; CRAIG et al., 2002). As células 

de Kupffer e outros fagócitos presentes nestes dois órgãos englobam e 

metabolizam esses complexos imunes que foram carreados pelas hemácias (VAN 

ES; DAHA, 1984; SKOGH et al., 1985). 

Como na literatura os dados referentes ao percentual de linfócitos presentes 

no em sangue periférico, assim como os níveis séricos de subclasses de 

imunoglobulinas de indivíduo acometidos por hanseníase são escassos, e dado os 

avanços na medicina com a universalização do PQT, este estudo possibilitou 

compreender quais células e imunoglobulinas estão mais intimamente envolvidas 

em cada tipo clínico da hanseníase, assim como propusemos CR1 como uma 

assinatura imunológica relevante para o manejo clínico adequado desta doença. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Histórico 

A hanseníase, também conhecida pela designação de lepra, é uma das mais 

antigas doenças que acomete o homem, tendo indícios que mostram que seja 

originária da Ásia (JOPLING e McDOUGALL, 1991 e BRASIL, 1989). Porém, 

acredita-se que a África seja o berço desta doença (BRASIL, 1989). Ainda hoje, 

muitos anos após sua descoberta discute-se se a hanseníase é de origem asiática 

ou africana. 

A lepra é conhecida há mais de três ou quatro mil anos na Índia, China e 

Japão. A doença já existia no Egito quatro mil e trezentos anos antes de Cristo, 

baseado em um papiro da época de Ramsés II (Serviço Nacional de Lepra, 1960). 

Existem evidências objetivas da doença em esqueletos descobertos no Egito, 

datando do segundo século antes de Cristo (BRASILl, 1989). 

A hanseníase é uma doença infectocontagiosa humana de evolução crônica 

causada pelo bacilo de Hansen que se manifesta, principalmente, por lesões 

cutâneas as quais levam a diminuição de sensibilidade térmica, dolorosa e tátil. 

Essas manifestações são resultantes do tropismo de Mycobacterium leprae (M. 

leprae), agente causador da doença, em acometer células cutâneas e nervosas 

periféricas. O notável pesquisador e médico norueguês Gerhard Armauer Hansen, 

foi quem identificou, em 1873, este bacilo como o causador da lepra. A doença teve 

seu nome modificado em virtude da Lei federal de Nº 9.010, Art. 1º onde o nome 

“Lepra” e seus derivados não deveriam mais ser empregados para designar a 

doença e o doente (BRASIL, 1995). Então o nome da doença foi alterado para 

hanseníase em homenagem ao seu descobridor, bem como eliminar o estigma que 

a outra terminologia trazia (FOSS, 1999). 

2.2  Epidemiologia da hanseníase 

A doença apresenta baixa letalidade e mortalidade, podendo ocorrer em 

qualquer idade, raça ou gênero. Nota-se relação entre endemicidade e baixos 

índices de desenvolvimento humano, e sua notificação deve ser de modo 

compulsório e investigação obrigatória (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010; SINAN, 

2019). A hanseníase representa, ainda hoje, um grave problema de saúde pública 

no Brasil. Além dos agravantes inerentes a qualquer doença de origem 
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socioeconômica, ressalta-se a repercussão psicológica que pode ser ocasionada 

pelas sequelas físicas da doença, ajudando para a diminuição da autoestima e para 

a auto-segregação do portador da hanseníase (EIDT, 2000). 

 No Brasil, os primeiros casos notificados da doença ocorreram na cidade do 

Rio de Janeiro, no ano de 1600 (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 1993), onde 

após anos mais tarde, seria criado o primeiro lazareto (local destinado a abrigar os 

doentes de Lázaro), lazarentos ou leprosos (BRASIL, 1989). A taxa de prevalência 

da doença no Brasil é bastante variável, ou seja, ocorre de forma desigual por todo 

o território (YAMANOUCHI; CARON; SHIWAKU, 1993), encontra-se entre 0,4 a 17 

casos por 10 mil habitantes (figura1) (BRASIL, 2001). 

 
Figura 1. Gráfico das taxas de prevalências da hanseníase no Brasil dos anos de 

2001/2017. A taxa de prevalência baixa: 0,00-1,00; média: 1,01- 5,00 e alta> 5,01(Fonte: 

DATASUS). 

 Em 2017 a taxa de prevalência da doença foi de 1,35 casos para cada 10 

mil habitantes, demonstrando que o país está próximo de cumprir a meta de menos 

de 1 caso para cada 10 mil habitantes estipulada pela OMS. O estado do Rio de 

Janeiro apresentou um coeficiente de prevalência de 0,60 casos 

(DATASUS/SINAN, 2018). Adicionalmente, no mesmo ano a cidade de Campos 

dos Goytacazes apresentou uma taxa de detecção de casos novos de 8,97 

(DATASUS/SINAN, 2018). 
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2.3 Características clínicas da infecção por Mycobacterium leprae 

Os fagócitos mononucleares do hospedeiro são as principais células 

infectadas por Mycobacterium leprae, assim como as células de Schwann do 

sistema nervoso periférico (PREVEDELLO e MIRA, 2007). Esse bacilo possui 

tropismo por células da pele, anexo cutâneo e principalmente nervos periféricos; 

ocasionando lesões que podem ser irreversíveis quando o diagnóstico é tardio 

(TEIXERA, 2010). 

Se o bacilo acometesse somente a pele, a hanseníase não teria a 

importância que tem na saúde pública. Uma vez que acomete o sistema nervoso 

periférico (terminações nervosas livres e troncos nervosos) surgem a perda de 

sensibilidade, as atrofias, paresias e paralisias musculares que, se não 

diagnosticadas e tratadas adequadamente, podem evoluir para incapacidades 

físicas permanentes (BRASIL, 2001). 

A infecção ativa peor Mycobacterium leprae é caracterizada por uma grande 

diversificação no curso clínico da infecção, variando de uma doença paucibacilar, 

na qual poucos bacilos estão presentes nas lesões, a uma doença multibacilar, na 

qual uma grande carga bacilar está presente nas mesmas (GAYLORD e 

BRENNAN, 1986). 

2.4 Classificação da doença quanto as formas clínicas 

A doença foi classificada de acordo com o estado funcional do sistema 

imune, proposta por Ridley e Jopling (1966), a qual foi dividida nas seguintes formas 

clínicas: indeterminada (I), virchowiana (V), tuberculoide (T), e as formas 

intermediárias ou também chamadas de dimorfas como: borderline tuberculoide 

(BT), borderline borderline (BB), borderline virchowiana (BV). 

A OMS classificou a doença no sentido operacional visando o tratamento com PQT, 

baseando-se no número de lesões cutâneas que o indivíduo apresenta. Os 

indivíduos do grupo paucibacilar são categorizados como casos com até cinco 

lesões de pele e engloba os casos das formas tuberculoide e indeterminada; já os 

indivíduos do grupo multibacilar são identificados como casos com mais de cinco 

lesões de pele e agrupam as formas virchowiana e dimorfas (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2010). 

Acrescenta-se a estes, a classificação d e  Madrid (1953) que adotou 

critérios de polaridade, baseados nas características clínicas da doença, somados 
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aos aspectos bacteriológicos, imunológicos (Teste de Mitsuda) e histológicos da 

hanseníase. Definindo por grupo as formas clínicas: grupos polares, tuberculoide 

(T) e virchowiano (V) ou lepromatoso (L); o grupo inicial ou transitório da doença, a 

forma indeterminada (I); e o intermediário e instável, a forma boderline (B) ou 

dimorfa (D) (Languillon; Carayon, 1986). 

2.5 Transmissão da hanseníase 

A principal via de transmissão dos bacilos dos pacientes multibacilares 

(virchowianos e dimorfos) é a via aérea superior, sendo assim o trato respiratório a 

mais provável via de entrada de M. leprae no corpo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2010). 

Em média, o período de incubação se dá de 2 a 7 anos. Entretanto, existem 

descrições de períodos mais curtos, cerca de 7 meses, assim como de períodos 

mais longos por volta de 10 anos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010), para 

manifestação dos sintomas. 

2.6 Diagnóstico da hanseníase 

O diagnóstico da hanseníase é substancialmente clínico e epidemiológico, 

com associação ao exame dermatoneurológico, utilizado para identificar as lesões 

ou áreas da pele com alterações de sensibilidade e (ou) comprometimento de 

nervos. A análise das condições e história epidemiológica do paciente também é 

levada em consideração. A doença pode se manifestar por manchas hipocrômicas 

ou eritematosas, infiltradas e com perda de sensibilidade ao calor, frio, tato ou dor 

(ARAÚJO, 2003). 

Diversos exames clínicos podem ser realizados para o diagnóstico da 

hanseníase. Um deles é o teste de sensibilidade térmica, o qual consiste em tocar 

sob a pele do paciente tubos, sem que o mesmo possua a visualização da 

realização do teste, ou seja, o mesmo com os olhos vendados. Após instruções, os 

tubos contendo água fria (em torno de 25°C) ou quente (37-45°C) devem ser tocados 

para poder avaliar a sensibilidade da pele do indivíduo; ou, por exemplo, um algodão 

embebido de éter ou álcool e outro seco, a fim de propiciar o mesmo resultado. 

Outro método consiste a avaliação da sensibilidade dolorosa do indivíduo através 

da utilização de uma agulha de seringa, por exemplo, onde o paciente  também não 

possui forma de visualizar a realização do teste e após as orientações deverá 

identificar se o que está tocando a sua pele é a ponta da agulha (sensação de dor) 
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ou a base da agulha LYON & GROSSI IN: ALVES et al., 2014). 

Sabe-se que as lesões provocadas por M. leprae podem alterar a sudorese 

devido ao comprometimento nervoso. Assim pode-se realizar a prova da 

pilocarpina, que é um teste o qual indica a área não afetada pelo bacilo, através da 

coloração azulada da região que apresenta a sudorese. O teste compõe-se do 

pincelamento de tintura de iodo sobre a pele do paciente, com posterior injeção 

intradérmica de 0,1 a 0,2 mL de pilocarpina (0,5% ou 1%) e consecutivamente 

polvilhamento de amido sobre a área testada (LYON & GROSSI IN: ALVES et al., 

2014). 

Um exame laboratorial complementar a avaliação clínica, muito útil para o 

diagnóstico da hanseníase é a baciloscopia, o qual consiste na realização de um 

esfregaço proveniente do raspado dérmico de lesões cutâneas, cotovelos ou 

lóbulos auriculares do paciente. A lâmina produzida é corada pelo método de Ziehl-

Neelsen. O método tem uma especificidade de 100%, porém, uma baixa 

sensibilidade que varia entre 10-50%. O índice baciloscópico (IB) é determinado a 

partir da soma dos índices encontrados em cada local da coleta dividido pelo 

número de locais da coleta (TALHARI et al., 2015). 

2.7 Tratamento da doença 

O tratamento dos pacientes deve ocorrer em regime ambulatorial, nas 

unidades de serviços básicos de saúde, responsáveis pela administração de uma 

associação de fármacos, a poliquimioterapia (PQT/OMS), que contém a 

Rifampicina, Dapsona e Clofazimina. A implementação da PQT/OMS elimina o 

bacilo evitando a evolução da doença, assim como para a transmissão do bacilo 

prevenindo as incapacidades e deformidades por ela causadas, podendo alcançar 

a cura, desde que a PQT ocorra em conformidade ótima. Os fármacos são 

administrados através de esquema padrão, de acordo com a classificação 

operacional do doente em paucibacilar, onde se administram as doses de 

rifampicina e dapsona e multibacilar, com o acréscimo da clofazimina em períodos 

e dosagens específicas para cada grupo. A informação sobre a classificação clínica 

do doente é fundamental para se selecionar o esquema de tratamento adequado 

ao seu caso. Para crianças acometida pela hanseníase, a dose dos medicamentos 

do esquema padrão é ajustada conforme a idade e peso. Já nos pacientes com 

intolerância a um dos medicamentos do esquema padrão, são indicados esquemas 
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alternativos. A alta por cura é dada após a administração do número de doses 

preconizadas pelo esquema terapêutico, dentro do prazo recomendado para cada 

forma clínica (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2010). 

