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RESUMO 

A hanseníase é uma doença caracterizada por respostas imunes antagônicas que envolve a 

participação de diferentes populações celulares direcionando os pacientes para polos de 

maior ou menor resistência à infecção. A dicotomia da resposta imunológica é 

classicamente relacionada aos linfócitos TH1 e TH2, embora já ter sido verificado o 

importante papel de outras subpopulações linfocitárias como a TH17. Para exercerem suas 

funções, estas células dependem não somente da produção de citocinas, mas também da 

expressão de quimiocinas, que são ainda pouco exploradas. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar a população de células TH17, de linfócitos Tregs, de linfócitos 

TregsCCR5+/+ e a frequência das quimiocinas CCL2, CCL5 CXCL8, CXCL9 e CXCL10 

em 33 pacientes com hanseníase.  Os pacientes foram classificados clinicamente (Madrid) 

e estratificados operacionalmente (Organização Mundial de Saúde). As populações 

celulares foram cultivadas e estimuladas com a fitohemaglutinina (PHA) e o bacilo de 

Calméte Guerin (BCG), centrifugadas, ressuspendidas, fixadas, permeabilizadas e 

marcadas. Os sobrenadantes foram coletados para determinação das quimiocinas utilizando 

o kit CBA Human Chemokine CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL2 e CCL5.  Os testes 

ANOVA, Kruskal-Wallis, Dunns e Tukey foram empregados na análise estatística sendo 

considerado significativo p<0,05.  Pacientes tuberculóides (TTs) expressaram de maneira 

significativa mais linfócitos TH17 tanto com o BCG (0,8 ± 0,3 % células) quanto com a 

PHA (1,67 ± 0,6 % células), sem diferenças na frequência das células Tregs. Pacientes 

virchowianos (VVs) apresentaram maior frequência de TregsCCR5+/+ quando estimulados 

com PHA (0,632 ± 0,38 % células) ou BCG (0,335 ± 0,14 % células) do que pacientes TTs 

estimulados com PHA (0,31 ± 0,1 % células) ou BCG (0,18 ± 0,07 % células).  CCL2 e 

CCL5 não apresentaram diferenças estatísticas. CCL5 demonstrou elevadas e uniformes 

concentrações em comparação com as demais. Houve uma diferença significativa (p<0.05) 

na expressão de CXCL8 entre os pacientes TTs estimulados com a PHA e os pacientes VVs 

sem estímulos, demonstrando se tratar de um bom biomarcador para colaborar com o 

diagnóstico de pacientes paucibacilares. CXCL9 demonstrou ser um biomarcador 

possivelmente capaz de colaborar com o diagnóstico de pacientes com infecção latente pelo 

Mycobacterium leprae, por apresentar-se significativamente elevada em pacientes 

tuberculóides sem estímulo em comparação com pacientes VVs estimulados com PHA 

(p<0.05). CXCL10 não demonstrou ser útil na distinção entre as formas clínicas e 

operacionais da hanseníase. Em conclusão, os resultados mostraram uma maior frequência 



 
 

de células Tregs CCR5+/+ em pacientes VVs, sugerindo um papel imunorregulatório 

relevante na hanseníase. CXCL8 e CXCL9 demonstraram se tratar de potenciais 

biomarcadores para distinção entre as formas clínicas, necessitando que estudos futuros e 

extensos sejam realizados para explorarem-se as possibilidades de sua utilização para 

estratégias diagnósticas, imunoprofiláticas ou de tratamento nesta doença milenar que 

permanece negligenciada.  

Palavras-Chave: hanseníase; linfócitos T regulatórios; receptor CCR5; quimiocinas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Leprosy is a disease characterized by antagonistic immune responses that involve the 

participation of different cell populations directing patients to poles of greater or lesser 

resistance to infection. The dichotomy of the immune response is classically related to TH1 

and TH2 lymphocytes, although the important role of other lymphocyte subpopulations 

such as TH17 has already been verified. To perform their functions, these cells depend not 

only on the production of cytokines, but also on the expression of chemokines, which are 

still little explored. The present study aimed to evaluate the population of TH17 cells, Tregs 

lymphocytes, TregsCCR5+/+ lymphocytes and the frequency of chemokines CCL2, CCL5 

CXCL8, CXCL9 and CXCL10 in 33 leprosy patients. Patients were clinically classified 

(Madrid) and operationally stratified (World Health Organization). Cell populations were 

cultured and stimulated with phytohemagglutinin (PHA) and bacillus Calméte Guerin 

(BCG), centrifuged, resuspended, fixed, permeabilized and marked. Supernatants were 

collected for chemokine determination using the CBA Human Chemokine CXCL8, 

CXCL9, CXCL10, CCL2 and CCL5 kit. The ANOVA, Kruskal-Wallis, Dunns and Tukey 

tests were used in the statistical analysis, with p<0.05 being considered significant. 

Tuberculoid patients (T-lep) expressed significantly more TH17 lymphocytes with both 

BCG (0.8 ± 0.3 % cells) and PHA (1.67 ± 0.6 % cells), with no difference in the frequency 

of Treg cells. Lepromatous patients (L-lep) had a higher frequency of TregsCCR5+/+ when 

stimulated with PHA (0.632 ± 0.38 % cells) or BCG (0.335 ± 0.14 % cells) than T-lep 

patients stimulated with PHA (0.31 ± 0. 1% cells) or BCG (0.18 ± 0.07% cells). CCL2 and 

CCL5 showed no statistical differences. CCL5 demonstrated high and uniform 

concentrations compared to the others. There was a significant difference (p<0.05) in the 

expression of CXCL8 between T-lep patients stimulated with PHA and L-lep patients 

without stimuli, demonstrating that it is a good biomarker to collaborate with the diagnosis 

of paucibacillary patients. CXCL9 proved to be a biomarker possibly capable of 

collaborating with the diagnosis of patients with latent infection by Mycobacterium leprae, 

as it is significantly elevated in T-lep patients without stimulation compared to L-lep 

patients stimulated with PHA (p<0.05). CXCL10 has not been shown to be useful in 

distinguishing between clinical and operational forms of leprosy. In conclusion, the results 

showed a higher frequency of Tregs CCR5+/+ cells in VVs patients, suggesting a relevant 

immunoregulatory role in leprosy. CXCL8 and CXCL9 proved to be potential biomarkers 



 
 

for distinguishing between the clinical forms, requiring future and extensive studies to be 

carried out to explore the possibilities of their use for diagnostic, immunoprophylactic or 

treatment strategies in this millennial disease that remains neglected. 

Keywords: leprosy; regulatory T lymphocytes; CCR5 receptor; chemokines. 
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1 APRESENTAÇÃO 

 

Na hanseníase, os linfócitos T regulatórios (Tregs) foram estudados por Massone e cols. 

(2010), que demonstraram pela primeira vez que células CD4+CD25+FOXP3+ estão presentes 

nas lesões de pacientes com diferentes formas de hanseníase e em reações hansênicas, sobretudo 

reações hansênicas do tipo 1 (Massone, Nunzi et al. 2010). 

Em 2013, Fernandes e cols. Verificaram uma maior frequência de linfócitos Tregs 

convencionais CD4+ (CD4+CD25+FOXP3+) e TCD8+ (CD8+CD25+FOXP3+) em pacientes 

multibacilares menores de 15 anos estabelecendo uma correlação com aspectos clínicos 

(número de lesões) e laboratoriais (índice baciloscópico) da doença (Fernandes, Gonçalves et 

al. 2013). 

Posteriormente em 2015, Parente e cols. Determinaram a frequência destas células 

também em várias formas clínicas da doença e também em pacientes com reações hansênicas 

sendo também maior nos pacientes reacionais do tipo 1 (Parente, Talhari et al. 2015). 

De Almeida Neto e cols. (2012) demonstraram pela primeira vez a forte expressão de 

células TH17 e de IL-17 em sangue periférico de pacientes paucibacilares com hanseníase, 

demonstrando a sua importante contribuição para a resistência à doença, o que despertou neste 

mesmo autor o interesse em avaliar células com elevado potencial imunossupressor e comparar 

com seus prévios resultados (de Almeida-Neto, Assis Costa et al. 2015).  

Por outro lado, as células Tregs são associadas ao desenvolvimento das formas clínicas 

disseminadas da doença. A expressão do receptor CCR5 pelas células Tregs subdividiu essa 

população linfocitária em Tregs CCR5+/+ e Tregs CCR5-/-, demonstrando que essas células 

apresentam de fato o “braço efetor” das células Tregs convencionais, com um potencial 

imunossupressor de maior relevância (Kallikourdis, Andersen et al. 2007). 

A expressão de CCR5 pelas células Tregs, portanto, modifica a sua função. 

Classicamente estudado na infecção pelo HIV, este receptor tem despertado o interesse na 

compreensão da imunologia de várias doenças autoimunes e infecciosas, como a 

paracoccidioidomicose, tuberculose, leishmaniose, doença de Chagas e câncer, sendo a maioria 

desses estudos voltados para as células T efetoras, sem contudo nunca terem sido estudado na 

hanseníase quando expresso por esta população linfocitária (Moreira, Cavassani et al. 2008, 

Jiao, Nawab et al. 2019).   
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Este trabalho comparou a frequência de células TH17, células Tregs convencionais e 

células TregsCCR5+/+ em pacientes com hanseníase clinicamente estáveis e sem reações 

hansênicas para verificar o papel dessa subpopulação linfocitária na dinâmica imunológica 

espectral da hanseníase. 

Com a finalidade de ampliar a compreensão na imunorregulação da hanseníase, 

considerando o papel desempenhado pelas quimiocinas na movimentação leucocitária e a sua 

migração para os tecidos a partir do sangue periférico, este estudo também se propôs a analisar 

um painel de quimiocinas representado pelas quimiocinas CCL2, CCL5 CXCL8, CXCL9 e 

CXCL10 encontrando importantes resultados. Até então, o papel das quimiocinas também é 

pouco explorado na patogênese da hanseníase. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

A hanseníase é doença inserida no contexto das doenças negligenciadas, permanecendo, 

portanto, presente na sociedade moderna desde tempos imemoriais. É agravo de saúde pública 

que se relaciona a um contexto social de vulnerabilidade, ocupando posição de destaque entre 

as populações que vivem nas periferias dos aglomerados urbanos. O Brasil responde pelo 

segundo lugar mundial no quantitativo de diagnósticos de casos novos da doença, com cerca de 

30.000 diagnósticos anuais, incluindo crianças menores de 15 anos (BRASIL, 2020).  

A despeito de ter sido declarada “eliminada” como um problema de saúde pública pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) no ano 2000, cerca de 200.000 casos novos são 

globalmente reportados a cada ano. A movimentação migratória tem trazido a hanseníase de 

volta a áreas não-endêmicas, como a Europa e os Estados Unidos e começa a despertar 

novamente a atenção nessas regiões, onde o conhecimento técnico em campo sobre a doença 

vem sendo perdido ao longo dos anos (RAMOS et al. 2016; MAYMONE et al., 2020). 

Os dados epidemiológicos consistentes nas coortes, exibem que o número de casos 

novos diagnosticados anualmente no Brasil permanece estagnado em uma média de 30.888 

casos novos entre os anos de 2009 a 2019, sendo 20.581 a média de casos multibacilares. A 

proporção de casos novos multibacilares diagnosticados no Brasil mostra tendência a 

crescimento, mantendo a transmissão da doença ativa na população. O estado de Pernambuco 

segue a mesma tendência com uma média de 2.525 casos novos multibacilares diagnosticados 

no mesmo período, sendo de 1.414 a média de pacientes multibacilares (figura 1) (BRASIL, 

2020). 

Por ocasião da pandemia provocada pelo SARS-Cov-2, houve uma drástica redução de 

41,4% no número de casos diagnosticados no Brasil no ano de 2020. Na população de menores 

de 15 anos esta redução de diagnósticos foi ainda maior, de 56,82%. Houve um incremento no 

número de casos novos multibacilares diagnosticados de 8,1%, após a retomada das ações de 

controle da doença (DA PAZ et al. 2022). 
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Figura 1: Proporção de casos novos de hanseníase multibacilar no Brasil (A) e em Pernambuco 

(B) entre todos os casos novos no período de 2009 a 2021. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SINAN/SVS/MS 

A hanseníase é uma patologia crônica infecciosa, causada pelas micobactérias 

Mycobacterium leprae (ML) e Mycobacterium lepromatosis (MLP), que possuem afinidade 

inicial pela célula de Schwann e posterior pelos macrófagos dérmicos. Consequentemente, 

manifesta-se na pele, pelo fato de se tratar de um órgão ricamente inervado, mucosas e sistema 

nervoso periférico; estendendo-se a posteriore para outros órgãos e sistemas. Esta predileção 

peculiar pelo sistema nervoso é responsável por desordens neurológicas que podem resultar em 

graves incapacidades físicas e deformidades (HAN et al., 2008; WHITE; FRANCO-

PAREDES, 2015). 

A hanseníase apresenta-se como uma doença espectral, onde a interação dos agentes 

etiológicos com o indivíduo geneticamente susceptível, proporcionarão o desenvolvimento de 

diferentes formas clínicas, descritas por Ridley-Jopling (1966), que classificou os doentes em 

tuberculóides (TT), e subdividiu o grupo dimorfo em Dimorfos-Tuberculóides (DT), Dimorfos-

Dimorfos (DD), Dimorfos-Virchowianos (DV) e Virchowianos. (VV). Esta classificação 

fundamenta-se em aspectos clínicos, imunológicos e histopatológicos (RIDLEY; JOPLING 

1966). 

A 

B 
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Além dessas formas clínicas, existem algumas variantes descritas também espectrais, 

que são a hanseníase nodular da infância, variante da forma clínica TT e a hanseníase históide 

(HH), variante da forma clínica virchowiana (WADE 1963; FAKHOURI et al. 2003).  

A forma clínica inicial da doença, denominada de indeterminada (I) foi descrita em uma 

classificação anterior, denominada de classificação de Madrid (1953), sendo esta a classificação 

adotada oficialmente no Brasil e que desconsidera as subdivisões do grupo dimorfo bem como 

as suas variantes clínicas. Por outro lado, a classificação de Ridley-Jopling desconsidera a 

classificação clínica indeterminada (MADRID, 1953).  

Finalmente, há ainda uma forma clínica de hanseníase onde não existem lesões cutâneas 

evidentes, mas um comprometimento neural progressivo e incapacitante, definida como 

hanseníase neural pura ou primária (HNP). As diversas apresentações clínicas da hanseníase 

estão apresentadas na figura 2. (RAO; SUNEETHA, 2016). 

Durante o decurso da hanseníase, antes, durante ou após o tratamento a estabilidade 

clínica dos pacientes pode ser interrompida por episódios inflamatórios agudos, que são 

denominados de reações hansênicas. A exacerbação da resposta imune imunocelular leva a 

ocorrência de reações hansênicas do tipo 1 (RH-1) quando existe a infiltração súbita de lesões 

cutâneas pré-existentes, neurites e/ou fenômenos inflamatórios em outros órgãos e sistemas O 

tratamento é conduzido com corticoterapia sistêmica (figura 3) (CHEN et al. 1976; ANDRADE, 

et al. 2015).  

A formação de imunocomplexos nos pacientes bacilíferos que ocorre principalmente 

devido à degradação bacilar e a ativação do complemento, leva por sua vez à ocorrência das 

reações hansênicas do tipo 2 (RH-2), cuja manifestação clínica principal é o surgimento de 

nódulos eritematosos subcutâneos denominados de eritema nodoso hansênico (ENH) (figura 

4). O surgimento destes nódulos é acompanhado de sintomatologia geral, como febre, 

leucocitose e prostração. Esta reação hansênica trata-se de um fenômeno imunológico no qual 

admite-se a deposição de imunocomplexos nas paredes dos vasos do tecido adiposo subcutâneo, 

comparável à reação imunológica de Arthus, decorrente da morte de grande número de bacilos, 

seja pelo discreto desenvolvimento de competência imunológica imunocelular, seja por ação 

direta do tratamento na carga bacilar. Por esta razão, esta reação acomete os pacientes com 

maiores índices baciloscópicos, dentro da classificação espectral, os pacientes DVs e VVs 

(WEMAMBU, et al. 1969). 

