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RESUMO 

 
O Mycobacterium leprae é um patógeno intracelular obrigatório causador da 

hanseníase, uma doença crônica que representa um importante problema de 

saúde pública no Brasil e no mundo. Durante a doença, os pacientes estão 

sujeitos às reações hansênicas, condições de exacerbação da resposta 

inflamatória localizada (tipo 1 - RT1) ou sistêmica (tipo 2 - RT2). Há diferentes 

mecanismos imunológicos relacionados à identificação e remoção de bactérias, 

um deles, a xenofagia, é um tipo de autofagia seletiva. Existem poucos estudos 

relacionando o processo autofágico com os episódios reacionais. O objetivo do 

estudo foi analisar o papel da autofagia em linfócitos, monócitos e neutrófilos 

derivados de pacientes com RT1 e RT2 recrutados nos Serviços de Referência 

para Hanseníase dos municípios de Caruaru e Recife/PE, em comparação ao 

grupo controle (indivíduos saudáveis). Além das marcações para caracterização 

dos linfócitos (anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD8), monócitos (anti-CD45 

e anti-CD14) e neutrófilos (anti-CD45, anti-CD15, anti-CD16 e anti-CD66b), 

também ocorreu marcação para a análise de moléculas relacionadas ao 

reconhecimento de patógenos e processo autofágico: anti-TLR2, anti-TLR4, anti-

Caspase-1, anti-LC3B e anti-LAMP1 através da citometria de fluxo e ensaio de 

imunofluorescência para a Caspase-1. O soro foi utilizado para a dosagem das 

citocinas inflamatórias: IL-12p70, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF. Para análise 

estatística foi realizado o ANOVA one-way seguido do teste de Tukey, onde foi 

considerado significante p<0,05. Os resultados da citometria de fluxo indicam 

uma maior frequência de LC3B, LAMP1 e Caspase-1 no grupo RT2. Já o TLR2 

encontra-se mais expresso nas células TCD4+ de pacientes com RT2, enquanto 

que o TLR4 está mais expresso nas TCD8+ dos grupos reacionais (RT1 e RT2). 

Nas análises de imunofluorescência houve uma maior expressão de Caspase-1 

no grupo RT2, quando comparado ao controle, que junto com os dados da 

citometria, indicam a presença do processo inflamatório e autofágico. Os níveis 

das citocinas inflamatórias apresentaram um aumento no grupo RT2, comparado 

ao grupo RT1, o que pode estar relacionado ao esquema de tratamento. Apesar 

dos nossos resultados apresentarem um grande avanço no entendimento da 

imunopatologia das reações do tipo 2, visto que não há trabalhos na literatura 

explorando o papel da xenofagia em pacientes com RT2, estudos adicionais 



 

precisam ser realizados para melhor caracterização dos mecanismos imunes 

envolvidos.  

 

Palavras-chave:  Mycobacterium leprae; Hanseníase; Reações Hansênicas; 

Xenofagia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Mycobacterium leprae is an intracellular pathogen that causes leprosy, a chronic 

disease that represents an important public health problem in Brazil and 

worldwide. During the disease, patients are susceptible to leprosy reactions, 

conditions of localized (type 1 - RT1) or systemic (type 2 - RT2) inflammatory 

response exacerbation. There are different immunological mechanisms related 

to the identification and removal of bacteria, one of them, xenophagy, is a type of 

selective autophagy. There are few studies linking the autophagic process with 

reaction episodes. The aim of the study was to analyze the role of autophagy in 

lymphocytes, monocytes, and neutrophils from RT1 or RT2 patients recruited 

from the Reference Services for Leprosy in the municipalities of Caruaru and 

Recife/PE, compared to the control group (healthy individuals). In addition to 

markings for characterizing lymphocytes (anti-CD45, anti-CD3, anti-CD4 and 

anti-CD8), monocytes (anti-CD45 and anti-CD14) and neutrophils (anti-CD45, 

anti-CD15, anti-CD16 and anti-CD66b), molecules related to pathogen 

recognition and autophagic process were also marked: anti-TLR2, anti-TLR4, 

anti-Caspase-1, anti-LC3B and anti-LAMP1 through flow cytometry and 

immunofluorescence assay for Caspase-1. Inflammatory cytokines (IL-12p70, IL-

1β, IL-6, IL-8, IL-10, and TNF) were measured in serum. For statistical analysis, 

ANOVA one-way was performed followed by Tukey's test, where p<0.05 was 

considered significant. Flow cytometry results indicate a higher frequency of 

LC3B, LAMP1 and Caspase-1 in the RT2 group. TLR2 is more expressed in 

CD4+ T cells from patients with RT2, while TLR4 is more expressed in CD8+ T 

cells from the reaction groups (RT1 and RT2). In the immunofluorescence 

analyzes there was a higher expression of Caspase-1 in the RT2 group, when 

compared to the control, which together with the cytometry data, indicate the 

presence of the inflammatory and autophagic process. Inflammatory cytokine 

levels increased in the RT2 group compared to the RT1 group, which may be 

related to the treatment regimen. Although our results present a major advance 

in understanding the immunopathology of type 2 reactions, as there are no 

studies in the literature exploring the role of xenophagy in RT2 patients, additional 

studies need to be carried out to better characterize the immunological 

mechanisms involved. 



 

 

Keywords:  Mycobacterium leprae; Leprosy; Leprosy Reactions; Xenophagy. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Mycobacterium leprae é um patógeno intracelular obrigatório, 

conhecido por causar hanseníase, que invade os macrófagos e as células de 

Schwann, afetando pele, nervos periféricos, olhos e trato respiratório 

(SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). A hanseníase é uma doença infecciosa 

crônica que representa um importante problema de saúde pública no Brasil e no 

mundo devido às graves consequências causadas, incluindo alterações na 

aparência e incapacidades físicas (MI; LIU; ZHANG, 2020). Apesar de ter cura, 

cerca de 200.000 casos são diagnosticados por ano mundialmente e o Brasil é 

o segundo país com maior número de casos, ficando atrás apenas da Índia 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022a). 

A classificação de Ridley-Jopling (1966) é um dos sistemas mais 

utilizados para classificar a hanseníase, que divide os pacientes em cinco 

grupos, de acordo com seu estado clínico e imunológico (SILVA et al., 2017). A 

hanseníase tuberculóide (TT) é caracterizada por uma resposta imune celular 

robusta contra determinantes antigênicos do M. leprae, presença de lesão única, 

granulomas bem desenvolvidos e bacilos negativos ou raros (SILVA et al., 2017). 

Em contrapartida, a hanseníase virchowiana (LL) é caracterizada por uma forte 

resposta humoral que não impede a proliferação bacteriana e tende a se 

manifestar clinicamente com lesões cutâneas e alta carga bacteriana 

(PINHEIRO et al., 2011). A maioria dos pacientes apresenta fenótipos 

limítrofes/boderlines, imunologicamente instáveis: boderline-tuberculóide (BT), 

boderline-borderline (BB) e boderline-virchowiano (BL) (EICHELMANN et al., 

2013). 

Durante o curso da doença, os pacientes estão sujeitos a ocorrência de 

reações hansênicas, condições clínicas agudas de exacerbação da resposta 

inflamatória localizada ou sistêmica, que podem ser classificadas em dois tipos 

distintos (GOMES et al., 2020). As reações do tipo 1 (RT1 ou também chamadas 

de reação reversa/RR) são caracterizadas por uma exacerbação da resposta 

imune celular contra determinantes antigênicos do M. leprae, com linfócitos T 

CD4+ e infiltração de macrófagos CD163+, e tendem a ocorrer com maior 
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frequência em pacientes que apresentam as formas clínicas PB, porém as RT1 

também podem acometer pacientes BB e BL (FROES; TRINDADE; SOTTO, 

2022; SILVA et al., 2021). Por outro lado, as reações do tipo 2 (RT2 ou eritema 

nodoso hansênico/ENH) são uma exacerbação da resposta imune humoral com 

deposição tecidual de imunocomplexos e infiltração de neutrófilos, mais 

comumente observadas em pacientes que apresentam as formas BL e LL 

(FROES; TRINDADE; SOTTO, 2022; WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). 

Essas complicações imunológicas são a principal causa de lesões nervosas 

irreversíveis e deformidades anatômicas relacionadas à hanseníase, podendo 

surgir espontaneamente antes, durante e até anos após o tratamento. Esses 

episódios representam uma grande preocupação clínica e até 50% dos 

pacientes com hanseníase experimentam uma reação pelo menos uma vez 

durante a vida (GELUK, 2018). O diagnóstico é baseado em sintomas clínicos e 

histopatológicos, quando feito de imediato contribui significativamente para a 

recuperação do paciente, reduzindo os riscos de dano tecidual permanente 

(LOCKWOOD; SAUNDERSON, 2012). 

A autofagia consiste no processo pelo qual componentes celulares são 

degradados ou reciclados no interior do lisossomo (DERETIC; LEVINE, 2018). É 

um conjunto de vias de sinalização complexas que geram uma organela de 

membrana dupla, o autofagossomo, que posteriormente se funde com o 

lisossomo, gerando o autolisossomo, para degradar o conteúdo presente em seu 

interior (WANG; LI, 2020).   

Já a xenofagia é um tipo de autofagia seletiva que está relacionada com a 

identificação e remoção de bactérias e outros patógenos intracelulares (WANG; 

LI, 2020), auxiliando na ativação do sistema imune inato e adaptativo do 

hospedeiro como forma de limitar a inflamação exacerbada e controlar a infecção 

(MIZUSHIMA; LEVINE, 2020a). A inibição da autofagia de macrófagos e uma 

forte resposta imune anti-inflamatória levam a persistência de M. leprae no 

hospedeiro e mau prognostico da doença (MA et al., 2017). 

Existem poucos estudos relacionando o processo autofágico com os 

episódios reacionais, mas, Silva e colaboradores (2017) mostraram que 

pacientes TT com reação tipo 1 apresentaram maiores níveis de autofagia do 

que os pacientes LL e a ativação da autofagia possui papel importante na 
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eliminação de M. leprae. Dessa forma, existe a necessidade de uma maior 

compreensão dos mecanismos autofágicos associados às reações hansênicas 

de tipo 1 e 2 para uma melhor compreensão da imunopatogênese dessa doença. 

