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ANÁLISE  DOS  PERFIS  SÉRICOS  DE  CITOCINAS  E  FORMAÇÃO  DE
CLUSTERS ASSOCIADOS COM AS FORMAS E COMPLICAÇÕES CLÍNICAS
DA HANSENÍASE¹

Maria Wiliane do Nascimento Cunha²
Márcio Bezerra Santos³

RESUMO

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica e de evolução clínica lenta, causada pelo
bacilo intracelular Mycobacterium leprae. Essa doença pode ser classificada de acordo
com suas  formas  operacionais  em paucibacilar  e  multibacilar;  ou  segundo  critérios
histopatológicos  nas  formas  clínicas:  indeterminada,  tuberculóide,  dimorfa  e
virchowiana.  Na  evolução  clínica  da  doença  os  pacientes  podem  apresentar
complicações  como  as  reações  hansênicas  e  ocorrência  de  incapacidade  física.  As
manifestações  clínicas  e  complicações  da  hanseníase  estão  relacionadas  a  diversos
fatores como o background genético e aspectos imunológicos inerentes ao hospedeiro.
Contudo, ainda não está esclarecido o papel exato das citocinas nas características da
hanseníase. Diante disso, o objetivo dessa pesquisa foi investigar o papel das citocinas
nas  complicações  e  formas  clínicas  da  hanseníase.  Participaram  da  pesquisa  104
pacientes  diagnosticados com hanseníase e  seus controles  contactantes  (n = 70).  Os
pacientes  foram classificados  quanto  à  forma clínica  e  operacional  da  doença,  bem
como à ocorrência de reação hansênica e incapacidade física. Após coleta de sangue e
separação do soro, foram dosadas citocinas dos perfis Th1, Th2, Treg,  Th17, Th9 e
Th22  através  da  técnica  de  Luminex.  As  análises  estatísticas  foram  realizadas  no
software Graphpad Prisma e a formação de cluster foi realizada no programa R (3.6.0).
Foi observado que citocinas do perfil inflamatório IL-12p70, IFN-y, TNF-α e IL-18,
apesar de pertencer ao perfil Th1, foram associados com a forma virchowiana e com a
ocorrência de reação hansênica e incapacidade física.  Já as citocinas IL-17 e IL-22,
também  do  perfil  inflamatório,  foram associadas  às  formas  tuberculóide.  Quanto  à
análise de cluster, foi observado um cluster formado pelas citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-
9,  IL-5,  IL-10  e  IL-18  que  estão  envolvidos  com  as  principais  complicações  da
hanseníase.  Por outro lado, houve formação do cluster  composto pelas citocinas  IL-
12p70, IL-1β, IL-23, IL-5, IL-2 e IL-17A em CC, este cluster pode estar relacionado a
uma resposta imune eficaz contra  M. leprae.  Os resultados desse estudo demonstram
que  citocinas  do  perfil  Th1  (IFN-y,  TNF-α  e  IL-18)  estão  envolvidas  com  as
complicações da hanseníase. Ademais, identificamos citocinas (TNF-α, IL-18, IL-4, IL-
6, IL-10 e IL-27) envolvidas na ocorrência de complicações da hanseníase,  as quais
podem funcionar como biomarcadores  para o monitoramento da evolução clínica da
doença.

Palavras-chave:  Hanseníase;  Resposta  imunológica;  Citocinas;  Formas  clínicas;
Imunopatogênese.
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ANALYSIS OF SERUM CYTOKIN PROFILES AND CLUSTERS FORMATION
ASSOCIATED  WITH  CLINICAL  FORMS  AND  COMPLICATIONS  OF
LEPROSY¹

Maria Wiliane do Nascimento Cunha²
Márcio Bezerra Santos³

ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease with a slow clinical evolution, caused by the
intracellular bacillus Mycobacterium leprae. This disease can be classified according to
operational forms in paucibacillary and multibacillary, or according to histopathological
criteria  in  the  forms:  indeterminate,  tuberculoid,  dimorphic  and  virchowian.  In  the
clinical evolution of the disease,  patients may present complications such as leprosy
reactions  and  the  occurrence  of  physical  disability.  The  clinical  manifestations  and
complications of leprosy are related to several factors such as the genetic background
and immunological aspects inherent to the host. However, the exact role of cytokines in
the characteristics of leprosy is still unclear. Therefore, the objective of this research
was  to  investigate  the  role  of  cytokines  in  the  complications  and clinical  forms  of
leprosy.  104  patients  diagnosed  with  leprosy  and  their  contact  controls  (n  =  70)
participated  in  the  research.  These  were  classified  according  to  the  clinical  and
operational  form of  the  disease,  as  well  as  the  occurrence  of  leprosy  reaction  and
physical disability. After blood collection and serum separation, the dosage of cytokines
of the profiles Th1, Th2, Treg, Th17, Th9 and Th22 produced by patients and contacts
using the Luminex technique was observed. Statistical analyzes were performed using
the Graphpad Prisma software and the cluster formation was performed using the R
program (3.6.0). We observed that cytokines of inflammatory profile IL-12p70, IFN-y,
TNF- α and IL-18 were related to the virchowian form, as well as being linked to the
occurrence  of  leprosy  and  physical  disability.  The  cytokines  IL-17  and  IL-22  was
associated with the tuberculoid form. As for the cluster analysis, it was observed the
formation of a cluster formed by the cytokines IFN-γ, TNF-α, IL-9, IL-5, IL-10 and IL-
18 that are involved with the main complications of leprosy. On the other hand, there
was formation of the cluster composed of the cytokines IL-12p70, IL-1β, IL-23, IL-5,
IL-2 and IL-17A in CC, this cluster may be related to an effective immune response
against M. leprae. We conclude that cytokines of the Th1 profile (IFN-y, TNF-α e IL-
18) are involved with leprosy complications. In addition, we identified cytokines (TNF-
α,  IL-18,  IL-4,  IL-6,  IL-10  e  IL-27)  involved  in  the  occurrence  of  leprosy
complications, which can function as biomarkers for monitoring the clinical course of
the disease.

Keywords: Leprosy;  Immune  response;  Cytokines;  Clinical  forms;
Immunopathogenesis.
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1 INTRODUÇÃO

A  hanseníase  é  uma  doença  infecciosa  crônica  que  possui  evolução  lenta  e

acomete nervos periféricos, pele e mucosas (Fonseca et al., 2017; Simon et al., 2011).

Tem como agente etiológico o Mycobacterium leprae (M. leprae) ou bacilo de Hansen,

um  patógeno  intracelular  obrigatório  que  infecta,  preferencialmente,  macrófagos  e

células de Schwann, possuindo tropismo por fibras nervosas periféricas (Fonseca et al.,

2017; Freitas, Duarte, & Garcia, 2016). 

Para  fins  de  tratamento,  os  pacientes  podem  ser  categorizados  segundo  a

classificação operacional, que se baseia no número de lesões e no exame baciloscópico.

Assim, são classificados como multibacilares  (MB) quando há mais de cinco lesões

cutâneas ou índice baciloscópico ≥2+, ou como paucibacilares (PB) quando há menos de

cinco lesões cutâneas ou índice baciloscópico <2+ (Fonseca et al., 2017; Simon et al.,

2011). 

Além dessa classificação,  há também um espectro de formas clínicas que foi

estabelecido por Ridley e Jopling em 1966 (Ridley & Jopling, 1996). Eles estratificaram

a hanseníase em cinco formas clínicas (abrangendo critérios clínicos, histopatológicos,

imunológicos  e  bacteriológicos).  Há  duas  formas  polares  da  doença,  Hanseníase

Tuberculoide (HT) e Hanseníase Virchowiana (HV), e há formas clínicas intermediárias

que  incluem  Dimorfa  Tuberculoide  (HDT),  Dimorfa  (HD)  e  Dimorfa  Virchowiana

(HDV). A forma Indeterminada (HI) foi posteriormente adicionada a esta classificação

(Fonseca  et  al.,  2017;  Santos  et  al.,  2019;  Simon  et  al.,  2011).  Os  padrões  dessas

apresentações  estão  envolvidos  com o  background genético  e  fatores  imunológicos

inerentes ao hospedeiro  (Azevedo et al., 2017), como o perfil de citocinas produzidas

(Sadhu et al., 2016).

Citocinas são polipeptídeos produzidos por diversos tipos de células do sistema

imunológico e atuam mediante processo parácrino ou autócrino. Diversas células podem

secretar  a  mesma  citocina  e  essa  pode  agir  em  diversos  tipos  de  células.  Essas

substâncias influenciam a atividade, diferenciação, proliferação e sobrevida de células

imunológicas, bem como regulam a produção e atividade de outras citocinas, podendo
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aumentar a resposta inflamatória (pró-inflamatórias), como é o caso das células T helper

tipo 1 (Th1), ou reduzir (anti-inflamatórias), como as células Th2 (Oliveira et al., 2011).