A principal droga para o tratamento da RH-2 no Brasil é a talidomida, que obedece a 

rigoroso ato médico prescricional, necessário devido à conhecida teratogenicidade. A eficácia 



25 
 

da talidomida na RH-2 foi descrita pela primeira vez por Languillon, (1968). (LANGUILLON, 

et al. 1968). 

Existe uma forma clínica de hanseníase na qual os pacientes são completamente 

anérgicos do ponto de vista imunológico, descrita por Rafael Lúcio e Ignacio Alvarado (1852), 

no México, onde toda a pele do paciente é infiltrada de maneira uniforme, configurando um 

aspecto brilhante, luzidio, que recebeu a denominação de hanseníase de Lúcio-Alvarado-Latapi, 

mais conhecida no Brasil simplesmente como hanseníase de Lucio. Considerada forma grave 

da doença, Esta forma de hanseníase cursa com o desenvolvimento de necrose cutânea 

clinicamente apresentando-se como extensas áreas necrohemorrágicas, devido ao vasto 

comprometimento do endotélio, que é colonizado pelo ML e MLP. Este fenômeno é conhecido 

como fenômeno de Lucio, considerado uma variante das reações hansênicas (DIOGENES et 

al., 2001; VARGAS-OCAMPO 2007; HAN et al., 2012). 
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Figura 2 – Apresentações clínicas da hanseníase. Fonte: Acervo particular do autor (A):Hanseníase 

indeterminada. Mácula hipocrômica de limites mal definidos com alteração de sensibilidade. (B) Hanseníase 

tuberculóide. Pequena placa de bordos eritêmato-infiltrados e alterações pronunciadas de sensibilidade. (C) 

Hanseníase dimorfa-tuberculóide. Grande placa de bordos eritêmato-infiltrados espraiando-se pelas laterais. A 

paciente apresentava comprometimento do nervo fibular comum. (D) Hanseníase dimorfa-dimorfa. Lesões 

foveolares dispersas por toda a pele e comprometimento de vários troncos nervosos periféricos. (E) Hanseníase 

dimorfa-virchowiana. Fovéolas mal definidas entremeadas por lesões nodulares, exibindo características de 

hanseníase dimorfa e virchowiana simultaneamente. (E): Hanseníase virchowiana. Ausência de lesões 

dermatológicas caracterizáveis. Presença de grande área de infiltração da inervação supraorbitária, 

desabamento da pirâmide nasal por destruição septal e madarose, imperceptível pela tatuagem nas sobrancelhas 

realizada pela paciente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Variantes Clínicas da Hanseníase. Fonte: Acervo particular do autor. (A): Hanseníase nodular da 

infância. Pequena pápula eritematosa localizada em asa nasal direita. A mãe da criança apresentava hanseníase 

dimorfa-dimorfa. (B) Hanseníase históide. Tubérculos (hansenomas) disseminados pela pele sob pele 

aparentemente normal e também infiltrada em algumas áreas. (C) Hanseníase neural primária. Observa-se flexão 

dos 4 e 5º quirodáctilos, amiotrofias interquirodáctilas, mais pronunciada entre o pólux e o 2º quirodáctilo, por 

comprometimento do adutor breve do polegar, cuja inervação é de responsabilidade do nervo ulnar.  
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Figura 4 – Reações hansênicas. Fonte: Acervo particular do autor, exceto em (F), que foi gentilmente cedida 

como cortesia pelo Dr. Jailson Barreto (Instituto Lauro de Souza Lima – Bauru – SP. (A): Reação hansênica do 

tipo 1. Infiltração das lesões pré-existentes, denotando grande placa eritêmato-infiltrada em tórax, d’antes 

inaparente. (B e C) Reação hansênica do tipo 2. Nódulos subcutâneos, sendo um com o aspecto de pústula, prestes 

a ulcerar-se, caracterizando o eritema nodoso hansênico. (D): Eritema polimorfo-like reaction. Paciente 

virchowiano apresentando placas eritêmato-infiltradas onde antes não existiam lesões aparentes. (E): Extensa 

ulceração em reação hansênica do tipo 2 complicada com fasciíte necrotizante (E) Fenômeno de Lúcio. Áreas 

necróticas de infartos cutâneos denunciando o comprometimento endotelial da microvascularização cutânea. 
 

O diagnóstico da hanseníase permanece sendo essencialmente clínico com instrumentos 

rudimentares para uso em campo, como tubos de ensaio, agulhas e algodão, com a finalidade 

de aferição da sensibilidade cutânea.  

Recentemente tenha houve a incorporação para o Sistema Único de Saúde de dois testes 

diagnósticos sendo um deles utilizando biologia molecular para a detecção do ML, e outro para 

a avaliação imunocromatográfica qualitativa do anticorpo anti-PGL-I, ainda em processo de 

avaliação em campo.  O antígeno PGL-I é produzido em grande monta pelo ML e sua detecção 

quantitativa por ELISA, apesar de algumas limitações, tem se mostrado de grande utilidade 

inclusive em casos de hanseníase neural primária (SANTOS et al. 2017). 

(A) (B) 

(F) (D) (E) 
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Para fins de tratamento da hanseníase, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 

estratifica os pacientes em dois grandes grupos, denominados de paucibacilares, no qual os 

indivíduos doentes apresentam até 5 lesões de pele sem baciloscopia positiva; ou multibacilares 

que apresentam mais de 5 lesões ou baciloscopia positiva ou um único nervo comprometido 

independentemente da presença ou quantidade de lesões cutâneas. Os paucibacilares, portanto, 

compreendem os pacientes indeterminados e TTs, enquanto as demais formas clínicas 

representam os pacientes multibacilares (WHO 2018). 

O tratamento proposto permanece o mesmo há mais de 40 anos, denominado no Brasil 

de poliquimioterapia única (PQT-U). Consiste da administração de três drogas subdivididas em 

um regime próprio de administração que compreende uma dose denominada de 

“supervisionada” composta por rifampicina, dapsona e clofazimina que é oferecida ao paciente 

a cada 28 dias e de doses diárias, compostas por dapsona e clofazimina. As posologias das 

drogas são ajustadas para adultos e crianças. A duração do tratamento é de 6 doses 

supervisionadas para os pacientes classificados como paucibacilares e de 12 doses 

supervisionadas para os pacientes classificados como multibacilares, podendo no Brasil, ser 

estendida por mais 12 doses nos pacientes com casos clínicos avançados e com sinais de doença 

em atividade após a conclusão do tempo preconizado. Alternativamente para os pacientes que 

não podem utilizar alguns dos fármacos deste esquema há a disponibilização de ofloxacino e 

minociclina (BRASIL, 2016). 

Um dos problemas enfrentados em relação ao tratamento proposto trata-se da resistência 

medicamentosa. A combinação de múltiplos fármacos atende às principais hipóteses do 

desenvolvimento de resistência medicamentosa do ML: as resistências medicamentosas 

primárias e secundárias. Nas resistências medicamentosas primárias, ocorrem mutações 

cromossômicas nos genes que codificam os alvos das drogas, espontaneamente ou como 

resultados de erros inerentes à replicação de DNA, principalmente devido ao longo período de 

incubação da doença associado por vezes ao longo período para o início de tratamento, o que 

proporciona a disseminação de bacilos resistentes entre uma população anteriormente 

susceptível, com o surgimento de casos novos resistentes. Na resistência medicamentosa 

secundária, os mecanismos de resistência bacteriana são estimulados devido à tratamentos 

inadequados. Nesses casos, um paciente torna-se resistente, não sendo contaminado 

previamente por bacilos mutantes e sim passando a disseminá-los (BROWN-ELLIOTT et al., 

2012). 

A resistência à dapsona é relacionada a mutações no gene folP1 e a maioria dos trabalhos 

científicos apontam como sendo a principal droga envolvida na resistência medicamentosa, 
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devido ao longo período da monoterapia sulfônica As mutações associadas à resistência à 

rifampicina em 95% das vezes estão localizadas em uma pequena região de 81 pares de bases 

do gene rpoB denominada de “região determinante da resistência à rifampicina” (rifampicina 

resistance-determining region–RRDR). Até o presente momento, mutações fora desta região 

somente estão bem definidas para o complexo Mycobacterium tuberculosis (GILLIS; 

WILLIAMS, 2000). 

 

Na hanseníase existem escassos registros de resistência medicamentosa à clofazimina 

in vivo através da técnica de inoculação em pata de camundongo. Ainda não existe a 

possibilidade de identificação de resistência à clofazimina através de técnicas de biologia 

molecular que estejam amplamente disponíveis (SHETTY et al., 2003). 

As recomendações para o uso do ofloxacino na hanseníase inicialmente eram para o 

tratamento com esquemas simplificados de curta duração. Posteriormente, passou-se a utilizá-

la em casos de intolerância a qualquer componente da poliquimioterapia tradicional e, 

atualmente, é uma droga utilizada como substituta às demais em casos de resistência 

medicamentosa comprovada, sendo considerada pela OMS como droga de “segunda linha” 

(WHO, 2018). 

A maioria dos casos de resistência à ofloxacina em hanseníase está associada a região 

determinante de resistência à quinolonas (quinolone resistance-determining region –QRDR), 

que determina mutações no interior de um sítio altamente conservado do gene gyrA em seu 

códon ALA91 (CAMBAU et al., 1994). 

A real dimensão do problema da resistência medicamentosa em hanseníase é 

desconhecida, pois mesmo os dados globais são de uma amostra muito pequena, considerando 

a ocorrência de cerca de 200.000 casos novos diagnosticados por ano. Cambau et al, 2018 

analisou globalmente 1932 casos, sendo 1143 casos de recidiva da doença e 789 casos novos, 

encontrando 8% de resistência medicamentosa a dapsona, rifampicina ou ofloxacino 

isoladamente ou com a combinação dessas drogas (CAMBAU et al., 2018). 

Ademais, um estudo multicêntrico realizado em 25 países, inclusive no Brasil, Benjak 

et al (2018) identificaram uma vasta gama de mutações associadas à resistência medicamentosa, 

como aquelas associadas aos genes ribD e fadD9, além de mutações nonsense no gene de reparo 

de excisão nth (nth excision repair gene), associadas a vários diferentes polimorfirmos de 

nucleotídeos únicos (Single Nucleotide Polymorphisms – SNPs) (BENJAK et al., 2018). 

Há ainda estudos (Reja, 2018), que tratam sobre outro mecanismo de resistência 

medicamentosa devido à redução genômica do ML que ocorre durante o tratamento 
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poliquimioterápico através de um mecanismo denominado de “TCC repeats”, cuja mensuração 

da problemática é totalmente desconhecida, vez que também se trata de recente descoberta, cuja 

análise foi restrita à academia (REJA et al., 2018). 

 

2.2 IMUNOLOGIA DA HANSENÍASE 

 

2.2.1 A imunidade inata 

 

A hanseníase apresenta um atrativo modelo para que sejam exploradas todas as 

possibilidades conhecidas da intrincada cascata de eventos que ocorrem durante a exposição de 

um hospedeiro aos patógenos que provocam a doença. Há muito se tenta compreender os 

elementos que conferem resistência ou susceptibilidade ao desenvolvimento da doença, 

atravessando-se inicialmente pela susceptibilidade genética, quando até a descoberta do ML era 

doença considerada de transmissão hereditária (MENKE et al., 2010). 

Pensou-se inicialmente em variações da virulência do agente etiológico, contudo, até 

mesmo após a descoberta do MLM, inicialmente associado à hanseníase de Lúcio, forma clínica 

completamente anérgica. Esta teoria isoladamente não se sustentou, pois foram identificados 

pacientes com hanseníase TT infectados pelo MLM. A forma clínica TT é diametralmente 

oposta a hanseníase de Lúcio em relação à resistência imunológica (HAN, 2017). 

A susceptibilidade genética à infecção pelo ML é, portanto, complexa e pode ser 

influenciada por diversos componentes relacionados aos patógenos, ao hospedeiro e a fatores 

epigenéticos (Gibbs, Schott et al. 2022). Os principais genes estudados em relação à 

susceptibilidade à infecção e suas respectivas funções, encontram-se resumidos na tabela 1.  

 

Tabela 1: Principais genes estudados na susceptibilidade à hanseníase  

SÍMBOLO 

OFICIAL 

NOME OFICIAL COMPLETO FUNÇÃO 

PRINCIPAL 

TLR2–TLR1 

HETERODIMERS 

 

Toll-like receptors (TLRs) Mediar a ativação 

imunológica de 

células humanas. 
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HLA-DRB1 Major histocompatibility complex, 

class II, DRB1. 

Apresentação de 

antígenos 

extracelulares para 

células T CD8+. 

 

IL-10 GEN 

 

Gen interleucina-10. Citocina com 

propriedades anti-

inflamatórias. 

 

PARK2/PACRG 

SNPS 

 

 

Parkinson protein 2, E3 ubiquitin 

protein ligase/Parkin co-regulated 

gene) Single Nucleotide 

Polymorfirms. 

Proteólise mediada 

por ubiquitinas. 

 

 

 

 

NOD 2 

 

 

 

 

Nucleotide-binding 

oligomerization 

domain containing 2 

Receptor 

intracitoplasmático 

que desempenha um 

papel na resposta 

imune contra 

lipopolissacarídeos 

bacterianos 

intracelulares. 

 

TNF-Alpha Tumor necrosis factor alpha Citocina pró-

inflamatória. 

 

 

RIPK2 

 

Receptor-interacting serine-

threonine kinase 2 

Integrante da família 

de interação protéica 

da serina/teonina 

proteína-quinases. 

JAGGED-1 jagged canonical Notch ligand 1 Participação na 

diferenciação 

macrofágica 

 
Fonte: ALCAÏS, et al., 2005; SCHURR et al. 2006. 
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Admitindo-se a transmissão da hanseníase por via aérea, os primeiros eventos 

imunológicos relacionam-se à imunidade inata, havendo a participação de determinadas células 

como as células dendríticas (DCs) e os macrófagos. As DCs reconhecem o ML através dos seus 

receptores de padrões de superfície (PPRs), internalizando antígenos e promovendo a produção 

de IFN- γ, que por sua vez induzirá a sua autofagia e apoptose através da fusão de fagolissomos 

e lisossomos, promovendo a apresentação destes antígenos às células da linhagem TCD4+ 

(DANG et al., 2019). 

Da mesma maneira que as DCs, os macrófagos derivados dos monócitos (MCDM) 

reconhecem os PPRs do ML principalmente através dos TLRs e do domínio de oligomerização 

de ligação a nucleotídeos contendo proteína 2 (NOD2), mediado pelos receptores do 

complemento CR1 (CD35), CR3 (CD11b/CD18) e CR4 (CD11c/CD18). Curiosamente a 

ativação do IFN-γ inibe a função do receptor do complemento e a fagocitose desta bactéria 

(SCHLESINGER; HORWITZ, 1991). 

Este fato sugere a necessidade de equilíbrio nesses eventos iniciais entre a autofagia 

promovida pelas DCs e a produção de IFN-γ, para que a ativação dos heterodímeros 

TLR1/TLR2, superexpressos em pacientes com hanseníase TT, induza a produção de citocinas 

proinflamatórias como o TNF-α e a interleucina 12 (IL-12), uma vez que já está bem 

determinado o papel protetor do IFN-γ e também do fator estimulador de colônias de 

granulócitos-macrófagos (GM-CSF), que aumentam a expressão de TLR1 em monócitos e 

DCs, durante a resposta imune adaptativa (KRUTZIK et al., 2003). 

