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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

MECANISMOS DE REGULAÇÃO AUTOFÁGICA EM PACIENTES COM HANSENÍASE E SEU 

PAPEL NA IMUNOPATOGÊNESE DA REAÇÃO REVERSA EM PACIENTES MULTIBACILARES 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Bruno Jorge de Andrade Silva 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica que pode apresentar diferentes 
formas clínicas de acordo com a resposta imune do hospedeiro. Pacientes 
paucibacilares tuberculoides (BT) apresentam níveis significativamente elevados de 
IFNγ em comparação aos pacientes lepromatosos multibacilares (LL). O IFNγ 
estimula os macrófagos para uma resposta pró-inflamatória e induz um mecanismo 
antimicrobiano chamado de autofagia. No entanto, o papel da autofagia na resposta 
imune contra Mycobacterium leprae permanece desconhecido. Neste trabalho, nós 
demonstramos por diferentes métodos que quando comparados aos pacientes LL, 
os pacientes BT apresentam uma maior formação de autofagossomos LC3-positivos 
nas lesões de pele e em macrófagos isolados das lesões.  Nós observamos um 
acúmulo dos receptores autofágicos SQSTM1/p62 e NBR1, uma reduzida 
expressão dos peptídeos antimicrobianos lisossomais CAMP e DEFB4, e um 
bloqueio na formação de autolisossomos nas células de lesões de pele de pacientes 
LL, indicando que o fluxo autofágico foi inibido nesse grupo, o que pôde ser 
restaurado através do tratamento in vitro das células com IFNγ ou rapamicina. A 
análise da via de autofagia através de expressão gênica por qPCR revelou um 
aumento significativo dos níveis de mRNA de genes autofágicos (BECN1, GPSM3, 
ATG14, APOL1 e TPR) em células de lesões de pele de pacientes BT, e a análise 
de enriquecimento gênico mostrou que as lesões de pacientes BT são 
predominantemente enriquecidas em termos de ontologia gênica associados à 
autofagia e interações autofágicas em comparação com as lesões de pacientes LL. 
Além disso, foi observada uma expressão aumentada de genes da via autofágica 
(TPR, GFI1B e GNAI3), assim como um aumento dos níveis de LC3 nas células de 
pacientes lepromatosos que desenvolveram episódios de reação reversa, uma 
condição clínica inflamatória aguda associada ao aumento dos níveis de IFNγ. Por 
fim, observamos um aumento na síntese de Bcl-2 em células de lesões de pele de 
pacientes LL, o que poderia ser responsável pelo bloqueio da autofagia mediada por 
Beclina-1 nesses indivíduos. Adicionalmente, experimentos in vitro demonstraram 
que a micobactéria morta, mas não a viva, pode induzir autofagia em monócitos 
humanos primários e da linhagem THP-1, e que M. leprae vivo pode reduzir a 
ativação autofágica desencadeada por M. leprae morto, sugerindo que M. leprae 
pode bloquear a maquinaria autofágica como um mecanismo de escape do sistema 
imune. Em conjunto, estes resultados indicam que a autofagia é um importante 
mecanismo inato associado ao controle de M. leprae em macrófagos de pele. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

AUTOPHAGIC REGULATION MECHANISMS IN LEPROSY PATIENTS AND ITS ROLE IN THE 

IMMUNOPATHOGENESIS OF THE REVERSAL REACTION EPISODES IN MULTIBACILLARY 

PATIENTS 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN PARASITOLOGY BIOLOGY 

 

Bruno Jorge de Andrade Silva 

Leprosy is a chronic infectious disease that present different clinical forms 

according to the host immune response. Levels of IFN- are significantly raised in 
paucibacillary tuberculoid (T-lep) when compared with multibacillary lepromatous 

(L-lep) patients. IFN- primes macrophages for inflammatory activation and induces 
the autophagy antimicrobial mechanism. The involvement of autophagy in the 
immune response against Mycobacterium leprae remains unexplored. Here, we 
demonstrated by different autophagic assays that LC3-positive autophagosomes 
were predominantly observed in T-lep when compared with L-lep lesions and skin-
derived macrophages. Accumulation of the autophagic receptors SQSTM1/p62 and 
NBR1, expression of lysosomal antimicrobial peptides and colocalization analysis 
of autolysosomes revealed an impairment of the autophagic flux in L-lep cells, 

which was restored by IFN- or rapamycin treatment. PCR array targeting 
autophagy gene-expression revealed a significantly upregulation of autophagy 
genes (BECN1, GPSM3, ATG14, APOL1, and TPR) in T-lep cells, and an 
enrichment analysis showed that T-lep lesions were predominantly enriched for 
autophagy-associated gene ontology terms and interactions in comparison to L-lep 
lesions. Furthermore, an upregulation of autophagy genes (TPR, GFI1B and 
GNAI3) as well as LC3 levels was observed in cells of L-lep patients that developed 
type 1 reaction (T1R) episodes, an acute inflammatory condition associated with 

increased IFN- levels. Finally, we observed increased BCL2 expression in L-lep 
cells that could be responsible for the blockage of BECN1-mediated autophagy. In 
addition, in vitro studies demonstrated that dead, but not live M. leprae induced 
autophagy in primary and lineage human monocytes, and that live mycobacteria 
reduced the autophagy activation triggered by dead mycobacteria, suggesting that 
M. leprae may hamper the autophagic machinery as an immune escape 
mechanism. Together, these results indicate that autophagy is an important innate 
mechanism associated with the M. leprae control in skin macrophages. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1   A hanseníase 

 

1.1.1   Características gerais  

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica que afeta principalmente a 

pele e os nervos periféricos (Lockwood 2004). A rota de transmissão da hanseníase 

ainda não está definitivamente comprovada, mas acredita-se que seja através das 

vias respiratórias, embora não seja descartada a possibilidade de infecção via 

lesões de pele (Bratschi et al. 2015, Mohanty et al. 2016). A doença apresenta um 

longo período de incubação e as primeiras manifestações clínicas podem ocorrer 

entre dois a dez anos após a infecção. Mycobacterium leprae tem alta infectividade e 

baixa patogenicidade, isto é, infecta muitas pessoas, no entanto, poucas adoecem. 

Acredita-se que mais de 90% da população seja resistente à infecção por M. leprae, 

não apresentando sintomas clinicamente detectáveis (Godal et al. 1972).  

 

1.1.2   Agente etiológico 

 

M. leprae (Figura 1.1), agente causador da hanseníase, é um patógeno 

intracelular obrigatório que infecta predominantemente macrófagos e células de 

Schwann (Bloom 1986). No indivíduo infectado por M. leprae os bacilos podem ser 

encontrados em uma variedade de tecidos e tipos celulares (Drutz et al. 1972). 

Possui a forma de um bastonete reto ou ligeiramente encurvado de 1,5 a 8,0 μm de 

comprimento por 0,2 a 0,5 μm de largura. Cora-se em vermelho pela fucsina e não 

se descora pela lavagem com álcool ácido, sendo então um bacilo álcool-ácido 

resistente (BAAR) (Rees 1984). É uma bactéria de crescimento lento, fazendo uma 

divisão binária a cada 12-14 dias (WHO 1987). Compartilha algumas características 

com outras micobactérias como a abundância de lipídios na forma de ácidos 

micólicos e lipoarabinomanana (LAM) em sua parede celular. Mais externamente 

estão localizados glicolipídeos, como o glicolipídeo fenólico-1 (PGL-1), encontrado 

exclusivamente em M. leprae. Sua estrutura é composta de um trissacarídeo, fenol, 

fitiocerol e de ácido micoseossídico (Hunter & Brennan 1981). Estudos anteriores 

mostraram que o PGL-1 pode ser encontrado em tecidos, sangue e urina de 
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pacientes multibacilares (MB), possibilitando sua utilização como ferramenta para o 

diagnóstico complementar da hanseníase (Cho et al. 1983). Além disso, ele também 

foi detectado em tatus infectados por M. leprae (Hunter et al. 1985). Este antígeno 

não apresenta reação cruzada com Mycobacterium tuberculosis ou outras 

microbactérias, e estimula uma potente resposta de anticorpos da classe IgM, que é 

proporcional à carga bacteriana nos pacientes (Cho et al. 1983). 

 
 
 
 
 
 

Figura 1.1: Fotomicrografia de lesão de pele de 
um paciente multibacilar. Bacilos corados em 
vermelho (setas) e células coradas em azul. Fonte: 
adaptado de Universidade de Stanford 
http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites
2005/Leprosy/bio.htm. Acesso em: 20 ago. 2016. 
 

 

Desde sua descoberta em 1873 por Armauer Hansen, todas as tentativas 

para cultivar este microrganismo in vitro falharam (Hansen 1874). Entretanto, em 

1962 foi demonstrado por Shepard que o coxim plantar de camundongos infectados 

com 103 a 104 bacilos promovia uma lesão localizada de hanseníase durante 9 a 12 

meses (Shepard 1962). Outra fonte de M. leprae utilizada para estudos é o tatu nove 

bandas (Dasypus novencinctus). Ele permite o crescimento do bacilo de forma 

disseminada durante 18 a 24 meses, comprometendo pele, nervos periféricos, 

medula óssea, fígado, baço, linfonodos, pulmões, meninges e olhos. Após a 

purificação, os bacilos podem ser usados vivos por até uma semana ou letalmente 

irradiados (Kirchheimer & Storrs 1971). 

O genoma de M. leprae foi completamente sequenciado em 2001 e gerou 

grande expectativa sobre o conhecimento de sua funcionalidade na patogenia da 

hanseníase. Apenas 49,5% do genoma de M. leprae (1.605 genes) contém genes 

que codificam proteínas, sendo o restante constituído de pseudogenes ou genes 

degenerados (Cole et al. 2001). Quando comparado ao M. tuberculosis, percebe-se 

a perda de um grande número de genes por M. leprae, muitos dos quais seriam 

importantes para o crescimento e reprodução bacteriana, o que poderia explicar o 

http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2005/Leprosy/bio.htm
http://www.stanford.edu/group/parasites/ParaSites2005/Leprosy/bio.htm
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seu longo tempo de geração e sua incapacidade de multiplicação in vitro (Vissa & 

Brennan 2001). 

 

1.1.3   Epidemiologia 

 

A hanseníase é a principal causa de incapacidade física permanente dentre 

as doenças infecto-contagiosas. A maneira mais eficaz de prevenir as complicações 

decorrentes da hanseníase se dá através do diagnóstico e tratamento precoce dos 

casos, antes de ocorrerem lesões nervosas. A doença e as deformidades a ela 

associadas são responsáveis pelo estigma social e pela discriminação contra os 

pacientes e suas famílias em muitas sociedades. A erradicação da doença, porém, 

parece distante, pelo menos em alguns países. Durante o ano de 2015, a incidência 

mundial foi de 210.758 casos (Figura 1.2) e a prevalência global de hanseníase foi 

de 174.608 casos (Figura 1.3) (WHO 2016). No Brasil, em 2015, foram detectados 

28.761 casos novos (Figura 1.4), a menor taxa de incidência dos últimos 10 anos, 

mostrando uma redução de quase 19.000 casos quando comparado ao ano de 

2006, porém com um coeficiente geral de aproximadamente 14,07 por 100 mil 

habitantes, índice ainda maior do que a meta estabelecida pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) para erradicação da hanseníase, que é de até 10 casos a 

cada 100 mil habitantes (Brasil 2016, WHO 2016).  

Índia, Brasil e Indonésia são os países mais endêmicos do globo, sendo 

responsáveis por 81% dos casos novos no mundo. O número total de casos com 

registro ativo no Brasil em 2015 foi de 20.702 (Figura 1.5), sendo o país responsável 

por 85,8% dos casos no continente americano e pelo segundo lugar mundial em 

número total de casos novos (atrás apenas da Índia); além disso, ocupa o primeiro 

lugar na classificação mundial de novos casos por 100 mil habitantes (Brasil 2016, 

WHO 2016). No Brasil, os estados das regiões Nordeste, Centro-Oeste e Norte 

detêm o maior número de doentes. Mato Grosso, Tocantins e Maranhão são os 

estados com maior número de casos do país, sendo considerados hiperendêmicos 

em 2015, em função de apresentarem coeficiente de detecção superior a 40 casos 

por 100 mil habitantes (Brasil 2016).  
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Figura 1.2: Taxas de incidência de hanseníase no mundo em 2015. Fonte: 
adaptado de WHO 2016. 
 

 
Figura 1.3: Taxas de prevalência de hanseníase no mundo em 2015. Fonte: 
adaptado de WHO 2016. 
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Figura 1.4: Taxas de incidência de hanseníase no Brasil em 2015. Fonte: 
adaptado de Brasil 2016. 
 

 

 
Figura 1.5: Taxas de prevalência de hanseníase no Brasil em 2015. Fonte: 
adaptado de Brasil 2016. 



6 
 

 Outro relevante indicador de alta endemicidade e de transmissão recente da 

infecção é a proporção de crianças menores de quinze anos entre os novos casos 

detectados. No ano de 2015, foram detectados no Brasil, 2.113 casos novos em 

crianças (Figura 1.6). O país apresentou um coeficiente de detecção em menores de 

15 anos de 4,46/100.000 habitantes, considerado alto segundo os parâmetros 

brasileiros. No estado do Rio de Janeiro, neste mesmo ano, este coeficiente foi de 

1,39/100.000 habitantes, considerado médio segundo os parâmetros nacionais 

(Brasil 2016).  

 

 
Figura 1.6: Taxas de incidência de hanseníase em menores de 15 anos no 
Brasil em 2015. Fonte: adaptado de Brasil 2016. 

 

Desde 1982 quando a poliquimioterapia (PQT) foi introduzida, observou-se 

uma redução significativa da prevalência da hanseníase, com cerca de 85% de cura. 

Em conjunto, mais de 14,5 milhões de pacientes foram curados através da PQT e 

cerca de 2 milhões de pacientes não chegaram a desenvolver incapacidades físicas. 

No entanto, o número de casos globais ainda tem se mantido alto, e a OMS tem 

atribuído essa baixa redução a vários fatores, como os esforços na detecção de 

novos casos, a alta transmissão em certas áreas onde existem pacientes 
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assintomáticos, resistência aos antimicrobianos, ou ainda a reincidência de casos 

tratados (Rodrigues & Lockwood 2011). 

 

1.1.4   Aspectos clínicos e classificação 

 

A hanseníase se manifesta segundo um espectro de formas clínicas 

resultantes do grau de resposta imune celular desenvolvida por cada indivíduo 

contra M. leprae. Portanto, a classificação correta dos pacientes é de extrema 

importância para determinar o tratamento adequado da doença.  

Existem dois sistemas principais utilizados para classificar os pacientes com 

hanseníase. De acordo com Ridley e Jopling (1966), os pacientes com hanseníase 

são classificados em cinco subgrupos de acordo com os critérios clínicos, 

bacteriológicos e, principalmente, imunológicos e histopatológicos. Em um pólo 

desse espectro clínico são encontrados os pacientes tuberculoides (TT), que na 

maioria das vezes desenvolvem apenas uma lesão com pequeno número de 

bactérias. Estes pacientes apresentam baixos níveis de anticorpos específicos, mas 

resposta imune celular pronunciada, que é responsável pela restrição do 

crescimento do patógeno. No outro pólo, os pacientes lepromatosos (LL) 

apresentam doença disseminada, com inúmeras lesões contendo um alto número de 

bactérias. Estes pacientes apresentam altos níveis de anticorpos e ausência de 

resposta imune celular detectável. Além das formas polares, existem formas 

intermediárias denominadas “borderline”: “borderline” tuberculoide (BT), “borderline 

borderline” (BB) e “borderline” lepromatosa (BL). Nestes casos, a resposta imune 

celular é maior de acordo com a proximidade ao pólo tuberculoide. Existe ainda, 

entre as formas BL e LL, uma forma intermediária chamada de LL subpolar (Ridley & 

Waters 1969). A medida padrão da imunidade mediada por células ao patógeno é a 

reação de Mitsuda, uma reação de hipersensibilidade do tipo tardio (tipo IV ou 

mediada por células), que é avaliada após uma injeção intradérmica de bacilos 

mortos aplicada nos pacientes, cuja duração é medida após 3 a 4 semanas 

(Narayan et al. 2001). O teste de Mitsuda é positivo quando se forma uma infiltração 

nodular maior que 5 mm de diâmetro ou quando o infiltrado ulcera, e é negativo 

quando há ausência de reação. A outra classificação bem mais simplificada, a de 

1982 da OMS (WHO 1982), tem como base o índice baciloscópico (IB) ou o número 
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de lesões. São considerados pacientes paucibacilares (PB) aqueles com até cinco 

lesões ou IB=0 e MB aqueles com mais de 6 lesões ou IB>0. Na classificação de 

Ridley e Jopling, pacientes paucibacilares incluem pacientes TT e BT, enquanto 

pacientes multibacilares incluem pacientes BB, BL e LL (Figura 1.7) (WHO 1987).  

Existe ainda outra classificação muito utilizada na prática clínica, a de Madrid, 

estabelecida durante o congresso internacional de leprologia de 1953 na Espanha. 

Esta também leva em conta as características clínicas da doença, acrescidas dos 

aspectos bacteriológicos, imunológicos e histológicos da hanseníase, definindo 

assim os grupos polares tuberculoide e virchoviano (ou lepromatoso), a forma 

indeterminada, e o grupo instável e intermediário chamado de forma dimorfa 

(CONGRESS 1953, 1954, Languillon & Carayon 1986).  

A manifestação inicial da doença pode ser a forma clínica indeterminada, 

onde a resposta do hospedeiro é insuficientemente diferenciada para permitir 

classificação. Esta pode evoluir para cura espontânea ou desenvolver aspectos 

clínicos da doença estabelecida dentro do espectro, dependendo da sua capacidade 

em montar uma resposta imune celular contra M. leprae. Pessoas com a forma 

clínica tuberculoide apresentam teste de Mitsuda positivo, enquanto as pessoas com 

a forma lepromatosa apresentam Mitsuda negativo. O tratamento dos pacientes com 

hanseníase é realizado com a PQT. Para pacientes multibacilares, cujo tratamento 

dura um ano, são utilizados rifampicina (600 mg, uma dose por mês), clofazimina 

(300 mg, uma dose por mês e 50 mg por dia) e dapsona (100 mg por dia). Para 

pacientes paucibacilares, somente rifampicina (600 mg, uma dose por mês) e 

dapsona (100 mg por dia) são empregados por um período de seis meses (Hastings 

1998).   

Outra característica marcante da hanseníase é o desenvolvimento de 

episódios reacionais. Estes episódios podem ser definidos como manifestações 

clínicas resultantes de alterações no balanço imunológico entre o hospedeiro e o 

agente infectante, M. leprae. Esses episódios agudos, que afetam principalmente 

pele e nervos, são a principal causa de morbidade e incapacidade das funções dos 

nervos periféricos. Os episódios reacionais podem se apresentar durante o curso 

natural da doença, durante o tratamento e até mesmo após a alta, quando o 

paciente é considerado curado (Naafs 1994). Dois tipos principais de reações são 

conhecidos: a reação reversa (RR) ou reação tipo 1, que ocorre mais comumente 
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nos pacientes “borderline”, mas também nos pacientes LL subpolares e polares 

(Ridley & Waters 1969, Hastings & Job 1978, Kar & Job 2005, Andrade et al. 2015a, 

b); e o eritema nodoso hansênico (ENH) ou reação tipo 2, que ocorre nos pacientes 

multibacilares lepromatosos (Figura 1.7) (Nery et al. 1998, Kamath et al. 2014). Além 

do ENH, existem outros tipos raros de reações tipo 2, são eles o eritema multiforme 

e o fenômeno de Lucio (também conhecido como eritema necrosante ou forma LL 

difusa). Esta última é mais comum no México e na região do Caribe, e tem sido 

recentemente associada com uma nova espécie de micobactéria, Mycobacterium 

lepromatosis (Lucio & Alvarado 1852, Han et al. 2008, Singh et al. 2015). 

Clinicamente, a RR se manifesta por um aumento do processo inflamatório nas 

lesões de pele, nervo ou ambas, bem como pelo aparecimento de novas lesões. 

Além disso, edema nas mãos, pés e face também podem ser uma característica da 

reação, mas sintomas sistêmicos, como febre, são incomuns. O aumento do 

processo inflamatório nos nervos compromete a função nervosa e, se não for tratada 

rápida e adequadamente, leva à perda permanente dessa função, causando 

neuropatia periférica sensorial e motora (Jih et al. 2002, Andrade et al. 2015b). A RR 

é frequentemente recorrente e isso pode conduzir a um maior dano nervoso (van 

Brakel et al. 1994). Além disso, há um aumento do número de receptores de 

interleucina (IL)-2 (IL-2R) nas células imunocompetentes, assim como dos níveis de 

RNAm de IL-1, fator de necrose tumoral (TNF), IL-2 e interferon (IFN). Entretanto, 

há um decréscimo dos níveis de outras citocinas, como IL-4, IL-5 e IL-10, dando 

suporte a hipótese de aumento de resposta imune mediada por células (Yamamura 

et al. 1991). 

O ENH é uma complicação imunológica da hanseníase que acomete cerca de 

50% dos pacientes lepromatosos e 10% dos pacientes “borderline” lepromatosos 

(Pocaterra et al. 2006). O risco de se desenvolver o ENH é diretamente proporcional 

ao IB e ao infiltrado inflamatório da lesão (Manandhar et al. 1999). As lesões 

cutâneas podem apresentar-se como eritematosas, pápulas ou nódulos que podem 

ser superficiais ou profundos. Clinicamente, o ENH é caracterizado por sintomas 

sistêmicos, como febre alta, mal-estar, edema da face, mãos e pés (Pfaltzgraff & 

Ramu 1994). A neurite também pode ser observada nesses pacientes, porém, é 

muito mais branda do que o observado na RR. Tem sido mostrado que durante o 

ENH há um aumento seletivo na expressão de RNAm de IL-6, IL-8 e IL-10 nas 

lesões, assim como aumento dos níveis de citocinas como TNF, IL-12p70 e IL-
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12p40 nas lesões (Yamamura et al. 1991, Barnes et al. 1992, Singh et al. 1994). 

Entretanto, não há consenso sobre o envolvimento da imunidade celular neste tipo 

de reação, a despeito de terem sido demonstradas células imunocompetentes 

expressando IL-2R e antígeno leucocitário humano de classe II alelo DR (HLA-DR) 

nas lesões, um indicativo da presença de IFN (Modlin et al. 1988, Sampaio & Sarno 

1998). A ocorrência dos episódios reacionais é considerada uma emergência clínica 

e o tratamento anti-inflamatório precisa ser prontamente iniciado. Pacientes com RR 

são tratados com esteróides (prednisona a 1,0 mg/kg), enquanto pacientes ENH são 

tratados preferencialmente com talidomida (300 mg/dia) ou pentoxifilina (400 mg de 

8 em 8 horas), associada ou não a esteróides (Ustianowski & Lockwood 2003, 

Walker et al. 2007). Além da neurite reacional, existe ainda outra forma de 

comprometimento neurológico na hanseníase, a chamada forma Neural Pura, onde 

a neuropatia mediana isolada é o primeiro sinal da doença, podendo ou não haver o 

comprometimento dermatológico posterior (Figura 1.7) (Ridley & Jopling 1966, 

Pinheiro et al. 2011, Vital et al. 2013). 

 

 
Figura 1.7: Representação esquemática do espectro clínico da hanseníase. 
Relação entre as formas clínicas, reposta imune, carga bacteriana, lesões de pele e 
episódios reacionais. TT – forma tuberculoide; BT – forma “borderline” tuberculoide; 
BB – forma “borderline borderline”; BL – forma “borderline” lepromatosa; LL – forma 
lepromatosa; LLs: forma LL subpolar; PB – formas paucibacilares; MB – formas 
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multibacilares; ENH – eritema nodoso hansênico. Este esquema não inclui a 
classificação de Madrid. Fonte: adaptado de Lockwood & Saunderson 2012. 
 

1.1.5   Resposta imunológica na hanseníase 

 

M. leprae entra no organismo provavelmente através das vias aéreas 

superiores e em seguida segue para a pele e nervos periféricos através da 

circulação. A resposta imune específica desencadeada pela infecção por M. leprae 

determina não só o curso da infecção, como as diversas formas clínicas da 

hanseníase. Embora a imunidade celular e a humoral estejam simultaneamente 

presentes na hanseníase, o componente celular assume maior importância na 

eliminação bacilar, pois M. leprae é um patógeno intracelular (Sehgal et al. 1989).  

Nas formas multibacilares da doença (LL, BL e BB) os pacientes são 

caracterizados por uma reduzida imunidade celular antígeno-específica, levando a 

uma proliferação bacteriana descontrolada com várias lesões, podendo apresentar 

infiltrado extenso na pele e nervos. Altos títulos de anticorpos anti-PGL-1 e contra 

antígenos proteicos específicos de M. leprae são encontrados nesses pacientes. As 

lesões são caracterizadas por macrófagos com muitos vacúolos cheios de bacilos, 

relação CD4/CD8 invertida (1:2), ausência de organização e diferenciação dos 

macrófagos para formar granuloma e atrofia da epiderme (Van Voorhis et al. 1982, 

Cho et al. 2001). O aspecto quiescente das lesões lepromatosas sugere que o 

microambiente tissular impede a migração e o acúmulo de linfócitos, especialmente 

células T CD4+, visto que os linfócitos do sangue periférico nestes pacientes mantêm 

uma proporção de células T CD4:CD8 normal (2:1). Os mecanismos deletérios 

nestes pacientes envolvem tanto componentes da resposta imune celular, quanto da 

humoral (Van Voorhis et al. 1982, Yamamura et al. 1991, Triccas et al. 1996).  

Nas formas paucibacilares da doença (TT e BT), as lesões são infiltradas 

predominantemente por linfócitos T CD4+ que secretam níveis altos de citocinas pró-

inflamatórias, levando à formação de granulomas bem definidos, contendo células 

epitelióides e células gigantes multinucleadas do tipo Langerhans que invadem os 

ramos nervosos da derme (Yamamura et al. 1992, Jullien et al. 1997, Little et al. 

2001). As células com fenótipo T CD8+ também estão presentes, mas mantendo 

uma relação CD4/CD8 normal (Modlin et al. 1986). Ocorre a expressão de antígenos 

HLA-DR em queratinócitos hiperplasiados e presença de linfócitos intraepiteliais 
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(Modlin & Rea 1988). Além disso, praticamente nenhum bacilo é encontrado nas 

lesões (Yamamura et al. 1992). A proliferação de células T e a produção de citocinas 

em resposta aos antígenos de M. leprae confirmam a forte imunidade celular desses 

pacientes. O teste cutâneo (Mitsuda) nesses pacientes é positivo (García et al. 1999, 

Kim et al. 2001).  

O padrão de resposta imune Th1 x Th2 na hanseníase foi determinado 

através da detecção da expressão de RNAm de citocinas na lesão de pacientes 

tuberculoides e lepromatosos. Os pacientes lepromatosos apresentam um perfil 

predominante de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13), havendo também 

produção dessas citocinas por células T do sangue periférico, sugerindo 

susceptibilidade à doença, já que estas citocinas levam à falha na ativação dos 

macrófagos e ineficácia da resposta imune protetora (Salgame et al. 1991, 

Yamamura et al. 1991, Sieling & Modlin 1994a). A IL-10 tem sido detectada em altos 

níveis nesses pacientes, mostrando correlação positiva com o IB (Moubasher et al. 

1998). A IL-4 estimula a produção de IgE e ambas, IL-4 e IL-10, estimulam células B 

que inibem a ativação dos macrófagos resultando em infecção progressiva (Modlin 

1994). Essa citocina (IL-4) também é capaz de reduzir a expressão de CD14 em 

monócitos, assim como a produção de IL-1β e TNF, bloqueando assim a geração de 

óxido nítrico (NO), necessário para destruição de patógenos intracelulares (Salgame 

et al. 1991). Em adição à IL-4, a IL-13 tem sido incluída no mecanismo de supressão 

de células T na hanseníase, por seus efeitos sobre células B e macrófagos, 

similares aos da IL-4. Tem sido demonstrado que apenas clones de células T tipo 2 

de lesões lepromatosas produzem IL-13, sugerindo que essa citocina possa ter um 

papel na imunossupressão encontrada nesses pacientes (Sieling & Modlin 1994a, 

b). Mais recentemente, foi demonstrado que a citocina imunoregulatória IL-27, que 

possui ambas as funções pró-inflamatória e anti-inflamatória, é fortemente expressa 

nas lesões de pacientes LL (Teles et al. 2015). 

As lesões de pacientes tuberculoides apresentam predominantemente RNAm 

de citocinas do tipo Th1 (IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-32, IFN e TNF) em comparação 

com as lesões de pacientes lepromatosos (Arnoldi et al. 1990, Salgame et al. 1991, 

Yamamura et al. 1991, Sieling et al. 1994, García et al. 1999, Schenk et al. 2012). A 

IL-2 induz a expansão clonal de células T antígeno-específicas e aumenta a 

produção de IFN (Kasahara et al. 1983). O IFN por sua vez ativa os macrófagos, 

assim como aumenta a secreção de citocinas e a produção de reativos 
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intermediários do oxigênio e nitrogênio, estimulando-os a matar ou restringir a 

proliferação de micobactérias e outros patógenos intracelulares (Kaplan et al. 1986, 

Rook et al. 1986, Murray 1994, Raupach & Kaufmman 2001). Além disso, essa 

citocina também é responsável pelo aumento da expressão de HLA-DR e da 

molécula de adesão intercelular 1 (ICAM-1), que facilitam a interação das células 

apresentadoras de antígenos (APC) com as células T (Dustin et al. 1988). A 

abundância de IL-2 e IFN nas lesões tuberculoides provavelmente contribui para 

uma maior resistência nesses pacientes, resultando em doença mais branda ou cura 

(Modlin 1994). Ao mesmo tempo, a produção de TNF pelos macrófagos em nível 

local favorece uma ação sinérgica autócrina para mantê-los ativados e formar o 

granuloma, o qual restringe a disseminação do patógeno (Silva & Foss 1989).  

Dagur e colaboradores (2010) demonstraram que M. leprae interfere com 

eventos anteriores e posteriores da interação do TCR e CD28 com seus ligantes, 

resultando em redução na produção de IL-2 e inibição da proliferação de células T, o 

que pode estar associado à progressão da doença. O uso combinado de IL-2 e IL-12 

recupera a resposta Th1 em linfócitos de pacientes BL e LL, o que sugere que o 

efeito inibitório é reversível (Sieling & Modlin 1994a, de Jong et al. 1997). Um 

redirecionamento similar da produção de citocinas de um perfil Th2 para Th1 foi 

verificado quando células dendríticas apresentam antígenos de M. leprae para 

células T de pacientes LL (Nath et al. 2000). Em adição, Lopez Roa e colaboradores 

(2008) demonstraram que em pacientes LL é possível reverter a baixa produção de 

IFN in vitro com a adição de IL-12/IL-18 exógenos, mas os mecanismos 

moleculares envolvidos, bem como a relevância disso no controle da infecção, não 

foram descritos.  

Através da análise da resposta imune celular em lesões de pele na 

hanseníase, classes adicionais de células T recrutadas para o sítio de infecção 

foram identificadas, incluindo células T expressando receptores  e um tipo de 

célula T αβ duplo negativo (CD4- e CD8-) (Beckman et al. 1994, García et al. 1997, 

Porcelli & Modlin 1999). Estas células reconhecem antígenos não proteicos, 

incluindo o LAM e ácido micólico micobacterianos, os quais são apresentados por 

moléculas CD1 em APC, independente de MHC de classe I e II (Porcelli & Modlin 

1999, Sieling et al. 2005, Torrelles et al. 2011). As proteínas CD1 são altamente 

expressas nas células dendríticas nos granulomas dérmicos de pacientes TT, mas o 

mesmo perfil não acontece em lesões de pacientes lepromatosos, o que sugere que 
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as células T restritas ao CD1 contribuem para o controle do patógeno (Sieling et al. 

1995, 1999). 

