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RESUMO

Introducdo: A infeccdo causada pelo Micobacterium leprae leva a uma complexa relacao
entre o parasito e o hospedeiro, baseada principalmente nos aspectos imunopatologicos, que
podem resultar na forma virchoviana, apresentando um perfil de células Th2, ou no polo
tuberculdide que apresenta um padrdo imunolégico Thl. Justificativa: Neste processo se fez
necessario analisar participagcdo do endotélio através do perfil de expressdo de moléculas de
adesdo, buscando assim o entendimento de como a migracdo celular ocorre na hanseniase.
Objetivo Geral: determinara o perfil da expressao de moléculas de adeséo e a participacdo do
endotélio na selecdo de células para a formacao do infiltrado inflamatorio visto na doenca.
Objetivos especificos: quantificar a expressao das moléculas de adesdo ICAM-1; ICAM-2,
VCAM-1; VLA-4; E-selectina; P-selectina. Analisar a expressdo das moléculas de adeséo de
acordo com o tipo ao padrdo do infiltrado histopatoldgico nos polos da doenca. Avaliar de
forma quantitativa a presenca das moléculas de adesao e correlacionar estas adesinas com 0s
diferentes padrdes celulares vistos nos polos da infeccdo. Metodologia: as amostras de pele
foram seccionadas e as porgOes retiradas foram submetidas a andlise imunohistoquimica
através de anticorpos monoclonais contra os marcadores ICAM-1; ICAM-2 ; VCAM-1; VLA-
4; P-selectina e a E-selectina. Resultados: A imunomarcacdo das adesinas ICAM-1, VCAM-
1 e VLA-4 demonstravam uma maior presenca destas moléculas no endotélio da forma
tuberculéide (TT) da infeccdo. O ICAM-1 apresentou-se com 9,92+1,11 células/mm? na
forma TT, enquanto que o polo LL apresentou 5,87+1.01 células/ mm?. O VCAM-1
apresentou uma média 18,28+1,46 célulassmm? na forma TT, enquanto o virchoviana
apresentou em média 10,67+1,25 células/ mm?®. A anélise da E-Selectina demonstrou que no
polo tuberculdide da infeccdo ha uma quantidade (13,00£1.59 células/mm?),
significativamente (p<0.0001) maior da E-Selectina em comparagédo ao polo virchoviano que
apresentou apenas 2,58+0.38 células/mm? Discussdo: o aumento das imunoglobulinas
ICAM-1 e VCAM-1 resultam no fortalecimento da sinalizacdo de transmigragédo tecidual,
através da relacdo entre o LFA-1 com o seu ligante endotelial o ICAM-1. Este mesmo
mecanismo estd envolvido no fortalecimento da relacdo entre o endotélio e migracdo de
células com o perfil de Thl em direcdo ao tecido. O VLA-4 estar diretamente ligado a
infiltracdo de células da linhagem Th1, sendo o mediador do aumento da presenga de células
T CD4" no tecido inflamado. A falta do VLA-4, e da imunoglobulina VCAM-1 pode resultar
também em uma inibicdo da adesdo de linfécitos Thl. Devemos ressaltar ainda que a
deficiéncia do ICAM-1 e do VCAM-1 influencia a migracdo dos linfécitos T CD8+
modificando assim a presenca de células citotdxicas no tecido. Concluséo: o estudo fortalece
o papel do endotélio como um dos responsaveis pelo perfil de células encontradas no tecido.
Correlacionando a expressao das moléculas de adeséao a seletividade na migracéo de células, o
que resulta em uma influencia direta sobre a resposta imunoldgica presente na hanseniase.