Outra hipótese a ser considerada na susceptibilidade à doença, mas que não encontra 

ainda a elucidação satisfatória, diz respeito ao amplo parasitismo macrofágico detectado nos 

pacientes com hanseníase virchowiana, tornando essa célula completamente subvertida em sua 

função primordial. Nos pacientes VVs, a diferenciação macrofágica predominante de 

macrófagos é do tipo M2 (CD68+CD163+) e M4 (CD68+ MRP8+). Macrófagos M2 e M4 

apresentam elevada capacidade fagocitária contribuindo para a reparação tecidual, mas são 

inefetivos na resposta microbicida necessária à eliminação do ML, contribuindo para a resposta 

imunossupressora na forma disseminada da doença. Para uma efetiva resposta imune 

imunoprotetora, é requerida a predominância na diferenciação dos macrófagos para o fenótipo 

M1 (CD68+CD163-), observada nos pacientes TTs, pois, esta população celular produz TNF-
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α, IFN-γ e óxido nítrico sintase (Inos), dando origem a radiais livres capazes de destruir o bacilo. 

(SIMOES QUARESMA et al., 2012; DE SOUSA et al., 2018).  

O processo de diferenciação macrofágica na hanseníase vem sendo cada vez mais 

explorado. Células endoteliais participam deste processo, quando estimuladas sobretudo pelo 

IFN-γ via Jagged-1. O miR-34ª-5p controla a expressão de JAG1 e encontra-se superregulado 

em pacientes VVs (SALGADO et al., 2018). 

Outras importantes vias metabólicas celulares são exploradas na compreensão da 

imunidade inata da hanseníase. A via antimicrobiana vitamina D-dependente foi bem 

caracterizada em pacientes TT, contribuindo para o controle da doença. A inibição de dois 

peptídeos antimicrobianos através do hsa-mir-21, interfere na expressão de TLR2/1 e induz a 

superexpressão de IL-10, cuja atividade imunossupressora na hanseníase já se encontra bem 

caracterizada. Zavala et al. (2018) estudaram o papel da vitamina D em pacientes com 

hanseníase, sugerindo que a mera suplementação é ineficaz para alterar as respostas 

imunocelulares nos locais da infecção pelo ML, pois a ativação antimicrobiana vitamina D-

dependente é inibida nos macrófagos parasitados pelo ML, que tonam-se incapazes de converter 

a 25D circulante em 1,25D. Desta forma, sugere que além da suplementação, faz-se necessário 

o manejo simultâneo do sistema metabólico da vitamina D para que possivelmente se alcance 

o benefício terapêutico esperado, não somente na hanseníase, mas em outras doenças 

provocadas por micobactérias.  (LIU et al., 2012; Zavala et al., 2018). 

De grande interesse é o antígeno PGL-1 do ML e o seu papel na imunidade inata. O 

PGL-1 é um antígeno específico do ML encontrado em sua parede celular, e é considerado o 

ligante bacteriano que direciona o patógeno para as células preferenciais de seu parasitismo. 

Este antígeno induz à produção de anticorpos anti-PGL-1, facilmente detectáveis por ELISA 

nos casos multibacilares e em contatos intradomiciliares, mesmo assintomáticos e, portanto, 

com grandes chances de desenvolver a doença.  Embora de utilidade limitada para diagnóstico 

de casos precoces de hanseníase, foi identificada uma via imunológica onde há a interação do 

PGL-1 com o receptor do complemento (CR3) de macrófagos, DCs e neutrófilos 

polimorfonucleares (PMNs), ativando a tirosina-quinase (Syk) e induzindo a translocação 

nuclear dependente de calcineurina do fator de transcrição NFATc, que por sua vez aumenta 

seletivamente a produção de IL-2 por DCs, IL-10 por PMNs e IL-1β por macrófagos. Este eixo 

foi definido como CR3-Syk-NFATc. (DOZ-DEBLAUWE; CARRERAS et al., 2019). 
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Os avanços na compreensão dos mecanismos da imunidade inata são essenciais para 

que sejam desenvolvidas futuras estratégias de imunoprofilaxia e quimioprofilaxia para a 

doença. 

 

2.2.2 A imunidade adaptativa 

 

Uma vez vencidas as barreiras da imunidade inata, os linfócitos desempenharão uma 

função primordial nos desfechos da infecção pelo ML. Para o controle da doença, linfócitos 

TH1 através da produção de citocinas como a IL-2 e o IFN- γ promoverão a ativação e 

diferenciação dos macrófagos para o fenótipo M1. Em contrapartida, a atuação de linfócitos 

TH2 e a produção de citocinas como a IL-4, a IL-5 e a IL-10, oportunizarão a sobrevivência do 

ML e a evolução da hanseníase para as formas clínicas de doença disseminada (YASMIN et 

al., 2021). 

Após a caracterização dos linfócitos TH17 e a sua efetiva contribuição para o 

direcionamento da evolução da hanseníase para a forma clínica TT, o interesse nas diversas 

populações linfocitárias expandiu-se, com as investigações direcionadas aos polos da doença e, 

consequentemente aos linfócitos promotores de uma resposta imune efetiva ou aos linfócitos 

com perfil imunossupressor (SAINI et al., 2013; DE ALMEIDA-NETO et al. 2015). 

Várias citocinas e vias imunológicas foram descritas como participantes da ativação dos 

linfócitos TH17 na hanseníase, principalmente a IL-17. A plasticidade dos linfócitos 

demonstrou que a IL-21 e IL-22 desempenham um importante estímulo para a produção de IL-

17, além da IL-23 também se encontrar envolvida nesta diferenciação, tanto em sangue 

periférico quanto em lesões de pele de pacientes com hanseníase (SHI et al., 2022). 

A despeito dessas primeiras verificações dos linfócitos TH17 na hanseníase, 

recentemente outros autores exploraram estas células nos pacientes reacionais, com 

interessantes contribuições e demonstrando a atuação dos linfócitos Tregs nesta 

imunomodulação, sobretudo os linfócitos CD4+CD25+FOXP3+ (Tregs convencionais) 

(XAVIER et al., 2021; SAINI et al., 2022).  

As células Tregs são essenciais para a manutenção da tolerância imunológica periférica 

(self-tolerance) colaborando para a prevenção de doenças autoimunes, incrementando a 

atividade antitumoral, controlando reações relacionadas à rejeição de transplantes e limitando 
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a destruição tecidual provocada por doenças inflamatórias crônicas (SHIMIZU et al., 1999; 

TAKAHASHI et al., 2000; GOIS et al., 2022). 

Massone e cols. (2010), demonstraram pela primeira vez que células Tregs 

convencionais estão presentes nas lesões de pacientes com diferentes formas de hanseníase, 

sendo preponderantes em reações hansênicas, sobretudo reações hansênicas do tipo 1 

(MASSONE  et al., 2010). 

Posteriormente, Fernandes et al. (2013), verificaram uma maior frequência de linfócitos 

Tregs convencionais (CD4+) e TCD8+ (CD8+CD25+FOXP3+) em pacientes multibacilares 

menores de 15 anos estabelecendo uma correlação com aspectos clínicos (número de lesões) e 

laboratoriais (índice baciloscópico) da doença (FERNANDES et al., 2013). 

Reconhecendo-se os efeitos imunológicos antagônicos entre os linfócitos TH17 e as 

células Tregs, Sadhu et al (2016), verificaram esta interação, encontrando elevada expressão de 

CD4+CD25(high)FOXP3+ em pacientes DVs e VVs e baixa expressão em pacientes TTs e 

DTs. O aumento da expressão de células TH17 demonstrou comportamento oposto, 

encontrando-se elevados em pacientes TTs e DTs e diminuídos em pacientes DVs e VVs. 

(SADHU, et al. 2016).  

A interrupção da estabilidade clínica da hanseníase para os estados reacionais é 

acompanhada de profundas modificações no perfil imunológico dos pacientes com hanseníase 

e há muito vêm sendo exploradas. A TR-1 modifica a arquitetura do granuloma epitelióide, 

com o influxo de linfócitos, sobretudo com um perfil TH1 e TH17, incrementa a produção de 

várias citocinas como IFN- γ, TNF-α, IL-6 IL-23ª e TGF-β sendo este último, em conjunto com 

outros fatores, associado ao desenvolvimento de células Tregs periféricas, TH17, TH9 e TFh. 

Um efeito sinérgico de imunorregulação via TGF-β versus IL-6 é verificado tanto na T1-R 

quanto na TR-2 e demonstra um importante mecanismo a ser considerado para a contribuição 

no desenvolvimento das reações hansênicas (NAAFS; VAN HEES, 2016, SAINI et al., 2020; 

SANJABI et al., 2017). 

 

2.2.4 As implicações do receptor CCR5 na patogênese das doenças infecciosas e o seu papel 

quando expresso em linfócitos Tregs 
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Os receptores de quimiocinas em seu conjunto, se constituem de uma complexa rede de 

23 proteínas de superfície celular que até então reconhecem 50 quimiocinas em células 

humanas. Reconhecidamente esses receptores são fundamentais para coordenar a migração e o 

posicionamento celular e já foram estudados em muitas doenças inflamatórias e neoplásicas, 

bem como na formação de tumores e metástases (VIOLA; LUSTER, 2008).  

Este reconhecimento receptor-quimiocina não é exclusivo, havendo receptores que se 

ligam a múltiplas quimiocinas e vice-versa, resultando sinalizações enviesadas com 

seletividade funcional entre ligantes, receptores, células e tecidos. Existem diferentes ligantes 

(no mesmo receptor), diferentes receptores (com o mesmo ligante) ou diferentes tecidos ou 

células para o mesmo par receptor-ligante. (STEEN et al., 2014). 

A expressão do receptor CCR5 vem despertando o interesse em várias doenças, surgindo 

a partir da infecção pelo HIV quando os pacientes que conviviam com este vírus, por um CCR5-

knockout geneticamente determinado, demonstravam ser capazes de controlar a progressão da 

doença, possibilitando o desenvolvimento de drogas que notadamente apresentam a função de 

inibir este receptor. Essas drogas já vêm sendo experimentadas em outras condições, como o 

adenocarcinoma pancreático, influenza e COVID-19. (FERRERO et al., 2021; FILES et al. 

2022; WANG et al., 2022).  

Recentemente, O receptor CCR5 demonstrou desempenhar um importante papel na 

ativação e diferenciação de células TCD8+, verificado em primatas infectados com o vírus da 

imunodeficiência dos símios (SIV). Nestes animais, o bloqueio deste receptor reduziu a 

inflamação, mas prejudicou a resposta à infecção por linfócitos T específicos. Por sua vez, entre 

outras funções, os linfócitos Tregs são responsáveis pela diferenciação e ativação de linfócitos 

TCD8+. A partir deste fato, torna-se compreensível que em pessoas vivendo com HIV, a 

interação entre células TCD8+ e Tregs é influenciada pela capacidade alterada de homing 

dependente de CCR5 de células TCD8 e Tregs (VAN EEKERENI et al., 2022). 

Ao longo dos anos, estudos verificaram que o CCR5 é altamente expresso durante a 

ativação das células TH1 que desempenham um papel crítico nas respostas imunes do 

hospedeiro contra as doenças provocadas por micobactérias, certos parasitas e fungos 

(JENKINS et al. 2006; CAMARGO et al., 2009; CHANG et al., 2013).  

Na tuberculose, uma das infecções que mais se aproxima do tipo de resposta 

imunológica em relação à hanseníase, foi demonstrado que o Mycobacterium tuberculosis 

utiliza a sinalização do CCR5 como uma importante estratégia para subverter as respostas 
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imunes do hospedeiro. Nesta doença, ocorre um aumento da expressão de CCR5 na superfície 

dos macrófagos, que promove por sua vez um mecanismo regulatório positivo para a produção 

de IL-10. A IL-10 é associada à regulação negativa da expressão de MHC-II dos macrófagos, 

juntamente com a regulação positiva da expressão de CCR5 através do envolvimento de STAT-

3 criando-se um mecanismo favorável para a subversão das respostas imunes necessárias para 

a eliminação do patógeno (DAS et al., 2014). 

Yurchenko et al. (2006), estudando a leishmaniose, verificaram a importância do 

receptor CCR5 no trânsito de células CD4+CD25+ para os sítios de infecção. Neste estudo, 

células CD4+CD25+CCR5-/- promoveram uma resposta imunológica de grande magnitude 

através da produção de IFN-γ parasita-específico por linfócitos TCD4+. Essa resistência 

paradoxalmente foi relacionada com uma migração deficiente destas mesmas células CCR5-/- 

aos locais da infecção, demonstrando que é a expressão ou não de CCR5 pelas próprias células 

Tregs que determinam o retorno das células CD4+CD25+CCR5+/+ aos locais de infecção, 

promovendo o estabelecimento e a sobrevivência de longo prazo do parasita (YURCHENKO 

et al., 2006). 

A expressão do receptor CCR5+ foi estudada em camundongos na 

paracoccidioidomicose por Moreira et al (2008). Esta doença apresenta uma resposta 

imunológica também dicotômica cujo adequado controle da infecção depende da formação de 

granulomas, de forma semelhante à hanseníase. Os autores verificaram que camundongos 

CCR5-/- eram mais eficientes em controlar o crescimento e a disseminação fúngica em relação 

aos camundongos CCR5+/+ e esse mecanismo era dependente da menor migração de células 

Tregs aos sítios da infecção, propiciando a formação de granulomas e levando ao controle da 

infecção (MOREIRA et al., 2008). 

Woodward Davis et al. (2020), demonstraram que 65% de linfócitos TCD4+ residentes-

teciduais (CD69+) expressam o receptor CCR5 próximos as camadas epiteliais de barreira. 

Esses linfócitos CCR5+/+ não são somente do tipo TH1, mas também TH17 e Tregs. Os 

resultados encontrados neste estudo, apontam que estes linfócitos TCD4+CD69+ em seu 

conjunto, necessitam expressar CCR5 para que sejam mantidas como uma população celular 

estável tanto em tecidos saudáveis como também em tecidos inflamados. Interessantemente este 

estudo demonstrou também que os linfócitos TH17 são muito mais abundantes nas células 

TCD4+CD69+ do que nos linfócitos circulantes (TCD4+CD69-), fortalecendo as propriedades 

de barreira imunológica nas mucosas. (CARVALHO et al. 2018; WOODWARD DAVIS et al., 

2019).  
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Estas importantes descobertas sobre os linfócitos TH1, TH17, Tregs, o receptor CCR5, 

e as citocinas envolvidas na patogênese de diversas doenças são de grande relevância, 

principalmente quando a imunidade da mucosa é estudada, considerando que é a principal porta 

de entrada e também de eliminação do Mycobacterium leprae para o meio ambiente, 

relacionando-se diretamente com a cadeia epidemiológica de transmissão da doença 

(CARVALHO et al., 2018). 

Considerando o importante papel do receptor CCR5 na orquestração da migração de 

células, sobretudo leucócitos em resposta à inflamação tissular, sabe-se que aquelas que 

expressam CCR5 são recrutadas aos sítios de inflamação em resposta às quimiocinas CCL3 

(MIP-1Αs), CCL4 (MIP-1β) e CCL5 (RANTES) (GRIFFITH et al., 2014). 

Contudo, a maioria dos trabalhos caracterizam a expressão do receptor CCR5 nas 

células T efetoras, com poucos estudos que verificaram-no nas células Tregs. Foi demonstrado 

pela primeira vez, que as células Tregs desprovidas de CCR5 em sua superfície eram menos 

efetivas na prevenção da mortalidade causada pela doença enxerto versus hospedeiro 

(WYSOCKI et al., 2005). 