 

1.1.6   Interações entre M. leprae e células do hospedeiro  

 

Os patógenos intracelulares sobrevivem ao escapar da resposta imune do 

hospedeiro e ao acessar suas vias metabólicas de modo a obterem um 

microambiente favorável para o seu crescimento. M. leprae parece ser uma das 

micobactérias mais dependentes das vias metabólicas do hospedeiro, incluindo 

lipídeos (Cruz et al. 2008). Foi demonstrado que M. leprae multiplica 

abundantemente em macrófagos ricos em colesterol (Kato 1979) e que os lipídeos 

de parede celular da micobactéria inibem as funções dos macrófagos, reduzindo o 

“burst” oxidativo e a fagocitose de macrófagos murinos. Além disso, os lipídeos de 

parede de M. leprae parecem apresentar atividade anti-inflamatória in vivo (Moura et 

al. 1997). 

A infecção por M. leprae leva a alterações na membrana de macrófagos que 

se refletem na expressão de moléculas de superfície como os ácidos siálicos. Tais 

alterações de membrana podem afetar a capacidade microbicida de macrófagos 

(Agarwal et al. 1986). Um dos principais receptores responsáveis pelo 

reconhecimento de lipoproteínas micobacterianas são os receptores do tipo “Toll” 

(TLR) que estão presentes na superfície de monócitos, macrófagos, entre outros 

tipos celulares (Brightbill et al. 1999). Além disso, esses receptores também 

participam da ativação do fator nuclear (NF)-B que modula a transcrição de vários 

genes relacionados à resposta imune (Arbibe et al. 2000). No caso de M. leprae, o 

reconhecimento pelos TLR parece ocorrer principalmente através do heterodímero 

TLR2/1 para lipoproteínas triaciladas, levando à diferenciação de monócitos em 

macrófagos e células dendríticas (Krutzik et al. 2005) e pelo heterodímero TLR2/6 

para lipoproteínas diaciladas, ativando uma resposta de citocinas inflamatórias 

(Montoya & Modlin 2010). A expressão de ambos TLR1 e TLR2 foi aumentada 

preferencialmente em lesões de pacientes BT quando comparados aos pacientes LL 

(Krutzik et al. 2003).  

Estudos anteriores demonstraram que células T de pacientes LL em 

combinação com macrófagos de pacientes BT ou de contatos saudáveis, respondem 
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bem ao M. leprae após estímulo in vitro. Ao contrário, células T de pacientes BT ou 

contatos saudáveis em combinação com macrófagos de pacientes LL falham em 

responder, sugerindo que a ausência de resposta observada nos pacientes 

lepromatosos está associada à deficiente apresentação antigênica pelos macrófagos 

ou mesmo pela produção de mediadores capazes de negativamente regular o 

padrão da resposta imune celular resultante (Hirschberg 1978, Nath et al. 1980). A 

proliferação celular induzida por M. leprae pode ser inibida por fatores supressores 

presentes no lisado de macrófagos de pacientes LL. Tal evento não é observado em 

macrófagos de pacientes tuberculoides e controles saudáveis (Salgame et al. 1983). 

Machadevan e Antia (1980) demonstraram que macrófagos provenientes de 

pacientes LL apresentam reduzida síntese proteica, ao contrário do observado em 

pacientes BT e controles saudáveis. Os macrófagos de pacientes LL apresentam 

ainda níveis reduzidos de ácido siálico quando comparados aos pacientes BT e 

indivíduos saudáveis (Agarwal et al. 1986). 

Cruz e colaboradores (2008) demonstraram o acúmulo de fosfolipídeos 

oxidados derivados do hospedeiro em lesões de pacientes LL, sugerindo que a 

interface existente entre o metabolismo lipídico no hospedeiro e a imunidade inata 

contribui para a patogênese da infecção. Uma característica importante dos 

macrófagos de pacientes LL é a alta quantidade de lipídeos. Foi demonstrado que 

M. leprae é capaz de induzir a formação de corpúsculos lipídicos nas células de 

Schwann por um mecanismo dependente de TLR6, mas não de TLR2 (Mattos et al. 

2011a, b). No entanto, ambos TLR2 e TLR6 parecem estar envolvidos na formação 

de corpúsculos lipídicos por M. leprae em macrófagos (Mattos et al. 2010). Os 

corpúsculos lipídicos induzidos por M. leprae constituem sítios para a síntese de 

eicosanóides e podem ser reguladores críticos na subversão da resposta imune na 

hanseníase (Mattos et al. 2010).  

de Souza Sales e colaboradores (2011) demonstraram que macrófagos de 

pacientes lepromatosos apresentam elevada expressão da enzima Indoleamina 2,3-

dioxigenase (IDO) quando comparados aos macrófagos de pacientes tuberculoides, 

podendo a IDO ser induzida tanto por M. leprae, quanto via IFN.  Esta enzima 

possui diversas funções biológicas e, nossos dados demonstraram que nos 

macrófagos lepromatosos a indução de IDO é mediada por IL-10, o que parece 

contribuir para a imunossupressão encontrada nos pacientes lepromatosos (Moura 

et al. 2012). 
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A presença do fator de transformação do crescimento (TGF)-β1, um dos mais 

potentes fatores imunossupressores endógenos, foi revelada por imunohistoquímica 

em lesões de pacientes com hanseníase, com grande quantidade de macrófagos 

positivos para esta proteína no infiltrado lepromatoso e sua ausência no granuloma 

tuberculoide (Goulart et al. 1996, Goulart et al. 2000). O TGF-β1 tem ação 

supressora sobre macrófagos, contrapondo os efeitos do IFN na ativação da 

atividade antimicrobiana mediada pelo NO e inibindo a produção de TNF, podendo 

assim contribuir para a perpetuação da infecção (Bermudez et al. 1993). 

Além disso, já foi demonstrado que em lesões de pacientes lepromatosos a 

expressão de cicloxigenase (COX)-2 está aumentada quando comparada às lesões 

de pacientes tuberculoides (Kiszewski et al. 2003). Esses dados corroboram estudos 

anteriores que observaram a liberação de mediadores como prostaglandina E2 

(PGE2) e IL-10 por monócitos de pacientes lepromatosos, mas não de pacientes 

tuberculoides. Tais mediadores contribuíram para a inibição da linfoproliferação 

frente ao M. leprae em indivíduos sabidamente respondedores à bactéria. A PGE2 

inibe a produção de IL-2 e também de IFN, citocinas em geral fracamente 

expressas nas lesões lepromatosas, mas importantes para gerar resposta imune 

específica (Misra et al. 1995). 

Cree e colaboradores (1987) descreveram a presença de células apoptóticas 

no granuloma de lesões de pacientes lepromatosos e tuberculoides. Posteriormente 

foi observado que 56% das biópsias de pacientes paucibacilares e 20% das biópsias 

de pacientes multibacilares apresentavam células em apoptose. Em adição, nas 

lesões de paucibacilares as células em apoptose foram identificadas como linfócitos 

T (Walsh et al. 2004). Outro trabalho demonstrou que nas lesões de pacientes 

paucibacilares o número de células CD68+ (macrófagos) em apoptose é maior do 

que nas lesões de pacientes multibacilares (Cruz et al. 2008). Foi ainda 

demonstrado que células mononucleares de sangue periférico de pacientes com 

hanseníase apresentam elevada apoptose in vitro em resposta ao M. leprae, quando 

comparadas aos controles (Gupta et al. 1999). Mediadores como FasL e os 

membros da família Bcl-2 (proteína recombinante linfoma de células B 2) podem 

estar envolvidos na indução e/ou manutenção do processo ativo de morte celular in 

vitro. Mustafa e colaboradores (2001) observaram que macrófagos de pacientes com 

hanseníase e tuberculose tinham uma alta expressão de FasL, indicando que 

infecções micobacterianas podem induzir a expressão desta molécula em uma 
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população de macrófagos infectados, fazendo com que eles possam se proteger dos 

ataques de linfócitos T citotóxicos. 

 

1.1.7   Fagocitose de M. leprae  

 

Estudos anteriores demonstraram que M. leprae é internalizado por projeções 

citoplasmáticas e incorporado em um fagossomo, no qual enzimas lisossomais 

foram subsequentemente liberadas (Chandi e Job 1978). A fagocitose de M. leprae 

parece envolver os receptores de complemento (CR)1, CR3 e CR4, conforme estudo 

realizado em macrófagos derivados de monócitos (Schlesinger & Horwitz 1991). 

Outro mecanismo envolvido na entrada da micobactéria na célula é a interação do 

LAM presente na parede celular de M. leprae com o receptor CD209 dos 

macrófagos, levando à fagocitose do patógeno. O CD209 é abundantemente 

expresso nos pacientes LL, mas não nos BT (Soilleux et al. 2006, Montoya & Modlin 

2010). Em macrófagos de pacientes lepromatosos tratados com citocalasina B, um 

inibidor de fagocitose, foi observada uma redução na ingestão de M. leprae morto; 

no entanto, a ingestão de M. leprae viável pelos macrófagos de pacientes LL não foi 

afetada pela droga (Mistry et al. 1986).  

O M. leprae é capaz de evadir a fusão lisossomo-fagossomo (Alves et al. 

2004). No entanto, já foi demonstrado que os lisossomos rapidamente se fusionam 

com fagossomos contendo M. leprae em macrófagos e células dendríticas derivadas 

de monócitos, e que M. leprae é capaz de se translocar para citoplasma da célula, 

evitando assim a degradação fagolisossomal (van der Wel et al. 2007). M. leprae é 

protegido por uma zona transparente eletrondensa (ETZ) que parece ser composta 

por micosídeos (Ryter et al. 1984). Esta camada parece inibir a difusão de enzimas 

lisossomais nos fagossomos e não parece requerer a participação ativa da bactéria, 

uma vez que experimentos utilizando M. leprae morto demonstraram a formação de 

ETZ (Ryter et al. 1984). O acúmulo de colesterol induzido por M. leprae é outro fator 

que contribui para o escape da resposta imune e persistência intracelular da 

micobactéria (Lobato et al. 2014, Mattos et al. 2014). 

Mycobacterium bovis BCG (BCG), M. tuberculosis e M. leprae são capazes de 

utilizar a proteína triptofano-aspartato contendo capa proteica (TACO ou Coronina-

1A) do hospedeiro para inibir a fusão do fagossomo com o lisossomo, permitindo 
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sua sobrevivência nos macrófagos. Foi descrito que a TACO suprime a ativação 

mediada por TLR em macrófagos humanos e que a ativação mediada por TLR2 

resulta em supressão da expressão de TACO. M. leprae é capaz de inibir a 

supressão da TACO mediada por TLR2. Uma vez que ambos TLR2 e TACO co-

localizam na membrana fagossomal em lesões dérmicas de pacientes com a forma 

lepromatosa da doença, é possível que o balanço entre a sinalização via TLR2 e a 

expressão de TACO seja um ponto chave na determinação do destino de M. leprae 

após a infecção (Ferrari et al. 1999, Suzuki et al. 2006, Tanigawa et al. 2009).  

Montoya e colaboradores (2009) descreveram que enquanto a IL-10 induz a 

via fagocítica em macrófagos, levando à expressão de CD209 e receptores 

“scavenger” e resultando na fagocitose da micobactéria e de lipoproteínas oxidadas 

de baixa densidade, a IL-15 induz uma via antimicrobiana dependente de vitamina 

D3. Neste trabalho os autores especularam que a programação para fagocitar e 

respostas antimicrobianas por macrófagos são distintas e diferencialmente 

reguladas, uma vez que a via mediada pela IL-10 foi observada predominantemente 

em pacientes multibacilares, enquanto que a via antimicrobiana mediada pela IL-15 

foi observada preferencialmente em pacientes paucibacilares (Figura 1.8) (Montoya 

et al. 2009). Mattos e colaboradores (2011a) demonstraram que corpúsculos 

lipídicos são prontamente recrutados para os fagossomos contendo M. leprae nas 

células de Schwann e que este processo é dependente da reorganização do 

citoesqueleto e da sinalização via fosfatidilinositol (PI)3-cinase (PIK3), o qual pode 

representar um aspecto fundamental da patogênese bacteriana no nervo.  

 
 



19 
 

 
Figura 1.8: Modelo de divergência dos macrófagos na polarização da 
hanseníase. No pólo tuberculoide (TT), a IL-15 induz peptídeos antimicrobianos 
(PA) por uma via dependente de vitamina D3 (CYP27b1 converte a forma 
intracelular 25D3 para a forma ativa 1,25D3, que interage com seu receptor VDR) 
levando a morte de M. leprae, enquanto no pólo lepromatoso (LL) a IL-10 induz a 
expressão de CD163, CD209 e receptores “scavenger” (SR), resultando na 
fagocitose de M. leprae e de lipoproteínas oxidadas de baixa densidade (oxLDL), 

favorecendo assim a persistência da micobactéria nos macrófagos (Ms). Fonte: 
adaptado de Montoya et al. 2009. 
 

1.2   Os Interferons 

 

1.2.1   Características gerais  

 

Os interferons (IFNs) são membros de uma família multigênica, cujos 

produtos proteicos são potentes citocinas antivirais e imunorreguladoras que são 

produzidas pelas células do sistema imune, assim como por outros tipos celulares 

(Nguyen et al. 2000). Os IFNs são classificados como IFN do tipo I (IFNα/β) e IFN do 

tipo II (IFN), com base no complexo receptor utilizado para sinalização, assim como 

na homologia da sequência. O IFN do tipo II compreende apenas um membro da 

família, o IFN (inicialmente descrito como fator ativador de macrófagos). Os IFNs do 

tipo I são produtos de uma multifamília de genes, incluindo 14–20 genes de IFNα 

(dependendo da espécie animal), um gene de IFNβ, e os menos extensivamente 

estudados IFNε, IFNκ, IFNω, IFNδ, IFNτ e IFNζ (ou limitina, presente apenas em 

camundongos). Além dos IFNs dos tipos I e II, existe ainda uma recente família de 
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IFNs do tipo III, a IFNλ (representada por IL-28 A/B e IL-29), a qual é estruturalmente 

e funcionalmente relacionada com a família de IFNs do tipo I, mas que utiliza um 

diferente complexo receptor para sinalização. O IFNζ e a família IFNs III são 

consideradas citocinas semelhantes ao IFN (Sen 2001, Malmgaard 2004, Pestka et 

al. 2004). Ao contrário dos IFNs do tipo I, que podem ser produzidos por quase 

todos os tipos de células nucleadas em cultura, mediante estímulo adequado, a 

produção de IFN do tipo II é restrita a um estreito grupo de células.  

O IFN é produzido principalmente pelas células T (CD4+ e CD8+) ativadas 

durante a resposta imune adaptativa, enquanto as células NK e NK T parecem ser a 

principal fonte de IFN durante a resposta inata. No entanto, tem sido descrito que 

outros tipos celulares, tais como células dendríticas, células T, macrófagos, entre 

outros, são capazes de produzir IFN em condições específicas (Nguyen et al. 2000, 

Malmgaard 2004).   

Apesar do IFNγ também possuir funções antivirais, campo em que os IFNα/β 

desempenham o principal papel, sua principal função protetora é contra patógenos 

intracelulares que vivem em fagossomos como M. leprae e M. tuberculosis, ou em 

vacúolos como Toxoplasma gondii, e tem as células CD4 Th1 como principal fonte 

produtora. O IFNγ aumenta a capacidade microbicida dos macrófagos, os 

estimulando a matarem os patógenos localizados dentro dos fagossomos através da 

facilitação da fusão do fagossomo-lisossomo e da produção de radicais do oxigênio 

e NO; ele também é capaz de ativar as células T citotóxicas a matarem as células 

infectadas. Apesar de conferir defesa contra patógenos intracelulares, o IFNγ 

também pode estimular as células B a secretarem subclasses específicas de 

anticorpos IgG que podem revestir os patógenos extracelulares e ativar o sistema 

complemento (Alberts et al. 2002). Estima-se que o IFNγ regule a expressão de mais 

de 1.200 genes, enquanto os IFNα/β regulam pelo menos 100 a 300 genes. Vários 

mediadores imunes induzidos por IFNγ são conhecidos (Figura 1.9), tais como 

NOS2, Nramp1, phox, IDO, e os também induzidos por IFNα/β, PRK e as GTPases 

das famílias  p47, GBP, VLIG (somente por γ) e Mx (somente por α, β e λ) 

(MacMicking 2004, Taylor et al. 2004, Martens & Howard 2006).  
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Figura 1.9: A via de sinalização através do complexo entre IFNγ e seu receptor. 
(A) Estrutura cristalográfica do complexo entre IFNγ e o domínio extracelular da 
cadeia R1 do receptor de IFNγ solúvel. As duas cadeias simples da forma ativa do 
homodímero de IFNγ são mostradas em azul e vermelho. Cada monômero de IFNγ 
se liga a um receptor solúvel, mostrados em verde e amarelo. A posição da 
membrana plasmática seria o final da figura. (B) Visão paralela do complexo em 
relação ao eixo de simetria, mostrando os sítios de ligação da cadeia R2 do receptor 
de IFNγ (cabeças de seta). C: carboxi-terminal, N: amino-terminal. (C) Após a 
formação complexo, a via de sinalização Jak/Stat é ativada, ocorrendo a fosforilação 
de Stat1 e translocação para núcleo, onde ele se liga ao sítio de ativação de INFγ 
(GAS), ativando os genes induzidos por IFNγ. Para a produção de GBPs e VLIGs, é 
necessária a produção do fator regulador de IFN (IRF)-1, que se liga ao elemento de 
reposta estimulado por IFN (ISRE), induzindo a expressão. A produção de Mxs é 
induzida através de IFNα/β ou λ, e requer Jak1 ou a tirosina cinase (Tyk)2, em 
conjunto com Stat1/2 e IRF-9, para formar o complexo fator gênico estimulado por 
IFN (ISGF)3, que também se liga a ISRE, ativando a transcrição. Fonte: adaptados 
de Bach et al. 1997 (A-B) e MacMicking 2004 (C). 
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1.2.2   Papel do IFN na hanseníase 

 

O IFN tem sido considerado como potencial tratamento para doenças 

causadas por patógenos virais e não virais, através da sua capacidade de aumentar 

a defesa antimicrobiana do hospedeiro. O tratamento humano com doses 

imunoestimulantes de IFN é seguro, bem tolerado e estimula os mecanismos 

antimicrobianos de monócitos, neutrófilos circulantes e macrófagos teciduais, além 

de ativar os macrófagos alveolares, através da sua administração via aerossóis 

(Murray 1994, 1996). Os monócitos de pacientes com câncer, hanseníase e AIDS 

tratados com IFN respondem com alteração para um fenótipo ativado in vitro e a 

supressão da expressão de HLA-DR em monócitos de pacientes com trauma pode 

ser revertida pela terapia com IFN. Assim, ele parece ser eficaz como terapia 

adjuvante para pelo menos uma infecção intracelular disseminada, a leishmaniose 

visceral e, em conjunto com a terapia convencional, pode beneficiar pacientes com 

certas formas de leishmaniose cutânea, infecção disseminada pelo complexo 

Mycobacterium avium e hanseníase lepromatosa, além de ser aprovado para uso 

como profilaxia em pacientes com doença granulomatosa crônica (Murray 1994, 

1996). A associação entre uma resposta imune celular intacta, produção de citocinas 

chave do tipo Th1 (como IFN) e a relativa restrição da infecção nos pacientes com 

hanseníase TT, sugerem que os pacientes LL poderiam ser imunomodulados pela 

administração direta de IFN. Assim, vários estudos descreveram a resposta 

benéfica da administração intradérmica de IFN recombinante humano (rhuIFN) em 

pacientes com hanseníase LL (Nathan et al. 1986, Samuel et al. 1987, Kaplan et al. 

1989, Nathan et al. 1990, Damasco et al. 1992, Sampaio et al. 1992, Bermudez & 

Kaplan 1995, Sampaio et al. 1996). 

Nathan e colaboradores (1986) demonstraram, em um pequeno estudo piloto 

controlado, que três injeções intradérmicas de 10 µg de rhuIFN induziram uma 

evidente hipersensibilidade tardia local, uma reação tipicamente ausente nas lesões 

LL. Adicionalmente, a carga de M. leprae em amostras de biópsias de pele foi 

reduzida em mais de 10 vezes em vários pacientes. Estes efeitos locais, incluindo a 

formação de granuloma, foram confirmados em dois estudos maiores, um dos quais 

demonstrou que após 2 a 6 injeções de 10 µg de rhuIFN, havia uma redução 

superior a 10 vezes no IB de M. leprae na área de injeção, em 16 dos 24 pacientes 

tratados. Sem nenhum tratamento adicional, durante os 6 meses subsequentes, 
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ocorreu uma redução de mais de 10 vezes na carga bacilar na maioria dos pacientes 

em que amostras adicionais de fragmentos de pele foram obtidas (Samuel et al. 

1987, Kaplan et al. 1989).  

A injeção intradérmica de rhuIFN por 6 dias em conjunto com PQT, resulta 

tanto numa redução do número de BAAR na pele, no local da injeção, quanto numa 

redução em locais distais, mostrando que o IFN pode acelerar a eliminação de M. 

leprae em comparação com a PQT sozinha e mudar o padrão histológico das lesões 

de pacientes LL para um padrão semelhante ao de pacientes BT (Sampaio et al. 

1992, 1996). Outro estudo realizado com pacientes LL, sugeriu que os bacilos que 

persistem nos locais que receberam injeções intradérmicas de rhuIFN também 

mostraram redução na viabilidade do patógeno (Damasco et al. 1992). Num estudo 

de hanseníase com pacientes LL, no qual a terapia sistêmica foi testada, os efeitos 

antimicrobianos não puderam ser medidos com precisão por causa dos baixos IBs 

iniciais. Porém, a injeção intramuscular de 10 ou 30 µg/dia de rhuIFN durante 10 

dias, claramente induziu evidências histológicas de uma reposta imune mediada por 

células, de longa duração, em amostras de fragmentos de pele obtidas a partir de 

áreas distantes dos locais de injeção de rhuIFN (Nathan et al. 1990).  

Em conformidade com os ensaios clínicos, outros tipos de estudos também 

têm demonstrado a importância do IFN na hanseníase. A administração 

intradérmica de rhuIFN em pacientes LL induz um rápido influxo local de monócitos 

e células T, similar a uma reação de hipersensibilidade tardia, excetuando-se a 

ausência de migração de células de Langerhans para a derme, e indução de uma 

grande expressão de MHC de classe II na superfície de queratinócitos epidérmicos 

(Kaplan et al. 1987a, b, c). Em resposta ao IFN, queratinócitos sintetizam a 

quimiocina IP-10 (ou CXCL10) in vitro, assim como a injeção de rhuIFN em 

pacientes LL induz a expressão de IP-10 nas lesões de pele, o que naturalmente só 

é observado nas lesões de pacientes TT (Kaplan et al. 1987c). Em adição, 

macrófagos derivados de monócitos de pacientes LL respondem ao rhuIFN com 

uma secreção aumentada de peróxido de hidrogênio (H2O2), de forma semelhante 

às células obtidas de doadores normais, mostrando assim que esta citocina é capaz 

de ativar os macrófagos LL in vitro (Kaplan et al. 1986). 

A estimulação in vitro de células aderentes CD14+ provenientes de pacientes 

LL, com IFN ou proteínas de membrana do M. leprae, leva a maiores níveis de 
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RNAm de IFNR1 e IFNR2, quando comparadas às células de controles saudáveis 

sob os mesmos estímulos. Nenhuma diferença significativa foi encontrada na 

expressão de IFNR1 na superfície das células aderentes de controles saudáveis e 

pacientes LL. No entanto, a análise da expressão proteica de IFNR2 revelou que as 

células de controles saudáveis expressam apenas a forma madura glicosilada de 61-

67 kDa desse receptor, enquanto as células de pacientes LL mostram 3 padrões 

diferentes de expressão: (a) a forma imatura deglicosilada de 34.8 kDa, a forma 

madura glicosilada de 61-37 kDa, e (c) ambas as formas proteicas do IFNR2; 

independentemente da estimulação com IFN, sugerindo a existência de diferenças 

no processamento intracelular e na expressão proteica do receptor de IFN em 

células aderentes de pacientes LL (Guerrero-Velázquez et al. 2010). Cardoso e 

colaboradores (2010) demonstraram em um estudo de caso-controle que o 

polimorfismo de base única (SNP) no gene de IFN, IFNG +874 T>A, mais 

especificamente no alelo +874 T, é associado com um efeito protetor para a 

hanseníase entre os brasileiros. Adicionalmente, a liberação espontânea de IFN por 

células mononucleares sanguíneas foi maior entre os carreadores do SNP +874 T 

(Cardoso et al. 2010). 

Embora o tratamento de pacientes MB com rhuIFN apresente efeitos 

benéficos, a administração prolongada dessa citocina pela via intradérmica foi 

associada com o desenvolvimento de ENH em 60% dos pacientes, contra 8-15% no 

tratamento apenas com a PQT (Sampaio et al. 1992). Essa indução de ENH pode 

ser atenuada através do tratamento desses pacientes com talidomida, que resulta na 

redução do infiltrado dérmico, dos sintomas tóxicos, dos altos níveis de TNF, e na 

eliminação das lesões do estado reacional, diminuindo assim o ENH (Sampaio et al. 

1992, 1993, Bermudez & Kaplan 1995, Sampaio et al. 1996).  

O IFN está associado ao controle da infecção pelo M. tuberculosis por um 

processo relacionado à autofagia (Gutierrez et al. 2004). Curiosamente, a via 

autofágica converge com a via vitamina D3-catelicidina, a qual é preferencialmente 

observada na forma paucibacilar da hanseníase (Krutzik et al. 2008, Montoya et al. 

2009). A vitamina D3 induz autofagia via catelicidina e é requerida para a atividade 

antimicrobiana mediada pelo IFN (Yuk et al. 2009, Fabri et al. 2011). 
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1.3   Autofagia 

 

1.3.1   Características gerais  

 

O termo autofagia (do grego auto para próprio e phagein, significando comer) 

foi utilizado na década de 60 por Christian de Duve e se refere a uma série de 

processos intracelulares que levam à remoção de proteínas citosólicas ou organelas 

celulares pelos lisossomos (de Reuck & Cameron 1963, Klionsky 2008). A autofagia 

é um processo homeostático fundamental que ocorre em todos os sistemas 

eucarióticos, onde as células ingerem e digerem porções de seu próprio citoplasma 

para remoção ou renovação de estruturas (Mizushima et al. 2002, Levine & Klionsky 

2004).  

Existem várias formas descritas de autofagia, podendo ser seletivas ou não 

seletivas, diferindo principalmente no tipo de carga e no local celular onde a carga é 

sequestrada. Estas incluem: macroautofagia, microautofagia, autofagia mediada por 

chaperonas, micro e macropexofagia, microautofagia fragmentada do núcleo, a via 

citoplasma-para-vacúolo alvo (em leveduras), entre outras (Legakis & Klionsky 

2006). A macroautofagia, aqui chamada de autofagia, é o foco corrente da atenção 

porque este é o processo que envolve o seqüestro e o transporte de regiões 

completas do citoplasma – incluindo proteínas solúveis e organelas inteiras – com 

vacúolos de dupla membrana para o sistema lisossomal com a finalidade de 

degradação (Xie & Klionsky 2007). 

 A autofagia é capaz de remover por sequestro e degradação (Mizushima et al. 

2008), ou algumas vezes por secreção (Duran et al. 2010, Manjithaya et al. 2010) ou 

extrusão (Heynen et al. 1985, Schweers et al. 2007, Taylor et al. 2009), uma ampla 

gama de componentes intracelulares que varia de agregados proteicos a organelas, 

tais como mitocôndrias. Uma característica da autofagia é que alvos citoplasmáticos 

são capturados em organelas de dupla membrana de origem endomembranosa, 

denominadas autofagossomos, as quais subsequentemente maturam em 

autolisossomos onde a carga capturada é degradada ou eliminada (Figura 1.10). 

Entre as funções fisiológicas descritas para a autofagia, pode-se destacar: a 

provisão de energia e aminoácidos para a célula em estresse metabólico ou mesmo 

de privação de nutrientes; prevenção de morte celular ou senescência devido ao 

acúmulo de agregados macromoleculares ou organelas com mau funcionamento e, 
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por fim, o seu potencial de induzir morte celular (Gozuacik & Kimchi 2004, Kroemer 

& Levine 2008, McPhee et al. 2010).  

 

 
Figura 1.10: Autofagossomos: estruturas de dupla membrana características 
da autofagia. (A) A estrutura inicial, a membrana de isolamento (setas) circundando 
componentes citoplasmáticos. (B) Autofagossomo envolvendo uma mitocôndria e 
um peroxissomo. (C) Um autofagossomo (seta) e vários autolisossomos (cabeças de 
seta), as estruturas finais. Fonte: adaptados de Florez-McClure et al. 2004 (A), 
Friend 1994 (B) e Mizushima 2005 (C).  

 

1.3.2   Mecanismo de execução da autofagia 

 

 Três estágios morfológicos são descritos na indução de autofagia: (1) 

iniciação (formação de membranas crescentes denominadas membranas de 

isolamento ou fagóforos), (2) alongamento e fechamento (aumento do tamanho da 

membrana de isolamento e sua transformação em um autofagossomo completo 

contendo a carga sequestrada), e (3) maturação, a conversão de autofagossomos 

em organelas degradativas denominadas autolisossomos pela fusão com organelas 

de endossomo (formando anfissomo) e depois com lisossomos. A via de sinalização 

do processo autofágico também pode ser mecanicamente dividida em diferentes 

etapas: (a) indução, (b) seleção de carga e empacotamento, (c) nucleação da 
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vesícula, (d) expansão e conclusão da vesícula, (e) recuperação, (f) alvo, 

ancoragem e fusão da vesícula com o lisossomo, e (g) quebra da membrana interna 

da vesícula e de seu conteúdo (Legakis & Klionsky 2006). 

Um regulador chave da autofagia é o alvo da rapamicina nos mamíferos 

(mTOR), estando presente em 2 complexos (mTORC)1 e 2. Esta proteína é uma 

serina/treonina cinase pertencente à superfamília de cinases relacionadas à PIK3 

(PIKK), que regula a proliferação celular e o metabolismo em resposta aos fatores 

de crescimento e demandas nutricionais e energéticas. A mTOR estimula processos 

anabólicos, enquanto a sua inibição aumenta os processos catabólicos, incluindo a 

autofagia. Por exemplo, mTOR se mantém ativada por fatores de crescimento via 

Akt (proteína cinase B), resultando na inibição da autofagia (Wullschleger et al. 

2006). Ao contrário, o tratamento com rapamicina ou com privação de aminoácidos 

ou nutrientes leva à inibição de mTOR e a indução de autofagia.  