Linfócitos TCD4+ são divididos em diferentes subpopulações de células T, como

Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, Treg. As respostas das células Th1 (mediadas sobretudo

por IFN-γ,  TNF-α, IL-2 e IL-12) estão relacionadas com o controle da replicação e

disseminação do M. leprae e está presente na forma tuberculóide da hanseníase (Dupnik

et al., 2015; Duthie et al., 2012; Simon et al., 2011). Alternativamente, as respostas das

células  Th2  (mediadas  por  IL-4,  IL-5,  IL-13,  GM-CSF)  e  T  reguladoras  (Treg  –

mediada sobretudo pela citocina anti-inflamatória IL-10 e TGF-β) estão associadas às

apresentações clínicas multibacilares da hanseníase (Saini, Ramesh, & Nath, 2013).

A defesa contra o bacilo ocorre por meio da resposta imunológica celular, em

que os bacilos são fagocitados e destruídos. Essa resposta é mediada por citocinas como

IFN-γ,  TNF-α  e  produção  de  mediadores  oxidativos.  Nas  lesões  tuberculóides  há

predomínio  de  células  TCD4+ e  citocinas  Th1,  enquanto  nas  lesões  virchowianas  o

predomínio é de citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10 (Freitas, 2015).

A dicotomia Th1/Th2 para a definição das formas clínicas da hanseníase vêm

sendo modificada.  Isso tem sido possível  devido ao aumento de estudos na área de

imunologia,  que ampliou  o conhecimento  acerca  de outros  padrões  de resposta  (De

Sousa; Sotto; Quaresma, 2017).  Além dessas respostas, estudos têm apontado para o

surgimento de outros subtipos dos linfócitos Th, dentre eles Th9 (mediada por IL-9),

Th17 (IL-1β e IL-17) e Th22 (mediada por IL-22). Porém, o papel dessas citocinas na

apresentação clínica da hanseníase ainda não está bem definido na literatura (De Sousa;

Sotto; Quaresma, 2017).

Estudos prévios demonstraram papel protetor da IL-1β e da IL-17 (citocinas da

resposta Th17) contra patógenos intracelulares (Akdis et al., 2011; Burgler et al., 2008).

Foi demonstrado maior liberação de IL-17A em sobrenadante do PBMC de pacientes

HT  e  controles  contactantes,  além  disso,  foi  descrito  que  o  aumento  de  citocinas

associadas  a  células  Th17  pode  contribuir  para  a  inflamação  envolvida  no  eritema

nodoso hansênico (ENH) (Saini et al., 2016). Contudo, o envolvimento das citocinas do

padrão Th17 na indução de reação hansênica  é  controverso na literatura,  visto que,

segundo Santos e colaboradores (2017), as células Th17 estão relacionadas com uma
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resposta inflamatória  efetiva  que conduz a apresentação  da forma paucibacilar,  sem

induzir reação (Santos et al., 2017).

Apesar  de  pesquisas  mostrarem como  as  respostas  Th1,  Th2  e  Treg  podem

influenciar na imunopatogênese da hanseníase, o impacto de mecanismos imunológicos

sobre  a  persistência  do  M.  leprae e  a  gravidade  da  doença  ainda  carecem  de

esclarecimentos. Sabe-se que uma resposta exagerada da imunidade celular, apesar de

impedir a multiplicação bacilar, pode se tornar lesiva ao organismo, causando lesões

cutâneas e neurais (Borges et al., 2016). É necessário um melhor esclarecimento sobre a

atuação das citocinas na indução de complicações na hanseníase.

Na evolução  clínica  da  doença,  os  pacientes  podem apresentar  complicações

clínicas como reações hansênicas e surgimento de incapacidade física.  Embora essas

complicações  sejam  relevantes  na  hanseníase,  seus  mecanismos  ainda  não  estão

completamente esclarecidos (Duthie et al., 2011; D. T. De Oliveira et al., 2012; Vital et

al., 2013). A intensidade, extensão e distribuição do acometimento nervoso dependem

da forma clínica,  da fase evolutiva da doença e do conjunto de citocinas estimulado

(Vital et al., 2013).

As reações hansênicas (RH) além de serem episódios debilitantes e por vezes de

difícil controle, são eventos imuno-inflamatórios agudos que predispõem ou agravam as

lesões  neurológicas  e  são  responsáveis  pelas  incapacidades  físicas,  complicação

importante  da  doença.  Essas  reações  podem  acontecer  antes,  durante  ou  após  o

tratamento  específico  (Antonio  et  al.,  2011;  Vital  et  al.,  2013).  As  RH podem ser

classificadas  como  reação  reversa,  ou  reação  do  tipo  1  (RR),  e  eritema  nodoso

hansênico (ENH), ou reação de tipo II (Khadge et al., 2015). Na ausência de intervenção

precoce, o paciente pode evoluir com sequelas graves que são responsáveis pelo forte

estigma social e comprometimento significativo da qualidade de vida (Lockwood et al.,

2007).

A RR é uma reação de imunidade celular caracterizada por resposta exacerbada

do hospedeiro  aos antígenos  liberados durante o combate  ao bacilo  (Oliveira  et  al.,

2012).  Já  o  ENH,  está  relacionado  a  imunidade  humoral,  mediante  produção  de

anticorpos e formação de imunocomplexo  (Antonio et al., 2011). Como mencionado,

essas reações hansênicas podem conduzir à incapacidade física, que variam do grau 0 ao
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grau  2.  Para  determinar  o  grau  de  incapacidade  física,  deve-se  realizar  o  teste  de

sensibilidade, mediante avaliação dos olhos, mãos e pés (OMP). Esse teste é realizado

com monofilamentos de Semmes-Weinstein, considera-se normal (grau de incapacidade

0) quando o paciente é capaz de sentir o toque com os monofilamentos e anormal (grau

de incapacidade 2) quando o paciente é incapaz de sentir o toque do monofilamento

com peso igual ou superior a 2g. Ainda durante a avaliação de incapacidade, verifica-se

a força muscular mediante observação da capacidade de oposição à força da gravidade e

à resistência manual exercida contra braços, mãos e pés (Brasil, 2017). No Brasil, entre

os anos de 2009 a 2018 foram detectados mais de 20 mil casos novos de hanseníase com

grau  2  de  incapacidade  física  (Brasil,  2020).  Isso  evidencia  diagnóstico  tardio,

acarretando maior grau de comprometimento físico do paciente com hanseníase.

Em aspectos  epidemiológicos,  o Brasil  é o país responsável  pela endemia da

hanseníase no continente americano, abrangendo 93,8% dos casos relatados (Brito et al.,

2016). A taxa de detecção de casos novos em 2014 foi de 15,44 casos por 100.000

habitantes, a taxa de grau de incapacidade física 2 foi de 0,99 por 100.000 habitantes e a

taxa de detecção em menores de 15 anos foi de 5,03 casos por 100.000 habitantes. A

maior prevalência tem sido relatada nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste (Freitas

et al., 2016). Em Sergipe, um estudo ecológico e de série temporal realizado por Santos

e colaboradores (2019), mostrou que a taxa de incidência foi reduzida de 6,29 para 3,78

casos por 100.000 habitantes de 2002 a 2015. No entanto, Sergipe ainda foi classificado

como município de alta endemicidade. No mesmo estudo, técnicas de análise espacial

mostraram que as áreas de maior prevalência da doença estão distribuídas no nordeste

do estado e nas cidades da região metropolitana de Aracaju (Santos et al., 2019).

Para uma melhor compreensão da dinâmica da doença, é importante conhecer os

fatores de risco associados à predisposição à doença e às suas complicações, como os

estados  reacionais  e  lesões  neurológicas.  Diversos  aspectos  já  foram  associados  à

susceptibilidade  à  doença,  como  variações  geográficas,  sexo,  idade,  variações  da

resposta  imune  e  polimorfismos  genéticos.  Contudo,  o  aprofundamento  do

entendimento  dos  mecanismos  imunopatogênicos  da  hanseníase  é  ainda  requerido,

principalmente no tocante a variabilidade funcional das citocinas.

Como já mencionado, o papel exato das citocinas não foi totalmente elucidado

na  hanseníase.  Além  disso,  há  lacunas  na  literatura  quanto  ao  conhecimento  das
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citocinas  que  estão  associadas  com complicações  clínicas  da  hanseníase,  tais  como

incapacidade  física  e  ocorrência  de  reação  hansênica.  Dessa  forma,  este  estudo

objetivou  avaliar  o  papel  dos  diferentes  perfis  de  citocinas  na  apresentação  e

complicações clínicas da hanseníase.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Associar  os  perfis  de  citocinas  com  as  formas  e  complicações  clínicas  da

hanseníase.

2.2 Objetivos Específicos

I. Associar o perfil de citocinas das respostas imunes Th1, Th2, Th9, Th17,

Th22 e Treg com às formas clínicas da hanseníase.

Hipótese: Citocinas das respostas imunes Th1, Th17 e Th22 estão relacionadas a

forma paucibacilar da hanseníase, enquanto as citocinas de padrão Th2, Th9 e

Treg são associados à forma multibacilar.