Palavras Chaves: endotélio, hanseniase, adesinas



ABSTRACT

Introduction: The infection caused by Mycobacterium leprae leads to a complex relationship
parasite-host relationship based mainly on immunopathological aspects, that may result in
lepromatous form, preseting a Th2 cell profile, or in the tuberculoid pole presenting a Thl
immune pattern. Rationale: In this process it was necessary to analyze the participation of the
endothelium through expression profile of adhesion molecules, thus trying to understand how
cell migration occurs in leprosy. Main Objective: the study will determine the profile of
expression of adhesion molecule and the participation of the endothelium in the selection of
cells to the formation of the inflammatory infiltrate seen in the disease. Specific objectives: to
quantify the expression of the adhesion molecules ICAM-1; ICAM-2, VCAM-1; VLA-4; E-
selectin; P-selectin. To analyze the expression of adhesion molecules according to the
standard histopathological type infiltrate the poles of the disease. Quantitatively evaluate the
presence of adhesion molecules and correlate these adhesins with different cell patterns seen
at the poles of the infection. Methodology: The skin samples were sectioned taken portions
were subjected to immunohistochemical analysis using monoclonal antibodies to ICAM-1;
ICAM-2; VCAM-1; VLA-4; P-selectin and E-selectin markers. Results: immunostaining of
ICAM-1, VCAM-1 and VLA-4 adhesins, showed a greater presence of these molecules on the
endothelium of the tuberculoid form (TT) of the infection. ICAM-1 was presented with
9.92+1.11 cellssfmm2 on TT form, whereas LT pole showed 5.87+1.1 cellssfmm 2. The
VCAM-1 averaged 18.28+1.46 cellsyfmm2 in TT form, while the lepromatous had on average
10.67+1.25 cellssrmm2. The analysis of E-Selectin showed that the infection tuberculoid is
present in an amount (13.00+1:59 cells/ymm2), significantly (p <0.0001) higher than E-selectin
when compared to lepromatous pole which had only 2.58+0:38 cells/smm2. Discussion: The
increase quantity of immunoglobulins ICAM-1 and VCAM-1 result in strengthening the
signaling of transmigration tissue through the relationship between LFA-1 with its endothelial
connector ICAM-1. This same mechanism is involved in strengthening the relationship
between the endothelium and migration of cells with Th1 profile towards the tissue. VLA-4 is
directly linked to the infiltration of Thl cell lines, being the mediator of the increased
frequency of T CD4" cells in inflamed tissue. The lack of VLA-4 and of VCAM-1
immunoglobulin can also result in inhibition of adhesion of Thl lymphocytes. It is also
important to notice that the ICAM-1 and VCAM-1 deficiency influences the migration of T
CD8+ lymphocytes thus altering the presence of cytotoxic cells in the tissue. Conclusion:
The study strengthens the role of the endothelium as one responsible for the profile found in
tissue cells. Correlating the expression of adhesion molecules to the selectivity in cell
migration, resulting in a direct influence on the immune response present in leprosy.

Key words : endothelium , leprosy , adhesins
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1. INTRODUCAO

A infeccdo causada pelo Micobacterium leprae resulta em uma complexa relagéo entre
0 parasito e o hospedeiro, baseada principalmente nos aspectos imunopatolégicos que fazem
parte da lesdo induzida por este bacilo. Apesar de ser conhecida a milhares de anos a
Hanseniase ainda € fonte de diversas pesquisas que tentam desvendar esta relacéo.

Por ser uma bactéria intracelular e possuir fatores de viruléncia peculiares, o bacilo da
hanseniase induz a lesdes teciduais que tem como base a imunopatogenese, despertando assim
em seu hospedeiro um espectro clinico que caminha entre dois polos principais: a forma
tuberculdide (caracterizada por ser uma lesdo granulomatosa e bem delimitada) e o pélo

virchoviano (descrito como uma forma difusa da doenca).

Os processos fisiopatoldgicos que determinam as formas clinicas da doenca tém como
base principal o perfil de células e citocinas presentes na lesdo. As alteracbes imunoldgicas
caracteristicas do polo virchoviano, sdo determinadas principalmente por um padrdo de
células com perfil Th2, resultando assim uma baixa efetividade no combate do bacilo. Porém,
o polo tuberculdide da doenca determina uma forma clinica mais efetiva que se apresenta com
um padrdo imunolégico Thl, promovendo uma boa resposta contra o bacilo, mas que também
resulta em lesGes tissulares ao paciente (RIDLEY & JOPLING, 1966)

As manifestacGes imunoldgicas ainda ndo estdo totalmente elucidadas. Varios fatores
como o crescimento lento do parasita, estrutura molecular do bacilo, o parasitismo intracelular
e o perfil genético do paciente influenciam diretamente o curso da doenca.