A biogênese do autofagossomo é controlada por um sistema de conjugação 

composto de mais de 30 genes relacionados com a autofagia, designados ATG, 

identificados primeiramente em estudos genéticos em leveduras (Tsukada & Ohsumi 

1993, Klionsky et al. 2003). Sob condições ricas de nutrientes, mTORC1 suprime o 

complexo ULK, que é ortólogo ao complexo Atg1 de leveduras, sendo composto por 

ULK1/2, Atg13, FIP200, Atg101. Quando a autofagia é induzida, inicia-se a etapa de 

nucleação e formação do autofagossomo através do complexo ULK, que é ativado e 

se transloca para um determinado domínio provavelmente do retículo 

endoplasmático (ER). Uma vez no ER, o complexo ULK recruta o complexo PIK3 de 

classe III (PIK3C3) (Beclina-1 [BECN1 ou Atg6], mAtg14, p150 [VPS15], hVPS34, 

AMBRA1, UVRAG [VPS38] e Rubicon) ou complexo I para o ER, sendo o 

recrutamento de BECN1 imprescindível para a ativação deste complexo. Esta 

proteína forma um complexo com BCL2, ficando inibida. A cinase JNK1 fosforila 

BCL2, liberando a BECN1 da ligação com BCL2 e permitindo que ela ative o 

complexo PIK3C3, sendo essa regulação é promovida por RalB e pelo complexo 

exocítico contendo Exo84. O PIK3C3 forma PI3-fosfato, que recruta moléculas 

efetoras como DFCP1 e WIPIs, promovendo a formação do omegassoma no ER, o 

local de onde o autofagossomo parece ser gerado e onde as outras Atg são 

montadas. As WIPIs são cruciais para a maturação/desenvolvimento do 

omegassoma em membranas de isolamento, assim como as proteínas VMP1 e Atg9 

que também estão presentes na parte externa da membrana de isolamento e 
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parecem participar do estágio inicial de formação do autofagossomo. Começa então 

a etapa de elongamento e fechamento da vesícula, que requer o recrutamento de 

dois sistemas de conjugação, Atg5-Atg12-Atg16 e LC3-PE (fosfatidiletanolamina), 

para a membrana de isolamento, sendo estes sistemas semelhantes ao processo de 

ubiquitinação. Inicialmente, forma-se o conjugado Atg12-Atg5, produzido pelas 

enzimas Atg7 (que é semelhante à enzima ativadora E1 do sistema ubiquitina) e 

Atg10 (a qual é semelhante à enzima de conjugação E2 do sistema ubiquitina), e por 

sua vez, esse conjugado interage com Atg16L1, formando o complexo Atg12-Atg5-

Atg16L1 presente na parte externa da membrana de isolamento. O segundo sistema 

de conjugação inicia-se com Atg4, que faz uma clivagem e expõe a glicina localizada 

na posição 120 da sequência da pró-LC3 (proteína 1 associada aos microtúbulos, 

cadeia leve 3), fazendo a conversão para LC3-I no citoplasma, depois a enzima Atg7 

ativa LC3-I, que é então conjugado ao lipídio PE pela enzima Atg3 (a qual é 

semelhante à enzima de conjugação E2 do sistema ubiquitina) com auxílio do 

complexo Atg12-Atg5-Atg16L1 (que funciona como uma enzima ligase E3 do 

sistema ubiquitina), formando sua forma lipidada LC3-PE (ou LC3-II), que se 

transloca do citoplasma principamente para as pontas das partes interna e externa 

da membrana de isolamento, controlando então a expansão da membrana de 

isolamento e o tamanho do autofagossomo. Quando a formação do autofagossomo 

é completada, o LC3 presente na membrana externa é clivado do PE pela Atg4, 

sendo liberado para retornar ao citoplasma, juntamente com a maioria das outras 

proteínas Atg que também são dissociadas do autofagossomo. Ocorre então a fusão 

com o lisossomo por um processo dependente do complexo II (hVPS34, BECN1 e 

UVRAG), Atg14, TBK1, LAMP-2, Rab7 e das SNAREs STX17, SNAP29 e VAMP8, 

formando o autolisossomo, onde com o auxílio dos sistemas de conjugação, ocorre 

a quebra da membrana interna do autofagossomo e a degradação da carga através 

das hidrolases lisossomais (Figura 1.11 e 1.12). Antes da fusão dos autofagossomos 

com os lisossomos, pode haver uma etapa prévia de fusão entre autofagossomos e 

endossomos, formando um vacúlo chamado anfissomo, que posteriormente se 

fusionaria com os lisossomos. As macromoléculas resultantes são liberadas através 

de permeases e recicladas no citosol (Mizushima et al. 1998, Ichimura et al. 2000, 

Kabeya et al. 2000, Nakatogawa et al. 2007, He & Klionsky 2009, Deretic 2011, 

Levine et al. 2011, Mizushima & Komatsu 2011, Itakura et al. 2012, Pilli et al. 2012, 

Chandra et al. 2015, Diao et al. 2015, Tsuboyama et al. 2016). A autofagia também 

pode ocorrer por vias não canônicas, independentemente de mTOR (He & Klionsky 
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2009, Eng et al. 2010, Kumar & Rao 2011, Zullo & Lee 2012) e das proteínas Atg 

(Nishida et al. 2009, Tsuboyama et al. 2016). 

Em leveduras, o sítio de biogênese dos autofagosssomos é conhecido, sendo 

a membrana de isolamento proveniente da PAS (sítio de montagem do fagóforo ou 

estrutura pré-autofagossomal). No entanto, em células de mamíferos a origem exata 

da membrana de isolamento permanece desconhecida até hoje. Várias sugestões 

têm sido propostas para a origem da membrana autofagossomal e seu sítio de 

nucleação, existindo dois modelos principais, em que ela seria originada a partir de 

síntese de novo (modelo de montagem), ou que seria derivada de membranas 

celulares pré-existentes (modelo de maturação), como as do complexo de Golgi, 

mitocôndria, membrana plasmática, endossomos, corpúsculos lipídicos, GERL 

(golgi-ER-lisossomos), ERGIC (compartimento intermediário entre golgi e ER), 

ERES (sítios de saída do ER) e MAM (membrana do ER associada à mitocôndria) 

(Figura 1.13). O consenso atual é que a membrana autofagossomal se origina das 

membranas do ER (em um subdomínio rico em PI3P conhecido como omegassoma) 

que estão em íntimo contato com as mitocôndrias, de modo que vários 

compartimentos celulares, como os mencionados acima, contribuem para a 

expansão do autofagossomo nascente. Também se acredita que o processo de 

fechamento do autofagossomo é mediado por cisão e não fusão das extremidades 

da membrana de isolamento crescente (Juhasz et al. 2006, Hayashi-Nishino et al. 

2009, Hailey et al. 2010, Ravikumar et al. 2010, Bodemann et al. 2011, Ge et al. 

2013, Graef et al. 2013, Hamasaki et al. 2013, Lamb et al. 2013, Puri et al. 2013, 

Dupont et al. 2014, Knorr et al. 2015, Shpilka et al. 2015).  

A detecção e quantificação de autofagia por microscopia eletrônica é um 

método clássico e importante, sendo um dos mais usados, porém pode apresentar 

muitos artefatos e a classificação morfológica dos compartimentos pode ser 

problemática (Kirkegaard et al. 2004, Klionsky et al. 2008, 2016). Quando o LC3 (um 

dos 6 ortólogos humanos do Atg8 de leveduras) é analisado por microscopia de 

fluorescência, ele mostra dois padrões diferentes: o LC3-I apresenta uma 

fluorescência difusa no citoplasma, enquanto que LC3-II por sua vez apresenta um 

padrão puntiforme na membrana do autofagossomo, assim como na membrana de 

isolamento e em menor parte nos autolisossomos. A conversão de LC3-I para LC3-II 

também pode ser detectada por imunoblot, pois a LC3 acoplada à PE (LC3-II) migra 

mais rapidamente que a LC3 não lipidada (LC3-I) durante a eletroforese em géis de 
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poliacrilamida, sendo esta proteína considerada um bom marcador para monitorar a 

autofagia (Figura 1.14) (Deretic 2006, Mizushima & Yoshimori 2007, Klionsky et al. 

2008, 2016). Nas células de mamíferos, a via pode ser inibida através da adição dos 

inibidores farmacológicos 3-metiladenina (3-MA) ou Wortmanina (Wtm) (Tanida et al. 

1999, Kabeya et al. 2000, Kirkegaard et al. 2004).  
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Figura 1.11: Modelo esquemático simplificado da autofagia. (A) Esquema de 
indução da autofagia através da sinalização via complexos mTOR. As moléculas 
ativadoras da autofagia são mostradas em cinza, enquanto as inibidoras são 
representadas em preto. As setas em cinza representam ativação, enquanto as 
barras em preto representam inibição. (B) Esquema do fluxo autofágico, mostrando 
a formação do autofagossomo, fusão com o lisossomo e a degradação das cargas 
no autolisossomo. Fonte: adaptados de Esclatine et al. 2009 (A) e He & Klionsky 
2009 (B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.12: Formação do autofagossomo pela via canônica em células de 
mamíferos. mTORC1 suprime o complexo ULK1 em condições ricas em nutrientes. 
Após a inibição de mTORC1, ocorre a indução de autofagia e a ativação do 
complexo ULK1 (incluindo ULK1, Atg13, FIP200 e Atg 101), que se transloca para 
um certo domínio no retículo endoplasmático (RE). Uma vez no retículo 
endoplasmático, o complexo ULK1 regula o complexo fosfatidilinositol 3-quinase 
(PIK3) de classe III (incluindo Beclina-1, Atg14 (BARKOR), Vps15, Vps34 e Ambra1) 
e essa regulação é feita por RalB e pelo complexo exocítico contendo Exo84. 
Beclina-1 forma um complexo com a Bcl-2 em condições ricas em nutrientes e é 
liberada após a fosforilação de Bcl-2 pela JNK1. A Atg9L, uma proteína 
multimembrana, também está envolvida no estágio inicial da formação do 
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autofagossomo, sendo recrutada provavelmente em vesículas. A formação de PI3 
fosfato (PI3P) recruta as proteínas DFCP1 e WIPIs, promovendo a formação do 
omegassoma, do qual os autofagossomos parecem ser gerados. Os sistemas de 
conjugação Atg12-Atg5-Atg16L1 e LC3 conjugado à fosfatidiletanolamina (PE) 
desempenham um importante papel no alongamento e fechamento da membrana de 
isolamento. Fonte: Adaptado de Mizushima & Komatsu, 2011. 
 

 
Figura 1.13: Modelo de fontes de origem da membrana autofagossomal. Após a 
privação de aminoácidos, STX17 facilita a acumulação de Atg14L em sítios de 
contato da membrana do retículo endoplasmático (ER) associados à mitocôndria 
(MAM), induzindo a formação de um berço no ER de onde a membrana de 
isolamento é proveniente, também chamado de omegassoma. Essas estruturas são 
positivas para DFCP1. Neste modelo, as outras fontes de membrana suportam o 
alongamento da membrana de isolamento em formação no berço / omegassoma do 
ER. ERGIC: compartimento intermediário entre golgi e ER; ERES: sítios de saída do 
ER. Fonte: adaptado de Shibutani & Yoshimori, 2014. 
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Figura 1.14: Ensaios de monitoramento da autofagia através de LC3. 
Fluorescência em monócitos mostrando LC3-I (A) e LC3-II (B). A autofagia pode ser 
bloqueada usando 3-MA (C). Quando a autofagia é induzida, a lipidação de LC3 
também pode ser monitorada por imunoblot, os valores indicam os tempos de 
indução de autofagia (D). Fonte: adaptados de Yuk et al. 2009 (A-C) e Mizushima & 
Yoshimori 2007 (D). 
 

1.3.3   Papel não autofágico das proteínas Atg  

 

Este papel é baseado em um conjunto de atividades que refletem a 

participação não autofágica de um ou mais genes (e seus produtos) de autofagia. 

Zhao e colaboradores (2008) foram um dos primeiros a demonstrar este fenômeno. 

Estes autores demonstraram que a Atg5, mas sem participação da via canônica de 

autofagia, foi requerida in vivo para o controle da infecção por Listeria 

monocytogenes e T. gondii mediado por IFN em macrófagos. Saitoh e 

colaboradores (2009) demonstraram que a Atg9a regula a translocação (ERGolgi) 

do sensor de ácidos nucléicos de fita dupla STING e sua posterior montagem no 

citoplasma em conjunto com a cinase 1 de ligação a TANK (TBK1), ativando assim a 

resposta imune inata antiviral. 

O papel não autofágico melhor caracterizado até agora é sobre um processo 

conhecido como fagocitose associada à LC3 (LAP), que envolve a fagocitose 

convencional e o recrutamento da proteína autofágica LC3 para os fagossomos, 

sendo este processo dependente de outras moléculas da via de autofagia como 

Atg5, Atg7 e BECN1, mas independente de ULK1. Este processo, ligado a 
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fagocitose, não envolve a formação de membranas duplas e não é afetado por 

rapamicina ou privação de nutrientes. A LAP é ativada após a fagocitose de 

partículas que se ligam a receptores de superfície como TLR1/2, TLR2/6, TLR4, 

TIM4 e FcR, ou endossomais como TLR9, levando a uma rápida maturação dos 

fagossomos em autofagolisossomos e à degradação de células mortas, ou ainda de 

patógenos como Salmonella Typhimurium, Burkholderia pseudomallei e Aspergillus 

fumigatus, sendo capaz de modular a resposta imune (Huang et al. 2009, Florey et 

al. 2011, Gong et al. 2011, Martinez et al. 2011, Henault et al. 2012, Li et al. 2013, 

Klionsky et al. 2014, Martinez et al. 2015). Também foi demonstrado um importante 

papel para a LAP no desenvolvimento de doenças autoimunes, onde a deficiência 

em componentes especificamente requeridos para LAP (e não para a autofagia 

canônica) como Rubicon e NOX2, leva ao desenvolvimento de lúpus eritematoso 

sistêmico (Henault et al. 2012, Martinez et al. 2016).    

No contexto de papéis não autofágicos das proteínas Atg, incluem-se ainda: a 

reabsorção óssea por osteoclastos, adaptação à degradação associada ao ER 

(ERAD), replicação viral (Coronavirus associado à SARS, vírus da hepatite murina – 

Betacoronavirus e vírus da arterite equina – Arterivirus), bloqueio da via de 

replicação de Chlamydia trachomatis, controle da infecção por Brucella abortus ou 

Norovirus murino, inibição da atividade antimicrobiana da autofagia durante a 

infecção pelo vírus vaccinia (Orthopoxvirus), divisão celular e bloqueio do ciclo 

celular, controle da homeostasia mitocondrial e morte celular, processos secretórios 

(exocitose, secreção regulada, polarizada, convencional e não convencional), 

manutenção do equilíbrio (propriocepção), controle da transcrição gênica, 

modulação do transporte e sinalização celular, remodelamento do citoesqueleto, 

orientação axonal, inibição da sinalização via TBK1, inibição da sinalização de 

receptores do tipo RIG-I (RLR) e produção de IFN do tipo I, adipogênese e formação 

de corpúsculos lipídicos (Shibata et al. 2009, 2010, Deretic 2011, Bestebroer et al. 

2013, Jiang et al. 2013, Subramani & Malhotra 2013). 

Tem sido descrito que a autofagia ou os fatores relacionados a ela não 

somente ajudam na indução e execução da resposta imune inata, mas também 

limitam essa resposta, assim como o processo inflamatório (Jounai et al. 2007, 

Saitoh et al. 2008, 2009). Assim, de um modo geral, a autofagia atua como um 

importante mecanismo homeostático (Deretic 2011). Ainda podem ser incluídas 

outras funções da via de autofagia e/ou suas proteínas nos mecanismos efetores 
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durante infecções, e nos mecanismos de resposta inata e adaptativa, tais como: 

remoção de corpos apoptóticos, regulação da produção de citocinas inflamatórias, 

regulação da produção de IFNs do tipo I, maturação do fagossomo, seleção negativa 

no timo, desenvolvimento de células B e T, maturação de células T, citoproteção 

contra fatores ou toxinas microbianas e recrutamento de moléculas efetoras imunes 

para membranas intracelulares (Pua et al. 2007, 2009, Motensen et al. 2010, Levine 

et al. 2011, Mizushima & Komatsu 2011).  

 

1.3.4   Relação da autofagia com patologias humanas  

 

 A autofagia e os genes de autofagia estão relacionados a um amplo espectro 

de doenças humanas, incluindo doença de Alzheimer (Lee et al. 2010), doença de 

Huntington (Martinez-Vicente et al. 2010), doença de Parkinson, diabetes (Ebato et 

al. 2008, Jung et al. 2008, Meijer & Codogno 2008), atrofia muscular e miopatias 

(Mammucari et al. 2007, Cuervo 2008, Zhang & Cuervo 2008, Henriques-Pons & 

Nagaraju 2009, Vergne et al. 2009), fibrose cística, hipertrofia cardíaca, obesidade, 

doença de Paget, doenças de armazenamento lisossomal, pancreatite aguda, 

deficiência de α1-antitripsina (Mizushima & Komatsu 2011), com papéis adicionais 

no fígado, em respostas antioxidantes, metabolismo lipídico e câncer (Hara et al. 

2006, Komatsu et al. 2006, 2007, Levine 2007, Singh et al. 2009). A autofagia tem 

sido associada através de triagens genômicas com doenças inflamatórias como a 

doença de Crohn e através de análise genética populacional com susceptibilidade à 

tuberculose (Consortium 2007, Parkes et al. 2007, Intemann et al. 2009). 

 

1.3.5   Autofagia e processos infecciosos  

 

A autofagia participa de quase todos os aspectos da resposta imune, afetando 

mecanismos inatos e adaptativos (Deretic 2005, Levine & Deretic 2007, Schmid & 

Münz 2007, Deretic & Levine 2009, Münz 2009). Além do papel da autofagia na 

eliminação de agregados proteicos potencialmente tóxicos e na prevenção contra a 

neurodegeneração (Nixon 2006), a autofagia desempenha um importante papel na 

imunidade inata através do reconhecimento, captura e eliminação de patógenos 

intracelulares (Dupont et al. 2009, Thurston et al. 2009, Yoshikawa et al. 2009, 
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Zheng et al. 2009, Orvedahl et al. 2010), por um processo denominado xenofagia 

(Levine 2005), ou por liberação de produtos antimicrobianos para nichos 

intracelulares levando à morte de patógenos (Ponpuak et al. 2010). Estes processos 

contribuem para a ativação autofágica de macrófagos (APMA), o aumento do 

reconhecimento de produtos microbianos por receptores da imunidade inata, tais 

como os TLR, e o aumento da apresentação de antígenos endógenos ou não, via 

MHC (Lee et al. 2007, Deretic & Levine 2009, Münz 2009, Lee et al. 2010). Tem sido 

mostrado que a maquinaria autofágica pode liberar padrões moleculares associados 

à patógenos (PAMP) para TLR endossomais (Lee et al. 2007) e que diversos PAMP 

e outros ligantes de TLR podem induzir autofagia em macrófagos (Delgado et al. 

2008). A autofagia é considerada um mecanismo efetor posterior à estimulação de 

receptores da imunidade inata, tais como TLR, RLR e receptores do tipo NOD, ou 

estimulação intracelular por padrões moleculares associados a perigo (DAMP) 

(Sanjuan et al. 2007, Yano et al. 2008, Cooney et al. 2010, Shi & Kehrl 2010, Tang et 

al. 2010, Travassos et al. 2010).  

A autofagia é reconhecida como um sistema citoplasmático para a eliminação 

direta de bactérias intracelulares (Gutierrez et al. 2004, Nakagawa et al. 2004, 

Deretic 2005), um processo que aumenta a apresentação de antígenos via MHC II 

(Paludan et al. 2005) e um sistema antimicrobiano do hospedeiro o qual pode ser 

subvertido por adaptações bacterianas e virais (Ogawa et al. 2005, Orvedahl et al. 

2007, Gannagé et al. 2009, Kyei et al. 2009). Estudos anteriores demonstraram a 

autofagia como um mecanismo importante na eliminação de M. tuberculosis, 

Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, S. Typhimurium, 

Rickettsia conorii, exotoxina de Vibrio cholerae, T. gondii, Alphavirus (Sindbis virus), 

Respirovirus (Sendai virus), entre outros (Gutierrez et al. 2004, Nakagawa et al. 

2004, Kirkegaard et al. 2004, Andrade et al. 2006, Birmingham et al. 2006, Ling et al. 

2006, Lee et al. 2007, Hussey et al. 2009, Orvedahl et al. 2010). Esse processo 

também parece envolver fatores do hospedeiro, uma vez que no modelo 

experimental de infecção por Leishmania amazonensis, a indução de autofagia pode 

tanto controlar como amplificar a replicação parasitária em macrófagos, dependendo 

da cepa de camundongo (Pinheiro et al. 2009). Em adição, muitos patógenos 

regulam a via da xenofagia para sua sobrevivência, escapando da degradação ou 

utilizando como nicho de replicação, entre eles: L. monocytogenes, B. abortus, 

Legionella pneumophila, Coxiella burnetti, Shigella flexneri, S. Typhimurium, B. 
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pseudomallei, Francisella tularensis, Anaplasma phagocytophilum, Porphyromonas 

gingivalis, C. trachomatis, Leishmania mexicana, Herpes virus (HSV-1), Lentivirus 

(HIV), Rotavirus, Flavivirus (Dengue virus), entre outros (Kirkegaard et al. 2004, 

Orvedahl et al. 2007, Hussey et al. 2009, Münz 2009, Li et al. 2011, Ogawa et al. 

2011, Tattoli et al. 2012).  

 

1.3.6   Autofagia seletiva mediada por receptores autofágicos  

 

O reconhecimento desses microrganismos intracelulares pela autofagia 

ocorre principalmente por um grupo de receptores da imunidade inata que 

funcionam como adaptadores autofágicos para a eliminação dos alvos pela via 

autofágica (autofagia seletiva), onde eles também agem como substratos e são 

degradados no mesmo processo, servindo como marcadores de degradação 

autolisossomal (Klionsky et al. 2016). Esses receptores são denominados receptores 

do tipo sequestrassoma 1 (SQSTM1/p62) (SLR; Deretic et al. 2013). Essa família 

inclui ainda os receptores NBR1 (receptor de carga autofágica NBR1), NDP52 

(também conhecido como CALCOCO2), Optineurina, TAX1BP1 (também conhecido 

como CALCOCO3) e TOLLIP. Estes receptores de carga reconhecem os alvos 

marcados com ubiquitina via domínio de ligação à ubiquitina (UBD), que pode variar 

de acordo com o tipo de ubiquitina reconhecida por cada receptor (domínio UBA em 

p62 e NBR1, possui afinidade por monoubiquitina e cadeias de poliubiquitina-K63; 

UBZ em NDP52 e TAX1BP1 se liga à mono e poliubiquitina; UBAN em Optineurina, 

que possui especificidade para cadeias lineares de ubiquitina; e CUE em TOLLIP, 

que se liga à ambas mono e poliubiquitina), e através de uma curta sequência 

hidrofóbica denominada de motivo da região de interação com LC3 (LIR), interagem 

com a maquinaria autofágica via ligação com a proteína LC3 (Figura 1.15) 

(Johansen & Trond Lamark 2011, Deretic et al. 2013, Shaid et al. 2013, Kimura et al. 

2016). O adaptador SQSTM1/p62 pode também polimerizar e se ligar ao NBR1 

através do domínio 1 de ligação à proteína (PB1), que está presente exclusivamante 

nessas duas proteínas, fazendo assim uma cooperação entre receptores na 

autofagia seletiva de alvos ubiquitinados (Kirkin et al. 2009). 
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Figura 1.15: Recrutamento seletivo de fagóforos para os alvos, através da 
interação de receptores autofágicos com LC3-II em diferentes vias de autofagia 
seletiva. (A) Na mitofagia, SQSTM1/p62 reconhece as mitocôndrias poli-
ubiquitinadas (Ubn, roxo) destinadas à degradação autofagossomal. 
Alternativamente, as mitocôndrias também podem ser ligadas diretamente à LC3-II 
por NIX, sem necessitar de poli-ubiquitinação. Na agregofagia, os agregados 
proteicos poli-ubiquitinados são englobados pelo fagóforo via p62 e NBR1. Na 
xenofagia, as proteínas adaptadoras autofágicas NDP52, p62 e Optineurina (OPTN) 
reconhecem as bactérias poli-ubiquitinadas. Neste caso, a associação do motivo LIR 
com LC3-II pode ser aumentada pela fosforilação de OPTN dependente de TBK1. 
Por fim, para a pexofagia, p62 e NBR1 recrutam o fagóforo LC3-II-positivo para os 
peroxissomos mono-ubiquitinados. (B) Estrutura dos domínios dos receptores 
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autofágicos envolvidos nas vias de autofagia seletiva, contendo distintos domínios 
de ligação à ubiquitina (azul) e motivos de interação com LC3 (LIR, vermelho). 
Fonte: adaptados de Stolz et al. 2014. 

 

Um fato interessante é que o motivo LIR do adaptador NDP52 é específico 

para interação com LC3C, sendo também chamado de CLIR (presente também no 

TAX1BP1). Além disso, esse receptor possui um exclusivo motivo de interação com 

galectina conhecido como GIR. Foi demonstrado que a galectina-8 reconhece 

glicanos de β-galactosídeos expostos na face citoplasmática de membranas de 

vacúolos danificados por patógenos e então se liga ao motivo GIR de NDP52 

ativando a autofagia seletiva antibacteriana (Thurston et al. 2012). Os SLR, p62 

(Pankiv et al. 2007), NBR1, e NDP52 desempenham um importante papel na 

autofagia envolvendo Salmonella, Streptococcus (Thurston et al. 2009, Zheng et al. 

2009), Shigella (Dupont et al. 2009) e Listeria (Yoshikawa et al. 2009). Outra função 

dos SLR, demonstrada para o p62, é direcionar precursores citoplasmáticos para a 

conversão nos lisossomos em produtos antimicrobianos (Ponpuak et al. 2010). O 

p62 captura proteínas citoplasmáticas inócuas, como ubiquitina ou proteínas 

precursoras ribossomais e as direciona para os autofagossomos, onde são digeridas 

em peptídeos com novas atividades biológicas. A carga de peptídeos 

autolisossomais é direcionada para os fagossomos contendo o microrganismo, onde 

os fragmentos ribossomais e ubiquitinados gerados em organelas autofágicas 

finalmente encontram seus alvos e expressam as propriedades antimicrobianas que 

irão eliminar o patógeno, como descrito no modelo de M. tuberculosis (Ponpuak et 

al. 2010). Os SLR funcionam como um mecanismo autofágico adicional para 

eliminação de patógenos, como por exemplo, reconhecendo microrganismos 

citosólicos que escaparam da via fagocítica e os redirecionando para autofagia. No 

entanto, esse mecanismo pode ser subvertido durante certas infecções. Foi descrito 

um mecanismo de patogênese viral onde Coxsackievirus B3 (Enterovirus) altera os 

receptores autofágicos seletivos p62 e NBR1. Através de proteases, o vírus cliva 

ambas as proteínas adaptadoras autofágicas gerando fragmentos com efeitos 

negativos dominantes em relação às proteínas nativas, prejudicando assim a função 

de defesa dos SLR na autofagia seletiva e levando ao acúmulo de agregados de 

ubiquitina que contribuem para a patogênese viral (Shi et al. 2013, 2014).     

Outros receptores também estão associados com a família de SLR e 

autofagia seletiva, porém não possuem a mesma estrutura molecular dos SLR. c-
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CBL, que possui ambos os domínios UBD (do tipo UBA) e LIR, porém seu domínio 

UBD não está envolvido na degradação autofágica. BNIP3, NIX (também conhecido 

como BNIP3L), FUNDC1, Bcl2-L-13, Fam134B, STBD1 e AP2A1, apresentam 

apenas o motivo LIR. Possuindo apenas o domínio UBD, HDAC6 (apresenta 

domínio UBD do tipo BUZ, com afinidade para poliubiquitina) e UBQLN1 e 2 (que 

apresentam domínios dos tipos UBA e UBL). Alfy, BAG3, Tecpr1, SMURF1, Lamina 

B1, IRGM, AP2A2, AP2B1, PICALM e Cardiolipina, apresentam ausência de ambos 

os domínios UBD e LIR, mas possuem associações direta ou indireta com LC3 e/ou 

proteínas ubiquitinadas, que podem funcionar como uma ponte entre os alvos e os 

autofagossomos (N'Diaye et al. 2009, Rothenberg et al. 2010, Johansen & Trond 

Lamark 2011, Deretic et al. 2013, Shaid et al. 2013, Sakowski et al. 2015, Kimura et 

al. 2016). Através de análises de proteômica quantitativa e bioinformática, a proteína 

NCOA4 foi recentemente identificada como adaptadora autofágica, apesar de não 

apresentar ambos os domínios UBD e LIR. Foi demonstrado que a NCOA4 funciona 

como receptor de carga para a ferritina e se liga a LC3A/C e GABARAPs durante um 

novo tipo de autofagia seletiva que regula a biodisponibilidade e homeostasia do 

ferro, a ferritinofagia (Dowdle et al. 2014, Mancias et al. 2014).  

Recentemente, um grupo de proteínas antivirais da família TRIM foi descrito 

como uma nova classe de adaptadores autofágicos. Além de regular a autofagia 

servindo como plataformas para a montagem e maturação dos autofagossomos, 

essas proteínas funcionam como receptores da autofagia seletiva, possuindo a 

maioria delas o motivo LIR (Figura 1.16). Uma caracterização funcional detalhada foi 

realizada para a TRIM5, sendo esta proteína capaz de diretamente reconhecer 

substratos com motivos peptídicos, não havendo a necessidade de marcação dos 

alvos com ubiquitina ou galectina para direcioná-los para degradação, gerando uma 

autofagia seletiva mais precisa. Através de seu domínio SPRY, TRIM5 de macacos 

Rhesus, mas não a de humanos, é capaz de se ligar especificamente à proteína p24 

de HIV-1, mas não à p24 do vírus da imunodeficiência de macacos, direcionando o 

vírus para degradação autolisossomal (Mandell et al. 2014, Kimura et al. 2016). 

TRIM14 inibe a degradação autofágica do sensor citoplasmático de DNA cGAS, 

promovendo assim uma resposta antiviral mediada por IFN do tipo I (Chen et al. 

2016). TRIM16 coopera com galectina-3 na autofagia seletiva para o 

reconhecimento e resposta a danos às endomembranas, protegendo as células 

contra danos lisossomais, ou ainda, contra danos fagossomais causados por 
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micobactérias, sendo também requerida para o direcionamento autofágico e controle 

intracelular de M. tuberculosis (Chauhan et al. 2016). Já TRIM17 possui um papel 

paradoxal na regulação da autofagia, seja promovedo a remoção autofágica seletiva 

de corpos medianos, que são remanescentes da maquinaria de divisão celular, ou 

inibindo a autofagia não seletiva (Mandell et al. 2016). TRIM19 (também conhecida 

como PML) forma a oncoproteína PML/RARα e é degradada via autofagia (Isakson 

et al. 2010, Wang et al. 2011). A proteína TRIM20 diretamente reconhece 

componentes do inflamassoma (NLRP3, NLRP1 e pró-caspase 1) e os direciona 

para degradação autofágica, enquanto TRIM21 está envolvida na destruição da 

cinase IKKβ e do fator de transcrição IRF3. Mutações no domínio SPRY de TRIM20, 

observadas em indivíduos com a febre familiar do mediterrâneo, afetam a 

degradação de NLRP3 mediada pela autofagia, contribuindo para o fenótipo 

inflamatório observado nesses pacientes (Niida er al. 2010, Kimura et al. 2015, 

2016). A TRIM50 interage com HDAC6 e p62, levando ao recrutamento e a 

agregação de proteínas poliubiquitinadas em agregossomas, e em seguida promove 

à destruição desses agregossomas via autofagia, onde também é degradada (Fusco 

et al. 2012). Este processo de autofagia seletiva mediada pelos receptores TRIM foi 

denominado como “autofagia de precisão” (Kimura et al. 2016).  
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Figura 1.16: Características dos receptores TRIM e exemplos de autofagia de 
precisão mediada pelas proteínas TRIM. (A) Organização dos domínios dos 
receptores TRIM e a localização das regiões de interação com LC3 (LIR). (B) 
Domínios variáveis C-terminais das proteínas TRIM, e tipos de parceiros de ligação 
ou carga reconhecidos por esses domínios. (C) Exemplos de autofagia de precisão 
no direcionamento de alvos endógenos (componentes da sinalização da imunidade 
inata, mediado por TRIM20 e TRIM21) e exógenos (HIV-1, mediado por TRIM5 de 
Rhesus [RhTRIM5]). As consequências fisiológicas são indicadas. A proteína de 
fusão TRIM19-RARα desempenha um papel no câncer. A TRIM63 promove a 
degradação autofágica do receptor nicotínico de acetilcolina (nAChR). TRIM13 
controla a autofagia em resposta ao estresse no retículo endoplasmático (ER), mas 
os alvos não são conhecidos. (D) Interações entre receptores TRIM e SLR.  As 
proteínas TRIM podem estar ligadas à LC3B diretamente (direita) ou indiretamente 
(esquerda) através do SLR SQSTM1/p62. TRIM interage com as proteínas Atg8 de 
mamíferos através do seu domínio LIR, mostrando uma preferência pelas 
GABARAPs in vitro. (E) TRIMossoma, o complexo proteico de TRIM envolvido na 
autofagia de precisão. Os membros do complexo e os eventos de ativação são 
mostrados. Fonte: adaptados de Kimura et al. 2016.  
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1.3.7   Autofagia e infecção por micobactérias 

 

Estudos utilizando o modelo de M. tuberculosis demonstraram que esta 

micobactéria inibe a maturação do fagossomo ao inibir a fusão com os lisossomos, 

acidificação e exposição à hidrolases lisossomais, mas permite a fusão com 

endossomos iniciais contendo transferrina, o que mantém um meio ambiente 

favorável à sua sobrevivência (Russell 2001, Deretic et al. 2006). Quando tratados in 

vitro com IFN, os macrófagos são capazes de reverter o bloqueio da maturação do 

fagossomo (Schaible et al. 1998, Via et al. 1998). A identificação da autofagia como 

um importante fator na determinação da infecção micobacteriana está associada a 

observações anteriores. A autofagia representa uma via adicional para a eliminação 

de patógenos intracelulares e este processo é fundamental para determinar a 

sobrevivência de M. tuberculosis em macrófagos. Estudos anteriores demonstraram 

que tanto a indução farmacológica quanto a indução fisiológica da autofagia em 

macrófagos levam os fagossomos micobacterianos a maturarem em fagolisossomos, 

com a consequente degradação do patógeno (Gutierrez et al. 2004). A indução 

imunológica de autofagia com IFN em macrófagos induz o recrutamento de LC3-II 

para o fagossomo micobacteriano via molécula efetora IRGM/LRG-47 (Figura 1.17) 

(MacMicking et al. 2003, Gutierrez et al. 2004, Singh et al. 2006). A IRGM controla a 

autofagia através da interação com ULK1 e BECN1, governando assim a montagem 

do complexo de iniciação, e depois em conjunto com Atg16L1 e o receptor NOD2, 

forma um complexo molecular que promove a defesa antimicrobiana (Chauhan et al. 