II. Associar o perfil de citocinas das respostas imunes Th1, Th2, Th9, Th17,

Th22 e Treg com a ocorrência de reação hansênica e lesão neurológica.

Hipótese:  Citocinas  das  respostas  imunes  Th2  e  Th9  estão  associadas  com  o

desenvolvimento de episódios reacionais e lesão neurológica. Enquanto citocinas

do perfil Th1, Th17 e Th22 não estão envolvidos nessas incapacidades.

III. Identificar  a  ocorrência  de  clusters  das  citocinas  com  as  formas  e

complicações clínicas da Hanseníase. 

Hipótese: A ocorrência de Clusters dos perfis Th1-Th17-Th22 estão associados com

as  formas  paucibacilares  da  hanseníase,  enquanto  Clusters  dos  perfis  Th2-Th9

estão associados com as formas multibacilares.
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3 MATERIAL E MÉTODO

3.1 Desenho Experimental
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3.2 Aspectos Éticos

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética e pesquisa da Universidade Federal

de Sergipe, CAAE 0152.0.107.000-07. A pesquisa não traz nenhum risco relevante para

os participantes da pesquisa, além de pequena morbidade decorrente de procedimentos

simples largamente utilizados na atenção médica aos pacientes, como punção venosa. A

punção venosa foi realizada utilizando equipamento de proteção individual,  estéril  e

descartável. Este procedimento poderia causar dor local e pequena área de equimose, a

qual foi evitada por compressão da área de punctura e uso de curativo oclusivo. 

Além  disso,  cada  sujeito  do  estudo  foi  informado  sobre  os  objetivos  e  a

justificativa  da  pesquisa,  e  acerca  das  etapas  as  quais  ele  foi  submetido,  como  a

aplicação  do  questionário  investigativo  e  a  coleta  de  amostra  biológica.  Após  a

concordância para participar do estudo, o paciente assinou o Termo de Consentimento

Livre  e  Esclarecido  –  TCLE  (Apêndice  I),  conforme  recomendações  da  normativa

466/12.

As informações pessoais de cada sujeito foram confidencialmente armazenadas,

com o intuito  de  minimizar  os  riscos  de  publicidades  desses  dados.  O questionário

investigativo, o banco de dados e as amostras foram identificados apenas por um código

do  indivíduo.  As  amostras  biológicas  (soro)  dos  pacientes  foram  armazenadas  no

Laboratório de Imunologia e Biologia Molecular do Hospital Universitário (LIBM-HU),

em freezers a -20 e -80oC, sob a responsabilidade dos Professores Dr. Márcio Bezerra

Santos e Dra. Amélia Ribeiro de Jesus.

3.3 Recrutamento dos Pacientes e Avaliação Clínica

Participaram da pesquisa pacientes atendidos no ambulatório de dermatologia do

projeto  (DES)MANCHA-SE  da  Universidade  Federal  Sergipe,  no  Hospital

Universitário (Aracaju, SE). O projeto (DES)MANCHA tem como principal objetivo

detectar os casos de Hanseníase do Estado de Sergipe. Cada paciente foi inicialmente

avaliado  para  caracterização  da  forma  operacional  e  forma  clínica  da  hanseníase,

ocorrência de reações hansênicas e determinação do grau de incapacidade física. 

Os  pacientes  foram  classificados  em  Paucibacilares  (PB)  ou  Multibacilares

(MB), de acordo com o protocolo da poliquimioterapia (PQT) para hanseníase e os
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padrões do Ministério da Saúde do Brasil e da Associação Internacional de Hanseníase

(ILA).  As  formas  clínicas  foram  caracterizadas  pelos  critérios  histopatológicos  das

biópsias,  estabelecidos  por  Ridley-Jopling  (Ridley  &  Jopling,  1996):  Hanseníase

Indeterminada (HI), Tuberculóide (HT), Dimorfa Tuberculóide (HDT), Dimorfa (HD),

Dimorfa  Virchowiana  (HDV)  ou  Virchowiana  (HV).  A  caracterização  das  formas

clínicas  da  doença  foi  feita  através  da  coleta  de  biopsia  de  pele.  Foram  coletadas

amostras  de  sangue  dos  pacientes  que  concordaram em participar  do  estudo.  Essas

amostras  foram  centrifugadas  para  separação  do  soro.  As  amostras  de  soro  foram

armazenadas em freezer a -80 ºC. 

Ademais, os pacientes foram acompanhados mensalmente durante o tratamento

da hanseníase, avaliando sinais e sintomas relacionados às reações hansênicas (febre,

artralgia,  linfadenomegalia,  exacerbação  das  lesões,  lesões  novas  na  pele,  nódulos

subcutâneos)  e  sinais  de  incapacidade  física  (perda  de  sensibilidade  ou  motricidade

periférica). Exame físico com avaliação do grau de incapacidade física foi realizado no

início,  meio e  final  da PQT. Os pacientes  foram classificados seguindo a escala  de

incapacidade física estabelecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) em graus

0, 1 e 2. Além disso, eles foram agrupados caso apresentassem ou não, durante ou após

o tratamento, algum tipo de episódio reacional como Reação do Tipo 1 (Reação Reversa

- RR) ou Reação do Tipo 2 (Eritema Nodoso Hansênico – ENH).

Adicionalmente, foram coletadas informações clínicas e amostras de sangue de

indivíduos sadios e controles contactantes dos pacientes, sem histórico de Hanseníase,

de ambos os sexos, para avaliações clínicas e imunológicas. Os controles contactantes

são indivíduos que vivem em contato próximo e prolongado com os pacientes, estão

expostos ao bacilo, no entanto não desenvolveram a doença.

3.4 Critérios de Inclusão e Exclusão

O  critério  de  inclusão  estabelecido  foi  ter  o  diagnóstico  confirmado  da

hanseníase. Entre os critérios de exclusão estão: ter outra infecção ou condição clínica

(HIV, HTLV-I, Diabetes mellitus e gestação) que interfira na resposta imunológica do

paciente  e  dessa  forma afete  a  forma clínica  da  doença  ou  sua  gravidade.  Exames

laboratoriais  de rotina  foram realizados  para que pudesse confirmar o diagnóstico  e

fazer o acompanhamento da terapêutica.
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3.5 Amostra do Estudo (n)

A  amostra  foi  constituída  por  104  pacientes  infectados  pelo  M.  leprae que

atenderem  aos  critérios  de  inclusão  descritos,  divididos  entre  multibacilares  e

paucibacilares.  Além da  classificação  por  forma clínica,  os  dados  das  dosagens  de

citocinas  foram  comparados  de  acordo  com  a  ocorrência  de  episódios  de  reação

hansênica e segundo o grau de incapacidade física dos pacientes. Participaram também

70 controles contactantes. 

3.6 Avaliação da expressão de citocinas

Todas as avaliações imunológicas foram realizadas antes do início do tratamento

com a PQT para evitar qualquer viés de interferência na resposta imune do indivíduo. O

sangue de cada paciente foi coletado em tubos com heparina (10 UI/ml) e identificado

para  separação  do  soro.  As  amostras  de  soro  foram  analisadas  para  dosagem  das

citocinas IL-27, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IFN-γ,

GM-CSF,  TNF-α,  IL-9,  IL-23,  IL-18,  IL-21,  IL-22  pela  técnica  de  Luminex,  (Kit

Milliplex - Painel Magnético Th17 Human, Panomics, Affymetrix, Fremont, CA). Os

resultados  foram  expressos  em  pg/ml  com  base  em  uma  curva  padrão  utilizando

comparação com os valores do meio sem estímulo.

Após  a  dosagem de  citocinas,  os  níveis  séricos  foram  comparados  entre  os

pacientes  e  controles  contactantes.  Além  disso,  realizamos  a  associação  entre  a

expressão  de  diferentes  citocinas  com  a  classificação  operacional  da  hanseníase

(Multibacilar  e  Paucibacilar),  com  as  formas  clínicas  (Hanseníase  Indeterminada,

Tuberculóide,  Dimorfa e  Virchowiana),  com a ocorrência  de  reação hansênica  e  de

acordo com o grau de incapacidade física.

3.7 Análise Estatística

Os testes de D'Agostino e Pearson foram aplicados para analisar a distribuição

paramétrica  dos  dados.  As  concentrações  de  citocinas  foram  comparadas  entre  os

diferentes subgrupos (PB, MB e controle contactante), de acordo com as formas clínicas

polares da hanseníase (HT e HV) e segundo a ocorrência de reação hansênica e o grau

de  incapacidade  física.  Para  tanto,  as  diferenças  estatísticas  entre  os  grupos  foram
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determinadas  pelo  teste  de  Mann-Whitney.  Comparações  de  médias  para  um

determinado  parâmetro  foram  feitas  pelo  teste  T.  A  correlação  entre  os  níveis  de

citocinas  foi  realizada  pelo  teste  de  correlação  de  Spearman  (R).  Todas  as  análises

foram  realizadas  pelo  software  GraphPad  Prism,  versão  8.0.  Os  resultados  foram

considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p < 0,05.