 

1.1 Objetivos  

 

1.1.1 Objetivo Geral  

Analisar o papel da autofagia em linfócitos, monócitos e neutrófilos, de 

pacientes hansênicos com reações do tipo 1 e 2 dos municípios de Recife e 

Caruaru, estado de Pernambuco. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

● Avaliar fenotipicamente a expressão de marcadores autofágicos em 

linfócitos, monócitos e neutrófilos de amostras de sangue coletadas de 

pacientes reacionais infectados pelo Mycobacterium leprae; 

● Correlacionar os linfócitos, subtipos de monócitos e neutrófilos 

identificados com os tipos de reações hansênicas desenvolvidas pelos 

pacientes; 

● Identificar por imunofluorescência a atividade inflamatória nos monócitos 

e linfócitos a partir de amostras sanguíneas de pacientes reacionais; 

● Avaliar o perfil de citocinas inflamatórias nestes mesmos pacientes e sua 

associação com as reações do tipo 1 e 2, e os marcadores autofágicos. 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

     2.1 Hanseníase 

O Mycobacterium leprae é um patógeno intracelular obrigatório que 

pertence a classe Schizomycetes, ordem Actinomycetales, família 

Mycobacteriaceae e gênero Mycobacterium (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). 

As bactérias são ligeiramente curvadas e medem 1–8 μm de comprimento e 0,3–

0,5 μm de diâmetro. O M. leprae é um bacilo ácido-resistente, imóvel e 

microaerófilo que invade e infecta macrófagos da pele e células de Schwann nos 

nervos periféricos causando uma infecção crônica em humanos conhecida como 
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hanseníase (MAYMONE et al., 2020). O M. leprae requer baixas temperaturas 

para crescer, portanto, tende a parasitar preferencialmente áreas mais frias 

como pele, mucosa nasal e orelhas (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022).  

A hanseníase é uma doença caracterizada por manifestações clínicas 

baseadas no acometimento dermatoneurológico, com aparecimento de lesões 

cutâneas características, as quais apresentam diminuição da sensibilidade 

térmica, dolorosa e tátil, podendo evoluir para condições de incapacidades 

físicas que comprometem de forma significativa a rotina das pessoas portadoras 

(VELÔSO et al., 2018). De acordo com o estado clínico e a resposta imunológica 

do hospedeiro à infecção, a hanseníase pode ser classificada, em: Tuberculóide 

(TT), boderline-tuberculóide (BT), Boderline-boderline (BB), Boderline-

virchowiano (BL) e Virchowiano (LL) (RIDLEY; JOPLING, 1966).  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) sugere um esquema mais 

simples para distinguir os diferentes tipos de hanseníase, que é utilizado como 

base do modelo de tratamento atual. Neste modelo, a hanseníase é classificada 

com base nos sintomas visíveis e presença ou ausência de bacilos em 

esfregaços de pele, em: Paucibacilar, quando são identificadas até 5 lesões de 

pele e baciloscopia negativa; e Multibacilar, quando há mais de 5 lesões de pele 

e baciloscopia positiva (WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). 

O mecanismo de transmissão depende da infectividade do hospedeiro e 

a proximidade, frequência e duração do contato. As secreções respiratórias são 

a via de transmissão mais comum. O período de incubação normalmente varia 

de 3 a 5 anos para a hanseníase tuberculóide e de 9 a 12 anos para a 

hanseníase virchowiana. A maioria dos indivíduos expostos aos bacilos não 

desenvolvem sintomas clínicos (MAYMONE et al., 2020). 

    2.1.1 Epidemiologia 

Durante o ano de 2021, foram notificados 140.594 novos casos de 

hanseníase no mundo, com uma taxa de detecção de 17,83 casos por 1 milhão 

de habitantes. Brasil, Índia e Indonésia são os países que mais reportam novos 

casos, correspondendo a 74,5% do total global (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2022b) (Figura1). 
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A identificação de novos casos em menores de 15 anos de idade indica 

transmissão recente, e 9.052 novos casos infantis foram notificados em todo o 

mundo durante o ano de 2021, com uma taxa correspondente de 4,5 casos por 

milhão de população infantil (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b). Um 

aumento no número de casos infantis (4,7%) foi observado em 2021 quando 

comparado com 2020 (8.642). 

Figura 1- Número de casos de hanseníase no mundo. 

 

Fonte: WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022b.  

Nesse contexto, o Brasil ocupa o segundo lugar entre os países com maior 

número de casos no mundo. Em 2021 foram notificados 18.318 casos no país, 

sendo 761 em menores de 15 anos (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023).  

Os chamados clusters definem áreas com maior risco e onde se encontra 

a maioria dos casos. Na análise atual, os dez clusters mais importantes incluíram 

860 municípios e 24,4% dos casos novos detectados no período analisado. O 

primeiro cluster foi detectado entre 2017 e 2020, sendo composto de 41 

municípios, todos localizados no Mato Grosso, e constituiu a área de maior risco 

para contrair a hanseníase. O terceiro cluster apresentou o segundo maior risco 

para hanseníase entre os anos 2016 e 2019, sendo composto por 70 municípios 

localizados no extremo sul do Pará, Nordeste de Mato Grosso, Centro-Sul de 
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Tocantins e norte de Goiás. Pernambuco possui 2 clusters, um localizado mais 

na região do Sertão e outro na Região Metropolitana (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023) (Figura 2).  

 

Figura 2- Áreas (Clusters) com maior número de casos de hanseníase no Brasil. 

 

Fonte: SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023. 

 

Dados preliminares de 2022 demonstram que o Brasil diagnosticou 

19.635 casos novos de hanseníase, sendo 836 novos casos em menores de 15 

anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2023). O Maranhão é o estado que 

apresenta o maior número de casos novos na população geral, com 1.860 casos, 

seguido de Mato Grosso, Pernambuco, Bahia e Pará, com mais de mil casos 

cada um. O Maranhão também ocupa a primeira posição em número de casos 

novos em menores de 15 anos (148), seguido de Mato Grosso (79) e 

Pernambuco (67) (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2023) (Figura 3). 
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Figura 3- Número de casos de hanseníase por estado do Brasil. 

 

Fonte: SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023. 

 

Do total de casos novos diagnosticados em 2022, 80,2% foram 

classificados como multibacilares (MB). Cerca de 83,4% dos casos novos foram 

avaliados quanto ao Grau de Incapacidade Física (GIF) no diagnóstico, 1.449 

casos foram diagnosticados com GIF 2, representando 11,6% do total, e 4.041 

foram diagnosticados com GIF 1, o que corresponde a 32,4% (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023). Esse indicador 

evidencia o diagnóstico tardio, devido ao maior grau de comprometimento físico 

ocasionado pela hanseníase. Índia e Brasil são os únicos países que apresentam 

mais de 1.000 casos com GIF 2 no mundo (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM 

SAÚDE; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2023; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2022a). 

 

  2.1.2 Imunopatologia e Classificação 

A fisiopatologia da hanseníase é multifatorial, sendo que aspectos 

genéticos, imunológicos e ambientais determinam a suscetibilidade de cada 

indivíduo ao bacilo (FROES; TRINDADE; SOTTO, 2022). Como dito 

anteriormente, existem dois esquemas principais de classificação utilizados para 
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pacientes com hanseníase: o sistema Ridley-Jopling e a classificação 

operacional da OMS.  

O sistema de classificação Ridley-Jopling (1966) combina manifestações 

clínicas, características histopatológicas e a resposta imune do paciente, 

dividindo a hanseníase em:  

Hanseníase tuberculóide (TT), caracterizada por uma forte resposta imune 

celular, presença de uma única lesão, granulomas bem desenvolvidos e raros 

bacilos (SILVA et al., 2017). Em modelo murino, as células Th1 que produziram 

IL-2 e IFN-γ induziram os macrófagos para o estado polar M1 (pró-inflamatório) 

resultando em uma forma restrita da doença; nas lesões de pacientes 

tuberculóides (TT) também foi constatado maior expressão das citocinas pró-

inflamatórias IL-2 e IFN-γ (MI; LIU; ZHANG, 2020). Em outro estudo, foi avaliado 

o papel da resposta Th9, que demonstrou níveis mais elevados de IL-9 na forma 

tuberculóide (TT), sugerindo que essa citocina tem função antagônica à IL-4 e 

IL-10, desviando a resposta imune do polo Th2 para o polo Th1 (FROES; 

TRINDADE; SOTTO, 2022). Também foi observado um aumento na expressão 

de IL-17, a resposta Th17 contribui para o recrutamento de células inflamatórias, 

ativação de células endoteliais e manutenção do processo inflamatório crônico, 

desempenhando ainda um papel crítico na modulação da atividade de 

macrófagos, induzindo a produção de TNF-, IL-6 e iNOS, levando à geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) que destroem o bacilo, contribuindo para 

uma forma mais limitada da doença (FROES; TRINDADE; SOTTO, 2022). 

Já a hanseníase virchowiana (LL) é caracterizada por múltiplas lesões 

cutâneas com grande número de bacilos e presença de macrófagos do tipo M2 

(anti-inflamatórios) (PINHEIRO et al., 2011). Em modelo experimental, as células 

Th2 que produziram IL-4 e IL-5 inibiram a função microbicida dos macrófagos de 

perfil anti-inflamatório, resultando na forma progressiva da doença (MODLIN, 

1994). Já nas lesões de pacientes virchowianos, as citocinas anti-inflamatórias 

IL-4, IL-5 e IL-10 foram mais abundantes (MI; LIU; ZHANG, 2020). A linhagem 

Th22 é caracterizada pela produção de citocinas como IL-22, TNF-, IL-13 e IL-

26, fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), em estudos que avaliaram a 

existência de IL-22 nas lesões da hanseníase, foi observada a presença desta 
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citocina na forma mais disseminada (LL) (FROES; TRINDADE; SOTTO, 2022). 

A liberação de IL-22 nestes casos pode ser uma tentativa alternativa de estimular 

a atividade fagocítica de macrófagos, que é comprometida pelo M. leprae como 

um mecanismo de escape do sistema imunológico (FROES; TRINDADE; 

SOTTO, 2022) (Figura 4). 

Porém, a maioria dos pacientes apresentam fenótipos limítrofes/ 

boderlines, imunologicamente instáveis: Boderline-tuberculóide (BT), Boderline-

boderline (BB) e Boderline-virchowiano (BL) (EICHELMANN et al., 2013). Nestes 

fenótipos, a carga bacteriana se correlaciona com as características histológicas, 

sendo a BT e BB mais relacionadas aos pacientes TT e a BL aos pacientes LL 

(HOOIJ; GELUK, 2021). 

Figura 4- Imunopatogênese da hanseníase. 

 

Fonte: MI; LIU; ZHANG, 2020. 

 

Em 1982, a OMS propôs uma classificação operacional para fins de 

tratamento, baseando-se no Índice Baciloscópico (IB) no exame cutâneo ou no 

número de lesões cutâneas. Os pacientes são classificados como Paucibacilares 

(PB) quando o número de lesões cutâneas for de 1 a 5 e sem bacilos aparentes 

em esfregaços cutâneos (envolve TT e BT) (Figura 5A) e Multibacilares (MB) 

quando o número de lesões cutâneas forem >5 lesões e bacilos visíveis por 
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análises microscópicas de esfregaços cutâneos (envolve LL e BL) (Figura 5B). 

(WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). 

Figura 5: Lesão em paciente com hanseníase Paucibacilar (PB) (A) e paciente com 

hanseníase multibacilar (MB) (B). 