2015). Foi descrito que o polimorfismo -1208 A/G na região promotora IRGM está 

associado com a susceptibilidade ao M. tuberculosis e que essa GTPase age sobre 

a mitocôndria e confere proteção autofágica ou morte celular, explicando o papel da 

IRGM na defesa contra a tuberculose (Che et al. 2010, Singh et al. 2010). O IFN 

também pode induzir a xenofagia de M. tuberculosis através da UBQLN1 (Sakowski 

et al. 2015). Adicionalmente, os antibióticos isoniazida e pirazinamida, duas drogas 

do coquetel de primeira linha utilizado no tratamento da tuberculose, exercem sua 

atividade antimicobacteriana através da autofagia (Kim et al. 2012).  
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Figura 1.17: Autofagia mediada por IFNγ/IRGM no modelo de tuberculose. (A-C) 
Autofagossomos contendo M. tuberculosis (setas), podendo ser observada (A) uma 
estrutura semelhante a figuras de mielina (membranas concêntricas) típica da 
autofagia. (D) Modelo esquemático da indução de autofagia por IFNγ, que requer a 
molécula efetora IRGM, que por sua vez ativa a autofagia. Assim, o fagossomo 
contendo M. tuberculosis é englobado pelo autofagossomo (AF), que se funde com o 
lisossomo, degradandoM. tuberculosis. O IFNγ também pode mediar a morte de M. 
tuberculosis através de Nramp1, que é expresso na membrana do fagossomo e é 
capaz de sequestrar o ferro (Fe2

+), impedindo sua captação por M. tuberculosis.  
Fonte: adaptados de Yuk et al. 2009 (A-C) e Saiga et al. 2011 (D). 
 

Foi demonstrado que pelo menos um dos mecanismos efetores das citocinas 

pró-inflamatórias ocorre por indução de autofagia, enquanto as citocinas anti-

inflamatórias regulam negativamente esse efeito. Sendo assim, enquanto as 

citocinas pró-inflamatórias IFN e TNF promovem a eliminação de M. tuberculosis, 

as citocinas anti-inflamatórias IL-4, IL-10 e IL-13 facilitam a persistência da bactéria 

(Monack et al. 2004, Blaser & Kirschner 2007, Harris et al. 2007, 2009, Park et al. 

2011). Estudos anteriores relataram deficiente internalização de M. leprae na 

presença de IFN (Schlesinger & Horwitz 1991). Além disso, a interação M. leprae–

macrófagos leva ao aumento dos níveis de TNF (Hussain et al. 1999, Hernandez et 

al. 2003). O TNF é essencial para a formação e manutenção do granuloma 
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tubercular (Flynn & Chan 2001), sendo secretado em resposta ao M. bovis BCG e ao 

M. tuberculosis. Harris e colaboradores (2008) demonstraram que o tratamento de 

macrófagos infectados com bloqueadores de TNF (adalimumab, infliximab e 

etanercept), foi capaz de inibir a maturação do fagossomo micobacteriano induzida 

pelo IFN. Outros estudos também relataram a importância do TNF na modulação da 

autofagia. Na linhagem celular MCF-7, o TNF induziu autofagia por uma via 

dependente de Erk1/2 (Sivaprasad & Basu 2008). Esses dados sugerem que os 

efeitos do IFN sobre a maturação de fagossomos em macrófagos parecem ser 

dependentes da secreção autócrina de TNF. 

A análise funcional de 44 genes do hospedeiro associados à regulação da 

autofagia demonstrou que mesmo após o estabelecimento da infecção, a 

persistência de M. tuberculosis na célula hospedeira está relacionada à sua 

capacidade de manter as vias de ativação de autofagia controladas. A descoberta de 

que a persistência de micobactérias virulentas em macrófagos infectados está 

correlacionada à capacidade das mesmas em inibir processos indutores de 

autofagia tem um grande impacto sobre a nossa compreensão global a respeito da 

infecção por M. tuberculosis (Kumar et al. 2010, Kumar & Rao 2011). A 

lipoarabinomanana de M. tuberculosis, mas não de Mycobacterium smegmatis, inibe 

o acúmulo de vacúolos autofágicos em macrófagos (Shui et al. 2011). Da mesma 

maneira, as proteínas ESAT-6 e CFP-10, que são importantes fatores de virulência 

de M. tuberculosis, bloqueiam a formação de autofagossomos durante a infecção 

pela micobactéria em macrófagos (Zhang et al. 2012). Através da tirosina cinase 

celular Src, uma molécula envolvida na regulação da autofagia durante infecções 

micobacterianas, M. tuberculosis bloqueia sua incorporação em autofagossomos 

(Karim et al. 2011) e usa um membro da família BCL2, a proteína Bfl-1/A1, para 

negativamente regular a autofagia por meio da inibição da maturação dos 

autofagossomos (Kathania et al. 2011). O microRNA-155 ativa a autofagia e 

promove a eliminação intracelular de M. tuberculosis (Wang et al. 2013). No entanto, 

M. tuberculosis pode utilizar os microRNAs-33 e -125a para inibir a via autofágica e 

promover a sua sobrevivência no interior dos macrófagos (Kim et al. 2015, Ouimet et 

al. 2016). Camundongos deficientes em PD-1, um receptor co-estimulatório presente 

em células T e B, exibem diminuída expressão de LC3 em macrófagos e são mais 

susceptíveis à infecção por M. tuberculosis, ressaltando a importância da 
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cooperação entre as imunidades inata e adaptativa na defesa autofágica contra a 

micobactéria (Tousif et al. 2011).  

Foi descrito que M. tuberculosis induz a supressão da autofagia, o que resulta 

em acúmulo de lipídeos (Neyrolles et al. 2006, Singh et al. 2009, Kumar & Rao 

2011). Estudos demonstraram que em macrófagos espumosos, os fagossomos 

contendo as micobactérias migram na direção de corpúsculos lipídicos e que isso 

resulta no engolfamento do bacilo em partículas lipídicas (Peyron et al. 2008, de 

Chastellier 2009, Caire-Brändli et al. 2014). É possível que o encapsulamento do 

bacilo em um meio ambiente rico em lipídeos contribua para a manutenção do 

reservatório nutricional que permite a persistência do bacilo na célula hospedeira 

(Russell et al. 2009). Esse processo também protege o patógeno do estresse 

hipóxico e de outras respostas microbicidas do hospedeiro, incluindo aquelas que 

envolvem a geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (Peyron et al. 

2008, de Chastellier 2009, Caire-Brändli et al. 2014). M. leprae também parece ser 

capaz de utilizar esse mecanismo, uma vez que foi demonstrado que os fagossomos 

micobacterianos colocalizam com o colesterol, um dos componentes dos 

corpúsculos lipídicos, e que os macrófagos infectados por essa micobactéria 

apresentam uma capacidade elevada para sintetizar colesterol e sequestrar o LDL-

colesterol exógeno (Mattos et al. 2014). Foi demonstrado que em macrófagos, o 

gene Eis de M. tuberculosis modula negativamente a resposta inflamatória, a morte 

celular, e a autofagia, via inibição da geração de espécies reativas de oxigênio ou 

através da ativação de mTOR induzida por IL-10 (Shin et al. 2010a, Duan et al. 

2016). A combinação de vitamina D3 com ácido retinóico aumenta os níveis de DC-

SIGN e receptores de manose em células THP-1 diferenciadas em macrófagos, que 

aumentam a captura micobacteriana, inibindo o crescimento intracelular de M. 

tuberculosis através da indução de espécies reativas de oxigênio e autofagia 

(Estrella et al. 2011). A autofagia parece desempenhar um importante papel na 

mediação da reciclagem de triglicerídeos e ésteres de colesterol, os principais 

componentes dos corpúsculos lipídicos, regulando o efluxo do colesterol 

armazenado em corpúsculos lipídicos nos macrófagos (Ouimet et al. 2011). O 

excesso de corpúsculos lipídicos na célula tem um efeito atenuador sobre a 

autofagia, o que leva à hipótese da existência de uma ligação entre as vias 

reguladoras de autofagia e aquelas regulando a geração de corpúsculos lipídicos 

(Singh et al. 2009).  
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Uma relação direta entre autofagia e inflamação foi demonstrada por 

Kleinnijenhuis e colaboradores (2011). Foi observado que o bloqueio da autofagia 

em monócitos derivados de voluntários saudáveis, estimulados com M. tuberculosis, 

leva à redução dos níveis de TNF, com aumento de IL-1β. Por outro lado, a indução 

de autofagia por privação de nutrientes ou IFN teve o efeito contrário. No entanto, 

os polimorfismos nos genes ATG16L1 e IRGM não apresentaram maiores impactos 

na produção de citocinas induzida por M. tuberculosis em voluntários saudáveis. Foi 

observado apenas um moderado efeito na produção de IFN pelo polimorfismo em 

ATG16L1 T300A (Kleinnijenhuis et al. 2011). Outros estudos identificaram que o 

bloqueio da via autofágica leva ao aumento de IL-1β por um mecanismo que leva à 

ativação do inflamassoma NLRP3 mediada por espécies reativas do oxigênio 

produzidas por mitocôndrias danificadas (Nakahira et al. 2011, Zhou et al. 2011). De 

fato, a via autofágica é a responsável por controlar a produção de IL-1β em 

macrófagos, seja pelo direcionamento da pró-IL-1β ou de inflamassomas 

ubiquitinados para degradação autolisossomal (Harris et al. 2011, Shi et al. 2012), 

ou via secreção não convencional de IL-1β mediada pela autofagia (Dupont et al. 

2011, Jiang et al. 2013).  

Watson e colaboradores (2012) descreveram o PAMP de M. tuberculosis 

responsável por direcionar a micobactéria para a autofagia. Foi mostrado que a 

permeabilização fagossomal mediada pelo sistema de secreção do tipo VII ESAT-6 

(ESX-1), permite que o DNA presente na superfície externa de M. tuberculosis (DNA 

extracelular, eDNA) seja exposto ao citoplasma celular, levando ao reconhecimento 

do eDNA pelo sensor citoplasmático STING, que promove a ubiquitinação e 

posterior direcionamento de M. tuberculosis para degradação autolisossomal através 

da interação com p62, NDP52 e TBK1. Além de demonstrar a relação entre as vias 

autofágica e de reconhecimento de DNA, este estudo também demonstrou o papel 

da autofagia in vivo, mostrando que camundongos com monócitos deficientes na via 

de autofagia (Atg5 nocaute) são extremamente susceptíveis à infecção por M. 

tuberculosis (Watson et al. 2012). Castillo e colaboradores (2012) reforçaram a 

importância da autofagia no controle da infecção e da patologia causada por M. 

tuberculosis in vivo, observando que quando comparados aos camundongos com a 

via autofágica normal, os camundongos com granulócitos e macrófagos Atg5 

nocaute apresentaram uma excessiva inflamação pulmonar neutrofílica associada a 

uma alta carga bacilar e altos níveis de IL-17 e IL-1α. 
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Recentemente, três estudos independentes revelaram que o cGAS é o sensor 

citoplasmático para o DNA de M. tuberculosis, ativando mecanismos inatos como a 

autofagia e a produção de IFN do tipo I (Collins et al. 2015, Wassermann et al. 2015, 

Watson et al. 2015). Quando ligado ao DNA, cGAS é ativado e passa a produzir a 

partir de ATP e GTP um segundo mensageiro chamado cGAMP; cGAMP então se 

liga e ativa STING no ER e o eixo TBK1-IRF3 levando à produção de IFNβ, ou 

ainda, TBK1-LC3-II promovendo a ativação da autofagia seletiva contra as bactérias 

ubiquitinadas (Collins et al. 2015, Wassermann et al. 2015, Watson et al. 2015). 

Também foi demonstrado que a infecção por M. tuberculosis induz a produção de IL-

1β independentemente de cGAS ou STING, mas dependente de sua detecção via 

inflamassoma AIM2, e na ausência deste, uma produção residual de IL-1β mediada 

pelo inflamassoma NLRP3 foi também observada (Wassermann et al. 2015). É 

importante ressaltar que o mecanismo que determina a ativação de um eixo ou de 

outro não foi elucidado, fato que determinaria o curso da infecção, uma vez que a 

ativação da via de IFN do tipo I é um fator que favorece a infecção (Manzanillo et al. 

2012, Stanley & Cox 2013), enquanto a ativação da via autofágica e do 

inflamassoma são fatores que favorecem a resolução (Pilli et al. 2012, Saiga et al. 

2012, Watson et al. 2012, Manzanillo et al. 2013, Stanley & Cox 2013).  

Outro PAMP de M. tuberculosis envolvido na ativação da autofagia foi descrito 

recentemente por Dey e colaboradores (2015). Estes autores observaram que o c-di-

AMP, um segundo mensageiro bacteriano produzido por M. tuberculosis a partir de 

ATP ou ADP, ativa através de STING de maneira independente de cGAS a via de 

IFN do tipo I, levando à produção de altos níveis de IFNβ, assim como desencadeia 

um aumento da autofagia em macrófagos. Neste caso, a ativação simultânea de 

ambas as vias foi associada com a resistência contra a tuberculose em 

camundongos (Dey et al. 2015). Assim como o cGAS, STING que pode funcionar 

tanto como sensor citoplasmático de DNA, quanto como proteína adaptadora na 

sinalização da via de IFN do tipo I, além de desempenhar um importante papel na 

imunidade contra micobactérias, uma vez que ele pode cooperar com a proteína 

lisossomal DRAM1 e o receptor p62 na autofagia seletiva de Mycobacterium 

marinum após o reconhecimento do patógeno pela via de TLR (van der Vaart et al. 

2014). 

Apesar do fundamental papel da autofagia no controle da infecção por M. 

tuberculosis em macrófagos humanos ter sido demonstrado in vitro e in vivo por 

diferentes grupos, a relevância da via autofágica no controle da tuberculose foi 
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questionada recentemente por Kimmey e colaboradores (2015). Foi sugerido que 

somente a ATG5, mas não a maquinaria autofágica, seria importante para o controle 

de M. tuberculosis no modelo murino. Isso se deve ao fato dela evitar um excessivo 

processo inflamatório mediado por células polimorfonucleares (PMN), que é uma 

característica de susceptibilidade aguda ao M. tuberculosis, levando a dano tecidual 

descontrolado e a progressão da doença (Behar & Baehrecke 2015, Kimmey et al. 

2015). No entanto, esses resultados negativos em relação à autofagia levantam 

questões adicionais importantes: 1) os autores reportaram que o fenótipo das células 

PMN era independente da autofagia, contudo já é descrito que a excessiva ativação 

de IL-1 por macrófagos deficientes em autofagia leva à uma polarização de células 

Th17 que são grandes contribuidoras dos efeitos associados os PMN in vivo (Saitoh 

et al. 2008, Nakahira et al. 2011, Zhou et al. 2011, Castillo el. 2012, Shi et al. 2012, 

Deretic 2016); 2) este estudo abordou apenas os estágios iniciais da infecção por M. 

tuberculosis em camundongos (80 dias), comumente é utilizado um período mais 

longo de observação, uma vez que os camundongos controlam a infecção mais 

facilmente que os humanos (Deretic 2016). Como exemplo, dois recentes estudos 

que avaliaram a susceptibilidade de animais nocautes para cGAS reportaram 

resultados negativos num período de observação curto (100 dias), mas quando o 

período foi extendido (250 dias) os resultados foram positivos (Collins et al. 2015, 

Watson et al. 2015); e 3) os estudos que caracterizaram a via autofágica como um 

importante mecanismo de controle da infecção por M. tuberculosis são baseados em 

autofagia induzida e não na autofagia basal, a qual foi avaliada por Kimmey e 

colaboradores (2015). A inabilidade da autofagia basal em restringir o crescimento 

de M. tuberculosis é justificada pela capacidade de supressão dos níveis inatos de 

autofagia pela micobactéria, fato descrito por diversos grupos (Kumar et al. 2010, 

Shin et al. 2010a, Shui et al. 2011, Petruccioli et al. 2012, Romagnoli et al. 2012, 

Zhang et al. 2012, Zullo & Lee 2012, Chandra et al. 2015, Kim et al. 2015, Deretic 

2016, Duan et al. 2016, Ouimet et al. 2016). Os pontos abordados acima indicam 

que as conclusões que embasaram a idéia de que a via autofágica não seria 

importante para o controle de M. tuberculosis necessitam de mais investigações 

(Deretic 2016).    

Na hanseníase, o papel da autofagia permanece desconhecido. No entanto, 

inúmeras evidências apontam para a participação da autofagia na resposta inata ao 

M. leprae. Estudos antigos de microscopia eletrônica observaram a presença de 

vacúolos com dupla membrana contendo M. leprae (Figura 1.18), porém este 
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processo não foi elucidado posteriormente (Evans & Levy 1972, Chandi & Job 1978). 

Evans & Levy (1972) observaram que durante a fase inicial de crescimento de M. 

leprae, ele está presente nos macrófagos em vacúolos de uma única membrana, 

com poucos lisossomos próximos, e as bactérias estão íntegras.  No pico da fase de 

crescimento, o número de lisossomos aumenta e M. leprae é localizado em um 

grande número de vacúolos com dupla membrana. Durante a fase estacionária, os 

macrófagos apresentam uma aparência vacuolar e contém um significante número 

de lisossomos, M. leprae está presente em vacúolos de dupla membrana, e a 

maioria dessas bactérias estão degeneradas. Esse processo foi associado com a 

ativação dos macrófagos. Chandi & Job (1978) descreveram a presença de 

fagossomos com dupla membrana em macrófagos, após 40 minutos de exposição 

ao M. leprae, e que posteriormente os lisossomos se fundiam com esses 

fagossomos. 

 

 

Figura 1.18: Microscopia eletrônica mostrando vacúolos de dupla membrana 
contendo M. leprae. (A e B) Autofagossomos contendo M. leprae (setas). Um 
lissossomo (cabeça de seta) pode ser observado entre dois desses vacúolos em (A). 
Fonte: adaptados de Evans & Levy 1972. 
 

Yuk e colaboradores (2009) demonstraram que a vitamina D3 induz autofagia 

em monócitos e macrófagos humanos via proteína antimicrobiana catelicidina, 

promovendo assim a eliminação de M. tuberculosis. Por sua vez, a via 

antimicrobiana mediada pela vitamina D é preferencialmente observada em 

pacientes paucibacilares (Montoya et al. 2009). Foi demonstrada em estudos 

anteriores uma correlação direta entre o polimorfismo do receptor de vitamina D 

(VDR) e a forma LL da hanseníase, levando a evidência de que o VDR seja capaz 

de regular a susceptibilidade da doença em humanos (Roy et al. 1999). A vitamina 

D3 tem sido utilizada com sucesso no tratamento de pacientes com tuberculose 
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(Martineau et al. 2007a, b, Selvaraj 2011) e estudos iniciais de tratamento da 

hanseníase com vitamina D3 parecem ser consistentes com um possível efeito 

imunomodulador sobre a micobactéria (Herrera 1949). Liu e colaboradores (2012) 

sugeriram que a vitamina D3 poderia ser um dos componentes de um tratamento 

ideal para a hanseníase e outras doenças infecciosas crônicas em que a resposta 

imune celular é desregulada. Teles e colaboradores (2013) demonstraram que o IFN 

do tipo I (IFNβ) pode suprimir a resposta antimicobacteriana induzida por IFN do tipo 

II (IFN). Curiosamente, a via de IFNβ que favorece a infecção por M. tuberculosis foi 

induzida por M. leprae em monócitos, favorecendo sua persistência, e foi 

preferencialmente expressa nas lesões de pele de pacientes LL, enquanto a via de 

IFN que está associada ao controle intracelular de M. tuberculosis mediado pela 

vitamina D/autofagia (Figura 1.19) promoveu a eliminação de M. leprae e foi 

predominantemente observada nas lesões de pacientes BT e RR (Gutierrez et al. 

2004, Fabri et al. 2011, Berry et al. 2010, Manzanillo et al. 2012, Teles et al. 2013). 

 

 
Figura 1.19: IFNγ e a via autofágica antimicrobiana da vitamina D no modelo de 
tuberculose. IFNγ induz IL-15 por uma via dependente de Stat1, levando à 
conversão da vitamina D3 para sua forma ativa, o que induz um aumento na 
expressão dos peptídeos lisossomais catelicidina e β-defensina 2 (DEFB4), e a 
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ativação de uma via antimicrobiana mediada pela autofagia, promovendo a fusão 
autofagolisossomal e a eliminação de M. tuberculosis. O ligante de CD40 também 
pode ativar a via autofágica antimicrobiana da vitamina D. Fonte: adaptado de Bruns 
& Stenger 2014. 
 

O acúmulo de lipídeos é um conhecido fator que favorece a infecção por 

micobactérias como M. avium, M. tuberculosis e M. leprae, que utilizam o colesterol 

derivado do hospedeiro para sua sobrevivência (de Chastellier & Thilo 2006, Pandey 

& Sassetti 2008, Mattos et al. 2014). Foi demonstrado que o tratamento com 

estatinas, drogas inibidoras da síntese de colesterol, reduzem a carga bacilar de M. 

tuberculosis em macrófagos humanos e camundongos através do aumento de 

autofagia e da maturação de fagossomos (Parihar et al. 2014).  Adicionalmente, as 

estatinas também apresentam efeito antimicrobiano contra M. leprae, e 

potencializam o efeito antimicobacteriano da rifampicina, um fármaco do coquetel de 

primeira linha utilizado no tratamento hanseníase. Este processo foi associado com 

a maturação fagolisossomal, via direcionamento da micobactéria para os 

endossomos tardios Rab7-positivos (Lobato et al. 2014). No entanto, além da 

restrição de carbono, é possível que este processo de morte de M. leprae induzido 

pelas estatinas seja mediado também pela autofagia, como descrito no modelo de 

M. tuberculosis, uma vez que a Rab7 está igualmente envolvida na formação dos 

autolisossomos (Chandra et al. 2015). Além disso, a depleção de colesterol induz 

autofagia (Cheng et al. 2006) e quando realizada durante a infecção por M. avium, 

reverte a inibição da maturação fagossomal induzida pela micobactéria e promove a 

incorporação de fagolisossomos contendo M. avium em autofagossomos (de 

Chastellier & Thilo 2006). 

Um estudo de nosso laboratório utilizando macrófagos diferenciados in vitro 

com GM-CSF (perfil M1) e M-CSF (perfil M2), os quais simulam macrófagos de 

pacientes paucibacilares (BT) e multibacilares (LL) respectivamente, demonstraram 

aumento dos níveis de citocinas microbicidas em M1 quando estimulados com M. 

leprae (de Oliveira Fulco et al. 2014). Através de análise ultraestrutural, foi notada a 

presença de vacúolos com dupla membrana nos macrófagos M1, ou seja, com 

características autofágicas (de Oliveira Fulco et al. 2014), corroborando com 

observações prévias de autofagossomos contendo M. leprae (Evans & Levy 1972, 

Chandi & Job 1978). Tais vacúolos não foram observados nos macrófagos M2 (de 

Oliveira Fulco et al. 2014).       
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O polimorfismo no gene da parkina (PARK2), uma ubiquitina ligase que 

promove a xenofagia de M. tuberculosis e de outros patógenos intracelulares, está 

associado à susceptibilidade para hanseníase (Mira et al. 2004, Manzanillo et al. 

2013). Posteriormente, foi sugerido que o polimorfismo no gene IRGM, que é ligado 

à susceptibilidade para doença de Crohn e tuberculose (Consortium 2007, Parkes et 

al. 2007, Intemann et al. 2009, King et al. 2011), está associado com um maior risco 

de desenvolver hanseníase, por afetar a produção de citocinas inflamatórias como o 

IFN (Yang et al. 2014a). Além disso, foi observado um aumento da expressão de 

IRGM em monócitos e macrófagos infectados com M. leprae. De modo a corroborar 

estes dados, monócitos de pacientes tuberculoides apresentaram uma alta 

expressão de IRGM em comparação com os de lepromatosos (Yang et al. 2014b). 

Mais recentemente, foi sugerida uma associação entre a morte de M. leprae e o 

direcionamento da micobactéria para a via autofágica em macrófagos humanos. Foi 

mostrado que o silenciamento genético da proteína antiviral OASL, a qual é 

produzida através da detecção de DNA de M. leprae mediada por STING, aumenta 

os níveis de autofagia e diminui a viabilidade da micobactéria, sendo este processo 

revertido pelo bloqueio da autofagia (de Toledo-Pinto et al. 2016). Ma e 

colaboradores (2016) sugeriram que embora a autofagia possa promover a 

eliminação de patógenos intracelulares, a indução da via autofágica por M. leprae 

seria um fator pró-persistência da micobactéria. Foi descrito que apesar de ocorrer a 

ativação da autofagia em resposta à infecção por M. leprae em macrófagos, ela 

também promove uma resposta anti-inflamatória mediada por células T produtoras 

de IL-10, que num ciclo de retroalimentação negativa inibe a autofagia e permite a 

sobrevivência de M. leprae em macrófagos (Ma et al. 2016). No entanto, este 

trabalho foi baseado apenas no uso do CYTO-ID/CAT, um corante ácido-trópico (do 

grupo da monodansilcadaverina, MDC) recentemente desenvolvido para monitorar a 

autofagia em células vivas (Chan et al. 2012), o que não é recomendado pelos 

especialistas em autofagia (Klionsky et al. 2016). Curiosamente, várias moléculas 

que ativam a autofagia, como por exemplo os receptores VDR, TLR2 e NOD2 (Yuk 

et al. 2009, Shin et al. 2010, Travassos et al. 2010, Fabri et al. 2011), são 

preferencialmente expressas nas lesões de pele de pacientes tuberculoides (Krutzik 

et al. 2003, Montoya et al. 2009, Schenk et al. 2012), enquanto os polimorfismos 

nesses genes estão associados com a susceptibilidade à forma lepromatosa da 

doença (Roy et al. 1999, Kang & Chae 2001, Zhang et al. 2009). 
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1.4   Justificativa  

 

Entre as enfermidades infecciosas, a hanseníase é a única doença que 

apresenta um espectro de formas clínicas que parece ser determinado não apenas 

por mecanismos imunes adaptativos, mas principalmente por mecanismos inatos de 

resposta (Modlin 2010, Montoya & Modlin 2010, Pinheiro et al. 2011). A citocina IFN 

induz autofagia em macrófagos por um mecanismo ainda não completamente 

elucidado (Harris et al. 2009). Níveis séricos elevados de IFN têm sido observados 

em pacientes TT/BT em comparação a pacientes LL e, numerosos estudos têm 

demonstrado que a adição de IFN a macrófagos e células dendríticas antes da 

infecção aumenta a morte intracelular de micobactérias (Russell 2001, Hope et al. 

2004). O quadro de RR, que consiste em um estágio de instabilidade imunológica 

onde há a progressão de um quadro imune hiporresponsivo para um cenário 

altamente reativo, havendo mudança no perfil de citocinas de Th2 para Th1 incluindo 

altos níveis de IFN (Yamamura et al. 1991), ainda é pouco compreendido. Nossa 

hipótese propõe que em pacientes LL, a alta carga bacilar seja resultado do bloqueio 

da via autofágica por M. leprae, um mecanismo de subversão da resposta do 

hospedeiro. Por outro lado, células de pacientes BT ou reacionais, que apresentam 

aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias circulantes, teriam aumentada 

capacidade de indução de autofagia, o que justifica a redução da carga bacilar 

nesses casos. Assim, existe a necessidade de uma maior compreensão dos 

mecanismos autofágicos associados aos diferentes pólos e estados reacionais da 

doença, o que poderá levar ao estabelecimento de novos alvos e estratégias 

terapêuticas de controle da hanseníase. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1   Objetivo Geral  

 

Avaliar os mecanismos de regulação autofágica na infecção por M. leprae, 

bem como o envolvimento da autofagia na imunopatogênese da reação reversa em 

pacientes multibacilares. 

 

2.2   Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a ativação da autofagia e o fluxo autofágico em células de lesões de 

pele de pacientes com hanseníase; 

 Testar a capacidade de indução de autofagia por M. leprae vivo e morto em 

monócitos e macrófagos humanos; 

 Analisar a expressão de genes autofágicos/lisossomais em células de lesões 

de pele de pacientes com hanseníase; 

 Analisar a expressão de genes autofágicos/lisossomais em células de lesões 

de pele de pacientes multibacilares com ou sem RR; 

 Avaliar a via autofágica em células de lesões de pele de pacientes 

multibacilares com ou sem RR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1   Pacientes e amostras clínicas  

 

As amostras biológicas dos pacientes com hanseníase (fragmentos das 

lesões de pele obtidos por biópsias com “Punch” de 6 mm antes do início do 

tratamento) foram coletadas no Ambulatório Souza Araújo (FIOCRUZ, Rio de 

Janeiro) e classificadas de acordo com os critérios de Ridley e Jopling (1966). Os 

pacientes lepromatosos incluídos neste estudo foram diagnosticados como BL ou 

LL, e todos os pacientes tuberculoides foram classificados como BT. Nas análises 

de PCR “array”, o grupo LL inclui as amostras de pacientes BL utilizadas neste 

estudo. As biópsias de pacientes RR foram coletadas de indivíduos diagnosticados 

originalmente como BL. A participação de cada indivíduo no estudo foi condicionada 

à assinatura de um termo de consentimento previamente aprovado pelo comitê de 

ética em pesquisa da FIOCRUZ (Parecer número 1.538.467). As capas 

leucoplaquetárias (“buffy-coats”) utilizadas neste trabalho foram obtidas de doadores 

saudáveis e cedidas pelo Serviço de Hemoterapia do Hospital Universitário 

Clementino Fraga Filho (UFRJ), através de cooperação técnico-científica com a Dra. 

Carmen Nogueira. Os dados clínicos e demográficos de todos os pacientes 

recrutados para este estudo são mostrados na Tabela 3.1. 
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Tabela 3.1. Características dos pacientes hansênicos incluídos no estudo. 

 
Tuberculoides Lepromatosos RR 

Características 
   

Masculino/Feminino, n 14/12 22/6 7/4 

Idade média (intervalo) 51 (20-69) 45,71 (21-73) 53 (26-70) 

BI médio (intervalo) 0 (0-0) 4,33 (0,50-5,85) 1,45 (0-3,75) 

LBI médio (intervalo) 0 (0-0) 5,23 (2,70-5,90) 2,35 (0-3,80) 

Formas clínicas (Ridley – Jopling), n 
   

BT 26 - - 

BL - 3 11 

LL - 25 - 

Status de tratamento, n 
   

Pré-tratamento 26 28 2 

Em tratamento - - 9 

 

RR, reação reversa; BI, índice baciloscópico; LBI, índice baciloscópico logarítimico da lesão; 
BT, “borderline” tuberculoide; BL, “borderline” lepromatoso; LL, lepromatoso lepromatoso. 

 

3.2   Cultura de células THP-1 

  

Células THP-1 foram obtidas do “American Type Culture Collection” (ATCC; 

VA, EUA). As culturas celulares foram mantidas em garrafas de cultura de 25 ou 75 

cm2 (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) contendo meio RPMI1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina a 2 mM, penicilina a 100 U/mL e 

estreptomicina 100 µg/mL (meio completo; todos obtidos da Gibco, CA, EUA) e 

incubadas em estufa a 37ºC com atmosfera contendo 5% CO2 (Shel Lab, OR, EUA). 

