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“O leproso era marginalizado, devendo
viver fora da cidade, longe do convivio
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faria sentido se nao fosse por voces.



RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa, de curso cronico, causada por uma micobactéria, o
Mycobacterium leprae. Permanece como importante problema de satde publica no mundo,
incluindo o Brasil, visto que o pais ¢ o segundo em maior prevaléncia da doenga no mundo. A
doenga ¢ passivel de cura, mas apresenta grande potencial de geracao de sequelas e incapacidades
fisicas, sendo imprescindiveis o diagndstico precoce e o tratamento adequado. Devido a sua
complexa patogénese e as variadas respostas imunologicas que determinam suas formas clinicas,
esse estudo direcionou-se a compreensao de mecanismos da imunidade inata, com foco na via de
Toll-like receptors (TLRs), especificamente TLR2, e interacdo com células da imunidade
adaptativa, linfocitos TCD4" ¢ CD8". Nesse trabalho investigou-se a expressio e a funcionalidade
desses marcadores apds a estimulagdo in vifro com antigeno de M. leprae em pacientes com
hanseniase, categorizados em formas paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Observaram-se
diferengas significativas nas respostas imunologicas entre esses pacientes, refletindo a
complexidade da resposta do hospedeiro ao patdégeno. Houve predominancia de respostas mediadas
por TLR2, com ativacdo notdvel de macrofagos e tendéncia a polarizagdo Tyl em pacientes PB. Em
contraste, pacientes MB apresentaram resposta mais regulatoria, caracterizada por niveis mais altos
de IL-10. Esse estudo sublinha o papel fundamental dos TLRs na modulagdo da resposta imune na
hanseniase, fornecendo informagdes sobre os mecanismos imunologicos que diferenciam as formas
clinicas da doenca. Além disso, os achados refor¢am a necessidade de abordagens terapé€uticas
inovadoras que considerem a complexidade das interagdes imunoldgicas envolvidas. O
aprofundamento dessas investigagdes pode contribuir para o desenvolvimento de diagnosticos mais
precisos e tratamentos mais eficazes, com potencial para prevenir a progressao da doenca e reduzir

a transmissao.

Palavras-chave: hanseniase, Toll-like receptors, resposta imune inata, resposta imune adaptativa,

formas clinicas.



ABSTRACT

Leprosy is a chronic infectious disease caused by the Mycobacterium leprae. It remains a
significant public health challenge worldwide, particularly in Brazil, which ranks second in global
disease prevalence. Although curable, the disease possesses a high potential for causing physical
disabilities and sequelae, making early diagnosis and appropriate treatment essential. Due to its
complex pathogenesis and the varied immune responses that determine its clinical forms, this study
focused on understanding innate immunity mechanisms, specifically the Toll-like receptor (TLR)
pathway—with an emphasis on TLR2 and its interaction with adaptive immune cells, namely CD4"
and CD8" T lymphocytes. In this study, the expression and functionality of these markers were
investigated following in vitro stimulation with soluble M. leprae antigen in leprosy patients,
categorized into paucibacillary (PB) and multibacillary (MB) forms. Significant differences in
immune responses were observed between these groups, reflecting the complexity of the host
response to the pathogen. There was a predominance of TLR2-mediated responses, with notable
macrophage activation and a trend toward a Tul polarization in PB patients. In contrast, MB
patients exhibited a more regulatory response, characterized by higher levels of IL-10. This study
underscores the fundamental role of TLRs in modulating the immune response in leprosy, providing
insights into the immunological mechanisms that differentiate the clinical forms of the disease.
Furthermore, the findings reinforce the need for innovative therapeutic approaches that account for
the complexity of the involved immunological interactions. Furthering these investigations may
contribute to the development of more precise diagnostics and effective treatments, with the

potential to prevent disease progression and reduce transmission.

Keywords: leprosy, Toll-like receptors, innate immune response, adaptive immune response,

clinical manifestations.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase ¢ uma doenca infectocontagiosa de evolucao lenta e curso cronico, que se
manifesta clinicamente por sinais e sintomas dermatoneuroldgicos caracterizados, principalmente,
por lesdes cutaneas e comprometimento dos nervos periféricos. O agente etiologico € o
Mycobacterium leprae (M. leprae), também conhecido como bacilo de Hansen, um patéogeno
intracelular obrigatério que apresenta tropismo pela pele e nervos periféricos, infectando
preferencialmente os macréfagos dérmicos e as células de Schwann. Apesar de ser passivel de cura,
a hanseniase ainda representa importante desafio para a satide publica global. O Brasil ocupa a
segunda posi¢do mundial em prevaléncia da doenga, ficando atras apenas da India, o que evidencia
a necessidade de aprimoramento continuo nas estratégias de diagndstico, prevengdo, tratamento e
acompanhamento prognoéstico (BRASIL, 2022).

A implementacdo gratuita da poliquimioterapia (PQT), conforme preconizado pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS), tem desempenhado papel crucial na transformagdo da
trajetoria natural da enfermidade, resultando em notavel aumento nas taxas de cura e se
estabelecendo como marco significativo na histéria da abordagem terapéutica dessa condigdo.
Apesar da implementacao da PQT, a moléstia mantém um potencial incapacitante consideravel,
especialmente quando identificada em estadios avangados, sendo a principal causa de neuropatia
infecciosa em paises localizados em areas tropicais e subtropicais (BRASIL, 2022).

O M. leprae apresenta alta infectividade e baixa patogenicidade, o que significa que, apesar
de infectar muitas pessoas, poucas delas adoecem. Sua fisiopatologia ¢ multifatorial, com aspectos
genéticos, imunoldgicos e ambientais determinando a suscetibilidade do individuo ao bacilo. Os
sujeitos expostos ao patdgeno e que desenvolvem a doenga exibem uma diversidade marcante de
apresentacdes clinicas. Tais variagdes fenotipicas sdo predominantemente influenciadas por fatores
genéticos do hospedeiro, bem como pela capacidade do organismo em desenvolver resposta imune
eficaz frente aos antigenos do bacilo de Hansen (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Ao longo do curso da hanseniase, podem surgir episodios inflamatérios agudos
denominados reagdes hansénicas, ou surtos reacionais. Esses fendmenos podem ocorrer em
diferentes momentos: antes do diagndstico, durante o tratamento ou até mesmo apo6s a finalizagdo
da terapia. Aproximadamente metade dos individuos acometidos pelo M. leprae apresenta tais
episodios, os quais também estdo intimamente ligados ao perfil de resposta imune do hospedeiro.
Destaca-se que as reagdes hansénicas representam a principal causa das lesdes neurais irreversiveis,
deformidades fisicas e demais sequelas associadas a doenga, o que implica na enorme morbidade

associada a doenca (BRENNAN; SPENCER, 2019).
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A importancia do sistema imune adaptativo na fisiopatologia da hanseniase e na
imunopatogénese dos episodios reacionais ja ¢ amplamente reconhecida. Nos ultimos anos, tém
surgido evidéncias crescentes sobre o papel do sistema imune inato nesses processos. Apesar dos
avangos obtidos, ainda persistem lacunas significativas na compreensao do papel desempenhado
pela imunidade inata na imunopatogénese da hanseniase (COLSTON, 1993). A ativacao de
receptores presentes em células do sistema imune inato constitui passo inicial fundamental na
deflagragdo da resposta imunologica frente a diferentes patdgenos. Dentre esses receptores,
destacam-se os do tipo Toll-like receptors (TLRs) que, ao serem ativados, iniciam vias de
sinalizagdo essenciais para a imunidade inata. No contexto das infecgdes por micobactérias,
incluindo o M. leprae, certos TLRs tém se mostrado particularmente relevantes na modulagdo da
resposta imune (KRUTZIK; OCHOA; SIELING; UEMATSU et al., 2003). Nesse cenario, o TLR2
emerge como um mediador central, cuja sinalizacdo pode ditar o sucesso ou a falha na contencdo da
replicacdo bacteriana (CHEBLI-DE-ABREU, N.; CARVALHO, A.; MENEZES, Y. R.; MACEDO,
J. M. et al., 2025).

Em vista desse cenario, a presente investigacao justifica-se pela necessidade de aprofundar a
compreensdo sobre o papel do TLR2 na imunopatogénese da hanseniase por meio de uma
abordagem integrativa inédita. O diferencial desse estudo reside na andlise da sinalizagdo desse
receptor correlacionada a carga bacilar e a producdo de oxido nitrico, permitindo mensurar a
eficiéncia microbicida em tempo real. Ademais, o ineditismo da proposta consolida-se ao investigar
a interface com a imunidade adaptativa dentro de um ambiente de interacdo direta com bacilos do
M. leprae. Essa andlise permitira avaliar, de forma dindmica, como o reconhecimento inato via
TLR2 influencia a ativagdo e a participa¢do de linfocitos T CD4" ¢ CD8" produtores de citocinas do
tipo 1 e regulatorias. A elucidagdo desses mecanismos em um contexto de interagdo com antigenos
do bacilo ¢ crucial para a identificagdo de biomarcadores de gravidade e para o desenvolvimento de
estratégias imunoterapéuticas que visem o controle da carga bacteriana e a prevenc¢do do dano

neural.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos historicos da hanseniase

A hanseniase ¢ uma das doengas mais antigas conhecidas pela humanidade. Ao longo da
historia, foi associada a diversas interpretacdes equivocadas, sendo considerada condigdo
hereditaria, maldicdo ou até castigo divino. Suas manifestagdes fenotipicas geravam medo,
resultando frequentemente na estigmatizacao, discriminagdo e segregacao dos pacientes em varias
sociedades, desde os tempos biblicos até periodos mais recentes. O estigma e a exclusdo social,
portanto, refletiram as complexas percepcdes culturais e religiosas que cercavam a moléstia em
diferentes momentos historicos (COUTO DAL SECCO; FRAN¢A; CASTILLO; ALHARBI et al.,
2017).

Nos registros historicos, especialmente em textos antigos, ndo ha descrigdes clinicas
detalhadas ou uniformes que permitam identificar claramente o seu inicio. Essa falta de precisao
contribuiu intensamente para interpretacdes equivocadas e para confusdes sobre sua evolugdo e
disseminagdo em diferentes regides ao longo do tempo. A auséncia de consenso na literatura antiga
reflete tanto limitagdes no conhecimento médico da época quanto dificuldades na traducdo e
interpretagdo desses documentos ao longo dos séculos (COUTO DAL SECCO; FRANgA;
CASTILLO; ALHARBI et al., 2017).

Um exemplo dessa dificuldade esta relacionado a tradugdo e ao uso de termos linguisticos.
No Antigo Testamento, o vocabulo hebraico “tsara’ath” foi traduzido para o grego como "lepra",
mas seu significado original ndo correspondia a uma doenca especifica da pele. Pelo contrario, o
termo fazia referéncia a um estado de impureza ritual, conforme os codigos religiosos da época.
Além disso, antes do século III a.C., ndo ha evidéncias documentais que descrevam a hanseniase
como condi¢do humana especifica nas regides do Crescente Fértil ou no mundo ocidental,
sugerindo que o reconhecimento clinico da doenca ocorreu apenas em periodos posteriores
(BROWNE, 1975).

Durante o periodo de formag¢do médica em Alexandria, ocorreram avangos relevantes na
diferenciagdo da hanseniase em relacdo a outras doengas com manifestagdes similares. Esse
progresso representou marco significativo na medicina da época, permitindo o reconhecimento mais
preciso da hanseniase como uma condigdo distinta. Posteriormente, no inicio do século 1V, sob o
governo do imperador Constantino, foi estabelecido em Roma o primeiro hospital especializado no

cuidado a pessoas acometidas pela doenca. Essa iniciativa pioneira constituiu importante passo na
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organizagdo do tratamento e na abordagem institucional de enfermidades cronicas, como a
hanseniase (BROWNE, 1975).

Algumas das descrigdes confiaveis da hanseniase datam do século II d.C., sendo
posteriormente difundidas em latim durante a Idade Média, especialmente na Europa Ocidental.
Autores como Areteu da Capaddcia (séculos II-III d.C.), Bernardus de Gordonio (século XIII) e
Hieronymus Cardanus (1501-1576) desempenharam papéis fundamentais na compreensao inicial
da doenca. Entre as contribui¢des mais notaveis, destaca-se a obra de Francois Ranchin, publicada
em Lyon em 1640, intitulada Opuscules, ou traictés divers et curieux en médicine. Esse trabalho
explorava as causas, sinais e possiveis tratamentos da hanseniase em diferentes populagdes. No
século XIX, Daniel Cornelius Danielssen e Carl Wilhelm Boeck avancaram ainda mais o
conhecimento cientifico com a publicacio de Om Spedalskhed em 1847, em Christiania (atual
Oslo), que ofereceu analise detalhada dos aspectos clinicos e epidemiologicos da hanseniase,
consolidando-se como referéncia importante na literatura médica da época. Essas contribuigdes
foram essenciais para o progresso no entendimento e na abordagem da doenga ao longo da histéria
(RACHIN, 1640, APUD FURNESS, 1971; DANIELSSEN; BOECK, 1847, APUD FURNESS,
1971).

Em 1869, Gerhard Henrik Armauer Hansen concluiu sua primeira publicagao sobre o bacilo
relacionado a hanseniase, embora seus métodos de estudo em anatomia patologica fossem ainda
rudimentares. No ano seguinte, o pesquisador buscou aprimoramento em técnicas de coloragdo e
analise histopatologica durante periodo de estudos em Viena. Esse avanco possibilitou, em 1873, a
publicacdo de trabalho pioneiro, no qual identificou o bacilo em amostras de tecido afetado, passo
significativo para a compreensdo da etiologia bacteriana (HANSEN, 1869, APUD GHOSH;
CHAUDHURI, 2015).

Em 1875, Hansen assumiu o cargo de médico-chefe de referéncia na doenga e defendeu a
teoria de que microrganismos poderiam ser causadores de doencas em humanos. No entanto, essa
hipotese enfrentou criticas intensas de outros pesquisadores, principalmente por ndo atender aos
critérios estabelecidos pelos postulados de Koch, que exigiam evidéncias experimentais mais
rigorosas. Em tentativa extrema de validar sua descoberta, Hansen conduziu um experimento
antiético, inoculando material infeccioso no olho de uma paciente, sem consentimento. Esse
episodio gerou repercussdOes negativas e comprometeu sua reputacdo profissional (GHOSH;
CHAUDHURI, 2015).

Em 1879, o bacteriologista Albert Neisser visitou a Noruega para estudar a hanseniase, onde
conheceu Hansen. Apos retornar a Alemanha, Neisser aprimorou as técnicas de coloragdo e, em

1880, publicou suas conclusdes, reivindicando a descoberta do bacilo. Simultaneamente, Hansen
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enfrentava acusacgdes éticas, sendo considerado culpado e afastado do Hospital de Bergen. Apesar
da disputa sobre a autoria, a comunidade cientifica norueguesa apoiou Hansen, reconhecendo-o
como o verdadeiro descobridor do M. leprae. Em 1885, as autoridades de satide norueguesas, com
base no trabalho de Hansen, implementaram o isolamento de pacientes, o que resultou em
diminui¢do significativa da doenca no pais (COUTO DAL SECCO; FRAN¢A; CASTILLO;
ALHARBI et al., 2017, GHOSH; CHAUDHURI, 2015).

O estigma relacionado a hanseniase tem origens historicas profundas, alimentado por
interpretagdes erroneas que remontam a tradugdes antigas, como as do hebraico para o grego por
volta de 300 a.C. Essas tradug¢des contribuiram para a compreensdo equivocada da doenga,
associando-a a impurezas e castigos divinos. Ao longo dos séculos, essa visdo distorcida gerou uma
cultura de medo e discriminagdo, resultando no tratamento desumano dos pacientes, que muitas
vezes eram rejeitados pela sociedade. Durante a Idade Média, por exemplo, hé relatos de execugdes
em massa de leprosos, evidenciando a intensidade desse estigma (TRAUTMAN, 1984). Esses
pacientes carregavam o fardo do isolamento e da exclusdo social por grande parte de suas vidas,
sendo, em muitos casos, perseguidos e marginalizados. O preconceito enraizado sobre a hanseniase
dificultou o acesso a tratamentos adequados e a reintegracdo desses individuos na sociedade,
perpetuando o sofrimento e a segregagdo. A associacdo com castigos divinos ou impurezas nao sé
agravou a discriminagdo, mas também tornou a doenca um estigma social duradouro, cujas
consequéncias ainda sdo sentidas em algumas regides do mundo (TRAUTMAN, 1984).

O estigma relacionado a hanseniase acarreta impacto profundo na vida dos pacientes,
afetando nao apenas sua saude fisica, mas também o bem-estar psicoldgico, social e econdmico. O
preconceito dificulta o diagnostico precoce e contribui para o isolamento social, além de constituir
fator que agrava o surgimento de disturbios psiquiatricos, ainda comuns entre aqueles que convivem
com a doenca. Historicamente, a hanseniase foi vista como doenga associada aos mais pobres, mas,
a partir do século XI, especialmente durante as Cruzadas, a percep¢do da doenca comegou a mudar,
em parte devido ao envolvimento de figuras notdrias, como o rei Balduino IV de Jerusalém,
também afetado pela enfermidade. No inicio do século XIX, o Japao adotou praticas desumanas em
relacdo a hanseniase, tratando-a como uma condi¢do hereditaria, o que levou a esterilizacao forcada
de homens e ao aborto de mulheres gravidas (GRZYBOWSKI; SAK; PAWLIKOWSKI; NITA,
2016).

Por muitos séculos, as colonias de leprosos eram tratadas como prisdes ou mosteiros, mas,
com o tempo, o entendimento da doenga melhorou e esses locais foram transformados em hospitais.

Felizmente, ao longo dos anos, as atitudes em relagdo a hanseniase mudaram, com abordagens mais
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humanitarias e inclusivas para lidar com a doenga e os pacientes afetados por ela (GRZYBOWSKI;
SAK; PAWLIKOWSKI; NITA, 2016).

Em 1854, Frederic John Muat introduziu o uso do 6leo de chaulmoogra como abordagem
terapéutica para o tratamento da hanseniase, detalhando suas observagdes em artigo publicado nos
“Indian Annals of Medical Science”. Esse avanco representou uma das primeiras tentativas
sistematicas de tratamento da doenca (DOS SANTOS; DE SOUZA; SIANI, 2008). No primeiro
Congresso Internacional de Hanseniase, realizado em Berlim em 1897, a doenga ainda era
considerada incuravel. Somente a partir de 1943 o 6leo de chaulmoogra foi substituido pelas
sulfonas como tratamento padrao, apés Guy Henry Faget demonstrar sua eficacia no estudo “The
Promin Treatment of Leprosy: A Progress Report”, publicado no Public Health Reports. Esses
avancgos representaram marcos significativos no desenvolvimento de terapias mais eficazes contra a
hanseniase, que, até¢ a introdugdo das sulfonas, permanecia sem perspectiva de cura (FAGET;
POGGE; JOHANSEN; DINAN et al., 1966; FURNESS, 1971).

O uso das sulfonas revolucionou o tratamento da hanseniase, oferecendo resultados
melhores no controle dos sintomas ¢ na diminui¢ao de sua transmissao. Esse avango contribuiu para
mudar a visdo sobre a hanseniase, que, até entdo, era vista como condi¢do sem possibilidade de cura
(BROWNE, 1970). Em 1981, a OMS recomendou a PQT como o primeiro tratamento eficaz para a
hanseniase, revolucionando a abordagem terapéutica da doenga (BRASIL, 2022).

Um exemplo de tentativa de redug¢do do estigma associado a hanseniase ocorreu no Brasil,
em 1967, quando o professor Abrado Rotberg propos a adog¢ao do termo "hanseniase", substituindo
"lepra", considerado carregado de conotacdes negativas. Esse novo termo foi oficialmente adotado
no Brasil em 1970, por meio de lei federal, buscando diminuir o preconceito social em torno da
doenca e melhorar a abordagem médica e social. A mudanca de terminologia constituiu passo
importante para a reintegracdo dos pacientes a sociedade, além de promover visdo mais neutra e

cientifica sobre a condigdo (LASTORIA; ABREU, 2014).

2.2. Aspectos epidemiolégicos da hanseniase

Do ponto de vista epidemioldgico, a hanseniase continua configurando importante problema
de satde publica global, gerando preocupacdao em diversos paises. Em 2023, foram notificados
182.815 novos casos, o que corresponde a uma taxa de detec¢do de 22,7 casos por milhdo de
habitantes. A India (107.851), o Brasil (22.773) e a Indonésia (14.376) concentraram, juntos, 79,3%
dos novos casos registrados no mundo (Figura 1)(WHO, 2024). Em comparagdo a 2022 (174.094

casos), observou-se aumento global de 5% no numero de novos casos detectados. Entre 2014 ¢
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2023, houve reducdo global de 14,6%. No periodo de 2014 a 2019, essa queda foi de 5,3%. A
pandemia de COVID-19 provocou redugdo significativa, de cerca de um tergo, na deteccao de casos
entre 2019 e 2021. Desde entdo, verificou-se aumento de aproximadamente 30% na identificagdo de
novos casos. Em 2023, os trés paises mencionados também apresentaram crescimento na detec¢ao
em relagdo ao ano anterior: Brasil (16%), Indonésia (15,6%) e India (3,9%)(WHO, 2024).

Map 1 Geographical distribution of new leprosy cases, 2023
C 1 Répartition géographique des nouveaux cas de lépre en 2023
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Figura 1. Distribuicio da hanseniase no mundo. Fonte: OMS (2024).

Dos 182.815 novos casos de hanseniase registrados no mundo, em 2023, 125.752 (68,8%)
foram classificados como multibacilares (MB). Paralelamente, tendo sido identificadas 101 leis
discriminatorias contra pessoas afetadas pela hanseniase, tém sido realizados esfor¢os para revogar
essas agoes por diversos paises (WHO, 2024).

A Estratégia Global de Hanseniase 2021-2030 tem como principal objetivo acelerar e
intensificar as agdes de preven¢ao, diagndstico, tratamento e reabilitagdo necessarias para reduzir a
incidéncia da doenca e minimizar suas consequéncias. A iniciativa enfatiza trés metas centrais: zero
casos de hanseniase, zero incapacidade relacionada a doenca e zero estigma e discriminagdo contra
os individuos afetados. Além disso, a estratégia se insere no contexto mais amplo do plano de acao
para o combate as doencas tropicais negligenciadas no periodo de 2021 a 2030, refor¢ando a

integracao das politicas de saude publica, a promogdo do acesso equitativo aos servigos de atencao a
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hanseniase e a articulacdo com esforgos internacionais para a eliminagdo da doenga como problema

de saude publica (WHO, 2024).
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Figura 2. Proporcao de casos novos de hanseniase por faixa etaria e ano de diagnéstico — Brasil, 2013 a 2022.
Fonte: SINAN/SVSA/MS (2024).

Em relagdo ao panorama nacional, durante o periodo de 2013 a 2022 foram notificados
316.182 casos de hanseniase no Brasil. Dos 254.918 casos novos, 141.671 (55,6%) ocorreram em
homens. A razdo de sexo (M:F) era de 1,2 (12 homens para cada 10 mulheres) em 2013,
aumentando para 1,3 (13 homens para cada 10 mulheres) em 2022. Em relagdo a idade, 137.379
(53,9% ) tinham entre 30 e 59 anos, 62.693 (24,6%) 60 anos ou mais, 38.899 (15,3% ) 15 a 29 anos,
e 15.947 (6,3%) eram menores de 15 anos (Figura 2). A maior redugdo na propor¢do de casos novos
de hanseniase (44,2%) foi observada na faixa etaria “menor de 15 anos”, que passou de 7,7% em
2013 para 4,3% em 2022. Por sua vez, na faixa etaria “60 anos ou mais” houve aumento de 30,1%,
saindo de 22,6% em 2013 para 29,4% em 2022 (BRASIL., 2024).