 

Fonte: WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015. 

Um papel importante na resposta imune ao M. leprae tem sido atribuído 

aos receptores toll-like (TLRs), um tipo de receptor de reconhecimento de 

padrões moleculares (PRR) encontrado em monócitos e células dendríticas 

(BOCHUD et al., 2008).  Após a ativação, os TLR desencadeiam a liberação de 

citocinas e a indução de moléculas co-estimulatórias que influenciam a natureza 

da resposta imune adaptativa T ou B (KRUTZIK et al., 2003). Os TLR2 medeiam 

a resposta às lipoproteínas triaciladas microbianas, enquanto que os TLR4 

reconhecem lipopolissacarídeo (LPS) e a sua ativação também induz vias 

antimicrobianas que destroem organismos intracelulares (KRUTZIK et al., 2003).  

Estudos mostram que a expressão de TLR2 é maior em monócitos de 

lesões de pele derivadas de pacientes TT e que esse aumento pode ser 

influenciado pelo padrão de resposta imune Th1, levando a formas mais 

limitadas da doença, enquanto que nas lesões de pacientes LL a expressão de 

TLR2 encontra-se inibida pela IL-4 característica das respostas Th2, 

favorecendo a permanência de M. leprae no organismo (KRUTZIK et al., 2003). 

Uma variação genética, mais fortemente associada às formas virchowianas, foi 

descrita no gene que codifica o TLR2 (BOCHUD et al., 2008). 

B 

A 
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O papel do inflamassoma na hanseníase também foi 

estudado. Componente da resposta imune inata, o inflamassoma é um complexo 

de proteínas citosólicas que medeiam a resposta inflamatória por meio de 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs), sendo este último responsável pela maturação da 

caspase-1, secreção de IL-1β e IL-18, além de um tipo de morte celular chamada 

piroptose (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022). 

    2.1.3 Diagnóstico e Tratamento 

A hanseníase é fortemente suspeitada quando se manifesta um dos 

seguintes sinais cardinais: 1) perda definitiva de sensibilidade em uma mancha 

cutânea pálida (hipopigmentada) ou avermelhada; 2) Espessamento ou aumento 

do nervo periférico com perda de sensibilidade e/ou fraqueza dos músculos 

supridos por esse nervo; e 3) presença de BAAR em esfregaço cutâneo (WHITE; 

FRANCO-PAREDES, 2015). 

O exame baciloscópico, ou baciloscopia, é usado para estimar o número 

de bactérias ácido-resistentes, este valor é relatado como Índice Baciloscópico 

(IB) (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). São coletados materiais nos lóbulos das 

orelhas e outras áreas mais frias, da borda da lesão em pacientes paucibacilares 

(PB) e do centro das lesões em pacientes multibacilares (MB) (ALEMU 

BELACHEW; NAAFS, 2019; WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015). O esfregaço 

é feito apertando a pele, para anestesiar e diminuir o sangramento, enquanto se 

faz uma incisão na derme de aproximadamente 5mm de extensão por 3mm de 

profundidade, retirando o material necessário (ALEMU BELACHEW; NAAFS, 

2019).  

 Recentemente, o diagnóstico pela reação em cadeia da polimerase 

(PCR) tornou-se uma técnica útil e recomendada devido à sua alta precisão, no 

entanto, essas ferramentas ainda são caras e exigem técnicos qualificados 

(MARTINEZ et al., 2014). Esta tecnologia passou a ser utilizada não só para 

diagnóstico, mas também para detecção de bactérias resistentes, avaliação de 

efeitos terapêuticos e confirmação de contatos domiciliares (MARTINEZ et al., 

2014). Foi verificado e relatado que a PCR quantitativa multiplex em tempo real 

(qPCR) usando os genes, RLEP, 16S rRNA e superóxido dismutase (sodA) é 
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eficaz para o diagnóstico correto e possibilidade de identificação precoce do M. 

leprae (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). 

Em 1982, foi introduzida a poliquimioterapia (PQT) pela Organização 

Mundial da Saúde como tratamento-padrão da hanseníase, sendo eficaz na 

prevenção da resistência aos medicamentos, ao mesmo tempo que diminui 

rapidamente a infectividade dos pacientes e reduz as chances de reações e 

recorrência, sendo amplamente administrada até os dias atuais (WORLD 

HEALTH ORGANIZATION, 2018).  

Para a hanseníase Paucibacilar (PB), recomenda-se 600mg de 

rifampicina uma vez por mês sob supervisão, 100mg de dapsona diariamente 

sem supervisão, por um período de 6 meses (MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 

2020; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). Já para a hanseníase 

Multibacilar (MB), o indicado é 600mg de rifampicina e 300mg de clofazimina 

uma vez por mês sob supervisão e 100mg de dapsona e 50mg de clofazimina 

diariamente sem supervisão, por 12 meses (ALEMU BELACHEW; NAAFS, 2019; 

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). 

Após a conclusão do tratamento, a doença pode voltar devido à 

resistência, persistência ou novas infecções. Para a hanseníase resistente à 

rifampicina, as diretrizes recomendam o tratamento com pelo menos dois 

medicamentos de segunda linha (claritromicina, minociclina ou quinolona) mais 

clofazimina diariamente durante 6 meses, seguidos de clofazimina mais um 

desses medicamentos por mais 18 meses (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 

2018). Quando a resistência à ofloxacina também estiver presente, o regime de 

escolha consiste de 6 meses de claritromicina, minociclina e clofazimina 

seguidos de claritromicina ou minociclina mais clofazimina por mais 18 meses 

(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).  

 2.1.4 Reações Hansênicas 

As reações hansênicas são episódios de hipersensibilidade aguda 

caracterizados pelo agravamento de lesões anteriores ou aparecimento de 

novas lesões, ocorrendo antes, durante ou após o tratamento (FROES; SOTTO; 

TRINDADE, 2022).  As reações hansênicas são classificadas como tipo 1 ou 

reação reversa (RT1) e tipo 2 ou eritema nodoso hansênico (ENH). Essas 
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reações ocorrem em 30 a 50% de todos os pacientes, sendo a fonte mais comum 

de dano nervoso persistente, deformidades e incapacidades associadas 

à infecção pelo M. leprae (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). 

As reações de tipo 1 (RT1), também conhecidas como reação reversa, 

ocorrem principalmente nas formas tuberculóides da hanseníase (TT, BT e BB), 

sendo relacionada à uma reação de hipersensibilidade do tipo IV (SUGAWARA-

MIKAMI et al., 2022). É caracterizada pela inflamação aguda de lesões cutâneas 

pré-existentes e neuroinflamação, presença de infiltrado celular constituído 

predominantemente por linfócitos T CD4+, além de macrófagos CD163+, com 

secreção significativa de TNF-α, IFN-γ, IL-2, IL1-beta, IL-6, IL-17 e CXCL-10. A 

liberação de TNF-α e IFN-γ está associada à dor e ao inchaço que são 

frequentemente observados (FROES; SOTTO; TRINDADE, 2022) (Figura 6). 

Figura 6: Resposta imunológica durante as reações de tipo 1. 

 

 

Fonte: SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022. 

 

O diagnóstico de RT1 geralmente é feito clinicamente, mas uma biópsia 

de pele pode ser realizada para auxiliar na confirmação (LUO et al., 2021). Os 
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sintomas incluem: aumento da inflamação de lesões pré-existentes, lesões que 

já apresentavam sinais de regressão, ou lesões hipocrômicas, tornam-se 

vermelhas e edematosas, escamosas e podem até ulcerar (NERY et al., 2013) 

(Figura 7). O edema de extremidades ou face pode estar presente, aparecendo 

sozinho ou com outras lesões, principalmente em pacientes BL, sendo um sinal-

chave das reações hansênicas (NERY et al., 2013). O envolvimento dos nervos 

periféricos leva à perda da função dos nervos sensoriais e motores, com 

sensibilidade e dor (LUO et al., 2021). 

Figura 7: Manifestações clínicas das reações de tipo 1. 

 

Fonte: WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015 

 

As reações de tipo 2, também conhecidas como Eritema Nodoso 

Hansênico (RT2/ENH), ocorrem principalmente em pacientes com as formas 

virchowianas (LL e BL) que apresentam baixa imunidade celular, mas possuem 

número suficiente de células B e plasmócitos para produzir anticorpos contra M. 

leprae (SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022). Os anticorpos formam complexos 

imunes que se depositam em tecidos e vasos sanguíneos causando uma reação 

de hipersensibilidade do tipo III. O principal sintoma das RT2 são lesões 

subcutâneas vermelhas e dolorosas com infiltração de neutrófilos, presença de 

níveis elevados de TNF-α, tanto nas lesões quanto no sangue periférico, além 
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das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, típico de respostas Th2 (FROES; 

SOTTO; TRINDADE, 2022) (Figuras 8 e 9).  

Figura 8: Resposta imunológica durante as reações de tipo 2. 

 

Fonte: SUGAWARA-MIKAMI et al., 2022. 

 

Além disso, pode ocorrer inflamação sistêmica, que afeta os nervos, 

articulações, olhos, testículos e gânglios linfáticos, podendo cursar com febre 

alta. O comprometimento da função nervosa está presente em mais de 50% dos 

casos de ENH (LUO et al., 2021). 
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Figura 9: Manifestações clínicas das reações de tipo 2. 

 

Fonte: WHITE; FRANCO-PAREDES, 2015.  

 

Assim que as RT1 são identificadas, o tratamento com 20–60mg de 

prednisolona é iniciado, seguido por uma diminuição gradual na dosagem em 

5mg a cada 14 dias, com base na regressão dos sintomas (MUNGROO; KHAN; 

SIDDIQUI, 2020). O tratamento deve ser idealmente interrompido dentro de 

algumas semanas para prevenir a incidência de efeitos colaterais que podem 

ocorrer devido ao uso prolongado de esteroides (MUNGROO; KHAN; SIDDIQUI, 

2020). 

No caso das RT2, a principal opção de tratamento são 100–400mg de 

talidomida diariamente, proporcionando um rápido efeito anti-inflamatório ao 

atuar sobre o TNF-, no entanto, seu uso é limitado por seus efeitos teratogênicos 

(BHAT; VAIDYA, 2020). O tratamento geralmente dura meses ou anos, pois 

poucos pacientes apresentam um único episódio de RT2 agudo e a maioria 

apresenta doença recorrente ou crônica, podendo levar à morbidade e 

mortalidade nos pacientes acometidos (POLYCARPOU; WALKER; 

LOCKWOOD, 2017). 
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2.1.5 Desafios na erradicação da hanseníase 

Apesar dos esforços de controle, incluindo o uso generalizado da PQT e 

a estabilização das taxas de detecção de novos casos notificados nos últimos 

anos, a hanseníase permanece endêmica em muitos países em 

desenvolvimento (CHEN et al., 2022). Os principais fatores relacionados são: o 

diagnóstico tardio, estigma e resistência bacteriana (NAAZ et al., 2017).  