Para compreender mecanismos de rejeição materno-fetal, Kallikourdis et al. (2007), 

concluíram que, com base na expressão do receptor CCR5, as células Tregs elas podem ser 

divididas em uma subpopulação TregsCCR5+/+, altamente supressora, e uma subpopulação 

TregsCCR5-/-, muito menos supressora, considerando, portanto, as primeiras, como o “braço 

efetor” das células Tregs (KALLIKOURDIS et al., 2007).   

Até então, salvo melhor conhecimento deste autor, não existem estudos que avaliem a 

população TregsCCR5+/+ na patogênese da hanseníase. Apenas um trabalho verificou o receptor 

CCR5 na hanseníase em populações linfocitárias, executado por Mendonça et al (2008), que 

não encontrou diferenças significativas na expressão de CCR5 nas populações linfocitárias 

TCD4+ e TCD8+ em sangue periférico de pacientes com hanseníase (MENDONÇA et al., 

2008). 

 

2.2.4 O papel das quimiocinas e seus mecanismos de imunorregulação 

 

O termo quimiocina pode ser compreendido como uma contração de citocina 

quimiotática. As quimiocinas compreendem pequenas citocinas que são polipeptídios de cerca 
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de 8 a 12Kd. São subdivididas em quatro famílias fundamentadas na localização e na 

quantidade de resíduos de cisteína N-terminais. As duas principais famílias são as quimiocinas 

CC e CXC. Um pequeno número de quimiocinas apresenta uma cisteína única © ou duas 

cisteínas separadas por aminoácidos (CX3C). Elas são produzidas por leucócitos e várias outras 

células como fibroblastos, células endoteliais e células de diferentes epitélios (MILLER; 

MAYO, 2017). 

As funções desses polipeptídios são fundamentadas em mecanismos de quimioatração, 

estimulando a movimentação de clones específicos de leucócitos e regulando a sua migração 

do sangue para os tecidos (LUSTER, 1998). 

Em condições fisiológicas e para a manutenção da homeostase imunológica, existe a 

expressão de seus receptores pelos linfócitos TH1, TH2, TH17 e Tregs. Linfócitos TH1 

preferencialmente expressam os receptores de quimiocinas CXCR3 e CCR5 enquanto linfócitos 

TH2 expressam CCR3 e CCR8. Linfócitos TH17 e Tregs expressam os receptores CCR4 e 

CCR7 (WATANABE et al., 2020). 

A expressão dos receptores CCR2, CCR3, CCR5 e CXCR4 foi avaliada por citometria 

de fluxo na superfície de linfócitos de sangue periférico de pacientes com hanseníase e de 

indivíduos saudáveis. Neste trabalho somente foram observadas diferenças na expressão do 

receptor CXCR4, que se mostrou baixa nos pacientes com hanseníase, especificamente nos 

pacientes TTs, sugerindo que este receptor pode desempenhar um papel relevante no controle 

da infecção. O receptor CXCR4 é o receptor da quimiocina CXCL12/fator 1ª derivado de 

células estromais (MENDONÇA et al., 2011). 

As quimiocinas e seus receptores compõem, portanto, um sofisticado mecanismo de 

comunicação entre todas as células do organismo, atuantes tanto em respostas fisiológicas 

quanto em respostas patológicas, sendo estas últimas o principal gatilho que estimula a sua 

produção. Respostas precoces como a produção de IL-1, TNF-α, presença de 

lipopolissacarídeos bacterianos e infecções virais promovem tanto o seu surgimento quanto a 

expressão de seus receptores. (SHARMA, 2010).  

As principais famílias de quimiocinas, seus receptores e suas prováveis funções 

encontram-se resumidas na tabela 2. 
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Tabela 2: Citocinas humanas, receptores e principais funções descritas  
NOME 

PRINCIPAL 

NOME ALTERNATIVO RECEPTOR PRINCIPAIS FUNÇÕES DESCRITAS 

FAMÍLIA CXC 

CXCL1 

CXCL2 

CXCL3 

CXCL4 

CXCL5 

CXCL6 

CXCL7 

CXCL8 

CXCL9 

CXCL10 

CXCL11 

CXCL12 

 

CXCL13, CXCL16 

 

CXCL14 

 

CXCL17 

 

FAMÍLIA CCL 

CCL1 

 

CCL2 

CCL3 

CCL3LI 

 

CCL4 

 

 

CCL5 

CCL7 

CCL8 

CCL11 

 

CCL12 

CCL13 

CCL14 

 

 

CCL15 

 

 

 

 

CCL16 

CCL17 

 

GROα 

GROβ 

GROγ 

PF4 

ENA-78 

GCP-2 

NAP-2 

IL-8 

Mig 

IP-10 

I-TAC 

SDF-1α /β 

 

BCA-1 

 

BRAK 

 

 

 

 

I-309 

 

MCP-1 

MIP-1Αs 

MIP-1Αp 

 

MIP-1β 

 

 

RANTES 

MCP-3 

MCP-2 

Eotaxina 

 

? 

MCP-4 

HCC-1 

 

 

HCC-2 

 

 

 

 

HCC-4 

TARC 

  

CXCR2 

CXCR2 

CXCR2 

? 

CXCR2 

CXCR1, CXCR2 

CXCR1, CXCR2 

CXCR1, CXCR2 

CXCR3 

CXCR3 

CXCR3 

CXCR4 

 

CXCR5, CXCR6 

 

? 

 

GPR35 (?) 

 

 

CCR8 

 

CCR2 

CCR1, CCR5 

CCR1, CCR5 

 

CCR5 

 

  

CCR1, CCR3, 

CCR5 

CCR1, CCR2, 

CCR3 

CCR2, CCR5 

CCR3 

 

CCR2 (?) 

CCR1, CCR2 

CCR1 

 

 

CCR1, CCR3 

 

 

 

 

 

Recrutamento de neutrófilos 

Recrutamento de neutrófilos 

Recrutamento de neutrófilos 

Agregação plaquetária 

Recrutamento de neutrófilos 

Recrutamento de neutrófilos 

Recrutamento de neutrófilos 

Recrutamento de neutrófilos 

Recrutamento linfócitos T efetores 

Recrutamento linfócitos T efetores 

Recrutamento linfócitos T efetores 

Recrutamento de vários leucócitos / 

correceptor do HIV 

Direcionamento de linfócitos B aos 

folículos pilosos 

Estímulo à migração de várias células 

imunes e ação antimicrobiana 

Efeito benéfico no prognóstico de 

algumas neoplasias 

 

Recrutamento de monócitos e migração 

através de células endoteliais 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Inibidor de proliferação de células 

hematopoiéticas primitivas 

Recrutamento de linfócitos T, células 

dendríticas, monócitos, células NK e 

correceptor do HIV 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Recrutamento de eosinófilos, linfócitos 

TH2 e basófilos 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Recrutamento de diferentes leucócitos 

Aumento da proliferação de células 

progenitoras mielóides CD34+. Possui 

fraca atuação em monócitos  

Recrutamento de diferentes leucócitos e 

diferenciação de eosinófilos na leucemia 

eosinofílica humana 

Recrutamento de monócitos e linfócitos 

Recrutamento de células T e basófilos 

Direcionamento de células dendríticas e e 

linfócitos 
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CCL18 

 

CCL19 

 

 

CCL20 

CCL21 

 

 

 

CCL22 

 

 

CCL23 

 

 

CCL24 

 

CCL25 

 

CCL26 

 

CCL27 

 

 

CCL28 

 

 

 

FAMÍLIA XC 

XCL1 

 

 

 

 

XCL2 

 

 

FAMÍLIA CX3C 

CX3CL1 

 

PARC 

 

MIP-3β / ELC 

 

 

MIP-3α 

SLC 

 

 

 

MDC 

 

 

MPIF-1 

 

 

Eotaxina-2 

 

TECK 

 

Eotaxina-3 

 

CTACK 

 

 

MEC 

 

 

 

 

Linfotactina 

 

 

 

 

SCM-1β 

 

 

 

Fractalquina 

CCR1, CCR3 

CCR4 

? 

 

CCR7 

 

 

CCR6 

CCR7 

 

 

 

CCR4 

 

 

CCR1 

 

 

CCR3 

 

CCR9 

 

CCR3 

 

CCR10 

 

 

CCR10 

 

 

 

 

XCR1 

 

 

 

 

XCR1 

 

 

 

CX3CR1 

Estímulo à migração de células 

dendríticas e linfócitos T para zonas 

parafoliculares dos gânglios linfáticos 

Inibição da replicação do HIV 

Estímulo à migração de células 

dendríticas e linfócitos T para zonas 

parafoliculares dos gânglios linfáticos. 

Estímulo à migração de linfócitos TH17 

(in mice). 

Marcador de macrófagos M2, 

quimioatração de linfócitos Tregs 

CD4+CD25+FOXP3+, recrutamento de 

basófilos 

Recrutamento de linfócitos T e monócitos, 

inibição da proliferação de células 

progenitoras mielóides e promoção de 

angiogênese 

Recrutamento de linfócitos TH2, 

eosinófilos e basófilos 

Quimioatração de macrófagos M1 e 

linfócitos TCD4+ 

Recrutamento de linfócitos TH2, 

eosinófilos e basófilos 

Manutenção da homeostase em epitélios 

de barreira, expresso principalmente em 

queratinócitos. 

Atividade antimicrobiana contra bactérias 

Gram positivas, Gram negativas e fungos, 

atrave´s do recrutamento de linfócitos T e 

B. além de células plasmacitóides 

produtoras de IgA. 

 

Colabora com a resposta imune citotóxica 

mediada por células dendríticas, além de 

ser expressa no timo, promovendo a 

geração de linfócitos Tregs e a 

manutenção da self-tolerance. 

 

As suas funções ainda são exploradas. 

Apresenta efeito protetor na infecção pelo 

Mycobacterium tuberculosis via estímulo 

da proteína Wag31 (Rv2145c) 

 

Produzida por neurônios, tem o seu 

receptor nas células da micróglia do 

sistema nervoso central. Já foi constatada 

sua importância como apresentando efeito 

protetor na doença renal crônica. Recruta 

células T, NK e macrófagos e ativa 

linfócitos T citotóxicos e também as 
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próprias células NK. Regula o 

metabolismo do ferro. 

Fontes: SCHULZ-KNAPPE et al., 1996; OTTERSBACH et al., 2001, KIM et al., 2005, CAO et al., 2008, 

MIZUKAMI et al., 2008; LEE; KIM, 2010; SHARMA, 2010; LEI; TAKAHAMA, 2012; LU et al., 2016; ARRUDA-

SILVA et al., 2017; MOHAN et al., 2017; BINTI MOHD AMIR  et al., 2018; KORBECKI et al., 2021, MARTÍNEZ-

RODRÍGUEZ; MONTEAGUDO, 2021; SPINNEN et al., 2021; ZHANG et al., 2021; DAVILA et al., 2022; HAO 

et al., 2022; PANDUR et al., 2022; TSUJIHANA et al. 2022; WANG et al., 2022. 

 

Existe uma participação ainda pouco explorada das quimiocinas e as suas importantes 

funções biológicas durante o desenvolvimento da resposta imune nos pacientes com hanseníase. 

Lew et al (2002) pela primeira vez interessam-se por esses biomarcadores e encontram uma 

correlação positiva na expressão de CXCL10 com o índice baciloscópico (IB) em pacientes 

42ioinformati, com diferenças significantes em relação aos controles (LEW et al., 2002).  

Posteriormente, Kirkaldi et al (2003), detiveram-se a analisar a expressão de algumas 

quimiocinas e seus receptores diretamente nas lesões de pacientes com diferentes formas 

clínicas de hanseníase. Neste estudo, não encontraram diferenças entre a expressão de CXCL8, 

CCL2 e CCL5, exceto em pacientes boderline-tuberculóides durante a reação hansênica do tipo 

1, os quais apresentaram uma elevação da expressão de CCL2 e CCL5 (KIRKALDY et al., 

2003). 

A CXCL8 foi explorada na hanseníase, onde os autores verificaram que essa quimiocina 

desempenha uma importante função, assumindo um papel fundamental no recrutamento de 

células efetoras em pacientes com hanseníase virchowiana quando na ausência de ativação de 

IFN-γ e TNF-α (HASAN et al., 2004). 

Hasan et al. (2006), observaram elevados níveis séricos de CCL2 e baixos níveis séricos 

de CCL5 em pacientes VVs, comparando-os com indivíduos com tuberculose pulmonar e 

indivíduos saudáveis de áreas endêmicas. Os autores infectaram monócitos e posteriormente 

verificaram a expressão dessas quimiocinas espontaneamente e estimulando as culturas com o 

próprio Mycobacterium leprae (obtido de tatus), o Mycobacterium tuberculosis e o bacilo de 

Calmete-guerin (BCG). A expressão espontânea de CCL2 somente foi verificada após os 

estímulos utilizados nos pacientes com hanseníase, demonstrando neste trabalho que esta 

quimiocina desempenhou um importante papel na disseminação da doença (HASAN et al., 

2006). 

Um interessante estudo que ressalta a importância das quimiocinas na resposta imune 

protetora para a hanseníase foi conduzido por Mitra et. Al (2009). Os autores utilizaram altas 
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doses de lepromina, (no Brasil conhecida como antígeno de Mitsuda) com a finalidade de 

verificarem a indução da resposta imunológica de hipersensibilidade retardada ao estímulo, 

fundamentando-se na análise nos níveis das quimiocinas para verificarem os níveis de citocinas 

e quimiocinas em pacientes curados de hanseníase. Em relação às quimiocinas, observaram que 

nas células gigantes multinucleadas do granuloma formado, houve a expressão de CCL5, 

CCL3, CXCL9 e do receptor CXCR3 que é um ligante para a quimiocina CXCL10. Este mesmo 

padrão foi observado em lesões de pacientes com hanseníase TT, sugerindo uma similaridade 

imunohistopatológica entre pacientes TT e pacientes curados de hanseníase (MITRA et al., 

2009).  

Ainda em 2009, Stefani et al conduziram um estudo buscando marcadores para a TR-1 

e TR-2, identificando a CXCL10 e a IL-17 como potenciais biomarcadores para a ocorrência 

dos episódios de TR-1 (STEFANI et al., 2009). 

Mendonça et al (2007) encontrou CCL3 e CCL11 elevados em pacientes com 

hanseníase, em comparação com indivíduos saudáveis, e posteriormente (2010) verificou os 

níveis de CCL8, CCL3, CCL11 e CCL24 no plasma de pacientes com hanseníase antes e após 

o tratamento, comparando-os com indivíduos saudáveis. Os pacientes antes do tratamento 

apresentaram elevados níveis de CCL11 e CCL24, com decréscimo na CCL24 após o 

tratamento, considerando que esta quimiocina pode representar um importante biomarcador 

para a resposta satisfatória ao tratamento (Mendonça et al., 2007, 2010). 

Prosseguindo-se na busca de biomarcadores da infecção pelo ML, foi verificada que a 

expressão isolada de IFN-γ às respostas imunes contra proteínas específicas do patógeno não 

foram capazes de distinguir pacientes e contatos em uma área endêmica para a hanseníase. 

Todavia, a proteína ML2478 demonstrou ser potencialmente antigênica, induzindo à altas 

concentrações de CCL2, CCL4 e IL-1β em pacientes de uma área endêmica.  Já a expressão de 

CXCL10 e mesmo de IFN-γ em relação a esta proteína, diferiram entre contatos de áreas com 

diferentes prevalências de hanseníase (GELUK et al., 2012). 

Níveis de expressão de Mrna das quimiocinas CCL17 e CCL18 foram analisados na 

pele de pacientes com hanseníase, encontrando-se um aumento da expressão dérmica de CCL17 

nos pacientes TTs, e de CCL18 em pacientes VVs, fato que suscitou questionamentos por partes 

dos autores. Até então, a quimiocina CCL17 havia sido associada a polarização da resposta 

imune para o espectro TH2. Da mesma maneira, a elucidação para a expressão de CCL18 em 

pacientes VVs foi hipotetizada como possível através de um ciclo de feedback positivo que 
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estimularia o desenvolvimento de células voltadas para o fenômeno de tolerância imunológica 

(BERRINGTON et al., 2014). 