2.8 Respostas imunológicas do hospedeiro ao patógeno 

A polarização da resposta imune (Th1/Th2 tendenciosa) ao Mycobacterium 

leprae é reconhecida como o elemento crítico para a patogenicidade da 

hanseníase, assim como para a manifestação das diversas formas clínicas. 

Contudo, o desenvolvimento da resposta imune ao M. leprae é um processo 

extremamente complexo. (SANDHU et al., 2015). 

Uma resposta imune protetora a hanseníase, é considerada dependente de 

uma resposta celular predominante por parte do sistema imunológico, 

especificamente na formação de células T-helper 1, as quais podem ativar células 

da linhagem monocitária (macrófagos, células dendríticas e células de Schawnn, 

entre outras) possibilitando a eliminação de bacilos e células infectadas através da 

ação de células T efetoras (PALERMO et al., 2012).  

Na hanseníase tuberculoide, prevalece a imunidade mediada por células, 

com ativação de macrófagos, a qual apesar de controlar a infecção não a elimina 

por completo. São encontrados poucos bacilos viáveis nos tecidos, a patologia, 

juntamente com a maioria dos sintomas se deve à resposta inflamatória do 

hospedeiro aos microrganismos resistentes. Na hanseníase virchowiana, a 

imunidade mediada por células está suprimida e os microrganismos apresentam- 

se em grande número nos macrófagos. Nas formas intermediárias os dois tipos de 

respostas podem ser concomitantes (Abulafia e Vignale, 1999). 

Existem diferentes espectro clínico, bacteriológico e histológico sendo 

manifestados em pacientes que desenvolvem a hanseníase, assim como descrito 

anteriormente em pacientes com a forma clínica tuberculoide, a histologia do 

indivíduo é caracterizada por grande infiltrado de células T CD4+, formando 

granulomas e pouco ou nenhum bacilo detectado nas lesões. Análises de sangue 

periférico In vitro de pacientes dessa forma, mostraram um padrão de resposta 

imunológica do tipo Th1, na qual há grande proliferação de linfócitos e citocinas do 

perfil Th1 (interferon − IFN e interleucina 2 – IL-2). Por outro lado, os indivíduos 

acometidos pela forma clínica virchowiana apresentam baixa resposta 

granulomatosa, com pouco infiltrado de células T CD4+ e macrófagos, o que leva 
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ao aumento do número de bacilos presentes nas lesões, promovendo a supressão 

da resposta imune do tipo Th1, polarizando para a resposta imunológica do tipo 

Th2 com produção de citocinas desse perfil (IL-4 e IL-10) (PALERMO et al., 2012; 

BRITTON; LOCKWOOD, 2004; SCOLLARD et al., 2006). 

Na forma virchowiana, a produção dos antígenos PGL-1 e LAM pelo bacilo, 

no interior do macrófago, contribuem para o escape do mesmo à oxidação 

intramacrofágica, uma vez que estes possuem funções supressoras da atividade 

de macrófago e favorecem a disseminação do mesmo (ARAÚJO, 2003). 

A resposta imune humoral também é distinta na hanseníase tuberculoide e 

virchowiana. Na forma tuberculoide ocorrem baixos títulos ou até níveis 

indetectáveis de anticorpo contra o glicolipídio fenólico (PGL-1), antígeno da parede 

celular de M. leprae. Na forma virchowiana são observados altos títulos de 

anticorpos contra PGL-1 podendo ser da classe IgM, IgG e IgE. Porém, a alta 

concentração desses anticorpos não implica em proteção contra os bacilos e os 

pacientes infectados apresentam elevada disseminação bacilar (PORTELA, 2008). 

2.9 O Receptor CR1 e suas funções 

O receptor CR1 pertence à família de reguladores de ativação do 

complemento (RAC) e é expresso em uma ampla variedade de células, tais como 

eritrócitos, monócitos, eosinófilos, macrófagos, subpopulação de células TCD4+, 

TCD8+, linfócitos B, células dendríticas, podócitos glomerulares, leucócitos e 

células de Langerhans (WEISS et al., 1989; RODGAARD et al., 1991; FANG et al., 

1998; XINFENG et al., 2014). O CR1 (CD35) é uma glicoproteína integral de 

membrana que se liga a C3, e C3bi, assim como a C4b durante a cascata do 

complemento (KRYCH-GOLDBERG; ATKINSON, 2001). Esse receptor possui 

diversas propriedades regulatórias para o funcionamento do sistema complemento, 

haja vista acelerar o decaimento de C3, clivando enzimas tanto das vias clássica e 

alternativa e agir como cofator para o Fator I na degradação da cadeia alfa de 

fragmentos de C3b e C4b, convertendo-os para as suas formas inativas (XINFENG 

et al., 2014). 

Outra importante função do receptor CR1é auxiliar na remoção de 

imunocomplexos, uma vez que esses receptores presentes na superfície das 

hemácias são capazes de se ligar a imunocomplexos opsonizados de C3b/C4b 

(YOSHIDA; YUKIYAMA; MIYAMOTO, 1986) e ancorá-los à superfície das 
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hemácias. Esses imunocomplexos são carreados pelas hemácias aos macrófagos 

do fígado e baço (COSIO et al., 1990; CRAING et al., 2002). As células de Kupffer 

e outros fagócitos presentes nesses órgãos, englobam e metabolizam esses 

imunocomplexos que foram carreados pelas hemácias (VAN ES; DAHA, 1984 e 

SKOGH et al., 1985). 

É sabido que CR1 é expresso na superfície de subpopulações de linfócitos 

T (WILSON; TEDDER; FEARON, 1983; COHEN et al., 1989; RODGAARD et al., 

1991; YASKANIN; THOMPSON; WAXMAN, 1992). Os linfócitos T expressando 

CR1 são encontrados em uma subpopulação de linfócitos positiva para o receptor 

Fc. A fração de linfócitos T positivos para CR1 em alguns estudos com doadores 

saudáveis foi encontrado estar abaixo de 10% (COHEN et al., 1989; RODGAARD 

et al., 1991; YASKANIN; THOMPSON; WAXMAN, 1992) e em outro estudo, cerca 

de 14% (WILSON; TEDDER; FEARON, 1983). A densidade dos receptores na 

superfície dessas células é baixa; cerca de 3.000 receptores/célula T (YASKANIN; 

THOMPSON; WAXMAN, 1992). Os linfócitos T expressando CR1 existem tanto em 

subpopulação de TCD4+ como em TCD8+. Além disso, foi demonstrado que 

linfócitos T que expressam CR1 são maiores e mais granulados comparado aos 

linfócitos T em geral, indicando que os linfócitos T positivos para CR1 constituem 

uma população recentemente estimulada (RODGAARD et al., 1991). 

2.10 Linfócitos T  

As células T são responsáveis pela imunidade mediada por células (IMC) / 

hipersensibilidade do tipo tardia (DTH) desenvolvida contra microrganismos 

intracelulares e extracelulares, como micobacterioses, leishmaniose e outras 

doenças. A resposta imune mediada por essas células ocorre através da imunidade 

adquirida e envolve interação específica entre os microrganismos (antígenos) e os 

receptores de células T (TCR). Os pacientes com hanseníase apresentam 

respostas das células T do tipo Th1 e Th2; e, de células B com produção de 

anticorpos anti-M. leprae (MODLIN, 2010). 

Os linfócitos T e B desempenham papel fundamental na resposta imune do 

hospedeiro, uma vez que participam de mecanismos que levam ao 

desenvolvimento de resposta microbicida ou humoral dentro do espectro da 

hanseníase (ISMAIL; BRETSCHER, 1999; NATH; SAINI; VALLURI, 2015; IYER 

et al., 2007). Os dois tipos principais de linfócitos T que são estudados mais 
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extensivamente são: 1) os linfócitosTCD4+ do tipo Th1, associados com a forma 

tuberculoide da doença; 2) os linfócitos TCD4+Th2 associados com resposta 

desenvolvida durante a manifestação da forma virchowiana (ZHOU; ZHANG; 

AUNE, 2003; WALKER; LOCKWOOD, 2006; SPELLBERG; EDWARDS, 2001); e 

3) os linfócitos T CD8+que são envolvidos, principalmente, com processos de 

citotoxidade (PARIDA et al., 1992; AB et al., 1990). 

2.11 Linfócitos T  

Os linfócitos T foram descobertos em 1987 e foram assim denominados 

por expressarem as cadeias  e  do TCR na sua superfície (BRENNER et al., 1987; 

BORST et al., 1987). As células T são um subconjunto com menor abundância 

na circulação, cerca de 1 a 5%, entre as células T circulantes, mas estão presentes 

em abundância no tecido linfoide da mucosa, nela compreendendo até 50% das 

células T. Os dois subconjuntos principais são células T Vδ1 e Vδ2 (CARDING E 

EGAN, 2002). 

Essas células possuem a capacidade de reconhecerem antígenos não proteicos e 

moléculas induzidas pelo estresse via TCR, TLR e receptores de células NK como 

o NKG2D. Na maior parte das vezes, a ativação dessas células ocorre de forma 

indireta através da secreção de citocinas pró-inflamatórias pelas células dendríticas 

e devido ao seu fenótipo pré-ativado, a sua ativação ocorre de forma rápida. 

Destacam-se como funções efetoras para as células T a: morte de células 

infectadas via CD95-CD95L; TRAIL e perforinas e granzimas; síntese de citocinas 

(TNF-α, IFN-, IL-17, IL-4, IL-5, IL-13, TGF-β, IL-10); e, produção de substâncias 

líticas e/ou bacteriostáticas como granulisina e defensinas (BONNEVILLE; O'BRIEN; 

BORN, 2010). 

2.12 Linfócitos T reguladores 

Os linfócitos T reguladores (Treg) abrangem cerca de 1% a 2% dos linfócitos 

T CD4+ no sangue periférico dos humanos e podem suprimir uma ampla variedade 

de células, sendo fundamental para manter a homeostase (BAECHER- ALLAN et al., 

2001; SAKAGUCHI et al., 2010). 

Os linfócitos Treg representam uma subpopulação de linfócitos com perfil 

fenotípico CD4+CD25+FoxP3+, os quais se envolvem na resposta imunopatológica 

da hanseníase. As citocinas TGF-β e IL-10 são as principais envolvidas na 
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diferenciação celular, sob o controle da regulação do fator de transcrição FoxP3. 

Na hanseníase, os linfócitos Treg são as células responsáveis por manter o 

equilíbrio da resposta entre os linfócitos Th1 e Th2 (BOBOSHA et al., 2014; KUMAR 

et al., 2013; SAINI; RAMESH; NATH, 2014). 

O trabalho de TAYLOR; CROSS; LLEWELYN (2011) demonstrou que 

linfócitos Treg CD8+ isolados de humanos saudáveis, expressavam CD25 e 

FOXP3, além de produzirem IL-10 e apresentam funcionalidade de supressão 

quando estimuladas in vitro. Apesar das células Treg CD8+ serem pouco 

exploradas em estudos disponíveis na literatura, a existência dessas células está 

bem estabelecida, uma vez que podem expandir após estimulação frente a diversos 

antígenos (TSAI; CLEMENTE-CASARES; SANTAMARIA, 2011). 