Em muitas partes do mundo, a falta de informação juntamente com os 

significados religiosos e sociais associados à doença ou às alterações físicas 

que dela podem resultar, continuam a gerar atitudes estigmatizantes e crenças 

negativas sobre as pessoas afetadas pela hanseníase (ALEMU BELACHEW; 

NAAFS, 2019).  Como consequência do estigma presente na sociedade, quando 

diagnosticados alguns pacientes podem não aderir à PQT, principalmente no 

caso da hanseníase MB em que o tempo de tratamento é longo (12 meses), 

aumentando o risco de desenvolvimento de resistência aos medicamentos 

(ALEMU BELACHEW; NAAFS, 2019).   

A resistência a medicamentos por M. leprae é mais frequentemente 

atribuída a mutações em partes específicas de genes cromossômicos que 

codificam alvos de medicamentos, também chamados de região determinante 

de resistência a medicamentos (DRDR) (AUBRY et al., 2022).  

Existe um risco maior de seleção de mutações resistentes a 

medicamentos em pacientes com hanseníase MB, especialmente nas formas 

virchowianas, uma vez que abrigam grandes cargas bacterianas, com cerca de 

1011 a 1012 bacilos de M. leprae em todo o corpo (AUBRY et al., 2022). Como o 

M. leprae não pode ser cultivado in vitro, a frequência de mutações de resistência 

aos medicamentos numa população de bactérias foi estimada a partir de estudos 

sobre o M. tuberculosis e dos resultados de estudos experimentais e clínicos 

(ALEMU BELACHEW; NAAFS, 2019). A frequência de mutações de resistência 

à dapsona e à rifampicina em uma população de M. leprae é estimada em 106 e 

107, respectivamente (AUBRY et al., 2022; NAAZ et al., 2017). A frequência de 

resistência à clofazimina no M. leprae é desconhecida, mas parece ser 

extremamente baixa em isolados clínicos (AUBRY et al., 2022). 
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Uma revisão sistemática feita por Dharmawan e colaboradores (2021), 

analisando 27 artigos, mostrou que a detecção de casos de hanseníase é 

frequentemente atrasada, com atraso médio variando de 12 a 36 meses. O fator 

mais proeminente associado ao atraso no diagnóstico de novos casos foi o 

comportamento na procura de serviços de saúde: 70,2% dos pacientes com 

hanseníase não procuram cuidados após perceberem o primeiro sinal de 

hanseníase, 12–59% dos pacientes começam a procurar cuidados comprando 

medicamentos numa farmácia sem recomendação médica, ou visitando um 

“curandeiro” e apenas um quarto dos pacientes procuraram cuidados visitando 

um médico ou clínica privada.  

Os fatores individuais associados ao atraso na detecção dos casos foram: 

idade avançada, sexo masculino, menor percepção dos sintomas da doença, 

hanseníase MB e a falta de conhecimento. Os fatores socioeconómicos mais 

identificados foram viver em áreas rurais, realizar trabalho remunerado diário 

(por exemplo: trabalho agrícola) e estar desempregado. E o fator social e 

comunitário mais relatado associado foi o estigma (DHARMAWAN et al., 2021).  

 

2.2 Autofagia 

Autofagia é o processo em que o conteúdo celular, como grandes 

complexos de macromoléculas ou organelas, é fundido com o lisossomo para 

degradação e reciclagem (SEBASTIÁN; ZORZANO, 2020). Além disso, a 

autofagia representa uma resposta adaptativa ao estresse celular, como a 

privação de nutrientes ou a retirada do fator de crescimento, condições que 

também influenciam as células do sistema imunológico (MIHALACHE; SIMON, 

2012). 

 A descoberta dos mecanismos de degradação intracelular de proteínas 

foi provocada pela descoberta do lisossomo por Christian de Duve (1955). 

Análises feitas por de Duve revelaram uma nova organela envolvendo uma 

fosfatase ácida e também vários tipos de enzimas hidrolíticas com atividade ideal 

em pH ácido, ele chamou essa organela única de “lisossomo”, referindo-se ao 

seu papel como organela para função lítica (DE DUVE et al., 1955). Novikoff e 

colaboradores identificaram lisossomos in situ dentro de células e tecidos 
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empregando estudos de microscopia eletrônica (NOVIKOFF; BEAUFAY; DE 

DUVE, 1956). 

Em 1957, Clarck observou células tubulares renais de camundongos 

recém-nascidos e encontrou, além dos lisossomos, vacúolos de formato irregular 

contendo materiais amorfos e ocasionalmente mitocôndrias (CLARK, 1957). 

Novikoff e colaboradores também observaram estruturas de membrana positivas 

para fosfatase ácida semelhantes contendo mitocôndrias, retículo 

endoplasmático e ribossomos. Estas estruturas de membrana podiam ser 

induzidas por certos tratamentos químicos ou condições de estresse 

(NOVIKOFF; BEAUFAY; DE DUVE, 1956). Arstila e Trump mostraram que uma 

estrutura dupla ligada à membrana contendo uma porção de citoplasma e 

organelas sem enzimas hidrolíticas conhecidas como autofagossomo é formada 

inicialmente. Essa estrutura é posteriormente observada como uma estrutura de 

membrana única, denominada autofagolisossomo, apresentando vários estágios 

de degradação de organelas por enzimas lisossômicas (ARSTILA; TRUMP, 

1968). Com base nessas observações, Deter e de Duve definiram esse modo de 

entrega de materiais citoplasmáticos aos lisossomos para degradação como 

“autofagia” (do grego “comer a si mesmo”) em 1963 (OHSUMI, 2014).  

Porém, os detalhes do processo de autofagia não foram descritos até que 

Tsukada e Ohsumi desenvolverem um modelo de levedura (Saccharomyces 

cerevisiae) com corpos autofágicos visíveis. Ao estudar mutações aleatórias e 

alterações fenotípicas nas células de levedura, eles conseguiram identificar 15 

genes (ATG 1-15) envolvidos no processo autofágico (TSUKADA; OHSUMI, 

1993). E que em condições de deficiência nutricional, a autofagia degrada 

componentes citoplasmáticos, mostrando também que a autofagia é necessária 

para a sobrevivência da levedura (TAKESHIGE et al., 1992). 

 Em 2016, o pesquisador japonês Yoshinori Ohsumi recebeu o Prêmio 

Nobel de Medicina e Fisiologia pela identificação e caracterização precoce da 

maquinaria autofágica, em particular, os genes relacionados a autofagia (ATG), 

em leveduras (GALLUZZI et al., 2017). Desde então a autofagia tem sido 

relacionada com o desenvolvimento e diferenciação de vários tecidos, 

homeostasia, particularmente em populações de células de vida longa. A 

autofagia também é importante para o ajuste dos níveis de certas proteínas e 
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lipídios, degradação de membranas intracelulares e gotículas lipídicas. As vias 

relacionadas à autofagia são mecanismos centrais na imunidade e na inflamação 

(MIZUSHIMA; LEVINE, 2020b). E danos no processo autofágico podem levar ao 

desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, câncer, doenças 

inflamatórias e doenças autoimunes (MIZUSHIMA; LEVINE, 2020b). 

2.2.1 Vias da autofagia  

Em células de mamíferos, existem três tipos principais de autofagia: 

microautofagia, macroautofagia e autofagia mediada por chaperona (CMA). 

A microautofagia refere-se a um processo pelo qual o conteúdo 

citoplasmático entra no lisossomo através de uma invaginação da membrana 

lisossomal (PARZYCH; KLIONSKY, 2014) (Figura 10B). Após a caracterização 

inicial da microautofagia em mamíferos na década de 1980, grande parte do 

progresso nas duas décadas seguintes veio da pesquisa em leveduras. Essas 

investigações descobriram a microautofagia de peroxissomos, citosol, 

mitocôndrias, partes do núcleo, gotículas lipídicas, retículo endoplasmático (ER), 

certas enzimas citosólicas e vacúolo de proteínas de membrana (GALLUZZI et 

al., 2017). As funções mais conhecidas da microautofagia estão relacionadas ao 

transporte biossintético, adaptação metabólica, remodelação de organelas e 

controle de qualidade.  

 Um segundo tipo de autofagia, que até agora só foi descrito em células 

de mamíferos, é a autofagia mediada por Chaperonas (CMA) (Figura 10A). Ao 

contrário da microautofagia e da macroautofagia, que podem englobar 

inespecificamente o citoplasma volumoso, a CMA é altamente específica 

(PARZYCH; KLIONSKY, 2014). A CMA é estimulada ao máximo em resposta ao 

estresse, conferindo a esta via um papel importante no controle da qualidade de 

proteínas, bem como uma fonte alternativa de aminoácidos (ARIAS; CUERVO, 

2011). 

Já o terceiro tipo, a macroautofagia, é a via da autofagia melhor 

caracterizada até agora, devido às suas características morfológicas facilmente 

distinguíveis (GALLUZZI et al., 2017) (Figura 10C). A característica morfológica 

que torna a macroautofagia única em relação as outras vias é que as vesículas 

sequestrantes, denominadas autofagossomos, se formam por expansão e não 
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através do brotamento de uma organela preexistente já contendo carga 

(PARZYCH; KLIONSKY, 2014). 

Após a iniciação, a membrana começa a se expandir. Nesta fase, é 

chamado de fagóforo, que é o principal compartimento sequestrador de 

membrana dupla. A fonte da membrana que constitui o fagóforo é altamente 

debatida, mas vários estudos implicaram a membrana plasmática, RE, complexo 

de Golgi e mitocôndrias como possíveis fontes. À medida que o fagóforo se 

expande, a membrana se curva para gerar um autofagossomo esférico. Após a 

conclusão, o fagóforo envolve totalmente sua carga e se funde para formar uma 

estrutura de membrana dupla, o autofagossomo, que então se funde com o 

lisossomo dando origem ao autolisossomo, local onde ocorre a degradação da 

carga selecionada (PARZYCH; KLIONSKY, 2014).  

 

Figura 10: As 3 vias da autofagia: autofagia mediada por chaperonas (A), 

microautofagia (B) e macroautofagia (C). 

 

Fonte: PARZYCH; KLIONSKY, 2014. 

 

 

 

C 
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2.2.2 Maquinaria autofágica 

A autofagia é um processo rigidamente regulado que envolve mais de 40 

proteínas relacionadas à autofagia (ATG) na levedura, das quais 19 proteínas 

são necessárias para a formação do autofagossomo, a maioria tem homólogos 

em mamíferos, sugerindo que são conservados evolutivamente (SEBASTIÁN; 

ZORZANO, 2020). 