As quimiocinas CXCL10 e CCL2 em estudo que envolveu pacientes com hanseníase 

neural primária, se mostraram relevantes, com maior expressão em relação a indivíduos 

saudáveis. Adicionalmente, a expressão de CCL2 demonstrou importante correlação com a 

fibrose do sistema nervoso periférico, que é responsável pelo desenvolvimento das 

incapacidades (MEDEIROS et al., 2015). 

A expressão do gene i-NOS, CXCL10 e seu receptor CXCR3 foi avaliada como preditor 

da TR-1. Neste trabalho, os autores verificaram que em pacientes DTs, DDs, e DVs havia uma 

maior expressão de CXCL10, contudo, apenas em pacientes BTs a expressão do CXC3 

demonstrou o potencial para vir a ser um biomarcador imunohistoquímico capaz de prever e 

controlar a RH-1 (SHARMA et al., 2015). 

A avaliação do risco de adoecimento entre os contatos de pacientes com hanseníase é 

uma importante estratégia para o controle da doença. Queiroz et al (2020), em uma coorte 

prospectiva, observaram um aumento nos níveis sorológicos de CCL2, encontrando uma 

associação e uma correlação negativa entre CCL2 e IFN-γ, sugerindo que estes dois fatores 

analisados em conjunto, podem se tornar importantes biomarcadores para infecção subclínica 

nos contatos intradomiciliares de hanseníase (QUEIROZ et al., 2021).   

A redução do índice baciloscópico (IB) é um importante parâmetro a ser considerado na 

avaliação da resposta ao tratamento com a PQT. Recentemente, um estudo observou o 

decréscimo na produção de IFN-γ e CXCL10 nos macrófagos de lesões da pele de pacientes 

multibacilares após a conclusão de 12 doses do tratamento com a PQT. Contudo, os níveis 

séricos de CXCL10 foram significativamente aumentados nos pacientes que apresentaram 

redução no IB após o tratamento, enquanto que naqueles pacientes sem redução do IB, os níveis 

séricos de CXCL10 foram significativamente menores, sugerindo que a esta quimiocina 

também pode ser um relevante biomarcador para a resposta ao tratamento (FERREIRA et al., 

2021).  
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3 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

A realidade epidemiológica do Brasil em relação à hanseníase demonstra que a doença 

se encontra muito distante de atingir o patamar de doença “eliminada” como problema de saúde 

pública. Nos países que atingiram à meta proposta pela OMS os dados epidemiológicos 

demonstram que a transmissão continua, com a doença ressurgindo lentamente. Estudos de 

busca ativa de casos encontram até seis vezes mais casos do que seriam esperados com base 

nos dados relatados (BARRETO et al., 2012). 

Acrescente-se a contínua perda do conhecimento aprofundado da hanseníase, problema 

que se inicia na formação acadêmica dos profissionais de saúde e se reflete no campo de 

atuação, quando a necessidade de descentralização de diagnósticos culmina por não atingir os 

objetivos esperados, seguindo-se a uma curva decrescente na detecção de casos novos da 

doença, mas que mantém a estabilidade no número total de casos verificado nas coortes desde 

a implantação da poliquimioterapia (OMS, 2021). 

As estratégias para prevenção da transmissão da hanseníase são ainda bastante 

limitadas, representadas pelo provisionamento da poliquimioterapia para os pacientes 

diagnosticados ou a quimioprofilaxia pós-exposição, que no Brasil é representada pela 

aplicação da vacina BCG, e em alguns países, de acordo com recomendações da OMS vem 

sendo empregada mediante a tomada de uma única dose de rifampicina, com resultados 

contraditórios. Há ainda alguns estudos em andamento na índia com a utilização da vacina 

Mycobacterium indicus pranii (MiP) e o desenvolvimento de uma nova vacina nos Estados 

Unidos da América chamada LepVax, que se encontra na fase 1 de escalonamento para 

otimização da dose antigênica (SCHOENMAKERS et al., 2020). 

Todas as possibilidades de profilaxia e interrupção da cadeia de transmissão dependem 

do aprofundamento no conhecimento da imunologia da hanseníase. A produção de citocinas, 

quimiocinas e a estimulação das populações linfocitárias são os marcadores imunológicos que 

definem ou não a eficácia das táticas utilizadas até o momento. 

Dessa forma a compreensão do comportamento desses biomarcadores nos pacientes 

com hanseníase torna-se fundamental para que sejam ampliadas as possibilidades de 

imunoprofilaxia, quimioprofilaxia, controle e tratamento da infecção bem como a avaliação do 

uso de novas drogas e esquemas terapêuticos. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar a frequência de células TH17, de linfócitos TregsCCR5-/-, de linfócitos 

TregsCCR5+/+ e a expressão das quimiocinas CCL2, CCL5 CXCL8, CXCL9 e CXCL10 

entre as formas clínicas e/ou operacionais de pacientes com hanseníase sem reações 

hansênicas.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

  

• Verificar a frequência de células TH17 (CD4+IFN-γ-/-IL-17+/+), TregsCCR5-/- 

(CD4+CD25+FOXP3CCR5-/-) e TregsCCR5-/- (CD4+CD25+FOXP3CCR5-/-) em 

pacientes diagnosticados com hanseníase, sem reações hansênicas e sem tratamento, 

comparando os resultados com as formas clínicas espectrais e/ou operacionais (TT e 

VV) da doença. 

• Verificar a expressão das quimiocinas CCL2, CCL5 CXCL-8 CXCL9 e CXCL10 em 

pacientes diagnosticados com hanseníase, sem reações hansênicas e sem tratamento, 

comparando os resultados com a classificação clínica e operacional da doença. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

O presente estudo trata-se de um estudo observacional do tipo transversal com análise 

exploratória.  

 

5.2 POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

Os pacientes participantes deste estudo foram oriundo do Centro Municipal de 

Referência secundária em Hanseníase Amélia de Pontes, localizado na cidade de Caruaru – PE. 

O local é um tradicional ambulatório de Dermatologia Sanitária e de Infectologia, que acolhe 

pacientes com hanseníase por demanda espontânea e também referenciados a partir das 

unidades de atenção primária e especializada à saúde. Os casos de difícil condução clínica ou 

oriundos de áreas descobertas de assistência primária, permanecem em acompanhamento neste 

serviço até a alta por cura. Os demais casos são contra-referenciados à unidade de atenção 

primária de origem, permanecendo em acompanhamento compartilhado. É de responsabilidade 

das equipes de atenção primária o monitoramento pós alta, bem como a investigação dos 

contatos intradomiciliares por ocasião do diagnóstico. O diagnóstico é realizado obedecendo a 

critérios clínicos com o apoio da baciloscopia do raspado intradérmico que também é realizada 

neste local.  

Os pacientes foram classificados clinicamente de acordo com a classificação de Madrid 

com as formas I, TT, DD e VV e operacionalmente de acordo com os a OMS em paucibacilares 

e multibacilares (tabela 3). Entre os anos de 2017 a 2019 foram coletadas amostras sanguíneas 

de 33 pacientes diagnosticados com hanseníase, cuja estratificação encontra-se definida na 

tabela 4. As amostras sanguíneas e as análises estatísticas foram processadas no Laboratório de 

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) localizado no Campus Universitário da Universidade 

Federal de Pernambuco. 
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Tabela 3: Classificação clínica (Madrid) e operacional (OMS) para hanseníase. 

Conceito Categorias 

Forma clínica de 

hanseníase: 

Apresentação 

clínica da 

doença de 

acordo com a 

classificação de 

Madrid. 

Indeterminada: (I): pacientes apresentando lesão 

hipocrômica de bordos mal definidos e alteração de 

sensibilidade ou área cutânea sem mancha, com ou sem 

rarefação pilosa e alteração de sensibilidade. 

Tuberculóides (TT): pacientes apresentando até 5 lesões 

dermatológicas de bordos infiltrados e bem circunscritas, com 

alteração de sensibilidade, com ou sem envolvimento 

neurológico periférico. 

Dimorfo (DD): pacientes apresentando lesões foveolares 

disseminadas pelo tegumento com alteração de sensibilidade, 

com ou sem envolvimento neurológico periférico clinicamente 

evidenciável. 

Virchowiana (VV): Pacientes apresentando um ou mais dos 

seguintes sintomas: infiltração de pavilhões auriculares, áreas 

de infiltração cutânea, hansenomas disseminados com ou sem 

sintomatologia pertinente ao comprometimento neurológico 

periférico. 

Classificação 

operacional da 

hanseníase de 

acordo com a 

OMS 

Paucibacilares: casos com até 5 lesões de pele e baciloscopia 

negativa 

Multibacilares: casos com mais de 5 lesões de pele e/ou 

baciloscopia positiva ou negativa e/ou comprometimento de 

pelo menos um tronco nervoso periférico. 

 

Tabela 4: Categorização dos grupos de pacientes diagnosticados com hanseníase no período 

elencado para este estudo. 

Forma clínica 

de hanseníase  

Número 

de 

indivíduos  

Idade  

Media/min-

max 

Gênero Classificação 

operacional 

Tuberculoide 13 29,1 / 6-70 8 femininos / 

4 masculinos 

Pauclibacilar 
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Dimorfa 12 46,25 / 25-83 7 femininos / 

5 masculinos 

Multibacilar 

Virchowiana 8 47,8 / 23-75 3 femininos / 

5 masculinos 

Multibacilar 

 

5.2.1 Critérios de inclusão 

 

• Casos novos de hanseníase em qualquer forma de classificação clínica espectral 

levando-se em consideração a classificação de Madrid, sem reações hansênicas, sem 

tratamento e operacionalmente classificados como paucibacilares ou multibacilares. 

 

5.2.2 Critérios de exclusão 

 

• Casos novos de hanseníase que apresentaram no momento do diagnóstico quaisquer 

coinfecções ou doenças de natureza autoimune. 

• Casos novos de hanseníase que desenvolveram reações hansênicas antes do diagnóstico. 

• Recidivas de hanseníase. 

 

5.3 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

O presente projeto foi aprovado após análise do comitê de ética da Universidade Federal 

de Pernambuco através da emissão do parecer consubstanciado de número 879.625. Todos os 

pacientes envolvidos neste estudo foram voluntários e assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE). 

  

5.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

5.4.1 Coleta e cultura de sangue periférico 

 



50 
 

Foram coletados 10ml de sangue de 33 pacientes mediante punção de veia periférica 

cefálica ou basílica em prega flexural de um dos antebraços utilizando-se de “butterfly” 

(escalpe) ou suporte de coleta para tubos “Vacutainer®”. As culturas de sangue periférico foram 

realizadas em tubos de polipropileno de 14 ml (BD SystemTM). Foram utilizados 500Μl de 

sangue total em 1 ml de meio RPMI 1640 com glutamina (2Mm), gentamicina 50mg/ml 

(Sigma), 10Mm HEPES (Sigma) e 10% soro fetal bovino (Cultilab). As células do sangue 

periférico foram estimuladas separadamente com 10 μg/ml de Fitohemaglutinina (PHA) 

(GIBCOTM / Invitrogen Coorporation) e BCG (1μg/ml), na presença de 0,5μl de BD GolgiStop 

Protein Transpor Inhibitor (BD bioscience) nas últimas 5 horas de incubação. Os tubos foram 

incubados a 37°C, 5% CO2 por 24 horas. Os sobrenadantes das culturas foram coletados, 

centrifugados a 300 x g por 5 minutos, aliquotados e congelados para posterior determinação 

de quimiocinas por citometria de fluxo com o uso do Cytometric Bead Array – CBA.  As 

suspensões celulares foram utilizadas para determinação dos linfócitos TH17, Tregs e 

TregsCCR5+/+.  

 

5.4.2 Detecção das células Tregs e TH17 

 

As suspensões celulares foram lavadas com 8 ml PBS-BSA 0,5% (tampão fosfato Ph 

7,2 com soro albumina bovina) à 300 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi descartado, deixando um volume de aproximadamente 500Μl. Foram 

retirados 100Μl do sangue (suspensão celular) e colocados em tubos de poliestireno (5ml) 

(tubos falcon BD SystemTM N°352059) e acrescentados 2ml de Solução de Lise (BD FACSTM 

Lysing Solution Catalog No. 349202), sob agitação em Vortex, a suspensão foi incubada ao 

abrigo da luz, por 5 minutos, à temperatura ambiente. Para bloquear a reação adicionou-se 1 ml 

de PBS-BSA 0,5%. As suspensões foram centrifugadas a 300 x g por 5 minutos. As células 

lisadas foram lavadas duas vezes com 2ml de PBS-BSA 0,5% à 300 x g por 5 minuto e em 

seguida, fixadas com 500μl de BD Cytofix™(BD Catálogo N° 554655) por 20 minutos e em 

seguida lavadas duas vezes com PBS-BSA 0,5%. As células fixadas foram permeabilizadas em 

1ml de BD Perm/Wash™ (BD Catálogo N° 554723) e incubadas a temperatura ambiente por 

15 minutos e centrifugadas à 300 x g por 10 minutos, removendo-se o sobrenadante. As 

suspensões celulares foram marcadas com os anticorpos monoclonais específicos (CD4 

PERCP, CD25 APC, FOXP3 PE, CCR5 FITC, CD4 APC, FOXP3 PE, CD4 PE-CY5.5, IL17A 

PE, IFN GAMA FITC) por 30 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após 
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coloração as suspensões foram lavadas duas vezes com 1ml de BD Perm/WashTM e 

centrifugadas à 300 x g por 10minutos. As células foram ressuspendidas com 400Μl de BD 

Cytofix™. 

            As amostras foram analisadas em um citômetro de fluxo (FACScalibur, BD 

PharmingenTM). A aquisição e análise das amostras foram realizadas no Núcleo de Plataformas 

Tecnológicas (NPT)/ IAM/FIOCRUZ. A população de linfócitos foi selecionada utilizando o 

dot plot FSC versus SSC, sendo adquirido 10000 eventos dentro da janela de interesse (R1), 

onde as subpopulações de linfócitos T e as citocinas intracitoplasmáticas foram analisadas pela 

obtenção de gráficos bidimensionais de distribuição pontual de fluorescência. Para realizar a 

análise da expressão de IL17 em células CD4+IFNγ-/- (Células TH17) foi selecionada a janela 

de interesse R3 no gráfico FL3 versus FL1. Para avaliação das CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+ 

foi selecionada a janela de interesse R4 para CD4+CD25+FOXP3+ no gráfico FL2 versus FL3 

e para marcação de CCR5+/+ foi selecionada a janela de interesse R5 no gráfico FL4 versus FL3 

e o percentual de células foi avaliado (figura 4).  

 

Figura 5 : Gráfico dot plot representativo da aquisição de linfócitos no FACScaliburTM. 

 

5.4.3 Determinação de quimiocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array – 

CBA) 
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Os sobrenadantes das culturas celulares foram identificados para posterior dosagem das 

quimiocinas, utilizando-se o kit Human Chemokine CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL2 e CCL5 

(BD PharmigenTM, CA, USA). Cinco esferas de poliestireno, com diferentes intensidades de 

fluorescência foram recobertas com os anticorpos específicos para as quimiocinas humanas 

detectadas no canal FL-4. Posteriormente, 50 μl da mistura de esferas de captura, marcadas com 

os anticorpos anti- CCL2, anti- CCL5, anti- CXCL8/IL-8, anti- CXCL9 e anti- CXCL10 foram 

adicionadas em tubos devidamente identificados. Em seguida adicionou-se 50 μl do 

sobrenadante e do reagente Human Chemokine PE Detection marcado com ficoeritrina (PE). 