2.13  Células natural killer (NK) 

As células NK foram a princípio identificadas em 1975 e foram descritas 

como linfócitos grandes e granulares, que apresentam citotoxidade natural contra 

células tumorais (KIESSLING; KLEIN; WIGZELL, 1975). Posteriormente, passaram 

a ser classificadas como linhagem linfocítica distinta com funções efetoras 

específicas, compondo a linha de defesa inicial não somente contra tumores, mas 

também contra infecções (VIVIER et al., 2008). São classificadas como 

componentes da imunidade inata, porém possuem importante papel na modulação 

da imunidade adaptativa (ANDONIOU; COUDERT; DEGLI-ESPOSTI, 2008). 

Essas células expressam em sua superfície um conjunto de receptores 

específicos denominados receptores de ativação ou de inibição, além de vários 

TLRs e CD16 (receptor para a porção Fc dos anticorpos). A resposta da célula NK 

ao estímulo depende da transdução de sinal desencadeada após ativação dos 

receptores específicos. Dessa forma, os receptores de inibição reconhecem 

moléculas de MHC de classe I expressas nas células-alvo, o que impede, na 

maioria das vezes, a ação das células NK sobre células próprias, a não ser que 

estejam alteradas como ocorre no desenvolvimento de tumores e infecções. Além 

disso, existe um limite crítico de sinalização em que a ativação dos receptores de 

ativação pode exceder a inibição desencadeada pelos receptores inibitórios, o que 

propicia a formação de uma resposta imune favorável (LANIER, 2008). 

Via de regra, as células NK interagem não somente com células alteradas, 

mas também com outros leucócitos, incluindo macrófagos e células dendríticas e 
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essa interação pode ocorrer de forma direta através da ligação entre receptores ou 

de forma indireta, mediada pela ação das citocinas (MORETTA, 2002). Além das 

células NK serem descritas como linha de defesa inicial contra um microrganismo, 

auxiliando na resolução da infecção antes mesmo do desenvolvimento da 

imunidade adaptativa, e sua participação numa segunda exposição aos antígenos, 

atuando como células de memória (BIRON, 2010; PAUS; SENMAN; VON 

ANDRIAN, 2010). 

2.14 Células T natural killer (NKT) 

As células NKT, receberam esse nome devido a co-expressão do receptor 

de célula T (TCR) e receptores de superfície das células NK. Constituem uma 

pequena população de linfócitos T derivados do timo, restrita à apresentação 

antigênica via a molécula CD1 e subdividem-se em dois tipos: tipo 1 ou iNKT, por 

expressarem a cadeia α do TCR invariante; e tipo 2, que possui maior repertório de 

TCR. Estas células fazem parte da imunidade inata por efetuarem morte rápida e 

produzirem citocinas sem a necessidade de extensiva diferenciação e divisão 

celular (BENDELAC; SAVAGE; TEYTON, 2007; BERZINS; SMYTH; BAXTER, 

2011). 

As NKT geralmente reconhecem antígenos de origem lipídica apresentados 

via CD1 expressos na superfície das células apresentadoras de antígenos. Em 

humanos e na maioria dos mamíferos, existem 5 isoformas da proteína CD1 (CD1a, 

b, c, d, e) (MOODY; ZAJONC; WILSON, 2005). As próprias células NKT são 

produtoras de IFN- e exercem atividade citotóxica via perforina, CD95-CD95L e/ou 

TNF-α (BERZINS; SMYTH; BAXTER, 2011). Entretanto, merecem destaque pela 

habilidade em secretarem grandes quantidades de IL-4 e outras citocinas 

relacionadas ao padrão Th2 como IL-13 (YOSHIMOTO; PAUL, 1994). 

2.15 Linfócitos B 

As células B possibilitam a imunidade humoral específica ao antígeno, pela 

formação de anticorpos altamente específicos durante a resposta imune primária. 

Os linfócitos B no tecido linfoide do corpo: ossos, medula óssea, baço e linfonodos, 

proliferam-se e transformam-se em células plasmáticas pela ação de substâncias 

antigênicas, que por sua vez, produzem imunoglobulinas que se ligam a antígenos 

semelhantes (MARTIN; CHAN, 2006). 
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As células B são ativadas por microrganismos via receptor de célula B 

específico para antígeno (BCR) ou receptores de reconhecimento de padrões não 

específicos (NOTHELFER; SANSONETTI; PHALIPON, 2015). 

Apesar das células B serem tradicionalmente conhecidas como precursoras 

das células plasmáticas secretoras de anticorpos, elas também podem atuar como 

células apresentadoras de antígenos (APC) e desempenhar um papel importante 

no início e na regulação da resposta das células T e B (MARTIN; CHAN, 2006; 

HAMPE, 2012). 

2.16 Resposta imune humoral: Imunoglobulinas 

Uma das principais características da resposta imune humoral adaptativa é 

a seleção clonal de células B, um processo tipicamente dependente da ajuda das 

células T CD4, que leva à geração de anticorpos de alta afinidade (MESIN; 

ERSCHING; VICTORA, 2016). Enquanto IgM é o primeiro anticorpo produzido em 

uma resposta humoral, a troca de classe de imunoglobulina é um evento de 

maturação que envolve o rearranjo genético para gerar respostas de isotipo da 

imunoglobulina (subtipos de IgG, IgE ou IgA), que é regulado por ativadores de 

células B na presença de citocinas derivadas de células T. Essa troca de classe de 

imunoglobulina possibilita que os anticorpos aprimorem sua função efetora, 

contribuindo assim para a diversidade da resposta imune (TANGY et al. 2002, 2013; 

GOWTHAMAN; CHODISETTI; AGREWALA, 2010). 

A imunoglobulina A (IgA) é o isotipo predominante de anticorpos no sistema 

imunológico de mucosa, a qual existe amplamente no trato gastrointestinal, trato 

respiratório, trato vaginal, lágrimas, saliva e colostro. Frequentemente a IgA sérica 

mostra uma estrutura monomérica, enquanto a IgA da mucosa é polimérica 

(LEONG; DING, 2014). Nos seres humanos, a IgA possui dois subconjuntos 

denominados IgA1 e IgA2 (WOOF; RUSSELL, 2011). 

Apesar de ser um dos isotipos de anticorpos menos abundantes, a produção 

excessiva de IgE pode ter consequências graves quando desencadeia a anafilaxia, 

uma reação alérgica grave e com risco de vida (FINKELMAN et al., 2005). 

Em humanos IgG1 e IgG3 compartilham as habilidades de poderem fixar 

complemento e se ligar a antígenos proteicos. Para humanos, embora os 

subconjuntos Th1 e Th2 tenham sido identificados com base em seus perfis de 

citocinas (Romafnani, 1991; Salgameet al., 1991). O requisito bem distinto para 
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mudança de isotipo, foi demonstrado por King e Nutman (1993), onde IL-4 regulou 

positivamente para os isotipos IgG4 e IgE.  
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3. JUSTIFICATIVA 

  O envolvimento do complemento em uma grande variedade de funções 

biológicas é bem estudado, desde seu envolvimento na neutralização e 

opsonização de estruturas estranhas e células apoptóticas, até na iniciação e 

direcionamento da imunidade adaptativa. O componente mais abundante do 

complemento é a proteína C3, da qual os primeiros produtos de clivagem são o 

peptídeo anafilatóxico C3a e o maior fragmento C3b. O C3b recém-gerado tem a 

capacidade de se ligar covalentemente à superfície de ativação e, além de ser um 

elemento indispensável da rota lítica, também serve como ligante para várias 

estruturas da membrana celular, incluindo o receptor do complemento Tipo 1 (CR1, 

CD35). 

  Além da regulação da atividade de convertases do complemento, o CR1 tem 

várias outras importantes funções. O CR1 humano expresso em eritrócitos 

desempenha um papel de depuração de complexos imunes (DUNKELBERGER; 

SONG, 2010; CRAIG; BANKOVICH; TAYLOR, 2002; HESS; SCHIFFERLI, 2003). 

  Em monócitos, macrófagos, granulócitos e neutrófilos medeiam a captação 

de partículas opsonizadas por complemento e imunocomplexos e na superfície de 

células dendríticas foliculares (CDF), o CR1 mantém antígenos opsonizados em 

forma nativa, acessível por um longo tempo que é importante para a manutenção 

da memória imunológica. Outra importante função para o CR1 demonstrou que a 

ligação cruzada de CD35 e CD21 em Células B humanas inibia a ativação e 

diferenciação para células produtoras de anticorpos, mediada por BCR. Embora o 

CR1 possua uma cauda intracelular contendo 38 resíduos de aminoácidos com um 

sítio de fosforilação caseína-quinase II, o qual poderia mediar eventos 

desinalização intracelular, não há trabalhos que demosntrem isso (LLOYD E 

KLICKSTEIN, 2000; LIU; NIU, 2009). 

  Trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo têm confirmado as 

descrições da literatura sobre a expressão diferencial de CR1 na superfície de 

eritrócitos de pacientes portadores de diferentes formas clínicas da hanseníase, 

associando uma menor quantidade de CR1 expresso na superficie destas células 

com a hanseníase per se e com a apresentação clínica da forma mais severa desta 

doença. Portanto, conhecer a relação da expressão de CR1 na superfície das 

demais células do sistema imunológico em associação com as formas clínicas da 

hanseníase, bem como a influência desta expressão na produção de 
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imunoglobulinas é de grande importância na complementação dos nossos estudos 

e nortearia os mesmos quanto ao(s) tipo(s) celular(es) expressando CR1 mais 

intimamente relacionados a esta doença e, potencialmente, envolvidos no 

direcionamento da resposta imune protetora ou susceptível à infecção por M. 

leprae. 
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4. OBJETIVO GERAL 

 Caracterizar a expressão de CR1 na superfície de subpopulações de 

linfócitos, bem como a produção de isotipos de imunoglobulinas nas 

manifestações clínicas da hanseníase. 

4.1 Objetivos específicos 

 
 

1) Avaliar o percentual de células TCD8+, TCD4+, T, TCD25+CD8+, 

TCD25+CD4+, NKT, NK e BCD5+ e B nos grupos de pacientes com as 

diferentes formas clínicas e indivíduos controles; 

2) Analisar o percentual de cada subpopulação de linfócitos 

expressando o receptor CR1 (CD35+) em pacientes portadores de 

diferentes formas clínicas da hanseníase e indivíduos controles; 

3) Determinar a densidade molecular de CR1 expresso na superfície 

das subpopulações celulares de pacientes e controles; 

4) Avaliar os níveis séricos de IgA, IgE, IgG1, IgG2, IgG3 eIgG4 nos 

grupos casos e controles; 

5) Relacionar a expressão de CR1 nas subpopulações celulares com a 

manifestação clínica da doença por meio de análises estatísticas intra e 

inter grupos. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1  Sujeitos da pesquisa 

Foi implementado um estudo observacional, analítico do tipo caso-controle. 

Neste estudo utilizamos um total de amostras de 143, sendo 49 de sangue 

periférico de portadores da hanseníase, 119 plasmas e 24 indivíduos saudáveis 

(não portadores), todos eles residentes no município de Campos dos Goytacazes. 

Os indivíduos foram avaliados quanto a parâmetros imunológicos e, portanto, as 

amostras foram coletadas antes de iniciar o tratamento com a medicação PQT. 

Grupo caso: pacientes portadores de diferentes formas clínicas da hanseníase 

(tuberculoide, virchowiana, dimorfa e indeterminada), oriundos do Programa 

Municipal de Controle da Hanseníase, pertencente à Secretaria Municipal de Saúde 

do município de Campos dos Goytacazes, o qual funciona como Centro de 

Referência Regional para diagnóstico e tratamento da doença. Este ambulatório 

recebe pacientes encaminhados de instituições de saúde públicas e privadas. Os 

indivíduos portadores da hanseníase selecionados para o estudo foram 

diagnosticados clinicamente como portadores da hanseníase, pelo médico 

dermatologista Dr. Edilbert Pellegrini Nahn Jr., colaborador neste projeto; e 

classificados segundo a classificação de Madrid.  