Em resposta a estímulos, a autofagia é desencadeada pela ativação do 

complexo ULK1, formado por ULK1, ATG13, FIP200 e ATG101. Após a indução 

da autofagia, a serina treonina quinase ULK1 é ativada, fosforilando assim 

ATG13 e FIP200. Uma vez ativado, o complexo ULK1 recruta o complexo Beclin 

1-Vps34 (complexo PI3K classe III) para o local de formação do 

autofagossomo. Além disso, ULK1 fosforila diretamente Beclin 1, que pode 

interagir com ATG14L. Vps34 é responsável pela formação de fosfatidilinositol-

3 fosfato (PI3P), que recruta proteínas como DFCP1 e WIPI para promover o 

início da nucleação de vesículas de membrana dupla. A família de proteínas 

WIPI é composta por quatro membros, sendo WIPI1 e WIPI2 os mais 

estudados. O WIPI2 está envolvido no recrutamento do complexo de maturação 

do autofagossomo ATG12-ATG5-ATG16L para a membrana de isolamento por 

ligação direta ao ATG16L, enquanto o WIPI1 opera como um regulador negativo 

dos autofagossomas.  

Outras etapas importantes na formação da membrana de isolamento 

envolvem o complexo Atg2-Atg18, que se liga a membranas contendo PIP3 e 

Atg9, que são sugeridas para fornecer o material de partida para a formação da 

membrana de isolamento. O alongamento da vesícula e a conclusão do 

autofagossomo são mediados por dois sistemas de conjugação semelhantes à 

ubiquitina, nomeadamente ATG12-ATG5-ATG16L e ATG8 (LC3) 

fosfatidiletanolamina (PE), levando à formação da forma conjugada com lipídios 

de LC3 (LC3-PE ou LC3-II). LC3-II então se localiza nas membranas 

autofagossômicas. O fechamento do autofagossomo é regulado por membros 

do complexo de triagem endossomal necessário para o transporte (ESCRT). 

Uma vez formado, o autofagossomo maduro se funde com o lisossomo para 

formar o autolisossomo, onde a carga é degradada pela ação de diversas 
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hidrolases ácidas lisossomais.(GALLUZZI et al., 2017; PARZYCH; KLIONSKY, 

2014; SEBASTIÁN; ZORZANO, 2020) (Figura 11). 

Outro marcador que pode ser utilizado para monitorar a autofagia é a 

proteína de membrana associada ao lisossomo 1 (LAMP1). Essas proteínas 

medeiam várias funções nos lisossomos e podem estar envolvidas na fusão 

destes com outros componentes celulares, como os fagossomos (ESKELINEN, 

2006). 

Figura 11: Maquinaria autofágica. 

 

  Fonte: SEBASTIÁN; ZORZANO, 2020. 

 

2.3 Autofagia e sistema imune 

A autofagia está relacionada com diversos aspectos do sistema 

imunológico como: desenvolvimento de linfócitos, sinalização da imunidade 

inata, apresentação de antígenos e outros processos que são relevantes na 

patogênese das doenças inflamatórias e infecciosas (MATSUZAWA-ISHIMOTO; 

HWANG; CADWELL, 2018). 

Embora a inflamação seja essencial para a defesa do hospedeiro, a 

indução exacerbada do processo inflamatório pode levar ao desenvolvimento de 

doenças inflamatórias (SHIBUTANI et al., 2015). Evidências mostram que a 

autofagia tem um papel importante na regulação das respostas inflamatórias 

através da limitação da ativação do inflamassoma (MATSUZAWA-ISHIMOTO; 

HWANG; CADWELL, 2018). O inflamassoma é um complexo proteico citosólico 
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que consiste em NLRs, ou no receptor citosólico AIM2, juntamente com o 

adaptador ASC e a protease caspase-1 que leva a produção das citocinas 

inflamatórias IL-1β e IL-18 (SHIBUTANI et al., 2015). O inflamassoma mais bem 

caracterizado é o NLRP3, que é ativado em resposta a espécies reativas de 

oxigênio mitocondriais (mROS) (SHIBUTANI et al., 2015). Deficiências na via 

autofágica estão relacionadas com o acúmulo de mitocôndrias disfuncionais, que 

levam a produção de ROS e ativação do NLRP3, enquanto que a indução da 

autofagia inibe a produção de IL-1β e IL-18, melhorando o dano tecidual 

associado à inflamação (NAKAHIRA et al., 2011; SHAW et al., 2013). 

Os macrófagos são células que iniciam as respostas inflamatórias, 

produzindo citocinas e quimiocinas em resposta à patógenos. Em resposta a 

diversos fatores, os macrófagos ativados podem ser divididos em dois tipos: M1 

clássicos (pró-inflamatórios) secretam uma variedade de citocinas inflamatórias 

que estimulam o processo de inflamação, enquanto os macrófagos M2 

alternativos (anti-inflamatórios) são responsáveis pelo processo de cicatrização 

tecidual (KRZYSZCZYK et al., 2018). Um bloqueio da autofagia de macrófagos 

favorece a polarização para o fenótipo M1, que aumenta a resposta imune 

enquanto que o estímulo do processo autofágico leva a um fenótipo M2 (WEN et 

al., 2022).   

Os neutrófilos são os leucócitos circulantes mais abundantes, essenciais 

para proteção contra patógenos. Durante a infecção, os neutrófilos são 

recrutados para o local da infecção e eliminam os patógenos por meio de vários 

mecanismos efetores, como a degradação dos micróbios fagocitados com 

proteínas granulares, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

liberação de estruturas extracelulares de cromatina com proteínas 

antimicrobianas, denominadas armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) 

(ULLAH; RITCHIE; EVANS, 2017).  

Durante a fagocitose pelos neutrófilos, a bactéria é engolfada pelos 

fagossomas. Estudos recentes indicam que os neutrófilos exibem autofagia 

seletiva dependente de fagocitose ou não canônica (LAP) durante a atividade 

bactericida, as bactérias ligadas ao PRR no fagossomo induzem a translocação 

de LC3, iniciando assim a autofagia (SHRESTHA; LEE; HONG, 2020). A 

autofagia independente da fagocitose (ou xenofagia) também existe e é iniciada 
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por p62/SQSTM1 ubiquitinado ligado a bactérias intracelulares ou bactérias que 

escaparam da via fagocítica e ocorre independentemente da geração de ROS 

(SHRESTHA; LEE; HONG, 2020). Além disso, o aumento da autofagia melhorou 

a fagocitose de bactérias por neutrófilos e sua atividade bactericida, facilitando 

a eliminação eficaz de cepas bacterianas sensíveis a medicamentos e 

multirresistentes a medicamentos, em contraste, a autofagia prejudicada ou 

inibida aumentou a sobrevivência e o crescimento de bactérias dentro dos 

neutrófilos (ITOH et al., 2015; SHRESTHA; LEE; HONG, 2020; ULLAH; 

RITCHIE; EVANS, 2017). 

O aprisionamento e a morte de patógenos também são mediados pela 

NETose (um tipo de morte celular que culmina na liberação de NETs), a inibição 

farmacológica da autofagia reduziu a formação de NETs (MATSUZAWA-

ISHIMOTO; HWANG; CADWELL, 2018). Por outro lado, a inibição da mTOR ou 

ativação da autofagia pela rapamicina melhorou a formação de NETs, enquanto 

a inibição da autofagia pela wortmanina (um inibidor de PI3K) diminuiu a 

liberação de NETs (SHRESTHA; LEE; HONG, 2020) 

2.3.1 Xenofagia 

Xenofagia (originado de “xeno” que significa “estrangeiro” e “fagia” que 

significa comer) é um tipo de autofagia seletiva que tem como alvo patógenos 

invasores, como bactérias, vírus e fungos, agindo por vias independentes e 

dependentes de ubiquitina (RUBIO-TOMÁS; SOTIRIOU; TAVERNARAKIS, 

2023). Após a fagocitose de bactérias por macrófagos, a indução de autofagia 

mostrou-se crucial na eliminação de diversos patógenos intracelulares como 

Listeria monocytogenes, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica, 

Shigella flexneri e Streptococcus pyogenes (MIHALACHE; SIMON, 2012). 

A via de sinalização molecular responsável pelo controle autofágico 

durante a infecção por M. leprae permanece incerta, embora exista uma forte 

ligação entre o reconhecimento de patógenos por receptores Toll-like (TLRs) e 

a indução de autofagia (VAN DER VAART et al., 2014). Os receptores toll-like 

(TLR’s) são receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) responsáveis por 

identificar bactérias através do reconhecimento de padrões moleculares 

associados à patógenos (PAMP’s), ativando células do sistema imune inato e 
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adaptativo e também autofagia (PANT et al., 2022). Xu e colaboradores 

demostraram que após a estimulação de macrófagos com TLR4, houve 

expressão de LC3 no citoplasma e aumento da eliminação de micobactéria 

através da xenofagia (XU et al., 2007). 

Quando as bactérias infectam as células hospedeiras, elas são reconhecidas 

e marcadas por ubiquitinas no citosol como alvos de autofagia (ZHENG; WEI; LI, 

2022). A ubiquitina ligase E3 heterogênea desempenha um papel crítico na 

ubiquitinação específica, e as proteínas da família SMURF1 (fator de regulação 

da ubiquitinação SMAD1) e TRIM (motivo tripartido) são as E3 ligases mais 

estudadas em xenofagia (ZHENG; WEI; LI, 2022). As bactérias ubiquitinadas 

podem ser reconhecidas por um grupo de adaptadores com um domínio de 

ligação à ubiquitina e uma região de interação com LC3 (WU; LI, 2019). Os 

adaptadores típicos incluem p62/SQSTM1, optineurina (OPTN) e NDP52 

(proteína 52 de domínio nuclear 10), para ligar a carga ubiquitinada à cadeia leve 

3 da proteína 1 associada ao microtúbulo (LC3) (DERETIC; SAITOH; AKIRA, 

2013). Em seguida, componentes da maquinaria geral de autofagia, incluindo o 

complexo ATG12-ATG5-ATG16L1, são recrutados para a maturação do 

autofagossomo (LEVINE; MIZUSHIMA; VIRGIN, 2011) (Figura 12). 
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Figura 12: Reconhecimento das bactérias e iniciação da xenofagia. 

 

Fonte: Adaptado de MATSUZAWA-ISHIMOTO; HWANG; CADWELL, 2018 . 

O papel da xenofagia durante a hanseníase ainda é incerto. Pacientes TT 

apresentam uma maior expressão de LC3-II do que os pacientes LL, que 

mostraram maiores níveis de LC3-I (SILVA et al., 2017). Estudos mostram que 

uma baixa autofagia de macrófagos e forte resposta imune anti-inflamatória 

levam a persistência de M. leprae no hospedeiro e mau prognóstico da doença 

(MA et al., 2017). Isso ocorre devido a um ciclo de feedback negativo em que, 

inicialmente, o nível de autofagia de macrófagos é aumentado, levando a 

expressão de níveis mais baixos de citocinas pró-inflamatórias, esses 

macrófagos então ativam células T anti-inflamatórias, suprimindo a indução 

adicional de autofagia através da produção de IL-10 (MA et al., 2017).  
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Com relação às reações hansênicas, SILVA e colaboradores (2017) 

mostraram que pacientes LL que desenvolveram reação de tipo 1 apresentaram 

maiores níveis de autofagia do que os pacientes LL sem reação, o que está 

associado com o aumento dos níveis de IFN-γ, e que a ativação da autofagia 

possui papel importante na eliminação de M. leprae. Algumas citocinas pró-

inflamatórias estão envolvidas na ocorrência de reações hansênicas, incluindo a 

IL-1β (BARBOSA et al., 2018), mas esse mecanismo ainda não é bem elucidado. 