Para diferenciação in vitro do fenótipo de monócitos THP-1 para macrófagos, as 

células foram suspensas em meio completo com 2% de SFB e 200 nM de PMA 

(Calbiochem, Darmstadt, Alemanha), plaqueadas na concentração de 5x105 

células/mL em microplacas de 24 poços (Corning, NY, EUA) contento lamínulas 

circulares estéreis de 15 mm (Glasscyto, Brasil) no fundo e mantidas por 24 horas a 

37ºC. Após esse período foi feita a retirada das células em suspensão no meio de 

cultura e foi realizada uma lavagem com PBS (Sigma-Aldrich) a 25ºC para remover as 

células não aderentes, sendo o meio completo com 10% de SFB reposto para as 

células aderentes. Os antibióticos do meio completo foram substituídos por ampicilina 

100 µg/mL (Sigma-Aldrish) durante a infecção por M. leprae vivo. 
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3.3   Cultura de monócitos primários 

 

Após a diluição de 1:1 das capas leucoplaquetárias em PBS, as células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas por gradiente de 

densidade em Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Após 

centrifugação a 900 x g por 30 minutos (min) à temperatura ambiente, as PBMC foram 

lavadas três vezes com PBS (500 x g, 10 min, 4ºC) e ressuspensas em meio 

completo sem SFB. As PBMC foram então plaqueadas em microplacas de 24 poços 

contento lamínulas circulares estéreis de 15 mm no fundo e mantidas por 2 horas em 

estufa para obtenção dos monócitos por aderência (concentração final de 5x105 

monócitos/mL). Após esse período foi feita a retirada das células em suspensão no 

meio de cultura e foram realizadas 3 vigorosas lavagens com PBS fresco para 

remover as células não aderentes, sendo o meio completo reposto para os monócitos 

aderentes. Os antibióticos do meio completo foram substituídos por ampicilina 100 

µg/mL durante a infecção por M. leprae vivo. 

 

3.4   Isolamento de macrófagos de lesões de pele   

 

Após o diagnóstico dos pacientes, amostras de lesões de pele foram 

coletadas em tubos cônicos de 15 mL (Corning) contendo RPMI 1640 e mantidas a 

4°C para isolamento de macrófagos conforme descrito por Moura e colaboradores 

(2007). Posteriormente, a epiderme, derme e hipoderme foram separadas 

mecanicamente com o auxílio de um bisturi, sendo a derme fragmentada em 

porções menores para facilitar a ação enzimática e transferida para uma solução de 

RPMI 1640 contendo SFB 10%, dispase II a 4 mg/mL e colagenase tipo I a 0,5 

mg/mL (ambas da Roche Applied Science, IN, EUA). Em seguida, a solução com os 

fragmentos da derme foi colocada em um tubo de perfluoroalcóixido (Chemware, 

NC, EUA) e mantida em estufa a 37ºC com 5% CO2 por 12 horas. Após a digestão, 

a suspensão celular foi passada através de um filtro de nylon de 70 µm (BD Falcon, 

NJ, EUA) e lavada com RPMI 1640 por três vezes a 500 x g durante 10 min a 4ºC. 

As células foram então ressupensas em meio completo (com troca dos antibióticos 

para ampicilina 100 µg/mL), plaqueadas na concentração de 1x105 células/mL em 

microplacas de 24 poços contento lamínulas circulares estéreis de 15 mm no fundo 

e mantidas em estufa por 7 dias a 37ºC. 
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Após esse período, as células não aderentes foram removidas e os 

macrófagos foram imunofenotipados por microscopia de fluorescência e verificados 

para presença de M. leprae pela coloração de Ziehl-Neelsen. O número de células 

CD68+ foi quantificado através do plugin “Cell Counter” do software de análise de 

imagens ImageJ versão 1.50 g (Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA), 

com cada experimento envolvendo a contagem de pelo menos 100 células por 

amostra. 

 

3.5   Obtenção e utilização de M. leprae 

 

Nos ensaios de interação entre patógeno e célula hospedeira foram utilizadas 

suspensões de M. leprae vivo, gentilmente doadas pela Dra. Patrícia Sammarco 

Rosa (Instituto Lauro de Souza Lima, Bauru, SP). A cepa Thai-53 de M. leprae foi 

mantida por passagens seriadas nos coxins plantares de camundongos “nude” 

atímicos, e as micobactérias foram coletadas assepticamente e analisadas quanto a 

sua viabilidade através do kit LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, MA, EUA) 

(Trombone et al. 2014). Para obtenção de M. leprae morto as suspensões de 

micobactérias vivas foram expostas à 106 rad de radiação gama provenientes de 

uma fonte de 60Co (Adams et al. 2000). As bactérias mortas foram gentilmente 

cedidas pelo Dr. Flavio Alves Lara (Fundação Oswaldo Cruz, RJ). 

Para obtenção de M. leprae fluorescente foram utilizados os kits para 

marcação de membranas celulares PKH26 “red”, um fluorocromo vermelho com pico 

de excitação em 551 nm e emissão em 567 nm, e PKH67 “green”, um fluorocromo 

verde com pico de excitação em 490 nm e emissão em 502 nm, de acordo com as 

instruções do fabricante (Sigma-Aldrich). Após a marcação, as culturas celulares 

foram infectadas com M. leprae vivo ou estimuladas com M. leprae morto de forma a 

se obter multiplicidade de infecção (MOI) igual a 2, 10 ou 50 organismos/célula e 

incubadas por 18 horas a 33ºC ou 37ºC, respectivamente. Durante a infecção mista 

em monócitos sanguíneos as células foram mantidas a 33ºC. Antes da adição de M. 

leprae às celulas, as suspensões de micobactérias foram homogeneizadas 10 vezes 

em seringa de insulina ultrafina de 100 U com agulha 31G (Becton Dickinson, NJ, 

EUA) para desfazer as globias.  
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3.6   Indução de autofagia 

 

A indução de autofagia em macrófagos de pele foi realizada através da adição 

de IFN recombinante humano (10 ng/mL; BD PharMingen, NJ, EUA) ou rapamicina 

(200 ng/mL; Enzo Life Sciences, NY, EUA) ao meio completo e incubação por 18 

horas a 37ºC (Pinheiro et al. 2009, Fabri et al. 2011). Alternativamente, a ativação da 

autofagia foi realizada por privação de aminoácidos e soro (“starvation”), através da 

incubação das células em PBS por 18 h a 37ºC (Gutierrez et al. 2004, Pinheiro et al. 

2009).   

 

3.7   Microscopia eletrônica de transmissão 

 

Para investigar a presença de características autofágicas em lesões de pele 

de pacientes BT e LL, foi realizada uma análise ultraestrutural com ênfase na 

pesquisa de vacúolos de dupla membrana em células com fenótipo de macrófagos. 

Para isso, após a fixação dos fragmentos de pele com glutaraldeído 2,5% em 

tampão cacodilato de sódio 0,2 M pH 7,2 com 3,5% de sacarose por 24 horas a 4ºC, 

foi realizado o emblocamento, e posteriormente foram feitos cortes semi finos 

através de um ultramicrótomo Reichert OMU3 (Leica, Wetzlar, Alemanha). Depois, 

os cortes foram corados com Azul de toluidina a 1% em solução aquosa de Bórax a 

1%, colocados em placa aquecida à 50ºC, lavados com água  e secos na placa. Em 

seguida, foram montados com lamínula em Entellan e analisados por microscópio 

óptico de campo claro Nikon Eclipse E400 com uma objetiva plan apocromática de 

40x/0.65 (Nikon Instruments, NY, EUA) para seleção dos campos de cortes para 

processamento de microscopia eletrônica de transmissão.  

Em seguida, foram obtidos cortes ultrafinos de 70-80 nm em ultramicrótomo, e 

estes lavados no mesmo tampão anteriormente mencionado e pós-fixados com 2% 

de Tetróxido de Ósmio (OsO4) em tampão cacodilato de sódio 0,1 M por 1 hora a 

4ºC. Após estes procedimentos, foram lavados em tampão cacodilato, desidratados 

em série cetônica (30, 50, 70, 90 e 100%) e infiltrados com a mistura de acetona 

100% e resina Epóxi (kit Poly/Bed 812; Polysciences, PA, EUA) e polimerizados a 

60ºC por 3 dias. Após a polimerização, os cortes ultrafinos foram recolhidos em 

grades de cobre de 300 mesh, contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de 
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chumbo 2% e observados ao microscópio eletrônico de transmissão JEM-1011 

(JEOL, Tokyo, Japão; operando com a tensão do feixe a 60 kV) da Plataforma de 

Microscopia Eletrônica Rudolf Barth (IOC/FIOCRUZ). Todos os reagentes foram 

comprados da empresa “Electron Microscopy Sciences” (PA, EUA), exceto quando 

indicado. As imagens foram capturadas digitalmente com auxílio de uma câmera 

CCD SC1000 ORIUS (Gatan, California, EUA) e do software Gatan Digital 

Micrograph 2.31.734.0 (Gatan). 

 

3.8   Imunohistoquímica 

 

Para verificar a expressão do marcador de autofagia LC3 em lesões de pele 

de pacientes BT, LL e RR, cortes de 4 μm de espessura foram obtidos em criostato 

LM3000 (Leica, Wetzlar, Alemanha) a partir de fragmentos de pele congelados. Os 

criocortes foram fixados em acetona, hidratados em PBS 0,01 M livre de Ca2+Mg2+ e 

incubados com peróxido de hidrogênio 0,3% (Vetec, Brasil) em PBS por 10 min para 

extinguir a atividade da peroxidase endógena. Foi feito então o bloqueio dos sítios 

de ligação inespecíficos com soro normal equino (VECTASTAIN Elite ABC Kit Mouse 

IgG, Vector Laboratories, CA, EUA) por 30 min à temperatura ambiente e a 

incubação com anticorpo primário IgG1 monoclonal de camundongo, anti-LC3 

humano (MBL International, código M152-3, MA, EUA) na diluição de 1:50 em PBS 

com Triton X-100 0,25% (Sigma-Aldrich) por 1 hora em temperatura ambiente. Após 

este período, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS contendo 0,25% de Triton 

X-100 e incubados com anticorpo secundário biotinilado de equino anti-IgG de 

camundongo (VECTASTAIN Elite ABC Kit) por 1 hora em temperatura ambiente. 

Depois de serem lavados, os cortes foram incubados por 40 min com uma 

peroxidade (HRP) biotinilada complexada à avidina DH (VECTASTAIN Elite ABC Kit) 

para amplificação do sinal. A revelação foi feita utilizando uma solução de 3-amino-

9-etilcarbazol (AEC Peroxidase HRP Substrate Kit, Vector Laboratories) por 10 min 

em temperatura ambiente. 

As lâminas foram contracoradas com Hematoxilina de Mayer por 1 min, 

montadas com meio de montagem aquoso Faramount (Dako, CA, EUA) e 

analisadas através do microscópio Nikon Eclipse E400 com uma objetiva Plan 

apocromática de 40x/0.65. Controles negativos também foram realizados, 



62 
 

consistindo na utilização de isotipo correspondente, ou omissão do anticorpo 

primário. As imagens foram adquiridas utilizando a câmera INFINITYX-32C e o 

software Infinity Capture 6.1.0 (Lumenera Corporation, Ontario, Canadá). A área 

positiva para LC3 expressa nos gráficos como unidades arbitrárias (AU) foi calculada 

pela razão entre os valores da área de tecido marcada e total, obtidos após a 

seleção das áreas de interesse através da ferramenta “Count/Size” e da função 

“Statistics” no software Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, EUA). Foi 

avaliado um mínimo de dez imagens aleatórias por amostra. 

 

3.9   Western blot  

 

Para verificar a expressão de proteínas autofágicas em lesões de pele de 

pacientes BT e LL, 30 cortes de 15 µm foram colocados em tampão de lise celular 

(Tris-HCl a 50 mM pH 7,5, EDTA a 5 mM, EGTA a 10 mM, NaF a 50 mM, β-

glicerofosfato a 20 mM, NaCl a 250 mM, Triton X-100 a 0,1% e coquetel com 

inibidores protease e fosfatase; Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) e incubados por 

30 min a 4ºC. Ao término da incubação, os lisados celulares foram centrifugados a 

18.300 x g por 20 min a 4ºC e o sobrenadante foi recolhido para posterior dosagem 

de proteínas pelo método de Bradford (“Bio-Rad Protein Assay”, CA, EUA). 

Alternativamente, as proteínas foram extraídas por diálise da fase orgânica 

derivada de fragmentos de lesões cutâneas imersos em TRIzol (Life Technologies, 

CA, EUA), conforme descrito por Hummon e colaboradores (2007). A fase orgânica 

de cada biópsia foi coletada e colocada em um tubo de diálise montado utilizando 

“SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, 22 mm” (Thermo Scientific, MA, EUA) e 

“clamps” colocados nas partes inferior e superior da amostra de forma a não deixar 

bolhas para evitar a flutuação dos tubos. Os tubos de diálise contendo as fases 

orgânicas das amostras de lesão de pele foram imersos em uma solução de SDS 

0,1% por 16 horas a 4ºC sob agitação. Após esse período, a solução foi trocada 

mais duas vezes, deixando as amostras imersas em SDS 0,1% por períodos de 4 e 

2 horas a 4° C sob agitação. Ao término da diálise, o “clamp” superior foi retirado e a 

fase proteica foi coletada e transferida para um tubo “eppendorf”. Os tubos foram 

centrifugados a 6000 x g por 10 min a 4ºC e o sobrenadante foi totalmente retirado, 

recuperando os “pellets” de proteína. Em seguida, os “pellets” foram solubilizados 
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em uma solução uréia 8 M e Tris-HCl 1 M pH 8,0, e dosados utilizando o “Bio-Rad 

Protein Assay” de acordo com as instruções do fabricante.  

As proteínas presentes nos lisados celulares foram separadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). Para isso, 20 g de 

proteínas foram acrescidas de tampão de amostra (Tris-HCl a 50 mM em pH 8,0, 

DTT a 100 mM, SDS a 2%, azul de bromofenol a 0,01% e glicerol a 10%) e 

desnaturados a 100ºC por 5 min. Após corrida eletroforética a 100 V em tampão 

contendo Tris a 25 mM e glicina a 250 mM, foi realizada a transferência das 

proteínas do gel para membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amershan 

Biosciences, NJ, EUA). A transferência foi feita em tampão de transferência (Tris a 

25 mM, glicina a 190 mM e metanol a 20%), a 100 V por 45 min em cuba semi-seca 

(Bio-Rad). Após transferência, as interações inespecíficas foram bloqueadas com 

tampão contendo Tris a 20 mM pH 7,4, NaCl a 137 mM e Tween a 0,1% (TBS-

Tween) acrescido de leite desnatado 5% por 1 hora. Depois do bloqueio, as 

membranas foram incubadas “overnight” a 4ºC com anticorpos primários para: LC3 

(diluição 1:400; MBL International), BECN1 (1:1000; IgG policlonal de coelho, anti-

humano, código 905-721-100, Enzo Life Sciences), BCL2 (1:200; IgG1 monoclonal 

de camundongo, anti-humano, código M088729, Dako) e GAPDH (1:500; IgG1 

monoclonal de camundongo, anti-humano, código sc-47724, Santa Cruz 

Biotechnology, Texas, EUA). Ao término da incubação, as membranas foram 

lavadas 3 vezes com TBS-Tween por 5 min e então incubadas por 1 hora em 

temperatura ambiente com seus respectivos anticorpos secundários policlonais de 

cabra conjugados à peroxidase: anti-IgG de camundongo (1:2000; código P0447, 

DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca) ou anti-IgG de coelho (1:2000; código 

P0448, DakoCytomation). Finalmente, foram realizadas 3 lavagens de 5 min com 

TBS-Tween e a detecção das bandas foi feita por quimioluminescência utilizando o 

reagente western blot Luminol (Santa Cruz). Em seguida, as bandas foram 

reveladas usando filme médico radiográfico (Carestream X-OMAT LS; Kodak, NY, 

EUA) ou através do sistema de imagem “Carestream Image Station” 4000MM 

(Carestream Health, Connecticut, EUA). Todos os reagentes foram comprados da 

empresa “Sigma-Aldrich”, exceto quando indicado. A quantificação do western blot 

foi realizada através de análise densitométrica utilizando o programa Adobe 

Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporated, EUA). 
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3.10   Imunofluorescência  

 

Para verificar a redistribuição do marcador de autofagia LC3 em lesões de 

pele de pacientes BT e LL, cortes de 4 μm de espessura foram obtidos em criostato 

LM3000 (Leica) a partir de fragmentos de pele congelados, fixados em acetona e 

hidratados em PBS 0,01 M livre de Ca2+Mg2+. Foi feito então o bloqueio dos sítios de 

ligação inespecíficos com soro normal caprino 10% (SNC; Sigma-Aldrich), leite 

desnatado 0,01% em PBS e 2 gotas de uma solução de bloqueio comercial (Protein 

Block Serum-Free Ready-To-Use, Dako) por 30 min à temperatura ambiente. Os 

criocortes foram então incubados com anticorpo primário anti-LC3 humano (MBL 

International) na diluição de 1:50 em PBS contendo Triton X-100 0,25% e SNC 2% 

por 1 hora e meia em temperatura ambiente, e após este período, os cortes foram 

lavados 3 vezes com PBS contendo 0,25% de Triton X-100 e incubados com 

anticorpo secundário policlonal de cabra, anti-IgG de camundongo, conjugado ao 

fluorófilo Alexa Fluor 488 (1:1000; Molecular Probes, A11001) por 1 hora e meia em 

temperatura ambiente. Os núcleos foram corados com DAPI (1:10000; Molecular 

Probes) e as lâminas foram montadas em meio anti-“fading” VECTASHIELD (Vector 

Laboratories) e seladas com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) nas bordas. 

Controles negativos também foram realizados, consistindo na utilização de isotipo 

correspondente, ou omissão do anticorpo primário. 

Para as culturas celulares foi utilizado o fixador paraformaldeído 4% durante 

10 min a 4ºC. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS acrescido de 

Triton X-100 0,01% (ou saponina 0,05%, Sigma-Aldrich, somente para marcação 

com LC3) e bloqueadas com uma solução de SFB 10%, SNC 10% e BSA 1% por 1 

hora à temperatura ambiente. Após esse período, as células foram incubadas 

“overnight” a 4ºC com os anticorpos primários de interesse: LC3 (diluição 1:50; MBL 

International), BECN1 (1:500; Enzo Life Sciences), BCL2 (1:100; Dako), LAM (1:50; 

IgG policlonal de coelho, anti-micobactéria, gentilmente doado pelo Dr. John Stewart 

Spencer da Colorado State University) e CD68/SR-D1 (1:100; IgG2b monoclonal de 

camundongo, anti-humano, código MAB20401, R&D Systems, Minneapolis, EUA). 

Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com a solução de PBS/Triton X-100 

0,01% e foi então realizada a incubação com os seguintes anticorpos secundários 

por 2 horas à temperatura ambiente: anti-IgG de coelho/Alexa Fluor 532 (1:500; 

policlonal feito em cabra, código A11009, Molecular Probes), anti-IgG2b de 
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camundongo/Alexa Fluor 546 (1:500; monoclonal feito em cabra, código A21143, 

Molecular Probes) e anti-IgG1 de camundongo/Alexa Fluor 633 (1:500; monoclonal 

feito em cabra, código A21126, Molecular Probes). Após esse período, as células 

foram lavadas 3 vezes com a solução de PBS/Triton X-100 0,01% e foi realizada 

incubação com DAPI por 5 min em temperatura ambiente. Posteriormente, as 

células foram lavadas 3 vezes com PBS e as lâminas foram montadas em meio anti-

“fading” Permafluor (Thermo Fisher Scientific) e seladas com esmalte nas bordas. 

Controles negativos também foram realizados, consistindo na utilização de isotipos 

correspondentes, ou omissão do anticorpo primário. 

Os tecidos e as células foram fotografados utilizando o microscópio Axio 

Observer.Z1 equipado com os sistemas Colibri.2 e ApoTome.2 (Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany) e as objetivas de óleo EC Plan-Neofluar de 40x/1.30, 

63x/1.40 e 100x/1.30. As imagens foram capturadas com a câmera digital AxioCam 

HRm e auxílio do programa AxioVision Rel. 4.8.2.0 (Carl Zeiss). O número de 

marcações puntiformes para LC3 por campo foi determinado utilizando uma 

adaptação do macro GFP-LC3 (Dagda et al. 2008) e o “plugin” “Analyze Particles” no 

software de análise de imagens ImageJ versão 1.50 g (Wayne Rasband, National 

Institutes of Health). Este número foi normalizado pelo número de núcleos corados 

com DAPI por campo. Para as análises de colocalização foi utilizada uma adaptação 

do macro “Green and Red puncta colocalization” (Pampliega et al. 2013) e os 

“plugins” “Colocalization” e “Analyze Particles” no mesmo software mencionado 

acima. Para ambas as análises, cada experimento envolveu a contagem de pelo 

menos 100 células por amostra, em ao menos 10 campos randômicos. 

 

3.11   ELISA intracelular 

 

Para mensurar os níveis intracelulares de SLRs nas células de lesões 

cutâneas de pacientes BT e LL, proteínas (10 µg) extraídas por diálise foram 

analisadas por kits comerciais de ELISA para SQSTM1/p62 e NBR1 (Enzo Life 

Sciences), conforme recomendado pelo fabricante. A solução de solubilização de 

proteínas foi acrescida de coktel de inibidores de proteases, PMSF a 1 mM e 20 

µg/mL de DNase (todos da empresa Sigma-Aldrich). Resumidamente, as reações de 

ELISA foram reveladas utilizando anticorpos para SQSTM1/p62 (policlonal de 
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coelho) e NBR1 (monoclonal) conjugados à peroxidase, e solução cromogênica de 

TMB como substrato. As absorbâncias foram mensuradas a 450 nm através do leitor 

de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices, CA, EUA) e analisadas pelo 

programa SoftMax Pro v5.3 usando uma curva logística de quatro parâmetros 

(Molecular Devices). 

 

3.12   Extração de RNA, transcrição reversa e qPCR 

 

O RNA total foi extraído de amostras de lesões de pele congeladas utilizando 

TRIzol (Life Technologies) conforme as instruções do fabricante. As amostras de 

RNA foram tratadas com DNase para evitar a contaminação com DNA genômico (Kit 

RTS DNase, MO BIO Laboratories, CA, EUA). O RNA foi então submetido à análise 

de pureza e quantificação em espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher 

Scientific) e integridade por eletroforese em gel de agarose 1,2% (UltraPure 

agarose, Life Technologies). 1 µg de RNA de cada amostra foi reversamente 

transcrito utilizando o kit “SuperScript III First-Strand Synthesis System” (Life 

Technologies) de acordo com as instruções do fabricante. As reações de PCR foram 

conduzidas usando duplicatas técnicas de 10 ng de cDNA por alvo. 

Para a avaliação da expressão de genes relacionados à autofagia por RT-

qPCR, foi utilizado um kit de PCR “array” da via autofágica (Real Time Primers, 

HATPL-I), composto por 88 alvos e 8 genes de referência (ACTB, B2M, GAPDH, 

GUSB, HPRT1, PGK1, PPIA e RPL13A). A lista completa de genes alvos está 

disponibilizada em http://realtimeprimers.com/huauprli.html, assim como nos 

apêndices A e B. A qPCR “array” foi realizada a 50ºC por 2 min e 95ºC por 10 min, 

para ativação da DNA polimerase, 50 ciclos a 95ºC por 10 segundos, para a 

desnaturação da fita, e a 58ºC por 45 segundos, para o anelamento do primer e 

extensão da fita de cDNA, utilizando o “Power SYBR Green PCR Master Mix” 

(Applied Biosystems, MA, EUA) em um “StepOnePlus qPCR System”, com o auxílio 

do software StepOne versão 2.3. A curva de “melting” foi feita de modo contínuo a 

95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 min. O gene de referência foi eleito através da 

avaliação de constância da expressão (algorítimo “geNorm”) entre os grupos de 

amostras, realizada no programa ExpressionSuite versão 1.0 (Applied Biosystems). 

http://realtimeprimers.com/huauprli.html
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Alternativamente, a expressão dos genes antimicrobianos CAMP (catelicidina; 

“primer” Hs00189038_m1, ThermoFisher Scientific) e DEFB4A (β-defensina 2; 

Hs00823638_m1, ThermoFisher Scientific), relacionados à via da autofagia mediada 

por IFN/Vitamina D, foi avaliada por RT-qPCR através do sistema “TaqMan” em um 

“StepOnePlus qPCR System”. A qPCR foi realizada a 95ºC por 20 segundos, 40 

ciclos a 95ºC por 1 segundo, e a 60ºC por 20 segundos, utilizando o “TaqMan Fast 

Universal PCR Master Mix [2x]” (Applied Biosystems).   

A análise de expressão gênica foi realizada no software ExpressionSuite 

através do método do 2−ΔCT, onde ∆CT é igual ao CT (“cycle threshold”) do gene de 

interesse subtraído do CT do gene de referência, utilizando como normalizadores os 

genes de referência HPRT1 (Real Time Primers) ou GAPDH (Hs02758991_g1, 

ThermoFisher Scientific) para as PCRs “array” ou “TaqMan”, respectivamente. Todas 

as reações de PCR foram monitoradas para contaminações. 

 

3.13   Análise da via autofágica 

  

Os perfis de expressão gênica das lesões hansênicas foram derivados do RT-

qPCR “array” de autofagia. As funções “Linear Model for Series of Arrays” (lmFit) e 

“Empirical Bayes Statistics for Differential Expression” (ebayes) do pacote “Limma 

(Bioconductor)” para o software “R” (versão 3.1.1) foram utilizadas para verificar as 

diferenças na expressão gênica. Os genes diferencialmente expressos nos grupos 

de pacientes com hanseníase foram identificados pelos valores de “Log2 fold-

change” “≥ 1.5-fold” e P < 0,05 pelo teste-t moderado (Montoya et al. 2009, Schenk 

et al. 2012). 

Os genes relacionados ao processo de autofagia que apresentaram 

expressão diferenciada foram funcionalmente subcategorizados em quatro 

subgrupos (genes autofágicos, reguladores autofágicos, genes lisossomais, e 

reguladores lisossomais) de acordo com uma lista de genes humanos envolvidos 

nas vias autofágica e lisossomal, descrita por Jegga e colaboradores (2011). Os 

“Heat maps” foram gerados usando a função “Enhanced Heat Map” (heatmap.2) do 

pacote “gplots” para o programa “R” e apresentados em forma de uma escala de 

“scores-z”. 
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3.14   Análise de interação gênica e enriquecimento 

 

Os genes autofágicos diferencialmente modulados nas lesões de pele foram 

submetidos à base de dados “Search Tool for the Retrieval of Interacting 

Genes/Proteins” (STRING; Szklarczyk et al. 2017) 10.0 (http://string-db.org/) para a 

análise de associações funcionais entre genes. As redes de interações entre genes 

nas lesões hansenicas foram obtidas através dos modos de exibição “action” e 

“confidence” da STRING. As análises de ontologia gênica (GO) e “KEGG pathways” 

foram geradas utilizando a ferramenta “Enrichment” da STRING, sendo as 

anotações específicas encontradas corrigidas para a “false discovery rate” (FDR) e 

pela correção de Bonferroni. O “threshold” para significância estatística foi 

estabelecido como P < 0,05. 

 

3.15   Análise estatística 

 

A significância estatística foi calculada através dos testes Mann-Whitney 

(bicaudal) ou Kruskal-Wallis (com o pós-teste de comparação múltipla de Dunn) 

utilizando o programa GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software, CA, EUA). Os 

valores foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05. Os 

dados foram apresentados como média ± erro padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://string-db.org/
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4 RESULTADOS 

 

4.1   A autofagia é diferencialmente regulada entre os pacientes BT e LL  

 

Em pacientes infectados por M. leprae, o patógeno pode ser encontrado em 

uma variedade de tecidos e tipos celulares. Para investigar a possível participação 

da autofagia na infecção por M. leprae, a presença de vacúolos de dupla membrana 

(característica de autofagossomos) foi avaliada por microscopia eletrônica de 

transmissão.  

Foram analisados fragmentos de lesões de pele de pacientes com as formas 

clínicas LL e BT, avaliando células com morfologia similar a macrófagos do tecido 

conjuntivo. A análise ultraestrutural demonstrou a presença de bacilos em vacúolos 

com membrana simples (não mostrado) ou dupla (Figura 4.1). Foi observada a 

presença de autofagossomos em células de lesões de pele tanto de pacientes BT 

(Figura 4.1A-D) como LL (Figura 4.1E-F).  

A análise do material de lesão revelou a presença de bacilos degenerados 

(Figura 4.1C) e figuras mielínicas sem bactérias (não mostrado) no tecido de 

pacientes BT, mas não no de pacientes LL. Foi observado um maior número de 

autofagossomos em células de lesões de pacientes BT quando comparadas as 

células de pacientes LL (não mostrado).  

No intuito de verificarmos se os vacúolos com dupla membrana observados 

em células presentes na lesão de pacientes com hanseníase eram autofagossomos, 

a expressão de LC3, uma proteína expressa no autofagossomo maduro e que é 

utilizada como marcador de autofagia (Kabeya et al. 2000, Mizushima & Yoshimori 

2007) foi avaliada por imunohistoquímica.  
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Figura 4.1: Presença de autofagossomos em lesões de pele de pacientes com 
hanseníase. Fragmentos de lesões de pele foram obtidos de pacientes com as 
formas clínicas BT (A-D) e LL (E-F), e processadas para análise por microscopia 
eletrônica de transmissão. A-B: Macrófago de paciente BT apresentando 
autofagossomo sem bactérias (inserto em B, cabeça de seta). C-D: M. leprae no 
interior de autofagossomos no tecido de paciente BT (cabeças de seta), sendo 
possível a observação de bactérias com aspecto degenerado (inserto em C, 
asterisco). E-F: M. leprae no interior de um autofagossomo (inserto em F, cabeça de 
seta) em macrófago de paciente LL. As imagens são representativas de três 
amostras de cada grupo de pacientes. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso 
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lepromatoso. N: núcleo. M: mitocôndria. Asteriscos: indicam M. leprae. Cabecas de 
seta: indicam autofagossomos. Escalas: 1 µm (A), 0,2 µm (B), 0,5 µm (C), 0,2 µm 
(D), 1,0 µm (E) e 0,2 µm (F). 

 

A análise da expressão de LC3 por imunohistoquímica em biópsias de lesões 

de pele das formas clínicas BT e LL, revelou um maior número de células, incluindo 

macrófagos, expressando este marcador nos pacientes BT, quando comparados aos 

pacientes LL (Figura 4.2). 

 
 
Figura 4.2: Expressão de LC3 em células de lesões de pele de pacientes com 
hanseníase. Fragmentos de lesões de pele foram obtidos de pacientes com as 
formas clínicas BT e LL e a expressão de LC3 foi avaliada pela técnica de 
imunohistoquímica contrastada com hematoxilina, utilizando um anticorpo anti-LC3. 
A quantificação das células LC3+ foi feita através da razão entre as áreas de tecido 
marcada e total, em ao menos 10 campos randômicos por cada amostra, utilizando o 
programa Image-Pro Plus e os resultados são apresentados como média ± SEM. **P 
< 0,01 pelo teste de Mann-Whitney. As imagens são representativas de três (BT) e 
quatro (LL) amostras de pacientes. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso 
lepromatoso. AU: unidades arbitrárias. Escalas: 50 µm (esquerda) e 25 µm (direita).  
 

 

Quando a autofagia é induzida, o LC3 é convertido de sua forma 

citoplasmática (LC3-I), para a sua forma conjugada à PE (LC3-II), que se deposita 
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em ambas as membranas externa e interna do autofagossomo (Mizushima & 

Yoshimori 2007). O LC3-II é o único marcador proteico associado a autofagossomos 

completos em eucariotos superiores. Assim, visando confirmar se em células de 

lesão de pacientes BT há aumento de LC3-II, extratos de biópsias de lesão de pele 

foram submetidos a uma corrida eletroforética e a análise por western blot confirmou 

a maior expressão da proteína LC3-II nos pacientes BT, quando comparados aos 

pacientes LL, sendo a densitometria do gel realizada através da razão LC3-

II/GAPDH (Figura 4.3). A análise da redistribuição da LC3 endógena por 

imunofluorescência mostrou que a LC3-I citoplasmática difusa foi predominante nas 

lesões de pacientes LL, enquanto a LC3-II puntiforme de membrana foi proeminente 

nas lesões de pacientes BT (Figura 4.4). Estes resultados indicam que a autofagia 

está envolvida na resposta da pele contra a infecção por M. leprae em ambos os 

pólos de hanseníase. No entanto, embora ela tenha ocorrido em níveis basais nos 

pacientes LL, ela ocorreu de maneira diferencial nas lesões de pacientes BT. 