Dentro das manifestacdes imunoldgicas o processo de migracdo celular é uma das
etapas mais importantes. O caminho que a célula percorre entre a corrente sanguinea e 0
tecido inflamado é mediado por moléculas conhecidas como adesinas, estas estruturas
protéicas promovem o processo de adesdo celular, rolagem e transmigracao das células para o
tecido.

Podemos citar como exemplos destas moléculas as integrinas presentes no linfécitos,
as selectinas (Selectina E e P) presentes no endotélio e as Imunoglobulinas (ICAM-1, ICAM-
2 e VCAM-1) também presentes no endotélio. Porém, a expressdo destas moléculas é
influenciada diretamente pela presenca das citocinas e quimicinas produzidas pela resposta
inflamatdria. Existem também estudos no tecido hepéatico que demonstram a diferenca na
expressdo destas proteinas no endotélio, sugerindo a participacdo destas células no

recrutamento seletivo de diferentes linhagens de linfocitos (KUKLA, 2009).
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A caracteristica espectral da hanseniase estd bem descrita na literatura. Porém néo
sabemos qual o perfil de moléculas de adesdo que estdo expressas nas formas polares da
hanseniase. Além disso, ndo esta clara a influéncia do endotélio sobre o tipo de linfécitos
recrutados para atuar na lesdo tecidual. Outro ponto importante a ser discutido € ha diferenca
significativa na expressao de moléculas de adesdo entre as duas formas polares da hanseniase,
demonstrando assim uma possivel influéncia do endotélio no recrutamento dos linfécitos
teciduais nas lesdes cutaneas da hanseniase.

Assim se faz necessario investigar o microambiente tecidual durante a resposta
inflamatoria das formas polares de hanseniase. Para elucidar estas lacunas necessitamos
avaliar o perfil de expressdo da integrina a4f;, das selectinas P-selectina; E-selectina e das
imunoglobulinas ICAM-1; ICAM-2 e VCAM-1. Buscando o entendimento de como a
migracdo celular ocorre na hanseniase, e qual o possivel envolvimento do endotélio na
formacdo do infiltrado de células e na selecéo destes linfdcitos que participam do combate a

infeccéo por este bacilo.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 CONCEITO

A infeccdo pelo Mycobacterium leprae promove o desenvolvimento de uma doenga
de evolugdo lenta, que leva principalmente a alteracdes dermatoneuroldgicas, e acomete
individuos de qualquer faixa etaria. Manifesta-se principalmente por meio de sinais e
sintomas dermatoneuroldgicos: lesdes de pele e lesbes de nervos periféricos, em especial o
mediano, radial, ulnar, tibial, fibular e o facial. Os primeiros sintomas sdo manchas brancas e
vermelhas, que podem surgir em qualquer parte do corpo. O bacilo causador da infecdo é um
parasita intracelular obrigatério que leva ao comprometimento dos nervos periféricos
promovendo um potencial risco de desenvolvimento de incapacidades fisicas, que podem
evoluir para deformidades (BRASIL, 2002; BRASIL, 2006; MOREIRA, et al., 2014).

A transmissdo da doenca, acredita-se que ocorra atraves das vias respiratérias e esta
diretamente relacinada ao contato intimo e prolongado do paciente bacilifero, sendo
necessario um longo periodo de exposicdo do individuo ao agente. O desenvolvimento da
doenca depende da complexa relacéo entre o parasita e o hospedeiro, mediado principalmente
pela resposta imunoldgica do que é responsavel por desenvolver o grau de suscetibilidade e a

forma clinica da infeccéo.
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As condicgdes socioecondmicas desfavoraveis e o nivel de endemia da regido, séo
fatores responsaveis pela perpetuacéo da doenca, assim como condi¢des precarias de vida e de
salde e o elevado numero de pessoas convivendo em um mesmo ambiente, influem no risco
de adoecer. Entretanto, a cadeia de transmissdo € interrompida quando o doente inicia o
tratamento quimioterapico, deixando de ser transmissor, pois as primeiras doses da medicacao
reduzem os bacilos a um nimero que impede a infec¢do de outras pessoas, quebrando o curso
epidemioldgico da infeccdo e reduzindo os indices de transmissdo do bacilo (BRASIL, 2002;
BRASIL, 2006; BRASIL, 2009; LIMEIRA, et al. 2013 ).