As amostras foram incubadas por 3 horas à temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Após as 

incubações, adicionou-se 1ml da solução de lavagem, procedendo-se a centrifugação por 10 

minutos a 300 x g. O sobrenadante foi desprezado. As amostras foram ressuspendidas com 

300Μl da solução tampão de lavagem para posterior leitura no citômetro de fluxo. Para a 

detecção de CXCL10 e CCL2, as amostras foram diluídas na proporção de 1:10 e 1:4, 

respectivamente, conforme orientação do fabricante (BD PharmigenTM, CA, USA). As análises 

foram realizadas através do Software FCAP Array versão 3.01 (Becton Dickson). Os limites de 

detecção do CBA Human Chemokine são: CXCL8 (0,2 pg/ml), CCL5 (1 pg/ml), CXCL9 (2,5 

pg/ml), CCL2 (2,7 pg/ml), CXCL10 (2,8 pg/ml). A aquisição e análise das amostras foram 

realizadas no núcleo de Plataforma Tecnológica (NPT) do IAM/Fiocruz, utilizando o citômetro 

de fluxo FACScaliburTM E20200030, BD Pharmingen® (BD Biosciences®) com o emprego do 

software CellQuestPro® e Software FCAP Array versão 3.01 (Becton Dickson). O software 

avalia o tamanho (Forward Scartter-FSC) e granulosidade das células (Side Scartter-SSC), além 

da fluorescência tipo 2 (FL2) e tipo 4 (FL4). 

 

5.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram codificados e a análise estatística foi realizada através do software 

GraphPad PRISM 9.4.0.0® (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Na avaliação da 

frequência de linfócitos, TH17, TregsCCR5-/- e TregsCCR5+/+ foi realizada análise de variância 

ANOVA e diante da heterogeneidade das amostras foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis 

seguido do teste de Dunns. Na avaliação da expressão das quimiocinas foi realizada análise de 

variância ANOVA seguida do teste de Tukey para verificar as diferenças entre os grupos Os 

achados foram considerados significativos quando p < 0,05. 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 ARTIGO 1: THE EXPRESSION OF TH17 CELLS, T REGULATORY CELLS CCR5-/-, 

AND T REGULATORY CELLS CCR5+/+ IN THE POLAR CLINICAL-IMMUNOLOGICAL 

SPECTRUM OF LEPROSY 

 

Abstract 

Leprosy is a disease characterized by antagonistic immune responses that, involving different 

cell populations, direct patients to poles of higher and lower resistance to infection. Tregs 

lymphocytes play an important immunosuppressive role in the course of the disease. The 

expression of the CCR5 receptor by Tregs lymphocytes represent a critical factor in the outcome 

of several diseases. We investigated the expression of TH17 lymphocytes, conventional Treg 

lymphocytes (CD4+CD25+FOXP3+CCR5-/-) and CCR5+/+ Treg lymphocytes 

(CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+) among patients with tuberculoid and lepromatous clinical 

forms of Hansen’s disease. Two different stimuli (phytohemagglutinin and Calmette Guerin 

Bacillus) were used in the cells cultures. The cells were labelled for immunophenotyping and 

53ioinfor by flow cytometry. Tuberculoids patients present more TH17 lymphocytes with PHA 

(0.24 ± 0.1 %cells) and BCG (0.3 ± 0.1 %cells) stimuli, showed significant differences between 

the two groups studied. Conventional Tregs cells were present without significant differences, 

while lepromatous patients presents more CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+ with PHA 

(0.632+0.38 %cells) or BCG (0.335 + 0.14 %cells) stimuli. These results suggest that the 

identification of Tregs cells that express the CCR5 receptor is in fact that contribute to the 

immunosuppression provided by this lymphocytic subpopulation in patients with lepromatous 

leprosy, as well as that there is a need of balance this TregsCCR5+/+ and TH17 cells in order 

to maintain clinical stability of patients with leprosy. 
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1 Introduction 

Some diseases whose clinical manifestations depend on immunological responses that 

are completely dichotomous to each other, due to the heterogeneity and plasticity in the 

differentiation of T cells, among which leprosy, allow to expand the knowledge about various 

processes that make up parts of the intricate and delicate puzzles of the system human immune 

system. In these pathologies, there is the participation of different phenotypes of cell 

populations, especially TCD4 lymphocytes, which include effector cells (T-helper), innate 

lymphoid cells (Ilcs), and regulatory T cells (Tregs). Tregs are recognized among other aspects 

through the expression of specific lineage genes that encode effector cytokines, cell surface 

markers, and key transcription factors [1, 2]. 

Leprosy is an infectious disease caused by Mycobacterium leprae (ML) and 

Mycobacterium lepromatosis, which remains hyperendemic in countries such as India, Brazil 

and Indonesia, with an estimate of more than 200.000 cases diagnosed annually. The definition 

of the clinical evolution of leprosy is immunologically mediated, with the predominance in the 

development of immune responses predominantly TH1 in paucibacillary clinical forms and 

predominantly TH2 responses in multibacillary clinical forms. Several cell populations have 

been studied to help understand these immunological mechanisms, including TH17 and Treg 

cells [3, 4, 5]. 

TH17 lymphocytes actively participate in the immunology of leprosy, being 

predominant in the paucibacillary forms of the disease, as well as having their expression 

increased in type 1 and 2 leprosy reactions. To date, conventional Tregs cells are referenced 

with greater expression in lepromatous patients, mainly due to the production of TGF-β in 

lepromatous leprosy as compared to tuberculoid leprosy. Furthermore, Tregs cells promote 
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negative regulation in patients with type 1 leprosy reaction due to the synergistic effect of TGF-

β and IL-6 [6, 7, 8, 9]. 

CCR5 is a G protein-coupled receptor (GPCR) that, together with its ligands, plays a 

role in different pathological conditions, highlighting its well-known role in HIV infection. 

Individuals carrying the CCR5Δ32 mutation are warranted a natural barrier to HIV-1 infection. 

When CCR5 is expressed by Tregs cells, it promotes an increase in suppressive activity 

demonstrated in autoimmune conditions such as psoriasis, neoplastic such as squamous cell 

carcinoma, inflammatory ones like atherosclerosis, and infectious ones such as Chagas disease 

and cutaneous leishmaniasis [10-14]. 

All these studies demonstrate the importance of CCR5 receptor expression in the 

outcome of several diseases, making their investigation important in a neglected disease such 

as leprosy. This study investigated for the first time the differences between the expression of 

TH17 cells, Tregs cells, and CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+ (TregsCCR5+/+) in patients with 

tuberculoid leprosy (T-lep) and lepromatous leprosy (L-lep), without leprosy reactions. 

2 Methods 

Patients were selected at the Amélia Pontes Health Centre, located in Caruaru 

municipality, Pernambuco, Brazil, a well-recognized leprology centre). In the period 

established for blood sample collections, 25 patients arrived at this leprology centre, and all 

agreed to participate in this study. Twenty patients had L-lep, and five patients had T-lep. The 

clinical form was considered the clinical occurrence of the disease in diagnosed individuals, 

according to the classification of Madrid (1953). All patients diagnosed with leprosy in this 

period were without complications or comorbidities that could interfere with the expected 

evolution of the disease. The procedures followed the ethical standards set by the committee 

responsible for human experimentation at the Federal University of Pernambuco, 466/2012 
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Brazilian ethical resolution, and with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983. All 

persons involved in this study signed a disclosed consent form. 

2.1 Collection of samples and culture of peripheral blood 

A 10ml blood sample was collected from 25 patients. Peripheral blood cultures will be 

performed in 14ml polypropylene tubes (BD SystemTM). 500μl of whole blood was used in 1 

ml of RPMI 1640 medium with glutamine (2Mm), 50mg/ml gentamicin (Sigma®), 10Mm 

HEPES (Sigma®), and 10% fetal bovine serum (Cultilab®). Peripheral blood cells were 

stimulated separately with Phytohemagglutinin (PHA) (GIBCOTM/Invitrogen Corporation®) 

(10μg/ml) and BCG (1μg/ml) in the presence of 0.5μl of BD GolgiStop Protein Transpose 

Inhibitor (BD BiosciencesTM) in the last 5 hours. Since 1993, BCG has been a recognized 

stimulus for assays that assess leprosy immune responses, being more potent than ML itself 

[15]. The tubes were incubated at 37°C, with 5% CO2 for 24 hours.  

2.2 Analysis of TH17, Tregs and CCR5 expression by flow cytometry 

Cell suspensions were washed with 8 ml PBS-0.5% BSA (phosphate buffer Ph 7.2 with 

bovine serum albumin) at 300 x g for 10 minutes at room temperature. The supernatant was 

discarded, leaving a volume of approximately 500Μl. 100Μl of blood (cell suspension) was 

removed and placed in polystyrene tubes (5ml) (falcon tubes BD SystemTM No 352059) and 

2ml of Lysis Solution (BD FACSTM Lysing Solution Catalog No. 349202) was added, under 

Vortex agitation, to lyse the red blood cells the suspension was incubated in the dark for 5 

minutes at room temperature. To block the reaction, 1 ml of 0.5% PBS-BSA was added. The 

suspensions were centrifuged at 300 x g for 5 minutes. Cells were washed twice with 2ml of 

0.5% PBS-BSA at 300 x g for 5 minutes and then fixed with 500μl of BD Cytofix™ (BD 

Catalog No. 554655) for 20 minutes and then washed twice with 0.5% PBS-BSA. Fixed cells 

were permeabilized in 1ml of BD Perm/Wash™ (BD Catalog No. 554723), incubated at room 
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temperature for 15 minutes, and centrifuged at 300 x g for 10 minutes, removing the 

supernatant. After staining, the suspensions were washed twice with 1ml of BD Perm/WashTM 

and centrifuged at 300 x g for 10 minutes. Cells were resuspended with 400Μl of BD Cytofix™. 

Cell suspensions were labelled with specific monoclonal antibodies (CD4 PERCP, CD25 APC, 

FOXP3 PE, CCR5 FITC, CD4 APC, FOXP3 PE, CD4 PE-CY5.5, IL17A PE, and IFN 

GAMMA FITC) for 30 minutes at room temperature and under the light. After staining, the 

suspensions were washed twice with 1ml of BD Perm/WashTM and centrifuged at 300 x g for 

10 minutes. Cells were resuspended with 400Μl of BD Cytofix™. Samples were 57ioinfor on 

a flow cytometer (FACScalibur, BD Pharmingen). The acquisition and analysis of samples 

were performed at the Nucleus of Technological Platforms (NPT)/ IAM/FIOCRUZ. The 

lymphocyte population was selected using the FSC versus SSC dot plot, and 10000 events were 

acquired within the window of interest (R1), where T lymphocyte subpopulations and 

intracytoplasmic cytokines were 57ioinfor by obtaining two-dimensional graphs of point 

distribution of fluorescence. To perform the analysis of IL17 expression in CD4+IFNγ-/- cells 

(TH17 cells), the R3 window of interest was selected in the FL3 versus FL1 graph. To evaluate 

CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+, the window of interest R4 was selected for 

CD4+CD25+FOXP3+ in the FL2 versus FL3 graph and for CCR5+/+ 57ioinform, the R5 

window of interest in the FL4 versus FL3 graph and the percentage of cells was evaluated (fig. 

1). 

Fig.1 here 

3 Statistical analysis  

The data of expression of CCR5 and cellular immunophenotyping were performed via 

the software GraphPad PRISM 9.0 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA 92037 USA). 

Analysis of variance (ANOVA), Kruskal–Wallis test followed by the Dunns test was performed 

and assigned the heterogeneity of the samples. P < 0.05 was considered significant.   
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4 Results 

The frequency of TH17 were higher  in T-Lep patients with both stimuli, BCG (0,8 ± 

0,3 %cells) and PHA (1,67 ± 0,6 %cells), in comparison with L-Lep patients  BCG (0,3  ±  0,1 

%cells) and PHA (0,24  ± 0,1 %cells), corroborating previous results of this research group [5].  

The results show no significant difference in the frequency of Tregs cells with both 

stimuli between L-Lep and T-Lep patients. However, L-Lep patients present more 

TregsCCR5+/+ when stimulated with PHA (0,632 ± 0,38 %cells) or BCG (0,335 ± 0,14 %cells) 

than T-Lep patients stimulated with PHA (0,31 ± 0,1 %cells) or BCG (0,18 ± 0,07 %cells). 

(fig.1).  

(Fig. 2 here) 

5 Discussion 

The characterization of lymphocytic subpopulations, as well as the knowledge about 

their surface receptors, demonstrate the need to expand on the knowledge acquired so far about 

the pathogenesis of the most diverse conditions. The TH1/TH2 dichotomy of inflammatory 

responses in diseases such as leprosy needs to be reviewed and expanded. Since the recognition 

of TH17 cells, the understanding of these aspects has undergone profound changes [16]. 

Few studies have investigated the 58ioinform of these cells in leprosy in patients without 

leprosy reactions. Saini et al. (2013) demonstrated the presence of TH17 lymphocytes in leprosy 

patients without defined TH1/TH2 polarization (TH0; IFN-γ+IL-4+). Subsequently, we 

demonstrated that they are present throughout the clinical spectrum of patients with leprosy, 

especially in paucibacillary clinical forms, in addition to verifying that after the beginning of 

treatment, there is also a tendency to increase their expression in L-lep patients, suggesting 

which are also associated with the process of immune cell restoration in patients with 

disseminated disease. This study corroborated these previous results, demonstrating once again 
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that TH17 lymphocytes are expressed with a significantly different frequency between T-lep 

patients and L-lep patients. [6, 17]. 

Recognizing the antagonistic immunological effects between TH17 lymphocytes and 

Treg cells, Sadhu et al (2016) verified this interaction, finding high expression of 

CD4+CD25(high)FOXP3+ in DVs and VVs patients and low expression in TTs and TDs The 

increase in the expression of TH17 cells. This fact showed this opposite behaviour, being 

elevated in TTs and DTs patients and decreased in DVs and VVs patients [18]. 

The activation, differentiation and plasticity of lymphocytic subpopulations is one of 

the factors that need to be better elucidated, because, as already exhaustively demonstrated, the 

mere expression of a surface receptor in effector lymphocytes or Tregs, considerably modifies 

its role in the outcomes of the most diverse illnesses. The protocols described in the literature 

for its recognition are very different, but little by little, they add pieces to this puzzle, despite 

showing discordant results. [19].  

Unless these authors know better, the expression of the CCR5 receptor by Treg 

lymphocytes has never been verified in patients with leprosy. TregsCCR5+/+ were called the 

“effector arm” of this cell population, being implicated in the immune responses concerning 

maternal-infant rejection. In infections such as leishmaniasis and 59ioinformatics59mycosis, 

TregsCCR5+/+ was also found to provide a 59ioinforma immune response for the survival of 

pathogens [20, 21, 22, 23]. 

In a disease such as leprosy, which presents similar immune responses, our results are 

in agreement with these studies, demonstrating a higher expression of TregsCCR5+/+ 

lymphocytes in L-Lep patients when compared to T-Lep patients. Surprisingly, conventional 

Treg lymphocytes did not show any difference between the poles of the disease, suggesting that 

it is only when they express the CCR5 receptor that these differences can be established.  
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6 Conclusion 

Conventional Treg lymphocytes showed no differences in their expression in the T-Lep 

and L-Lep poles of leprosy patients. However, TH17 cells are more expressed in T-lep patients 

and Tregs CCR5+/+ cells are more expressed in L-lep patients. Considering the need for a 

dynamic balance between various lymphocyte subpopulations, this brief report suggests the 

need for expansion in the phenotypic analysis of Treg lymphocytes so that the clinical stability 

and outcome of patients with leprosy can be better understood. 
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Figures and legend  

 

Fig. 1 Representative dot plot graph of Tregs and TregsCCR5+/+ lymphocyte acquisition in FACScaliburTM. To 

evaluate CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+, the window of interest R4 was selected for CD4+CD25+FOXP3+ in the 

FL2 versus FL3 graph, and for CCR5+/+ labelling, the R5 window of interest in the FL4 versus FL3 graph and the 

percentage of cells was evaluated. 