 

 

Figura 4.3: Expressão proteica de LC3-II em lesões de pele de pacientes com 
hanseníase. Fragmentos de lesões de pele foram obtidos de pacientes com as 
formas clínicas BT ou LL e a expressão de LC3 foi avaliada por western blot 
utilizando um anticorpo anti-LC3. Um anticorpo anti-GAPDH foi utilizado como 
controle de carregamento proteico. A quantificação foi realizada através da razão 
LC3-II/GAPDH em cada amostra usando o programa Adobe Photoshop CS6 e os 
resultados são apresentados como média ± SEM. *P < 0,05 pelo teste de Mann-
Whitney. Os resultados são representativos de seis (BT) e três (LL) extratos 
proteicos provenientes de lesões de pele de pacientes. BT: “borderline” tuberculoide; 
LL: lepromatoso lepromatoso. AU: unidades arbitrárias. 
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Figura 4.4: Avaliação da redistribuição de LC3 em células de lesões de pele de 
pacientes com hanseníase. Cortes de tecido (pele) de pacientes hansênicos foram 
marcados com anticorpo anti-LC3 (verde), corados com DAPI para visualizar os 
núcleos (azul) e analisados por microscopia de imunofluorescência. O número de 
LC3 puntiforme fluorescente foi quantificado em ao menos 10 campos randômicos 
por cada amostra e expresso como a porcentagem da área de tecido ocupada. Os 
dados são apresentados como média ± SEM. *P < 0,05 pelo teste de Mann-Whitney. 
As imagens são representativas de três amostras de cada grupo de pacientes. BT: 
“borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso. Escalas: 20 μm (menores 
aumentos) e 10 μm (insertos). 
 
 

4.2   M. leprae inibe a geração de autofagossomos em macrófagos de lesões de 

pele de pacientes LL 

 

Nossos dados utilizando fragmentos de lesões de pele de pacientes com 

hanseníase indicaram a ativação da autofagia. Porém, quando analisadas tanto por 

microscopia eletrônica quanto por imunoperoxidase, os tipos celulares com essas 

características não foram definidos, embora muitas células apresentassem 
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características morfológicas compatíveis com macrófagos. Para confirmar que os 

macrófagos são capazes de ativar a autofagia em resposta à micobactéria, 

fragmentos de lesões de pele foram digeridos com dispase e colagenase, conforme 

protocolo previamente descrito por Moura e colaboradores (2007). Após o 

isolamento, as células foram cultivadas para a análise do fenótipo celular através da 

marcação para CD68, um conhecido marcador de macrófagos humanos (Falini et al. 

1993). Observamos que após 7 dias de cultura mais de 95% das células eram 

positivas para o CD68 nas imunofluorescências, não sendo observadas diferenças 

significativas quanto ao percentual de células CD68+ nas culturas de pacientes BT e 

LL (Figura 4.5A), e que as células isoladas expressam ambos CD68 e LC3 (Figura 

4.5B). 

 

 
Figura 4.5: Expressão de CD68 em macrófagos de lesões cutâneas de 
pacientes com hanseníase. (A e B) Macrófagos foram isolados de lesões cutâneas 
de pacientes BT e LL, e cultivados durante 7 dias em meio completo. As células 
foram fixadas e coradas como indicado. O DAPI foi utilizado para visualizar os 
núcleos (azul). As porcentagens de células CD68+ na imunofluorescência são 
mostradas. Os dados são apresentados como média ± SEM (BT, n = 3; LL, n = 3). 
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Escala: 25 μm. (B) Coexpressão de CD68 (vermelho) e LC3 (verde) em macrófagos 
de lesão cutânea de paciente com hanseníase. A imagem representativa é derivada 
de um paciente BT. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso. 
Escalas: 10 μm. 
 

As células não estimuladas derivadas dos pacientes BT apresentaram um 

maior número de LC3 puntiforme em relação às células dos pacientes LL (Figura 

4.6), através da análise por microscopia fluorescência. Para testar a hipótese de que 

as diferenças nos níveis de autofagia observadas entre os pacientes hansênicos são 

devido aos níveis de IFNγ nas lesões de pele, os macrófagos foram estimulados 

com IFNγ. A estimulação dos macrófagos de pacientes BT com o IFNγ induziu um 

aumento no número de células com LC3 puntiforme, quando comparados às células 

não estimuladas (Figura 4.6). Através da avaliação da marcação de LC3 puntiforme, 

foi possível observar que os macrófagos isolados dos pacientes BT foram mais 

sensíveis ao estímulo com IFN, quando comparados aos macrófagos oriundos de 

pacientes LL (Figura 4.6). A rapamicina foi utilizada como controle positivo (Figura 

4.6). A análise do número de LC3 puntiforme nos macrófagos de lesões de pele 

revelou uma maior expressão deste marcador de autofagia nos pacientes BT em 

relação aos pacientes LL, na ausência ou presença de IFNγ ou rapamicina (Figura 

4.6). 

Em seguida, um modelo in vitro com macrófagos derivados de monócitos da 

linhagem humana THP-1 e monócitos de indivíduos saudáveis foi utilizado para 

estudar a interação M. leprae–célula. Devido ao direcionamento de M. tuberculosis 

para autofagia e as contramedidas bacterianas serem processos dependentes de 

micobactérias ativas, nós infectamos ou estimulamos monócitos primários humanos 

e macrófagos derivados de THP-1 com M. leprae vivo ou morto marcados com PKH, 

respectivamente. 

M. leprae morto desencadeou um aumento do sinal pontual de LC3 em 

células THP-1 (Figura 4.7) e monócitos primários (Figura 4.8A e C), mas não em 

uma maneira dependente da multiplicidade de infecção (MOI). Com cargas 

bacterianas mais baixas (MOIs = 2 e 10), observou-se M. leprae morto em estreita 

associação com autofagossomos decorados com LC3-II em macrófagos THP-1 e 

monócitos derivados de sangue (Figuras 4.7 e 4.8A e C). Em alta concentração 

micobacteriana (MOI = 50), esta colocalização também foi detectada, mas sem 

diferenças significativas em relação as MOIs inferiores (Figuras 4.7 e 4.8A e C). 
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Em contraste, não observamos alterações na localização de LC3 quando 

células THP-1 e monócitos primários foram infectados com M. leprae (Figuras 4.7 e 

4.8A e C). Além disso, a colocalização entre M. leprae vivo e LC3-II foi menos 

observada em ambos os tipos de células e diminui de modo dependente da MOI 

utilizada (Figuras 4.7 e 4.8A e C). De fato, M. leprae viável induziu menos vesículas 

LC3-positivas do que as micobactérias mortas (Figuras 4.7 e 4.8A e C). 

Perguntamos a seguir se as micobactérias vivas poderiam inibir a ativação da 

autofagia desencadeada por M. leprae morto. Para este fim, infectamos os 

monócitos sanguíneos com micobactérias vivas e mortas marcadas com PKH 

simultaneamente (Figura 4.8B). Descobrimos que durante a infecção mista, M. 

leprae viável reduziu a marcação pontuada de LC3 de forma semelhante aos níveis 

observados para infecção com micobactérias vivas isoladas (Figura 4.8B-C). 

Adicionalmente, em células infectadas com ambos os tipos de bactérias 

(viáveis e mortas) a colocalização entre M. leprae e LC3-II foi diminuída em 

comparação com as células que continham apenas bactérias mortas, e foi mais 

proeminente com M. leprae morto, quando comparada a micobactérias vivas 

(Figuras 4.8B-C). O indutor de autofagia rapamicina foi utilizado como um controle 

positivo, levando a um acúmulo de LC3 puntiforme em ambos os tipos de células 

(Figuras 4.7 e 4.8A-C). Em conjunto, estes resultados sugerem que os níveis 

reduzidos de autofagia em macrófagos derivados de lesões de pacientes LL são um 

resultado da inibição pela infecção por M. leprae e que o IFNγ pode reverter este 

efeito. 
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Figura 4.6: Análise da expressão de LC3-II em macrófagos de lesões de pele de 
pacientes com hanseníase. Macrófagos de lesões de pele foram isolados de 
pacientes BT e LL e estimulados ou não (N.E.) com 10 ng de IFNγ ou 200 ng de 
rapamicina por 18 horas. A expressão de LC3 foi avaliada por microscopia de 
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imunofluorescência utilizando anticorpo para LC3 (verde), sendo o núcleo corado 
com DAPI (azul). As imagens de imunofluorescência foram quantificadas e as barras 
representam os valores médios do número de LC3 puntiforme por célula ± SEM (BT, 
n = 3; LL, n = 3). *P < 0,05, **P < 0,01, pelo teste de Kruskal-Wallis; ##P < 0,01, pelo 
teste de Mann-Whitney. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso. 
Escala: 25 μm. 
 

 
Figura 4.7: Análise da capacidade de indução de autofagia por M. leprae em 
macrófagos THP-1. Os macrófagos THP-1 derivados de monócitos foram 
infectados ou estimulados com M. leprae vivo ou morto marcado com PKH26 
(vermelho), respectivamente, em multiplicidade de infecção (MOI) de 2, 10 ou 50 
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micobactérias por célula durante 18 h. As células foram fixadas e foi realizada 
imunofluorescência para LC3 (verde) e DAPI (azul). O tratamento com rapamicina 
(200 ng/mL) foi utilizado como controle positivo. Calculou-se o número de LC3 
puntiforme por célula. Os perfis de colocalização entre M. leprae e LC3 foram 
quantificados e expressos como porcentagem de área celular. Os resultados 
representam a média ± SEM de quatro experimentos independentes. *P < 0,05, **P 
< 0,01, ***P < 0,001, pelo teste de Kruskal-Wallis; ##P < 0,01, ###P < 0,001, pelo 
teste de Mann-Whitney. N.E.: células não estimuladas. Escala: 10 μm. 
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Figura 4.8: Formação de autofagossomos em monócitos humanos primários 
estimulados e/ou infectados com M. leprae. (A) Monócitos derivados de sangue 
de dadores saudáveis foram cultivados na presença ou ausência de M. leprae vivo 
(MLV) marcado com PKH (azul) ou morto (MLM, marcado em vermelho); ou vivo e 
morto (B), em multiplicidade de infecção (MOI) de 10 ou 50 micobactérias por célula 
durante 18 h. As células foram fixadas e a imunofluorescência para LC3 (verde) e 
DAPI (ciano) foi realizada através de seccionamento óptico utilizando iluminação 
estruturada. O tratamento com rapamicina (200 ng/mL) foi utilizado como controle 
positivo. N.E.: células não estimuladas. (C) Calculou-se o número de LC3 puntiforme 
por célula. Os perfis de colocalização entre M. leprae e LC3 foram quantificados e 
expressos em porcentagem de área celular. Os resultados representam a média ± 
SEM de três experimentos independentes. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, pelo 
teste de Kruskal-Wallis; #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001, pelo teste de Mann-
Whitney. Escala: 20 μm. 

 

4.3   O IFN restaura o fluxo autofágico inibido por M. leprae em macrófagos de 

lesões de pele de pacientes LL 

 

Conforme demonstrado anteriormente, o acúmulo de LC3-II foi predominante 

em células de lesões de pele de pacientes BT. No entanto, este acúmulo pode ser 

devido a uma geração aumentada de autofagossomos ou a uma degradação 

reduzida da carga autofágica nos autolisossomos. Para distinguir estes passos uns 

dos outros, monitoramos o fluxo autofágico em células de lesão cutânea através da 

mensuração dos níveis intracelulares de receptores SLR. As proteínas dialisadas de 

fragmentos de pele de hanseníase foram avaliadas por ensaios comerciais de ELISA 

para SQSTM1/p62 e NBR1. A análise dos níveis intracelulares de SLR revelou um 

acúmulo significativo tanto de SQSTM1/p62 como de NBR1 em células de lesões de 
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pele de pacientes LL quando comparadas às amostras de pacientes BT, indicando 

uma alteração no fluxo autofágico em pacientes LL (Figura 4.9). 

 
 
Figura 4.9: Níveis de NBR1 e SQSTM1/p62 em células de lesão de pele de 
pacientes com hanseníase. Fragmentos de lesões de pele foram obtidos de 
pacientes com as formas clínicas BT ou LL e após a extração de proteínas, os níveis 
intracelulares de NBR1 e SQSTM1/p62 foram avaliados usando kits comerciais de 
ELISA. As barras representam os valores médios ± SEM dos níveis SQSTM1/p62 
(BT, n = 5; LL, n = 4) e NBR1 (BT, n = 6; LL, n = 4). *P < 0,05 pelo teste de Mann-
Whitney. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso. 

 

O comprometimento da maturação autofagossomal acima mencionado foi 

ainda investigado em macrófagos de lesões de pele por microscopia de 

fluorescência. Para este fim, macrófagos derivados de pele de pacientes com 

hanseníase foram submetidos a indução autofágica e incubados com o corante 

acidotrópico LysoTracker para corar os lisossomos acidificados e marcados com 

anticorpos para M. leprae e autofagossomos. Como mostrado na Figura 4.10, nos 

macrófagos não tratados de pacientes BT foram observados numerosos pontos de 

LC3, alguns dos quais em justaposição com lisossomos corados por LysoTracker e 

com o antígeno LAM da parede celular de M. leprae. Em contraste, apenas alguns 

LC3 puntiformes foram detectados em macrófagos não estimulados de pacientes LL, 

e a colocalização entre LC3, LysoTracker e LAM foi menos observada (Figura 4.11). 

De forma interessante, em ambos macrófagos de pele de pacientes BT e LL, a 
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indução de autofagia com IFN foi capaz de promover a colocalização de 

autofagossomos decorados por LC3-II com lisossomos LysoTracker positivos e LAM 

de M. leprae (Figuras 4.10 e 4.11). Foi demonstrado também que em macrófagos 

derivados das lesões de pele de pacientes LL, a indução fisiológica ou farmacológica 

de autofagia levou a uma estreita aposição do corante LysoTracker com 

autofagossomos LC3 positivos contendo M. leprae (Figura 4.11).  

 
Figura 4.10: Avaliação do fluxo autofágico em macrófagos de pele de pacientes 
BT. Os macrófagos foram isolados de lesões cutâneas de pacientes BT e incubados 

em meio completo com IFN (10 ng/mL). Dezoito horas após a incubação, as células 
foram incubadas com LysoTracker (500 nM, vermelho) durante 30 min e depois 
fixadas e marcadas para LC3 (verde), M. leprae LAM (azul) e DAPI (branco). 
Cabeças de seta indicam perfis de colocalização de três canais. A análise de 
colocalização das imagens de imunofluorescência foi realizada como indicado e 
expressa como porcentagem da área celular ocupada. Os resultados representam a 
média ± SEM de três experimentos independentes. BT: “borderline” tuberculoide. 
N.E.: células não estimuladas. Escala: 20 μm. 
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Figura 4.11: Avaliação do fluxo autofágico em macrófagos de lesão de pele de 
pacientes LL. Os macrófagos foram isolados de lesões cutâneas de pacientes LL e 

incubados em meio completo com IFN (10 ng/mL) ou rapamicina (200 ng/mL), ou 
em PBS (privação de nutrientes). Dezoito horas após a incubação, as células foram 
incubadas com LysoTracker (500 nM, vermelho) durante 30 min e depois fixadas e 
marcadas para LC3 (verde), M. leprae LAM (azul) e DAPI (branco). Cabeças de seta 
indicam perfis de colocalização de três canais. A análise de colocalização das 
imagens de imunofluorescência foi realizada como indicado e expressa como 
porcentagem da área celular ocupada. Os resultados representam a média ± SEM 
de três experimentos independentes. LL: lepromatoso lepromatoso. N.E.: células 
não estimuladas. PN: privação de nutrientes. Escala: 20 μm. 

 

Em seguida, nós analisamos a expressão de dois peptídeos antimicrobianos 

lisossomais da via de autofagia mediada por IFN/vitamina D, que se translocam 

para os autolisossomos durante o processo autofágico. 

A análise por RT-qPCR demonstrou que as células de lesões de pele de 

pacientes BT, em comparação com as de pacientes LL, apresentaram um aumento 

na expressão do RNAm de CAMP e DEFB4A (Figura 4.12). 
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Figura 4.12: Expressão de CAMP e DEFB4A em lesões de pele de pacientes LL 
e BT. Os RNAsm purificados de lesões cutâneas de pacientes BT e LL foram 
analisados quanto à expressão de catelicidina (CAMP) e β-defensina 2 (DEFB4A) 
por RT-qPCR. Os dados de expressão gênica foram normalizados com GAPDH e os 
níveis de RNAm são expressos como unidades arbitrárias (AU). As barras 
representam os valores médios ± SEM de seis amostras independentes de cada 
grupo de pacientes. *P < 0,05, **P < 0,01, pelo teste de Mann-Whitney. BT: 
“borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso. 

 

Anteriormente, a infecção com M. leprae vivo, mas não com o morto, interfere 

na geração de autofagossomos, assim como as micobactérias vivas inibem o fluxo 

autofágico. Assim, nós investigamos se a viabilidade micobacteriana é necessária 

para este bloqueio da maturação autofagossomal. Nós observamos uma diminuição 

da formação de autolisossomos em monócitos sanguíneos infectados com M. leprae 

vivo, bem como uma redução do direcionamento das micobactérias para os 

autofagossomos e lisossomos (Figura 4.13). Em contraste, M. leprae morto foi 

altamente direcionado para autofagossomos e lisossomos em monócitos primários, 

e o desenvolvimento de autolisossomos foi aumentado significativamente na 

presença de micobactérias mortas (Figura 4.13). Além disso, em células infectadas 

com ambos os tipos de bactérias, o fluxo autofágico foi reduzido em comparação 

com a infecção por bactérias mortas e o direcionamento micobacteriano para a via 

autofágica foi mais notável com as micobactérias mortas, quando comparadas com 

as vivas (Figura 4.13). Juntos, os presentes resultados demonstraram que os 

autofagossomos acumulados em grande número nos macrófagos de pele de 

pacientes BT, maturam em autolisossomos. Nos macrófagos de pele de pacientes 
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LL, no entanto, enquanto o fluxo autofágico é inibido por M. leprae, ele pode ser 

restaurado por tratamento com IFN, ou com outros indutores de autofagia. 

 

 
Figura 4.13: Avaliação do fluxo autofágico em monócitos estimulados e/ou 
infectados com M. leprae. Monócitos derivados do sangue de dadores saudáveis 
foram cultivados na presença ou ausência de M. leprae vivo (MLV) marcado com 
PKH (azul), morto (MLM, marcado em vermelho), ou vivo e morto, em multiplicidade 
de infecção de 50 micobactérias por célula. Dezoito horas após a incubação, as 
células foram incubadas com LysoTracker (500 nM, branco) durante 30 min e depois 
fixadas, marcadas para LC3 (verde) e DAPI (ciano), e imageadas através de 
seccionamento óptico utilizando iluminação estruturada. Cabeças de seta indicam 
perfis de colocalização de três canais. A análise de colocalização das imagens de 
imunofluorescência foi realizada como indicado e expressa como porcentagem da 
área celular ocupada. Os resultados representam a média ± SEM de três 
experimentos independentes. *, #, º, indicam perfis de colocalização entre LC3 e 
LysoTracker, M. leprae e LC3, e M. leprae e LysoTracker, respectivamente. *P < 
0,05, **P < 0,01; #P < 0,05, ##P <0,01; ºP < 0,05, pelo teste de Mann-Whitney. 
Escala: 20 μm. 

 

4.4 Perfis de expressão gênica das lesões revelaram uma regulação 

diferenciada dos genes associados à autofagia entre pacientes BT e LL 

 

Os resultados descritos acima indicaram que a resposta autofágica foi maior 

nas células de lesões cutâneas, incluindo os macrófagos, dentro do grupo da forma 

auto-limitada de BT versus a forma disseminada LL. Para identificar os componentes 

da maquinaria autofágica envolvida na resposta celular à infecção por M. leprae, nós 

examinamos a regulação transcricional dos genes ATG, o que pode fornecer dados 

correlativos relacionados à indução da autofagia. Para esta finalidade, RNAms 

isolados de lesões de pele com hanseníase foram analisados por RT-qPCR para 
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obter os perfis de expressão gênica utilizando um kit de PCR “array” da via de 

autofagia. 

Como mostrado na Figura 4.14 e no Apêndice A, os perfis de expressão de 

células de lesões cutâneas revelaram uma forte regulação positiva de vários genes 

relacionados com o processo de autofagia em pacientes BT (76% dos genes) versus 

pacientes LL (14%) pela análise de “fold-change”. Estes genes estão envolvidos na 

formação de autofagossomos (33% dos genes em pacientes BT versus 5% dos 

genes em pacientes LL), regulação da autofagia (40% dos genes em pacientes BT 

versus 9% dos genes em pacientes LL), função ou vias lisossomais (2% dos genes 

em pacientes BT versus 0% dos genes em pacientes LL) e regulação lisossomal 

(2% dos genes em pacientes BT versus 1% dos genes em pacientes LL) (Figura 

4.14A e Apêndice A) por meio de uma classificação funcional da via autolisossomal 

previamente descrita por Jegga e colaboradores (2011). 

Em adição, além do aumento pelo “fold-change”, as lesões de pacientes BT 

apresentaram uma expressão significativamente aumentada de cinco genes em 

comparação com as lesões de pacientes LL (Figura 4.14A e Apêndice A). Verificou-

se que as lesões de pacientes BT têm uma expressão significativa de: BECN1 e 

ATG14 (também conhecido como BARKOR), dois membros do complexo PIK3C3, o 

qual está envolvido na nucleação e montagem da membrana de isolamento, assim 

como na maturação autofagossomal (Pattingre et al. 2005, Liang et al. 2008, Sun et 

al. 2008, Diao et al. 2015); GPSM3, que está envolvido na ativação da via autofágica 

mediada pela proteína G (Blumer & Lanier 2014); APOL1, um componente da família 

gênica que possui um único domínio BH3 e que está associado à indução autofágica 

(Wan et al. 2008); e TPR, um regulador nuclear da ativação da autofagia (Funasaka 

et al. 2012) (Figura 4.14A e B e Apêndice A). Além disso, também encontramos uma 

expressão aumentada de vários outros genes que fazem parte da maquinaria 

autofágica central em amostras de pacientes BT, tais como: os membros do 

complexo ATG1 / ULK (ULK1 / 3 e 4), o primeiro complexo que regula a montagem 

dos autofagossomos; sistema de ciclagem de ATG9 (ATG2A / B, ATG9A e WIPI1), 

que tem um papel no fornecimento de membranas para a expansão dos fagóforos; 

complexo PIK3 (PIK3C3 e PIK3R4), que participa do estágio de nucleação da 

vesícula e promove o recrutamento de proteínas de ligação à PI3P para o sítio de 

biogênese do fagóforo; sistemas de conjugação ATG8 (ATG3, ATG4A / B / C / D, 

ATG7, GABARAP, GABARAPL2, MAP1LC3A / B e C) e ATG12 (ATG5, ATG7, 

ATG10, ATG12, ATG16L1 e L2), que estão envolvidos na expansão da vesícula; e 
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os componentes lisossomais (LAMP1 / 2 e 3), que são necessários para a etapa de 

fusão autofagossomo-lisossomo (Figura 4.14B e Apêndice A) (He & Klionsky 2009, 

Feng et al. 2014).  

Por outro lado, nas lesões de pacientes LL, a análise de “fold-change” revelou 

uma expressão mais elevada de um conjunto de genes envolvidos principalmente na 

supressão de autofagia tais como FRS2, que codifica para uma proteína adaptadora 

ancorada à membrana, a qual suprime a autofagia através da ativação de mTOR 

mediada por PI3K / Akt1 (Lin et al. 2011), EIF4EBP2 e GBL (também conhecido 

como MSLT8), dois constituintes do complexo mTOR que em conjunto contribuem 

para a inibição da autofagia (Weichhart et al. 2015), e o gene anti-apoptótico BCL2, 

que inibe a autofagia dependente de BECN1 (Pattingre et al. 2005). Além de outros 

genes como ULK2, um membro do complexo Atg1 / ULK (Feng et al. 2014), 

SH3GLB2, um componente do complexo de curvatura da membrana de isolamento 

(Behrends et al. 2010), GABARAPL1, um membro do sistema de conjugação ATG8 

(Feng et al. 2014), DRAM (também conhecido como DRAM1), que codifica para uma 

proteína lisossomal de membrana, que é necessária para a autofagia induzida por 

p53 (Crighton et al. 2006), WIPI2 e WDR45L (também conhecido como WDR45B ou 

WIPI3), dois componentes do sistema de ciclagem de ATG9 (Deretic et al. 2013, 

Feng et al. 2014), e SEC16B e SEC23A, dois componentes do sistema de transporte 

de vesículas mediado por COPII, que são necessários para o tráfego de membranas 

durante a formação dos autofagossomos em leveduras e em células de mamíferos 

(Figura 4.14B e Apêndice A) (He & Klionsky 2009, Graef et al. 2013). 

Além disso, os genes diferencialmente modulados nas lesões de pele de 

hanseníase foram submetidos à análise de interações gene-gene usando a base de 

dados STRING. Os mapas da rede de genes aumentados em lesões de hanseníase 

revelaram um maior número de interações entre genes associados à autofagia em 

pacientes BT do que entre pacientes de LL (Figura 4.14C). 

As análises de enriquecimento de vias canônicas por ontologia gênica e 

ortologia, mostraram que as lesões de pacientes BT foram predominantemente 

enriquecidas para termos de GO associados à autofagia e para anotações de vias 

autofágicas na base de genes KEGG, como exemplo macroautofagia, montagem de 

autofagossomos, regulação de autofagia, etc, quando comparadas com as lesões de 

pacientes LL (não mostrado). 
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Figura 4.14: Perfis de expressão gênica autofágica das lesões de hanseníase. 
(A e B) Os RNAsm purificados de lesões cutâneas de pacientes BT e LL foram 
analisados por RT-qPCR utilizando um kit de PCR “array” da via de autofagia. (A) Os 
genes relacionados à autofagia diferencialmente expressos entre os grupos de 
hanseníase foram subcategorizados. Os valores de “fold” e de P dos genes com 
expressão aumentada nas lesões de pacientes BT foram tabulados (dados 
completos no Apêndice A).  O limiar de significância estatística foi estabelecido em P 
< 0,05. (B) “Heat map” mostrando a análise de expressão de genes relacionados à 



90 
 

autofagia em pacientes com hanseníase. Cada linha representa um doador. A 
distância entre os indivíduos indica o grau de separação entre os pacientes. Os 
asteriscos indicam genes com expressão diferencial. Os dados são representativos 
de quatro amostras de pacientes BT e sete amostras de pacientes LL. (C) Rede de 
interação gênica de autofagia em lesões de pele de pacientes BT e LL. Genes com 
expressão diferencial nas lesões de hanseníase pela análise de PCR “array” foram 
visualizados por STRING. A exibição da rede foi feita no modo de ação. Nesta visão, 
linhas coloridas e estilos de seta entre os genes indicam os vários tipos de 
interações. Nódulos representam genes. As ligações representam associações 
gene-gene. Os mapas de interação são representativos de quatro amostras de 
pacientes BT e sete amostras de pacientes LL. BT: “borderline” tuberculoide; LL: 
lepromatoso lepromatoso. 

 

Como mostrado acima, a análise por PCR “array” revelou que os genes pró-

autofágicos estavam expressos de forma proeminente nas lesões de pacientes BT. 

Em contraste, a expressão de genes anti-autofágicos predominou nas células de 

lesões de pacientes LL. Curiosamente, o gene mais aumentado nas células de 

lesões de pacientes BT foi BECN1, um iniciador primordial da autofagia em 

mamíferos. Enquanto nas células de lesões de pacientes LL, foi determinada uma 

expressão mais elevada de BCL2, que inibe a autofagia por ligação e sequestro de 

BECN1 do complexo PIK3 de classe III. Nós hipotetizamos que a relação BECN1 / 

BCL2 pode estar alterada durante a infecção por M. leprae. Para investigar este 

processo, os níveis das proteínas BECN1 e BCL2 foram avaliados nas lesões 

cutâneas de hanseníase por western blot. Inesperadamente, ao contrário dos níveis 

de RNAm, a expressão de BECN1 foi altamente variável nas lesões de hanseníase, 

sem diferenças significativas entre os pacientes com as formas clínicas BT e LL 

(Figura 4.15). Em contraste, os níveis de BCL2 foram significativamente aumentados 

nas lesões de pacientes LL versus pacientes BT (Figura 4.15). 

A interação BECN1 / BCL2 foi ainda investigada em macrófagos de lesões de 

pele por microscopia de imunofluorescência. A localização da proteína BCL2 tem 

sido relatada em vários compartimentos celulares, incluindo o envelope nuclear, ER 

e membranas mitocondriais, mas apenas a BCL2 do ER é capaz de inibir autofagia. 

Em macrófagos derivados da pele de pacientes BT, observamos a expressão de 

BCL2 principalmente nos núcleos, sem associação com a marcação citoplasmática 

de BECN1 (Figura 4.16). No entanto, além da marcação nuclear de BCL2 nos 

macrófagos de pacientes LL, foram observados pontos citosólicos de BCL2 em 

colocalização com expressão de BECN1, o que pode representar a BCL2 do ER 

(Figura 4.16). Coletivamente, esses resultados fornecem evidências de que o 
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aumento de BCL2 prejudica a autofagia dependente de BECN1 nos macrófagos de 

lesões de pele de pacientes LL, contribuindo para o aumento da carga bacilar. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.15: Expressão de BECN1 e BCL2 em células de lesões cutâneas de 
pacientes BT e LL. Proteínas foram obtidas de lesões de pele de pacientes com as 
formas clínicas BT ou LL e analisadas por western blot com anticorpos anti-BECN1 e 
anti-BCL2. Um anticorpo anti-GAPDH foi utilizado como controle de carregamento 
proteico. A análise densitométrica foi realizada e as razões BECN1 / GAPDH (BT, n 
= 6; LL, n = 5) e BCL2 / GAPDH (BT, n = 4; LL, = 4) foram expressas como unidades 
arbitrárias (AU). As barras representam os valores médios ± SEM. * P <0, 05, pelo 
teste de Mann-Whitney. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso lepromatoso.  
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Figura 4.16: Expressão de BCL2 e BECN1 em macrófagos de lesões de pele de 
pacientes com hanseníase. Os macrófagos foram isolados de lesões cutâneas de 
pacientes BT e LL e cultivados durante 7 dias em meio completo. As células foram 
fixadas e marcadas para BECN1 (vermelho), BCL2 (verde) e DAPI (azul). Os perfis 
de colocalização entre os pontos de BCL2 citosólicos e BECN1 foram quantificados 
e expressos como porcentagem da área celular ocupada. A expressão de BCL2 
associada ao compartimento nuclear foi excluída das análises. Os resultados 
representam a média ± SEM de três experimentos de imunofluorescência. ** P < 
0,01, pelo teste de Mann-Whitney. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso 
lepromatoso. Escala: 10 μm. 

  

4.5   A reação reversa altera o perfil autofágico dos pacientes LL   

 

Os pacientes lepromatosos com lesões RR exibem modificações no seu 

estado imunológico, deslocando-se do perfil Th2 anterior para um perfil Th1 em 

conjunção com uma forte resposta mediada por células contra M. leprae, formação 

de granuloma, produção de IFN e redução da carga bacilar, fazendo que se 
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assemelhem a lesões de BT ou RR em paucibacilares (Pinheiro et al. 2011, Andrade 

et al. 2015). 

Foi então considerado se a ativação da autofagia poderia desempenhar um 

papel nesta eliminação de micobactérias conduzida por citocinas durante a RR 

multibacilar. Para analisar a autofagia neste processo, avaliou-se a regulação 

transcricional dos genes ATG por RT-qPCR “array” em pacientes multibacilares 

lepromatosos com ou sem episódios de RR. Conforme ilustrado na Figura 4.17 e no 

apêndice B, os perfis de expressão gênica de células de lesões cutâneas de 

pacientes LL e RR revelaram uma modulação equilibrada dos genes relacionados ao 

processo autofágico, mostrando uma expressão aumentada de 40% e 32% dos 

genes, respectivamente, pela análise de “fold-change”. Estes genes aumentados 

estão envolvidos na formação de autofagossomos (18% dos genes em pacientes LL 

versus 7% dos genes em pacientes RR), regulação da autofagia (20% dos genes em 

pacientes LL versus 25% dos genes em pacientes RR), função ou vias lisossomais 

(1% dos genes em pacientes LL versus 0% dos genes em pacientes RR), e 

regulação lisossomal (1% dos genes em pacientes LL versus 0% dos genes em 

pacientes RR) (Figura 4.17A e Apêndice B) (Jegga et al. 2011). 