Grupo Controle: 40 indivíduos provenientes do hemocentro do Hospital 

Ferreira Machado, o qual pertence a rede pública de saúde do município de 

Campos dos Goytacazes sem história pregressa e atual de hanseníase. 

Todos os indivíduos voluntários no estudo foram informados sobre os objetivos do 

projeto e sobre sua forma de participação, mediante leitura e assinatura do termo 

de consentimento livre e esclarecido. O termo foi redigido segundo as regras da 

resolução 194/96, exigida pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), 

para coleta de amostras de sangue periférico. Esse projeto foi submetido à 

avaliação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) pela plataforma Brasil e aprovado 

sobre o CAAE: 32510914.7.0000.5244. 

5.2 Obtenção das células a partir do sangue periférico 

As amostras de sangue dos indivíduos participantes do estudo foram 

coletadas por venopunção para obtenção de 10 mL de sangue periférico, em tubos 

a vácuo contendo heparina sódica. O fracionamento celular foi feito por gradiente 
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de Ficoll (LSM®, ORGANON TEKNIKA – 1,08g/mL) para separação das células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) por diferença de densidade, 

adicionando-se lentamente o sangue sobre o Ficoll, na proporção de 2:1 em tubos 

cônicos de 50 mL, e submetido à centrifugação à 1000 x g, por 20 minutos, numa 

temperatura de 22ºC. O plasma foi retirado e armazenado em tubos de 15 mL a- 

20ºC. As PBMCs coletadas foram lavadas com meio RPMI-1640 (Meio HEPES 

modificado – GIBCO-BRL) através de duas centrifugações de 1000 x g 4ºC durante 

10 minutos. Após o processo de lavagem, as células foram ressuspendidas em 1mL 

de meio RPMI-1640, e uma alíquota de 10 L dessa suspensão foi retirada e diluída 

em 90L de Azul de Tripan (0,2%) para a realização da contagem em Câmara de 

Neubauer do número de células e avaliação da viabilidade celular. 

M. leprae é classificado como patógeno de risco Classe II de acordo com as 

Normas do Ministério da Saúde, por isso toda manipulação das amostras biológicas 

foi feita em condições estéreis, em capela de fluxo laminar e com uso de EPI (luvas, 

calça comprida, máscara e jaleco), exceto a contagem das células. 

5.3 Fenotipagem celular, marcação de CR1 e análise por citometria de fluxo 

 As PBMCs fracionadas (ex vivo) foram plaqueadas em placa de 96 poços 

com fundo arredondado (U), cinquenta mil células por poço (50.000 células/poço) 

e processadas para imunofluorescência com anticorpos monoclonais anti-“cluster 

of differentiation” (CD) conjugados a fluorocromos para fenotipagem celular e 

marcação de CR1 (CD35) na superfície das células, como especificado na Tabela 

1. Foram adicionados 5L de cada um dos anticorpos monoclonais específicos para 

cada subpopulação de células, incubados por 30 minutos a 4ºC e, após esse 

período, foram feitas duas lavagens com o meio RPMI a 1000 x g a 4ºC durante 10 

minutos. As células foram fixadas com Max FacsFix (0,1M de NaCl, 1,0% de 

paraformaldeído e 47,65 mM de cacodilato de sódio, pH 7,2) e a determinação 

fenotípica foi realizada por citometria de fluxo (FACS Calibur - BD). As análises do 

percentual de células e da densidade molecular de expressão de CR1 sobre as 

células foram realizadas utilizando-se o programa Cell-quest Pro.  
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Tabela 1: Anticorpos monoclonais a serem usados para imunofenotipagem por 
citometria de fluxo. 

Anticorpos Fluorocromos Subpopulaçao 

celular 

Fabricante 

Anti-CD3, anti-

CD4,anti-CD8 e 

anti-CD45. 

PE, FITC, PercP e 

APC 

TCD4e TCD8 BD 

Anti-CD16 e anti-

CD56 

FITC e PE NK BD 

Anti-CD3, anti-

CD56 e anti-

CD35 

PeCy5, FITC e PE NKT CD35+ BD 

Anti-CD3 e anti-

T 

PeCy5 e FITC T BD 

Anti-CD3, anti-

CD4 e anti-CD25 

FITC, PercP e PE Treg CD4+ BD 

Anti-CD5 e anti-

CD19 

PE e FITC Linfócito B 

ativados 

BD 

Anti-CD3, anti-

CD4 e anti-CD35 

FITC, PercP e PE TCD4 CD35+ BD 

Anti-CD3, anti-

CD8 e anti-CD35 

FITC, PercP e PE TCD8 CD35+ BD 

Anti-CD3, anti-

CD8 e anti-CD25 

FITC, PercP e PE Treg CD8+ BD 

Anti-CD19 e anti-

CD35 

FITC e PE Linfócito B CD35+ BD 

 

5.4 Ensaio de Imunoadsorção Ligado a Enzima (ELISA) de 

imunoglobulinas: IgA, IgE, IgG1, IgG2 IgG3 e IgG4 

As placas de ELISA de 96 poços foram sensibilizadas com o seguinte 

reagente doado gentilmente pelo BEI Resources, NIAID, NIH: Mycobacterium lepra 

phenolic glycolipid-1 (PGL-1), (NR-19342) na concentração de 2,0 g/mL por poço 

em 100L de tampão carbonato/bicarbonato 0,1M (pH 9,6) durante 18-20 horas à 
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4°C. Após a sensibilização foram adicionados os plasmas dos pacientes de 

hanseníase e controles em duplicatas, diluídos 1:10 em 100 L tampão Tris/Tween 

0,05% 15m (pH 7,5) contendo 5,0% albumina de soro bovino (BSA – Sigma-

Aldrich), e incubados durante 2 horas a 37°C. Após o período de  incubação os 

anticorpos anti-imunoglobulinas (IgG1, IgG2 IgG3 e IgG4 – SoutherBiotec) foram 

diluídos em 100µL de Tris/Tween 0,05 % 15m (pH 7,5) contendo 5,0% de BSA, 

e as placas foram novamente incubadas por 2 horas à 37°C. Posteriormente foram 

realizadas três lavagens com Tris/Tween 0,05% 15mM (pH 7,5), e adicionados 

estreptavidina-peroxidase diluída 1:2500 em 100µL de Tris/Tween 0,05% 15mM 

(pH 7,5) contendo 5,0% de BSA, e a placa foi incubada por 30 min à 37 °C. Após 

esse período, os poços foram lavados três vezes com Tris/Tween 0,05% 15mM (pH 

7,5) e foi adicionada solução substrato ABTS (ácido 2,2 azinobis; 3-

etilbenzotiazolin-6-sulfônico) para revelar, e mantidas ao abrigo da luz durante 15 

à 20 minutos. A leitura das placas foi realizada em leitor de placas (EPOCH- BioTek) 

e o filtro utilizado foi o de 405nm. 

5.5 Análises estatísticas 

As análises estatísticas intra e intergrupos, para comparar o número de 

células, expressão de receptores CR1 e níveis de imunoglobulinas, foram 

realizadas utilizando-se o programa estatístico Prisma (GraphPad Prism 5.0), onde 

utilizamos as classificações de Madrid (1953) e da OMS (1982) para comparação 

de pacientes e controles. Os dados foram verificados inicialmente quanto à 

natureza paramétrica ou não paramétrica, considerando-se o seu grau de 

independência, normalidade e variância. Como os dados não apresentaram 

distribuição normal, foram analisados pelo teste estatístico Kruskal-Wallis, que é o 

teste usado para comparação entre três ou mais grupos, seguido pelo teste de 

Dunn’s (pós teste). O teste Mann-Whitney foi usado para comparação entre dois 

grupos. Em todas as análises, as diferenças foram consideradas significativas 

quando p<0,05. 

Para as análises das imunoglobulinas, foi realizada a média de cada 

paciente e esse valor foi dividido pela média do branco de cada placa de ELISA. 

Dessa forma, os valores de índex foram calculados e analisados estatisticamente. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Análises fenotípica de PBMC dos pacientes e controles 

  Células T CD4+/CD8+, T , Treg CD4+/CD8+, NKT, NK e B/CD5+ foram 

analisadas dentro da população de linfócitos, quanto ao percentual de número de 

células e quanto ao percentual de número de células expressando CR1 (CD35) em 

pacientes e controles, e os percentuais foram determinados de acordo com os 

parâmetros de tamanho (FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC - Side 

Scatter) (Figura 2). 

  As células T CD4+/CD8+, foram definidas segundo suas expressões de 

CD3, componente do complexo TCR; CD45 - antígeno comum de leucócitos 

(LCA); CD4, glicoproteína monomérica de 59kDa que contém quatro domínios (D1, 

D2, D3, D4) de tipo imunoglobulinas e CD8, glicoproteína transmembranar que atua 

como um co-receptor para o receptor de células T (TCR). 

Enquanto as células T  foram caracterizadas segundo a expressão das moléculas 

CD3 e , cadeias componentes do TCR (CD3++). 

As células T reguladoras foram caracterizadas pela marcação da molécula de 

CD25, que é o dominio α do receptor de interleucina 2 (IL-2), é expresso em células 

T ativadas (Waldmann, 1989). 

  As células NK e NKT foram definidas segundo a expressão das moléculas 

CD3, componente do complexo TCR; CD16, componente do receptor Fc do tipo 

FcIII e CD56 - molécula de adesão à células neurais (NCAM). 

Os linfócitos B foram reconhecidos pelo CD19 sobre sua superfície, o qual é um 

membro da superfamília da imunoglobulina (Ig) expresso apenas nas células B e 

nas células dendríticas foliculares, dessa forma ele é considerado um marcador 

pan de células B (SADHU; MITRA, 2018). As células B ativadas (B1a) foram 

descriminadas, com o uso do CD5, as quais constituem 15–25% da população de 

células B em tecidos linfoides secundários e até 47% do total de células B no 

sangue periférico normal em adultos (ILHAN et al., 2007). 



 

 
 

 
 

Figura 2: Representação por dotplot de setagem celular por citometria de fluxo. A- Gráfico de parâmetros de tamanho (FSC - Forward Scatter) e 

granulosidade (SSC - Side Scatter) destacando-se a área circundada (gate) que representa os linfócitos; B- Representação de uma marcação dupla positiva 

para linfócitos T , destacando-se o quadrado superior a direita com a porcentagem de células duplamente positivas para os marcadores utilizados  (Anti-

TCR e Anti-CD3); C e D- exemplo de uma marcação tripla para linfócitos T CD8+ CD35+, em C temos a porcentagem de linfócitos T CD8+com a marcação 

dupla de Anti-CD3 e Anti-CD8 e em D marcação de Anti-CD35 nos linfócitos, baseado no gate de TCD8+ do  gráfico C. 
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6.2 Quantificação do percentual das diferentes subpopulações de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) em pacientes e controles 

Os gráficos da Figura 3 apresentam os valores de porcentagem celular de 

linfócitos totais no sangue periférico dos indivíduos acometidos pelas diferentes 

formas clínicas da hanseníase e controles saudáveis. Na Figura 3A foi feita uma 

classificação categórica em nível de desenvolvimento da doença: L (com 

hanseníase) HC (controles). Na Figura 3B os pacientes foram agrupados de 

acordo com a classificação da OMS, em MB – multibacilar e PB – paucibacilar. 