Figure 2: Clinical forms of leprosy and the expression of TH17, Tregs, and TregsCCR5+/+. A, B: L-lep patients; 

C, D: T-lep patients; E: comparative frequency of conventional Tregs cells (%CD4+CD25+FOXP3+); F: 

comparative frequency of TregsCCR5+/+ cells (%CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+); G: comparative frequency of 

TH17 (%CD4+IFN-/-γ-IL-17+/+) cells. Peripheral blood cells stimulated with phytohaemagglutinin (PHA) 

(10μg/ml) and Bacillus Calmette-Guerin (BCG) (1μg/ml) for 24h (*p < 0.05).  

* * 
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6.2 ARTIGO 2: ROLE OF CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9, AND CXCL10 CHEMOKINES 

IN THE PATHOGENESIS OF LEPROSY 

Abstract 

Abstract 

Leprosy is considered a chronic infectious and immunological disease whose clinical outcomes 

are directly related to inflammatory responses developed during its evolution course. In this 

sense, studies directed to immunological responses in the pathogenesis of leprosy are essential 

not only for their understanding but also for the identification of possible biomarkers. 

Chemokines are important chemoattraction cytokines that play an important role in infectious 

diseases and are little explored in leprosy. This study evaluated by Cytometric Beads Array, the 

major chemokines CCL2, CCL5, CXCL-8, CXCL9, and CXCL10 in leprosy patients, 

according to Madrid clinical classification and operational classification established by the 

World Health Organization. The samples were analyzed without stimulus and with stimuli by 

phytohemagglutinin and BCG. There were no significant differences in the expression of 

chemokine CCL2 and CCL5 along the clinical and operational spectrum of leprosy; however, 

chemokine CCL5 showed high and uniform concentrations in all patients. CXCL8 able to 

distinguish the clinical or operational forms of leprosy, especially paucibacillary patients, which 

are still a major challenge in the search for effective laboratory tests for diagnosis. CXCL9 and 

CXCL10 showed significant differences (p < 0.05) between all groups studied, but not were 

potential leprosy biomarkers. These findings may, as a whole, contribute to the investigation of 

future strategies for diagnosis, treatment, and chemoprophylaxis for leprosy. 

Keywords: Leprosy; Chemokines; Immunology; Biomarkers. 

 

 

 

 

 



66 
 

1 Introduction 

Leprosy is a chronic infectious disease caused by the mycobacteria Mycobacterium 

leprae (ML) and Mycobacterium lepromatosis (MLP), which have an initial affinity for 

Schwann cells and later by dermal macrophages consequently reaching the peripheral nervous 

system innervation network and structures such as the skin, mucous membranes, and peripheral 

nerve trunks, extending to other organs and systems [1, 2]. 

Despite being declared “eliminated” as a public health problem by the World Health 

Organization (WHO) in 2000, about 200,000 new leprosy cases are reported each year globally. 

The migratory movement has brought leprosy back to non-endemic areas such as Europe and 

the United States, where technical knowledge of the disease has been lost over the years and 

attention to the disease has re-awaken. Worldwide, 208,619 new cases of the disease were 

diagnosed in 2018, 30,957 of which in the Americas region. Brazil alone diagnosed 28,660 

leprosy patients (92.6%). Of this total, 1,705 (5.9%) were in children under 15 years of age. 

The state of Pernambuco diagnosed 2,517 new cases of leprosy alone, 165 of which were in 

children under 15 years of age. The COVID 19 pandemic significantly impacted these numbers 

around the world, and the 2021 data does not correspond to the epidemiologic reality of leprosy. 

[3, 4, 5]. 

Since leprosy is caused by pathogens that can’t  be cultured in vitro, all its 

immunological aspects represent an attractive model to better understand the different clinical 

outcomes of the disease; in turn, they depend briefly on the performance of innate and adaptive 

immunity developed from the initial onset of the infection [6]. 

Classically, these aspects were described from the TH1/TH2 dichotomy, however, the 

discovery of lymphocytic subpopulations such as TH17 lymphocytes and regulatory T 

lymphocytes (Tregs), cytokines, chemokines, and their receptors added another chapter to a 

difficult to solve intricate puzzle [7]. 

The term chemokine can be understood as a chemotactic cytokine contraction. 

Chemokines are polypeptides with about 8 to 12Kd, subdivided into four families based on the 

location and amount of N-terminal cysteine residues. The two main families are chemokines 

CC and CXC. A few chemokines have a single cysteine I or two cysteines separated by amino 
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acids (CX3C). They are produced by leukocytes and several other cells such as fibroblasts, 

endothelial cells, and different epithelium cells [8].  

The functions of these polypeptides are based on chemoattraction mechanisms, 

stimulating the movement of specific clones of leukocytes and regulating their migration from 

blood to tissues [9]. 

The regulation promoted by chemokines has gradually been better understood, and its 

production happens both by stimuli of recognition of microorganisms by the innate immune 

system, as well as by stimuli inherent to the adaptive immune system, such as the production 

of TNF, IFN-γ, and other interleukins produced in the various inflammatory responses during 

infectious, autoimmune and neoplastic diseases [10]. 

Little has been explored about the role of chemokines in the pathogenesis of leprosy. 

Wook Lew et al. (2002), for the first time, were interested in these biomarkers and found a 

positive correlation in the expression of CXCL10 with the bacilloscopic index (IB) in 

lepromatous patients, with significant differences concerning the controls [11]. 

Kirkaldi et al. (2003) analyzed the expression of some chemokines and their receptors 

directly in the lesions of patients with different clinical forms of leprosy. In this study, they did 

not find differences between the expression of CXCL8, CCL2, and CCL5, except in borderline-

tuberculoid patients during the type 1 leprosy reaction, which presented an increase in the 

expression of CCL2 and CCL5 [12]. 

Hazan et al. (2004) found that chemokine CXCL8 (IL-8) plays a fundamental role in the 

development of immune response in patients with lepromatous leprosy (LL) in the absence of 

TNF-α and IFN-γ. In 2006, together with other collaborators, the same author verified high 

serum levels of CCL2 and low serum CCL5 levels in LL patients, comparing them with 

individuals with pulmonary tuberculosis and healthy individuals from endemic areas [13, 14]. 

The expression of CCL5, CCL3, CXCL9, and the CXCR3 receptor, which is a linker for 

CXCL10, was verified in the cells of the granuloma induction by the Mitsuda antigen in patients 

treated and cured for leprosy. A similar pattern was perceived in patients with tuberculoid 

leprosy (TT), suggesting a protective role of these chemokines in the immune response of 

delayed hypersensitivity [15]. 
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Guerreiro et al. (2013) verified that schwann cells infected with live Mycobacterium 

leprae expressed some chemokines genes, including CCL2, CCL3, CXCL8 (IL8) and SOD2 

with specific leprosy signatures [16]. 

More recently, Queiroz et al. (2021), seeking immunological signaling for subclinical 

leprosy infection, conducted a longitudinal study between 2014 and 2015 in a hyperendemic 

region for leprosy in Brazil. The authors evaluated a panel of cytokines TNF-α, IL-6, IFN-γ, 

IL-2, IL-17A, IL-4, and IL-10 and chemokines CXCL8 (IL-8), CCL2, and CXCL9, comparing 

the result between paucibacillary, multibacillary and leprosy contacts, found only in this 

subgroup a negative correlation between IFN-γ and CCL2 [17]. 

Most studies have analyzed the role of chemokines in situ. In the case of molecules 

related to chemoattraction, it is also essential to observe the behavior of these components of 

the immune system in peripheral blood, thus helping to understand the direction of effector cells 

involved in immune responses related to leprosy. 

The present study evaluated the role of significant chemokines according to their 

functions in leprosy patients free of leprosy reactions, looking for patterns of expression 

associated with disease progression.  

2 Material and Methods 

2.1 Study design and population 

The patients participating in this study came from the Municipal Secondary Referral 

Center for Leprosy Amélia de Pontes, located in the city of Caruaru – PE – Brazil. The place is 

a traditional clinic of Sanitary Dermatology and Infectious Diseases, which welcomes patients 

with leprosy on spontaneous demand, referred from primary and specialized health care sites. 

Cases that are difficult to manage clinically or from uncovered areas of primary care remain 

under follow-up at this service until discharge due to cure. The other cases are counter-referred 

to the primary care site of origin, remaining in shared follow-up. It is the responsibility of the 

primary care teams to monitor after discharge, as well as to investigate household contacts at 

the time of diagnosis. The diagnosis is made according to clinical criteria with the support of 

slit-skin-smear of the intradermal scraping, which is also performed at this location. 
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Patients were classified clinically according to the Madrid classification with forms I, 

TT, DD and VV and operationally according to the WHO as paucibacillary and multibacillary 

(Table 3). Between 2017 and 2019, blood samples were collected from 33 patients diagnosed 

with leprosy, whose stratification is defined in table 4. Blood samples and statistical analyzes 

were processed at the Keizo Asami Immunopathology Laboratory (LIKA) located on the 

University Campus from the Federal University of Pernambuco. 

Table 1: Categorization of the groups of patients diagnosed with leprosy. 

Leprosy 

clinical 

classification 

Number of 

individuals 

Age 

Media/min-

max 

Gender Operacional 

classification 

Indeterminate 0 - - - 

Tuberculoid 13 29,1 / 6-70 8 female / 4 

male 

Paucibacilary 

Borderline 12 46,25 / 25-83 7 female / 5 

male 

Multibacilary 

Lepromatous 8 47,8 / 23-75 3 female / 5 

male 

Multibacilary 

The study selected only new cases of leprosy, had never undergone specific treatment 

for the disease, who had never developed leprosy reactions, and were free of autoimmune or 

infectious comorbidities that could interfere with the interpretation of the results. All 

borderlines patients were operationally classified as multibacillary. 

This study was conducted by signing a free and informed consent form (TCLE), with 

the protocol approved by the ethics committee of the Federal University of Pernambuco 

following Resolution 466/12 with a substantiated opinion number 879.625. 

2.2 Collection and culture of peripheral blood 

A 10ml blood sample was collected from 33 patients. Peripheral blood cultures were 

performed in 14 ml polypropylene tubes (BD SystemTM). 500Μl of whole blood was used in 1 

Ml of RPMI 1640 medium with glutamine (2Mm), gentamicin 50mg/ml (Sigma), 10Mm 

HEPES (Sigma), and 10% bovine fetal serum (Cultilab). Peripheral blood cells were stimulated 

separately with 10 μg/ml phytohemagglutinin (PHA) (GIBCOTM /Invitrogen Corporation) and 
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BCG (1μg/ml) in the presence of 0.5μl BD GolgiStop Protein Transport Inhibitor (BD 

bioscience) for 5 hours. The tubes were incubated at 37°C, 5% CO2 for 24 hours. The crop 

supernatants were collected, centrifuged at 1000rpm for 5 minutes, aliquoted, and frozen for 

subsequent determination of chemokines. BCG has been a recognized stimulus for assays that 

assess leprosy immune responses, being more potent than ML itself [18]. 

2.3 Determination of chemokines by flow cytometry (Cytometric Bead Array – CBA) 

Cell culture supernatants were identified for subsequent chemokine dosage using the 

Human Chemokine CXCL8, CXCL9, CXCL10, CCL2, and CCL5 kit (BD PharmigenTM, CA, 

USA). Five polystyrene spheres with different fluorescence intensities were coated with 

antibodies specific to human chemokines detected in the FL-4 channel. Subsequently, 50 μl of 

the capture ball mixture, marked with anti-CCL2, anti-CCL5, anti-CXCL8/IL-8, anti-CXCL9, 

and anti-CXCL10 antibodies were added to properly identified tubes. Next, 50 μl of sample and 

human chemokine PE detection marked with phycoerythrin (PE) (FL2 channel) were added. 

The samples were incubated for 3 hours at room temperature and under a light. After incubation, 

1ml of the washing solution was added, and centrifugation for 10 minutes at 300 x g. The 

overhead was despised. The samples were resuspended with 300Μl of the washing buffer 

solution for later reading on the flow cytometer. For the detection of CXCL10 and CCL2, serum 

samples were diluted in the proportion of 1:10 and 1:4, respectively, according to the 

manufacturer’s recommendations (BD PharmigenTM, CA, USA). The detection limits of CBA 

Human Chemokine are CXCL8 (0.2 pg/ml), CCL5 (1 pg/Ml), CXCL9 (2.5 pg/ml), CCL2 (2.7 

pg/ml), CXCL10 (2.8 pg/ml). The acquisition and analysis of the samples were carried out in 

the Technological Platform (NPT) nucleus of IAM/Fiocruz, using the FACScaliburTM flow 

cytometer, BD Pharmingen® (BD Biosciences®) with the use Software BD CellQuestTM and 

Software FCAP Array versão 3.01 (Becton Dickson). The software evaluated the size (Forward 

Scatter-FSC) and cell granularity (Side Scatter-SSC), in addition to fluorescence type 2 (FL2), 

and type 4 (FL4). 

3 Statistical analysis 

The data were coded, and the statistical analysis of chemokine expression was 

performed using GraphPad PRISM 9.4.0.0® software (GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA). ANOVA one-way variance analysis was performed, following Tukey’s post-test of 

multiple comparations. P values < 0. 05 were considered statistically significant. 



71 
 

4 Results 

The measurement of the CCL2 cytokine did not show significant differences in 

stratification by clinical forms or in the operational classification of leprosy patients (Fig. 1). 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fig. 1 – CCL2 chemokine. Quantitative analysis of chemokine CCL2 through clinical 

stratification. TT = tuberculoid patients; BB = borderline patients; VV = lepromatous patients. 

SE = no stimulus. PHA = stimulated with phytohaemagglutinin. BCG = stimulated with BCG. 

Operational classification: PB = paucibacillary patients, MB = multibacillary patients. There 

were no significant differences in CCL2 expression along the clinical or operational 

classification spectrum of leprosy patients. 

In respect to the chemokine CCL5, there was an increase in its expression uniformly 

throughout the spectrum of clinical and operational classification (fig. 2), however, without 

statistical significance in the comparative analysis among all groups studied. CCL5 did not 

respond to any of the stimuli used in this present study, although its expression with PHA was 

slightly higher in lepromatous patients, however without statistical significance 
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Fig. 2 – CCL5 chemokine. Quantitative analysis of chemokine CCL5 through clinical 

stratification TT = tuberculoid patients; BB = borderline patients; LL = lepromatous patients. 

SE = no stimulus. PHA = stimulated with phytohaemagglutinin; BCG = stimulated with BCG. 

Operational classification: PB = paucibacillary patients; MB = multibacillary patients. There 

were no significant differences in the expression of CCL5 along the clinical or operational 

classification spectrum of leprosy patients. 

There was a difference in the expression of CXCL8 (IL-8) between the groups of 

tuberculoid patients stimulated with PHA and lepromatous without stimulation along the 

clinical classification spectrum of leprosy patients. The operational classification did not show 

statistically significant differences.  
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Fig. 3 – CXCL8 (IL-8) chemokine. Quantitative analysis of chemokine CXL8 (IL-8) through 

clinical stratification. (*p < 0.05). TT = tuberculoid patients; BB = borderline patients; LL = 

lepromatous patients. SE = no stimulus. PHA = stimulated with phytohaemagglutinin; BCG = 

stimulated with BCG. Operational classification: PB = paucibacillary patients; MB = 

multibacillary patients. There was a difference in the expression of CXCL8 (IL-8) between the 

groups of tuberculoid patients stimulated with PHA and lepromatous without stimulation along 

the clinical classification spectrum of leprosy patients. The operational classification did not 

show statistically significant differences. The data were analysed using the one-way ANOVA 

and followed by a multiple-way test using the Tukey test. Tukey p values were reported, 

illustrating the differences observed between the groups. 