A Regido Centro-Oeste apresentou taxa de detec¢do variando de “muito alto” a
“hiperendémico” no periodo de 2013 a 2022. A maior reducao ocorreu na Regido Norte, caindo de
35,89 casos novos por 100 mil habitantes em 2013 para 18,53 casos novos por 100 mil habitantes
em 2022, o que representa reducdo de 48,4% (BRASIL., 2024).

Em 2022, a taxa de detec¢ao do Brasil foi de 9,67 casos novos por 100 mil habitantes. Mato
Grosso e Tocantins apresentaram as maiores taxas de deteccdo: 66,20 casos novos por 100 mil

habitantes e 50,88 casos novos por 100 mil habitantes, respectivamente, configurando pardmetros
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hiperendémicos. O Rio Grande do Sul apresentou baixa endemicidade, com taxa de 0,81 casos

novos por 100 mil habitantes - Figura 3 (BRASIL., 2024).
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Figura 3. Distribuicio da taxa de deteccido geral de casos novos de hanseniase por municipio de residéncia -
Brasil, 2013 (A) e 2022 (B). Fonte: SINAN/SVSA/MS (2024).

Por sua vez, no estado de Minas Gerais, o panorama epidemioldgico ¢ marcado por um
cendrio heterogéneo. Embora a taxa de deteccdo de casos novos seja inferior a média nacional, a
analise regional evidencia areas com maior concentragao da doenca, indicando a existéncia de
bolsdes de transmissao ativa. Entre 2019 e 2023, o estado contabilizou 6.516 casos de hanseniase,
incluindo casos novos, recidivas, transferéncias e reingressos. A variacdo nos modos de notificagdo
nesse intervalo explicita, em grande parte, os reflexos da pandemia de COVID-19 sobre os fluxos
de diagnostico e o seguimento dos pacientes, especialmente em 2020 e 2021. No mesmo estado,
foram notificados 1.037 casos novos em 2022; ja em 2023, esse nimero aumentou para 1.202,
demonstrando a retomada das agdes que fortalecem tanto o diagnostico quanto das ferramentas de

vigilancia epidemioldgica - Figura 4 (FURNESS, 1971; SES-MG, 2024).
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Figura 4. Numero de casos novos de hanseniase em Minas Gerais, segundo URS. 2019 a 2023. Fonte:
SINAN/CHT/DVCC/SES-MG (2024).

2.3. O Mycobacterium leprae: fisiologia do bacilo, estrutura e composi¢do quimica

A principal via de disseminagdo do bacilo de Hansen ¢ por meio de individuos nao tratados,
com alta carga bacilar (baciliferos), que eliminam o M. leprae nas goticulas expelidas pelas vias
aéreas superiores. Nesse sentido, a transmissdo se dd por via respiratéria ¢ depende do contato
direto entre pessoas, sendo facilitada especialmente quando doentes baciliferos ndo tratados
convivem com individuos suscetiveis. Embora o periodo de incubacdo da doenga ndo seja
precisamente conhecido, estima-se que tenha duragdo média de cerca de cinco anos (WHO, 2024).

O M. leprae é uma micobactéria ndo cultivavel in vitro, sendo considerado parasito
especifico do homem. J4 foram identificados primatas e tatus naturalmente infectados, porém sem
relagdo bem estabelecida quanto a cadeia de transmissao em humanos. O bacilo apresenta tempo de
multiplicagdo lento, de 11 a 16 dias, o que se reflete no tempo prolongado de incubacdo e na
cronicidade da doenca. O bacilo apresenta tropismo pelos macréfagos da derme e células de
Schwann dos nervos periféricos (BHAT; PRAKASH, 2012; SAMPAIO; RIVITTI; 41:625-51).

O bacilo de Hansen ¢ uma bactéria alcool-acido resistente (BAAR), em formato de
bastonete, medindo entre 1 e 8 um de comprimento e 0,3 pm de diametro. Em termos morfologicos
basicos, essas caracteristicas o aproximam do Mpycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis).
Diversos estudos envolvendo a ultraestrutura do M. leprae, conduzidos a partir de amostras
humanas, de camundongos e de tatus, demonstraram que ndo foram observadas diferengas
estruturais marcantes em comparagdo com outras micobactérias (SUGAWARA-MIKAMI;

TANIGAWA; KAWASHIMA; KIRIYA et al., 2022).
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A andlise comparativa entre os genomas do M. leprae e do M. tuberculosis revelou um
processo acentuado de evolucdo redutiva no primeiro, com grande parte de seus genes convertida
em pseudogenes. Ainda assim, os genes relacionados a biossintese da parede celular permanecem
funcionalmente conservados, permitindo inferéncias sobre a composi¢do minima necessaria para a
estrutura da parede micobacteriana. Essa estrutura ¢ considerada fundamental para a compreensao
da fisiologia do bacilo e dos mecanismos patogénicos envolvidos na hanseniase (SUGAWARA-
MIKAMI; TANIGAWA; KAWASHIMA; KIRIYA et al., 2022). A base estrutural de sua parede
celular segue o padrao micobacteriano, sendo formada por um complexo covalente de
peptidoglicano, arabinogalactona e acido micdlico, com algumas modificacdes especificas da
espécie (DAFF¢; DRAPER, 1998).

Observado por microscopia eletronica, o M. leprae exibe organizacdo de parede celular
formada por duas camadas distintas: uma interna, de aspecto eletrodenso, e outra externa,
eletrotransparente, as quais recobrem a membrana plasmatica. A camada interna ¢ constituida de
peptidoglicanos e arabinogalactanas. Por sua vez, a camada externa ¢ composta por cadeias
ramificadas de arabinogalactonas esterificadas com longas cadeias de 4cidos micdlicos
(BRENNAN, 2003; VISSA; BRENNAN, 2001).

Ademais, ha ainda uma camada mais externa, a qual provavelmente contém diferentes
lipoglicanos, polissacarideos livres, glicolipideos e fosfolipideos. Essa ¢ uma espessa parede
lipidica, cuja principal composi¢do ¢ o glicolipideo fenolico 1 (PGL-1). Esse glicolipideo
imunogénico ¢ formado por um trissacarideo metilado, composto por trés actcares ligados a uma
estrutura central de fenol que, por sua vez, se conecta ao fitocerol e aos adcidos micolicos. O PGL-1
¢ considerado um marcador antigénico especifico da espécie M. leprae - Figura 5 (HUNTER;

FUJIWARA; BRENNAN, 1982; VISSA; BRENNAN, 2001).
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Figura 5. Estrutura esquematica molecular da parede do M. leprae. Fonte: Vissa e Brennan (2001).

2.4. Formas clinicas e a classificacao da hanseniase

A correta classificagdo da forma clinica da hanseniase ¢ de grande importancia, pois orienta
a definicao do tempo de tratamento e permite identificar os individuos com maior propensao ao
desenvolvimento de complicagdes, por exemplo, neurites e surtos reacionais.

O M. leprae tem alta infectividade e baixa patogenicidade, o que significa que, apesar de
infectar muitas pessoas, poucas delas adoecem (OLIVEIRA; TALHARI; NEVES; TALHARI,
2006). Sua fisiopatologia ¢ multifatorial, com aspectos genéticos, imunologicos e ambientais
determinando a suscetibilidade do individuo ao bacilo. Os individuos expostos ao bacilo e que
desenvolvem a doenga exibem uma diversidade marcante de apresentagdes clinicas, revelando-se
muito distintas entre si. Tais variagdes sdo predominantemente influenciadas por fatores genéticos
do hospedeiro e pela capacidade do organismo em desenvolver uma resposta imune eficaz, tanto no
que tange a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa frente aos antigenos da micobactéria
(BRASIL, 2022; GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Ao longo dos anos, surgiram diversas classificacdes da hanseniase, a medida que se

ampliava o conhecimento acerca da doenga. A OMS adota uma classificagdo operacional
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fundamentada no indice baciloscopico (IB) ou no niimero de lesdes cutdneas. Nessa sistematica, os
casos sdo definidos como paucibacilares (PB) quando apresentam entre uma e cinco lesdes cutdneas
e baciloscopia necessariamente negativa, ¢ como multibacilares (MB), quando apresentam mais de
cinco lesdes e/ou baciloscopia positiva (WHO, 2018).

Em 1953, o VI Congresso Internacional de Leprologia, sediado em Madri, estabeleceu a
classificacdo da hanseniase segundo a sua tendéncia de evoluir em direcdo a um dos seus polos
clinicos opostos, os quais seriam estaveis do ponto de vista da resposta imunologica suscitada no
hospedeiro: as formas tuberculoide e virchowiana. Ademais, haveria o grupo interpolar:
representado pela forma dimorfa, a qual seria instavel do ponto de vista de resposta imunoldgica,
transitando, assim, dentro do espectro clinico entre as formas polares da doenca. Adicionalmente,
haveria uma forma inicial da doenga, a forma indeterminada, que apresentaria discretas
manifestagdes clinicas ([6th International Leprosy Congress], 1953; ARAUJO, 2003).

Por sua vez, a categorizagdo estabelecida por Ridley e Jopling em 1966, amplamente
empregada em estudos cientificos, mantém os conceitos basicos da classificagdo de Madri, além de
considerar a resposta imunologica do hospedeiro em um continuo de resisténcia ao bacilo. O exame
histopatologico ¢ imprescindivel para a sua aplicagdo. Dentro deste sistema, sdo delineadas a forma
tuberculoide (MHT) e virchowiana (MHV), os subtipos dimorfo tuberculoide (MHDT), dimorfo
dimorfo (MHDD) e dimorfo virchowiano (MHDV) - Tabela 1 (BRASIL, 2022; RIDLEY;
JOPLING, 1966). Ja a hanseniase indeterminada (MHI) ¢ considerada, por muitos autores, como a
forma clinica mais precoce da doenca, apresentada por pacientes que ainda ndo desenvolveram
resposta imune celular efetiva ao M. leprae, e que podem evoluir para outras formas clinicas,
conforme a progressao da resposta imunolédgica frente aos antigenos da micobactéria (MAYMONE;
LAUGHTER; VENKATESH; DACSO et al., 2020).

Clinicamente, os pacientes diagnosticados com MHT, ao manifestarem resposta imune
celular robusta contra o M. leprae, costumam apresentar lesoes de pele localizadas, inica ou em
pequeno numero e geralmente curso menos grave da doenca. Do ponto de vista dermatologico, a
caracteristica marcante dessa forma clinica ¢ a presenca de placa anestésica com contornos bem
definidos, coloracao eritematosa, com bordas infiltradas, descrita como de aspecto tricofitoide, com
acometimento de até um nervo periférico. No polo oposto da doenca, os pacientes com MHV por
ndo desenvolverem resposta imune celular eficaz contra o M. leprae, cursam com a disseminagao
do patégeno e com a formacgdo inumeras lesdes papulares e/ou nodulares com componente
infiltrativo significativo, que, além de acometerem o tegumento, podem afetar diversos Orgdos

internos (RIDLEY; JOPLING, 1966).
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A hanseniase dimorfa corresponde a um estddio imunologico instavel, intermediério entre as
formas tuberculoide (MHT) e virchowiana (MHV). Esse espectro inclui as variantes MHDT,
MHDD e MHDV, englobando a maior propor¢ao de casos de hanseniase. Clinicamente, observa-se
ampla diversidade de lesdes elementares, como maculas hipocromicas ou eritematosas, papulas,
placas e nodulos, refletindo a heterogeneidade morfologica caracteristica das formas dimorfas da
doenga. O acometimento de nervos periféricos costuma ser intenso, sendo considerada a forma

clinica com maior chance de ocorréncia de neurites ¢ deformidades (RIDLEY; JOPLING, 1966).

Tabela 1. Classificacio e apresentacio clinica da hanseniase. Fonte: Adaptado de Maymone et al., 2020.
Ridley-Jopling T DT DD DV vV

Hansenomas e

Lesées Maéculas/placas bem

Maculas/placas

Anulares, bordas

Maculas, papulas e

definidas infiltradas indistintas anulares nédulos infiltrados
N° de lesges Unica Poucas Varias Numerosas Muitas
Distribuicdo Localizada Assimétrica Assimétrica Simétrica Simétrica
Superficie Seca, descamativa Seca Levemente brilhante Brilhante Brilhante
Pelos Ausente Diminuido Levemente diminuido Discretamente Normal

diminuido
Sensibilidade Ausente nas placas Ausente nas placas Moderada reducdo Leve reducao Preservada no inicio,
difusa depois

Carga bacilar 0 1-10 / 100 campos 1-10/ 10 campos 1-10 / campo 100-1000 / campo
OMS Paucibacilar Multibacilar Multibacilar Multibacilar Multibacilar

2.5. Reacoes hansénicas

Durante o curso da doenga, também podem ocorrer episddios conhecidos como reagdes
hansénicas ou surtos reacionais - fendmenos inflamatorios agudos que podem manifestar-se antes
mesmo do diagnodstico da hanseniase, durante o tratamento ou mesmo ap0s a conclusdo desse. Esses
eventos, além de estarem intrinsecamente relacionados a carga bacilar e a resposta imune do
hospedeiro, acometem aproximadamente metade dos individuos infectados pelo M. leprae. Tais
reagdes constituem a principal causa das lesdes neurais irreversiveis e das deformidades anatdmicas
associadas a hanseniase, ressaltando a imperatividade da pronta identificacdo e do inicio imediato
do tratamento adequado dos quadros reacionais (CARVALHO; ARAUJO; COELHO-DOS-REIS;
PERUHYPE-MAGALHAES et al.,, 2018; MENDON¢A; COSTA; MELO; ANTUNES et al.,
2008).
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As reagdes hansénicas sdo divididas em dois tipos distintos: a reacdo tipo 1, também
conhecida como reagdo reversa (RR), e a reagdo tipo 2, sendo representada pelo seu prototipo: o
eritema nodoso hansénico (ENH). A reagdo do tipo 1 ocorre nos pacientes acometidos pela forma
tuberculoide e nos dimorfos. Trata-se de uma reacao de hipersensibilidade e corresponde ao tipo IV
de Gell & Coombs (RAJAN, 2003). Observa-se aumento abrupto da resposta imune Txl contra os
antigenos do M. leprae, resultando na produg¢do local de citocinas como interleucina-1 beta (IL-18),
TNF-a, IL-2, IFN-y e IL-12. Clinicamente, essa reacdo se manifesta como acentuada deterioracao
das lesdes cutaneas existentes e exacerbado envolvimento neural (ARA0JO, 2003; BRASIL, 2022;
CARVALHO; ARAUJO; COELHO-DOS-REIS; PERUHYPE-MAGALHAES ef al., 2018; FOSS,
2003).

Por outro lado, a reacdo tipo 2 ocorre nos individuos virchowianos e em alguns dimorfos,
especialmente os dimorfo-virchowianos, e ¢ representada pela classificacdo tipo III de Gell &
Coombs (RAJAN, 2003). Em geral, ¢ associada a algum fator precipitante, tais como: infecgoes,
imunizagdes, gravidez, entre outros, sendo desencadeada pela deposicdo de imunocomplexos e
ativagao do Complemento em individuos multibacilares, nos quais prevalece a resposta tipo 2. Sdo
observados niveis significativamente elevados de TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, juntamente com
infiltrados neutrofilicos e vasculite. Clinicamente, a reagdo tipo 2 se manifesta como quadro
sistémico caracterizado pelo surgimento de noddulos subcutineos eritematosos dolorosos,
acompanhados por febre, linfadenite, artrite, neurite, orquite, mialgia, irite, iridociclite, entre outros
(ARAUIJO, 2003; BRASIL, 2022; CARVALHO; ARAUJO; COELHO-DOS-REIS; PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2018; FOSS, 2003).

O manejo das reagdes hansénicas envolve o uso de medicamentos imunomoduladores e anti-
inflamatdrios especificos para cada tipo de reagdo. Nas reacdes do tipo 1, a prednisona € o fArmaco
de escolha, atuando como potente agente anti-inflamatorio e imunossupressor para controlar a
exacerbagdo da resposta imune celular. J4 nas rea¢des do tipo 2 (eritema nodoso hansénico), a
talidomida ¢ amplamente utilizada devido ao seu efeito imunomodulador na neutralizacdo da
resposta inflamatoria mediada por imunocomplexos. Durante esses episoddios, recomenda-se manter

o esquema de PQT-U caso o paciente ainda ndo tenha cumprido os critérios de alta por cura
(BRASIL, 2022).

2.6. Diagnéstico da hanseniase

O diagnoéstico da hanseniase ¢ eminentemente clinico e epidemiologico e, a principio, a

maioria dos casos pode ser reconhecida no ambito da Atengdo Primaria a Saude, a partir da
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avaliagdo dos sinais e sintomas caracteristicos da doenca. De acordo com o Ministério da Satde
(MS), define-se como caso de hanseniase aquele que apresenta pelo menos um dos chamados sinais
cardinais: (1) lesdo(s) ou area(s) de pele com alteracao da sensibilidade térmica, dolorosa e/ou tatil;
(2) espessamento de nervos periféricos, associado a alteragdes sensitivas, motoras e/ou
autondmicas; ou (3) presenca do M. leprae, confirmada por baciloscopia de esfregaco intradérmico
ou exame histopatologico de bidpsia de pele. A adequada identificagdo desses sinais ¢ fundamental
para o diagnoéstico precoce € o inicio oportuno do tratamento, contribuindo para a interrupgao da
cadeia de transmissao e para a prevenc¢ao de incapacidades fisicas (BRASIL, 2022).

A avaliagdo dermatoneurologica, também denominada Avaliagdo Neurologica Simplificada
(ANS) constitui um dos pilares fundamentais no diagnostico da hanseniase, conforme preconizado
pelo MS. A realizacdo desse exame sistematico permite a detecgao precoce de alteragdes na fungao
neural, aspecto essencial para a prevengao de incapacidades fisicas. A avaliagdo inclui anamnese
detalhada, inspecao das maos, pés e face, palpacdo dos nervos periféricos e testes de sensibilidade e
forca muscular (BRASIL, 2008)

A investigagdo da sensibilidade cutdnea, abrangendo os estimulos térmicos, tateis e
dolorosos, em areas delimitadas da pele, constitui etapa essencial na deteccdo precoce do
comprometimento neural periférico. Tais alteragcdes sensitivas, que frequentemente antecedem o
aparecimento das lesdes cutaneas, representam um dos primeiros sinais da neuropatia hansénica e
possuem relevancia diagnostica significativa. A avaliagdo e o monitoramento dessas alteragdes sao
realizados de maneira semiquantitativa por meio da estesiometria com o uso dos monofilamentos de
Semmes-Weinstein, técnica padronizada que permite acompanhar a evolugdo da fungdo neural ao
longo do tratamento e do seguimento clinico dos pacientes - Figura 6 (FRADE; ROSA;
BERNARDES FILHO; SPENCER et al., 2021).

A sensibilidade tatil ¢ mensurada utilizando-se os monofilamentos de Semmes-Weinstein
(estesidmetro) que aplicam uma pressao padronizada sobre a pele, permitindo identificar areas com
perda de sensibilidade protetora. Essa perda de sensibilidade ¢ um indicativo de risco elevado para
lesdes e deformidades nos membros afetados. Portanto, a realizacdo periddica da avaliacdo
dermatoneurologica, que engloba o uso do estesiometro, ¢ imprescindivel tanto para o diagndstico
precoce quanto para o acompanhamento clinico continuo dos pacientes, possibilitando intervenc¢des
terapéuticas oportunas e contribuindo para a reducdo da morbidade associada a hanseniase

(FRADE; ROSA; BERNARDES FILHO; SPENCER et al., 2021).
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Figura 6. Estesiometro e teste de monofilamento. Fonte: BRASIL (2008).

Apesar de poder ser estabelecido com base em critérios clinicos e epidemioldgicos, o
diagnodstico da hanseniase pode requerer e ser, em determinadas situacdes, o auxilio de exames
complementares. Métodos propedéuticos auxiliares como o indice baciloscopico obtido por raspado
dérmico, a biopsia de pele com estudo histopatoldgico, a ultrassonografia de nervos periféricos, a
eletroneuromiografia, o teste da histamina endogena e exdgena, os exames soroldgicos e os testes
moleculares podem contribuir para o esclarecimento diagndstico e para a adequada classificagdo da
forma clinica dos casos.

A baciloscopia ¢ um exame laboratorial complementar ao diagnoéstico clinico, que busca
detectar a presenga do M. leprae em esfregacos de raspado intradérmico e estimar a carga bacilar
apresentada pelo paciente. O numero de bacilos em cada esfregago ¢ calculado de acordo com a
escala logaritmica de Ridley, que atribui indices baciloscopicos (IB) que variam de 0 a 6+. A média
dos IBs obtidos em cada esfregaco serve como estimativa da carga bacilar do paciente. O exame
permanece como um marcador fundamental da carga bacilar e da defini¢do das formas clinicas da
hanseniase, apresentando valor complementar a avaliagdo clinica baseada no numero de lesdes
cutaneas (RIDLEY, 1955).

Entre os exames complementares empregados no diagnodstico da hanseniase, o teste de
Mitsuda se destaca por permitir a avaliagdo da resposta imune celular especifica ao M. leprae. Essa
reacdo cutanea verifica a capacidade do hospedeiro em reconhecer e responder ao antigeno do
bacilo, constituindo importante indicador da efetividade da imunidade adaptativa celular, tendo
desempenhado papel historico na classificagdo e no prognodstico da doenga. Trata-se de uma reacao
tardia, mediada por linfocitos T, desencadeada apds a fagocitose dos bacilos inativados por células
do sistema mononuclear fagocitario. A intensidade da resposta obtida reflete o grau de imunidade
celular do individuo frente ao agente infeccioso, apresentando correlacao direta com as diferentes
formas clinicas e com a evolugdo da hanseniase. Embora amplamente utilizada no passado na

pratica clinica, atualmente sua aplicagdo se restringe, em grande parte, ao campo da pesquisa,
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especialmente em investigacdes sobre os mecanismos imunoldgicos e a patogénese da doenga
(MITSUDA, 1953) (DE SOUZA; MARCOS; URA; OPROMOLLA et al., 2007).

A avaliacdo histopatologica de bidpsias cutaneas, embora nao seja imprescindivel, € util no
auxilio diagndstico e na correta classificagdo da forma clinica da hanseniase, particularmente diante
da heterogeneidade de apresentacdes que caracteriza o espectro da doenga. Evidéncias de estudos de
concordancia clinico-histopatoldgica indicam que, embora a avaliacdo clinica seja indispensavel
para a identificagdo inicial dos casos, o exame histopatologico contribui de forma decisiva para a
confirmacao diagnostica e para a tipificacdo das formas clinicas, sobretudo nas apresentagdes
indeterminadas e dimorfas, nas quais os achados clinicos podem ser inespecificos. A analise
tecidual permite a caracterizagdo do infiltrado inflamatorio, do comprometimento neural e da
presenca de bacilos alcool-acido resistentes, complementando a baciloscopia e a classificagdo
operacional (SINGH; AGARWAL; MISRA; GUPTA et al., 2000).

Assim sendo, a identificagdo e o diagnéstico precoce da hanseniase constituem etapas
essenciais para a implementacdo de intervencdes terapéuticas adequadas e eficazes. Tais
procedimentos possibilitam a interrupcdo da cadeia de transmissdo e a prevengdao do
desenvolvimento de incapacidades fisicas permanentes, em consonancia com as diretrizes nacionais
e internacionais de controle da doenga. O diagndstico oportuno representa fator determinante para a
efetividade do tratamento, para a redu¢do da morbidade associada a hanseniase e para o

fortalecimento das ac¢des de satide publica (WHO, 2018).