Também não foram observadas diferenças significativas em relação ao percentual 

dessas células nesses grupos. No entanto, a fim de verificar mais especificamente 

dentro do espectro clínico da doença os pacientes foram agrupados segundo a 

classificação de Madrid (Figura 3C), onde LL são pacientes apresentando a forma 

virchowiana, DL – dimorfas, IDL – indeterminada, TL - tuberculoide e HC os 

controles. E de uma forma geral observou-se que os indivíduos da forma 

virchowiana possuem uma marcada redução do número de linfócitos totais quando 

comparado aos indivíduos controles e aos pacientes da forma indeterminada. 

 
Figura 3. Porcentagem da população de linfócitos totais nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 

por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 
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As análises estatísticas de todas as células foram feitas de acordo com os 

mesmos agrupamentos da Figura 3. Podemos observar que não houve diferença 

estatística quanto ao percentual de linfócitos T totais entre pacientes (L) e 

controles (HC) (Figura 4A). No entanto, na Figura 4B observamos uma marcada 

redução do percentual de linfócitos T nos indivíduos com as formas mais severas 

da doença (MB) quando comparado aos indivíduos com a forma mais branda (PB). 

Na Figura 4C, podemos observar que os indivíduos apresentando a forma dimorfa 

(DL) apresentaram um percentual de linfócitos T totais reduzido quando 

comparado aos indivíduos tuberculoides (TL) e indeterminados (IDL) controles 

(HC). 

Figura 4. Porcentagem da população de linfócitos T totais nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 

por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

Na Figura 5, avaliamos o percentual de linfócitos T CD8+ dos pacientes e 

controles. Observamos que os indivíduos acometidos pela hanseníase possuem 

um menor percentual dessas células, comparado aos indivíduos controle (Figura 

5A). E que essa redução do percentual de TCD8+ dentre os portadores de 

hanseníase é mais evidente nos pacientes portadores das formas mais severas da 

doença, os multibacilares (MB), quando comparado aos controles (Figura 5B). 

Entretanto, quando comparamos os controles (HC) as formas clínicas não houve 

uma variação significativa em percentual dessas células (Figura 5C). 
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Figura 5. Porcentagem da população de células TCD8+ nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 

por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

Quanto as células T CD4+, não houve uma variação significativa em percentual 

dessas células entre os indivíduos acometidos pela hanseníase e controles (Figura 

A6), como tambpem quando analisado os grupos PB e MB (Figura 6B) ou em 

relação aos espectros clínicos (Figura 6C). 

Figura 6. Porcentagem da população de células TCD4+ nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 

por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

O número de linfócitos T dos indivíduos que desenvolveram a doença 

apresentaram uma marcada redução quando comparados aos indivíduos controles 

(Figura 7A). Quando avaliados quanto a severidade da doença, percebemos que 

tanto os indivíduos das formas paucibacilares como os portadores das formas 
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multibacilares, apresentaram uma nítida diminuição desses linfócitos quando 

comparados aos indivíduos controles (Figura 7B). Essa redução do percentual de 

linfócitos T  se manteve significativa nas formas tuberculoide e dimorfa em 

relação aos controles (Figura 7C). 

 

Figura 7. Porcentagem da população de células T nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 

por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

As células Treg de um modo geral, apresentaram um aumento em seu 

número nos indivíduos acometidos pela hanseníase, em comparação aos controles 

(figura 8 A/D). Esse aumento pode ser visto também, quando foi realizado o 

agrupamento dos indivíduos de acordo com a OMS, onde os indivíduos MB 

apresentaram uma elevação significativa no número dessas células (figura 8 B/E) 

em comparação aos indivíduos controles. O aumento significativo foi visto estar 

relacionado aos indivíduos da forma dimorfa comparado aos indivíduos controles 

(figura 8 C/F).  
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Figura 8. Porcentagem da população de células T reguladoras CD8+e CD4+ nas diferentes 

formas clínicas da hanseníase e indivíduos controles. A e D– Classificação categórica: onde L 

– Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-

Whitney; B e E – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos 

saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de 

Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 

As células NKT e NK, apresentaram uma marcada redução, em número 

percentual, nos indivíduos acometidos pela hanseníase em relação aos indivíduos 

controle (Figura 9 A/D). Os grupos PB e MB também tiveram uma evidente redução 

do número percentual de células NKT e NK circulantes, quando comparado aos 

controles (Figura 9 B/E). Quando analisamos de acordo com as formas clínicas, 

segundo a classificação de Madrid podemos perceber que as formas clínicas 

tuberculoide e indeterminada, apresentaram uma redução significante do 

percentual dessas células (Figura 8C/F).  
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Figura 9. Porcentagem da população de células NKT e NK nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A e D– Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-Whitney; B e E – Classificação OMS: MB- 

Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-

Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou 

virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

Na Figura 10 observamos os dados referentes aos linfócitos B CD5+ 

(linfócitos ativados). Observou-se uma discreta tendência do aumento do número 

dessas células nos indivíduos acometidos pela doença (Figura 10), no entanto 

essa diferença não foi significativa. 

 
Figura 10. Porcentagem da população de células B CD5+ nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 
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por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

 
Da mesma forma que observado na Figura 10, os linfócitos B de indivíduos 

acometidos pela hanseníase, apresentaram-se em maior número do que os 

controles (Figura 11A), do mesmo modo que os indivíduos PB e MB apresentam 

essa leve tendência de terem seus linfócitos B aumentados em relação aos  

controles (Figura 10B), bem como o aumento no decorrer do espectro clínico, 

exceto pela forma clinica virchowiana, a qual teve uma discreta redução (Figura 

10C), porém essas diferenças não foram significativas. 

 

Figura 11. Porcentagem da população de células B nas diferentes formas clínicas e 

indivíduos controles. A – Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- 

Indivíduos controles e teste estatístico Mann-Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, 

PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido 

por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- 

Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste 

estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. 

 

6.3 Avaliação da expressão de receptores CR1 em diferentes subpopulações 

de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

A fim de verificar a diferença na expressão do receptor CR1 sobre as 

principais células do sistema imunológico, as células foram analisadas em relação 

ao percentual de células que expressaram CR1 e em relação a densidade desse 

receptor expresso na superfície dessas células. 

Na Figura 12 foram mostrados os gráficos referentes aos linfócitos T CD8+ 

que expressaram o CR1, no qual podemos notar que não houve diferença 

significante entre indivíduos acometidos pela doença ou controles saudáveis 

(Figura 12 A, B e C). Porém, quando avaliada a densidade molecular, ou seja, o 
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número de receptores sobre a superfície dessas células, podemos ver nitidamente 

que os indivíduos que desenvolveram a hanseníase apresentaram uma significante 

redução do número de CR1 dispostos na superfície desses linfócitos quando 

comparados aos indivíduos controles (Figura 12D). E que essa redução do número 

de CR1 expresso na superfície de linfócitos TCD8+ estava relacionada as formas 

mais severas (MB) da doença (Figura 12E), especificamente os portadores da 

forma clínica dimorfa (Figura 12F). 

 

Figura 12. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores CR1 

sobre a superfície de linfócitos TCD8+ dos pacientes e indivíduos saudáveis, baseados no MIF 

(média da intensidade de fluorescência). A e D– Classificação categórica: onde L – 

Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-Whitney; 

B e E – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. Os gráficos A, B e C - são referentes a porcentagem de células que expressão o CR1 sobre 

sua superfície; enquanto os gráficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1 

expressos sobre a superfície celular. 

 Em relação ao percentual de linfócitos T CD4+ que expressam o CR1, 

podemos notar que não houve uma diferença significante entre indivíduos 

acometidos pela doença ou controles (Figura 13 A, B, C e D). Porém, quando 

avaliada a densidade molecular, pudemos ver nitidamente que os indivíduos das 

formas mais severas (MB) apresentaram uma redução do número de CR1 
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expresso, quando comparado aos indivíduos das formas mais brandas (PB) 

(Figura 13E), e quando desmembramos as observações em formas clínicas, fica 

claro que de fato  a forma lepromatosa apresenta uma evidente redução na 

densidade molecular de CR1 expresso em células TCD4+, quando comparada aos 

indivíduos controles e formas tuberculoide e indeterminada (Figura 13F). 

 
 

Figura 13. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores CR1 

sobre a superfície de células TCD4+ dos pacientes e indivíduos saudáveis, baseados no MIF 

(média da intensidade de fluorescência). A e D– Classificação categórica: onde L – 

Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-Whitney; 

B e E – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. Os gráficos A, B e C - são referentes a porcentagem de células que expressão o CR1 sobre 

sua superfície; enquanto gráficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1 

expressos sobre a superfície  celular. 

O estudo das células T natural killer (NKT), mostrou que os indivíduos 

acometidos pela doença apresentaram um aumento no percentual de NKT que 

expressam o CR1 quando comparados aos indivíduos controles (Figura 14A); e 

ambos os indivíduos das formas PB e MB apresentaram essa elevação no número 

de células que expressam o CR1 (Figura 14B). Quando examinados pelas formas 

clínicas, percebemos que as formas severas (dimorfa e virchowiana) e o estágio inicial 

da doença (indeterminado) apresentaram valores significantes para essa elevação 
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quando comparados aos controles (Figura 14C). A avaliação do número de 

receptores sobre a superfície dessas células, mostrou que existe um acentuado 

aumento do número de receptores CR1 nos indivíduos acometidos pela doença 

quando comparados aos controles (Figura 14D), e quando foram agrupados 

conforme a classificação da OMS percebemos que, os indivíduos da forma PB 

mostraram um aumento nessa expressão em relação aos indivíduos controles 

(Figura 14E). Embora não tenham ocorrido diferenças significativas entre as 

formas clínicas (Figura 14F). 

Figura 14. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores 

CR1 sobre a superfície de células NKT dos pacientes e indivíduos saudáveis, baseados no 

MIF (média da intensidade de fluorescência). A e D– Classificação categórica: onde L – 

Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-Whitney; 

B e E – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. Os gráficos A, B e C - são referentes a porcentagem de células que expressão o CR1 sobre 

sua superfície; que os gráficos D, E e F - representam a densidade molecular de receptores CR1 

expressos sobre a superfície celular. 

 As análises das células natural killer (NK) mostraram que os indivíduos 

acometidos pela doença apresentaram um aumento do número de NK que 

expressam o CR1 quando comparados aos indivíduos controles (Figura 15A); 

embora haja uma tendência dos PB apresentarem um aumento no número de células 
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NK expressando CR1, os indivíduos das formas MB apresentaram valores 

significativos em relação a essa elevação no percentual de células que expressam o 

CR1 (Figura 15B); quando examinados pelas formas clínicas, percebemos que as 

formas severas (dimorfa e virchowiana) e o estágio inicial da doença (indeterminado) 

apresentaram valores significantes para essa elevação (Figura 15C), quando 

comparado aos controles. Porém, quando avaliados quanto ao número de receptores 

sobre a superfície, não apresentaram diferenças significantes (Figura 15D-F). 

 

Figura 15. Percentual de células que expressam CR1 e densidade molecular de receptores 

CR1 sobre a superfície de células NK dos pacientes e indivíduos saudáveis, baseados no MIF 

(média da intensidade de fluorescência). A e D– Classificação categórica: onde L – 

Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-Whitney; 

B e E – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. Os gráficos A, B e C - são referentes a porcentagem de células que expressão o CR1 sobre 

sua superfície; enquanto os gráficos D, E e F - representam a densidade  molecular de receptores CR1 

expressos sobre a superfície celular. 