Porém, para as reações de tipo 2 não foram encontrados estudos na literatura 

que mostrassem sua relação com a xenofagia, levando-nos a estudar essa 

associação em linfócitos, monócitos e neutrófilos de pacientes reacionais 

infectados pelo M. leprae.  

 

3. METODOLOGIA  

3.1 População, Local de estudo e Obtenção das amostras 

3.1.1 População e local de estudo 

O estudo foi realizado nos municípios de Caruaru e Recife, situados no 

estado de Pernambuco. Ambos apresentam altas taxas de detecção de novos 

casos. Foram recrutados 26 pacientes no total, 21 pacientes foram atendidos no 

Serviço de Dermatologia do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco (HC/UFPE), localizado em Recife, sob a supervisão da médica 

hansenologista Dra. Márcia Oliveira, e 5 pacientes foram atendidos na Unidade 

Sentinela de Referência para Resistência à Multidrogaterapia em Hanseníase do 

Estado, do Centro Clínico do Núcleo de Ciências da Vida, Centro Acadêmico do 

Agreste (NCV/CAA/UFPE), localizado em Caruaru, sob supervisão da médica 

hansenologista Dra. Mecciene Rodrigues.  Após aceite e assinatura do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos voluntários ou responsáveis 

legais, além do Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) pelos 

menores de 18 anos. Também foram coletadas amostras de sangue de 3 

indivíduos saudáveis, como controles. 

O projeto faz parte de um projeto maior já aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Pernambuco sob o 

CAAE:50480121.0.0000.5208 e Pareceres: 4.962.188 e 6.415.605 (ANEXOS A 

e B).  
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 Ambos os locais são serviços de referência em Pernambuco para o 

diagnóstico e tratamento de hanseníase, dessa forma a cidade de origem dos 

pacientes recrutados envolveu diversos municípios do estado como: Recife (4 

casos), Jaboatão dos Guararapes (4 casos), Gravatá (4 casos), Vitória de Santo 

Antão (2 casos), Surubim (2 casos), Sirinhaém/ Bom Jardim/ Nazaré da Mata/ 

Camaragibe/ Buenos Aires/ Olinda/ Camutanga/ Paulista/ São Lourenço da 

Mata/ Santa Cruz do Capibaribe (1 caso cada).  

 A forma clínica mais prevalente foram as reações de tipo 2 (RT2/ENH), 

com 17 casos em Recife e 4 casos em Caruaru, seguida das reações de tipo 1 

(RT1) com 4 casos em Recife e 1 caso em Caruaru. Em Recife, a idade média 

dos 21 pacientes foi de 45,7 anos, para as mulheres a média foi de 41 anos (10 

pacientes) e para os homens foi de 50,4 anos (11 pacientes). Já em Caruaru a 

idade média dos 5 pacientes foi de 57,3 anos, sendo 50 anos para as mulheres 

(1 paciente) e 59,5 anos para os homens (4 pacientes) (Tabela 1). 

 

Critérios de Inclusão: pacientes atendidos no período de março/2022 

janeiro/2024, de 10 a 80 anos e de ambos os sexos com o diagnóstico de reação 

hansênica tipo 1 ou tipo 2. Critérios de Exclusão: gestantes, pacientes que 

abandonaram o tratamento médico ou com informações incompletas, e 

pacientes com histórico de comorbidades.  

Para cada paciente foi solicitada a coleta de 12mL de sangue, 8mL foram 

coletados em tubos contendo ACD® (Ácido Cítrico-Citrato de Sódio-Dextrose; BD 

Vacutainer®) e 4mL em tubos Secos (BD Vacutainer®). As amostras biológicas 

foram transportadas e processadas no Instituto Keizo Asami (iLIKA/UFPE).  
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Tabela 1- Caracterização clínica e epidemiológica dos participantes. 

  CARUARU RECIFE 

Nº de pacientes  5 21 

 

 

Sexo Feminino = 1 Feminino = 10 

  Masculino = 4 Masculino = 11 

  57,3 anos 45,7 anos 

Idade Média Feminino = 50 anos Feminino = 41 anos 

  Masculino = 59,5 anos Masculino = 50,4 anos 

  RT1 = 1 RT1= 4 

Forma Clínica RT2 = 4 RT2= 17 

  Gravatá = 3 

Recife e Jaboatão dos Guararapes = 

4 cada 

Vitória de Santo Antão = 2 

Cidade de    Origem Santa Cruz do Capibaribe = 1 

Sirinhaém/ Bom Jardim/ Nazaré da 

Mata/ Camaragibe/ 

 Surubim = 1 

Buenos Aires/ Gravatá/ Olinda/ 

Camutanga/ Surubim/ 

   

Paulista/ São Lourenço da Mata = 1 

cada 

 

 

3.1.2 Isolamento de Células Sanguíneas e Obtenção de Soro 

Foram coletados 8mL de sangue em tubos com ACD para isolamento das 

células em estudo, realização da marcação celular e análise por citometria de 

fluxo. Para obtenção dos linfócitos/monócitos e neutrófilos, foi realizado o 

isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e dos 

neutrófilos granulócitos polimorfonucleares (PMNs), respectivamente, através da 

centrifugação de densidade com Histopaque1077® (Sigma-Aldrich) e 

Histopaque1119® (Sigma-Aldrich), 2.200rpm por 30min. à temperatura 

ambiente. As células foram recuperadas nos halos celulares formados após as 

centrifugações, lavadas com solução salina tamponada contendo 2% de Soro 

Fetal Bovino (PBS+SBF) e contadas na câmera de Neubauer, verificando a 

viabilidade através do corante azul de Trypan. 
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Já os 4ml de sangue em tubos secos, foram submetidos à centrifugação, 

1.500rpm por 5min. à temperatura ambiente, para coleta e armazenamento de 

soro. As amostras foram depois utilizadas para determinação dos níveis das 

citocinas inflamatórias pela técnica de Cytometric Bead Array (CBA). 

 

3.2 Marcação Celular por Citometria de Fluxo 

Após separação e contagem, as células (1x106) foram marcadas com os 

anticorpos de superfície para a identificação dos linfócitos (anti-CD45 0,5µl, anti-

CD3 5µl, anti-CD4 2,5µl  e anti-CD8 5µl), monócitos (anti-CD45 e anti-CD14 

2,5µl) e neutrófilos (anti-CD45, anti-CD15 5µl, anti-CD16 5µl e anti-CD66b 2,5µl), 

quanto para análise de moléculas de superficie relacionadas ao processo 

autofágico: anti-TLR2 (5µl), anti-TLR4 (2,5µl) e anti-CD107a (LAMP-1) (5µl), as 

amostras foram incubadas por 30min. à 4ºC e em seguida lavadas 2x com 

PBS+SBF 2% (Soro Fetal Bovino). Após, foram submetidas à fixação e 

permeabilização utilizando o kit BD Cytofix/Cytoperm™ por 30min. temperatura 

ambiente, no escuro. As células então foram marcadas com os anticorpos 

intracelulares: anti-Caspase-1 (2,5µl) e anti-LC3B (0,2µl), por 30min. à 4ºC e em 

seguida lavadas 2x com a solução de lavagem BD Perm/Wash™, segundo as 

instruções do fabricante. As células foram ressuspendidas em 150µl de 

PBS+SBF 2% e os tubos foram estocados à 4°C até o momento da leitura no 

citômetro de fluxo FACSymphony™ A5 (BD™). As análises estatísticas foram 

realizadas através do programa FlowJo (FlowJo™). 

 

3.2.1 Estratégia de gate para identificação dos tipos celulares 

Nas PBMCs, primeiro foram identificados os linfócitos pelos parâmetros 

FSC-SSC, em seguida de acordo com a expressão de CD45+/CD3+, os linfócitos 

então foram divididos em duas populações: CD4+e CD8+. Para cada população 

foram avaliados os marcadores das vias autofágica e inflamatória (APÊNDICE 

B). Os monócitos foram selecionados pelos parâmetros FSC-SSC e 

selecionados de acordo com a expressão de CD45+ e CD14+ (APÊNDICE C). 

Os PMNs foram identificados de acordo com FSC-SSC, em seguida foram 

selecionados os granulócitos de acordo com a expressão de CD15+/CD14- 

(excluindo os monócitos) e identificados através da expressão de 

CD16+/CD66b+ (APÊNDICE D).  
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3.3 Determinação dos Níveis das Citocinas por CBA 

As citocinas séricas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF foram 

dosadas por citometria de fluxo através de partículas (bead) fluorescentes 

conjugadas à ficoeritrina (PE). O procedimento foi realizado conforme a 

descrição do manual de instrução do BD™ Cytometric Bead Array (CBA) para o 

Human Inflammatory Cytokine Kit. O Software FCAP™ Array (BD™) foi utilizado 

para análise dos resultados. 

 

3.4 Imunofluorescência  

 Um ensaio de imunofluorescência indireto foi realizado com as PBMCs e 

PMNs isoladas. Uma suspensão de 1x105 células/mL foi pipetada no citofunil e 

centrifugada a 1.500rpm por 5min. utilizando uma citocentrífuga para montar as 

lâminas. Após esta etapa, as lâminas foram deixadas à temperatura ambiente 

por 1h para secar e então foram fixadas usando paraformaldeído 4% (PFA) em 

tampão salina (PBS) por 15min. Foi realizada a permeabilização das amostras 

usando Tween20 por 15min. e o bloqueio das ligações inespecíficas com Soro 

Fetal Bovino (SBF) por 30min. 

 As lâminas foram incubadas com o anticorpo primário anti-Caspase-1 

(1:100) por 1h cada e em seguida foram lavadas com PBS 3 vezes e incubadas 

com um anticorpo secundário fluorescente: Alexa-Fluor488 (Thermo Fischer, 

1:100) por 45min. e novamente lavadas com PBS 3 vezes. Para montagem das 

lâminas foi adicionado o meio de montagem com DAPI (Abcam) e deixado à 

temperatura ambiente por 10min. para marcação dos núcleos das células, em 

seguida foi feita a montagem com a lamínula. As lâminas prontas foram 

armazenadas em 4ºC, no escuro, até o momento da leitura.  