2.7. Tratamento da hanseniase

A implementagdo da PQT como estratégia terapéutica da hanseniase foi oficialmente
recomendada pela Organizagdo Mundial da Satde desde 1981, representando avango significativo
no controle dessa enfermidade. No Brasil, o Ministério da Saude adotou esse regime como
protocolo exclusivo a partir de 1990. Desde 2018, a abordagem passou a ser denominada
poliquimioterapia tnica (PQT U), refletindo a estratégia de aplicacdo de um esquema terapéutico
padronizado para todos os casos, independentemente da classificagdo clinica, diferenciando-se
apenas quanto a duragdo do tratamento. Nos casos paucibacilares, a terapéutica deve durar seis
meses, podendo ser concluida em até nove meses, ao passo que nos casos multibacilares o
tratamento estende-se por 12 meses, com possibilidade de finalizagdao em até 18 meses. (BRASIL,
2022; WHO, 2018).

O tratamento fundamenta-se na associacao de trés antimicrobianos, a rifampicina, a dapsona

e a clofazimina, administrados em doses supervisionadas e autoadministradas. A dose
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supervisionada deve ser administrada na presenca de profissional de saude, constituindo-se em uma
unica dose mensal de 600 mg de rifampicina, 100 mg de dapsona ¢ 300 mg de clofazimina,
enquanto a dose autoadministrada compreende doses diarias de 100 mg de dapsona e 50 mg de
clofazimina. Adicionalmente, existem esquemas terapéuticos alternativos com outros
antimicrobianos, os quais sdo indicados em situa¢des de contraindicagdo e/ou impossibilidade de
uso a um ou mais desses farmacos, conforme preconizado nas diretrizes terapéuticas da doenca

(WHO, 2018).

2.8. Aspectos imunoldgicos

2.8.1. Aspectos imunologicos basicos: Sistema imune inato e sistema imune adaptativo

O sistema imunologico pode ser didaticamente classificado em dois tipos fundamentais:
imunidade inata e adaptativa (ou adquirida). A imunidade inata, tradicionalmente considerada uma
resposta imune inespecifica, ¢ caracterizada pela resposta rdpida contra patégenos, sendo mediada
por células como macrdéfagos. Em contraste, a imunidade adaptativa, mediada pelos linfocitos T e B
clonais, ¢ definida pela especificidade e pela capacidade de gerar memoria imunoldgica. No
entanto, descobertas recentes demonstraram que a imunidade inata também pode ter carater
especifico, sendo capaz de reconhecer e discriminar patdgenos de antigenos proprios. Além disso, a
ativa¢do da imunidade inata pode desencadear a ativagdo subsequente da resposta imune adaptativa,
estabelecendo interagdo dinamica entre essas duas formas de defesa do hospedeiro (AKIRA;

TAKEDA; KAISHO, 2001).

2.8.2. Aspectos imunologicos: Papel dos mondcitos e dos macrofagos na hanseniase

Os monocitos sdo leucdcitos derivados da medula dssea que circulam no sangue e atuam na
defesa contra patdgenos por meio de sua diferenciagdo em macrofagos e células dendriticas nos
tecidos. Apresentam heterogeneidade funcional e fenotipica, sendo classificados em trés
subconjuntos conforme a expressio de CD14 e CD16: classicos (CD14™", CD16"), intermediarios
(CD14™", CD16") e nio classicos (CD14", CD16™) (WONG; TAI, WONG; HAN et al., 2011). Os
monocitos classicos, majoritdrios na circulacdo (80-95%), destacam-se pela alta capacidade
fagocitica. Os intermediarios (2—8%) contribuem para a producdo de espécies reativas de oxigénio,
apresentacdo de antigenos e ativagcdo de linfocitos T. J& os ndo classicos (2—11%) patrulham o

endotélio vascular, participam de respostas pro-inflamatorias, secretam citocinas e colaboram na
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apresentacdo antigénica (SAMPATH; MOIDEEN; RANGANATHAN; BETHUNAICKAN, 2018;
WONG; YEAP; TAL; ONG et al., 2012).

Durante episodios inflamatérios convencionais, os monocitos da medula 6ssea migram para
os tecidos, onde se transformam em macréfagos especializados. Em condig¢des basais, o endotélio
vascular estimula a diferenciacdo desses monocitos em macréfagos com perfil anti-inflamatorio,
conhecidos como macrofagos do tipo M2. Por outro lado, a exposi¢do ao interferon-gama (IFN-vy)
estimula a polarizagdo para macrofagos microbicidas, também conhecidos como macréfagos do tipo
MI1. A origem dos macréfagos teciduais ¢ mista, envolvendo tanto células formadas durante o
desenvolvimento embriondrio quanto mondcitos recrutados apds o nascimento (PINHEIRO;
SCHMITZ; SILVA; DIAS et al., 2018).

Os macréfagos desempenham papel fundamental na hanseniase, atuando diretamente na
resposta imune frente aos antigenos do bacilo de Hansen, influenciando, dessa maneira, diretamente
na progressao ou ndo da doenca. Apds a internalizacdo do M. leprae, os macréfagos iniciam uma
resposta imune complexa, caracterizada pela producdo de diversas citocinas, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 12 (IL-12), interleucina 10 (IL-10) e fator de
crescimento transformador beta 1 (TGF-B1). Essas moléculas ndo apenas modulam a atividade dos
proprios macrofagos, mas também influenciam o perfil funcional das células T, orientando a
resposta imunologica adaptativa (CABRAL; DE FIGUEIREDO; GANDINI; DE SOUZA et al.,
2022).

Macrofagos ativados no perfil M1 produzem IL-12, que estimula linfocitos T naive a se
diferenciarem no subtipo Tul, que secretam IFN-y, principal ativador dos radicais microbicidas
derivados do oxigénio e nitrogénio. O IFN-y também aumenta a expressao da molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM-1), facilitando a interagdo entre células apresentadoras de antigeno e linfocitos
T. Esses macrofagos liberam TNF-o em um mecanismo autocrino, intensificando sua ativagdo para
eliminar o M. leprae e potencializando os efeitos do IFN-y. Por outro lado, macrofagos do tipo M2
secretam TGF-B1 e IL-10, citocinas que inibem sua ativagdo. Essa predominancia resulta na
proliferagdao bacteriana e antagoniza a agao do TNF-a, IFN-y e IL-12, culminando na resposta do
tipo 2, enfraquecendo a resposta imune celular e comprometendo a ativagdo dos macrofagos

(GOULART; PENNA; CUNHA, 2002) .

2.8.3. Aspectos imunolégicos: Receptores Toll-Like como mediadores da resposta imune inata

Avancos recentes no campo da imunologia revelaram que a imunidade inata ¢ dotada de

mecanismos de reconhecimento altamente especificos, mediados por receptores de reconhecimento
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de padrdes (PRRs), entre os quais se destacam os receptores 7Toll-like (TLRs). Esses receptores,
codificados na linha germinativa, sdo capazes de detectar estruturas moleculares conservadas
presentes em microrganismos, denominadas padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs).
A ativag¢ao dos TLRs desencadeia uma cascata de sinalizagao intracelular que culmina na produgao
de citocinas inflamatorias e outros mediadores essenciais para a resposta inicial do hospedeiro
frente a infecgdo (KAWAI; AKIRA, 2010).

Os TLRs sao glicoproteinas transmembrana integrais do tipo I, que apresentam dominios
extracelulares com repeticoes de leucina e um dominio intracelular de sinalizagdo, denominado
dominio Toll/IL-1R, que ¢ homologo ao receptor de interleucina 1 (IL-1R). Esses dominios sdo
essenciais para o reconhecimento de padrdes moleculares e a transducdo de sinais celulares
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).

Até o presente momento, foram identificados 10 TLRs funcionais no organismo humano.
Esses receptores desempenham papel crucial no reconhecimento de PAMPs, que incluem lipidios,
lipoproteinas, proteinas e dacidos nucleicos provenientes de microrganismos diversos, como
bactérias, virus, fungos e parasitos (Tabela 2). A deteccdo desses PAMPs pelos TLRs ocorre em
diferentes compartimentos celulares, como a membrana plasmatica, os endossomos, os lisossomos ¢
os endolisossomos, facilitando a ativagdo das respostas imunoldgicas apropriadas para defesa do
hospedeiro (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001; KAWAI; AKIRA, 2010).

Os TLRs estdo presentes em diversas células do sistema imunoldgico, como macréfagos,
células dendriticas, células B e tipos especificos de células T, além de serem encontrados em células
nao-imunes, como fibroblastos e células epiteliais. A expressdo desses receptores nao € constante,
sendo rapidamente ajustada em resposta a infecc¢oes, citocinas inflamatorias e estimulos ambientais.
Os TLRs podem estar localizados tanto em compartimentos extracelulares e intracelulares das
células. Enquanto alguns TLRs, como TLRI1, TLR2, TLR4, TLRS e TLR6, sdo expressos na
superficie celular, outros, como TLRs 3, 7, 8 ¢ 9, predominam em compartimentos intracelulares,
como endossomos. A classificacdo dos TLRs baseia-se nas suas sequéncias primarias, com cada
subfamilia especializada no reconhecimento de diferentes PAMPs. Os TLRs 1, 2 e 6 reconhecem
lipidios, enquanto os TLRs 7, 8 e 9 sdo responsaveis pelo reconhecimento de acidos nucleicos
(AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA,
2010).
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Tabela 2. Reconhecimento dos TLR's aos componentes microbianos. Fonte: Akira, S., Uematsu, S., & Takeuchi, O.

(2006).
Componentes Espécies Uso de TLR
microbianos
LPS Bactérias Gram-negativas | TLR4
Lipopeptideos diacilados Mycoplasma TLR6/TLR2
Lipopeptideos triacilados Bactérias e micobactérias TLRI1/TLR2
LTA (acido lipoteicoico) Streptococcus do grupo B | TLR6/TLR2
PG (peptidoglicano) Bactérias Gram-positivas TLR2
Porinas Neisseria TLR2
Lipoarabinomanana Micobactérias TLR2
Flagelina Bactérias flageladas TLRS
CpG-DNA Bactérias e micobactérias TLR9

Brightbill et al. (1999) destacam o papel do TLR2, que ¢ ativado por lipoproteinas
microbianas, particularmente aquelas presentes na parede celular de diversas bactérias. A ativagao
do TLR2 resulta na producao de citocinas inflamatorias, como IL-12, que sdo importantes para a
diferenciagdo das células T para o perfil Tul, essencial para a resposta celular contra patdgenos
intracelulares. Além disso, a ativagdo do TLR2 induz a expressdo de 6xido nitrico (NO), uma
molécula antimicrobiana importante para a eliminagdo de microrganismos. Esse processo ¢
fundamental para a defesa do hospedeiro contra infecgdes bacterianas, incluindo aquelas causadas

por micobactérias (BRIGHTBILL; LIBRATY; KRUTZIK; YANG et al., 1999).

2.8.4. Aspectos imunologicos: Receptores Toll-Like na hanseniase

O reconhecimento de microrganismos por receptores da imunidade inata ¢ um dos primeiros
passos na ativagdo da resposta imune contra patdogenos intracelulares. O bacilo de Hansen
apresenta, em sua parede celular, o glicolipidio lipoarabinomanana (LAM) e, em sua cépsula, o
PGL-I, ambos considerados moléculas de superficie fundamentais para o reconhecimento pelo
sistema imune. Esses componentes interagem preferencialmente com os TLR’s 1 e 2, formando o
heterodimero TLR1/2, cuja ativagdo desencadeia cascatas de sinalizagdo intracelular. Tais vias
regulam a disseminagdo de microrganismos intracelulares € modulam respostas tanto da imunidade
inata quanto da adaptativa, evidenciando o papel central desses receptores na defesa contra a
infeccao (ANTUNES; GOULART; LIMA; ALVES et al., 2019).

Os TLR's dos subtipos TLR1/2, TLR2, TLR4 e TLR6 exercem papel central na deteccao dos
PAMP's do M. leprae. Especificamente, os heterodimeros TLR1/TLR2 sdo fundamentais para o
reconhecimento das lipoproteinas micobacterianas, promovendo a ativacdo de respostas pro-

inflamatorias. Existem evidéncias de que a expressdo de TLR1 e TLR2 seja mais acentuada em
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individuos com hanseniase tuberculoide em comparagdo aqueles com hanseniase virchowiana, o
que sugere que a ativagcdo desses receptores contribui para uma resposta imunoldgica mais eficaz
contra o bacilo (KRUTZIK; OCHOA; SIELING; UEMATSU et al., 2003; SILVA; SILVA;
BRASIL; ALVES et al., 2024).

Underhill et al. (1999) demonstraram que o receptor TLR2 ¢ recrutado para os fagossomos
de macréfagos apos a fagocitose de microrganismos, sendo capaz de discriminar entre diferentes
agentes patogénicos com base em seus PAMPs. No estudo, a expressdao funcional do TLR2 em
células transfectadas resultou em maior produgdo de citocinas inflamatérias, como TNF-a, em
resposta a componentes bacterianos. Esses achados reforcam o papel do TLR2 como importante
sensor da imunidade inata, com implica¢des diretas para a compreensdo da resposta inflamatéria
contra micobactérias (UNDERHILL; OZINSKY; HAJJAR; STEVENS et al., 1999).

Krutzik et al. (2003) analisaram a expressao ¢ ativagao dos heterodimeros TLR1-TLR2, bem
como dos homodimeros TLR1 e TLR2, em pacientes com diferentes formas clinicas da hanseniase,
demonstrando que esses receptores podem ter relagdo com a ativagdo celular em resposta as
lipoproteinas presentes no M. leprae. Os autores demonstraram que a expressao dos receptores
TLR1 e TLR2 nas lesdes cutaneas de pacientes com hanseniase se associa aos diferentes perfis de
resisténcia ou susceptibilidade frente a infeccdo pelo bacilo de Hansen. Embora a expressdo de
TLR2 em monocitos circulantes fosse semelhante em todo o espectro clinico da doenga, diferencas
significativas foram observadas no microambiente das lesdes. Em individuos com a forma
tuberculoide, caracterizada por maior controle imunologico da infec¢do, TLR1 e TLR2
apresentaram expressao elevada em mondcitos e células dendriticas infiltrantes. Em contraste, nas
lesdes virchowianas, associadas a disseminagdo bacteriana, esses receptores estavam pouco
expressos. Tais variagdes refletiram o perfil local de citocinas: predominio de citocinas do tipo 1,
como o [FN-y, IL-12 e fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) na
forma tuberculoide, e de citocinas do tipo 2 (IL-4 e IL-10) no polo virchowiano. Em especial, IL-4
foi capaz de reduzir a expressdo de TLR2 em nivel transcricional e proteico, enquanto IFN-y e GM-
CSF promoveram o aumento da expressdao de TLR1. Esses achados sugerem que a modulagdo local
da expressdo de TLR2 e TLR1 contribui de maneira importante para o desfecho da resposta imune
frente ao patogeno (KRUTZIK; OCHOA; SIELING; UEMATSU et al., 2003).

Bochud e colaboradores (2009) examinaram a relagdo entre polimorfismos no gene do
receptor TLR4 e a protecdo conferida contra a hanseniase. O estudo, realizado com uma coorte de
441 pacientes etiopes e 197 individuos saudaveis, demonstrou que dois polimorfismos especificos
no TLR4 se associam com menor probabilidade de desenvolvimento da doenga. Esses resultados

indicam que tais variantes genéticas podem modular a ativacdo do TLR4, influenciando a resposta
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imunoldgica do hospedeiro frente ao M. leprae e regulando a producdo de mediadores
inflamatorios. Ademais, verificou-se que a estimulagdo de mondcitos pelo bacilo pode reduzir
parcialmente a resposta subsequente a exposi¢do a lipopolissacarideo (LPS), sugerindo que M.
leprae seja capaz de modular o sinal mediado pelo TLR4, afetando a dindmica da imunidade do
hospedeiro (BOCHUD; SINSIMER; ADEREM; SIDDIQUI et al., 2009).

Polimorfismos no gene que codifica o TLR2 tém sido associados a predisposi¢do ao
desenvolvimento de reacdes reversas em individuos com hanseniase. Ha evidéncias que variantes
especificas de TLR2 possam modular a ativagao de vias inflamatorias, influenciando a intensidade
da resposta imunologica e aumentando a susceptibilidade a episddios de reagao tipo 1 (BOCHUD;
HAWN; SIDDIQUI; SAUNDERSON et al., 2008). Esses achados destacam o papel crucial da
diversidade genética do TLR2 na regulacdo da imunidade do hospedeiro e na expressdo clinica da
doenga, evidenciando seu potencial como marcador prognostico para manifestacdes

imunopatoldgicas na hanseniase.

2.8.5. Aspectos imunoldgicos: Participacio do sistema imune adaptativo e o papel dos

linfocitos na hanseniase

Na imunopatogénese da hanseniase, constata-se a notavel participacdo do sistema imune
adaptativo do hospedeiro, revelando, dessa maneira, dois padrdes nitidamente divergentes: um de
resisténcia, no qual a resposta imune celular ¢ vigorosa, combatendo a micobactéria, com
predominéncia de linfocitos T CD4" Tul e Tul7. Esse perfil é caracterizado pela presenca escassa
de bacilos e lesdes localizadas, delineando o polo tuberculoide. Por outro lado, no polo oposto,
emerge um perfil de suscetibilidade, marcado pela auséncia de resposta celular especifica aos
antigenos do M. leprae. Nesse contexto, prevalece a resposta mediada por linfocitos T CD4" Tu2 e
Treg, acompanhada por intensificagdo da resposta humoral. Esse padrao se associa com a producdo
de anticorpos, que ndao sdo efetivos no combate ao patdogeno, levando a proliferagdo bacilar
intensiva e a disseminagdo de lesdes, configurando o polo virchowiano (FROES; TRINDADE;
SOTTO, 2022).

A resposta imune mediada por células Th2, tipica da forma virchowiana, caracteriza-se pela
producao de IL-4, que estimula a ativagdao das células B para a sintese de anticorpos, induz a
produgdo de IgE e promove a expansio dos linfocitos T CD8". Além disso, a IL-4 exerce efeito
inibitorio sobre a ativagdo dos macrofagos e interfere negativamente na imunidade celular ao
bloquear a proliferagdao de células T dependente de IL-2, bem como a ativacdo dos monocitos

induzida por IFN-y. Em contrapartida, a resposta Tul, associada a forma tuberculoide, envolve a
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liberagdo de IL-2, responsavel pela ativagdo e proliferagdo dos linfocitos T CD4", e a produgdo de
IFN-y, que potencializa a resposta efetora contra o patégeno, contribuindo para o controle da
infec¢do - Figura 7 (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Nas lesdes cutdneas da hanseniase, observa-se variacdo significativa nos subtipos de
linfocitos T, refletindo os diferentes padrdes imunologicos conforme a forma clinica da doenga.
Pacientes com a forma tuberculoide apresentam maior propor¢do de células CD4" em relagdo as
CD8", com razdo aproximada de 1,9:1, enquanto nas lesdes da forma virchowiana, as células CD8"
predominam, com propor¢ao de cerca de 1:0,6. Além disso, em individuos com a forma
tuberculoide, tanto nas lesdes quanto no sangue, predomina a presen¢a de células T CD4" do tipo
memoria (CD45RO"), ao passo que, nas lesdes da forma virchowiana, hd maior frequéncia de
células T-naive. No que diz respeito as células CD8", as lesdes virchowianas sdo caracterizadas pela
predominancia de células T supressoras (CD28"), enquanto as lesdes da forma tuberculoide exibem
maior presenca de células T citotoxicas (CD28"). Os marcadores de superficie CD3, CD4, CD8 e
CD45RO sdo essenciais para a identificagdo e classificacdo desses linfocitos, evidenciando a

complexidade das respostas imunes contra o M. leprae (MODLIN, 1994).
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Figura 7: Esquema representativo da polarizacido entre as subpopulacoes Tul e Tu2 na hanseniase. Fonte:

Adaptado de Goulart et al., 2002.
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Estudos recentes tém investigado as caracteristicas fenotipicas e funcionais das células da
imunidade inata e adaptativa como potenciais biomarcadores para o status clinico e reagdes
hansénicas. Analises ex vivo e in vitro de mondcitos, neutrofilos e linfocitos T CD4" ¢ CD8"
revelaram diferengas significativas na expressao de TLRs e na produgdo de citocinas entre pacientes
com hanseniase e controles saudaveis. Particularmente, observou-se que a expressdo do TLR4
estava reduzida nos linfocitos T CD4" de pacientes com reagdo do tipo 1, enquanto a expressdo do
TLR2 estava aumentada nos linfocitos T CD8" de pacientes com reagdo do tipo 2. Além disso,
niveis elevados de IL-10 foram detectados em ambos os subconjuntos de linfocitos T em pacientes
com reagdes hansénicas, sugerindo uma modulagdo da resposta imunologica associada a ativagao
desses receptores (CARVALHO; ARAUJO; COELHO-DOS-REIS; PERUHYPE-MAGALHAES
etal.,2018).

2.8.6. Aspectos imunologicos: 0xido nitrico e sua participacio na hanseniase

O oxido nitrico (NO) ¢ um gés de baixo peso molecular que exerce multiplas funcdes na
biologia celular. Inicialmente, foi reconhecido como importante agente vasodilatador arterial. No
ambito do sistema imunologico, sua produgdo foi observada em macréfagos ativados por citocinas
ou em resposta a infecgdes, indicando papel relevante na defesa contra patogenos. Posteriormente,
foram identificadas trés isoformas especificas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) — neuronal
(nNOS), induzivel (iNOS) e endotelial (eNOS) —, cada uma com padrdo proprio de expressao e
funcdo tecidual. Atualmente, sabe-se que diversos tipos celulares podem produzir NO através
dessas enzimas, com efeitos celulares variados, controlados por mecanismos regulatorios
complexos que modulam sua sintese e sinalizagdao (LEE; REY; BESLER; WANG et al., 2017).

Virias células do sistema imune sdo capazes de gerar NO. Macrofagos, neutrdfilos, certas
populacdes de células dendriticas e linfocitos T podem expressar iNOS em resposta a diferentes
estimulos inflamatodrios ou infecciosos. Nessa perspectiva, o NO atua como um mediador efetor na
resposta inflamatoéria, favorecendo a eliminacdo de bactérias, além de participar na modulagdo das
respostas imunoldgicas adaptativas. Sua a¢do antimicrobiana deve-se, em grande parte, ao efeito
toxico que exerce sobre microrganismos e células-alvo (LEE; REY; BESLER; WANG et al., 2017).

Na hanseniase, o bacilo encontra-se inserido no microambiente dos macréfagos do
hospedeiro, que, quando caracterizado por estresse oxidativo e pela producao de 6xido nitrico, bem
como por outras condi¢des adversas como pH &cido, baixa pressdo parcial de oxigénio e alta
concentracdo de didéxido de carbono, atuam de forma conjunta para limitar a proliferacdo do

patogeno. Ademais, sabe-se que a expressao da iINOS e a produgao de NO encontram-se
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aumentadas em granulomas ricos em macréfagos de pacientes durante a reagdo reversa, sugerindo
sua participacdo na resposta inflamatdéria exacerbada caracteristica dessa modalidade de reagdo
hansénica. De forma notéavel, também se observa a expressao significativa de iNOS e sintese de NO
nos nervos periféricos de individuos com hanseniase, o que indica um possivel papel desse
mediador no processo de lesdo neural associado a doenga (VISCA; FABOZZI; MILANI;
BOLOGNESI et al., 2002).

O perfil de resposta tipo 1 caracteriza-se pela produ¢do de TNF-a e IFN-y, citocinas que
ativam os macrofagos e estimulam a expressao da iNOS, promovendo a liberagao de radicais livres
responsaveis pela destrui¢do do bacilo. Na hanseniase, demonstrou-se que tanto o TNF-a quanto o
IFN-y se ligam aos receptores presentes na superficie dos macrofagos, induzindo a modificacdo
fenotipica dos macrofagos indiferenciados em macrofagos inflamatoérios do tipo MI1. Esses
macrofagos M1 passam a produzir citocinas prd-inflamatérias e enzimas como a iNOS, que
promove a sintese de NO e, consequentemente, a geragdo de radicais livres que atuam na
eliminagdo do bacilo (DE SOUSA; SOTTO; SIMGES QUARESMA, 2017).