3.8 Análises De Cluster

A  análise  de  conglomerados  (cluster)  é  uma  técnica  multivariada  de

classificação  que objetiva  agrupar  dados  de  acordo com as  similaridades  entre  eles

(Bem,  Giacomini,  Waismann,  2015).  É  um  conjunto  de  técnicas  estatísticas  cujo

objetivo  é  agrupar  objetos  segundo  suas  características,  formando  grupos  ou

conglomerados  homogêneos  (James  et  al.,  2013).  Os conglomerados  obtidos  devem

apresentar  tanto  uma  homogeneidade  interna,  como  uma  grande  heterogeneidade

externa (Bem, Giacomini, Waismann, 2015). Como o objetivo da análise de cluster é

agrupar objetos semelhantes, é necessária uma medida da distância entre as variáveis,

dessa forma os objetos  com menor distância  entre si  são mais  semelhantes,  logo se

encontram em um mesmo conglomerado (Bem, Giacomini, Waismann, 2015). 

Em nosso estudo foi usado a distância de Ward, método que tem uma métrica

fixa e, dessa forma, poderá ser reproduzido por outros estudos. Esse método começa

com todos os  objetos  em um único  grupo,  a  soma de quadrados  entre  os  grupos é

calculada  sobre  todas  as  variáveis,  apresentando  como  resultado  agrupamentos  de

tamanhos  aproximadamente  iguais,  devido  a  minimização  da  variação  interna.  O

resultado desse método é apresentado pelo gráfico Heatmap, o qual agrupa as variáveis

analisadas (citocinas) e os pacientes. O heatmap mostra a informação da distância entre

o valor verificado para o indivíduo em relação à média da variável por meio do desvio-

padrão. A média de todas as variáveis foi calculada, assim como o desvio-padrão de

cada indivíduo. Quanto mais forte a cor do indivíduo representado no heatmap, maior é

seu desvio-padrão (James et al., 2013, Hastie, Tibshirani, Friedman, 2008). 

Tomando esses dados em conjunto, citocinas que estiverem com o desvio-padrão

mais alto estão associadas com a susceptibilidade a ocorrência de complicações clínicas

da hanseníase, e citocinas que estiverem mais baixas estão associadas com a proteção.

Essa análise foi realizada no programa R versão 3.6.0.
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NÍVEIS ELEVADOS DE CITOCINAS DO PERFIL Th1 (INF-γ, TNF-α e IL-18)
ESTÃO ASSOCIADOS COM AS FORMAS MULTIBACILARES E

COMPLICAÇÕES CLÍNICAS NA HANSENÍASE

 

RESUMO

Na evolução clínica da hanseníase pode ocorrer complicações como reação hansênica
(RH)  e  incapacidade  física.  Contudo,  não  está  claro  o  papel  das  citocinas  na
apresentação clínica da doença. Este estudo objetivou avaliar o papel das citocinas nas
formas e complicações clínicas da hanseníase. Participaram da pesquisa 104 pacientes e
70 controles contactantes (CC). Os pacientes foram classificados quanto à forma clínica
e quanto à ocorrência de RH e incapacidade física. Foi realizada coleta de sangue e
dosagem de citocinas dos perfis Th1, Th2, Treg, Th17, Th9 e Th22 através da técnica de
Luminex. As análises estatísticas foram realizadas no software Graphpad Prism e as de
cluster  foram realizadas no programa R versão 3.6.0. Citocinas do perfil inflamatório
Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-18) foram associadas à forma virchowiana, à ocorrência de RH
e incapacidade física.  Já  as  citocinas  IL-17 e IL-22, também do perfil  inflamatório,
foram associadas às formas tuberculóide. Quanto à análise de cluster, foi observado a
formação de cluster com as citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-9, IL-5, IL-10 e IL-18 que estão
envolvidos com as principais complicações da hanseníase. Houve também formação do
cluster composto pelas citocinas IL-12p70, IL-1β, IL-23, IL-5, IL-2 e IL-17A em CC,
isso pode estar relacionado a uma resposta imune eficaz contra M. leprae. Citocinas do
perfil Th1 estão associadas com a forma multibacilar e com complicações clínicas da
hanseníase. Ademais, a identificação de altos níveis de IFN-γ, TNF-α e IL-18 podem
funcionar como biomarcadores para o monitoramento da evolução clínica da doença.

Palavras-chave: Hanseníase; Resposta imunológica; Citocinas.
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INTRODUÇÃO

A  hanseníase  é  uma  doença  infecciosa  crônica,  causado  pelo  bacilo  intracelular

Mycobacterium leprae, que acomete nervos periféricos, pele e mucosas(1). Essa doença

pode se manifestar através de um amplo espectro de sinais e sintomas e o diagnóstico

baseia-se  primariamente  nos  sinais  clínicos  e  no  exame  histopatológico(2).  Baseado

nessas  características,  a  hanseníase  pode  ser  subdividida  segundo  classificação

operacional  (multibacilar-MB  e  paucibacilar-PB)(2) e  classificação  clínica

histopatológica  (hanseníase  indeterminada-HI,  tuberculoide-HT,  dimorfa-HD  ou

virchowiana-HV)(3).

As formas clínicas da doença apresentam distribuição espectral e estão associadas com

o background genético e fatores imunológicos do hospedeiro, frente à infecção pelo M.

leprae(1,4).  Ao longo do curso da doença,  parte significante dos pacientes desenvolve

complicações inflamatórias agudas, também denominadas de reações hansênicas (RH)

ou episódios reacionais(5). Os episódios reacionais são as principais causas de internação

dos  pacientes  com  hanseníase  e  podem  provocar  sequelas  neurológicas  graves

caracterizadas por incapacidade física grau 1 ou 2(4). As RH podem ser classificadas

como reação reversa, ou reação do tipo 1 (RR), e eritema nodoso hansênico (ENH), ou

reação de tipo II(6). A RR é uma reação de imunidade celular caracterizada por resposta

exacerbada do hospedeiro aos antígenos liberados durante o combate ao bacilo(7). Já o

ENH, está relacionado à imunidade humoral, mediante produção de imunoglobulinas e

formação de imunocomplexos(7).

As reações hansênicas podem conduzir também à incapacidade física, que variam do

grau 0 ao grau 2. Segundo Boletim epidemiológico da hanseníase no Brasil, entre os

anos de 2009 a 2018 foram detectados mais de 20 mil casos novos de hanseníase com

grau 2 de incapacidade física(8).  Isso evidencia diagnóstico tardio,  acarretando maior

grau de comprometimento físico do paciente com hanseníase(9).

Para uma melhor compreensão da dinâmica da doença, é importante conhecer os fatores

de risco associados a predisposição à doença e às suas complicações, como os estados

reacionais  e  lesões  neurológicas.  Diversos  aspectos  já  foram  associados  a

susceptibilidade  à  doença,  como  variações  geográficas,  sexo,  idade,  variações  da
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resposta  imune  e  polimorfismos  genéticos.  Contudo,  o  aprofundamento  do

entendimento  dos  mecanismos  imunopatogênicos  da  hanseníase  é  ainda  requerido,

principalmente no tocante à variabilidade funcional das citocinas.

A defesa contra o bacilo ocorre por meio da resposta imunológica celular, em que os

bacilos são fagocitados e destruídos. Essa resposta é mediada por citocinas como IFN-γ,

TNF-α e produção de mediadores oxidativos. Nas lesões tuberculóides há predomínio

de células TCD4+ e citocinas Th1, enquanto nas lesões virchowianas o predomínio é de

citocinas  Th2,  como  IL-4,  IL-5  e  IL-10  (1,2,5,6).  Além dessas  respostas,  estudos  têm

apontado  para  o  surgimento  de  outros  subtipos  dos  linfócitos  Th,  dentre  eles  Th9

(mediada por IL-9), Th17 (IL-1β e IL-17) e Th22 (mediada por IL-22)  (10). Porém, o

papel  dessas  citocinas  na  apresentação  clínica  da  hanseníase  ainda  não  está  bem

definido  na  literatura.  Recentemente,  foi  demonstrado  que  células  Th17  estão

relacionadas com uma resposta inflamatória efetiva que conduz a apresentação da forma

PB, sem induzir reação hansênica (13).

O papel dos diferentes perfis de citocinas não foi totalmente elucidado na hanseníase.

Além disso, há lacunas na literatura quanto ao conhecimento das citocinas que estão

associadas  com  as  complicações  clínicas  da  doença,  como  incapacidade  física  e

ocorrência de RH. Estudos já demonstraram que uma resposta exagerada da imunidade

celular, a exemplo de citocinas do perfil Th1, apesar de impedir a multiplicação bacilar,

pode se tornar  lesiva  ao  organismo,  causando lesões  cutâneas  e  neurais(10–13).  Dessa

forma, este estudo objetivou compreender o papel das citocinas, de forma isolada ou em

grupos  (conglomerados),  na  apresentação  das  formas  clínicas  e  ocorrências  de

complicações na hanseníase.