Adicionalmente à análise por “fold-change”, as células de lesões de pacientes 

RR mostraram uma expressão significativa de três reguladores da autofagia, em 

comparação com as de pacientes LL: TPR, que regula a ativação da autofagia 

(Funasaka et al. 2012); GFI1B, que codifica para um regulador transcricional que 

interage com BECN1 e suprime a transcrição de BCL2L1 (Bcl-xL), provavelmente 

induzindo autofagia (Lim et al. 2006, Kuo & Chang 2007); e GNAI3, uma GTPase 

que fica ancorada na membrana dos autofagossomos, modulando positiva- ou 

negativamente a autofagia, e é um requisito para a autofagia induzida por TNF 

(Figura 4.17A e B e Apêndice B) (Wu et al. 2014). Curiosamente, os cinco genes 

significativamente “up”-regulados nas lesões de pacientes BT (BECN1, GPSM3, 

ATG14, APOL1 e TPR) também estão aumentados nas lesões de pacientes RR 

(Figura 4.18), de acordo com a análise de “fold-change”. Da mesma forma, os três 

genes significativamente aumentados em pacientes RR (TPR, GFI1B e GNAI3) 

também foram “up”-regulados em pacientes BT (Figura 4.18). A árvore hierárquica 

resultante da análise dos genes “up”-regulados nas lesões de pacientes BT, LL e 

RR, revelou uma maior proximidade entre os perfis de expressão gênica autofágica 

dos pacientes BT e RR (Figura 4.18). Conforme mostrado na Figura 4.17B e no 
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Apêndice B, BCL2L1 (também conhecido como Bcl-xL) foi o gene mais aumentado 

nas lesões de pacientes LL. Como ocorre com seu parceiro de família, BCL2, 

também “up”-regulado nas lesões de pacientes LL, BCL2L1 inibe a autofagia 

mediada por BECN1 bloqueando a ruptura de sua ligação à BECN1 (Pattingre et al. 

2005, Maiuri et al. 2007). Além disso, a análise por “fold-change” revelou uma 

expressão elevada de outros genes, tais como: ULK2, um membro do complexo 

Atg1 / ULK (Feng et al. 2014); EIF4G1, um dos componentes do complexo de 

tradução EIF4 que bloqueia a autofagia (Ramírez-Valle et al. 2008); e WIPI2, um 

componente do sistema de ciclagem de ATG9 (Figura 4.17B e Apêndice B) (Feng et 

al. 2014). 
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Figura 4.17: Perfis de expressão de genes da via de autofagia em células de 
lesões de pele de pacientes multibacilares lepromatosos com ou sem RR. (A e 
B) Os RNAsm purificados de lesões cutâneas de pacientes LL e RR foram 
analisados por RT-qPCR utilizando um kit de PCR “array” da via de autofagia. (A) Os 
genes relacionados à autofagia diferencialmente expressos entre os grupos de 
hanseníase foram subcategorizados. Os valores de “fold” e P dos genes com 
expressão aumentada nas lesões de pacientes RR foram tabulados (dados 
completos no Apêndice B). O limiar de significância estatística foi estabelecido em P 
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< 0,05. (B) “Heat map” mostrando a análise de expressão de genes relacionados à 
autofagia em pacientes com hanseníase. Cada linha representa um doador. A 
distância entre os indivíduos indica o grau de separação entre os pacientes. Os 
asteriscos indicam genes com expressão diferencial. Os dados são representativos 
de sete amostras de cada grupo de pacientes. (C) Rede de interação gênica de 
autofagia em lesões de pele de pacientes LL e RR. Genes com expressão 
diferencial nas lesões de hanseníase pela análise de PCR “array” foram visualizados 
por STRING. A exibição da rede foi feita no modo de ação. Nesta visão, linhas 
coloridas e estilos de seta entre os genes indicam os vários tipos de interações. 
Nódulos representam genes. As ligações representam associações gene-gene. Os 
mapas de interação são representativos de sete amostras de cada grupo de 
pacientes. LL: lepromatoso lepromatoso; RR: reação reversa. 
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Figura 4.18: Perfis de expressão de genes da via de autofagia em células de 
lesões de pele de pacientes BT, LL e RR. (A e B) Os RNAsm purificados de lesões 
cutâneas de pacientes BT, LL e RR foram analisados por RT-qPCR utilizando um kit 
de PCR “array” da via de autofagia. “Heat map” mostrando a análise de expressão 
de genes relacionados à autofagia em pacientes com hanseníase. O “Heat map” 
mostra dendrogramas (árvore hierárquica) para os pacientes utilizados em um eixo, 
e os genes avaliados no segundo eixo. O comprimento vertical dos ramos do 
dendrograma representa o grau de separação entre os indivíduos. Cada coluna 
representa um doador. Os dados são representativos de quatro (BT) e sete (LL e 
RR) amostras de pacientes. BT: “borderline” tuberculoide; LL: lepromatoso 
lepromatoso; RR: reação reversa. 

 

Como mencionado acima, os genes autofágicos foram modulados de forma 

semelhante em pacientes LL e RR, revelando uma regulação positiva de moléculas 

chave da autofagia em ambos os grupos de hanseníase. As lesões de pacientes LL 

apresentaram uma expressão elevada de MAP1LC3B / B2, ATG4A / C / D, 

ATG16L1 / L2, ATG9A, GABARAPL2, ULK3, LAMP1, SQSTM1, ATG2A e B, que em 

sua maioria, são genes da maquinaria central autofágica (Feng et al. 2014). Por 

outro lado, BECN1L1 (BECN2), um homólogo específico de BECN1 que é 

encontrado em mamíferos, e que interage com BCL2 e os componentes do 

complexo PIK3C3, promovendo a ativação da autofagia (He et al. 2013), UVRAG, 

um membro do subcomplexo PIK3C3 que se associa com BECN1, e é necessário 

para formação e maturação dos autofagossomos (Liang et al. 2008), e MAP1LC3A / 

C e ULK4, que são componentes da maquinaria central autofágica (Feng et al. 

2014), aumentaram em lesões de pacientes RR (Figura 4.17B e Apêndice B). 

Embora essas interações também tenham sido observadas em pacientes 

acometidos pela RR, quando analisadas para conexões gene-gene através de 

STRING, as lesões de pacientes LL mostraram mais interações entre os genes de 

autofagia. No entanto, associações entre genes anti-apoptóticos foram observadas 

exclusivamente em amostras de pacientes LL (Figura 4.17C). De fato, a pesquisa 

por anotações de GO ou ortologia para a via de autofagia, no conjunto de genes 

aumentados nas lesões cutâneas de hanseníase, revelou um predominante 

enriquecimento de termos de GO associados à autofagia e anotações de vias 

autofágicas (KEGG) nas amostras de pacientes LL, em comparação com as 

amostras dos pacientes RR (não mostrado). 

Como mostrado acima, não ficou claro se a análise de dados por PCR 

forneceu resultados correlativos sobre a ativação da autofagia majoritariamente em 
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pacientes acometidos pela RR ao invés de pacientes diagnosticados com a forma 

LL, em oposição ao que foi observado entre as lesões de pacientes BT versus 

pacientes LL (Figura 4.14, Figura 4.17 e Apêndices A e B). Assim, para confirmar 

que a resposta autofágica aumenta durante a ocorrência de episódios de RR em 

pacientes com hanseníase multibacilar, nós determinamos a expressão da proteína 

autofágica LC3 nas lesões de pacientes RR e LL. A análise por imunohistoquímica 

revelou que a detecção da LC3 endógena foi proeminente em pacientes LL que 

desenvolveram RR, quando comparados com pacientes não-reacionais (Figura 

4.19).  

 

 
Figura 4.19: Expressão de LC3 em células de lesões de pele de pacientes 
multibacilares lepromatosos com ou sem RR. Fragmentos de lesões de pele 
foram obtidos de pacientes com as formas clínicas LL e RR e a expressão de LC3 
foi avaliada pela técnica de imunohistoquímica contrastada com hematoxilina, 
utilizando um anticorpo anti-LC3. A quantificação das células LC3+ foi feita através 
da razão entre as áreas de tecido marcadas e total, em ao menos 10 campos 
randômicos por cada amostra, utilizando o programa Image-Pro Plus e os resultados 
são apresentados como média ± SEM. *P < 0,05 pelo teste de Mann-Whitney. As 
imagens são representativas de três (RR) e quatro (LL) amostras de pacientes. RR: 
reação reversa; LL: lepromatoso lepromatoso. AU: unidades arbitrárias. Escalas: 50 
µm (esquerda) e 25 (direita) µm. 
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Além disso, a marcação por imunofluorescência mostrou maior formação de 

LC3 puntiforme em macrófagos de lesões de pele de pacientes RR, quando 

comparados aos macrófagos de pacientes LL (Figura 4.20). Após a estimulação com 

IFN, nós observamos um forte acúmulo de grandes pontos de LC3 em macrófagos 

de pacientes RR. Nos macrófagos derivados das lesões de pacientes LL, a 

formação de vesículas LC3-positivas aumentou após o tratamento com IFN, porém 

em menor extensão quando comparados aos macrófagos de pacientes RR (Figura 

4.20). Em conjunto, nossos resultados indicam que de forma semelhante às lesões 

paucibacilares, a autofagia é “up”-regulada durante a ocorrência da RR. 

 

 
Figura 4.20: Expressão de LC3-II em macrófagos de lesões de pele de 
pacientes multibacilares lepromatosos com ou sem reação. Os macrófagos de 
lesões de pele foram isolados de pacientes LL e RR e estimulados ou não (N.E.) 
com 10 ng de IFNγ por 18 horas. A expressão de LC3 foi avaliada por microscopia 
de imunofluorescência utilizando anticorpo para LC3 (verde), sendo o núcleo corado 
com DAPI (azul). As imagens de imunofluorescência foram quantificadas e as barras 
representam os valores médios do número LC3 puntiforme por célula ± SEM (LL, n = 
3; RR, n = 3). *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, pelo teste de Mann-Whitney. RR: 
reação reversa; LL: lepromatoso lepromatoso. Escala: 50 μm. 
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo detalha o envolvimento da autofagia na imunopatogênese 

da hanseníase. Nós demonstramos que na forma multibacilar da doença o 

comprometimento da via autofágica pode contribuir significativamente para a 

sobrevivência dos bacilos dentro das células hospedeiras, e esse efeito foi revertido 

durante os episódios de reação reversa. 

A hanseníase é um modelo único para estudar respostas imunes polarizadas 

em seres humanos. No início dos anos 90, os imunologistas acreditavam que a 

dicotomia Th1-Th2 seria suficiente para explicar as duas formas polares da doença 

em pacientes com hanseníase. Apesar do predomínio de resposta Th1 em pacientes 

paucibacilares e Th2 nos multibacilares, os estudos mais recentes demonstraram 

que a imunidade inata contribui significativamente para o desfecho clínico em 

pacientes com hanseníase. A análise das vias funcionais relacionadas com a 

resposta de macrófagos na hanseníase indica que a via de fagocitose é proeminente 

na forma clinicamente progressiva LL, enquanto que a via antimicrobiana 

dependente da vitamina D predomina na forma autolimitada BT e nos pacientes que 

desenvolveram RR. A vitamina D tem sido implicada na indução de autofagia, que, 

por sua vez, está associada ao controle intracelular de M. tuberculosis (Gutierrez et 

al. 2004, Singh et al. 2006, Harris et al. 2007, Shin et al. 2010, Fabri et al. 2011, 

Castillo et al. 2012, Watson et al. 2012). Além disso, IFN e TNF, duas citocinas que 

estão em níveis elevados nos pacientes BT, são capazes de induzir autofagia. Por 

outro lado, a IL-10 que é predominante na forma clínica LL, apresenta efeito inibitório 

sobre a autofagia (Yamamura et al. 1991, Sieling & Modlin 1994, Gutierrez et al. 

2004, Djavaheri-Mergny et al. 2006, Singh et al. 2006, Harris et al. 2007, Montoya et 

al. 2009, Fabri et al. 2011, Park et al. 2011).  

Há inúmeras evidências do envolvimento da autofagia na imunopatogênese 

da hanseníase, no entanto, desde a descoberta de M. leprae em 1863 por Armauer 

Hansen (Hansen 1874) e da primeira descrição da autofagia em 1957 por Sam L. 

Clark (Clark 1957), uma relação direta entre a hanseníase e a autofagia ainda não 

havia sido demonstrada. Parte disso se deve ao fato de M. leprae não ser cultivável 

em meios de cultura artificiais como as outras micobactérias e possuir um 

prolongado ciclo de crescimento, dificultando sua obtenção e a realização de 

ensaios de viabilidade como o CFU (Vissa & Brennan 2001). Os modelos animais de 
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propagação de M. leprae, como a infecção de tatus ou camundongos, fornecem 

recursos básicos para estudos genéticos, metabólicos e antigênicos do bacilo, assim 

como permitem a realização de testes de sensibilidade aos medicamentos 

antimicrobianos. No entanto, a viabilidade de M. leprae obtido de diferentes fontes é 

muito variável e práticas laboratoriais padrão, tais como a incubação a 37ºC, 

rapidamente reduzem a viabilidade desta micobactéria, que possui preferência por 

temperaturas mais baixas (Scollard et al. 2006). 

No presente trabalho, avaliamos se a autofagia poderia ser diferencialmente 

regulada nas formas polares da doença e observamos um aumento da expressão de 

LC3-II em células de lesões cutâneas de pacientes BT, demonstrando que nestes 

pacientes a autofagia pode ser a responsável pela baixa carga bacilar. Em contraste, 

em pacientes LL a expressão de LC3-II foi reduzida. A análise da ultraestrutura de 

células presentes em lesões de pacientes com diferentes formas clínicas da 

hanseníase demonstrou uma maior quantidade de autofagossomos com bactérias 

no interior em amostras de pacientes BT em comparação com as lesões de pele de 

pacientes LL. Nesta, observamos uma maior quantidade de bactérias em 

fagossomos de uma única membrana e raras bactérias em autofagossomos. Nas 

amostras dos pacientes BT, foi possível a visualização de debris celulares no interior 

de autofagossomos, que eram sugestivos de bactérias degradadas. Apesar da 

análise por microscopia eletrônica ser uma metodologia amplamente utilizada para 

monitorar a autofagia, algumas desvantagens técnicas limitam o seu uso, como a 

presença de artefatos. Além disso, dependendo da etapa autofágica, nem sempre é 

possível a observação de vacúolos de dupla membrana, como no estágio de 

anfissomo. Por vezes, a dupla membrana presente nos autofagossomos é 

degradada por fosfolipases e outras enzimas secretadas durante a infecção com 

microrganismos patogênicos (Birmingham et al. 2007, Klionsky et al. 2008). Uma vez 

que a redução da autofagia observada nas células dos pacientes LL contribui para o 

aumento da carga bacteriana, nós testamos se esse aumento poderia ser resultante 

do padrão de citocinas encontrado no microambiente tissular. Uma vez que existem 

níveis mais baixos de IFN em lesões de pele de pacientes LL, estas células foram 

estimuladas com IFN recombinante humano. Verificamos que as células de 

pacientes LL foram menos sensíveis à indução de autofagia por IFN do que as 

células de pacientes BT, embora elas respondessem normalmente tanto à 

estimulação com IFN ou rapamicina. 
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O IFNγ desempenha um importante papel na defesa contra patógenos 

intracelulares, ativando os macrófagos e os estimulando a matarem os patógenos 

localizados no interior dos fagossomos, através da facilitação da fusão do 

fagossomo-lisossomo (Alberts et al. 2002). Ele é capaz de induzir vários mediadores 

imunes com função microbicida, tais como NOS2, Nramp1, phox, IDO e GTPases 

(Taylor et al. 2004, Martens & Howard 2006), além de ser capaz de reduzir a 

fagocitose (Schlesinger & Horwitz 1991, Backman & Guyre, 1994, Konopski et al. 

1994) e de induzir a autofagia (Gutierrez et al. 2004, Harris et al. 2007, 2009, Fabri 

et al. 2011, Li et al. 2011). A grande importância da autofagia induzida pelo IFN é 

que ela representa uma via adicional para a eliminação de micobactérias. Após M. 

tuberculosis escapar da fusão fagossomo-lisossomo, o IFNγ pode promover a 

incorporação de M. tuberculosis em autofagossomos via molécula efetora 

IRGM/LRG-47 e realizar a entrega aos lisossomos, com a consequente degradação 

do patógeno (MacMicking et al. 2003, Gutierrez et al. 2004, Singh et al. 2006). O 

IFN também é capaz de aumentar a secreção de citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo a IL-15 (Murray 1994, Musso et al. 1999, Raupach & Kaufmman 2001) e a 

indução de autofagia é um dos mecanismos efetores das citocinas pró-inflamatórias 

(Harris et al. 2007, 2009). Fabri e colaboradores (2011) descreveram que o IFNγ 

induz IL-15 por uma via dependente de Stat1, levando à conversão da vitamina D3 e 

ativação de uma via antimicrobiana mediada pela autofagia, promovendo a fusão 

autolisossomal e a eliminação de M. tuberculosis. Em adição, a vitamina D3 pode 

suprimir a expressão da TACO (Anand & Kaul 2003, Anand et al. 2008). Um trabalho 

recente demonstrou que a citocina imunorreguladora IL-27 foi fortemente expressa 

em lesões cutâneas de pacientes LL (Teles et al. 2015), e estudos com a cepa 

virulenta H37Rv de M. tuberculosis demonstraram que a IL-27 inibiu a autofagia 

induzida por IFN e privação de nutrientes, resultando no bloqueio da maturação do 

fagossomo e consequentemente na promoção da sobrevivência das micobactérias 

intracelulares. Além disso, estes resultados ligaram a IL-27 com a produção de IL-10 

em macrófagos tratados com M. leprae (Teles et al. 2015). Uma vez que a IL-10 é 

um bloqueador autofágico conhecido e é “up”-regulada em lesões de pacientes LL, é 

possível gerar a hipótese de que o aumento da produção de IL-10 induzido por IL-27 

em células de pacientes LL pode levar à reduzida sensibilidade destas células à 

autofagia induzida por IFN (Yamamura et al. 1991, Sieling & Modlin 1994, Park et 

al. 2011, Sharma et al. 2014, Teles et al. 2015). 
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Apesar da PQT ser efetiva no controle da hanseníase, a resistência às drogas 

utilizadas no tratamento é um dos fatores que contribuem para a ocorrência de 

recidivas e a persistência da doença (Lockwood 2011, Sekar et al. 2011). Diante da 

importância deste fator no controle da doença, a OMS criou em 2009 a rede 

sentinela de vigilância da resistência medicamentosa em hanseníase, estando 

presente em 9 países, incluindo o Brasil (WHO 2011). Um outro aspecto de 

destaque no que concerne à PQT é o fato de que muitos pacientes apresentam cura 

clínica, sem apresentarem redução significativa no índice baciloscópico, o que pode 

contribuir para a ocorrência de episódios reacionais pós-tratamento e mesmo 

recidivas. Assim, a compreensão da relação entre a autofagia e a hanseníase é 

extremamente importante, pois pode contribuir para o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas e/ou imunomoduladoras que auxiliem no controle da 

doença. Apesar de vários estudos terem descrito a resposta benéfica da 

administração intradérmica de IFN recombinante humano em pacientes com a 

forma LL da hanseníase (Samuel et al. 1987, Kaplan et al. 1989, Damasco et al. 

1992, Bermudez & Kaplan 1995, Murray 1996, Sampaio et al. 1996), a administração 

prolongada dessa citocina pela via intradérmica foi associada com o 

desenvolvimento de ENH nesses pacientes (Sampaio et al. 1992, 1993, Bermudez & 

Kaplan 1995, Sampaio et al. 1996). No presente estudo, a rapamicina, uma clássica 

indutora de autofagia, produziu efeitos similares ao do IFNγ, no que se refere à 

indução de autofagia em macrófagos de pele contendo M. leprae. A rapamicina é um 

antibiótico lipofílico do grupo das lactonas macrocíclicas, que se liga à proteína 

FKBP12 formando um complexo droga-receptor que interage com o mTORC1 

promovendo sua inibição, sendo muito utilizada em receptores de transplante renal e 

hepático (Loewith et al. 2002, Reichen et al. 2011). O tratamento com rapamicina 

também mostrou ser capaz de melhorar os sintomas da doença de Crohn (Massey 

et al. 2008). A doença de Crohn é uma doença inflamatória intestinal crônica 

intimamente ligada à autofagia, tendo como fatores de risco polimorfismos em genes 

que regulam a via autofágica, tais como NOD2, ATG16L1 e IRGM. As células de 

pacientes com doença de Crohn associada às variantes NOD2 e ATG16L1 são 

defeituosas na indução de autofagia, na apresentação de antígenos e na eliminação 

de bactérias (Ramjeet et al. 2010, Travassos et al. 2010, Fritz et al. 2011, 

Kleinnijenhuis et al. 2011). Esses efeitos negativos apresentados pelos pacientes 

com Doença de Crohn poderiam ser modulados através do tratamento com 

rapamicina (Massey et al. 2008). A rapamicina também é capaz de reduzir a 
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toxicidade da doença neurodegenerativa de Huntington, e de aumentar a destruição 

do BCG e de M. marinum in vitro (Floto et al. 2007, Sarkar et al. 2007, Lerena & 

Colombo 2011), assim como de inibir o crescimento de micobactérias isoladas de 

pacientes com doença de Crohn (Greenstein et al. 2008). Apesar da validade 

terapêutica do IFNγ ser bem estabelecida para várias doenças, como a doença 

granulomatosa crônica, onde ele restabelece a capacidade dos leucócitos de 

eliminarem os patógenos (Naderi Beni et al. 2012), na hanseníase o tratamento com 

IFNγ desencadeia uma complicação imunológica sistêmica emergencial, o ENH, 

contrabalanceando seus efeitos benéficos para os pacientes. A rapamicina pode ser 

uma droga para potencial utilização na hanseníase, no entanto necessitaria de uma 

avaliação cautelosa, pois devido às suas propriedades imunossupressoras e 

antiproliferativas, o tratamento com rapamicina (Sirolimus) tem sido associado com a 

reativação da tuberculose, assim como o tratamento com seus derivados Everolimus 

e Temsirolimus (Coriat et al. 2011, Fijałkowska-Morawska et al. 2011, Ngo et al. 

2011). A nossa hipótese atual é que a rapamicina pode funcionar como um protótipo 

para o desenvolvimento de fármacos análogos que alternativamente propiciem 

efeitos benéficos para os pacientes com hanseníase através da indução de 

autofagia, com consequente potencialização da via antimicrobiana mediada pela IL-

15 e eliminação das micobactérias, porém sem os efeitos adversos indesejáveis. 

Embora reduzida em comparação com os pacientes BT, a autofagia não é 

completamente anulada nas células de pacientes LL, provavelmente porque no polo 

multibacilar da doença os mediadores inflamatórios liberados pelas células 

hospedeiras contribuem para o equilíbrio bacteriano de cerca de 50% de bactérias 

mortas e 50% de bactérias vivas nas lesões cutâneas (dados não mostrados). Pode-

se supor que as bactérias mortas induzem diretamente a autofagia nessas células. 

Nosso grupo previamente demonstrou que a IL-10 é responsável pela indução de 

IDO1 em células de pacientes lepromatosos (Moura et al. 2012). Mais recentemente, 

o eixo IDO1-EIF2AK4/GCN2 foi associado à indução de autofagia em células renais, 

promovendo um papel benéfico no controle da inflamação fatal em camundongos 

(Chaudhary et al. 2015). Um de nossos objetivos futuros será investigar o eixo IDO1-

EIF2AK4/GCN2 na hanseníase lepromatosa e os componentes imunorregulatórios 

associados à indução ou bloqueio da autofagia. 

As micobactérias são capazes de utilizar diversos mecanismos para evadir da 

resposta imune, sendo clássicas inibidoras da degradação lisossomal após a 
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fagocitose, de mecanismos microbicidas diretos dos macrófagos e do 

processamento e apresentação de antígenos (Schaible et al. 1998, Via et al. 1998, 

Russell 2001, Alves et al. 2004, Deretic et al. 2006, van der Wel et al. 2007, Kumar 

et al. 2010, Kumar & Rao 2011, Shui et al. 2011). A autofagia tem papel fundamental 

na resposta do hospedeiro à infecção com micobactérias, pois é capaz de reverter o 

bloqueio da maturação do fagossomo, inibindo a sobrevivência intracelular do 

patógeno (Deretic et al. 2006). Ela é importante na defesa contra as micobactérias 

Mycobacterium abscessus, M. marinum, M. avium e M. tuberculosis (Early et al. 

2011, Fabri et al. 2011, Lerena & Colombo 2011, Renna et al. 2011). O presente 

estudo demonstrou que M. leprae morto, mas não o viável, induziu autofagia em 

monócitos sanguíneos e macrófagos THP-1. Assim, é possível que M. leprae possa 

bloquear a via de autofagia como um mecanismo de escape imune. Trabalhos 

anteriores reportaram que macrófagos ativados utilizam frequentemente a autofagia 

para eliminar M. tuberculosis, L. monocytogenes, S. flexneri, F. tularensis, L. 

amazonensis e outros patógenos, e que o bloqueio da autofagia pode contribuir para 

o crescimento desses patógenos nas células hospedeiras (Gutierrez et al. 2004, 

Kyei et al. 2009, Pinheiro et al. 2009, Kumar et al. 2010, Travassos et al. 2010, 

Chong et al. 2012). Embora vários estudos tenham associado a autofagia com a 

morte de M. tuberculosis, estudos prévios analisando micobactérias patogênicas e 

não patogênicas descobriram que a indução micobacteriana de autofagia varia de 

acordo com a espécie de bactéria e ocorre independentemente da inibição de mTOR 

(Zullo & Lee 2012, Li et al. 2016).  

Como os SLR acumulam quando a autofagia é inibida, e níveis reduzidos são 

observados quando ela é induzida, os SLR podem ser usados como marcadores 

para estudar o fluxo autofágico (Johansen & Lamark 2011, Klionsky et al. 2016). A 

análise desses receptores revelou um acúmulo de ambos SQSTM1/p62 e NBR1 em 

células de lesões de pele de pacientes LL. De fato, a maturação de autofagossomos 

sem estimulação autofágica raramente foi vista nos macrófagos derivados das 

lesões desses pacientes. No entanto, apesar da observação de que M. leprae pode 

inibir a biogênese dos autofagossomos, um pequeno número de micobactérias pode 

ser incorporado neles. Portanto, nós acreditamos que assim como M. leprae é capaz 

de utilizar vários mecanismos para escapar da degradação fagolisossomal após a 

fagocitose (Alves et al. 2004, Suzuki et al. 2006, van der Wel et al. 2007, Tanigawa 

et al. 2009), ele também poderia bloquear ambas as etapas de iniciação e 
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maturação da autofagia, o que está de acordo com os nossos resultados de 

microscopia de fluorescência, onde M. leprae vivo inibiu o fluxo autofágico em 

monócitos primários. Além disso, também observamos que durante a infecção mista, 

as micobactérias vivas podem reduzir a resposta autofágica induzida pelas 

micobactérias mortas, e que M. leprae morto é preferencialmente direcionado para 

os autolisossomos. Este achado corrobora com um estudo recente que mostrou uma 

resistência seletiva à etapa de maturação da autofagia em autofagossomos que 

continham uma cepa virulenta de M. tuberculosis, mas não a avirulenta (Chandra et 

al. 2015). Zullo e Lee (2012) também mostraram que micobactérias avirulentas como 

M. smegmatis induzem mais autofagia do que as virulentas como M. tuberculosis, e 

que M. tuberculosis ou BCG podem reduzir a autofagia em reposta ao M. 

smegmatis. No entanto, o modo preciso pelo qual M. leprae inibe autofagia e como 

os macrófagos tornam M. leprae uma carga para destino autofágico permanecem 

obscuros. Esperamos elucidar ambas as questões num futuro próximo, através da 

análise da autofagia seletiva dependente de ubiquitinação.  

O estímulo com M. leprae é capaz de induzir a produção de citocinas anti-

inflamatórias como IL-4 (Murray et al. 2007), IL-10 (Fulco et al. 2007, Sinsimer et al. 

2010) e IL-13 (Sieling & Modlin 1994a, b), assim como de inibir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (Murray et al. 2007, Dagur et al. 2010, Sinsimer et al. 

2010) e essas citocinas anti-inflamatórias estão associadas à forma LL da 

hanseníase (Salgame et al. 1991, Yamamura et al. 1991). Foi descrito que após a 

indução de autofagia, essas citocinas anti-inflamatórias são capazes de inibir o 

processo, bloqueando também a maturação dos fagossomos micobacterianos em 

compartimentos degradativos autolissomais, inibindo assim a habilidade dos 

macrófagos de controlarem a infecção por M. tuberculosis (Harris et al. 2007, Park et 

al. 2011). Assim, após a incorporação de um pequeno grupo de M. leprae nos 

autofagossomos, as citocinas anti-inflamatórias induzidas por ele poderiam exercer 

um efeito inibitório no fluxo autofágico, bloqueando a etapa de fusão dos 

autofagossomos/anfissomos com os lisossomos. M. leprae é capaz de utilizar a 

proteína TACO do hospedeiro para inibir a fusão do fagossomo com o lisossomo, 

permitindo sua sobrevivência nos macrófagos. A proteína TACO, por sua vez, fica 

retida na membrana fagossomal de macrófagos de lesões dérmicas de pacientes 

com a forma LL da hanseníase (Suzuki et al. 2006, Tanigawa et al. 2009). Foi 

descrito que a TACO inibe a formação do autofagossomo ao redor do fagossomo 
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contendo M. tuberculosis e inibe a colocalização dos fagossomos LC3 positivos com 

os lisossomos, permitindo a sobrevivência da micobactéria nos macrófagos (Seto et 

al. 2012). Deste modo, após a indução de autofagia, M. leprae poderia utilizar a 

TACO para impedir a fusão dos autofagossomos/anfissomos com os lisossomos, 

persistindo assim no nicho intracelular. 

Os macrófagos de lesões de pele de pacientes LL apresentam grandes 

quantidades de lipídeos e bactérias, estas células são conhecidas como macrófagos 

espumosos de Virchow, não sendo observadas nas lesões de pacientes TT/BT 

(Virchow 1863). Esse aspecto espumoso dos macrófagos de pacientes LL é devido 

pelo menos em parte ao acúmulo de corpúsculos lipídicos, induzidos durante a 

infecção por M. leprae. Foi demonstrado que M. leprae induz a formação de 

corpúsculos lipídicos nos macrófagos e células de Schwann. Esses corpúsculos 

lipídicos induzidos por M. leprae constituem sítios para a síntese de eicosanóides e 

podem ser reguladores críticos na subversão da resposta imune na hanseníase 

(Mattos et al. 2010, Mattos et al. 2011a, b). Singh e colaboradores (2009) 

demonstraram pela primeira vez a associação entre o metabolismo lipídico e a 

autofagia, onde o excesso de corpúsculos lipídicos na célula tem um efeito 

atenuador sobre a autofagia. Adicionalmente, além das membranas 

autofagossomais, o LC3 também se localiza na membrana dos corpúsculos lipídicos 

e o sistema de conjugação da proteína autofágica LC3 está envolvido na formação 

de corpúsculos lipídicos (Shibata et al. 2009, 2010). Assim, uma possível hipótese 

seria de que M. leprae poderia utilizar de forma não-autofágica o sistema de 

conjugação da proteína LC3 (Deretic 2006, 2011, Bestebroer et al. 2013, Subramani 

& Malhotra 2013) para indução da formação de corpúsculos lipídicos. Por sua vez, 

esses corpúsculos lipídicos teriam um efeito atenuador na função imune efetora da 

autofagia, propiciando a sobrevivência de M. leprae nos macrófagos espumosos de 

pacientes LL. Portanto, nós pretendemos avaliar essa relação entre corpúsculos 

lipídicos e autofagia em nossos estudos seguintes.    