Ademais, propde-se que a micobactéria, nos macréfagos infectados, estimule a produgdo de
duas citocinas com efeitos opostos e que interferem na producao de NO: o TNF-a, que atua como
sinal autocrino para potencializar a sintese de NO induzida pelo IFN-y; e o TGF-B1, que funciona
como um sinal autocrino capaz de inibir essa producdo de NO mediada pelo IFN-y. O TGF-1
exerce efeito supressor sobre os macrofagos, antagonizando a ativagdo da atividade antimicrobiana
mediada pelo NO induzida pelo IFN-y, além de inibir a producao de TNF-a (figura 8). Dessa forma,
esse fator pode contribuir para a manuten¢do da infeccio (GOULART; PENNA; CUNHA, 2002).

Assim, compreender de maneira aprofundada a dindmica da produc¢do de NO, incluindo a
participacao potencial da imunidade inata em sua liberagdo, bem como a complexa interagdo desse
mediador com o M. leprae, revela-se imprescindivel para a elucidacdo de mecanismos adicionais
que modulam a imunopatogénese da hanseniase. Essa compreensdo ndo apenas contribui para o
avanco do conhecimento sobre os processos celulares e moleculares envolvidos na resposta imune
contra o patdogeno, mas também oferece subsidios fundamentais para a concepcdo de novas
estratégias terapéuticas, desenvolvimento de biomarcadores de monitoramento clinico e
aperfeicoamento das abordagens de preven¢do e manejo da doenca, promovendo uma visdo

integrada entre imunidade inata, imunidade adaptativa e patogénese microbiana.
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Figura 8. Paradigma imunologico das respostas Tul e Tu2 e a participacdo do NO nas formas polares da
hanseniase. Na forma TT, linfocitos Tyl produzem citocinas como TNF-a ¢ IFN-y, promovendo a ativagdo de
macrofagos que expressam iNOS e produzem NO, resultando na destruigdo do bacilo. Por outro lado, na forma VV, o
predominio da resposta tipo 2 em detrimento da tipo 1 leva a redugdo da atividade microbicida dos macrofagos, em
fun¢do de citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-, que favorecem a sobrevivéncia do bacilo. Fonte: adaptado de Sousa et
al., 2017.



47

3. JUSTIFICATIVA

A complexidade clinica da hanseniase reflete diretamente a dinamica da resposta
imunologica do hospedeiro frente ao agente etiologico da doenca. Essa heterogeneidade decorre da
interagdo entre imunidade inata e adaptativa, que determina a carga bacilar, a extensdo das lesdes
cutineas e nervosas, bem como a ocorréncia de reagdes imunoldgicas. Dessa forma, variagdes na
resposta imune explicam a diversidade de apresentagdes clinicas, que vao desde formas
paucibacilares restritas até¢ formas multibacilares disseminadas, evidenciando a importancia de
compreender os mecanismos imunologicos subjacentes para o diagndstico, monitoramento e
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

O desfecho clinico da hanseniase ¢ determinado em estagios precoces da infec¢do, no
momento do reconhecimento do patdégeno por receptores da imunidade inata. Trabalhos anteriores
desenvolvidos por este grupo de pesquisa ja demonstraram que células expressando o heterodimero
TLR1/2 desempenham um papel fundamental no controle da carga bacilar. No entanto, a
complexidade da rede imunoldgica na hanseniase demanda uma investigacdo mais abrangente
(CHEBLI-DE-ABREU, N.; CARVALHO, A.; MENEZES, Y. R.; MACEDO, J. M. et al., 2025).
Diferentemente das abordagens prévias focadas em dimeros especificos, este estudo avalia as
células TLR2" de forma ampla - contemplando tanto heterodimeros quanto homodimeros - € propde
uma integragdo inédita desses dados com a carga bacilar e a produg¢do de moléculas efetoras, como
o o0xido nitrico, em um ambiente de interacao direta com o bacilo.

Em vista desse cendrio, a investigagdo justifica-se pela necessidade de elucidar a interface
entre as imunidades inata e adaptativa na hanseniase. O diferencial do estudo reside na ampliacao
da compreensdo de como a ativacdo abrangente do TLR2 em células da imunidade inata se
relaciona com o estimulo do sistema imune adaptativo, incluindo subpopulacdes de linfocitos T
CD4" e CD8", modulando o equilibrio entre citocinas do tipo 1, com fungdo efetora, e citocinas
regulatérias. Essa abordagem integrada ¢ essencial ndo apenas para a identificagdo de
biomarcadores de gravidade da doenca, mas também para o desenvolvimento de estratégias
imunoterapéuticas voltadas ao controle bacteriologico, & mitigagdo do dano neural e a interrupgao

da cadeia de transmissdo da hanseniase.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar, de forma integrada, o papel do receptor TLR2 (homodimeros e heterodimeros)
como mediador da resposta imune inata e sua influéncia na ativacdo da imunidade adaptativa em

pacientes com hanseniase, em um ambiente de interacao direta com antigenos do M. leprae.

4.2. Objetivos especificos

Realizar ensaios de estimulo in vitro das PBMCs de pacientes com diferentes formas

clinicas da hanseniase utilizando antigenos de M. leprae com a finalidade de;

1. Caracterizar a expressdo fenotipica ampla do TLR2 em células da imunidade inata,
especificamente em macrofagos derivados de mondcitos, comparando diferentes grupos
clinicos, e correlacionar essa expressao com a producdo de citocinas pro-inflamatorias,

como IL-12 e IL-1p, por essas células;

2. Caracterizar a expressdao fenotipica ampla do TLR2 em células da imunidade inata,
especificamente em macrofagos derivados de mondcitos, comparando diferentes grupos
clinicos, e correlacionar essa expressao com a producao de 6xido nitrico e a quantificagdo da

carga bacilar;

3. Analisar a interface imunoldgica inato-adaptativa, avaliando como a sinalizagdo via TLR2
pode impactar em subpopulagdes de linfocitos T CD4" ¢ CD8" e no perfil das citocinas IFN-

v e IL-10 produzidas (citocina do tipo 1 e regulatoria, respectivamente);

4. Caracterizar a razdo IFN-y/IL-10 por subpopulagdes de linfocitos T CD4" e CDS8 avaliando
como esse equilibrio modulador influencia a polarizagdo da resposta imunoldgica e sua

associacao com diferentes apresentagdes clinicas da hanseniase.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa, local de estudo e critérios de

selecdo dos participantes

O projeto foi aprovado previamente pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) das
institui¢des participantes, conforme documentacdo apresentada nos Anexos I e II. As aprovagdes
foram concedidas pelo CEP da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG — CAAE:
68583223.2.0000.5149) e pelo CEP da Fundagdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais
(HEM/FHEMIG — CAAE: 68583223.2.3001.5124).

A sele¢do dos participantes ocorreu mediante abordagem direta realizada pelo médico
assistente durante as consultas na institui¢do, ocasido em que eram apresentados os objetivos e
procedimentos do estudo, incluindo a coleta sanguinea, e sanadas eventuais duvidas. Apds a
entrevista inicial ¢ a manifestacdo de interesse, a inclusdo no estudo foi efetivada mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Individuos saudaveis foram recrutados
de acordo com os critérios de elegibilidade estabelecidos.

A identificacdo e o recrutamento dos participantes foram realizados pela equipe médica do
Ambulatorio de Dermatologia Tropical e Hansenologia do Hospital Eduardo de Menezes,
instituicdo de referéncia estadual para o diagnostico, tratamento e reabilitacdo de pacientes com
hanseniase, vinculada & Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais. O diagndstico foi
estabelecido com base em critérios clinicos e epidemiologicos, corroborado por exames
complementares, incluindo a determina¢do do indice baciloscopico e a realizacdo de bidpsia
cutanea. Foram incluidos individuos com idade entre 18 e 60 anos, com diagnéstico confirmado de
hanseniase nos 12 meses anteriores a data de recrutamento, caracterizados como casos novos da
doenca. Nenhum participante apresentava evidéncias de recidiva ou reinfeccdo, nem se encontrava
em vigéncia de surto reacional. Todos os pacientes estavam em vigéncia do tratamento com
poliquimioterapia no momento da inclusdo no estudo (entre a 1* e a 12* dose). A participacao foi
condicionada a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Foram excluidos
individuos em uso recente de imunossupressores (menos de 30 dias antes da coleta) ou com doencas

infecciosas ou autoimunes concomitantes.
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5.2. Calculo Amostral

O calculo amostral foi estabelecido para analises estatisticas baseado na comparagdo entre
mais de duas médias com grupos independentes (ANOVA — Grupos G1-G3). Para o calculo
amostral foi realizado, inicialmente, ensaio piloto de estimulagdo in vitro com antigeno de M.
leprae de macrofagos derivados de monocitos (CD14"), principal célula do sistema imune inato
avaliada no presente estudo, de individuos sadios e de pacientes com hanseniase (n = 5 por grupo).
O percentual dessas células positivas para CD14" foi estabelecido baseado em indice de
estimulacdo (cultura estimulada/cultura ndo estimulada) avaliado por citometria de fluxo. A partir
dos dados de percentual de mondcitos positivos estimou-se o desvio padrao (DP) médio dos grupos
analisados (DP = 0,126). A diferenca minima a ser detectada foi estimada em 0,21 unidades
correspondentes ao percentual de células CD14". Esse valor corresponde a 10% da média do grupo
dos pacientes, sendo que, a menor diferenca observada em relagdo ao grupo de sadios foi de 14,2%
(0,23 unidades), possibilitando, entdo, sensibilidade superior a menor diferenga detectada no ensaio
piloto. O erro alfa foi estabelecido em 5% (0,05), enquanto o erro beta, conforme bem estabelecido
no campo da saude, foi estabelecido em 20%, garantindo entdo 80% de poder estatistico na
detec¢do de uma diferenca entre as médias dos grupos em relagdo ao percentual de células CD14",
O tamanho amostral minimo estabelecido por grupo (3 grupos) foi de oito individuos.

Os pacientes com hanseniase foram estratificados em dois grupos, de acordo com as formas
clinicas da doenga: Grupo 1 (n = 21), composto por individuos com hanseniase paucibacilar,
incluindo as formas MHT e MHDT; e Grupo 2 (n = 25), constituido por pacientes com hanseniase
multibacilar, englobando as formas MHDD, MHDV e MHV (Tabela 3). Adicionalmente, foi
incluido um grupo controle (G3), composto por 31 individuos saudaveis, sem historico de doengas
infectocontagiosas ou autoimunes, sem diagnostico prévio de hanseniase e sem relato de contato
conhecido com individuos acometidos pela doenga. Os participantes do grupo controle
apresentavam faixa etaria entre 18 e 60 anos e eram funcionarios do Laboratorio de Analises

Clinicas do Colégio Técnico da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Tabela 3. Distribuicao dos pacientes com hanseniase de acordo com as formas clinicas.

Grupo Forma Clinica Numero de Pacientes
PB MHT 3
MHDT 18
MHDT 3
A
MB MHDD 2
MHDV 3
MHV 17

PB. paucibacilar; MB, multibacilar; MHT, hanseniase tuberculoide; MHDT, hanseniase dimorfa tuberculoide;
MHDD, hanseniase dimorfa dimorfa; MHDV, hanseniase dimorfa virchowiana; MHV, hanseniase virchowiana.
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5.3. Antigeno de M. leprae para ensaios de estimulacio in vitro

O antigeno empregado nos experimentos de estimulacdo das PBMCs consistiu em uma
suspensdo contendo 40.000.000 bacilos de M. leprae/mL, fornecida pelo Centro de Producao e
Pesquisa de Imunobioldgicos da Secretaria de Estado da Saiude do Parana. Originalmente preparado
para o teste intradérmico de Mitsuda, esse material foi utilizado in vitro com o proposito de analisar

a resposta imunolégica dos leucdcitos frente ao estimulo.

5.4. Obtencao, cultura e estimulacio de PBMCs

As células mononucleares do sangue periférico foram obtidas a partir de 15 mL de sangue
total coletados de cada participante dos grupos G1 a G3, utilizando tubos com heparina sdédica como
anticoagulante. A separagdo celular foi realizada por gradiente de densidade com HISTOPAQUE®-
1077. Apo6s centrifugagdo a 1.200 x g por 40 minutos a 25 °C, a interface contendo as PBMCs foi
cuidadosamente retirada e transferida para tubos de polipropileno de 50 mL. Em seguida, as células
foram submetidas a duas lavagens por centrifugagdo e ressuspensas em meio RPMI 1640 completo.
A contagem e avaliagdo de viabilidade celular foram efetuadas em Céamara de Neubauer,
empregando Azul de Trypan (diluig@o 1:10). Por fim, a suspensao celular foi ajustada para 1 x 107
células/mL, em conformidade com protocolo previamente descrito (CARVALHO; FERRAZ;
HOJO-SOUZA; MEDEIROS et al., 2023).

As PBMC’s foram distribuidas em placas de cultura de 96 pogos, na concentracao de 1 x
10® células por pogo, em 200 puL. de meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e Pen-
Strep. A estimulacdo celular foi realizada com 1,25 pL do antigeno de Mitsuda, correspondente a
propor¢ao de 1:20 entre bacilos e células, seguida de incubacao por quatro horas em estufa de CO; a
37 °C e 5% de umidade. Como controles positivos de ativagdo, empregou-se concanavalina A
(ConA) para linfocitos e lipopolissacarideo (LPS) para monocitos. Culturas mantidas nas mesmas
condigdes, porém sem adigdo de antigeno ou estimulos ConA e LPS, foram utilizadas como

controles negativos para o célculo do indice de estimulacao.

5.5. Avaliacao do perfil de expressio de marcadores de superficie celular em macréfagos

derivados de monocitos e linfocitos T CD4* e CD8" apés ensaio de estimulagio in vitro

Em aliquotas de 200 uL provenientes das culturas preparadas conforme descrito no passo

anterior, adicionou-se 20 uL de Brefeldina A (BFA, Sigma-Aldrich) para obtencdo de uma
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concentracdo final de 10 pg/mL. As amostras foram mantidas sob incubagdo adicional por quatro
horas nas mesmas condigdes controladas de estufa previamente estabelecidas. Em seguida, as
células foram coradas com o reagente de viabilidade celular "Live/Dead" (MP34955 — Invitrogen)
por 20 minutos a 4 °C, processo seguido de centrifugagcdo a 400 X g por cinco minutos também a
4°C. Apos a etapa de marcagdo para viabilidade, procedeu-se a coloracdo imunofenotipica com
anticorpos monoclonais especificos para a caracterizagdo de mondcitos e subpopulagdes
linfocitarias. Para isso, 50 uL de uma solugdo previamente preparada com anticorpos monoclonais
diluidos em tampao FACS foram dispensados em placas de 96 pocos com fundo em U (Becton-

Dickinson), de acordo com os seguintes painéis:

* Para identificacdo de macrofagos derivados de mondcitos: CD14, HLA-DR e TLR2;
* Para caracterizagio de linfocitos T CD4" ¢ CD8": CD3, CD4 ou CD8 ¢ CD45RO.

As amostras celulares foram submetidas a incubagdo inicial de 20 minutos a 4 °C, em
ambiente protegido da luz, para favorecer a fixagdo adequada. Em seguida, adicionou-se 100 puL da
solugdo BD Cytofix/Cytoperm (Becton-Dickinson) em cada pogo, realizando-se leve
homogeneizagdo da placa para garantir distribuicdo uniforme. As amostras permaneceram
incubadas por mais 20 minutos nas mesmas condi¢des de temperatura e auséncia de luz. Apos esse
passo, foi realizada centrifugagdo a 400 x g por cinco minutos a 4 °C, seguida do descarte
cuidadoso dos sobrenadantes. As células foram ressuspensas em vortex e receberam 100 uL da
solucado BD Perm/Wash (Becton-Dickinson), sendo novamente homogeneizadas e submetidas a
nova etapa de lavagem por centrifugacdo a 400 x g a 4 °C por cinco minutos. Concluidas as etapas
de permeabilizagdo e lavagem, procedeu-se a marcagdo intracelular utilizando anticorpos
monoclonais especificos. Para isso, foram dispensados 50 uL. de uma mistura de anticorpos
previamente preparados em tampao FACS em placas de 96 pogos com fundo em U (Becton-

Dickinson), com os seguintes marcadores:

*Para fagocitos derivados de mondcitos: NF-«xB, IL-1 e IL-12;
*Para linfocitos T CD4" e CD8": IFN-y e IL-10.

Em seguida, as amostras foram incubadas com a mistura de anticorpos monoclonais por 20
minutos a 4 °C, sob protecdo da luz, para permitir a marcagdo especifica das populagdes celulares
de interesse. Apds a incubacdo, procedeu-se a centrifugacdo a 400 x g por cinco minutos a 4 °C. Os

sobrenadantes foram cuidadosamente descartados, e as células ressuspendidas e homogeneizadas
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por vortex, sendo entdo adicionados 200 uL de solugdo fixadora (MFF) por pogo. Posteriormente,
as suspensoes celulares foram transferidas para microtubos de poliestireno com capacidade de
500 uLL (Becton Dickinson). A aquisi¢ao dos dados foi realizada em um citometro de fluxo BD
LSRFortessa™ (Becton Dickinson), com posterior andlise morfométrica e imunofenotipica
conduzida no software FlowJo® (versdo 10.0). Para a avaliagdo imunologica em amostras de sangue
periférico, empregou-se uma abordagem metodologica voltada a caracterizagdo funcional de
mondcitos e linfocitos T CD4" e CD8", por meio da detecgdo de marcadores moleculares de

superficie e intracitoplasmaticos (Tabela 4).

Tabela 4. Marcadores utilizados para avaliacido do perfil de células do sistema imunolégico inato e adaptativo.

Painel de Anticorpos para Citometria de Fluxo

Anticorpo Fluorocromo Clone Fabricante = N° de Catalogo
Live/Dead Acqua - ThermoFisher 1.34965
CD14 APC-Cy7 HCD14 Biolegend 325620
HLA-DR AF-700 LN3 ThermoFisher 56-9956-42
TLR2 FITC 11G7 ThermoFisher MAS517723
NF-kB PE-Cy7 K10-895.12.50 BD Bioscience 560335
IL-1b PE CRMS56 ThermoFisher 12-7018-82
IL-12 eFluor450 eBioHP40 ThermoFisher 48-7235-42
CD3 FITC OKT3 ThermoFisher 11-0037-42
CD4 APC-Cy7 Al61A1 Biolegend 357416
CDS8 AF-700 SK1 Biolegend 344724
CD45RO PE-Cy5 UCHL1 Biolegend 304208
IFN-g PE 4S.B3 ThermoFisher 12-7319-42
IL-10 eFluor660 JES3-9D7 ThermoFisher 50-7108-42

5.6. Aquisicao e estratégia de analise de dados

Para a caracterizagdo celular por citometria de fluxo, foram considerados os parametros
fisicos de tamanho celular (FSC) e complexidade interna ou granulosidade (SSC), além dos sinais
fluorescentes gerados pela excitacdo dos fluordforos por diferentes fontes de laser. Os lasers
utilizados incluiram: azul (488 nm), com deteccao nos canais correspondentes a FITC, PE, PE-Cy5
e PE-Cy7; vermelho (640 nm), para os fluoréforos APC, AF-700 e APC-Cy7; e violeta (405 nm),
direcionado para Pacific Blue e Amcyan. A andlise das populacdes celulares de interesse, bem
como a determinacdo de suas respectivas frequéncias percentuais, foi realizada por meio do
software FlowJo® (versdo X). Foram adquiridos 100.000 eventos, abrangendo as popula¢des de

linfocitos e fagocitos derivados de mondcitos.
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5.6.1. Estratégias de analise para a caracterizacdo das populacdes de fagocitos derivados de

monocitos e dos linfocitos

Para caracterizacdo fenotipica dos fagocitos derivados de monocitos e dos linfocitos
cultivados in vitro, bem como de suas subpopulagdes, foram aplicadas estratégias de gating
sequencial na analise citométrica. Inicialmente, elaborou-se um grafico de dispersdo frontal
(forward scatter, FSC-A x FSC-H; Figura 9A) para a selecao de eventos correspondentes a células
unicas (singlets). Em seguida, aplicou-se um gate especifico para excluir células inviaveis,
selecionando a populacdo de células viaveis negativas para o corante de morte celular (Live/Dead;
Figura 9B). Posteriormente, com base na dispersdo lateral (Side Scatter, SSC) versus dispersao
frontal (FSC), definiu-se um gate abrangendo as populagdes de mondcitos e linfocitos (Figura 9C).
Para a caracterizacdo especifica, foram aplicados gates adicionais: macrofagos derivados de
monocitos foram identificados como CD14" (APC-Cy7; Figura 9D) e linfocitos T como CD3*
(FITC; Figura 9E).
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Figura 9. Anailise representativa de fagocitos derivados de monécitos e linfocitos do sangue periférico na
populacio de células avaliada por citometria de fluxo. A figura A representa a sele¢do de células isoladas (singlets).
B representa a populagdo de células vivas (Live/Dead’). A figura C representa o perfil celular da populagdo de
monocitos e linfocitos, selecionada na janela “gafe” em grafico de tamanho e granulosidade. A figura D representa o
perfil de analise da populagdo de macrofagos derivados de mondécitos em grafico de densidade de fluorescéncia para
CD14" (APC-Cy7). A figura E representa o perfil de analise da populagdo de linfocitos em grafico de densidade de
fluorescéncia para CD3* (FITC).
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5.6.2. Estratégias de analise para a caracterizacdo das populacdes de fagocitos derivados de

monocitos TLR2*

Apos a defini¢do inicial da populacdo de células CD14" (Figura 9D), foi gerado um grafico
de dispersdo lateral (SSC) em relagdo a intensidade de fluorescéncia para o marcador HLA-DR
(AF700; Figura 10A). A partir desse gate previamente estabelecido, aplicaram-se de forma
sequencial as seguintes estratégias analiticas: (1) SSC versus fluorescéncia para TLR2 (FITC; Figura
10B); e (i) SSC versus fluorescéncia para NF-kB (PE-CY7 e Figura 10C). Em sequéncia,
procedeu-se a avaliagdo da expressdo de citocinas intracelulares, com graficos SSC versus
intensidade de fluorescéncia para IL-12 (eFluor450 e Figura 10D) e IL-1p (PE; Figura 10E). Todas
as analises foram conduzidas para determinagdo tanto do percentual de células positivas quanto da

intensidade média de fluorescéncia (MFI), por meio de gréaficos do tipo histograma.