 
Na Figura 16, podemos observar os dados referentes a expressão de CR1 

nos linfócitos B, bem como a densidade desses receptores em sua superfície. Notou-

se claramente uma redução do número de células B que expressam o CR1 nos 

indivíduos acometidos pela hanseníase, quando comparados aos controles (Figura 

16A), e que esta redução está relacionada  tanto paucibacilares como aos 
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multibacilares (Figura 16B). Considerando as formas clínicas na classificação de 

Madrid, podemos observar que essa redução se manteve nos indivíduos das formas 

tuberculoide dimorfa e virchowiana, comparado aos indivíduos controles. E essa 

redução se apresentou nas formas mais severas (LL e DL) bem como sobre os 

pacientes TL quando comparados aos controles (Figura 16C). Quando analisamos a 

densidade molecular de CR1 sobre essas células, também percebemos que houve 

uma redução da quantidade dos receptores CR1 em linfócitos B de indivíduos 

acometidos pela doença (L), em comparação aos controles (HC) (Figura 16D), sendo 

essa redução evidente nos pacientes multibacilares (MB) (Figura 16E). Na figura 

16F, percebemos que esse padrão de redução se manteve nas formas severas, uma 

vez que as formas dimorfa e virchowiana tiveram uma redução em números de CR1, 

comparados aos controles. 

Figura 16. Densidade de células que expressam CR1 e expressão de receptores CR1 baseados 

no MIF (média da intensidade de fluorescência) sobre a superfície de linfócitos B dos pacientes 

e indivíduos saudáveis. A e D– Classificação categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, 

HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Mann-Whitney; B e E – Classificação OMS: 

MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico 

Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C e F – Classificação de Madrid: as formas clínicas LL- 

Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- Tuberculoide, HC- Indivíduos 

saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s. Os gráficos A, B e C - 

são referentes a porcentagem de células que expressão o CR1 sobre sua superfície; enquanto os 

gráficos D, E e F - representam a densidade  molecular de receptores CR1 expressos sobre a 

superfície celular. 
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6.4 Avaliação dos níveis de imunoglobulinas nos pacientes com diferentes 

formas clínicas e indivíduos controles 

Os anticorpos (IgA, IgE, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) produzidos por plasmócitos 

foram avaliados no intuito de se identificar se existia variação na produção dos 

mesmos entre os pacientes com diferentes classificações clínicas da doença e os 

indivíduos controles. 

Na Figura 17, observamos que a produção de anticorpos IgA nos indivíduos 

acometidos pela hanseníase e controles não apresentaram diferenças significativas. 

 
 

Figura 17. Index de absorbância de IgA sobre a produção de anticorpos. A – Classificação 

categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos controles e teste estatístico Mann-

Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 

Quando analisamos a produção de IgE no plasma proveniente dp grupo de 

pacientes e controles, observamos que existe uma acentuada redução do número 

de anticorpos IgE nos indivíduos PB quando comparado aos apresentados pelos 

indivíduos controles e multibacilares (Figura 18B). De acordo a classificação de 

Madrid, observamos que as formas mais brandas (tuberculoide e indeterminada) 

apresentavam uma marcada redução do index de produção de IgE, quando 

comparadas aos controles e as formas mais severas da doença (dimorfa e 

virchowiana). (figura 18C). 
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Figura 18. Index de absorbância de IgE sobre a produção de anticorpos. A – Classificação 

categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos controles e teste estatístico Mann-

Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 

 Ao analisarmos a produção de IgG1, observamos que existiu uma acentuada 

redução do número dessa imunoglobulina comparada aos controles (Figura 19A), 

e essa redução é apresentada tanto pelos indivíduos PB como MB em relação aos 

controles (Figura 19B). Quando verificamos as formas clínicas, podemos notar que 

essa redução se deu nas formas tuberculoide e dimorfa em relação grupo controle 

(Figura 19C). 

 
Figura 19. Index de absorbância de IgG1 sobre a produção de anticorpos. A – Classificação 

categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos controles e teste estatístico Mann-

Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 

A imunoglobulina IgG2, apresentou uma redução em sua produção nas 

formas mais brandas da doença (PB) quando comparada aos controles (Figura 

20B). Embora não tenha sido observado diferença significante no index de 

imunoglobulinas IgG2 entre os indivíduos acometidos pela doença em relação ao 
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controle e quando examinado as formas clínicas (Figura 20AeC). 

 

Figura 20. Index de absorbância de IgG2 sobre a produção de anticorpos. A – Classificação 

categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos controles e teste estatístico Mann-

Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 

Na Figura 21, observamos que a produção de anticorpos IgG3 nos 

indivíduos acometidos pela hanseníase e controles não apresentaram diferenças 

significativas. 

 
 

Figura 21: Index de absorbância de IgG3 sobre a produção de anticorpos. A – Classificação 

categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos controles e teste estatístico Mann-

Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 

Ao avaliarmos a produção de IgG4, percebemos que os indivíduos 

acometidos pela doença apresentam um aumento na produção dessa 

imunoglobulina (Figura 22A), bem como um marcado aumento da produção de 

IgG4 nas formas MB, quando comparados aos controles e indivíduos das formas 

PB, muito embora os indivíduos apresentando formas PB também apresentaram 
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uma elevação significante quando comparado ao controle (Figura 22B). Ao 

observar a produção de IgG4 nas diferentes formas clínicas, é notável que as 

formas LL e DL (severas) apresentaram um aumento na produção de IgG4, não 

obstante, as formas IDL e TL também exibiram maior produção de IgG4, quando 

comparados aos indivíduos controles (HC) (Figura 22C). 

 

 
Figura 22. Index de absorbância de IgG4sobre a produção de anticorpos. A – Classificação 

categórica: onde L – Desenvolvimento da doença, HC- Indivíduos controles e teste estatístico Mann-

Whitney; B – Classificação OMS: MB- Multibacilares, PB- Paucibacilares, HC- Indivíduos saudáveis 

(controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn’s; C – Classificação de Madrid: as 

formas clínicas LL- Lepromatosa ou virchowiana, DL- Dimorfa, IDL- Indeterminada, TL- 

Tuberculoide, HC- Indivíduos saudáveis (controle) e teste estatístico Kruskal-Wallis, seguido por 

Dunn’s. 
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7. DISCUSSÃO 

 
A resposta imune inata, é a primeira linha de defesa contra M. leprae, sendo 

considerada um fator crucial para o desenvolvimento de uma resposta contra o 

bacilo, uma vez que possui componentes efetores essenciais para combater o 

patógeno e é capaz de direcionar a imunidade adaptativa (MODLIN, 2010). A 

maioria dos indivíduos expostos ao M. leprae não desenvolve a doença, o que pode 

ser explicado, pelo menos em parte, pela resistência inata fornecida pelo histórico 

genético do indivíduo (FITNESS; TOSH; HILL, 2002). Como os dados referentes 

ao percentual de linfócitos totais na literatura são escassos em relação à 

hanseníase, nossos dados mostraram-se como inovadores em caracterizar os 

percentuais dos mesmos ao longo do espectro clínico da doença, onde os 

indivíduos da forma LL (lepromatosa) apresentaram uma marcada redução de 

linfócitos quando comparados aos indivíduos das formas IDL e controles, o que 

sugerem que a baixa no números de linfócitos circulantes nessa forma clínica 

possa direcionar uma resposta deficiente do sistema imune, o que geraria 

possivelmente uma susceptibilidade para o desenvolvimento dessa forma 

lepromatosa (Figura 3C). 

Experimentos realizados com pacientes da forma lepromatosa, revelaram que 

os valores percentuais médios de linfócitos T foram significativamente menores 

nesses pacientes em comparação com os valores médios de indivíduos controles 

(MENDES; KOPERSZTYCH; MOTA, 1974). Bullock et al. (1982) mostraram que 

pacientes com hanseníase não-reacionais apresentaram uma proporcional 

redução do valor absoluto do número de células T. Do mesmo modo, nossos 

resultados referentes a percentuais de células T, mostraram uma marcada redução 

em número dessas células em indivíduos multibacilares, quando comparados aos 

indivíduos apresentando a forma PB (Figura 4B) e comparados aos controles 

(Figura 4C), o que corrobora com as descrições da literatura, e dessa forma o 

estabelecimento das porcentagens de linfócitos T do sangue periférico, podem 

representar um método adicional de avaliação do status imunológico de pacientes 

com hanseníase, contudo possíveis mudanças nessas proporções durante o curso 

da doença, sua relação entre a duração a PQT necessitam ser esclarecidas. 

As células T CD8+ estão localizadas na periferia dos granulomas formados na 

infecção por hanseníase (MODLIN et al., 1983). No estudo de Balin et al. (2018), 
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foi sugerida uma função possível dessas células, na qual elas atuariam como 

“guardiãs” do granuloma, eliminando macrófagos infectados pelo bacilo, evitando a 

sua saída do granuloma, reduzindo assim a disseminação da infecção. O que se 

confirmou na Figura 5 com os nossos dados sobre linfócitos T CD8+, uma vez que 

os indivíduos das formas mais severas (MB) apresentaram uma redução em 

número dessas células circulantes comparados aos controles (Figura 5B). Como 

na forma virchowiana (lepromatosa) prevalece a não formação de granulomas, 

então existe uma disseminação dos bacilos. 

Linfócitos expressando TCR- estão envolvidos tanto na resposta imune 

inata quanto na adaptativa e o seu subconjunto no sangue periférico 

(Vgamma9Vdelta2) mostra uma ampla reatividade contra agentes microbianos, 

autoimunidade e tumores (CARDING; EGAN, 2002; HAYDAY, 2009; ASOTHAI et 

al., 2015). As células T  produzem uma alta quantidade de IL-17, incluindo IFN- 

, que contribuem para o recrutamento precoce de células efetoras para 

direcionar a depuração de patógenos, além dessas células reconhecerem os 

fosfoantígenos de Mycobacterium de maneira independente ao MHC e sofrerem 

proliferação in vitro (ROARK et al., 2008; MODLIN et al., 1988). 

No estudo de MODLIN et al. (1988) observou 5-8 vezes mais frequência de 

células T  no sangue periférico e pele de reações granulomatosas em pacientes 

com hanseníase, enquanto porcentagem normal foi observada nos tecidos 

linfoides. Os mesmos autores também sugeriram que as células T  

desempenham um papel crucial na estimulação da formação de granuloma em 

pacientes com hanseníase. SAINI et al. (2018) mostraram que as células T  

aumentavam significativamente tanto em indivíduos com reação reversa (RR) 

quanto nos pacientes com eritema nodoso hansênico (ENH). Nossos dados sobre 

essas células são controversos a literatura, já que o indivíduos acometidos pela 

doença apresentaram uma marcada redução na porcentagem dessas células 

quando comparados aos controles (Figura 7). Uma possível razão, está no fato de 

que diferente do observado por SAINI et al, os indivíduos não apresentavam 

estágios reacionais. Porém, nossos dados se contrapõem aos obtidos por MODLIN 

et al. (1988), uma vez que as células T  parecem ter dificuldade em modular uma 

resposta Th1 efetora, e sua diminuição nas formas mais brandas não favorece 

estas formas clínicas da doença. A alta frequência de células T CD4+/CD8+ CD25+ 

em pacientes PB, pode refletir a ativação imune e resposta mediada por células 
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nesses pacientes e foi relatado por FERNANDES el al. (2013). SCOLLARD et al. 

(2006) também observou que a alta frequência de células T CD4+/CD8+CD25+ de 

maneira mais prevalentes em pacientes da forma LL. A infecção por M. leprae ainda 

permanece obscura, assim como a expansão do envolvimento sobre o papel de T 

reg na hanseníase. Entretanto, alguns trabalhos têm mostrado ser necessário 

saber como M. leprae pode modular o sistema imunológico a favor de sua 

sobrevivência, e, especulou-se que lipídios de origem micobacteriano podem ter 

uma função reguladora (BELKAID; TARBELL, 2009; DAGUR et al., 2012). 