MATERIAIS E MÉTODOS

Aprovação  ética: Esse  projeto  envolve  pesquisa  com  seres  humanos  e  segue  as

recomendações da normativa 466/12. O projeto foi aprovado pelo comitê de ética e

pesquisa  da  Universidade  Federal  de  Sergipe,  CAAE  0152.0.107.000-07.  Todos  os

pacientes foram esclarecidos quanto aos objetivos do estudo e os que concordaram em

participar da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 
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Sujeitos da pesquisa: Participaram da pesquisa pacientes atendidos no ambulatório de

dermatologia  do  projeto  (DES)MANCHA-SE  da  Universidade  Federal  Sergipe,  no

Hospital  Universitário  (Aracaju,  SE).  Cada  paciente  foi  inicialmente  avaliado  para

caracterização  da  forma  operacional  e  forma  clínica  da  hanseníase,  ocorrência  de

reações hansênicas e determinação do grau de incapacidade física. Os pacientes foram

classificados  em  PB  (n=  40),  MB  (n=  64),  de  acordo  com  o  protocolo  da

poliquimioterapia (PQT) para hanseníase e estabelecido pelo Ministério da Saúde do

Brasil e da Associação Internacional de Hanseníase (ILA). Os pacientes também foram

classificados de acordo com as formas clínicas, segundo critérios histopatológicos das

biópsias: HI (n= 11), HT (n= 20), HDT (n=06), HD (n=22), HDV (n= 09), HN (n= 09)

ou HV (n=19). Também foram classificados quanto a ocorrência de reação hansênica

em  RH+  (n=  27)  e  RH-  (n=  52).  Um  total  de  70  controles  contactantes  (CC)

participaram da pesquisa. Os CC eram indivíduos que conviviam no mesmo domicílio

que o paciente, geralmente o cônjuge, e que estavam continuamente expostos ao bacilo,

mas não desenvolveram a doença. Foi coletado sangue total de todos os envolvidos na

pesquisa. As amostras foram centrifugadas e o soro foi armazenado em freezer a -80ºC.

Avaliação  da  expressão  de  citocinas: Todas  as  avaliações  imunológicas  foram

realizadas  antes  do  início  do  tratamento  com  a  PQT  para  evitar  qualquer  viés  de

interferência  na  resposta  imune  do  indivíduo.  Foram  excluídos  pacientes  com

comorbidades como HIV, HTLV, diabetes, gravidez ou qualquer condição clínica que

afetasse  a  resposta  imune.  As  amostras  de  soro  foram  analisadas  pela  técnica  de

Luminex,  (Kit  Milliplex  -  Painel  Magnético  Th17  Human,  Panomics,  Affymetrix,

Fremont, CA) para dosagem das citocinas IL-27, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10,

IL-12p70, IL-13, IL-17A, IFN-γ, GM-CSF, TNF-α,  IL-9, IL-23, IL-18, IL-21, IL-22.

Após a dosagem de citocinas, os níveis séricos foram comparados entre os pacientes e

controles contactantes. Realizamos também a associação entre a expressão de diferentes

citocinas com a classificação operacional da hanseníase, com as formas clínicas, com a

ocorrência de reação hansênica e com o grau de incapacidade física.

Análise estatística: Os testes de D'Agostino e Pearson foram aplicados para analisar a

distribuição paramétrica dos dados. As concentrações de citocinas foram comparadas

entre os diferentes subgrupos (PB, MB e controle contactante), de acordo com as formas

clínicas da hanseníase (HI, HT e HV) e segundo a ocorrência de reação hansênica e o
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grau de incapacidade física. Para tanto, as diferenças estatísticas entre os grupos foram

determinadas  pelo  teste  de  Mann-Whitney.  Comparações  de  médias  para  um

determinado  parâmetro  foram  feitas  pelo  teste  T.  A  correlação  entre  os  níveis  de

citocinas  foi  realizada  pelo  teste  de  correlação  de  Spearman  (R).  Todas  as  análises

foram  realizadas  pelo  software  GraphPad  Prism,  versão  8.0.  Os  resultados  foram

considerados estatisticamente diferentes quando o valor de p < 0,05.

Análise de cluster: A análise de conglomerados (cluster) é uma técnica multivariada de

classificação que objetiva agrupar dados de acordo com as similaridades entre eles (14). É

um  conjunto  de  técnicas  estatísticas  cujo  objetivo  é  agrupar  objetos  segundo  suas

características, formando grupos ou conglomerados homogêneos (15). Os conglomerados

obtidos  devem  apresentar  tanto  uma  homogeneidade  interna,  como  uma  grande

heterogeneidade externa  (14). Como o objetivo da análise de  cluster é agrupar objetos

semelhantes, é necessária uma medida da distância entre as variáveis, dessa forma os

objetos com menor distância entre si são mais semelhantes, logo se encontram em um

mesmo conglomerado (16). Em nosso estudo foi usado a distância de Ward, método que

tem uma métrica fixa e, dessa forma, poderá ser reproduzido por outros estudos. Esse

método começa com todos os objetos em um único grupo, a soma de quadrados entre os

grupos é calculada sobre todas as variáveis, apresentando como resultado agrupamentos

de tamanhos aproximadamente  iguais,  devido a minimização da variação interna.  O

resultado desse método é apresentado pelo gráfico Heatmap, o qual agrupa as variáveis

analisadas (citocinas) e os pacientes. O heatmap mostra a informação da distância entre

o valor verificado para o indivíduo em relação à média da variável por meio do desvio-

padrão. A média de todas as variáveis foi calculada assim como o desvio-padrão de

cada indivíduo. Quanto mais forte a cor do indivíduo representado no heatmap, maior é

seu desvio-padrão(15,17). Tomando esses dados em conjunto, citocinas que estiverem com

o desvio-padrão  mais  alto  estão  associadas  com a  susceptibilidade  a  ocorrência  de

complicações  clínicas  da  hanseníase,  e  citocinas  que  estiverem  mais  baixas  estão

associadas com a proteção. Essa análise foi realizada no programa R versão 3.6.0.

RESULTADOS 

Características clínicas e sociodemográficas dos participantes do estudo
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Não foram observadas diferenças em relação à média de idade entre os grupos (Tabela

1).  No  entanto,  a  proporção  de  homens  com  a  forma  MB  (72,41%)  foi

significativamente  maior  do que aqueles  com a forma PB (27,59%;  p-valor  = 0,01;

Odds Ratio/OR = 2,86). A maioria dos pacientes MB se consideram negros/pardos, se

comparado  com os  PB (72,41% versus  27,59%).  Como esperado,  os  pacientes  MB

tiveram maior número de lesões (média ± desvio padrão = 7,6 ± 5,29) do que os PB

(1,46  ±  1,21;  p-valor  <0,0001).  Similarmente,  a  ocorrência  de  episódios  reacionais

também foi significativamente maior entre os MB do que PB (59,37% versus 17,5%; p-

valor< 0,0001; OR = 6,89). Observamos também que a maioria dos MB desenvolveu

incapacidade física grau 1 (39,6%; p-valor = 0,01; OR = 3,63) e grau 2 (25%; p-valor =

0,03; OR = 4,11), quando comparado aos PB.

Tabela  1.  Dados  demográficos  e  características  clínicas  de  pacientes  agrupados  de
acordo  com as  formas  operacionais  da  hanseníase  Paucibacilar  (PB)  e  Multibacilar
(MB) e controles contactantes (CC).

Variáveis
MB

(n=64)
PB

(n=40)
CC

(n=70)
p-valor

Odds
Ratio 

IC (95%)

 Idade Variação 06-88 10-74 07-82
Média ± DP 47,27 ± 17,82 45,23 ± 15,20 41,64 ± 15,63 --

Gênero 
(masculino) 

 n (%) 42 (72,41)a 16 (27,59)b 17 (31,48) **0,01 2,86 1,26 a 6,47

Etnia (negro/
pardo)

 n (%) 48 (63,16)a 28 (36,84)b 40 (57,14) 0,91 1,05 0,38 a 2,85

Número de 
lesões

Variação
Média ± DP

2-40
7,6 ± 5,29

0-5
1,46 ± 1,21

-- *<0,0001 -- --

Forma 
Clínica (HV/
HDV)

n (%) 28 (43,75) 00 (0,0) -- *<0,0001 -- --

Reação 
Hansênica

n (%) 38 (59,37) 07 (17,5) -- **<0,0001 6,89 2,64 a 17,93

Lesão 
Neurológica

n (%) 41 (64,06) 9 (22,5) -- **<0,0001 5,65 2,31 a 13,81

GIF
 
Grau 1 n (%) 25 (39.6) 06 (15) --

**0,01 3,63 1,33 a 9,9

Grau 2 n (%) 16 (25) 03 (7,5) -- **0,03 4,11 1,11 a 15,17
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DP: Desvio Padrão; IC: Intervalo de Confiança; GIF: Grau de Incapacidade Física; *Mann-Whitney test;
**Fisher exact test; abAnálise pelo Exato de Fisher.