HLA-DR+
248

TLR2+ NF-KB+
205

« 160K 7] 144

250K 7] 250K 7]

200K 7] 200K 7]

IL-12+ IL-1b+
150K 7] 9,26 150K 7 241

88C-A

100K 7]

50K 7]

Figura 10. Analise do perfil fenotipico dos fagocitos derivados de mondcitos do sangue periférico apos
estimulacdo com antigeno de M. leprae. A representa SSC versus densidade de fluorescéncia para HLA-DR (AF700).
B representa SSC versus densidade de fluorescéncia para TLR2" (FITC). C representa SSC versus densidade de
fluorescéncia para NF-xB* (PE-CY7). D e E representam as analises da produgdo das citocinas IL-12 e IL-1,
respectivamente.
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5.6.3. Estratégias de analise para a caracterizacio das subpopulacdes de linfocitos

Para a caracterizagdo fenotipica dos linfocitos circulantes e de suas subpopulagdes, iniciou-
se a analise com a constru¢do de um grafico de dispersao frontal (forward scatter, FSC) em relagado
a intensidade de fluorescéncia para CD3 (FITC), permitindo a sele¢do da populacdo total de
linfocitos por meio de um gate especifico. Em seguida, foram aplicadas estratégias direcionadas a
identifica¢do das subpopulagdes T: para os linfocitos T CD4", foi gerado um grafico FSC versus
fluorescéncia para CD4 (APC-Cy7); para os linfocitos T CD8", utilizou-se um grafico FSC versus
fluorescéncia para CD8 (AF700). Apos a defini¢do dessas subpopulagdes, procedeu-se a analise de
memoria, criando graficos de fluorescéncia para CD45RO (PerCP-Cy5) em relacdo a CD4 (APC-
Cy7) ou CD8 (AF700). Por fim, investigou-se o perfil funcional dessas subpopulagdes linfocitarias
por meio da detecgdo intracelular das citocinas IFN-y e IL-10 (Figura 11). Todas as analises foram
realizadas considerando tanto o percentual de células positivas quanto MFI, utilizando graficos do

tipo histograma para visualizagdo dos dados.
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Figura 11. Analise do perfil fenotipico dos linfocitos do sangue periférico e suas subpopulagdes, por citometria de
fluxo. A e B representam o perfil das subpopulagdes de linfocitos CD4* e CD8" e C representa o perfil de linfocitos de
memoria ativados, selecionados no gate em grafico de densidade de fluorescéncia para CD45RO (PerCP-CyS5) versus
densidade de fluorescéncia para CD4 (APC-Cy7) ou para CD8 (AF700). D e E representam o perfil de analise da
expressao de IFN-y e IL-10 pelas subpopulagdes de linfocitos do sangue periférico.
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5.7. Quantificacdo da producio de 6xido nitrico (NO) no sobrenadante da cultura

25 uL do sobrenadante de cada cultura foram incubados com a mesma quantidade de
reagente de Griess (Sigma-Aldrich) por 30 minutos em temperatura ambiente. A absorbancia foi
medida a 540 nm utilizando um leitor de microplacas EMax. A concentragdo de 6xido nitrico foi
calculada por meio de uma curva padrdo de NaNO», conforme descrito anteriormente (MOURA;

CARVALHO; BRITO; ROATT et al., 2024).

5.8. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados com o apoio instrumental do sofiware GraphPad
Prism 8.00 (Prism Software, Irvine, EUA). A normalidade dos dados foi demonstrada pelo teste
Kolmogorov-Smirnoff. As comparagdes entre os grupos experimentais foram realizadas por meio
de analise de variancia (ANOVA), seguida de correcdo para multiplas comparagdes pelo teste de
Turkey para dados paramétricos. Para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste Kruskal-Wallis
seguido pelo pos-teste de Dunn. Em relagdo as andlises de correlagdes, o teste de Pearson foi
utilizado para dados paramétricos enquanto o teste de Spearman para os ndo-paramétricos. Os dados
obtidos foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor do que

0,05 (p<0,05).
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6. RESULTADOS

6.1. Pacientes paucibacilares apresentam niveis maiores do percentual de fagocitos derivados
de monocitos ativados, positivos para TLR2 (CD14"HLA-DR*TLR2*NF-kB*) e produtores
das citocinas I1L-12 e IL- 1B

Os fagécitos CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB" de pacientes paucibacilares apresentaram
maior percentual de células positivas para IL-12 quando comparados aos individuos sadios (p =
0,0105; aumento de 1,4 vezes) e aos pacientes multibacilares (p <0,0001; aumento de 1,8 vezes).
Apesar do aumento na frequéncia de células produtoras de IL-12 observado nos pacientes
paucibacilares em comparacao aos controles € aos pacientes multibacilares, nao se identificaram
diferengas na intensidade média de fluorescéncia (MFI) dessa citocina entre os grupos analisados
(Figura 12).

Em relagdo a IL-1B, o percentual de células positivas para essa citocina foi
significativamente mais elevado no grupo paucibacilar quando comparado aos individuos do grupo
controle (p = 0,0013; aumento de 1,7 vezes) e aos pacientes multibacilares (p <0,0001; aumento de
2,1 vezes), ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos multibacilar
e controle. Quanto a MFI de IL-18, verificou-se aumento significativo nos pacientes paucibacilares
em relacdo ao grupo controle (p = 0,0361; aumento de 1,4 vezes), ndo se detectando diferenga

significativa entre os grupos paucibacilares e multibacilares (Figura 12).
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Figura 12. Analise de fagocitos derivados de mondcitos ativados, positivos para TLR2 e produtores das citocinas
IL-12 (CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kBIL-12%; A) e IL-1p (CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-1p"; C), expressos
em valores percentuais (A e C) e por intensidade média de fluorescéncia (MFI; B e D), apos estimulo com
antigeno de Mitsuda. Os resultados estdo apresentados como dados de dispersdo com sobreposi¢do de graficos de
barra (média+DP).

Observou-se correlagdo negativa moderada entre o indice baciloscopico e o percentual de
células CD14"HLA-DR'TLR2*NF-«xB'IL-12" (r = -0,4664; p = 0,0014), indicando que maiores
valores de IB se associaram a menores frequéncias desse subgrupo celular. Nao foi observada
correlagdo estatisticamente significativa entre o indice baciloscopico e a MFI de células
CDI4"™HLA-DR'TLR2'NF-xB*IL-12" (r = -0,1700; p = 0,2641; Figura 13).

Verificou-se correlagdo negativa moderada entre o indice baciloscopico € o percentual de
células CD14"HLA-DR'TLR2*NF-«xB'IL-1B" (r = -0,4433; p = 0,0026), indicando que maiores
valores de IB se associaram a menores frequéncias desse subgrupo celular. Observou-se correlagdo
negativa fraca, porém significativa, entre o indice baciloscopico € a MFI de células CD14"HLA-

DR*TLR2*NF-kB*IL-1B" (r = -0,2959; p = 0,0459; Figura 13).
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Figura 13. Analise da correlacido do valor do IB com o a expressao de fagécitos derivados de mondcitos ativados,
positivos para TLR2 e produtores das citocinas IL-12 (CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-12"; A) e IL-1§
(CD14"'HLA-DR'TLR2'NF-kB IL-1B*; C), expressos em valores percentuais e por intensidade média de
fluorescéncia (B e D, respectivamente), apos estimulo com antigeno de Mitsuda.

6.2. A estimulacio de linfocitos T CD4"CD45RO" de pacientes multibacilares com antigeno de
M. leprae resultou em maior producdo de IL-10 e menor produciao de IFN-y, quando

comparada a resposta observada em pacientes paucibacilares

Os linfocitos T CD4*CD45RO* produtores de IFN-y apresentaram percentual
significativamente mais elevado no grupo paucibacilar quando comparados aos individuos controles
(» = 0,0011; aumento de 1,8 vezes) e aos pacientes multibacilares (p < 0,0001; aumento de 2,9
vezes). Em relacdo a expressdo intracelular de IFN-y, avaliada pela intensidade média de
fluorescéncia, observaram-se valores significativamente mais elevados nos individuos
paucibacilares em comparacdo aos pacientes multibacilares (p = 0,0392; aumento de 1,3 vezes;
Figura 14).

Os linfocitos T CD4*CD45RO" produtores de IL-10 apresentaram percentual

significativamente mais elevado no grupo multibacilar quando comparados aos pacientes
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paucibacilares (p = 0,0390; aumento de 2,0 vezes). Adicionalmente, a intensidade média de
fluorescéncia de IL-10 foi significativamente maior no grupo multibacilar em relagdo ao grupo
paucibacilar (p = 0,0261; aumento de 1,5 vezes). Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas no percentual de células positivas nem na intensidade média de fluorescéncia ao se

compararem os grupos controle e paucibacilar, bem como controle e multibacilar (Figura 14).
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Figura 14. Analise do percentual de linfocitos T CD4* ativados e produtores de IFN-y (A) e IL-10 (C) e da MFI
para essas citocinas (B e D, respectivamente), apés estimulo com antigeno de Mitsuda. Os resultados foram
apresentados como dados de dispersdo com sobreposi¢ao de graficos de barra (média£DP).

6.3. A estimulacio de linfocitos T CD8*CD45RO" de pacientes multibacilares com antigeno de
M. leprae resultou em maior producio de IL-10 e menor produ¢ido de IFN-y, quando

comparada a resposta observada em pacientes paucibacilares

Os linfécitos T CD8'CD45RO* produtores de IFN-y apresentaram percentual
significativamente mais elevado nos individuos paucibacilares em relagdo ao grupo dos pacientes
multibacilar (p = 0,0284; aumento de 2,0 vezes). Em relagdo a expressdo intracelular de IFN-y,

avaliada pela intensidade média de fluorescéncia, observaram-se valores significativamente mais
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elevados nos pacientes paucibacilares em comparagdo ao grupo multibacilar (p = 0,0202; aumento
de 1,2 vezes). Adicionalmente, constatou-se diferenga significativa na intensidade média de
fluorescéncia de IFN-y entre os grupos paucibacilar e controle (p = 0,001; aumento de 1,2 vezes;
Figura 15).

Os linfocitos T CD8'CD45RO* produtores de IL-10 nd3o apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quanto ao percentual de células positivas entre os trés grupos
avaliados. Entretanto, a intensidade média de fluorescéncia de IL-10 foi significativamente maior
no grupo controle em comparagao aos pacientes paucibacilares (p < 0,0001; aumento de 1,4 vezes),
assim como no grupo multibacilar em relagdo ao grupo paucibacilar (p = 0,0006; aumento de 1,4
vezes). Nao se observaram diferengas estatisticamente significativas na comparagdo entre os grupos

multibacilar e controle (Figura 15).
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Figura 15. Analise do percentual de linfocitos T CD8* ativados e produtores de IFN-y (A) e IL-10 (C) e da MFI
para essas citocinas (B e D, respectivamente), apés estimulo com antigeno de Mitsuda. Os resultados foram
apresentados como dados de dispersdo com sobreposicao de graficos de barra (média£DP).
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6.4. A raziao IFN-y/IL-10 em linfécitos T CD4*CD45RO* ¢ T CD8*CD45RO" foi maior nos

paucibacilares quando comparada a resposta observada em pacientes multibacilares

As razdes entre citocinas foram determinadas com o objetivo de avaliar o predominio
relativo de subpopulagdes de linfocitos T CD4" associadas as respostas do tipo Thl (IFN-y") e
regulatoria (Treg; IL-107). A anélise da razdo IFN-y/IL-10 demonstrou que o grupo paucibacilar
apresentou maior percentual de células positivas quando comparado ao grupo multibacilar,
correspondendo a um aumento de 8,8 vezes (p < 0,0001). Observou-se, ainda, diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo paucibacilar e os individuos controles saudaveis, com
valores 3,8 vezes mais elevados no grupo PB (p < 0,0001). Por sua vez, a avaliagdo da intensidade
média de fluorescéncia (MFI) da razao IFN-y/IL-10 demonstrou aumento no grupo dos pacientes
paucibacilares, com valores 2,2 vezes superiores aos observados no grupo dos pacientes

multibacilares (p = 0,0017). (Figura 16 e Tabela 5).
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Figura 16. Razio do percentual de produciio das citocinas IFN-y/IL-10 nas subpopulagdes de linfécitos T CD4*
(A) e T CD8" (C) e suas respectivas intensidades médias de fluorescéncia — MFI (B e D).
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Tabela 5. Raziio da producio de citocinas de subpopulacio de linfécito T CD4".

Subpopulacio de Razio da producgio de Grupos Clinicos
linfécito citocinas Controle Paucibacilar ~ Multibacilar
IFN-y*/IL-10%(%) 0,78 £ 0,79 2,98 £2,744¢ 0,34+ 0,32
CD3"CD4'CD45R0*

IFN-y*/IL-10*(MFI) 0,91 £ 0,56 1,35 +0,80¢ 0,62 £ 0,50

Dados apresentados como média + DP. Diferencas estatisticas (p<0,05) comparando os grupos Controle,
Paucibacilar e Multibacilar estdo representados nas tabelas pelas letras "a", "b"e "c", respectivamente.

*[ndice de estimulagdo foi calculado utilizando a partir da razdo dos valores obtidos entre a cultura
estimulada (antigeno de M. leprae) e a cultura controle (apenas meio RPMI).

As razdes entre citocinas também foram determinadas com o objetivo de avaliar o
predominio relativo de subpopulagdes de linfocitos T CD8" associadas as respostas do tipo Tl
(IFN-y") e regulatoria (Treg; IL-107). A andlise da razdo IFN-y/IL-10 demonstrou que o grupo
paucibacilar apresentou maior percentual de células positivas quando comparado ao grupo
multibacilar, correspondendo a valores 1,9 vezes superiores (p = 0,0410). No que se refere a
intensidade média de fluorescéncia da razdo IFN-y/IL-10, observou-se aumento no grupo
paucibacilar, com valores 1,9 vezes superiores aos encontrados no grupo multibacilar (p = 0,0099).

(Figura 16 e Tabela 6).

Tabela 6. Raziio da producéo de citocinas de subpopulaciio de linfécito T CDS8".
Subpopulag¢ido de  Razio da producio Grupos Clinicos
linfocito de citocinas Controle Paucibacilar Multibacilar
IFN-y*/IL-10%(%) 1,30+ 1,08 1,61 +1,46° 0,86+1,28
IFN-y*/IL-10°(MFI) 0,97 +£0,24 1,18 +0,64° 0,79 +0,39

CD3"CD8"CD45R0*

Dados apresentados como média = DP. Diferencas estatisticas (p<0,05) comparando os grupos Controle,
Paucibacilar ¢ Multibacilar estdo representados nas tabelas pelas letras "a", "b"e "c", respectivamente.

*Indice de estimulagdo foi calculado utilizando a partir da razdo dos valores obtidos entre a cultura
estimulada (antigeno de M. leprae) e a cultura controle (apenas meio RPMI).

A andlise de correlacdo entre o indice baciloscOpico e as subpopulacdes de linfocitos T
CD3"CD4"CD45RO" revelou correlagdo negativa moderada entre o IB e o percentual de células
IFN-y" (r = —0,4510; p = 0,0021), bem como entre o IB ¢ a intensidade média de fluorescéncia de
IFN-y (r = —0,4852; p = 0,0011), indicando menor producao desse mediador com o aumento da
carga bacilar. Em contrapartida, o IB apresentou correlacao positiva com o percentual de células IL-

10" (r = 0,3532; p = 0,0202) € com a MFI de IL-10 (» = 0,3136; p = 0,0431). Adicionalmente, a
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razao IFN-y/IL-10, tanto em percentual quanto em MFI, apresentou correlagcdo negativa com o IB (r

=-0,4198 e p = 0,0070; » =—0,4907 e p = 0,0013, respectivamente) - Tabela 7.

Tabela 7. Analise de correlacio entre 1B e subpopula¢des de linfocitos CD3"°CD4'CD45RO"

Correlacao Valor de r Valor de p
IB x CD3'CD4 CD45R0 ' TFN-y (%) -0,4510 0,0021
IB x CD3'CD4 CD45R0 TFN-y (MFI) -0,4852 0,0011
IB x CD3"'CD4"CD45R0'IL-10" (%) 0,3532 0,0202
IB x CD3'CD4"CD45R0 TL-10"(MFI) 0,3136 0,0431
IB x CD3'CD4 CD45R0 TFN-y /IL-10" (%) -0,4198 0,0070
IB x CD3'CD4 CD45R0 TFN-y /IL-10" (MFI) -0,4907 0,0013

IB, indice baciloscopico; (%), percentual de células positivas; (MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r,
coeficiente de correlagdo; p, valorde p (p-value).

A andlise de correlagdo entre o indice baciloscOpico e as subpopulacdes de linfocitos T
CD3"CD8'CD45RO" demonstrou correlagdo negativa entre o IB e o percentual de células IFN-y" (r
=-0,4115; p = 0,0068), bem como entre o IB ¢ a intensidade média de fluorescéncia de IFN-y (» = -
0,3493; p = 0,0201), indicando menor produ¢do desse mediador com o aumento da carga bacilar.
Em relacdo a IL-10, ndo foi identificada correlacdo significativa entre o IB e o percentual de células
IL-10" (» = 0,0937; p = 0,5453). Entretanto, a MFI de IL-10 apresentou correlagdo positiva com o
IB (r = 0,3549; p = 0,0195), sugerindo maior intensidade de expressdo desse mediador em
individuos com maior indice baciloscopico. Adicionalmente, a razdo IFN-y/IL-10 mostrou
correlacdo negativa com o IB tanto no percentual de células positivas (» = -0,3572; p = 0,0256)

quanto na MFI (»=-0,4213 e p = 0,0055; Tabela 8).

Tabela 8. Anilise de correlaciio entre IB e subpopulacdes de linfécitos CD3 'CD8 CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
IB x CD3'CD8 CD45R0 ' TFN-y (%) -0,4115 0,0068
IB x CD3'CD8 CD45R0 TFN-y (MFI) -0,3493 0,0201
IB x CD3'CD8 CD45R0'IL-10" (%) 0,0937 0,5453
IB x CD3'CD8 CD45R0 ' TL-10" (MFI) 0,3549 0,0195
IB x CD3'CD8 CD45R0 TFN-y /IL-10" (%) -0,3572 0,0256
IB x CD3"CD8 CD45R0 ' TFN-y /IL-10"(MFI) -0,4213 0,0055

IB, indice baciloscopico; (%), percentual de células positivas; (MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r,
coeficiente de correlagdo; p, valorde p (p -value).
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6.5. Producio intracelular de 6xido nitrico (NO): comparacio entre pacientes paucibacilares,

multibacilares e individuos controle

A produgdo intracelular de 6xido nitrico foi mais elevada no grupo paucibacilar, seguida
pelo grupo controle e, por fim, pelo grupo multibacilar. Observou-se que a produgdo de NO foi 2,0
vezes maior nos pacientes paucibacilares em comparacdo aos multibacilares (p < 0,0001). Ao
comparar os pacientes paucibacilares com o grupo controle, também se verificou diferenca

estatisticamente significativa (p = 0,0104; aumento de 1,5 vezes; Figura 17).

Oxido Nitrico (NO)
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Figura 17. Analise da producdo de NO de pacientes com hanseniase paucibacilar (PB) e multibacilar (MB) e
controles.

Observou-se correlagcdo negativa forte entre o indice baciloscopico (IB) e os niveis de 6xido
nitrico (NO), com coeficiente de correlacdo de Spearman de r = -0,7299, estatisticamente
significativo (p < 0,0001). Conforme demonstrado na Figura 18, valores mais elevados de NO
associaram-se a menores valores de IB, indicando relag@o inversa entre a carga bacilar e a produgao

de NO.
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Figura 18. Correlacio negativa entre o indice baciloscépico (IB) e os niveis de éxido nitrico (NO). Valores mais
elevados de NO associaram-se a menores valores de IB, indicando uma relagdo inversa entre a carga bacilar e a
producédo de NO.

A andlise de correlagdo entre a producao de oxido nitrico, representada no eixo X, € o
percentual de células CD14"HLA-DR TLR2"NF-kB*IL-12", representado no eixo Y, demonstrou
correlagdo positiva moderada e estatisticamente significativa (» = 0,3916; p = 0,0165). Conforme
ilustrado na Figura 20, valores mais elevados de NO associaram-se a maiores percentuais desse
subgrupo celular, evidenciando relagao direta entre a produgdo de NO e a frequéncia de monocitos
com perfil pro-inflamatoério produtor de IL-12. Nao foi observada correlacdo estatisticamente
significativa entre a produgdo de NO e a MFI de células CD14"HLA-DR'TLR2"'NF-kB IL-12" (r =
0,1280; p = 0,4438; Figura 19).

Observou-se correlacao positiva moderada entre a producdo de NO e o percentual de células
CD14"HLA-DR'TLR2*NF-«xB*IL-1B* (r = 0,4268; p = 0,0084). Ndo foi observada correlagdo
estatisticamente significativa entre a produgdo de NO e a MFI de células CD14"HLA-
DR'TLR2'NF-kB'IL-1B" (r = 0,1552; p = 0,3454; Figura 19).
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Figura 19. Correlacio entre a producio de 6xido nitrico (NO) e a expressao de IL-12 (A) e IL-1f (C) em células
CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB" e seus respectivos valores de MFI (B e D).

A analise de correlagdo entre a producao de 6xido nitrico e as subpopulagdes de linfocitos T
CD3"CD4"CD45RO" evidenciou correlagdo positiva entre a producdo de NO e o percentual de
células IFN-y* (» = 0,3739; p = 0,0124), bem como com a intensidade média de fluorescéncia de
IFN-y (r = 0,3324; p = 0,0315). Entretanto, verificou-se correlacdo negativa entre o NO e o
percentual de células IL-10" (r = —0,3092; p = 0,0436), enquanto a correlagdo com a MFI de IL-10
ndo atingiu significancia estatistica (» = —0,2930; p = 0,0597). No que se refere a razao IFN-y/IL-
10, tanto para o percentual de células quanto para a MFI, ndo foram observadas correlagdes
estatisticamente significativas com a produgdo de NO (r = 0,1868 e p = 0,2484; r = 0,2489 e p =
0,1215; respectivamente; Tabela 9).
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Tabela 9. Anilise de correlaciio entre NO e subpopulacdes de linfécitos CD3"CD4 CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
NO x CD3'CD4"CD45R0 ' TFN-y " (%) 0,3739 0,0124
NO x CD3"CD4"CD45R0 ' TFN-y " (MFI) 0,3324 0,0315
NO x CD3'CD4"CD45R0'TL-10" (%) -0,3092 0,0436
NO x CD3'CD4"CD45R0'TL-10" (M FI) -0,293 0,0597
NO x CD3'CD4"CD45R0 'TFN-y "/IL-10" (%) 0,1868 0,2484
NO x CD3'CD4"CD45R0 'TFN-y "/IL-10" (MFI) 0,2489 0,1215

NO, 6xido nitrico; (%), percentual de células positivas; (MFI), média da intensidade de fluorescéncia; », coeficiente de
correlagdo; p, valor de p (p -value).

Por sua vez, a analise de correlagdo entre a producdo de 6xido nitrico e as subpopulagdes de
linfocitos T CD3"CD8"CD45RO" demonstrou que ndo houve correlagdo significativa entre o NO e
o percentual de células IFN-y" (r = 0,0954; p = 0,5480); entretanto, a intensidade média de
fluorescéncia de IFN-y apresentou correlagdo positiva com a produgdo de NO (» = 0,3336; p =
0,0269). Em relacao a IL-10, ndo foram identificadas correlagdes estatisticamente significativas
entre 0 NO e o percentual de células IL-10" (» =-0,1641; p = 0,2870), nem com a MFI de IL-10 (r =
-0,0714; p = 0,6491). De modo semelhante, a razao IFN-y/IL-10, tanto em percentual quanto em
MFI, ndo apresentou correlacdo significativa com a produgao de NO (= 0,1936 e p = 0,2376; r =
0,2482 e p = 0,1131; respectivamente; Tabela 10).