As células Treg podem favorecer a persistência de vários patógenos, como 

Mycobacterium tuberculosis. O número de células Treg aumenta no sangue e nos 

locais de infecção nos pacientes com tuberculose ativa (SCOTT-BROWNE et al, 

2007; KURSAR et al., 2007; CHEN et al., 2007). Dessa forma, nossos resultados 

referentes aos linfócitos T reguladores CD8+/CD4+ se mostram semelhantes 

àqueles descritos na literatura, já que os indivíduos das formas mais severas (MB) 

da hanseníase apresentaram uma elevada frequência no número de células T reg 

quando comparados aos indivíduos do grupo controle (Figura 8). Dessa forma 

podemos entender que os altos indicies de bacilos que esses indivíduos 

apresentam podem estar influenciando na regulação da expansão de células Treg, 

como mecanismo de evasão da própria micobactéria. 

As células NK exercem citotoxidade espontânea não restrita ao MHC contra 

células neoplásicas e portadoras de patógenos, embora CD3- essas células 

compartilham muitas características com células T CD3+ citotóxicas. Enquanto o 

número de células NK no sangue foi descrito por se manter similar em todo o 

espectro da hanseníase, foi relatado uma diminuição acentuada destas células na 

circulação quando os pacientes estavam com reação ENH (HUMPHRES; GELBER;  

KRAHENBUHL,  1982;  SCOLLARD  et  al.,  2006).  Entretanto, essa situação 

inverteu-se quando a reação do ENH diminuiu. Humphres; Gelber; Krahenbuhl 

(1982) demonstraram que essa perda da atividade de NK sobre indivíduos com 

episódios de ENH era proveniente da atividade de monócitos que possuíam a 

capacidade de suprimir a atividade de NK nesses pacientes. As células NK 

parecem ser recrutadas para lesões LL injetadas com IL-2, onde podem ser 

responsáveis pela subsequente depuração local dos bacilos (KAPLAN et al., 1989).  

Dessa forma, os dados referentes as células NK são contrários, já que observamos 

uma marcada redução em número dessas células circulantes nos indivíduos 
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acometidos pela doença, quando comparado aos controles (Figura 9), e esses não 

apresentavam qualquer tipo de reação adversa. Portanto, presumimos que os 

monócitos podem estar influenciando nos no número dessas células, uma vez que 

os monócitos são as células alvo de M. leprae. 

Há cerca de três décadas, o receptor CR1 foi identificado como mediador da 

entrada de Mycobacterium leprae em fagócitos (SCHLESINGER; HORWITZ, 1990) 

e várias funções de CR1 vem sendo descritas desde então. 

A cultura de M. leprae acrescida de soro humano ativa o sistema 

complemento, tornando o bacilo opsonizado por fragmentos C3 que podem ser 

reconhecidos por CR1 e CR3, receptores do complemento e, após opsonização do 

patógeno, o mesmo pode ser fagocitado por monócitos humanos (TYAGI et al., 

1990). Esses experimentos in vitro sugerem que a ativação in vivo do sistema 

complemento pode ser crítica para controlar tanto a carga de bacilos nos tecidos 

quanto os complexos imunes em circulação encontrados na forma mais grave da 

hanseníase (GOMES et al., 2008). Entretanto, MERLE et al. (2015) demonstrou 

que a ligação de CR1 em alvos revestidos por C3b para fagocitose não é suficiente 

para que a mesma ocorra. Porém, a ligação de CR1-C3b aprimora a fagocitose 

mediada por FcR de alvos carregados de IgG e C3b. Adicionalmente, os  estudos 

em questão tendem sempre a reportar a capacidade de CR1 em facilitar a 

fagocitose de patógenos e até o momento a descrição de CR1 em células não 

apresentadoras de antígenos permanecem de maneira escassa. 

O CR1 na superfície de células B se liga aos componentes do complemento 

C3b e C4b, atuando como um cofator para facilitar sua clivagem pelo fator I ao 

iC3b, um substrato para CR2 (CD21) e iC4b, respectivamente (MASAKI et al., 

1992). Enquanto o CD21 promove a ativação das células B, o CD35 tem um efeito 

antagônico, suprimindo a ativação e proliferação das células B (JÓZSI et al., 2002). 

No estudo de RODGAARD et al. (1991) demonstrou que pessoas saudáveis 

apresentavam CR1 expresso na superfície de linfócitos T CD4+ e T CD8+; e que 

esta expressão ocorria em cerca de 8% dos linfócitos T, tendo esta expressão 

possivelmente regulada. 

Wagner et al. (2006) demonstraram que o tratamento de células T humanas 

periféricas não separadas e ativadas por CD3 durante cinco dias, e, com anticorpo 

anti-CR1 induzia funções reguladoras negativas associadas à diminuição da 

proliferação. TÖRÖK et al. (2015) demonstrou que o envolvimento de CR1 em 
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células Th ativadas via CD3 isoladas, seja por seu ligante natural ou por anticorpos 

específicos de CR1, elevaram os níveis de CD11a e CD25, bem como a expressão 

de granzima B. Além disso, os mesmos autores mostraram  que a ligação do CR1 

aumenta a produção de IL-10 e reduz a liberação de IFN pelas células T CD4+ na 

presença de IL-2. Dessa maneira, a inibição mediada por CR1 da proliferação de 

células T descrita por Wagner et al. (2006) possivelmente foi mediada pelas células 

Treg produtoras de IL-10 e pela ausência de IL-2. 

Há evidências de que C3, ligante de CR1, desempenha um papel crítico no 

aprimoramento das respostas das células T a uma infecção bacteriana intracelular, 

promovendo a expansão proliferativa de células T CD8+ desencadeadas por 

antígeno. Esse conceito foi proposto por NAKAYAMA (2009) com modelo de 

infecção por Listeria monocytogenes, a bactéria causadora da listeriose. 

Nossos resultados, sobre a expressão de CR1 em linfócitos TCD8+, 

apresentaram uma marcada redução da densidade molecular desses receptores 

nos pacientes acometidos por hanseníase (MB e DL) quando comparados aos 

controles (Figura 12). Nossa hipótese é que essa marcada redução de expressão 

nos indivíduos acometidos pela hanseníase pode estar ajudando a reduzir a 

responsividade de células T, já que pouco CR1 estaria se ligando a C3, e 

consequentemente, evitando o favorecimento da ativação da cascata do 

complemento. 

O CD35 (CR1) em Células T foi envolvido com a redução das taxas de 

proliferação e secreção de IL-2, bem como manter a célula em fase G1, o que 

acarreta numa inibição da proliferação celular de linfócitos T (Wagner et al., 2006). 

Kolev e colaboradores (2013) demonstraram que iC3b que se liga à CR1 só pode 

ser gerado subsequentemente após a geração e ativação de C3b, o qual é 

necessário para a estimulação de CD46 (receptor inibidor do complemento) e a 

indução de uma resposta Th1. Sugerindo assim, um modelo em que os primeiros 

fragmentos de ativação do complemento, por exemplo C3a e C3b, sustentam o 

modo efetor de células T, enquanto que os outros "produtos de degradação" 

envolvem receptores com capacidade reguladora negativa. Os dados obtidos 

quanto a densidade molecular de CR1 na superfície dos linfócitos T CD4+ são 

consistentes com os descritos na literatura, já que os indivíduos das formas mais 

severas (MB) apresentaram uma marcada redução da densidade molecular de CR1 

quando comparados aos indivíduos das formas mais brandas e controles (Figura 
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13E/F). A pouca quantidade de CR1 expresso na superfície dessas células pode 

estar sustentando uma resposta de células T. Porém, isso não ocorre, uma vez 

que na forma lepromatosa prevalece uma resposta humoral de produção de 

anticorpos. 

Os resultados referentes as células NKT e NK expressando CR1 são inéditos 

na literatura, dessa forma nossos dados são promissores uma vez que estamos 

inferindo que os indivíduos acometidos pela hanseníase apresentam um aumento 

do número destas células expressando CR1 quando comparados aos controles 

(Figura 14A e 15A). Adicionalmente, as células NKT apresentaram também um 

aumento da expressão de CR1 sobre sua superfície quando comparados aos 

controles (Figura 14E). Sendo assim, possivelmente as células NKT e NK que 

expressam o CR1 podem estar atuando em mecanismos que levem a progressão 

da doença. Isso precisa ser esclarecido futuramente, com a avaliação da produção 

de citocinas e dos mecanismos de citotoxidade dessas células durante o curso 

clínico da doença. 

Jozsi et al. (2002) mostrou que o receptor CR1 era capaz de mediar a inibição 

de proliferação de células B, ou seja, nossos resultados sobre os linfócitos B 

(Figura 16) confirmam que CR1 diminuiu a proliferação dessas células, uma vez 

que os indivíduos acometidos pelas formas MB apresentaram uma redução do 

número de células B que expressam o CR1, bem como na densidade desses 

recptores. Portanto, presumimos que essas formas terão mais ativação de linfócitos 

B, o que pode levar a uma maior produção de anticorpos. 

Partindo desse pressuposto, as imunoglobulinas foram avaliadas nos 

indivíduos infectados por M. leprae e controles. A resposta imune humoral 

adaptativa é mediada por anticorpos secretados pelos linfócitos B. Os anticorpos 

(também chamados imunoglobulinas) podem ser classificados em classes distintas, 

ou isotipos, com base nas diferenças em suas regiões constantes da cadeia 

pesada, permitindo-lhes desempenhar funções biológicas distintas, que podem 

variar de benéficas como: neutralizar patógenos e manter a homeostase intestinal, 

até prejudiciais como: envolvimento em distúrbios autoimunes  e alergias 

(MARICHAL et al., 2013; GALLI et al., 2016). Estudos de respostas de anticorpos 

concentram-se principalmente em sua utilidade como ferramenta sorológica de 

diagnóstico, com pouca atenção dada à esclarecer os níveis de isotipos e níveis de 

subclasses em relação à patogênese de doenças (HUSSAIN; KIFAYET; CHIANG, 
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1995). 

Ferramentas de diagnóstico para ajudar na detecção precoce da hanseníase 

e fornecimento de tratamento adequado são de essencial necessidade, uma vez 

que visam interromper a progressão da doença em direção às deficiências físicas, 

as quais os indivíduos podem desenvolver (GOULART et al. 2008). Atualmente, o 

diagnóstico imunológico da hanseníase é tecnicamente inviável, tornando 

importante a necessidade de técnicas que possam ser sensíveis e rápidas para 

detectar todas as formas clínicas e de testes que possam ser aplicados na área de 

estudo (GELUK; DUTHIE; SPENCER, 2011, BAHMANYAR et al., 2016). 

Considerando também a nossa hipótese de que a produção de anticorpos seria 

elevada uma vez que o CR1 estaria modulando uma ativação maior de células B, 

uma vez que o CR1 estava sendo expresso em baixas quantidades. A dosagem de 

isotipos e níveis de subclasses de anticorpos foram realizadas nesse trabalho como 

intuito de entender a modulação da produção de anticorpos a respeito da 

progressão da doença e até mesmo a utilização de alguns subtipos de 

imunoglobulinas como marcadores da progressão da doença bem como possibilitar 

futuramente para diagnósticos. 

Em relação à produção de IgE, já foi descrito na literatura que pacientes com 

hanseníase apresentaram níveis séricos de IgE aumentados durante a infecção por 

M. leprae. Quando o indivíduo recebe o tratamento, ele tem seus níveis 

estabilizados para níveis similares aos controles (ELLERTSEN et al., 2005). Níveis 

totais séricos de IgE foram relatados como normais em pacientes com hanseníase 

por alguns autores (GRABOSZ; DERBLOM; GODAL, 1973; LYNCH et al., 1983). 