Associação de citocinas com formas e complicações clínicas da Hanseníase

Em seguida, foram analisados os níveis séricos de citocinas (perfil inflamatório e anti-

inflamatório) dos pacientes para avaliar a resposta imune sistêmica. Para essas análises,

os pacientes MB foram agrupados em duas categorias, aqueles sem reação hansênica

(RH-) e aqueles com reações (RH+) (Figura 1A-L). 

Em relação  ao  perfil  inflamatório  Th1,  foram observadas  maiores  concentrações  de

TNF-α no soro dos pacientes MB RH+ (22,1 ± 16,66 pg/ml), quando comparado aos PB

(12,9  ± 6,14 pg/ml;  p-valor = 0,002) e CC (12,3  ± 7,09 pg / ml;  p-valor <0,001; Fig.

1B). Da mesma forma, houve maior concentração de IFN-γ no soro de pacientes MB

RH+ (104,3 ± 78,98 pg/ml; p-valor <0,0001) e MB RH- (138,3 ± 125,0 pg/ml; p-valor

=0,01) quando comparado com CC (48,7 ± 38,63 pg/ml; Fig. 1C). Níveis mais elevados

da  IL-18 também foram identificados  nos  MB RH+ (158,0  ±  144,3 pg/ml;  p-valor

=0,0002; Fig. 1D) quando comparado com os demais grupos. Não foram observadas

diferenças em relação aos níveis de IL-17A e IL-22 (Fig. 1E e F). 

Em relação ao perfil  anti-inflamatório,  foram identificados níveis mais  elevados das

citocinas  IL-4,  IL-9,  IL-10 e IL-27 (p-valor  <0,05)  nos  pacientes  MB RH+ quando

comparado aos demais grupos. Em conjunto, esses resultados demonstram que pacientes

MB RH+ exibem maior produção de diversas citocinas, principalmente uma resposta

inflamatória sistêmica de citocinas do perfil Th1 (TNF-α; IFN-γ e IL-18). 



20

Figura 1. Níveis séricos de citocinas A) IL-12p70; B) TNF-α; C) IFN-γ; D) IL-18; E)

IL-17A e F) IL-22; G) GM-CSF; H) IL-4; I) IL-6; J) IL-9; K) IL-10 e L) IL-27, nas

formas operacionais de pacientes com hanseníase (PB e MB RH+ e MB RH-, com e

sem reação hansênica, respectivamente) e em controles contactantes (CC).
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Dados similares foram observados quando os pacientes foram classificados segundo as

formas clínicas da hanseníase (Material Suplementar 1A-L). Seguindo os padrões das

formas operacionais, identificamos níveis mais elevados de citocinas inflamatórias do

perfil Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-18) em pacientes com a forma HV, quando comparado

com  os  controles  contactantes  ou  com  as  outras  formas  clínicas  da  doença.

Similarmente, observamos níveis elevados de citocinas do perfil anti-inflamatório (IL-4,

IL-9, IL-10 e IL-27) na forma HV.
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Material suplementar 1. Níveis séricos de citocinas A) IL-12p70; B) TNF-α; C) IFN-
γ; D) IL-18; E) IL-17A e F) IL-22; G) GM-CSF; H) IL-4; I) IL-6; J) IL-9; K) IL-10 e L)
IL-27, nas formas clínicas de pacientes com hanseníase (HI, HT, HD, HV e HN) e em
controles contactantes (HHC).
 

Posteriormente, associamos os níveis de citocinas de acordo com a ocorrência ou não de

reação  hansênica  (Figura  2A-L).  Em  relação  ao  perfil  inflamatório  Th1,  foram

observadas  maiores  concentrações  de  TNF-α  no  soro  dos  pacientes  com  reação

hansênica (22,1 ± 16,66 pg/ml), quando comparado àqueles sem reação (17,4 ± 8,39 pg/

ml;  p-valor < 0,0001; Fig. 2B). Similarmente, níveis mais elevados de IL-18 também

foram identificados nos pacientes com reação (158,0 ± 144,3 pg/ml) do que naqueles

sem episódio reacional (155,4 ± 140,4 pg/ml; p-valor = 0,0002; Fig. 1D). Identificamos

também níveis séricos mais elevados de INF-γ nos pacientes RH+, mas sem diferença

estatística (Fig. 2C).  Não foram observadas diferenças em relação aos níveis de IL-

12p70, IL-17A e IL-22 (Fig. 1E e F). No perfil anti-inflamatório, só foram observadas

diferenças significativas em relação aos níveis de IL-10 (RH+ vs. RH-; 4,6 ± 3,85 vs.

3,2 ± 1,95 pg/ml; p-valor < 0,0001; Fig. 1K). 
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Figura 2. Níveis séricos de citocinas A) IL-12p70; B) TNF-α; C) IFN-γ; D) IL-18; E)
IL-17A e F) IL-22; G) GM-CSF; H) IL-4; I) IL-6; J) IL-9; K) IL-10 e L) IL-27, de
acordo com a ocorrência ou não de reação hansênica. 
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Uma vez identificadas as citocinas associadas com a ocorrência de episódios reacionais,

verificamos também se os níveis séricos das citocinas poderiam estar associados com os

graus de incapacidade física (0, 1 e 2) (Figura 3A-L). Referente às citocinas do perfil

inflamatório Th1, foram observadas diferenças estatísticas nos dados de TNF-α, com

níveis séricos mais elevados no soro dos pacientes com grau 1 e 2 (19,5 ± 14,87 pg/ml e

23,0 ± 17,13 pg/ml, respectivamente), quando comparado com pacientes de grau 0 (13,2

±  6,54  pg/ml;  p-valor  =  0,01;  Fig.  3B).  Observamos  também  níveis  séricos  mais

elevados de INF-γ nos pacientes com grau 1 e 2, em comparação com os de grau 0, mas

sem diferença estatística (Fig. 3C). Por outro lado, observamos níveis mais elevados de

GM-CSF (29,7 ± 18,33 pg/ml; p-valor <0,0001; Fig. 3G), IL-4 (50,3 ± 18,56 pg/ml; p-

valor  <0,0001;  Fig.  3H)  e  IL-6  (32,9  ±  9,93  pg/ml;  p-valor  <0,0001;  Fig.  3I)  em

pacientes com o grau 2, em comparação com aqueles com grau 0 ou 1.
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Verificamos também se os níveis séricos das citocinas poderiam estar associados com

os graus de incapacidade física (0, 1 e 2) (Figura 3A-L). Referente às citocinas do perfil

inflamatório Th1, foram observados níveis séricos mais elevados de TNF-α no soro dos

pacientes com grau 1 e 2 (19,5 ± 14,87 pg/ml e 23,0 ± 17,13 pg/ml, respectivamente),

quando comparado com pacientes de grau 0 (13,2 ± 6,54 pg/ml;  p-valor = 0,01; Fig.

3B).  Observamos também níveis séricos mais elevados de INF-γ nos pacientes  com

grau 1 e 2, em comparação com os de grau 0, mas sem diferença estatística (Fig. 3C).

Por outro lado, observamos níveis mais elevados de GM-CSF (29,7 ± 18,33 pg/ml; p-

valor <0,0001; Fig. 3G), IL-4 (50,3 ± 18,56 pg/ml;  p-valor <0,0001; Fig. 3H) e IL-6

(32,9  ±  9,93  pg/ml;  p-valor  <0,0001;  Fig.  3I)  em  pacientes  com  o  grau  2,  em

comparação com aqueles com grau 0 ou 1.
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Figura 3. Níveis séricos de citocinas A) IL-12p70; B) TNF-α; C) IFN-γ; D) IL-18; E)
IL-17A e F) IL-22; G) GM-CSF; H) IL-4; I) IL-6; J) IL-9; K) IL-10 e L) IL-27, de
acordo com a ocorrência dos diferentes graus de incapacidade física
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Uma vez que os níveis de citocinas do perfil Th1 estavam elevados nas formas MB e

na  ocorrência  de  RH  e  incapacidade  física  na  hanseníase,  decidimos  analisar  a

associação dos níveis de citocinas entre si e com o número de lesões nos pacientes

com hanseníase (Figura 4). Para tanto, realizamos a análise de correlação pelo teste de

Spearman  (R).  Observamos  correlação  positiva  e  significativa  entre  as  citocinas

inflamatórias do perfil Th1: IL-18 e IFN-γ (R = 0,84; p-valor <0,0001); IL-18 e TNF-α

(R  =  0,49;  p-valor  <0,0001);  e  IFN-γ  e  TNF-α  (R  =  0,61;  p-valor  <0,0001).

Observados também correlação positiva entre o número de lesões (NL) nos pacientes

com hanseníase e as citocinas IL-18 (R = 0,33; p-valor =0,0008), INF-γ (R = 0,35; p-

valor =0,0004), TNF-α (R = 0,206;  p-valor =0,03) e correlação negativa entre NL e

IL-2 (R = -0,21; p-valor =0,03).
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Figura 4. Mapa de correlação entres as citocinas dosadas e o número de lesões nos
pacientes  com  hanseníase.  Círculos  de  cor  azul  representam  correlação  positiva.
Círculos de cor avermelhada representam correlação negativa.