Tabela 10. Analise de correlacio entre NO e subpopulacoes de linfocitos CD3'CD8'CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
NO x CD3'CD8 CD45R0 ' TFN-y (%) 0,0954 0,5480
NO x CD3'CD8 CD45R0 'TFN-y ' (MFI) 0,3336 0,0269
NO x CD3"CD8 CD45R0 IL-10" (%) -0,1641 0,2870
NO x CD3'CD8 CD45R0'IL-10"(MFI) -0,0714 0,6491
NO x CD3'CD8 CD45R0 TFN-y /IL-10" (%) 0,1936 0,2376
NO x CD3"CD8 CD45R0'TFN-y /IL-10'(MFI)  0,2482 0,1131

NO, éxido nitrico; (%), percentual de células positivas; (MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r, coeficiente de
correlagdo; p, valorde p (p -value).
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6.6. Analise de correlacio entre os marcadores de CD14"HLA-DR*TLR2*NF-kB" e linfécitos
CD3*CD4*CD45RO*

6.6.1. Analise de correlagio entre percentual de subpopulacdes CD14 HLA-DR TLR2 'NF-
kBIL-12" e linfécitos CD3°'CD4 ' CD45RO"

A andlise de correlagdo entre o percentual de subpopulagdes CD14 "HLA-DR'TLR2'NF-
kB'IL-12" e linfocitos CD3"CD4"'CD45RO" esta apresentada na Tabela 11. Observou-se correlagdo
positiva entre o percentual de CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kBIL-12" ¢ a intensidade média de
fluorescéncia de IFN-y em linfocitos CD3"CD4"CD45RO" (r = 0,4384 ¢ p = 0,0037). Foi
identificada correlagdo negativa entre o percentual de CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-12" ¢ o
percentual de linfocitos CD3"CD4"CD45RO" produtores de IL-10 (» = -0,3157 € p = 0,0392). Nio
foram observadas correlagdes estatisticamente significativas entre o percentual de CD14 "HLA-
DR'TLR2'NF-kB'IL-12" € o percentual de linfocitos CD3°CD4"'CD45RO" produtores de IFN-y (r
=0,1917 ¢ p =0,2125), nem com a MFI de IL-10 (» =-0,1558 ¢ p = 0,3245). Da mesma forma, ndo
houve correlagdo significativa com o percentual (» = 0,0596 e p = 0,7151) ou com a MFI (r =

0,2352 e p = 0,1440) de linfécitos CD3"CD4"'CD45RO" IFN-y"/IL-10" (Tabela 11).

Tabela 11. Anilise de correlaciio entre percentual de subpopulagées CD14 ' HLA-DR'TLR2'NF-kBIL-12" ¢ linfocitos CD3"CD4*CD45RO"

Correlaciio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-12"(%) x CD3'CD4"CD45RO'IFN-y (%) 0,1917 0,2125
CD14'HLA-DR'TLR2 ‘NF-kB'IL-12"(%) x CD3'CD4"CD45R O 'TFN-y " (MFI) 0,4384 0,0037
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-12"(%) x CD3'CD4"CD45RO'TIL-10"(%) -0,3157 0,0392
CD14"HLA-DR 'TLR2 'NF-xB*IL-127(%) x CD3"CD4"CD45ROIL-10"(MFI) -0,1558 0,3245
CD14"HLA-DR 'TLR2 'NF-xB*IL-12"(%) x CD3"CD4"CD45RO TFN-y /IL-10"(%) 0,0596 0,7151
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB'IL-12"(%) x CD3'CD4 CD45RO'IFN-y /IL-10"(MFI) 0,2352 0,1440

(%), percentual de células positivas; r, coeficiente de correlagdo; p , valorde p (p -value).

6.6.2. Analise de correlacio entre MFI de subpopulacées CD14"HLA-DR*TLR2*NF-kB*IL-
12" e linfécitos CD3*CD4*CD45RO*

A andlise de correlacdo entre a intensidade média de fluorescéncia de subpopulagdes
CD14*HLA-DR*TLRI*TLR2*NF-«kB*IL-12* e  parametros  funcionais de linfocitos
CD3*CD4*CD45RO". Observou-se correlagdo positiva entre a MFI de CD14*HLA-DR*TLR2*NF-
KB*IL-12* ¢ a MFI de linfocitos CD3*CD4+*CD45RO" IFN-y*/IL-10" (r = 0,3176; p = 0,0458). Nao
foram observadas correlagdes estatisticamente significativas entre a MFI de CDI14"HLA-
DR*TLRI*TLR2*NF-kB*IL-12* e o percentual de linfocitos CD3*CD4*CD45RO" produtores de
IFN-y (r = 0,2348 ¢ p = 0,1250), nem com a MFI de IFN-y (» = 0,2539 e p = 0,1047). Da mesma
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forma, nao houve correlagao significativa com o percentual de linfocitos CD3*CD4*CD45RO*
produtores de IL-10 (» = 0,1351 e p = 0,3876) ou com a MFI de IL-10 (» = -0,2478 ¢ p = 0,1135).
Também ndo foi observada correlacdo significativa com o percentual de linfocitos

CD3*CD4*CD45RO" IFN-y*/IL-10" (= 10,1224 e p =0,4518; Tabela 12).

Tabela 12. Anilise de correlaciio entre MFI de subpopulagies CD14 ' HLA-DR "'TLR2 'NF-kBIL-12" ¢ linfocitos CD3'CD4 CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-12"(MFI) x CD3"'CD4"CD45RO'IFN-y (%) 0,2348 0,1250
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*'IL-12*(MFI) x CD3"CD4'CD45RO'IFN-y (M FI) 0,2539 0,1047
CD14"HLA-DR'TLR2"NF-xB'IL-12"(MFI) x CD3"CD4"CD45RO'IL-10"(%) 0,1351 0,3876
CD14"HLA-DR'TLR2"NF-kB IL-12"(MFI) x CD3"CD4"CD45RO'IL-10"(MFI) -0,2478 0,1135
CD14 "HLA-DR'TLR2 'NF-xB'IL-12"(MFI) x CD3"CD4"CD45RO ' IFN-y /IL-10*(%) 0,1224 0,4518
CD14 'HLA-DR 'TLR2 'NF-xB'IL-12"(MFI) x CD3'CD4'CD45ROIFN-y /IL-10"(MFI) 0,3176 0,0458

(MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r, coeficiente de correlagdo; p, valorde p (p -value).

6.6.3. Analise de correlacao entre percentual de subpopulacoes CD14"HLA-DR*TLR2*NF-
kBIL-1B" e linfécitos CD3*CD4"CD45RO*

A andlise de correlagdo entre o percentual de subpopulagdes CD14 " HLA-DR TLR2'NF-
kB'IL-1B" e pardmetros funcionais de linfocitos CD3*CD4"CD45RO" mostrou correlagdo positiva
entre o percentual de CDI4"HLA-DR'TLR2'NF-xB'IL-1B" e o percentual de linfocitos
CD3"CD4"CD45RO" produtores de IFN-y (r = 0,3167 ¢ p = 0,0362), bem como com a intensidade
média de fluorescéncia de IFN-y nessas células (r = 0,3227 e p = 0,0371). Nao foram observadas
correlagdes estatisticamente significativas entre o percentual de CD14"HLA-DR'TLR2*"NF-xB'IL-
1B* e o percentual de linfocitos CD3"CD4"CD45RO" produtores de IL-10 (» = -0,2851 ¢ p =
0,0638), nem com a MFI de IL-10 (» = -0,1110 ¢ p = 0,4841). Da mesma forma, ndo houve
correlagdo significativa com o percentual (» = 0,0413 e p = 0,8003) ou com a MFI (»=0,2856 e p =
0,0740) de linfocitos CD3"'CD4"CD45RO" IFN-y'/IL-10" (Tabela 13).

Tabela 13. Anilise de correlaciio entre percentual de subpopulacdes CD14 HLA-DR "'TLR2'NF-kB'IL-1§" e linfécitos CD3°CD4'CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB'IL-1p"(%) x CD3'CD4" CD45RO'IFN-y* (%) 0,3167 0,0362
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-1p"(%) x CD3"CD4"CD45RO'IFN-y*(MFI) 0,3227 0,0371
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-kB*IL-1p*(%) x CD3'CD4"CD45RO'TIL-10"(%) -0,2851 0,0638
CD14"HLA-DRTLR2 'NF-kB IL-1"(%) x CD3"CD4"CD45RO IL-10"(MFI) -0,1110 0,4841
CD14"HLA-DR "TLR2 'NF-xB*IL-1p"(%) x CD3"CD4"CD45RO TFN-y /IL-10"(%) 0,0413 0,8003
CD14 "HLA-DR 'TLR2 'NF-xB'IL-1"(%) x CD3'CD4 CD45ROIFN-y /IL-10"(MFI) 0,2856 0,0740

(%), percentual de células positivas; r, coeficiente de correlagdo; p, valor de p (p-value).
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6.6.4. Anailise de correlacio entre MFI de subpopulacoes CD14"HLA-DR*TLR2*NF-kB*IL-
18" e linfocitos CD3*CD4*CD45RO*

A andlise de correlacdo entre a intensidade média de fluorescéncia de subpopulagdes
CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-1B" e pardmetros funcionais de linfocitos CD3"'CD4'CD45RO"
evidenciou correlagdo negativa entre a MFI de CD14"HLA-DR'TLR2"'NF-kB IL-13" ¢ a MFI de
linfocitos CD3"CD4"CD45RO™ produtores de IL-10 (» = -0,3321 e p = 0,0317). Além disso, foi
identificada correlagdo positiva entre a MFI de CD14"HLA-DR'TLR2'NF-xB IL-1B" ¢ a MFI de
linfocitos CD3*CD4"'CD45RO" IFN-y'/IL-10" ( = 0,3646 ¢ p = 0,0207). Ndo foram observadas
correlagdes estatisticamente significativas entre a MFI de CD14 " HLA-DR'TLR2'NF-«B IL-1B" ¢ o
percentual de linfocitos CD3"CD4"'CD45RO" produtores de IFN-y (r = 0,1945 ¢ p = 0,2058), nem
com a MFI de IFN-y (r = 0,2253 ¢ p = 0,1514). Da mesma forma, ndo houve correlacdo
significativa com o percentual de linfocitos CD3"CD4"CD45RO" produtores de IL-10 (r = -0,0475
e p = 0,7622) ou com o percentual de linfocitos CD3*CD4"CD45RO" IFN-y*/IL-10" (r = 0,0692 ¢ p
=0,6715; Tabela 14).

Tabela 14. Anilise de correlaciio entre MFI de subpopulacies CD14 HLA-DR "'TLR2 'NF-xB'IL-1p" e linfécitos CD3 CD4"CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR 'TLR2 'NF-xB'IL-1p"(MFI) x CD3'CD4"CD45RO'IFN-y (%) 0,1945 0,2058
CD14"HLA-DR 'TLR2 'NF-xB*IL-1"(MFI) x CD3"'CD4"CD45ROTFN-y (M FI) 0,2253 0,1514
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-1p"(MFI) x CD3"CD4"CD45RO'IL-10"(%) -0,0475 0,7622
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB'IL-1p"(MFI) x CD3"CD4"CD45RO'IL-10"(MFT) -0,3321 0,0317
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB'IL-1p"(MFI) x CD3"CD4"CD45RO'IFN-y /IL-10* (%) 0,0692 0,6715
CD14'HLA-DR'TLR2 'NF-kB'IL-18"(MFI) x CD3"'CD4 CD45RO'IFN-y /IL-10"(MFI) 0,3646 0,0207

(MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r, coeficiente de correlagdo; p, valorde p (p -value).

6.6.5. Analise de correlacdo entre percentual de subpopulagoes CD14*HLA-DR*TLR2*NF-
kB*IL-12" e linfocitos CD3*CD8*CD45RO™

Conforme apresentado na Tabela 15, a andlise de correlagdo entre o percentual de
subpopulagdes CD14"HLA-DR'TLR2'NF-«BIL-12" e os pardmetros funcionais de linfocitos
CD3"CD8"CD45RO" evidenciou associacdo inversa com a intensidade média de fluorescéncia
(MFI) de IL-10 nessas células (» = -0,5262 e p = 0,0003). As demais analises ndo demonstraram
associagdes estatisticamente significativas. Nao houve correlagdo entre o percentual de
CD14"HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-12" € o percentual de linfocitos CD3"CD8"'CD45RO" produtores
de IFN-y (» =0,0184 e p = 0,9080), nem com a respectiva MFI (» = 0,2391 e p = 0,1180). De forma

semelhante, ndo foram identificadas correlagdes significativas com o percentual de linfocitos
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CD3"CD8'CD45RO" produtores de IL-10 (» = -0,2710 ¢ p = 0,0752), nem com o percentual (r =
0,1458 ¢ p=0,3757) ou a MFI (r = 0,2670 ¢ p = 0,0873) de células IFN-y*/IL-10" (Tabela 15).

Tabela 15. Andlise de correlaciio entre percentual de subpopulacdes CD14 'HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-12" e linfécitos CD3'CD8'CD45RO"

Correlaciio Valor de r Valor de p
CD14'HLA-DRTLR2 'NF-kB'IL-12"(%) x CD3'CD8"CD45RO'IFN-y (%) 0,0184 0,9080
CD14 "HLA-DR 'TLR2 'NF-xB'IL-12"(%) x CD3"CD8 CD45RO TFN-y (M FI) 0,2391 0,1180
CD14'HLA-DR'TLR2 'NF-kB IL-12"(%) x CD3"CD8*CD45RO IL-10"(%) -0,2710 0,0752
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-12"(%) x CD3"'CD8"CD45RO'IL-10"(MFT) -0,5262 0,0003
CD14"HLA-DR "TLR2 'NF-xB*IL-12%(%) x CD3"CD8 CD45RO TFN-y /IL-10"(%) 0,1458 0,3757
CD14 " HLA-DR'TLR2'NF-xB'IL-12"(%) x CD3'CD8"CD45RO'IFN-y /IL-10"(MFT) 0,2670 0,0873

(%), percentual de células positivas; r, coeficiente de correlagéo; p, valor de p (p -value).

6.6.6. Analise de correlacio entre MFI de subpopula¢cées CD14*HLA-DR*TLR2*NF-kB*IL-
12* e linfécitos CD3*CD8*CD45RO*

Verificou-se correlagdo positiva entre a MFI de CD14"HLA-DR'TLR2'NF-xB*IL-12" ¢ o
percentual de linfécitos CD3"CD8"CD45RO" produtores de IFN-y (r = 0,3813 € p = 0,0127). As
demais varidveis ndo apresentaram correlacdo estatisticamente significativa. Nao foi identificada
associagdo entre a MFI de CD14"HLA-DR'TLR2'NF-«B*IL-12" ¢ a MFI de IFN-y em linfocitos
CD3"CD8'CD45RO" (r = 0,2802 ¢ p = 0,0654), nem com o percentual (» = 0,1541 ¢ p = 0,3180) ou
a MFI (» = -0,0140 e p = 0,9292) de linfocitos produtores de IL-10. De forma semelhante, nao
foram observadas correlagdes significativas com o percentual (» = 0,2834 e p = 0,0805) ou com a

MFI (= 0,1105 e p = 0,4862) de linfocitos CD3*CD8*CD45RO" IFN-y"/IL-10" (Tabela 16).

Tabela 16. Anilise de correlaciio entre MFI de subpopulagies CD14 ' HLA-DR "'TLR2 'NF-kBIL-12" ¢ linfécitos CD3'CD8 CD45RO"

Correlacio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-12"(MFI) x CD3"'CD8"CD45RO ' IFN-y* (%) 0,3813 0,0127
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB*IL-12*(MFI) x CD3"CD8'CD45RO'IFN-y (M FI) 0,2802 0,0654
CD14"HLA-DR'TLR2"NF-xB‘IL-12"(MFI) x CD3"CD8"CD45RO'IL-10"(%) 0,1541 0,3180
CD14"HLA-DR"TLR2 'NF-kB IL-12"(MFI) x CD3"CD8"CD45RO'IL-10"(MFI) -0,0140 0,9292
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-xB'IL-12"(MFI) x CD3"CD8"CD45RO ' IFN-y /IL-10*(%) 0,2834 0,0805
CD14 'HLA-DR 'TLR2'NF-xB'IL-12"(MFI) x CD3"'CD8'CD45ROIFN-y /IL-10"(MFI) 0,1105 0,4862

(MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r, coeficiente de correlagdo; p, valorde p (p -value).
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6.6.7. Analise de correlacio entre percentual de subpopulagoes CD14*HLA-DR*TLR2*NF-
kB IL-1p* e linfocitos CD3*CD8*CD45RO*

Identificou-se correlagdo negativa entre o percentual de CD14 " HLA-DR ' TLR2'NF-kB'IL-
18" € a MFI de IL-10 em linfocitos CD3"CD8"CD45RO" (r = -0,4807 € p = 0,0011). As demais
analises ndo evidenciaram correlagdes estatisticamente significativas. O percentual de CD14 "HLA-
DR'TLR2'NF-xB'IL-1B" ndo se correlacionou com o percentual de linfocitos
CD3"CD8'CD45RO" produtores de IFN-y (» = 0,3001 ¢ p = 0,0535), nem com a respectiva MFI (r
=0,2096 e p = 0,1721). Também nao foram observadas associa¢cdes com o percentual de linfécitos
CD3"CD8'CD45RO" produtores de IL-10 (» = -0,163 ¢ p = 0,2888), nem com o percentual (r =
0,1423 ¢ p = 0,3874) ou a MFI (r = 0,2682 e p = 0,0859) de linfocitos CD3"CD8*CD45RO'TFN-
y"/IL-10" (Tabela 17).

Tabela 17. Anilise de correlagiio entre percentual de subpopulacdes CD14'HLA-DRTLR2'NF-kBIL-1 |3+ e linfocitos CD3"'CD8'CD45RO*

Correlacio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR 'TLR2 'NF-xB*IL-1p"(%) x CD3"CD8 CD45ROIFN-y* (%) 0,3001 0,0535
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-KB'IL-1p*(%) x CD3*CD8*CD45RO TFN-y " (MFI) 0,2096 0,1721
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-KB'IL-1p*(%) x CD3*CD8"CD45RO'IL-10"(%) -0,1635 0,2888
CD14"HLA-DR'TLR2 'NF-KB'IL-1p*(%) x CD3*CD8"CD45RO'IL-10*(MFI) -0,4807 0,0011
CD14'HLA-DRTLR2 ‘NF-KBIL-1$"(%) x CD3"CD8'CD45RO'TFN-y /IL-10"(%) 0,1423 0,3874
CD14"HLA-DR 'TLR2'NF-KB'IL-1§'(%) x CD3"CD8 CD45RO ' TFN-y "/IL-10"(MFI) 0,2682 0,0859

(%), percentual de células positivas; r, coeficiente de correlagdo; p , valor de p (p -value).

6.6.8. Analise de correlacio entre MFI de subpopulacées CD14"HLA-DR*TLR2*NF-kB*IL-
1B* e linfocitos CD3"CD8"'CD45RO"

Observou-se associagdo positiva entre a MFI de CD14"HLA-DR'TLR2"'NF-kB'IL-13" € o
percentual de linfocitos CD3"CD8'CD45RO" produtores de IFN-y (r = 0,3399 e p = 0,0276).
Adicionalmente, foi identificada correlagdo positiva entre a MFI dessa subpopulagdo monocitica e o
percentual de linfocitos CD3*CD8 ' CD45RO™ IFN-y"/IL-10" (» = 0,5115 ¢ p = 0,0009). As demais
correlagdes avaliadas ndo atingiram significancia estatistica. Nao foi observada associag¢do entre a
MFI de CDI4'HLA-DR'TLR2'NF-kB'IL-1B* e a MFI de IFN-y em linfocitos
CD3"CD8'CD45RO" (r = 0,2261 ¢ p = 0,1400), nem com o percentual (» = -0,1061 ¢ p = 0,4929)
ou a MFI (» = -0,0953 e p = 0,5431) de linfocitos produtores de IL-10. De modo semelhante, ndo
houve correlagdo significativa com a MFI de linfocitos CD3"CD8 CD45ROTFN-y/IL-10" (r =
0,2483 e p = 0,1129; Tabela 18).



Tabela 18. Anilise de correlaciio entre MFI de subpopulacies CD14 " HLA-DR "'TLR2 'NF-xBIL-1p" e linfécitos CD3 CD8 CD45RO"
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Correlacio Valor de r Valor de p
CD14"HLA-DR 'TLR2 'NF-xB'IL-1p"(MFI) x CD3"'CD8"CD45ROIFN-y (%) 0,3399 0,0276
CD14"HLA-DR "TLR2 'NF-xB*IL-1"(MFI) x CD3"CD8"CD45ROIFN-y (M FI) 0,2261 0,1400
CD14"HLA-DR "TLR2 'NF-xB*IL-1p*(MFI) x CD3"'CD8"CD45RO'IL-10"(%) -0,1061 0,4929
CD14"HLA-DR'TLR2"NF-xB'IL-1p"(MFI) x CD3"'CD8"CD45RO'IL-10"(MFT) -0,0953 0,5431
CD14'HLA-DRTLR2 ‘NF-kB IL-1§"(MFI) x CD3'CD8"CD45RO 'TFN-y " /IL-10"(%) 0,5115 0,0009
CD14 'HLA-DR 'TLR2 'NF-xB'IL-18"(MFI) x CD3'CD8'CD45RO IFN-y /IL-10"(MFI) 0,2483 0,1129

(MFI), média da intensidade de fluorescéncia; r, coeficiente de correlagdo; p, valorde p (p -value).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve por finalidade analisar a expressao de marcadores intracelulares e de
superficie em fagocitos derivados de monocitos e linfocitos com destaque para o receptor Toll-like
2, visando compreender sua participacao na modulag¢do da resposta imunologica e na determinagao
das diferentes apresentacdes clinicas da hanseniase. Os resultados obtidos demonstraram a
existéncia de perfis imunoldgicos contrastantes entre os pacientes paucibacilares e multibacilares,
refletindo diferencas relevantes na dinamica de interacao entre o sistema imune inato e¢ adaptativo
do hospedeiro e o bacilo de Hansen.

Estudo retrospectivo conduzido ao longo de seis anos em um centro de referéncia no
Nordeste brasileiro demonstrou que a concordancia entre a classificagdo operacional e os resultados
da baciloscopia ¢ apenas moderada, evidenciando discrepancias relevantes entre a apresentacao
clinica e a carga bacilar efetiva. Numero significativo de pacientes com baciloscopia negativa
apresentava multiplas lesdes cutaneas, enquanto parcela ndo desprezivel de individuos com
baciloscopia positiva apresentava numero limitado de lesdes, o que poderia resultar em
subestimagdo da forma multibacilar caso apenas critérios clinicos fossem considerados. Esses
achados reforcam que o indice baciloscopico reflete de maneira mais direta a magnitude da infec¢ao
por M. leprae, sendo um indicador mais preciso da persisténcia bacilar e do potencial de
transmissao (CAVALCANTI; LUCENA-SILVA; MONTARROYOS; ALBUQUERQUE, 2012).

Kumaran et. al (2015) reforgam a importancia do indice baciloscopico como marcador
quantitativo da carga infecciosa e como parametro clinico relevante para a caracterizacdo das
formas da hanseniase (KUMARAN; BHAT; MADHUKARA; ROUT et al., 2015). Destaca-se que
o exame ¢ considerado um método examinador dependente e que embora apresente alta
especificidade, possui sensibilidade limitada, o que o torna suscetivel a erros.

A andlise dos marcadores imunologicos avaliados neste estudo permitiu aprofundar a
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta imune ao M. leprae. Inicialmente, foram
investigados pardmetros da imunidade inata, com énfase em células CD14"HLA-DR 'TLR2"NF-
kB" expressando TLR2 na ativagdo da via de sinalizagdo dependente de NF-xB, associada a
producdo de IL-12 e IL-1B, mediadores centrais no reconhecimento do bacilo e na inducdo de
respostas inflamatorias iniciais. Em seguida, foram analisados marcadores da imunidade celular
adaptativa, incluindo subpopulagdes de linfocitos T CD3"CD4"CD45RO"* ¢ T CD3"CD8"CD45RO"
produtores de IFN-y e IL-10, possibilitando a avaliagdo do equilibrio entre respostas efetoras e

regulatorias ao longo do espectro clinico da hanseniase. Por fim, a mensuracdo da producdo de



77

6xido nitrico intracelular foi incluida como um marcador funcional da ativacdo de macrofagos e de
mecanismos microbicidas associados ao controle de patdégenos intracelulares.