 A fluorescência foi analisada através do microscópio de fluorescência 

invertido Leica DMi8 (Leica Microsystems) e as imagens foram obtidas através 

do software Leica LAS X. Para quantificação, a intensidade da 

imunofluorescência foi determinada pelo programa de imagem GIMP versão 2.6 

e a análise estatística foi realizada através do software Graphpad PRISM versão 

8.0. 
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3.5 Análises Estatísticas 

 Foram calculadas as médias da frequência de cada marcador celular ou 

dos níveis das citocinas dentro de uma população de células específicas que 

foram submetidas à Análise de Variância (ANOVA one way) para analisar as 

diferenças entre 3 ou mais grupos. Para acessar as diferenças entre cada grupo 

foi aplicado o pós-teste de Tukey, onde foi considerado significante p<0,05. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Perfis celulares e Autofagia  

Após isolamento das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) e dos polimorfonucleares (PMNs), as células foram submetidas a 

análises por citometria de fluxo dos marcadores relacionados à via autofágica e 

perfil imunológico.  

4.1.1 Linfócitos e Monócitos 

Nos linfócitos T CD4+, embora não houve diferença estatística entre os 

grupos em relação à expressão de LC3B, Caspase-1, LAMP1 e TLR2, observa-

se uma tendência de maior expressão desses marcadores em pacientes com 

RT2, do que naqueles com RT1 em relação aos controles (Figura 13A-D). 

Possivelmente pelo “n” amostral, a inclusão de novos pacientes ao estudo 

poderá esclarecer melhor o observado.  Com relação a expressão de TLR4, essa 

molécula estava mais expressa nas células de pacientes com RT2 em relação 

aos demais grupos (Figura 13E).  
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Figura 13: Análise das moléculas LC3B, Caspase-1, LAMP1, TLR2, TLR4 de linfócitos T CD4+ 

em PBMCs isoladas de sangue de pacientes com reação tipo 1 (RT1), reação tipo 2 (RT2) e 

controle. Os gráficos representam a média da frequência (%) por grupos e p<0,05. 

 

 

 

Nos linfócitos T CD8+, nenhum dos marcadores analisados apresentou 

diferença estatística entre os grupos, porém, novamente, parece haver uma 

tendência de maior percentual dos níveis de Cspase-1 e LAMP1 em pacientes 

com RT2, em relação aos grupos RT1 e controle (Figura 14B-C). Vale destacar 

a alta expressão de LC3B e TLR4 em todos os grupos de pacientes com reação 

hansênica (RT1 e RT2) em relação ao grupo controle (Figura 14A e E).  
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Figura 14: Análise das moléculas LC3B, Caspase-1, LAMP1, TLR2, TLR4 de linfócitos 

T CD8+ em PBMCs isoladas de sangue de pacientes com reação tipo 1 (RT1), reação tipo 2 

(RT2) e controle. Os gráficos representam a média da frequência (%) por grupos e p<0,05. 

 

Em relação aos monócitos, mais uma vez, não conseguimos observar 

diferença significativa entre os grupos (que acreditamos estar relacionado ao “n” 

de alguns grupos), porém os níveis de LC3B, TLR2 e TLR4 parecem estar mais 

aumentos nos grupos RT2 e RT1 em comparação aos controles, com o RT2 

sempre um pouco maior que o RT1 (Figura 15A, D-E). Com relação ao LAMP1, 

parece haver uma maior expressão no grupo RT2 quando comparado aos outros 

grupos, o que pode indicar um possível acúmulo de lisossomos (Figura 15C), 

enquanto a Caspase-1 parece fazer um aumento gradativo com o grupo controle 

expressando menos, seguido pelo grupo RT1 e por último o RT2 com maior 

expressão, indicando a presença do processo inflamatório (Figura 15B).  
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Figura 15: Análise das moléculas LC3B, Caspase-1, LAMP1, TLR2, TLR4 de monócitos 

(CD14+) em PBMCs isoladas de sangue de pacientes com reação tipo 1 (RT1), reação tipo 2 

(RT2) e controle. Os gráficos representam a média da frequência (%) por grupos e p<0,05. 

 

De fato, a autofagia é um mecanismo de defesa inato, atuando como um 

sistema celular autônomo para eliminação de patógenos intracelulares através 

da xenofagia (SHIBUTANI et al., 2015). Um importante indicador de autofagia é 

a translocação do LC3-I, da sua forma citosólica, para a forma lipídica, LC3-II 

(LC3B), presente na membrana do autofagossomo (GALLUZZI et al., 2017). 

Silva e colaboradores (2017) mostraram que a expressão de LC3-II estava 

aumentada em todas as células de lesões de pacientes com hanseníase 

tuberculóide (TT) em comparação as lesões de pacientes virchowianos (LL), 

indicando que a autofagia estava mais ativa nas formas TT da doença. Nesse 

mesmo estudo foi observado que os pacientes LL que desenvolveram RT1 

apresentaram altos níveis de LC3, o que pode estar relacionado a resposta 

imune Th1 envolvida na imunopatologia das RT1 e que favorece ativação da via 

autofágica (SILVA et al., 2017). De acordo com Silva e colaboradores (2021), os 

pacientes que desenvolvem RT1 apresentam maior expressão de IL-15, que se 

liga a IL-15R na superfície de células T CD4+ levando a produção de IFN- e 

indução da via autofágica. Evidências sugerem que a autofagia deva estar 

relacionada com o desenvolvimento de formas menos severas da hanseníase, 

durante a hanseníase MB ocorre um bloqueio da via autofágica devido a 
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produção de IL-10 pelos macrófagos M2 que favorecem a persistência de M. 

leprae no hospedeiro (VAN HOOIJ; GELUK, 2021). Em nosso estudo, 

observamos uma maior tendência de expressão do LC3B nos pacientes com 

RT2, tanto em linfócitos como em monócitos, mesmo que sem diferença 

estatística. De todo modo, vale destacar que são dados inéditos, uma vez que 

não foram descritos na literatura resultados analisando essas células em 

pacientes com reação tipo 2.  

 Em paralelo, outro marcador que pode ser utilizado para monitorar a 

autofagia é a proteína de membrana associada ao lisossomo 1 (LAMP1). Essa 

proteína medeia várias funções nos lisossomos e pode estar envolvida na fusão 

com outros componentes celulares, como os fagossomos (ESKELINEN, 2006). 

Um estudo com camundongos deficientes para as proteínas LAMP1 e LAMP2 

mostrou que esses animais apresentavam acúmulo de vacúolos autofágicos em 

vários tecidos (ESKELINEN, 2006). Levando em consideração as funções do 

LAMP1, os resultados obtidos nessa pesquisa apontam que os níveis elevados 

de LAMP1 e do LC3B, presente nos pacientes com RT2, sugerem que o 

processo autofágico não está comprometido, porém mais análises são 

necessárias para saber se não há algum bloqueio em outras etapas da via 

autofágica.  

De Mattos Barbosa e colaboradores (2018) em um estudo com pacientes 

com hanseníase MB que desenvolveram ou não RT1, observaram que os 

pacientes que entraram em quadros reacionais apresentavam um aumento 

significativo da expressão de TLR2 e outros genes relacionados a respostas 

imunes pró-inflamatórias, e aumento de proteínas relacionadas `a ativação do 

inflamassoma como a Caspase-1, em comparação aos pacientes que não 

desenvolveram RT1. Em nosso estudo, os níveis de Caspase-1 tendem a estar 

mais aumentados nos linfócitos T CD4+ e CD8+ de pacientes RT2, e nos 

monócitos dos pacientes com RT2 seguido dos com RT1, indicando que pode 

estar havendo uma ativação do inflamassoma, o que é esperado visto que os 

episódios reacionais são caracterizados pela exacerbação do processo 

inflamatório. 

Os receptores Toll-like (TLRs) representam um mecanismo pelo qual o 

sistema imunológico inato reconhece padrões bioquímicos exibidos por 
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invasores infecciosos, levando a liberação de citocinas e indução de moléculas 

co-estimulatórias. A expressão dos TLRs 2 e 4 encontram-se aumentados 

durante hanseníase LL, porém, o TLR4 é mais expresso em células T citotóxicas 

(CD3+CD8+) e o TLR2, por outro lado, tem sua proporção aumentada em células 

T auxiliares (CD3+CD4+) (SADHU et al., 2022). Estes dados corroboram com o 

nosso estudo, onde pudemos observar uma alta expressão de TLR2 nas células 

T CD4+ dos pacientes com RT2, enquanto que a expressão de TLR4 foi maior 

nas células T CD8+ dos pacientes tanto com RT1, quanto com RT2. Já os 

monócitos demonstram um aumento gradual da expressão de TLR2 e TLR4, 

com o grupo RT2 tendendo a apresentar maior frequência. 

Antunes e colaboradores (2019) mostraram que a expressão gênica do 

TLR2 encontra-se aumentada em pacientes com RT1 e RT2 e que isso pode 

estar relacionado com o desenvolvimento dos quadros reacionais, devido ao 

estímulo de citocinas inflamatórias como a IL-10.  

Além disso, o uso de medicamentos corticóides (prednisona, 

metilprednisona e dexametasona) levaram ao aumento da expressão dos genes 

que codificam os TLRs 2 e 4 em experimentos in vivo utilizando células do 

sangue periférico (PBMCs) de indivíduos saudáveis, enquanto que nas lesões 

de pacientem com RT1 houve uma diminuição da expressão de TLRs 2 e 4 

juntamente com o fim do tratamento com corticoides (WALKER et al., 2012).  

 

4.1.2 Neutrófilos 

Para os neutrófilos também não foram observadas diferenças 

significativas entre os resultados, mais uma vez acreditamos que se deva à 

diferença entre o “n” amostral de cada grupo, visto que, podemos observar uma 

tendência de uma maior frequência de LC3B, Caspase-1 e LAMP1 nos pacientes 

com RT2 do que naqueles com RT1 e os controles (Figura 16A-C). Com relação 

ao TLR2 aparenta haver um aumento gradativo da expressão, sendo o grupo 

RT2 com maior frequência, seguido do RT1 e controle (Figura 16D).  
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Figura 16: Análise das moléculas LC3B, Caspase-1, LAMP1, TLR2, TLR4 de neutrófilos 

isolados de sangue periférico de pacientes com reação tipo 1 (RT1), reação tipo 2 (RT2) e 

controle. Os gráficos representam a média da frequência (%) por grupos e p<0,05. 

 

 Os neutrófilos são células efetoras da imunidade inata, participando da 

resposta rápida à infecção e inflamação, devido a sua alta capacidade fagocítica. 