 

Análises de Cluster das Citocinas

Haja vista que foi identificada associação entre os níveis sistêmicos de citocinas e a

apresentação  clínica  da  hanseníase  e  a  ocorrência  de  RH  e  incapacidade  física,

realizamos a análise de cluster com as dosagens séricas das citocinas para identificar a

formação de agrupamento de citocinas com a ocorrência da doença e suas complicações

clínicas. A legenda mostra a variação do desvio-padrão nas análises realizadas com base

em uma escala de cores. Analisando o  heatmap da Figura 5A é possível perceber o

agrupamento das citocinas IFN-γ, TNF-α, IL-9, IL-6, IL-10 e IL-18 que são as citocinas

que mais se distanciam da média para o valor de +4 (cores mais avermelhadas) e estão,

portanto, conjuntamente associadas com a ocorrência da hanseníase e corroboram com

as  análises  da  Figura  1.  Por  outro  lado,  na  Figura  5B  (CC)  podemos  perceber  a

formação  de  conglomerados  opostos  ao  dos  pacientes.  À  direita  do  heatmap

observamos o desvio padrão próximo à normalidade, com cores mais claras. Podemos

inferir  que  citocinas  que  são  expressas  em  maior  quantidade  em  CC  podem  estar

relacionadas a uma resposta imune eficaz contra M. leprae, a exemplo das citocinas IL-
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2, IL-17A, IL-21, IL-1β, IL-23 e IL-5. Foi realizado a análise de cluster para observar

possíveis formações de conglomerados em pacientes que manifestaram os dois polos

extremos da forma clínica na hanseníase (HT e HV) (Figura 5C). O que difere os polos

entre  os  pacientes  é  a  dispersão  das  citocinas  IL-10,  IL-18,  IL-9,  IL-23 e  IL-5 em

pacientes  HV, para o valor +6. O que não ocorre no polo HT, onde as citocinas se

distribuem entre o valor do desvio padrão para -2.

Posteriormente, observamos o comportamento de Cluster das citocinas na ocorrência de

RH e incapacidade física. Foram observados conglomerados das citocinas IL-10, IL-18,

IL-6 e IFN-γ no heatmap 1 referente aos pacientes com RH (Figura 6A). Na Figura 6B é

apresentado o  heatmap referente aos conglomerados de citocinas segundo o grau de

incapacidade 0 e 1-2. Pode-se perceber que há o envolvimento de um cluster formado

principalmente pelas citocinas IL-18, IL-10 e IFN-y (com maior expressão de cores

vermelhas  e  próxima  ao  valor  de  +6)  associadas  com  a  ocorrência  de  grau  de

incapacidade física 1 e 2.

Figura 5.  Heatmap com a expressão das dosagens de citocinas nos A) pacientes com
hanseníase,  B) em controles contactantes  e C) de acordo com as formas clínicas  da
hanseníase (Tuberculoide e Virchowiana). 
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Figura 6.  Heatmap com a expressão das dosagens de citocinas de acordo com A) a
ocorrência ou não de reação hansênica e B) grau de incapacidade física. 
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DISCUSSÃO

Há muito se discute na literatura científica o papel de citocinas na apresentação clínica

da hanseníase. Diversos estudos reportam que citocinas do perfil Th1 (IFN-γ e TNF-α)

estariam associadas com às formas clínicas PB da doença(2,5,18,19). Contudo, neste estudo

avaliamos uma amostra de 104 pacientes com hanseníase e 70 CC e demonstramos que

níveis  séricos  elevados  de  citocinas  do  perfil  Th1  (IFN-γ,  TNF-α  e  IL-18)  estão

envolvidas  com  a  ocorrência  das  formas  graves  da  hanseníase  e  suas  principais

complicações clínicas.  Além disso, IFN-γ,  TNF-α,  IL-18 foram correlacionados com

maior número de lesões em pacientes com hanseníase e as análises de cluster também

corroboraram  a  maior  expressão  dessas  citocinas  no  grupo  dos  pacientes  com

hanseníase e na forma HV.

  

Neste estudo, identificamos que níveis séricos elevados de IFN γ estão associados à

forma  clínica  HV  e  com  a  ocorrência  de  reação  hansênica  e  desenvolvimento  de

incapacidade  física  grau  2.  O  IFN-γ  é  considerada  a  citocina  inflamatória  mais

importante  do  perfil  Th1(20,21).  Ele  é  produzido  principalmente  por  linfócitos  da

imunidade adquirida e  tem como principal  função iniciar  a cascata de resposta pró-

inflamatória  e  ativação  de  fagócitos  como  macrófagos  (21,22).  Diversos  estudos  já

demonstraram o papel protetor do IFN-γ, especialmente em infecção intracelular como

na tuberculose  (23) e  na leishmaniose  (24–26).  Contudo,  outros  autores  contrapõem que

níveis elevados de IFN-γ podem induzir resposta inflamatória exacerbada, com intensa

ativação de linfócitos T CD8+ (citotóxicos) que causam lesão e dano tecidual, podendo

ser  prejudicial  ao  paciente.  Essas  hipóteses  já  foram demonstradas  em estudos com

leishmaniose(26–28). Em pesquisa anterior realizado pelo nosso grupo, foi demonstrado

que níveis elevados de IFN-γ foram associados com a forma MB da hanseníase e que

desenvolveram episódios reacionais(13).   

TNF é outra citocina do perfil Th1 que também se apresentou associada às formas MB e

complicações clínicas da hanseníase neste estudo. Ele é produzida principalmente por

macrófagos e linfócitos T e, durante infecções, é um dos mediadores mais precoces de

resposta  inflamatória  exacerbada  e  um potente  indutor  do  metabolismo muscular(21).

Estudos  prévios  demonstraram  que  na  hanseníase  o  TNF-α  aumenta  a  resposta

inflamatória no local da lesão, atua no controle da replicação do bacilo e contribui para
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a ocorrência de formas clínicas mais brandas da doença e menor número de lesões(2,19).

Entretanto,  níveis  elevados  dessa  citocina  e  a  ativação  de  outros  mediadores

inflamatórios como a IL-1β, NO e as MMPs potencializam o dano tecidual. Além disso,

o  aumento  de  sua  concentração  em  sítios  lesionados  aumenta  a  infiltração  de

macrófagos e estimula a dor (19).

Esse é o primeiro estudo a demonstrar a associação entre IL-18 sérica e a ocorrência de

das formas MB e HV, além de estar relacionada com reação hansênica e a incapacidade

física grau 1 e 2. Estudos anteriores avaliaram a expressão da IL-18 em biópsias de

lesões e observaram maior expressão de IL-18 em amostras de pacientes TT (29,30). A IL-

18  é  secretada  por  macrófagos  e  células  dendríticas  quando  estimuladas  (21) e

desempenha um papel importante na produção de IFN-γ a partir de células T e células

NK (30). IL-18 participa também da formação de inflamassoma, como já foi demonstrado

na hanseníase (30). Estudos prévios já demostraram o potencial inflamatório e lesivo do

IFN-γ, TNF-α e IL-18 em algumas doenças autoimunes em humanos(21), como lúpus

eritematoso  sistêmico(31),  artrite  reumatoide(32),  doença  de  Crohn(33) e  psoríase(34)
.

Conjuntamente,  pode-se inferir  que  IL-18 associada  com IFN-γ são requeridas  para

controlar  a proliferação do bacilo  e dessa forma,  a ocorrência de menor número de

lesões. Entretanto, níveis elevados podem estar associados com respostas inflamatórias

exacerbadas que levam a um pior prognóstico clínico, como ocorre nas RH e lesões

neurológicas das incapacidades físicas(35).      

Outras  citocinas  pertencentes  ao  perfil  de  células  inflamatórias  (IL-17  e  IL-22),

contudo,  não  foram  associadas  com  as  formas  MB  ou  complicações  clínicas  da

hanseníase. Em estudo anterior, foi demonstrado que o perfil de citocinas Th17 (IL-17 e

IL-1β) foram associadas com as formas PB da hanseníase. Porém, não houve associação

com a  ocorrência  de  episódios  reacionais(13).  Nossos  dados  corroboram com estudo

anterior e demonstram que IL-17 e IL-22 séricas não estão associadas com a ocorrência

de RH.

Dados do nosso estudo demonstram também que citocinas do perfil anti-inflamatório

estão envolvidas com a forma HV e RH. Níveis elevados de IL-4 (perfil Th2), IL-9

(perfil Th9), IL-10 e IL-27 (perfil Treg) foram identificados em pacientes MB e com
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RH  e  corroboram  a  associação  de  citocinas  do  perfil  anti-inflamatório  com  a

apresentação clínica mais grave e incapacitante da hanseníase(1,2,13,36–38).