Mas também como elevados em todas as formas clínicas da hanseníase 

(YOKOYAMA et al., 1979; SAHA; DUTTA; DAGUPGA, 1975; 

PETCHCLAI et al., 1977; NUTI et al., 1982; SMITH et al., 1990), apenas na 

forma virchowiana (WRIGHT et al., 1985) ou em pacientes recém diagnosticados 

(Hamburguer et al., 1974). 

Smith et al. (1990), ressalta que nenhuma outra infecção bacteriana foi 

relatada por promover a produção de IgE, e é possível que a hanseníase seja 

peculiar devido ao envolvimento proeminente da pele, uma vez que nervos e pele 

sejam acometidos pela doença. Isso por si só pode causar um aumento policlonal 

de IgE, como é o caso da dermatite atópica e outras doenças da pele 

(YUNGINGER, 1988; BAHNA, 1989). Além dessa, a IgE pode desempenhar um 
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papel dual, favorável ou desfavorável, na cronicidade da hanseníase. 

Como o nível de síntese de IgE é regulado por fatores produzidos pelas 

células T que podem melhorar ou suprimir a síntese da mesma (ISHIZAKA, 1984), 

a doença, pelo menos do tipo virchowiano está associada à produção suprimida da 

citocina IFN (NOGUEIRA et al., 1983). Essa última é responsável por regular 

negativamente a produção de IgE (DELPRETE et al., 1988). Dessa forma, nossos 

resultados sobre IgE (Figura 18) foram divergentes aos encontrados por outros 

autores na literatura, mesmo não tendo um consenso sobre a produção dessa 

classe de imunoglobulina na hanseníase. Porém, podemos entender que a baixa 

produção de IgE sobre as formas mais brandas (PB) comparadas aos controles 

(Figura 18B) pode ser pelo fato da resposta Th1 que essas formas possuem 

predominantemente, onde há elevada produção de IFN, suprimindo a produção 

de IgE. Quando comparamos os indivíduos que apresentam forma severas (MB) 

aos PB, percebemos uma aumento da produção de IgE nessas formas, uma vez 

que na forma virchowiana, os indivíduos apresentam majoritariamente uma 

resposta do tipo Th2, a qual apresenta baixa produção da citocina IFN, que pode 

estar influenciando na alta produção de IgE. 

O estudo de HUSSAIN; KIFAYET; CHIANG (1995) demonstraram que os 

níveis de IgG1, IgG2 e IgG3, foram aumentados durante a infecção por M. leprae em 

todo o espectro clínico da doença. Adicionalmente, os autores relataram que IgG1 

e IgG3 possuíam uma relação com a carga bacteriana e que esses anticorpos 

poderiam ser marcadores para a progressão da doença. Amorim et al. (2019) 

mostraram que as formas multibacilares da hanseníase apresentaram uma maior 

produção de IgG1 quando comparados aos indivíduos paucibacilares, mas que a 

IgG2 apresentou uma significante redução em seus níveis séricos quando 

comparados à indivíduos contactantes. Nossos resultados sobre IgG1 (Figura 19) 

e IgG2 (Figura 20) demonstraram que os indivíduos acometidos pela doença 

apresentaram níveis séricos de produção dessas imunoglobulinas reduzidos no 

decorrer do espectro da doença, comparado a indivíduos controles, o que em 

relação a IgG1 é contrário ao descrito na literatura. Porém, a redução da produção 

de IgG1 nas formas mais severas (MB) é menor do que o observado nas formas 

mais brandas (PB), o que mostra que por mais que diminua, ela poderia estar 

relacionada a progressão da doença já que esperava-se que os indivíduos das LL 

e DL tivessem uma maior produção desse anticorpo. Apesar disso, os dados sobre 
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as IgG2 confirmam em parte os achados de Amorim et al. (2019). Nesse trabalho, 

nós comparamos os indivíduos com a doença sempre com indivíduos controles 

saudáveis e essa redução foi observada somente na Figura 20B. Porém, mesmo 

com essa variável, os contactantes não deixam de ser pessoas que não foram 

diagnosticadas com a hanseníase, e mesmo sendo expostas elas conseguiram 

apresentar valores séricos maiores, ou seja, diferentes aos observados em 

indivíduos acometidos pela hanseníase. Este fato permite inferir que nossos dados 

estejam de acordo com esse perfil dos indivíduos com hanseníase terem seus 

níveis séricos de IgG2 reduzidos. 

A mudança de isotipo de IgG foi demonstrada por King e Nutman (1993) em 

humanos experimentalmente pela utilização de IL-4, o qual demonstrou que esta 

citocina regula positivamente a troca de subclasse para IgG4 e IgE. Em nossos 

resultados para as IgG4 (Figura 22A), podemos perceber que houve um marcado 

aumento em seus níveis séricos de forma geral e quando avaliamos os dois 

grandes grupos referentes as formas clínicas (Figura 22B). Os indivíduos das 

formas mais severas da doença (MB) apresentaram elevado nível de produção de 

IgG4 aumento em relação aos controles e até mesmo em relação as formas mais 

brandas (PB), o que pode ser explicado pelo fato das formas LL e DL (Figura 22C) 

apresentarem uma resposta preferencialmente do perfil Th2. Nesse contexto, a IL-

4 é altamente produzida por células T, o que acabam que regulam positivamente 

para uma alta produção de IgG4 nesses indivíduos, levando a um aumento desta 

subclasse de imunoglobulinas de forma gradual de acordo com espectro clínico. 

Sendo assim, apontamos para que novos estudos sejam realizados a fim de 

embasar a adoção de IgG4 como marcador de progressão da hanseníase. 
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CONCLUSÃO 

 

• Indivíduos portadores de hanseníase apresentam percentuais de linfócitos 

totais e T diminuídos; 

• O percentual de células imunes expressando CR1 apresentou-se diminuído 

nos casos em relação aos controles em células B. Mas aumentados sobre NKT e 

NK, sendo este dado inédito; 

• A densidade de CR1 em células T CD4+, T CD8+ e B, apresentou-se 

diminuída, enquanto que para as células NKT foram aumentadas de forma 

estatisticamente significante; 

• A produção de anticorpos apresentou-se de forma diminuída nos indivíduos 

acometidos pela hanseníase, exceto a IgG4. 

• IgG4 parece promissor como marcador de progressão da doença. Seu uso 

deve ser mais estudado para que no futuro possa contribuir com o manejo clínico 

da doença. 

• A utilização de CR1 como assinatura imunológica de valor prognostico. 
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ANEXO I 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado(a) como voluntário(a) a participar da pesquisa 

intitulada: 

“Determinação da densidade molecular e polimorfismos genéticos de receptores 

CR1 em células de indivíduos acometidos por diferentes formas clínicas da 

hanseníase no município de Campos dos Goytacazes”. 

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS:  

O motivo que nos leva a estudar o problema da hanseníase é o fato de 

sabermos que nesta região do estado do Rio de Janeiro esta doença afeta muitas 

pessoas, e em muitos casos com gravidade doentes. A pesquisa se justifica porque 

tentando entender o que acontece no sistema imunológico das pessoas com a 

hanseníase e naquelas sem a hanseníase poderemos planejar melhor para lidar 

com esta doença, ou seja, podemos tratar os casos de forma diferente e 

acompanhar como estão evoluindo, por exemplo. A hanseníase pode causar 

incapacidades físicas irreversíveis quando o diagnóstico é tardio, pois esta doença 

atinge nervos. O objetivo desse projeto é avaliar a presença e quantidade de uma 

molécula do nosso sistema imunológico que é importante na defesa do nosso 

organismo, chamada CR1. Além disso, estamos nos propondo a estudar o que 

determina a nível genético a variação na quantidade desta molécula importante na 

defesa contra a Mycobacterium leprae, o microrganismo que causa a hanseníase. 

Estudando isso, poderemos no futuro ajudar aos médicos com proposta de 

tratamento mais eficaz no combate a hanseníase e específico para cada pessoa. 

O procedimento de coleta de amostras de sangue será da seguinte forma:  durante 

sua consulta médica, no Centro de Referência da Hanseníase, pertencente à 

Secretaria Municipal de Saúde, profissionais habilitados coletarão seu sangue em 

tubos a vácuo, como ocorre numa coleta de sangue de rotina para fazer um 

hemograma por exemplo. Será coletado no total 30mL de sangue, equivalente a 3 

tubos. Essas amostras irão para Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy 

Ribeiro (UENF) onde vão ser processadas para o estudo que explicamos acima. 

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFÍCIOS: 

Existe um desconforto e risco mínimo para você que se submeter à coleta 
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do sangue para o estudo da hanseníase, sendo que se justifica pelo fato de que 

poderemos ajudar a entender porque o sistema imunológico de uma pessoa ajuda 

ela a não ter a doença na  sua forma mais severa e de outra não. 

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTÊNCIA: 

Em caso de você ter a doença hanseníase diagnosticada clinicamente, você 

será acompanhado durante o período do tratamento. Você retornará ao médico 

dermatologista do Centro de Referência da Hanseníase de acordo como ele 

determinar. Além disso, assistência lhe será prestada quando você julgar 

necessário voltar ao dermatologista durante o período de tratamento. 

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA 

DE SIGILO:  

Você será esclarecido (a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que 

desejar. Você é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou 

interromper a participação a qualquer momento. A sua participação é voluntária e 

a recusa em participar não irá acarretar qualquer penalidade ou perda de 

benefícios. 

Os pesquisadores e médicos irão tratar a sua identidade com padrões 

profissionais de sigilo. Os resultados do exame clínico, laboratorial da pesquisa e 

quaisquer outros serão enviados para você e permanecerão confidenciais. Seu 

nome ou o material que indique a sua participação não será liberado sem a sua 

permissão. Você não será identificado (a) em nenhuma publicação que possa 

resultar deste estudo. Uma via deste consentimento informado será arquivada no 

Laboratório de Biologia do Reconhecer da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro e outra será fornecida a você. 
CUSTOS DA PARTICIPAÇÃO, RESSARCIMENTO E INDENIZAÇÃO POR 

EVENTUAIS DANOS: A participação no estudo não acarretará custos para você e 

não será disponível nenhuma compensação financeira adicional, visto que a coleta 

das amostras de sangue a serem utilizadas nesta pesquisa ocorrerão na ocasião 

da sua ida ao Centro de Referência da Hanseníase para consulta médica. Portanto, 

sua participação não acarretará custos extras pra você, mas caso você venha a ter 

qualquer despesa extra como consequência da sua participação nesta pesquisa, 

tais como transporte, alimentação e hospedagem você será ressarcido. 

DECLARAÇÃO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSÁVEL PELA 
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PARTICIPANTE: Eu, ______________________________________fui 

informado (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e 

esclareci minhas dúvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas 

informações e mudar minha decisão se assim o desejar. A professora Alba Lucinia 

Peixoto Rangel e Dr. Edilbert Pellegrini Nahn Junior certificaram-me de que todos 

os dados desta pesquisa serão confidenciais.  

Também sei que caso existam gastos adicionais, estes serão absorvidos pelo 

orçamento da pesquisa. Em caso de dúvidas poderei chamar o Dr. Edilbert ou a 

Professora Alba nos telefones (22) 999839552 ou (22) 999 721 002 ou 2739 7255 

ou ainda Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Campos 

situado à Avenida Alberto Torres, 111 Centro, Campos dos Goytacazes RJ (22) 

2101-2929. 

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste 

termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e 

esclarecer as minhas dúvidas. Ainda, fui informado que este termo foi elaborado 

em duas únicas vias, tendo sido uma via entregue a mim e a outra via ficado em 

posse dos pesquisadores responsáveis pela pesquisa. 

 

 

 

Nome Assinatura do Participante       Data 

 

 

Nome Assinatura do Pesquisador Data 

 

 

Nome Assinatura do Pesquisador Data 

 

 

Nome Assinatura da Testemunha Data 