Significant CXCL9 chemokine expression was observed among the groups analyzed 

along the clinical classification spectrum of patients with and without stimuli. No differences 

were noted when patients were operationally classified (fig. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 4 – CXCL9 chemokine. Quantitative analysis of chemokine CXCL9 through clinical 

stratification (A). TT = tuberculoid patients; BB = borderline patients; LL = lepromatous 
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patients. SE = no stimulus. PHA = stimulated with phytohaemagglutinin; BCG = stimulated 

with BCG; (B). Operational classification: PB = paucibacillary patients; MB = multibacillary 

patients. There was a difference in the expression of CXCL9 along the clinical classification 

spectrum of leprosy patients with and without stimuli. The operational classification did not 

show statistically significant differences. The data were analyzed using the one-way ANOVA 

and followed by a multiple-way test using the Tukey test. Tukey p values were reported, 

illustrating the differences observed between the groups. 

The stimulation with PHA resulted in a great expression of chemokine CXCL10 in the 

groups of tuberculoid and lepromatous patients, besides being demonstrated with statistical 

significance between the clinical and operational classification of leprosy patients (Fig. 5). 
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Fig. 5 – CXCL10 chemokine. Quantitative analysis of chemokine CXCL10 through clinical 

stratification. TT = Tuberculoid patients; BB = borderline patients; VV = lepromatous patients. 

SE = no stimulus. PHA = stimulated with BCG phytohaemagglutinin = stimulated with BCG. 

Operational classification: PB = paucibacillary patients; MB = multibacillary patients. There 

was a significant difference in the expression of CXCL10 along the clinical and operational 

classification spectrum of leprosy patients with and without the stimuli. The data were analyzed 

using the one-way ANOVA and followed by a multiple-way test using the Tukey test. Tukey p 

values were reported, illustrating the differences observed between the groups. 

5 Discussion 

Chemokines play an important role in orchestrating immune responses during the early 

stages of infectious diseases by collaborating with protective immunity. However, in certain 

conditions such as tuberculosis, cytokines can guide the inflammatory response, increasing the 

risk of tissue damage to the pulmonary parenchyma and providing a favorable environment for 

the pathogen [19, 20]. 

Few studies evaluate the behavior of chemokines in leprosy immunology. In the case of 

chemotactic molecules, their analysis in peripheral blood along the spectrum of leprosy 

classification can be explored in the search for identification of biomarkers for disease 

progression. 

This study investigated the potential of peripheral blood analysis to verify the expression 

of a chemokine panel among the various clinical leprosy forms according to Madrid’s 

classification. In addition, the expression of the chemokines was observed when patients were 

operationally classified. Of the five chemokines studied, CXCL8 (IL-8), CXCL9, and CXCL10 

were expressed significantly differently among the different groups analyzed (p < 0.05), and 

there was uniform in CCL5 expression in all groups studied. 

CCL2 is a chemokine of the CC chemokine subfamily that has potent chemotactic and 

activating properties for monocytes, macrophages, dendritic cells, and CD4+ T cells that plays 

an important role in granuloma formation. In tuberculosis, its higher expression is associated 

with higher severity of the disease. Allergic patients infected with Schistosoma mansoni have 

low expression of CCL2 and increased CXCL8 (IL-8) [21]. 
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Although the analysis performed between the groups did not show significant 

differences, in this study, a slight increase in CCL2 was observed in the group of borderlines 

patients, who are the group of patients considered immunologically unstable, eliciting TH1, 

TH2, and TH17 responses and, therefore, with a higher risk of developing leprosy reactions. 

Additionally, the expression of CCL2 showed an important association with excessive deposit 

of extracellular matrix, macrophage recruitment, and fibrosis of the peripheral nervous system 

following reactional inflammatory neuritis responsible for the nerve damage and development 

of disabilities [22, 23]. 

This aspect suggests the need for intrinsic or extrinsic immunoregulatory factors, which, 

associated with low expression of CCL2, maintain the immune balance and contribute to the 

non-occurrence of leprosy reactions in leprosy patients. 

Three-gene signature CXCL8 (IL-8), CCL2, and SERP were verified through of 

transcriptomic analysis of Mycobacterium leprae-stimulated response in peripheral blood 

mononuclear cells, as potential biomarkers for early diagnosis of leprosy. Paradoxically CCL2 

serum increases is elevated in lepromatous leprosy patients with high BI, and that this correlates 

with disease severity [24, 25]. 

These observations in part meeting the results in the present study. Because the 

lepromatous clinical form presents a predominantly immunosuppressive response pattern in a 

disseminated disease, it may justify the higher CCL2 expression also in this patients group. 

Tuberculoid patients, in turn, present disease limited to some sites and effective immunological 

response, which are compatible with lower chemokine level in the serum without any stimuli.  

This interpretation contrasts with the study by Geluk et al. (2015), which indicated a 

higher expression of CCL2 in patients with tuberculoid and borderline tuberculoid leprosy. 

However, the authors did not measure or compare the expression of this chemokine with 

lepromatous patients [26]. 

On the other hand, the study of Queiroz et al. (2021), established a negative correlation 

of CCL2 and IFN-γ between the groups of household contacts (HHC) and leprosy patients, 

demonstrating that this finding was a predictor for subclinical infection in the HCC group. This 

correlation was not found in the paucibacillary and multibacillary leprosy patients [27]. 
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CCL5 is also a member of the CC chemokine subfamily and is chemoattractive to 

memory TCD4+ lymphocytes, monocyte, and eosinophils. It plays a crucial role in activating 

effector T cells and is expressed in various cell types such as respiratory epithelial mucosa cells, 

lymph nodes, endothelium, synovia, liver, spleen, myeloid cells, and macrophages. It plays a 

vital role in the formation of granulomas, showing to be expressed in macrophages of 

granulomas related to Mycobacterium tuberculosis infection [28-29]. 

Surprisingly, this CCL5 study was shown uniform expression throughout the 

clinical/operational spectrum of leprosy without demonstrating statistical differences between 

the polar forms of leprosy. This result differs from the study by Kirkaldy et al. (2003), which 

evaluated different chemokines in lesions of leprosy patients, finding significant differences in 

this chemokine between the clinical forms TT and VV, possibly due to the predominant role of 

this chemokine in granuloma formation [12]. 

Considering the fact that leprosy is an infection that affects several organs and systems 

and the demonstration of CCL5 expression in almost all organ cells known to be compromised 

by the disease, it is possible that peripheral blood analysis demonstrates more appropriately the 

behavior of this chemokine in leprosy. This observation may become an important biomarker 

to be better explored for detection of early infection, even in paucibacillary clinical forms, 

which except for the histopathological evaluation, remains to this day a challenge when based 

on laboratory assays. 

CXCL8 (IL-8) is a member of the subfamily of Chemokines CXCs, which mostly 

account for neutrophil chemoattraction. In leprosy, the role of neutrophils is studied during the 

onset of leprosy reactions, especially the type 2 leprosy reaction [30, 31].  

However, Kirkaldy et al. (2003) evaluated the expression of CXCL8 (IL-8) in lesions 

of leprosy patients who did not exhibit neutrophils, demonstrating that this chemokine is 

involved in the chemoattraction of monocytes and lymphocytes during the immunological 

response of the disease [12]. 

Hasan et al. (2004) compared the expression of CXCL8 (IL-8) with the expression of 

TNF-α among lepromatous patients and healthy controls living in areas endemic to leprosy, 

observing that there was a higher expression of CXCL8 (IL-8) to the detriment of TNF-α in the 

group of lepromatous patients. The author suggested a mechanism of immunoregulation 
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between these two cytokines where CXCL8 (IL-8) plays a major role in the immunological 

response in the absence of TNF-α. The interpretation of the results, however, may vary because 

the patients analyzed had been treated for different periods [13].  

In the present study, on the other hand, all patients were evaluated at diagnosis. An 

increase in CXCL8 (IL-8) expression was observed in all clinical forms of leprosy, except for 

lepromatous patients not stimulated with PHA and BCG. Tuberculoid patients produced more 

CXCL8 (IL-8) compared to lepromatous patients. There was also a significant difference (p = 

0.0309) between tuberculoid patients stimulated with PHA and without stimulation, 

demonstrating that CXCL8 (IL-8) may be play a role in controlling the disease, therefore 

considered a biomarker of protective response. 

Integrating the CXC subfamily, CXCL9 is a chemokine produced in a wide range of 

inflammatory and infectious conditions, sharing with CXCL10 the recruitment function of 

effector T lymphocytes and the CXCR3 receptor [32, 33]. 

This study verifies distinct CXCL9 expression in all groups analyzed with a 

predominant mean elevation in lepromatous patients. Statistical analysis showed significance 

not only between the polar spectral forms of the disease (p = 0.0167) but also among patients 

of clinical forms stimulated by PHA. This result is in line with the study by Queiroz et al. 

(2021), which verified increased expression of CXCL9 in multibacillary patients. Surprisingly, 

the stimulus with BCG did not elevate the mean expression of CXCL9 in tuberculoid or 

lepromatous patients. 

One of the strategies adopted in Brazil as immunoprophylaxis for leprosy is 

strengthening the BCG vaccination in HHC of leprosy patients, which is one of the reasons for 

this stimulus in this study. CXCL9 was the only chemokine that behaved indifferently to the 

stimulus with BCG in patients with tuberculoid leprosy. This is a fact of major concern, once 

immunological stimulation is considered for the control of Mycobacterium leprae infection 

[34]. 

The CXCR3/CXCL10 axis was recognized as a potent inducer of immunological 

responses concerning the “training” of innate immunity, which may or may not determine the 

efficacy of the BCG vaccine. This training involves the persistence of the altered functional 

state of the innate immune system cells that remains after the elimination of the initial stimulus, 
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allowing an expanded response to the restimulation of these same cells and of different pattern 

recognition receptors. This finding demonstrates the necessary link between innate and adaptive 

cells for controlling mycobacterial growth [35]. 

Notably, all individuals diagnosed with leprosy have been vaccinated with BCG. The 

BCG vaccination in the national territory is intended for immunoprophylaxis against 

tuberculosis. Thus, only one dose of BCG is ineffective ab initio to confer protection against 

infection by the Mycobacterium leprae [36, 37] 

Few studies have reported latent infection by Mycobacterium leprae. RT-PCR 

techniques with the pathogen-specific repetitive sequence (RLEP – Mycobacterium leprae-

specific repetitive sequence) are used in research with promising results but are unavailable in 

the field. Da Silva (2021), using the RLEP and the anti-PGL-I ELISA, verified a high casuistry 

of double positive cases (PGL-I+RLEP+) with an innovative concept on the theme, verifying 

that these individuals not only contribute to the spread of the disease but also have greater 

chances for the development of the disease [38]. 

Since the enhancement of immunization is the strategy adopted for HHC of leprosy 

patients and the low expression of CXCL9 in tuberculoid patients stimulated with BCG, 

CXCL9 could be a candidate biomarker to verify protection offered by BCG. 

CXCL10 conceptually is an IFN-γ-induced protein. This chemokine plays a vital role in 

the recruitment of TH1 cells to sites of inflammation, pointed out as an essential biomarker 

capable of distinguishing between individuals with latent Mycobacterium tuberculosis infection 

and individuals with active tuberculosis. [39]. 

In a pioneering way, Kaplan et al. (1987) evaluated the presence of CXCL10 in 

keratinocytes and dermal macrophages of patients with 79ioinfor tegumentary leishmaniasis, 

tuberculoid leprosy, and lepromatous leprosy, verifying the presence of this chemokine 

associated with IFN-γ in patients with LTA and tuberculoid leprosy [40]. 

Hungria et al. (2017) evaluated the potential of CXCL10 as a diagnostic tool for leprosy, 

correlating it with the expression of IFN-γ, verifying that this association was helpful for the 

diagnosis of paucibacillary leprosy patients, without, however, contributing to distinguishing 

between sick individuals and individuals with subclinical infection [41]. 
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This study confirmed the expression of CXCL10 in all clinical forms of leprosy, 

however, in the present study CXCL10 only statistically significantly distinguished the groups 

when compared without stimulation and with stimulation with PHA and BCG, demonstrating 

that it is not a good biomarker for distinguishing between the clinical and operational 

classification spectrum of leprosy. 

6 Study limitations 

This study evaluated a panel of the main chemokines looking exclusively at leprosy 

patients without treatment and free of leprosy reactions. The extension of these evaluations to 

patients with leprosy reactions, HHCs, and healthy individuals, would allow determining the 

role of these chemokines for early disease detection and prediction of reactional episodes.  

7 Conclusion 

Leprosy is accompanied by a broad and diverse expression of chemokines that can 

contribute to the understanding of the direction of immunological responses of leprosy patients. 

CCL5 could not distinguish the clinical forms of the disease. CXCL8 (IL-8) may contribute to 

the diagnosis of paucibacillary patients, which to this day remains a challenge. CXCL9 may 

collaborate to identify patients with latent Mycobacterium leprae infection and increased risk 

of developing the disease. CXCL10 it is not a good biomarker able to distinguish the clinical 

or operational forms of leprosy. As a whole, chemokines need to be widely explored in the 

pathogenesis of leprosy. Future and extensive studies will be necessary to verify the possibilities 

of being used as diagnostic strategies, immunoprophylaxis, and treatment in this millenary 

disease that remains neglected and challenging. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Os linfócitos TH17 estão com a sua frequência elevada nas formas clínicas 

paucibacilares da hanseníase mesmo na ausência de reações hansênicas, corroborando 

nossos resultados de estudo anterior realizado. 

• Os linfócitos Tregs convencionais (CD4+CD25+FOXP3+CCR5-/-)  estão presentes em 

todas as formas clínicas de hanseníase, contudo, sem apresentar diferenças 

estatisticamente significantes entre as formas polares da doença. 

• Os linfócitos TregsCCR5+/+  (CD4+CD25+FOXP3+CCR5+/+) estão presentes em todas 

as formas clínicas de hanseníase estando com a frequência significativamente 

aumentada nos pacientes com hanseníase virchowiana em comparação com aqueles 

com a forma clínica tuberculóide. 

• CCL2 encontra-se com baixa expressão e sem apresentar significância estatística entre 

as formas clínicas e operacionais da hanseníase, apesar de maior expressão em pacientes 

virchovianos. 

• CCL5 apresentou uniforme expressão em todas as formas clínicas e operacionais da 

hanseníase, sem apresentar significância estatística entre os grupos, demonstrando 

potencial para se tornar um biomarcador capaz de contribuir no diagnóstico da doença. 

Falar que está aumentada também no basal 

• CXCL8 (IL-8) demonstrou expressão significante entre as formas polares da doença 

apresentando-se com expressão aumentada em pacientes multibacilares, com potencial 

a ser explorado como um biomarcador capaz de verificar a progressão da doença e 

distinguir pacientes paucibacilares de multibacilares. Por esta razão pode vir a colaborar 

como um teste diagnóstico para pacientes paucibacilares. 

• CXCL9, assim como a IL-8 também foi expressa com significância entre as formas 

polares do espectro clínico da hanseníase, tendo sua expressão reduzida quando 

estimulada com o BCG, nos grupos tuberculóides podendo colaborar para verificação 

das estratégias atuais de imunoprofilaxia e possivelmente como um biomarcador de 

infecção subclínica. 

• CXCL10 somente distinguiu os grupos estudados quando comparados com os estímulos 

utilizados neste estudo, tanto na classificação clínica quanto na classificação 

operacional da hanseníase e, por esta razão, não demonstrou ser um potencioal 
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biomarcador para realizar a distinção entre a classificação clínica e operacional de 

pacientes com hanseníase. 
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ANEXO A – COMPROVANTES DE SUBMISSÃO DO ARTIGO 1 
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ANEXO B – COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO 2 
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ANEXO C – PARECER CONSUBSTANCIADO 
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