A sintese de IL-1B e IL-12 desempenha papel central na regulacdo da resposta imunologica,
orientando a polarizacdo de linfocitos T para o perfil Tul. Esse mecanismo € essencial para a
ativagdo efetiva de células efetoras e para o controle da multiplicacdo do M. leprae, contribuindo
para a contencdo da infecc¢do e prevencdo da progressdo da doenca (FROES; TRINDADE; SOTTO,
2022). A IL-12 ¢ produzida principalmente por células fagociticas em resposta a estimulos
infecciosos, sendo constituida por um heterodimero formado pelas subunidades p35 e p40. A
ligagdo da IL-12 ao seu receptor especifico (IL-12R), expresso em linfocitos T e células natural
killer (NK), desencadeia vias de sinaliza¢do intracelular dependentes da ativacdo do fator de
transcricdo STAT4, resultando na indugdo da sintese e liberagao de IFN-y, sendo fundamental para
a polarizacdo da resposta imune em direcdo ao perfil Tyl (ULLRICH; SCHULZE; PAAP;
MIULLER et al., 2020). Na analise dos resultados, a produgio de IL-12 por macrofagos CD14 HLA-
DR'TLR2'NF-kB* variou significativamente entre os grupos estudados. Nos pacientes
paucibacilares, o percentual de células produtoras da citocina foi mais elevado, enquanto os
individuos multibacilares apresentaram os menores niveis. Individuos saudaveis exibiram valores
intermediarios, sugerindo que, mesmo na auséncia de infecgdo, existe uma regulacdo basal da
sintese de IL-12, possivelmente voltada a8 manutencdo da homeostase imunoldgica. Esse equilibrio ¢
consistente com dados prévios, que indicam que a expressao de IL-12 pelos macrofagos depende da
ativacdo de receptores de reconhecimento de padrdo e da sinalizagdo por NF-«B e IRF-1,
permitindo uma resposta imune eficaz sem desencadear inflamagdo exacerbada (ULLRICH;
SCHULZE; PAAP; MULLER et al., 2020).

A intensidade média de fluorescéncia (mean fluorescence intensity — MFI), obtida por
citometria de fluxo, tem sido amplamente utilizada como uma métrica funcional para avaliar ndo
apenas a frequéncia de células positivas, mas também o nivel de expressdo de moléculas ou
citocinas em nivel celular. Estudos conceituais demonstram que a MFI reflete a quantidade relativa
de uma determinada proteina expressa por c€lula, fornecendo informagdes adicionais sobre o estado
de ativagdo e a funcionalidade das popula¢des imunoldgicas analisadas. Nesse contexto, salienta-se
a relevancia desse parametro como parametro robusto da resposta imune funcional, especialmente
em cenarios infecciosos, nos quais a intensidade da resposta pode ser tdo relevante quanto o namero
de células envolvidas (SHOOSHTARI; FORTUNO; BLIMKIE; YU et al., 2010).

A aplicacdo da MFI como ferramenta analitica tem sido explorada em diferentes modelos de
doengas infectocontagiosas, incluindo infec¢des causadas por micobactérias. Nesse sentido, um

estudo recente demonstrou que a quantificagdo da producdo de IFN-y por células T CD4", avaliada
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por meio da MFI apds estimulagdo antigénica, permitiu discriminar de forma sensivel individuos
infectados em fases precoces da infecgdo por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Os
autores evidenciaram que a MFI de IFN-y refletiu o grau de ativacao funcional das células T,
mostrando-se um parametro informativo para diferenciar estados de infec¢ao, independentemente
apenas da frequéncia de células produtoras. Esses achados refor¢am a utilidade da MFI como uma
métrica funcional relevante em estudos envolvendo patogenos intracelulares, contribuindo para a
compreensdo da intensidade e da qualidade da resposta imune celular (BULUN; BRIDGER;
SCHILLINGER; AKINEDEN et al., 2024). Nesse contexto, a utilizagdo da MFI no presente estudo
permite uma andalise mais refinada da resposta imune, possibilitando inferir ndo apenas a presenga
de células responsivas, mas também a magnitude da expressao funcional dos marcadores avaliados.

Ao avaliar a intensidade média de fluorescéncia de IL-12, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos estudados. Esse resultado sugere que, embora existam alteragdes no
percentual de células produtoras de IL-12, a quantidade intracelular média da citocina por célula
pode permanecer relativamente estavel. Uma possivel explicacdo ¢ que mecanismos de regulagdo
homeostatica limitam a produg¢dao de IL-12, mantendo niveis basais suficientes para sustentar
respostas imunoldgicas sem induzir inflamacdo excessiva. Esse padrdo indica que a avalia¢do
apenas da intensidade média pode ndo refletir completamente a dinamica funcional da citocina,
sendo relevante considerar também a frequéncia de células produtoras e o contexto fenotipico dos
macrofagos (SKEEN; MILLER; SHINNICK; ZIEGLER, 1996).

Na forma virchowiana, a producdo de IL-12 sofre inibicdo significativa devido a
mecanismos regulatdrios, como a ativacao do receptor de imunoglobulina leucocitaria semelhante a
receptor A membro 2 (LILRA2) e a presenga de fosfolipidios oxidados, os quais interferem na
sinalizagdo mediada pelos receptores TLR1/2 (MONTOYA; MODLIN, 2010). Essa supressdao da
IL-12 ocorre em paralelo a producdo de citocinas regulatdrias, como IL-10 e TGF-B1, que atuam
ndo apenas bloqueando a a¢do de mediadores pro-inflamatorios, como TNF-o, I[FN-y e IL-12, mas
também restringindo a ativacdo dos macrofagos e favorecendo a multiplicagdo bacteriana.
Consequentemente, a resposta imune apresenta predominio do perfil Tu2, associado a incapacidade
de eliminar o M. leprae e a progressao clinica da hanseniase (PINHEIRO; SCHMITZ; SILVA;
DIAS et al., 2018).

Outros estudos tém investigado o papel da IL-12 em infecgdes causadas por micobactérias.
Nesse sentido, estudo recente, conduzido no contexto da infec¢dao por M. tuberculosis, demonstrou
que a IL-12 atua como um mediador central na coordena¢do da imunidade celular, promovendo a
diferenciagdo de linfocitos T CD4" para o perfil Tul e estimulando a produgdo de IFN-y,

mecanismos essenciais para a ativacdo microbicida de macrofagos e o controle de patdgenos
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intracelulares. Além de sua funcdo classica, esse estudo evidenciou que a IL-12 influencia
processos imunoldgicos mais complexos, incluindo a formagdo da sinapse imunoldgica, a ativagao
de células T por vias mediadas por exossomos € o estabelecimento de memoria imunoldgica
duradoura. Adicionalmente, alteracdes no eixo IL-12/IFN-y, incluindo defeitos genéticos, foram
associadas a maior suscetibilidade a infecgdes micobacterianas, reforgando a relevancia dessa via
para a imunidade protetora (WANG; RUAN; LI; LIU, 2025). Considerando as similaridades
imunopatogénicas entre o M. tuberculosis ¢ M. leprae, esses achados reforcam os resultados
observados no presente estudo.

Em relagdo ao percentual de macrofagos CD14 " HLA-DR'TLR2 'NF-«B*IL-1B", valores
maiores foram observados no grupo PB em comparagdo aos controles ¢ MB, refor¢cando o perfil
inflamatério mais intenso daquela forma clinica. A IL-1B, secretada predominantemente por
macrofagos ativados, exerce multiplas fungdes na resposta imune, incluindo a promocdo da
inflamacao local e o recrutamento de células do sistema imune. Além disso, essa citocina atua de
forma cooperativa com os receptores TLR1/2 para estimular a expressio do gene DEFB4,
codificador de um peptideo antimicrobiano essencial na defesa contra patdogenos intracelulares
(LIU; SCHENK; WALKER; DEMPSEY et al., 2009).

A avaliagdo da intensidade média de fluorescéncia de IL-1B demonstrou que pacientes
paucibacilares exibiram niveis significativamente superiores aos observados em individuos
controles e multibacilares, enquanto estes ultimos ndo diferiram significativamente dos controles.
Esse achado sugere que, na forma paucibacilar, os macréfagos apresentam maior grau de ativagao,
possivelmente promovendo a polarizagdo da resposta imune para o perfil Tul, associado a
eliminacdo eficiente do M. leprae. Por outro lado, a auséncia de aumento nos pacientes
multibacilares indica resposta inflamatéria mais discreta, potencialmente modulada por citocinas
regulatorias como IL-10 e TGF-B e pela ativacdo de receptores supressores, mecanismos que
restringem a producdo de mediadores pro-inflamatdrios e favorecem a manutengdo da infecgao
(COSTA; MENDONC¢A; LYON; PENIDO et al., 2008).

Esses achados corroboram estudos prévios que demonstram a importancia da IL-1B na
ativacdo macrofagica e no recrutamento de células efetoras na forma tuberculoide da hanseniase,
enquanto sua expressao reduzida em formas multibacilares esta associada a deficiéncia na inducao
de respostas Tul e a predominancia de um perfil Tu2 ou regulatério. Assim, a MFI de IL-1 pode
refletir o estado funcional dos macréfagos e servir como marcador indireto da capacidade de
controle imunologico frente a infecgao.

Diferentemente do observado na hanseniase paucibacilar, na qual a produgao elevada de IL-

1P estd associada a uma resposta Tyl efetora e ao controle bacilar, na cardiomiopatia chagasica
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cronica a ativacao persistente do eixo TLR2-NF-«kB-IL-1f parece estar dissociada de mecanismos
eficientes de eliminagdo parasitaria, contribuindo predominantemente para inflamacdo cronica e
dano tecidual. Esses achados reforgam que o impacto funcional da ativagao de TLR2 e da produgao
de IL-1p ¢ altamente dependente do contexto imunorregulador no qual essa resposta ocorre.

Adicionalmente, o estudo de Mendes et al. (2020) avaliou a expressdo de proteinas
associadas ao inflamassoma NLRP3 em lesdes cutaneas de pacientes com hanseniase e observou
que, embora haja presenca de componentes pro-inflamatorios como NLRP3 e caspases-4/5, a
expressao de IL-1B foi baixa nas formas tuberculoide e virchowiana. Esses dados sugerem que o
inflamassoma pode estar inativo ou funcionalmente comprometido na hanseniase, indicando uma
possivel evasdo imunologica mediada por M. leprae que limita a clivagem da pré-IL-1B em sua
forma ativa e, consequentemente, reduz a producao efetiva de IL-1 apesar da ativagdo inata. Esses
resultados sustentam a ideia de que a ativacdo de TLR2 e a sinalizacdo via NF-kB, embora
necessarias para o inicio da resposta inflamatoria, ndo garantem, por si s6, a produgdo funcional de
IL-1P na hanseniase. A producdo efetiva dessa citocina depende de outras vias, como a ativagao do
inflamassoma NLRP3 e da clivagem de pro-IL-1p por caspase-1, etapas que parecem ser moduladas
ou inibidas pelo patégeno como estratégia de evasdo imune do bacilo (MENDES; JOAQUIM;
ZAMAE; ASSIS et al., 2020).

Outro fator que deve ser levado em consideragdo ¢ a variabilidade genética nos receptores
do tipo Toll, particularmente no TLR2, que exerce papel determinante tanto na suscetibilidade a
hanseniase quanto na modulacdo do perfil de citocinas e quimiocinas ao longo do espectro clinico
da doenga. O polimorfismo rs3804099 em TLR2, previamente associado ao desenvolvimento de
reagOes hansénicas tipo 1, também se correlaciona com risco aumentado para o desenvolvimento da
hanseniase, indicando que alteragdes na sinalizagdo mediada por TLR2 podem influenciar eventos
precoces da interagdao hospedeiro e o bacilo de Hansen. Além disso, a presenca de diferentes alelos
nos genes TLR1, TLR2 e TLR4 associa-se a niveis séricos distintos de mediadores inflamatorios e
regulatérios, evidenciando que a ativagdo da imunidade inata ndo ¢ homogénea entre os individuos,
mas condicionada pelo background genético do hospedeiro. Nesse contexto, a ativagao de TLR2,
embora central para o reconhecimento do bacilo e para o desencadeamento de vias inflamatorias
dependentes de NF-kB, pode resultar em perfis funcionais distintos de produgdo de citocinas,
incluindo IL-1B (SANTANA; REGO; OLIVEIRA; ALMEIDA et al., 2017).

Além dos achados relacionados a ativagao ampla TLR2 no presente estudo, outros trabalhos
também investigaram o papel do heterodimero TLRI1/2 na resposta imune ao M. leprae,
evidenciando a relevancia dessa via na modulacdo da produgdo de citocinas da imunidade inata. A

ativagdo do TLR1/2 em macrofagos derivados de monocitos associa-se a um perfil funcional
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caracterizado por maior produ¢do de IL-12 e IL-1f, particularmente em pacientes com formas
paucibacilares da hanseniase. Essa ativagdo mais robusta do eixo TLR1/2 estd relacionada a uma
polarizacdo inflamatéria mais eficiente, enquanto nas formas multibacilares observa-se
comprometimento da sinalizacdo por esses receptores, com redugdo significativa da producao
dessas citocinas pro-inflamatorias (CHEBLI-DE-ABREU, N.; CARVALHO, A. M. R. S;
MENEZES, Y. R;; MACEDO, J. M. et al., 2025). Em conjunto, esses dados reforcam que
diferentes configuragdes de reconhecimento mediadas por TLRs, incluindo tanto o homodimero de
TLR2 quanto o heterodimero TLR1/2, podem exercer influéncia decisiva sobre a ativacao inicial da
imunidade inata e sobre a capacidade de resposta do hospedeiro frente ao bacilo.

Os receptores do tipo Toll, particularmente o TLR2, desempenham papel relevante na
fisiopatologia das reagdes hansénicas. No estudo conduzido por Antunes et al. (2019), os autores
demonstraram que, enquanto pacientes multibacilares sem reagdo apresentaram expressao
equilibrada de TLR1 e TLR2, individuos com rea¢do hansénica do tipo 1 e eritema nodoso
hansénico exibiram um desbalango significativo, caracterizado principalmente pela superexpressao
desses receptores. Ademais, o aumento da expressdao de TLR2 esteve associado a niveis elevados de
IL-10 nos grupos com reacdo, o que pode estar relacionado, de forma hipotética, & formacao de
homodimeros TLR2/2 e/ou heterodimeros TLR2/6, mecanismos implicados tanto nas reagdes
reversas quanto na fisiopatologia do eritema nodoso hansénico (ANTUNES; GOULART; LIMA;
ALVES et al., 2019).

No que tange a imunidade adaptativa, os linfocitos, especialmente as células T CD4",
desempenham papel crucial na modulacdo da resposta imune. A polarizacdo funcional dessas
subpopulagdes celulares ¢ determinante para a eficacia da resposta imunologica, uma vez que
influencia diretamente a ativagdo de mecanismos efetores, a producdo de citocinas e a interacao
com células da imunidade inata. Dessa forma, o perfil funcional predominante dessas células
impacta a capacidade do hospedeiro de conter a infeccdo por M. leprae ou, alternativamente,
favorece a progressao e a disseminacao do bacilo (CHATZILEONTIADOU; SLOANE; NGUYEN;
GRAS et al., 2020).

O IFN-y, produzido principalmente por linfocitos T CD4" do subtipo Tkl e por células NK,
exerce papel central na ativacdo cldssica dos macrdéfagos, atuando de maneira integrada com
citocinas como IL-12 e IL-1P na amplificagdo da resposta imune celular. Essa citocina promove o
aumento da capacidade microbicida dessas células ao induzir a expressao de enzimas envolvidas na
producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, especialmente a 6xido nitrico sintase
induzivel, mecanismos fundamentais para a eliminagao intracelular do bacilo de Hansen. Além de

potencializar a atividade efetora dos macréfagos, o IFN-y contribui para a manutencdo de um
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ambiente imunologico favoravel a contengdo da infecgdo, refor¢ando a polarizagdo Tul e limitando
a disseminacdo bacilar. Dessa forma, o eixo IL-12/IFN-y desempenha papel determinante no
equilibrio entre controle da infec¢ao e progressao da hanseniase (FROES; TRINDADE; SOTTO,
2022).

A avalia¢do do percentual de linfocitos T CD4"'CD45RO" produtores de IFN-y evidenciou o
padrdo imunologico classico da hanseniase, com os pacientes paucibacilares apresentando os
maiores niveis, os individuos controles exibindo valores intermediarios e os multibacilares
apresentando a menor frequéncia de células produtoras. Esse gradiente reforca a associacdo das
formas PB com uma resposta Tyl efetiva, crucial para o controle da multiplicagdo intracelular do
bacilo de Hansen. Por outro lado, a reducdo observada nos MB sugere um microambiente
imunossupressor dominante, em que células T reguladoras e citocinas como IL-10 e TGF-B
modulam negativamente a diferenciacdo e a ativacdo de células efetoras Tul. Estudos anteriores
demonstram que a producdo de IFN-y por linfocitos CD4" ¢ caracteristica das respostas Tul que
promovem controle efetivo do M. leprae, contrastando com perfis Tu2 e regulatorios que
predominaram nos casos multibacilares (MODLIN, 1994).

A andlise da intensidade média de fluorescéncia de IFN-y revelou diferengas significativas
entre os grupos. Pacientes paucibacilares apresentaram valores mais elevados do que os
multibacilares, ¢ individuos controles também mostraram niveis superiores em comparacao aos
multibacilares. Entretanto, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos controle e
paucibacilar. Tais achados sugerem que a resposta IFN-y, indicativa da atividade Tul, permanece
preservada nos controles e nos pacientes PB, enquanto esta reduzida nos MB, refletindo o ambiente
imunossupressor caracteristico desta forma da doenga.

Quanto a IL-10, os pacientes multibacilares apresentaram tanto maior percentual quanto
maior intensidade média de fluorescéncia de linfocitos CD4"CD45RO" produtores dessa citocina
em comparagdo aos pacientes paucibacilares. A MFI também se mostrou significativamente elevada
no grupo multibacilar quando comparada ao grupo paucibacilar. Em contrapartida, ndo foram
observadas diferengas significativas nem no percentual nem na MFI entre os grupos controle e
paucibacilar, assim como entre controle e multibacilar, sugerindo que a producdo de IL-10 esta
particularmente associada as formas multibacilares da doenga.

Um estudo prévio investigou o papel imunossupressor das citocinas IL-10 e IL-4 na
hanseniase por meio de ensaios in vitro com células mononucleares do sangue periférico de
pacientes e individuos controles. Os autores demonstraram que o M. leprae pode induzir a produgado
de IL-10, sendo essa citocina responsavel pela reducdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias,

como IFN-y e TNF-a. A neutralizagdo da IL-10 resultou na restauracdo parcial dessas respostas,
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evidenciando seu papel central na supressdo da imunidade celular (SIELING; ABRAMS;
YAMAMURA; SALGAME et al., 1993).

Taquire et al. (2020) refor¢am que a IL-10 ¢ uma citocina de perfil imunossupressor, a qual
encontra-se aumentada na hanseniase, especialmente nas formas clinicas associadas a maior carga
bacilar, contribuindo para a inibi¢do da resposta imune do hospedeiro por meio da modulacao da
funcdo de diferentes populacdes celulares. Esse mesmo estudo demonstrou que linfocitos T
auxiliares e células T reguladoras constituem as principais fontes de IL-10 em pacientes com
hanseniase virchowiana. Adicionalmente, foi observado que polimorfismos no gene da IL-10, ao
influenciarem a magnitude de sua producao, podem determinar a suscetibilidade e a progressdo da
hanseniase, refor¢ando o papel de fatores genéticos do hospedeiro na modulagdo do perfil
imunolodgico e no desfecho clinico da infeccdo (TARIQUE; NAZ; SAINI; SUHAIL et al., 2020).

O estudo de Carvalho ef al. mostrou resultados semelhantes ao estudar a cardiomiopatia
chagasica, evidenciando que a estimulagdo antigénica de linfocitos T CD4" de memoria (CD45RO™)
promove altera¢do profunda no eixo funcional dessas células, caracterizada por desvio significativo
da resposta imune do tipo Tyl para um perfil predominantemente imunorregulador. Nesse contexto,
os autores demonstraram menor frequéncia tanto de células CD4" produtoras de IFN-y quanto
menor intensidade de produgdo intracelular dessa citocina, indicando comprometimento da
capacidade dessas células em sustentar uma resposta inflamatoria efetora robusta. A diminui¢ao da
producdo de IFN-y é particularmente relevante do ponto de vista imunopatologico, uma vez que
essa citocina desempenha papel central na ativagdo classica de macréfagos, na inducdo da expressao
do ¢6xido nitrico sintase induzivel e na consequente produc¢do de 6xido nitrico, mecanismos
essenciais para o controle da replicacao intracelular do 7. cruzi (CARVALHO; FERRAZ; HOJO-
SOUZA; MEDEIROS et al., 2023).

Os mesmos autores também observaram maior frequéncia e intensidade de producdo de IL-
10 por linfocitos T CD4" de memoria, configurando um ambiente imunologico fortemente
regulador. A IL-10 € reconhecida como um potente mediador anti-inflamatorio, capaz de suprimir a
ativacao de células apresentadoras de antigeno, inibir a producao de citocinas pro-inflamatorias e
atenuar vias de sinalizacdo dependentes de NF-kB, o que pode resultar na reducdo da eficiéncia
microbicida das células fagociticas. O impacto funcional desse desequilibrio tornou-se ainda mais
evidente pela analise da razao IFN-y/IL-10, a qual se mostrou drasticamente reduzida nos pacientes
com cardiomiopatia chagasica, refletindo uma inversao da polarizacdo imunologica que favorece a
persisténcia parasitaria em detrimento da eliminagdo do patogeno (CARVALHO; FERRAZ; HOJO-
SOUZA; MEDEIROS et al., 2023).
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Do ponto de vista integrativo, esses achados sugerem que o predominio de respostas
reguladoras mediadas por linfocitos T CD4" de memoria pode contribuir de forma decisiva para a
falha no controle imunolégico do 7. cruzi, permitindo a manutencdo de focos parasitarios e a
perpetuagdao de um processo inflamatorio cronico de baixa intensidade no miocardio. Tal cenario
pode representar um mecanismo central na progressdo da cardiomiopatia chagésica, no qual a
tentativa do sistema imune de limitar o dano tecidual acaba, paradoxalmente, favorecendo a
persisténcia do parasita e a evolugdo da doenga. Assim, o desequilibrio entre IFN-y e IL-10 emerge
como um marcador funcional relevante da disfun¢ao imunoldgica associada as formas clinicas mais
graves da infeccdo (CARVALHO; FERRAZ; HOJO-SOUZA; MEDEIROS et al, 2023).
Adicionalmente, os dados pelos autores do referido estudo sugerem que o desequilibrio funcional
observado nas subpopulagdes de linfocitos T CD4" de memoria, caracterizado pelo predominio de
respostas imunorreguladoras mediadas por IL-10 em detrimento da produ¢do de IFN-y, pode ndo
ser exclusivo da infec¢do por 7. cruzi, mas representar mecanismo imunopatologico compartilhado
por diferentes infecgdes causadas por patdogenos intracelulares. Nesse contexto, microrganismos
como M. leprae, que apresentam tropismo por células fagociticas e capacidade de persisténcia
intracelular, podem se beneficiar de um ambiente imunologico semelhante, no qual a atenuacdo da
resposta Tul compromete a ativacdo efetiva de macrofagos e a indugcdo de mecanismos
microbicidas dependentes de 6xido nitrico.