As reações de tipo 2 são caracterizadas por serem episódios mediados por 

imunocomplexos neutrofílicos, o que contribui para a inflamação multissistêmica 

associada (SAHU et al., 2021). Quando ativados, os neutrófilos possuem a 

capacidade de eliminar microrganismos extracelulares com mecanismos 

distintos, como a liberação de armadilhas extracelulares neutrofílicas (NETs) 

(SCHMITZ et al., 2019). As funções das NETs incluem imobilizar patógenos para 

evitar que se disseminem e facilitar a subsequente fagocitose dos 

microrganismos aprisionados (SCHMITZ et al., 2019). Outro mecanismo, a 

autofagia regula diversas funções nos neutrófilos, incluindo a formação das 

NETs. Guo e colaboradores (2021) mostraram que a indução de autofagia 

contribui para a NETose espontânea. Em lesões cutâneas e no sangue de 

pacientes com RT2 foi identificada a formação excessiva de NETs, o que está 

relacionado com a liberação em grandes quantidades de bacilos mortos pelo 

tratamento, que são reconhecidos pelo sistema imune (DA SILVA et al., 2019).  

Podendo explicar os resultados obtidos em nosso estudo, onde o aumento 

do LC3B e do LAMP1 no grupo RT2, mas não no grupo RT1, podem estar 
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relacionados com a ocorrência do processo autofágico e a formação de NETs 

para a eliminação do M. leprae.  

O TLR2 possui papel importante no reconhecimento de micobactérias 

pois conseguem reconhecer um grande número de componentes da membrana 

celular de bactérias gram-positivas, enquanto que o TLR4 está mais relacionado 

ao reconhecimento de estruturas de bactérias gram-negativas (HU; SPAINK, 

2022). Porém, o TLR2 pode apresentar um papel duplo nos processos 

infecciosos, onde por um lado ele auxilia na resposta pró-inflamatória e 

eliminação do patógeno, e por outro lado a inflamação excessiva gerada por sua 

ativação pode levar ao dano tecidual (HU; SPAINK, 2022). Carvalho e 

colaboradores (2018) observaram que a expressão de TLR2 e TLR4 foram 

maiores nos neutrófilos de pacientes com RT2 do que naqueles com RT1. Dados 

que corroboram com o do nosso estudo, onde pudemos observar uma maior 

frequência de TLR2 nos neutrófilos dos pacientes com RT2, o que pode estar 

relacionado com o reconhecimento do bacilo do M. leprae.  

 

4.2 Análise da expressão de Caspase-1 

 Após isolamento das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMCs) foram confeccionadas lâminas, que foram submetidas à 

imunofluorescência para avaliação da expressão de Caspase-1.  

 Nas PBMCs, houve uma maior expressão de Caspase-1 nos quadros 

reacionais, quando comparados ao grupo controle. A expressão de Caspase-1 

foi significativamente maior nas reações de tipo 1, quando comparado com o 

grupo controle, enquanto que nas reações de tipo 2 houve um aumento 

significativo ainda maior da expressão de Caspase-1 em comparação ao grupo 

controle. Já entre RT1 e RT2 não houveram diferenças significativas, porém, 

aparenta uma maior expressão de Caspase-1 no grupo RT2 (Figura 17).  
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Figura 17: Após isolamento das PBMCs dos pacientes controle, RT1 e RT2, foram 

confeccionadas lâminas, utilizando uma citocentrífuga, que foram submetidas à marcação com 

o anticorpo primário Caspase-1. Os resultados são apresentados com a média dos pixels e 

*p<0,05. 

 

Quando ativada, a Caspase-1 cliva as citocinas pró-inflamatórias IL-1 e 

IL-18 através do inflamassoma. Uma ampla gama de PAMPs bacterianos e 

DAMPs endógenos podem levar a ativação do inflamassoma NLRP3 (BIASIZZO; 

KOPITAR-JERALA, 2020). A autofagia remove organelas danificadas, como as 

mitocôndrias, levando à redução da liberação de DAMPs derivados de 

mitocôndrias e à supressão da ativação do inflamassoma (BIASIZZO; KOPITAR-

JERALA, 2020) 

Em infecções persistentes, como a tuberculose causada 

por Mycobacterium tuberculosis, a ativação do inflamassoma NLRP3 e a 

consequente resposta inflamatória iniciada por IL-1β são reguladas para manter 

a integridade do tecido e a inibição do inflamassoma mediada por óxido nítrico 

(NO) representa um mecanismo importante para prevenir danos teciduais 

durante infecções persistentes e crônicas (MISHRA et al., 2013).  

Além disso, em um estudo com pacientes com hanseníase MB que 

desenvolveram ou não RT1, a indução da autofagia em monócitos estimulados 

com M. leprae gamma-irradiado foi capaz de aumentar os níveis de LC3 e reduzir 
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da expressão do NLRP3, mostrando que a autofagia tem papel importante no 

controle do processo inflamatório que pode levar ao desenvolvimento de 

episódios reacionais durante a hanseníase (DE MATTOS BARBOSA et al., 

2018). Em nossos resultados, pudemos observar um aumento da expressão de 

Caspase-1 no grupo RT2, em comparação ao grupo controle, dados que 

corroboram com os obtidos na citometria de fluxo, indicando a ativação do 

inflamassoma. O que é esperado devido às características inflamatórias dos 

quadros reacionais, porém, como foi demonstrado anteriormente, a autofagia 

também encontra-se ativada nesse grupo de pacientes, ao contrário do que se 

hipotetizava. Esses dados são inéditos pois não foram relatados na literatura a 

ocorrência do processo autofágico nas RT2. 

 

4.3 Citocinas Inflamatórias  

 Após a obtenção do soro a partir do sangue total, foram dosadas as 

citocinas séricas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF. As médias da 

concentração de IL-12p70, IL-6, IL-10, IL-1 e TNF não foram significativamente 

diferentes entre os grupos controle, RT1 e RT2, porém, os resultados indicam 

uma tendência de maior concentração de algumas dessas citocinas (IL-6, IL-1 

e TNF) no grupo RT2 (Figura A-E). Observando a concentração da IL-8, houve 

um aumento significativo entre os grupos controle (12pg/mL), RT1 (21,5pg/mL) 

e RT2 (41pg/mL) (Figura 18F). Novamente, acreditamos que esses resultados 

podem ser melhor confirmados com aumento do “n” amostral dos grupos.  
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Figura 18: Análise das citocinas inflamatórias IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF no soro 

de pacientes com reação tipo 2 (RT2), reação tipo 1 (RT1) e controle através de partículas 

(bead) fluorescentes conjugadas à ficoeritrina (PE). Os gráficos representam a média da 

concentração (pg/mL) por grupos e p<0,05. 

 

As citocinas desempenham papéis importantes tanto na proteção quanto 

na imunopatologia da hanseníase e são consideradas componentes importantes 

das reações hansênicas (STEFANI et al., 2009). Um estudo de caso-controle 

com pacientes do estado de Goiânia realizou um rastreio das citocinas 

envolvidas nas reações hansênicas, foi demonstrado que um potencial marcador 

para as RT1 é a CXCL10, uma das quimiocinas indutoras do IFN-, que se 

encontrava elevada nesse grupo de pacientes e que indica o envolvimento da 

resposta imune Th1 (pró-inflamatória), também foi identificado um aumento de 

IL-6 que pode estar relacionado com o processo inflamatório agudo (STEFANI 

et al., 2009).  Madan; Agarwal e Chander (2011) identificaram que entre os 

pacientes RT1 e RT2, os níveis de IFN-, IL-1 e IL-10 foram maiores nos 

pacientes com RT2, dados consistentes com os obtidos em nosso estudo.  

Outro estudo feito com células de pacientes com RT2 mostrou que os 

níveis de TNF-α em PBMCs estimuladas com M. leprae foi maior naqueles que 

não estavam realizando tratamento com prednisolona, e que, durante o 

tratamento os níveis dessa citocina tendem a cair (NEGERA et al., 2018). Isso 
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ocorre porque a prednisolona atua inibindo a ativação dos fatores de transcrição 

NF-kB, que regula genes que codificam IL-1β, TNF-α , IL-2 e óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) (NEGERA et al., 2018). Com relação a expressão gênica, foi 

observado um aumento de TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 e IL-8 em amostras de 

sangue de pacientes com RT2 antes do tratamento e que após o uso de 

presnisolona, a expressão de TNF-α, IL-1β, IL-6 diminuiu, enquanto que a 

expressão de IL-10 aumentou e a de IL-8 não apresentou alterações (NEGERA 

et al., 2018).  

Embora os estudos disponíveis na literatura mostram uma tendência a 

diminuição da expressão de citocinas inflamatórias IL-1β, TNF- α, IFN- e IL-17 

durante as RT2 em tratamento com corticoides, essas informações são 

conflitantes, pois a diminuição dessas citocinas também pode ocorrer apenas 

após o tratamento (NEGERA et al., 2018).   

Apesar de nossos resultados indicarem uma tendência de aumento das 

concentrações das citocinas inflamatórias principalmente de IL-1, IL-6, IL-8 e 

TNF nos pacientes com RT2, esse aumento foi significativo apenas para a IL-8, 

porém, como não possuímos um grupo apenas com hanseníase sem reação, a 

comparação dos resultados foi limitada. Mas é esperado o aumento desse grupo 

de citocinas devido à resposta imune envolvida nas reações hansênicas, 

principalmente em relação às RT2 que são mais inflamatórias, por outro lado o 

fato dessas concentrações obtidas não aparentarem ser tão altas pode ser 

devido aos esquemas terapêuticos utilizados para cada paciente. Porém, mais 

análises são necessárias para confirmação dos resultados.  

Porém, houve algumas limitações nesse estudo, como a diferença do “n” 

amostral entre os grupos controle, RT1 e RT2 e a falta de um grupo de pacientes 

só com hanseníase, sem reação. Futuramente planejamos aumentar o número 

de participantes para assim melhorar a qualidade dos dados, e também incluir 

novas análises como PCR em tempo real (rt-PCR) para os genes relacionados 

à via autofágica e análises de proteômica/metabolômica, estas últimas já em 

andamento.  
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5. CONCLUSÃO 

 

 Os resultados obtidos nesse estudo indicam que durante as Reações de 

Tipo 2 (RT2) o processo autofágico está ocorrendo em linfócitos, monócitos e 

neutrófilos, e não bloqueado como se hipotetizava, porém mais análises são 

necessárias a fim de esclarecer se pode haver algum tipo de interferência em 

outras etapas da via autofágica. Também observamos uma tendência de 

maiores concentrações de citocinas inflamatórias nesse grupo de pacientes, 

apesar dos níveis em alguns momentos parecerem controlados, provavelmente 

pelas medicações.  

 Esse estudo apresenta um grande avanço no entendimento da 

imunopatologia das reações de tipo 2, visto que não foram encontrados trabalhos 

na literatura explorando o papel da xenofagia em células imunes de pacientes 

com RT2. Devido a essa lacuna na literatura sobre a temática, realizamos um 

artigo de revisão sistemática que aborda e traz novas observações sobre o 

proposto e discutido nessa dissertação (APÊNDICE E). 
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ANEXO B- Aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da UFPE com 

inclusão do Hospital das Clínicas. 
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