A análise através do “array” de autofagia foi um fator que contribuiu para 

decifrar as vias que poderiam ser diferencialmente moduladas em células de 

pacientes BT e LL. Nas lesões de pacientes BT, observamos um aumento da 

expressão de genes associados à formação e maturação autofagossomal, bem 

como à regulação da autofagia e apoptose. Nas lesões de pacientes BT, existe uma 

predominância de citocinas pró-inflamatórias que podem contribuir tanto para a 
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indução autofágica como para a apoptose. A regulação destas duas vias determina 

o curso da infecção. Nossos dados sugerem que a autofagia induzida por estas 

citocinas pró-inflamatórias em lesões de pacientes BT pode contribuir para a morte 

de micobactérias. Em contraste, a apoptose contribui para a persistência da 

infecção. Nesse sentido, nós demonstramos previamente que embora o fenótipo de 

macrófagos do tipo 1 fosse predominante nas lesões de pacientes BT, a eferocitose 

contribui para a manutenção de um mínimo de células do tipo 2, que são essenciais 

para a manutenção da infecção nas lesões cutâneas de hanseníase (de Oliveira 

Fulco et al. 2014). 

BECN1 foi o gene com maior expressão nas análises das lesões de pacientes 

BT e LL. BECN1 é essencial para a formação de autofagossomos funcionais 

(Pattingre et al. 2005, Liang et al. 2008). Curiosamente, a expressão de BECN1 

pode ser induzida por IFN para ativar autofagia (Tu et al. 2011). A expressão de 

ATG14 (BARKOR) também foi significativamente maior nas lesões de pacientes BT. 

Estudos prévios demonstraram que o ATG14 é importante no direcionamento de 

BECN1 para os autofagossomos, e juntamente com BECN1, formam um pré-

requisito para a formação dos autolisossomos (Sun et al. 2008, Diao et al. 2015). 

APOL1, que codifica para uma proteína de ligação à lipídeos e também é associado 

à indução autofágica, foi outro gene significativamente superexpresso, e é induzido 

por IFN e TNF, duas citocinas aumentadas em lesões de pacientes BT (Yamamura 

et al. 1991, Wan et al. 2008). De forma interessante, foi descrito recentemente que 

assim como o gene antimicrobiano S100A12, APOL1 é um constituinte da rede 

macrofágica de defesa do hospedeiro contra M. leprae, que é indutível por IFN 

(Realegeno et al. 2016). Além destes, GPSM3, um ativador da família de genes que 

sinalizam via proteína G e que estão envolvidos na indução de autofagia (Blumer & 

Lanier 2014), e TPR, uma nucleoporina componente do complexo do póro nuclear e 

que regula a ativação da autofagia (Funasaka et al. 2012), foram genes “up”-

regulados nas lesões de pele de pacientes BT. A estimulação de monócitos com M. 

leprae induz a secreção de TNF (Hussain et al. 1999, Hernandez et al. 2003, Fulco 

et al. 2007, Hernandez et al. 2011), uma citocina pró-inflamatória associada com a 

patogênese do ENH nos pacientes multibacilares (Sampaio et al. 1991, Sarno et al. 

1991, Sarno & Sampaio 1996). Em adição, o TNF é capaz de induzir autofagia 

(Sivaprasad & Basu 2008). O mecanismo preciso pelo qual M. leprae morto induz a 
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autofagia não foi elucidado, mas é possível que a síntese de TNF desempenhe um 

importante papel na indução de autofagia mediada por M. leprae. 

Nas lesões de pacientes LL, BCL2 foi “up”-regulado, assim como descrito 

anteriormente (Brito de Souza et al. 2010). Estudos com o patógeno intracelular 

Coxiella burnetti demonstraram que esta bactéria pode modular as vias de autofagia 

e apoptose através da modificação da interação entre BECN1-BCL2, utilizando 

BECN1 para regular a atividade anti-apoptótica de BCL2, e gerando assim uma 

infecção bacteriana persistente nas células hospedeiras através da inibição da 

apoptose (Gutierrez et al. 2005, Vázquez & Colombo 2010). Foi descrito também 

que as células que expressam BCL2 de forma estável podem inibir a autofagia 

induzida por privação de nutrientes através da interrupção do complexo 

BECN1/PIK3 de classe III ou antagonismos de outras atividades de BECN1 que 

seriam necessárias para a autofagia (Pattingre et al. 2005, Vázquez & Colombo 

2010). Recentemente foi proposto que a inibição da autofagia mediada por membros 

anti-apoptóticos da família BCL2 requer a ligação com BECN1 e ocorre 

independentemente dos membros pró-apoptóticos da família BCL2, BAX e BAK1 

(Pedro et al. 2015). Assim, nossos dados sugerem que BECN1 medeia a autofagia 

em células de pacientes BT, e que BCL2 pode inibir este efeito em células de 

pacientes LL. 

Nas lesões de pacientes BT foi observada uma expressão aumentada de 

genes de estresse mitocondrial, tais como SH3GLB1, ATG4D e BNIP3. No entanto, 

nossa análise ultraestrutural não revelou quantidades significativas de mitocôndrias 

danificadas ou sinais de mitofagia. A mitofagia dependente de parkina é 

antagonizada por membros pró-sobrevivência da família BCL2, BCL2L1 e MCL1 

(Hollville et al. 2014). Ambos BCL2L1 e MCL1 foram “up”-regulados em células de 

pele de pacientes BT, o que pode explicar a ausência de mitofagia nessas lesões. 

Os pacientes com as formas lepromatosas “borderline”, subpolar e polar 

anérgicas podem desenvolver RR durante ou após a PQT. A RR é um problema 

desafiador, pois é a causa mais importante de lesões nervosas na hanseníase, 

levando às temidas deficiências e deformidades associadas com a doença (Pinheiro 

et al. 2011, Andrade et al. 2015b). Acredita-se que na forma clínica RR as células 

imunológicas da pele, como os macrófagos, se tornam espontaneamente ativadas, 

iniciando assim uma resposta imune inata local contra os componentes de M. leprae 
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existentes e revertendo o estado imunossupressor predominante. Vários estudos 

demonstraram que os genes induzidos pelo IFN desempenham um papel 

importante no desenvolvimento da RR (Geluk et al. 2014, Khadge et al. 2015, 

Realegeno et al. 2016). 

Por fim, nós iniciamos a avaliação da autofagia nos pacientes MB em RR, no 

intuito de verificar se a autofagia teria algum papel no controle da carga 

micobacteriana durante os episódios de RR. Uma vez que o IFN foi capaz de 

restaurar a ativação da autofagia nas células da pele de pacientes lepromatosos, 

nossa hipótese é de que níveis mais elevados de IFN podem contribuir para a 

indução autofágica, levando à morte micobacteriana por macrófagos e ao estado 

inflamatório concomitante observado nas lesões cutâneas de pacientes RR. Nas 

células de lesões de pacientes RR três reguladores autofágicos foram 

significativamente “up”-regulados em comparação com as lesões de pacientes LL 

sem RR. Além disso, todos os genes significativamente aumentados em pacientes 

BT também aumentaram nos pacientes RR. Estes genes aumentados em ambos os 

pacientes BT e RR foram associados com diferentes vias, incluindo a autofagia 

mediada por BECN1 e TNF. Em conjunto nossos dados indicam que existem 

diferenças na regulação da autofagia nas células de pacientes das diferentes formas 

clínicas da hanseníase, incluindo a RR, o que se relaciona com a capacidade de 

combater a infecção, uma vez que a autofagia possui uma função antimicrobiana. 

Em síntese, nosso estudo demonstrou pela primeira vez o real envolvimento 

da autofagia na polarização da hanseníase, assim como estabeleceu um papel para 

esta via durante os episódios reacionais hansênicos. Além disso, nossos resultados 

demonstraram que M. leprae prejudica a autofagia da célula hospedeira como um 

mecanismo de escape imunológico, o que, no entanto, foi neutralizado pela 

estimulação com IFN (Silva et al. 2017; Apêndice C). As citocinas pró-inflamatórias 

podem induzir autofagia em lesões de pacientes BT por um processo dependente de 

BECN1 e APOL1. Em células de pacientes LL, os membros da família BCL2 

dificultam a indução de autofagia mediada por BECN1. Finalmente, as células de 

pacientes LL que desenvolveram RR foram caracterizadas por um resgate 

autofágico. A identificação dos alvos que modulam as vias lisossomais/autofágicas 

no curso da polarização da doença, ou das moléculas envolvidas durantes os 

episódios reacionais do tipo 1, poderão levar ao estabelecimento de novos alvos e 

estratégias terapêuticas de controle da hanseníase e da RR. 
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6 CONCLUSÕES  

 

 Pacientes BT apresentaram uma maior formação de autofagossomos e 

expressão tecidual de LC3-II em relação aos pacientes LL, indicando que a 

autofagia foi diferencialmente regulada entre as duas formas clínicas; 

 Na presença ou ausência de IFNγ, um maior número de macrófagos de 

lesões de pele expressando LC3 puntiforme foi observado nos pacientes BT, 

comparado aos pacientes LL;  

 M. leprae morto, mas não o viável, é capaz de diretamente induzir autofagia 

em monócitos; 

 M. leprae vivo inibe a maturação dos autofagossomos (fluxo autofágico) em 

monócitos e macrófagos; 

 Na presença de M. leprae, o IFNγ aumenta a formação de autofagossomos e 

os fagossomos micobacterianos colocalizam com os autofagossomos LC3 

positivos; 

 BCL2, que está superexpressa em células de lesões de pele de pacientes LL, 

inibe a autofagia dependente de BECN1, fator que pode estar relacionado 

com o aumento da carga bacilar nestes pacientes; 

 A reação de tipo 1 alterou as características autofágicas dos pacientes LL 

para um perfil similar ao dos pacientes BT, o que pode indicar um melhor 

controle da infecção durante a RR. 
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8 APÊNDICES 

 

APÊNDICE A – Análise de expressão de genes da via autofágica em lesões de 

pele de pacientes tuberculoides e lepromatosos 

 

Os RNAsm purificados de lesões cutâneas de pacientes tuberculoides e 

lepromatosos foram analisados por RT-qPCR utilizando um kit de PCR “array” da via 

de autofagia. Os genes relacionados à autofagia diferencialmente expressos entre 

os grupos de hanseníase foram identificados pelos critérios de “fold-change” (≥ “1,5-

fold”) e teste-t moderado (P < 0,05) usando a uma abordagem bayesiana empírica 

no software de análise estatística R e então subcategorizados. Os nomes completos, 

as categorias, e os valores de “fold” e P dos genes com expressão aumentada nas 

lesões de pacientes hansênicos foram tabulados. Os dados mostrados neste 

apêndice estão ligados aos experimentos descritos na figura 3.8. Os dados são 

representativos de quatro amostras de pacientes tuberculoides e sete amostras de 

lepromatosos.  
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Símbolo Nome Categoria logFC P valor

BECN1  Beclin 1, autophagy-related Autofagia 12,112545967 0,010487812

GPSM3    G-protein signaling modulator 3 Reguladores da autofágicos 10,410297394 0,027737713

BARKOR   Beclin 1-associated autophagy-related key regulator (ATG14, autophagy related 14) Autofagia 10,347899914 0,028682076

APOL1    Apolipoprotein L1 Reguladores da autofágicos 10,134815852 0,032119103

TPR      Translocated promoter region, nuclear basket protein Reguladores da autofágicos 9,477239909 0,045038372

EPS15L1  Epidermal growth factor receptor pathway substrate 15-like1 Reguladores da autofágicos 8,881702820 0,060288951

SEC24C   SEC24 homolog C, COPII coat complex component Reguladores da autofágicos 8,851692120 0,061159248

PIK3R4   Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4 Autofagia 8,400307814 0,075554484

SEC24D   SEC24 homolog D, COPII coat complex component Reguladores da autofágicos 8,325125058 0,07820221

GFI1B    Growth factor independent 1B transcription repressor Reguladores da autofágicos 8,204761664 0,082598257

FRS3     Fibroblast growth factor receptor substrate 3 Reguladores da autofágicos 8,181941425 0,083453946

LETM1    Leucine zipper and EF-hand containing transmembrane protein 1 Reguladores da autofágicos 7,990461191 0,090920683

UVRAG    UV radiation resistance associated gene Reguladores da autofágicos 7,716476440 0,102531059

BIRC5    Baculoviral IAP repeat containing 5 Reguladores da autofágicos 7,657677333 0,105170611

BAX      BCL2-associated X protein Reguladores da autofágicos 7,262591039 0,124333765

ATF4     Activating transcription factor 4 Reguladores da autofágicos 7,088622570 0,133593441

MAP1LC3C Microtubule associated protein 1 light chain 3 gamma Autofagia 6,890257225 0,14479438

RASD1    Ras related dexamethasone induced 1 Reguladores da autofágicos 6,866842588 0,146162747

ATG16L2  Autophagy related 16 like 2 Autofagia 6,809968313 0,149527803

BECN1L1  Beclin-1-like protein 1 (BECN2, beclin 2) Autofagia 6,606868108 0,162029116

SEC24A   SEC24 homolog A, COPII coat complex component Reguladores da autofágicos 6,287292957 0,183277265

DDIT3    DNA damage inducible transcript 3 Reguladores da autofágicos 6,147480647 0,193198235

SEC16A   SEC16 homolog A, endoplasmic reticulum export factor Reguladores da autofágicos 6,061592738 0,19948566

FKBP15   FK506 binding protein 15 Reguladores da autofágicos 5,797624270 0,219744829

SH3GLB1  SH3-domain GRB2 like endophilin B1 Reguladores da autofágicos 5,388112545 0,254033494

ATG4B    Autophagy related 4B cysteine peptidase Autofagia 5,060172081 0,28405979

PIK3C3   Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 Autofagia 5,000853380 0,289738207

ATG4C    Autophagy related 4C cysteine peptidase Autofagia 4,907637755 0,298815278

TP73     Tumor protein p73 Reguladores da autofágicos 4,887839317 0,300767425

RICTOR   RPTOR independent companion of MTOR complex 2 Reguladores da autofágicos 4,851568222 0,30436584

GABARAP  GABA type A receptor-associated protein Reguladores lisossomais 4,779955864 0,311554209

GABARAP  GABA type A receptor-associated protein Autofagia 4,779955864 0,311554209

ATG3     Autophagy related 3 Autofagia 4,719157378 0,317744446

WIPI1    WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1 Autofagia 4,651419163 0,324735752

SEC23B   SEC23 homolog B, coat complex II component Reguladores da autofágicos 4,599661350 0,330144824

HIF1A    Hypoxia inducible factor 1 alpha subunit Reguladores da autofágicos 4,520702362 0,33850856

ULK4     Unc-51 like kinase 4 Autofagia 4,485302448 0,342302171

TP53     Tumor protein p53 Reguladores da autofágicos 4,437484503 0,347469635

ATG10    Autophagy related 10 Autofagia 4,341372649 0,358005543

LAMP1    Lysosomal associated membrane protein 1 Lisossomo 4,273154497 0,365604633

LAMP2    Lysosomal associated membrane protein 2 Lisossomo 4,225989819 0,370917043

EIF4G1   Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 Reguladores da autofágicos 4,215900103 0,372059706

ATG7     Autophagy related 7 Autofagia 4,138424238 0,380906573

RAPTOR   Regulatory associated protein of MTOR complex 1 (RPTOR) Reguladores da autofágicos 3,893633207 0,409699013

PPM1K    Protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1K Reguladores da autofágicos 3,855040630 0,414353816

ATG2B    Autophagy related 2B Autofagia 3,674368382 0,436558603

ATG4D    ATG4 autophagy related 4 homolog D (S. cerevisiae ) Autofagia 3,619008223 0,443497507

ATG9A    Autophagy related 9A Autofagia 3,426631292 0,46809526

MCL1     Myeloid cell leukemia 1 Reguladores da autofágicos 3,379565477 0,47422649

MAP1LC3A Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha Autofagia 3,364586130 0,476187075

BCL2L1   BCL2 like 1 (Bcl-xL) Reguladores da autofágicos 3,295661926 0,485265388

EIF4EBP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 Reguladores da autofágicos 3,294582049 0,485408367

ATG5     Autophagy related 5 Autofagia 3,002116362 0,524959459

BNIP3    BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 Reguladores da autofágicos 2,999415954 0,525332198

LAMP3    Lysosomal associated membrane protein 3 Reguladores lisossomais 2,900415897 0,539090252

LETM2    Leucine zipper and EF-hand containing transmembrane protein 2 Reguladores da autofágicos 2,848992507 0,546307297

ATG2A    Autophagy related 2A Autofagia 2,826018874 0,549546979

ULK3     Unc-51 like kinase 3 Autofagia 2,657692750 0,573569335

GABARAPL2 GABA type A receptor associated protein like 2 Autofagia 2,563818614 0,587179599

ATG12    Autophagy related 12 Autofagia 2,444878101 0,60463611

RB1CC1   RB1 inducible coiled-coil 1 Autofagia 2,399752299 0,611319593

ULK1     Unc-51 like autophagy activating kinase 1 Autofagia 2,295726935 0,626849994

ATG4A    Autophagy related 4A cysteine peptidase Autofagia 2,141454617 0,650188728

ATG16L1  Autophagy related 16 like 1 Autofagia 2,058241844 0,662923566

MAP1LC3B Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta Autofagia 2,056403637 0,663206007

HSPA5    Heat shock protein family A (Hsp70) member 5 Reguladores da autofágicos 2,055038055 0,66341586

GNAI3    G protein subunit alpha i3 Reguladores da autofágicos 1,999687036 0,671943931

GPSM2    G-protein signaling modulator 2 Reguladores da autofágicos 1,502109369 0,750396614

AMBRA1   Autophagy/beclin-1 regulator 1 Reguladores da autofágicos 1,379144192 0,770228098

FRAP1    FK506 binding protein 12-rapamvcin associated protein 1 (MTOR, mechanistic target of rapamycin) Reguladores da autofágicos 0,365560137 0,938288734

MAP1LC3B2 Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta 2 Autofagia 0,293756167 0,950392591

GPSM1    G-protein signaling modulator 1 Reguladores da autofágicos 0,050922553 0,991395177

Apêndice A. Análise de expressão de genes da via autofágica em lesões de pele de pacientes tuberculoides e lepromatosos. 

São mostrados os genes aumentados nos pacientes tuberculoides. 
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Símbolo Nome Categoria logFC P  valor

ULK2     Unc-51 like autophagy activating kinase 2 Autofagia 5,540986220 0,240820832

SH3GLB2  SH3-domain GRB2-like endophilin B2 Reguladores autofágicos 4,813948313 0,308128212

FRS2     Fibroblast growth factor receptor substrate 2 (FRS2alpha) Reguladores autofágicos 3,548045794 0,452483685

EIF4EBP2 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2 Reguladores autofágicos 3,452830156 0,464701507

GABARAPL1 GABA type A receptor associated protein like 1 Autofagia 3,366276582 0,475965596

DRAM     DNA damage regulated autophagy modulator (DRAM1) Reguladores autofágicos 2,957193057 0,531177835

DRAM     DNA damage regulated autophagy modulator (DRAM1) Reguladores lisossomais 2,957193057 0,531177835

GBL      G protein beta subunit-like (MLST8, MTOR associated protein, LST8 homolog) Reguladores autofágicos 2,783544540 0,555561484

SEC16B   SEC16 homolog B, endoplasmic reticulum export factor Reguladores autofágicos 2,382787103 0,613840727

WIPI2    WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2 Autofagia 2,212980111 0,639323557

BCL2     B-cell CLL/lymphoma 2 Reguladores autofágicos 1,699690978 0,718879584

WDR45L   WD repeat domain 45-like (WDR45B, WD repeat domain 45B) Autofagia 1,613892078 0,732510544

SEC23A   SEC23 homolog A, coat complex II component Reguladores autofágicos 1,531196753 0,745729009

SNX30    Sorting nexin family member 30 (ATG24A) Reguladores autofágicos 1,243249575 0,792320791

RGS19    Regulator of G-protein signaling 19 Reguladores autofágicos 1,110677878 0,814035666

SQSTM1   Sequestosome 1 (p62) Reguladores autofágicos 0,479152044 0,919171015

SEC24B   SEC24 homolog B, COPII coat complex component Reguladores autofágicos 0,455978235 0,923067773

AKT1S1   AKT1 substrate 1 (proline rich) Reguladores autofágicos 0,157266299 0,973429762

São mostrados os genes aumentados nos pacientes lepromatosos. 

Apêndice A. Análise de expressão de genes da via autofágica em lesões de pele de pacientes tuberculoides e lepromatosos. 
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APÊNDICE B – Análise de expressão de genes da via autofágica em lesões de 

pele de pacientes lepromatosos com ou sem reação reversa. 

 

Os RNAsm purificados de lesões cutâneas de pacientes lepromatosos com ou sem 

reação reversa foram analisados por RT-qPCR utilizando um kit de PCR “array” da 

via de autofagia. Os genes relacionados à autofagia diferencialmente expressos 

entre os grupos de hanseníase foram identificados pelos critérios de “fold-change” (≥ 

“1,5-fold”) e teste-t moderado (P < 0,05) usando a uma abordagem bayesiana 

empírica no software de análise estatística R e então subcategorizados. Os nomes 

completos, as categorias, e os valores de “fold” e P dos genes com expressão 

aumentada nas lesões de pacientes hansênicos foram tabulados. Os dados 

mostrados neste apêndice estão ligados aos experimentos descritos na figura 4.1. 

Os dados são representativos de sete amostras de cada grupo de pacientes. 
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Símbolo Nome Categoria logFC P  valor

BCL2L1   BCL2 like 1 (Bcl-xL) Reguladores autofágicos 7,404064451 0,069890816

ULK2     Unc-51 like autophagy activating kinase 2 Autofagia 7,266454106 0,075242341

EIF4G1   Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 Reguladores autofágicos 7,192275365 0,078263298

WIPI2    WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2 Autofagia 6,921011834 0,090162517

MAP1LC3B2 Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta 2 Autofagia 6,420499847 0,115913884

SEC24C   SEC24 homolog C, COPII coat complex component Reguladores autofágicos 5,885327657 0,149511265

EIF4EBP2 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 2 Reguladores autofágicos 5,864554723 0,150951623

RICTOR   RPTOR independent companion of MTOR complex 2 Reguladores autofágicos 5,620503834 0,168675528

ATG4A    Autophagy related 4A cysteine peptidase Autofagia 5,455712773 0,181499532

MAP1LC3B Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta Autofagia 5,285903522 0,195457911

PPM1K    Protein phosphatase, Mg
2+

/Mn
2+

 dependent, 1K Reguladores autofágicos 5,110946610 0,21064765

ATG16L2  Autophagy related 16 like 2 Autofagia 4,785971732 0,241096194

MCL1     Myeloid cell leukemia 1 Reguladores autofágicos 4,740543365 0,245588201

RB1CC1   RB1 inducible coiled-coil 1 Autofagia 3,826876822 0,348524309

AKT1S1   AKT1 substrate 1 (proline rich) Reguladores autofágicos 3,676917984 0,367728515

RGS19    Regulator of G-protein signaling 19 Reguladores autofágicos 3,379249119 0,407759293

BCL2     B-cell CLL/lymphoma 2 Reguladores autofágicos 3,295582590 0,419462725

FKBP15   FK506 binding protein 15 Reguladores autofágicos 3,232980229 0,428347632

ATG9A    Autophagy related 9A Autofagia 3,079376584 0,450606932

GBL      G protein beta subunit-like (MLST8, MTOR associated protein, LST8 homolog) Reguladores autofágicos 3,038427217 0,456649977

ATG4D    ATG4 autophagy related 4 homolog D (S. cerevisiae ) Autofagia 2,957916441 0,468663222

TP53     Tumor protein p53 Reguladores autofágicos 2,913345882 0,475388332

GABARAPL2 GABA type A receptor associated protein like 2 Autofagia 2,573019209 0,528445229

SNX30    Sorting nexin family member 30 (ATG24A) Reguladores autofágicos 2,514949481 0,537790839

ULK3     Unc-51 like kinase 3 Autofagia 2,505859738 0,53926121

LAMP1    Lysosomal associated membrane protein 1 Lisossomo 2,500146730 0,540186386

DRAM     DNA damage regulated autophagy modulator (DRAM1) Reguladores autofágicos 2,388674554 0,558396007

DRAM     DNA damage regulated autophagy modulator (DRAM1) Reguladores lisossomais 2,388674554 0,558396007

SQSTM1   Sequestosome 1 (p62) Reguladores autofágicos 2,374598685 0,560716457

ATG16L1  Autophagy related 16 like 1 Autofagia 2,363638605 0,562526493

PIK3R4   Phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4 Autofagia 2,304099537 0,572408306

HIF1A    Hypoxia inducible factor 1 alpha subunit Reguladores autofágicos 2,247153555 0,581936313

SEC24B   SEC24 homolog B, COPII coat complex component Reguladores autofágicos 2,213601294 0,58758469

ATG4C    Autophagy related 4C cysteine peptidase Autofagia 2,041461854 0,616955095

ATG2A    Autophagy related 2A Autofagia 1,679838226 0,680648

ATG2B    Autophagy related 2B Autofagia 1,516037669 0,710303065

ATG3     Autophagy related 3 Autofagia 1,465576626 0,719530518

SH3GLB1  SH3-domain GRB2 like endophilin B1 Reguladores autofágicos 1,369713783 0,737172507

PIK3C3   Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3 Autofagia 1,333534332 0,743867553

EIF4EBP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1 Reguladores autofágicos 0,984295618 0,809423131

DDIT3    DNA damage inducible transcript 3 Reguladores autofágicos 0,782053312 0,848041189

BAX      BCL2-associated X protein Reguladores autofágicos 0,777029764 0,849005509

WIPI1    WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1 Autofagia 0,435572352 0,915007605

ATG12    Autophagy related 12 Autofagia 0,422751563 0,917500217

GABARAP  GABA type A receptor-associated protein Reguladores lisossomais 0,367781367 0,928196404

GABARAP  GABA type A receptor-associated protein Autofagia 0,367781367 0,928196404

ATG7     Autophagy related 7 Autofagia 0,291080157 0,943142361

ATG10 Autophagy related 10 Autofagia 0,266023273 0,948029539

GABARAPL1 GABA type A receptor associated protein like 1 Autofagia 0,235481853 0,95398907

ULK1     Unc-51 like autophagy activating kinase 1 Autofagia 0,033022653 0,99354417

reversa. São mostrados os genes aumentados nos pacientes lepromatosos sem reação reversa. 

Apêndice B. Análise de expressão de genes da via autofágica em lesões de pele de pacientes lepromatosos com ou sem reação  
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Símbolo Nome Categoria logFC P  valor

TPR      Translocated promoter region, nuclear basket protein Reguladores autofágicos 13,651891890 0,000851764

GFI1B    Growth factor independent 1B transcription repressor Reguladores autofágicos 12,053015664 0,003212581

GNAI3    G protein subunit alpha i3 Reguladores autofágicos 8,490326109 0,03770984

BECN1  Beclin 1, autophagy-related Autofagia 6,571161543 0,107616076

SEC16A   SEC16 homolog A, endoplasmic reticulum export factor Reguladores autofágicos 6,512088594 0,110811602

SH3GLB2  SH3-domain GRB2-like endophilin B2 Reguladores autofágicos 6,249607540 0,125926702

GPSM1    G-protein signaling modulator 1 Reguladores autofágicos 4,932846978 0,226970571

SEC16B   SEC16 homolog B, endoplasmic reticulum export factor Reguladores autofágicos 4,859769821 0,233923057

GPSM2    G-protein signaling modulator 2 Reguladores autofágicos 4,761436780 0,243514989

SEC23A   SEC23 homolog A, coat complex II component Reguladores autofágicos 4,609118507 0,258913525

TP73     Tumor protein p73 Reguladores autofágicos 4,171904700 0,306813111

LETM2    Leucine zipper and EF-hand containing transmembrane protein 2 Reguladores autofágicos 4,112952187 0,313695126

BECN1L1  Beclin-1-like protein 1 (BECN2, beclin 2) Autofagia 3,755397433 0,357597225

RASD1    Ras related dexamethasone induced 1 Reguladores autofágicos 3,421989078 0,401856725

BARKOR   Beclin 1-associated autophagy-related key regulator (ATG14, autophagy related 14) Autofagia 3,371478762 0,408837944

LETM1    Leucine zipper and EF-hand containing transmembrane protein 1 Reguladores autofágicos 3,275557018 0,422293003

RAPTOR   Regulatory associated protein of MTOR, complex 1 (RPTOR) Reguladores autofágicos 2,777682622 0,496180662

APOL1    Apolipoprotein L1 Reguladores autofágicos 2,731225241 0,503411015

MAP1LC3C Microtubule associated protein 1 light chain 3 gamma Autofagia 2,703145618 0,507808032

FRS3     Fibroblast growth factor receptor substrate 3 Reguladores autofágicos 2,659409251 0,514696755

UVRAG    UV radiation resistance associated gene Reguladores autofágicos 2,388590676 0,558409821

SEC24A   SEC24 homolog A, COPII coat complex component Reguladores autofágicos 2,089568411 0,608682349

BIRC5    Baculoviral IAP repeat containing 5 Reguladores autofágicos 1,770773706 0,664392194

ATF4     Activating transcription factor 4 Reguladores autofágicos 1,730663300 0,671543494

SEC24D   SEC24 homolog D, COPII coat complex component Reguladores autofágicos 1,702644666 0,676556723

SEC23B   SEC23 homolog B, coat complex II component Reguladores autofágicos 1,682110241 0,680239996

ULK4     Unc-51 like kinase 4 Autofagia 1,675467627 0,681433128

MAP1LC3A Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha Autofagia 1,536502021 0,706572893

FRS2     Fibroblast growth factor receptor substrate 2 (FRS2alpha) Reguladores autofágicos 1,461156346 0,7203408

WDR45L   WD repeat domain 45-like (WDR45B, WD repeat domain 45B) Autofagia 1,413054602 0,729178502

HSPA5    Heat shock protein family A (Hsp70) member 5 Reguladores autofágicos 1,294408162 0,751129768

EPS15L1  Epidermal growth factor receptor pathway substrate 15-like1 Reguladores autofágicos 1,028395471 0,801060221

GPSM3    G-protein signaling modulator 3 (AGS3-like, C. elegans ) Reguladores autofágicos 1,008905547 0,804753454

AMBRA1   Autophagy/beclin-1 regulator 1 Reguladores autofágicos 0,909978867 0,823565213

LAMP3    Lysosomal associated membrane protein 3 Reguladores lisossomais 0,854169301 0,834223603

ATG4B    Autophagy related 4B cysteine peptidase Autofagia 0,800069128 0,844584758

FRAP1    FK506 binding protein 12-rapamvcin associated protein 1 (MTOR, mechanistic target of rapamycin) Reguladores autofágicos 0,771276247 0,850110232

BN1P3    BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 Reguladores autofágicos 0,695517313 0,864683264

ATG5     Autophagy related 5 Autofagia 0,403818494 0,921182654

LAMP2    Lysosomal associated membrane protein 2 Lisossomo 0,340109825 0,933585819

Apêndice B. Análise de expressão de genes da via autofágica em lesões de pele de pacientes lepromatosos com ou sem reação reversa. 

São mostrados os genes aumentados nos pacientes lepromatosos com reação reversa. 
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APÊNDICE C – Artigos publicados, manuscritos aceitos ou submetidos para 

publicação durante o doutorado 

 

Artigo 1 – Publicado (primeiro artigo dos dados obtidos no doutorado) 

 

Título:  

Autophagy Is an Innate Mechanism Associated with Leprosy Polarization 
  

Autores: 

Bruno Jorge de Andrade Silva, Mayara Garcia de Mattos Barbosa, Priscila Ribeiro 
Andrade, Helen Ferreira, José Augusto da Costa Nery, Suzana Côrte-Real, Gilberto 
Marcelo Sperandio da Silva, Patricia Sammarco Rosa, Mario Fabri, Euzenir Nunes 
Sarno, Roberta Olmo Pinheiro 
 

Revista: 

PLoS Pathogens 13(1): e1006103 (2017). doi:10.1371/journal.ppat.1006103 
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Artigo 2 – Publicado (relacionado ao tema da tese, inclui dados obtidos no 

doutorado) 

 

Título:  

STING-Dependent 2′-5′ Oligoadenylate Synthetase–Like Production Is Required 

for Intracellular Mycobacterium leprae Survival 
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