A analise do percentual de linfocitos T CD8"'CD45RO™ produtores de IFN-y revelou que os
pacientes paucibacilares apresentaram os maiores valores, seguidos pelos individuos controles,
enquanto os multibacilares exibiram a menor frequéncia. Diferencas estatisticamente significativas
foram observadas ao comparar os grupos paucibacilares e multibacilares, bem como ao comparar os
controles com os MB. Em contrapartida, ndo se detectaram diferencas relevantes entre os grupos PB
e controle. Esses achados indicam que a produgdo de IFN-y por células CD8" é preservada nos
pacientes paucibacilares e nos controles, mas encontra-se reduzida nas formas multibacilares,
refletindo o perfil imunossupressor caracteristico desta forma da doenca.

A avaliacdo da intensidade média de fluorescéncia de linfocitos T CD8"CD45RO*
produtores de IFN-y revelou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos. Valores mais
elevados foram observados nos pacientes paucibacilares em comparagdo aos multibacilares, assim
como nos controles em relagdo aos multibacilares e, adicionalmente, nos paucibacilares em
comparacao aos controles. Esses achados indicam que a expressdo intracelular de IFN-y em células
CD8" é mais pronunciada nos individuos paucibacilares € nos controles, enquanto esta reduzida nos

pacientes multibacilares.
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Os resultados do presente estudo, demonstrando maior percentual e intensidade de IFN-y em
linfocitos T CD8" nos pacientes paucibacilares, corroboram achados prévios que destacam o papel
central dessas células na resposta citotoxica contra M. leprae. De La Barrera et al. (1997)
mostraram que, embora tanto linfocitos CD4" quanto CD8" possam exercer atividade citotoxica, a
resposta mediada por CD8" ¢ significativamente mais pronunciada nos pacientes paucibacilares,
enquanto nos multibacilares a citotoxicidade tende a ser reduzida ou deslocada para células CD4".
Esses achados sugerem que os linfocitos CD8" desempenham fungdo efetiva na elimina¢do do
bacilo nas formas PB, contribuindo para o controle da infec¢do, ao passo que a diminui¢ao da
atividade citotoxica em MB pode estar relacionada ao microambiente imunossupressor
caracteristico desta forma clinica da doenca (DE LA BARRERA; FINIASZ; FINK; VALDEZ et
al., 1997).

No que se refere a IL-10, ndo foram observadas diferencas significativas no percentual de
linfocitos CD8'CD45RO" entre os trés grupos. Entretanto, a intensidade média de fluorescéncia
apresentou valores mais elevados nos pacientes multibacilares, seguidos pelos controles e, por
ultimo, pelos paucibacilares. Diferengas estatisticamente significativas foram identificadas ao
comparar os grupos multibacilares com os paucibacilares e os paucibacilares com os controles,
enquanto ndo se detectaram diferencas significativas entre os multibacilares e os controles. Esses
resultados podem indicar que, embora a frequéncia de células produtoras de IL-10 seja semelhante
entre os grupos, a quantidade de citocina produzida por célula (refletida pela MFI) ¢ menor nos
paucibacilares quando comparado aos multibacilares.

Os achados de maior intensidade média de fluorescéncia de IL-10 em linfocitos CD8" nos
pacientes multibacilares sdo consistentes com evidéncias de que, embora a frequéncia de células
CD8" ndo difira marcadamente entre os grupos clinicos, essas células em MB apresentam
caracteristicas funcionais associadas a maiores niveis de IL-10, o que pode contribuir para um
ambiente imunossupressor e favorecer a persisténcia do M. leprae (DE CASTRO; NASCIMENTO;
DA SILVA; DA CONCEI¢aO SOUZA et al., 2025).

A anélise do fendtipo linfocitario evidencia diferengas importantes entre as manifestagoes
clinicas da hanseniase. Na forma MHT, observa-se predominancia de linfocitos T CD4" com
caracteristicas de memoria (CD45RO"), indicando uma resposta imune eficaz. Ja nas formas
multibacilares, ha maior propor¢do de linfocitos T CD8" com perfil supressor (CD28") e de células
T naive, sugerindo uma atividade imunologica menos eficiente e capacidade reduzida de controle da
infec¢ao (CABRAL; DE FIGUEIREDO; GANDINI; DE SOUZA et al., 2022).

A razdo IFN-y/IL-10 pode apresentar-se como indicador metodologicamente mais robusto,

uma vez que permite avaliar o equilibrio dindmico entre vias imunologicas opostas, superando as
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limitacdes inerentes a andlise isolada de citocinas. A avaliacdo da proporc¢do entre mediadores com
funcdes contrastantes oferece estimativa mais precisa do estado imunolégico global do que a
simples mensuracdo de niveis absolutos, permitindo interpretar de forma integrada o perfil
funcional das respostas imunes (SAMUEL, 2020).

A avaliagdo da razdo IFN-y/IL-10 em linfocitos T CD4" evidenciou diferengas significativas
entre as formas clinicas da hanseniase. Pacientes paucibacilares exibiram percentuais de células
positivas 12,4 vezes maiores ¢ intensidade média de fluorescéncia 3,1 vezes superiores em relagao
aos multibacilares, refletindo a predominancia de respostas Tul protetoras nos paucibacilares e a
modulag¢do imunossupressora mediada por IL-10/Trgs nos multibacilares. Ademais, os valores no
grupo paucibacilares foram 4,8 vezes maiores que os observados em individuos saudaveis, e
também foram detectadas diferencas significativas ao comparar os controles com os pacientes
multibacilares. Esses achados reforcam o papel da polarizacdo Tyl/Tu2-regulatoria na determinagao
da efetividade da resposta imune contra M. leprae. Enquanto o PB mantém uma resposta Tul
robusta, com alta produgdo de IFN-y para ativagdo macrofagica e controle bacilar, o MB mostra
predominancia da via regulatéria, com supressdo da resposta efetora pela acdo combinada de IL-10
e T regulatoria — desbalango que perpetua a infecgao.

A ativagdo diferencial das vias de reconhecimento inato mediadas por TLRs reflete-se
diretamente no perfil funcional de linfécitos T ao longo do espectro clinico da hanseniase. Estudos
que abordaram a sinalizagdo via heterodimero TLR1/2 demonstraram que a maior produgao de IL-
12 por macrofagos associa-se a polarizagdo de linfocitos T CD4" de memoria para um perfil Trl,
com maior produ¢do de IFN-y, caracteristica observada nas formas paucibacilares. Em contraste, a
reducdo da ativagdo dessa via em pacientes multibacilares associa-se ao predominio de respostas
regulatérias, com aumento da producao de IL-10 e consequente diminui¢do da razdo IFN-y/IL-10
(CHEBLI-DE-ABREU, N.; CARVALHO, A. M. R. S.; MENEZES, Y. R.; MACEDO, J. M. et al.,
2025). De forma convergente, os resultados do presente estudo, ao avaliar a ativagdo ampla de
TLR2, também apontam para associagdo entre a modulagdo dessa via e alteracdes no equilibrio
entre respostas efetoras e regulatorias, reforgcando o papel central da sinalizagdo mediada por TLR2
na interface entre imunidade inata e adaptativa e sua influéncia sobre o desfecho clinico da
infeccao.

Estudos prévios investigaram o papel dos linfocitos T CD8" na fisiopatologia das reagdes
hansénicas do tipo 1, particularmente em pacientes coinfectados pelo HIV. Demonstrou-se que os
episodios de reagdo reversa se associam com a acentuada ativagdo de células CD8" nas lesdes
cutaneas, evidenciada pela maior expressao de marcadores de citotoxicidade e pela maior producao

de citocinas pro-inflamatorias, como o IFN-y. Esses achados indicam que os linfocitos CD8"
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participam ativamente da resposta inflamatoria celular direcionada contra o M. leprae, contribuindo
para a intensificagdo da imunidade mediada por células observada durante as reagdes reversas.
Ademais, o estudo sugere que, mesmo em contextos de imunossupressdo sist€émica, como na
infeccdo pelo HIV, a reativagdo funcional de CD8" pode desencadear um perfil inflamatorio
tecidual robusto, culminando em manifestacdes clinicas associadas a exacerbacdo da resposta imune
(DE OLIVEIRA; AMADEU; DE FRAN¢A GOMES; MENEZES et al., 2013).

Em nosso trabalho, a analise da razdo IFN-y/IL-10 em linfocitos T CD8" revelou diferengas
marcantes entre os grupos clinicos. Pacientes paucibacilares apresentaram percentuais de células
positivas 4,6 vezes maiores ¢ intensidade média de fluorescéncia 1,9 vezes superior em comparacao
aos multibacilares, indicando maior predomindncia de respostas citotoxicas pro-inflamatdrias
naquela forma da doenca. Além disso, diferencas significativas foram observadas tanto no
percentual quanto na MFI ao comparar os controles com os pacientes multibacilares, enquanto na
comparagdo entre os grupos paucibacilares e controles, apenas a MFI mostrou diferenga
significativa. Esses achados sugerem que, nos paucibacilares, os linfocitos CD8" mantém maior
capacidade efetora mediada por IFN-y em relacdo aos multibacilares, refor¢ando o papel dessas
células na conten¢do do M. leprae e na manutencdo de uma resposta imunoldgica eficiente.

Estudo publicado em 2024 demonstrou que as lesdes da hanseniase virchowiana sdo
marcadas por um microambiente imunoldgico predominantemente regulatorio, caracterizado pela
presenga de macrofagos com perfil anti-inflamatorio e por linfocitos T CD8" funcionalmente
exaustos. Evidenciou-se que, apesar da abundancia de células T nas lesdes, os CD8" apresentam
redu¢do da capacidade efetora, com diminuicdo da produgdo de citocinas pro-inflamatorias,
especialmente IFN-y. Paralelamente, observou-se predominio de macréfagos com fenotipo
regulatorio, produtores de mediadores anti-inflamatorios, favorecendo a persisténcia bacilar e a
progressdo da doenca. Esses achados reforcam que, na forma multibacilar, a resposta imune celular
encontra-se funcionalmente comprometida, ndo apenas pela auséncia de células T, mas pela perda
de sua atividade efetora, criando um ambiente permissivo a multiplicacdo do bacilo de Hansen
(MAYER-BARBER; BARBER; VIA, 2024).

Visca et al. (2002) reforcam o papel central do 6xido nitrico como importante mecanismo
efetor da imunidade do hospedeiro contra M. leprae. Em contraste com outras micobactérias
patogénicas, como M. tuberculosis € M. bovis, o M. leprae apresenta genoma altamente reduzido,
caracterizado pela perda significativa de genes envolvidos na detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. Essa limitacdo metabolica torna o bacilo particularmente suscetivel ao
estresse oxidativo gerado no interior de macrofagos ativados, sobretudo em um microambiente

hostil marcado por baixo pH, baixa tensdo de oxigénio e elevada pressdo de CO». Nesse contexto, o
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NO emerge nao apenas como um mediador antimicrobiano direto, mas também como determinante
relevante da patogenicidade e do curso clinico da hanseniase, ao influenciar o equilibrio entre
contencdo bacilar e resposta inflamatéria do hospedeiro (VISCA; FABOZZI; MILANI;
BOLOGNESI et al., 2002).

Em nosso trabalho, a produgdo intracelular de NO encontrou-se significativamente
aumentada nos pacientes com hanseniase paucibacilar em comparacdo tanto aos individuos
controles quanto aos pacientes multibacilares, reforcando o papel imprescindivel desse mediador na
contengao da carga bacilar. O 6xido nitrico ¢ um importante efetor da imunidade inata e adaptativa,
especialmente na resposta celular mediada por macrofagos ativados por citocinas do eixo Tul,
como [FN-y e TNF-q, sendo reconhecido como um dos principais mecanismos microbicidas contra
patogenos intracelulares, incluindo M. leprae. Nesse contexto, a maior producdo de NO observada
nos pacientes paucibacilares ¢ compativel com o perfil imunoldgico caracteristico dessa forma
clinica, marcado por resposta celular mais eficiente e maior capacidade de controle da multiplicagdo
bacilar (ADAMS; JOB; KRAHENBUHL, 2000; SCHALCHER; VIEIRA; SALGADO; BORGES
et al.,2013; VISCA; FABOZZI; MILANI; BOLOGNESI et al., 2002; YANG; YUK; JO, 2009).

Por outro lado, a menor produ¢do de NO nos pacientes multibacilares corrobora o padrdo de
resposta imune predominantemente regulatoria e humoral descrito nessa forma da doenga,
frequentemente associada a maior expressao de citocinas imunossupressoras, como 1L-10 e TGF-p,
que inibem a ativagdo macrofagica e a producdo de espécies reativas de nitrogénio. A diferenca
significativa observada entre o grupo controle e os pacientes multibacilares refor¢a a hipotese de
que a deficiéncia na geracdo de NO ndo apenas reflete a gravidade da doenga, mas também pode
contribuir ativamente para a persisténcia bacilar e progressao clinica. Assim, os resultados obtidos
sustentam o papel do NO como marcador funcional da competéncia da resposta imune celular na
hanseniase e sugerem que sua quantificacdo pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos
imunopatogénicos envolvidos nas diferentes formas clinicas da doenga (SILVA; SILVA; BRASIL;
ALVES et al., 2024; VISCA; FABOZZI; MILANI; BOLOGNESI et al., 2002).

De acordo com os achados apresentados por Braverman e Stanley (2017), a producao de NO
exerce papel central na regulag@o da resposta de macréfagos durante a infec¢ao por M. tuberculosis.
Nesse contexto, o fator de transcri¢do induzido por hipoxia HIF-1la, previamente descrito como
essencial para o controle da infeccdo mediado por IFN-y, mostrou-se dependente da producdo de
NO para o pleno desempenho de sua funcdao. Além disso, evidenciou-se a existéncia de circuito de
retroalimentagdo positiva entre HIF-1a e iNOS, capaz de amplificar a ativagdo dos macrofagos.
Paralelamente, o NO associou-se com a inibi¢do da atividade da via NF-«B, prevenindo respostas

inflamatdrias exacerbadas. Esses resultados indicam que o NO atua como mediador chave no
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equilibrio entre a ativagdo de programas microbicidas eficazes e a contengdo da inflamagao
excessiva, sendo fundamental para o estabelecimento de uma resposta imune eficiente € a0 mesmo
tempo pouco lesiva aos tecidos durante infecgdes por micobactérias (BRAVERMAN; STANLEY,
2017).

Os dados disponiveis na literatura reforgam que o NO desempenha papel central ndo apenas
na atividade microbicida, mas também na regulagdo da resposta inflamatdria durante infecgdes por
micobactérias. Estudos experimentais com o M. tuberculosis demonstraram que o NO induzido por
IFN-y atua como um modulador negativo de respostas inflamatorias dependentes de IL-1p,
limitando a ativagdo do inflamassoma NLRP3 e, consequentemente, prevenindo o desenvolvimento
respostas inflamatérias exacerbadas. Esse efeito regulador torna-se particularmente evidente em
modelos experimentais nos quais a auséncia de iNOS resulta em inflamacdo intensa, com
predominio de infiltrado granulocitico e desorganizacdo tecidual, mesmo na presenca de cargas
bacilares equivalentes, indicando que o controle da inflamagdo ocorre de maneira independente da
restricao direta do crescimento bacteriano (MISHRA; RATHINAM; MARTENS; MARTINOT et
al., 2013).

Mecanisticamente, 0 NO modula a atividade do inflamassoma por meio de processos de
regulacdo redox, especialmente pela S-nitrosilagdo do NLRP3, interferindo na montagem do
complexo inflamatoério e no processamento de IL-1P. Esses achados posicionam o inflamassoma
como um importante ponto de integracao entre vias pro- e anti-inflamatdrias, altamente sensivel ao
balanco redox do microambiente inflamatorio. A especificidade da acdo do NO sobre o NLRP3
sugere que esse mecanismo seja particularmente relevante em estados inflamatorios cronicos
dependentes dessa via, como as infec¢cdes micobacterianas persistentes (MISHRA; RATHINAM;
MARTENS; MARTINOT et al., 2013). Contudo, a atuagdo do NO ndo se restringe a essa via, uma
vez que sua producdo e seus efeitos imunomoduladores envolvem a integracdo de multiplos sinais,
incluindo aqueles mediados por citocinas como IFN-y e por receptores da imunidade inata, como os
receptores do tipo Toll, sem que essa regulagdo seja exclusiva de um unico receptor, como o TLR2.

Além disso, a capacidade do NO de suprimir a inflamacao granulocitica destaca seu papel na
preservacdo da integridade tecidual, especialmente em oOrgdos altamente sensiveis ao dano
inflamatorio, como o pulmdo. Considerando que citocinas como IL-1p exercem fungdes duais,
atuando tanto na defesa antimicrobiana quanto na promogao de dano tecidual quando produzidas de
forma desregulada, o NO emerge como mediador essencial para o equilibrio entre protecao
imunoldgica e limitagdo da patologia. Nesse contexto, vias imunomodulatérias que envolvem o eixo
IFN-y/NO/IL-1B representam potenciais alvos terapéuticos para o controle da inflamacao

exacerbada associada a infec¢des micobacterianas, podendo ser extrapoladas para outras doencgas
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cronicas caracterizadas por respostas inflamatorias desbalanceadas (MISHRA; RATHINAM;
MARTENS; MARTINOT et al., 2013).

A anélise global dos resultados refor¢a que a resposta imune na hanseniase assume perfis
claramente distintos nas formas paucibacilar ¢ multibacilar, sendo fortemente influenciada pela
ativagdo diferencial de vias de reconhecimento inato mediadas por receptores do tipo 7o/l. Nos
individuos com a forma paucibacilar, observa-se o predominio de ambiente inflamatério efetor,
associado a ativacao de macrdofagos com elevada expressao de macréfagos derivados de mondcitos
CD14"HLA-DR'TLR2'NF-xB", concomitantemente a maior produg¢do de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-12 e IL-1P. Esse cenario ¢ acompanhado pela expansdo de populacdes de
linfocitos T CD3*CD4"'CD45RO" ¢ T CD3"CD8"CD45ROcom capacidade aumentada de produzir
IFN-y, sugerindo o estabelecimento de resposta do tipo Tl mais eficiente.

Por outro lado, a forma multibacilar caracteriza-se por perfil imunologico distinto, no qual
predomina a produgdo de IL-10 por células T, refletindo um viés regulatério ¢ menor proporgao
IFN-y/IL-10. Esses dados refor¢am a noc¢do de que a intensidade e a qualidade da sinalizagdo via
TLRs, bem como a ativacao subsequente de vias intracelulares como a do NF-kB, exercem papel
determinante na modula¢ao do equilibrio entre respostas inflamatorias protetoras e mecanismos
imunorregulatérios, influenciando diretamente a expressdo clinica da doenca. A integracdo dos
diferentes parametros funcionais analisados indica que a razdo IFN-y/IL-10 constitui marcador
discriminatorio consistente entre as formas clinicas da hanseniase.

A maior expressdo intracelular de 6xido nitrico observada nos pacientes paucibacilares, em
comparacao aos multibacilares, sugere que o NO participa ativamente dos mecanismos efetores
associados ao controle da infec¢do. Considerando a reconhecida vulnerabilidade de M. leprae ao
estresse oxidativo, esses achados sustentam a hipotese de que a produgdo aumentada de NO nas
formas paucibacilares contribui para a contengdo bacilar, enquanto sua menor disponibilidade nas

formas multibacilares pode favorecer a persisténcia do patdégeno e a progressao da doenca.
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8. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os pacientes com a forma paucibacilar exibiram maior ativacdo da imunidade inata,
caracterizada pelo predominio de macrofagos CD14 " HLA-DR ' TLR2'NF-kB" produtores de IL-12
e IL-1P. Esse perfil foi acompanhado por uma resposta adaptativa do tipo Tul, marcada por maior
frequéncia e intensidade de produ¢do de IFN-y por linfocitos T CD3'CD4'CD45RO" ¢ T
CD3"CD8'CD45RO".

Em contrapartida, os pacientes com hanseniase multibacilar apresentaram maior frequéncia
e maior intensidade de expressdo de linfocitos T CD3"CD4"'CD45RO" produtores de IL-10, bem
como maior frequéncia de linfocitos T CD3"CD8 'CD45RO" produtores de IL-10. Esse perfil esteve
associado a menor expressdo de IFN-y, configurando padrdo imunorregulador compativel com a
persisténcia bacilar. Nesse contexto, a razdo IFN-y/IL-10 de células T CD3"CD4"'CD45RO" ¢ T
CD3"CD8'CD45RO" mostrou-se um marcador sensivel para a distingdo entre os perfis
imunolodgicos identificados, reforcando o papel do desequilibrio entre citocinas pro-inflamatorias e
regulatorias na polarizacdo clinica da hanseniase. Adicionalmente, a producdo intracelular de 6xido
nitrico foi significativamente mais elevada nos pacientes paucibacilares em comparagdo aos
multibacilares.

Em sintese, os resultados obtidos sugerem que a ativagdo de vias sinalizadoras dependentes
de TLR2 em mondcitos/macrofagos, em associagdo com o desenvolvimento de uma resposta Tul
funcional, constitui eixo central no controle da carga bacilar e favorece a manifestagdo da forma
clinica paucibacilar da hanseniase.

A robustez dos resultados foi sustentada pela adocao de estratégias metodologicas rigorosas,
incluindo o uso de citometria de fluxo multiparamétrica associada a marcadores de viabilidade
celular, como o (LIVE/DEAD™), medidas essenciais para minimizar vieses analiticos e garantir a
qualidade das aquisi¢des. A integracdo de marcadores de superficie e intracelulares possibilitou a
identificacdo de assinaturas funcionais distintas entre as formas paucibacilar e multibacilar da
hanseniase, refor¢ando a relevancia do TLR2 como elemento importante na modulacao da resposta
imune, sendo um potencial alvo para intervengdes.

Apesar da relevancia dos achados apresentados, algumas limitacdes metodologicas devem
ser consideradas na interpretagdao dos resultados. A impossibilidade de cultivo in vitro do M. leprae,
aliada a auséncia de modelos experimentais que reproduzam de forma fidedigna o amplo espectro
clinico-imunologico observado em humanos, impds restrigdes a investigacdo aprofundada dos

mecanismos moleculares envolvidos na resposta ao patdogeno.
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A abordagem centrada exclusivamente na andlise de células mononucleares do sangue
periférico pode ndo refletir integralmente os eventos imunoldgicos que ocorrem no microambiente
das lesdes cutaneas, principal sitio de interacdo entre o hospedeiro e o bacilo. A heterogeneidade
etaria da populagdo estudada também pode ter contribuido para a variabilidade observada em alguns
parametros analisados. Nesse contexto, estudos futuros poderiam se beneficiar da incorporacao de
analises diretas de bidpsias cutineas, permitindo avaliagdo mais precisa da resposta imune local. A
caracterizacdo fenotipica e funcional aprofundada de subpopulagdes celulares especificas, como
linfécitos T reguladores, bem como a investigagdo de polimorfismos genéticos em genes
relacionados a TLRs e citocinas-chave, representa estratégia promissora para ampliar a
compreensdo dos determinantes imunologicos da hanseniase. Ademais, estudos longitudinais
acompanhando pacientes ao longo e apds o tratamento seriam particularmente relevantes para
elucidar a dinamica das respostas imunes durante a terapia e sua possivel associagao com desfechos
clinicos.

De forma mais ampla, os achados deste estudo contribuem significativamente para o
entendimento dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na patogénese da hanseniase e estabelecem
uma abordagem metodoldgica aplicavel a investigagdo da polarizagdo imune em outras doengas
infecciosas cronicas. Nesse sentido, os resultados ressaltam o papel integrado das respostas imunes
inata e adaptativa na determina¢do dos desfechos clinicos, destacando a complexidade das
interagdes celulares e moleculares que moldam a evolucdo dessas enfermidades.

Como perspectiva decorrente deste estudo, pretende-se a elaboracdo e submissdo de, ao
menos, um artigo cientifico para publicagdo em periddico internacional indexado, com o objetivo de
divulgar os principais achados obtidos e contribuir para o avanco do conhecimento na 4area,

ampliando a visibilidade dos resultados no contexto cientifico nacional e internacional.
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