Além disso, podemos inferir conjuntamente que os pacientes com as formas MB e nos

que ocorrem episódios  reacionais  e incapacidade física apresentam níveis sistêmicos

elevados de diversas citocinas dos perfis Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-18), Th2 (IL-4 e IL-

6), Th9 (IL-9) e Treg (IL-10 e IL-27), produzindo um efeito sistêmico denominado de

tempestade de citocinas. Isso leva à ocorrência de reposta inflamatória exacerbada, com

maior número de lesões teciduais e dano neural, manifestações comuns nos episódios

reacionais e incapacidades físicas da hanseníase. Similarmente, o efeito clínico severo

da  tempestade  de  citocinas  já  foi  demonstrado  em  outras  infecções  por  patógenos

intracelulares, como na Leishmaniose Visceral(25) e mais recentemente nos casos graves

de SARS-CoV-2(39,40). 

Os  dados  do  nosso  estudo  corroboram  a  pesquisa  de  Kahawita  e  Lockwood  que

demonstrou  que  a  imunidade  celular  está  presente  no  surgimento  do  ENH,

principalmente citocinas como TNF-α e IL-6(11). Na ausência de intervenção precoce, o

paciente  pode evoluir  com sequelas  graves  que são responsáveis  pelo  forte  estigma

social e comprometimento significativo da qualidade de vida(41).

Desta  forma,  concluímos  que,  embora  citocinas  do  perfil  Th1  sejam  consideradas

importantes para o controle do bacilo na infecção por M. leprae, níveis séricos elevados

estão envolvidos com a forma clínica HV e complicações da hanseníase. Além disso,

nossos dados reportam que, conjuntamente, diversas citocinas dos perfis Th1-Th2-Th9-

Treg  estão  envolvidas  na  ocorrência  das  complicações  clínicas  mais  graves  da

hanseníase (RH e lesão neurológicas com incapacidade física), corroborando o efeito de

tempestade  de  citocinas  na  severidade da  doença.  Com isso,  essas  citocinas  podem

funcionar como biomarcadores para o monitoramento da evolução clínica da doença.

Ademais,  mostramos  que  as  citocinas  formam  conglomerados  distintos  quando

analisamos  as  complicações  clínicas  da  hanseníase,  mostrando  quais  clusters  de

citocinas  estão  envolvidos  com reação  hansênica  e  incapacidades  física,  análise  até

então inédita no tocante a imunopatogenia da hanseníase.
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5 CONCLUSÕES

 Níveis séricos elevados de citocinas inflamatórias do perfil Th1 (IFN-γ, TNF-α e

IL-18) estão envolvidos com as formas MB e complicações da hanseníase;

 Citocinas  dos  perfis  Th1-Th2-Th9-Treg  estão  envolvidas  na  ocorrência  das

complicações clínicas mais severas da hanseníase (RH e lesão neurológicas com

incapacidade  física),  corroborando  o  efeito  de  tempestade  de  citocinas  na

severidade da doença;

 Observamos correlação positiva e significativa entre as citocinas inflamatórias

do perfil Th1 (IL-18 e IFN-γ TNF-α); 

 Observados  também correlação  positiva  entre  o  número  de  lesões  (NL)  nos

pacientes com hanseníase e as citocinas IL-18, INF-γ e TNF-α. Porém houve

correlação negativa entre NL e IL-2;

 Citocinas formam conglomerados distintos quando analisamos as complicações

clínicas da hanseníase, mostrando  clusters  de citocinas envolvidos com reação

hansênica  e  incapacidades  física,  análise  até  então  inédita  no  tocante  a

imunopatogenia da hanseníase;

 As  dosagens  dessas  citocinas  podem  funcionar  como  biomarcadores  para  o

monitoramento da evolução clínica da doença. 
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APÊNDICE I – TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Maiores de 18 anos)
Consentimento Informado para o Estudo da Resposta Imune

Nome do Projeto: Estudo Imunológico e Genético na Hanseníase

Registro HU:_____________    Nº: __ __ __ - __ __
NOME DO PACIENTE: _____________________________________________ 

Investigador  Principal:  Amélia Ribeiro de Jesus, médica,  Hospital  Universitário  Rua
Cláudio Batista S.N, Bairro Sanatório, Aracaju, -Brasil. Tel.: (79)3218-1805.

Convite e Objetivo:
Você é convidado (a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque
as  pessoas  têm  Hanseníase.  Este  estudo  incluirá  90  pessoas  com  esta  doença  que
apresentam  formas  diferentes  de  feridas  na  pele.  Além  das  informações  deste
documento  você  pode  perguntar  tudo  sobre  o  estudo  ao  seu  médico.  Caso  decida
participar do estudo você será solicitado (a) assinar este formulário de consentimento.

Participação  voluntária:  A  sua  participação  é  voluntária.  Você  pode  decidir  não
participar  do  estudo em qualquer  momento,  sem perder  os  benefícios  dos  cuidados
médicos  prestados  e  de  seu  tratamento.  Caso,  após  aceite  participar,  resolva
descontinuar  sua  participação,  isto  será  feito  sem  qualquer  prejuízo  para  você.
Participando ou não do estudo você receberá o medicamento utilizado para o tratamento
da Hanseníase.

Finalidade do estudo: Este estudo vai estudar como o seu corpo se defende quando
atacado pela bactéria que causa esta doença. Para isto estudaremos o seu sangue e uma
parte do exame de biópsia de sua ferida na pele.

Procedimentos: Caso você concorde em participar do estudo, além de ser examinado
por um médico clínico, realizar biópsia da lesão, teste intradérmico e exame de secreção
de sua orelha, métodos que são necessários para o diagnóstico da doença, você doará
40ml de sangue (mais ou menos 3 colheres de sopa) para a pesquisa dos mecanismos de
defesa do organismo. A retirada do pedaço da pele ou da ferida para diagnóstico da sua
doença será feita com anestesia para você não sentir dor e parte deste material poderá
ser  utilizado  para  os  estudos da defesa  do seu corpo contra  a  bactéria  que causa a
doença. Caso o diagnóstico de Hanseníase não seja confirmado, todo o material obtido
para pesquisa será destruído.

Duração do estudo: Após a assinatura do termo de consentimento sua participação no
estudo é de 5 anos, a contar do primeiro dia de tratamento, caso você tenha Hanseníase.
Periodicamente, você será examinado para determinar a cura da doença ou necessidade
de utilização de novo tratamento, que também lhe será fornecido gratuitamente. 

Confidencialidade:  Qualquer  informação  obtida  durante  este  estudo  só  será  do
conhecimento  da  equipe  médica  e  do  órgão  que  protege  o  indivíduo  em pesquisas
(Comitê de ética do Hospital Universitário). Você e qualquer participante desse estudo
não será identificado por nome nas publicações dos resultados do estudo. Apenas os
representantes do Comitê de Ética em Pesquisa poderão ver sua ficha clínica.
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Análises de riscos e benefícios: A retirada de seu sangue e de um pedaço da ferida são
feitos se você tiver ferida, ainda antes do tratamento, para confirmar o diagnóstico da
doença. Dor leve na retirada de sangue devido à punção com agulha pode ocorrer. Em
casos raros a retirada de sangue provoca sangramento ou mancha roxa na pele. Como
anestesia local é utilizada, a retirada de um pedaço da ferida não é acompanhada de dor.
O  tratamento  que  você  receberá  é  igual  ao  que  todos  os  pacientes  receberão
participando  ou  não  do  estudo.  A  participação  lhe  trará  como  benefício  um
acompanhamento  clínico  mais  frequente.  Um médico  lhe  visitará  em sua  casa  para
examinar também sua família. Você deve retornar às consultas médicas regularmente de
acordo com marcação de seu cartão do Ambulatório do HU

Retorno de benefícios para o sujeito e para a sociedade: A Hanseníase é relacionada a
reação do seu organismo contra a bactéria que causa a doença e o conhecimento destas
reações do seu corpo pode contribuir não só para o entendimento da doença como para
o  aparecimento  de  novas  formas  de  tratamento  ou  controle  os  sintomas  e  também
formas de prevenir a doença.

Custos: Você não terá custos com o tratamento. Você não receberá pagamento por sua
participação neste estudo.
Esclarecimentos: Caso você precise de atendimento médico durante o estudo, você pode
contactar um dos seguintes Médicos pelo telefone (79)3237-7353: Dra. Amélia Ribeiro
de Jesus, Dr. Emerson Ferreira da Costa ou Dr. Roque Almeida. Caso você queira saber
alguma coisa sobre seus direitos e de seu filho, como paciente, você pode procurar o
Comitê de Ética do Hospital Universitário, cujo endereço encontra-se no início deste
consentimento ou pelo telefone (79) 3218-1805.

Consentimento: Se você leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e você
concorda em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. A você será entregue
uma cópia deste formulário para guardar.

______________________________________ ____________     ____________
Assinatura do participante          Data                  Hora

______________________________________ ____________      ___________
Assinatura do pesquisador                     Data  Hora

_______________________________________ ____________       __________
  Assinatura da testemunha (apenas analfabetos)        Data  Hora
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