2.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA HANSENIASE

Hanseniase € uma doenca infecto-contagiosa, causada pelo Mycobacterium leprae, e
que atinge milhares de pessoas em todo o mundo. Conhecida desde os primoérdios da
humanidade, esta doenca ainda é responsavel pela morbidade de milhares de pacientes,
ocorrendo principalmente em regides com baixo indice de desenvolvimento social.
Atualmente o Programa de Eliminacdo da Hanseniase (PEH), instituido pala Organizacédo
Mundial de Saude (OMS), promoveu grandes avancos no combate desta infeccdo. O PEH
conseguiu reduzir, drasticamente, a incidéncia de casos em diversos paises antes endémicos,
atingindo a meta da OMS que é de 01 caso de hanseniase a cada 10.000 habitantes
(MACHADQO, et al., 2009). Porém os estudos de prevaléncia no Brasil demonstram que a
hanseniase continua sendo um problema de salde publica, e que apesar da reducao
significativa no numero de casos que ocorreu nos Ultimos anos a luta contra esta infecgdo

milenar esta longe chegar ao fim (BRASIL, 2002).



20

Figura 01 — Distribuicdo da Prevaléncia de hanseniase no mundo em 2012
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Fonte: WHO: GLOBAL situation of leprosy control at the beginning of the 21% century, 2012.

Quando se avalia a prevaléncia de hanseniase por regiGes percebemos uma disparidade
no numero de casos. Podemos observar que a regido Norte é uma area hiperendémica que
apresentou um coeficiente de detec¢do de mais de cinco casos para cada 10.000 habitantes no
ano de 2005. Entretanto, nos estados do Sul a doenca atinge indices que estdo abaixo do
estipulado pela OMS, apresentando uma prevaléncia de 0,53 casos para cada 10.000
habitantes. Dentre os estados da Regido Norte, somente o Para notificou 3.329 novos casos
hanseniase em 2005, chegando a uma taxa de prevaléncia de 4,78 casos da doenca para cada
10.000 habitantes (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Varios fatores prejudicam o combate e
alimentam estes elevados numeros de infeccdo, dentre eles podemos citar o curso clinico da
doenca, o crescimento lento do Mycobacterium leprae, condi¢bes socioecondmicas
desfavoraveis, e o elevado nimero de pessoas convivendo no mesmo ambiente, resultando
assim na disseminacgéo da bactéria (LINDOSO & LINDOSO, 2009).
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Figura 02 - Coeficiente de deteccdo de Hanseniase na Populacdo Geral, por Regides - Brasil,
1990 a 2008.
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Fonte: BRASIL, 2009.

O Brasil apresenta uma queda acentuada na taxa de prevaléncia da hanseniase em todo
0 pais registrando em 2012 somente 33.303 casos novos e o coeficiente de deteccdo foi de
17,17/100 mil habitantes na populagdo em geral. Em menores de 15 anos, o coeficiente foi de
4,81/100 mil habitantes, reducdo percentual acumulada de 40% na comparacao com o periodo
de 2003 a 2012 (7,98/100 mil habitantes). Porém os estados de Mato Grosso, Tocantins,
Maranhdo, Para e Ronddnia ainda apresentam uma prevaléncia acima de trés casos por 10 mil
habitantes. Mesmo com esta reducdo o Brasil ainda ocupa o segundo lugar em nimero de
casos de hanseniase no mundo, com aproximadamente 34.000 casos notificados no ano de
2012, perdendo apenas para Iindia que apresentou mais de 127.000 casos neste mesmo ano.
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Figura 03 — Série Historica da Prevaléncia de Deteccdo de Hanseniase de 1990 até 2005,
distribuida por regiéo.
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Fonte: SINAN/SVS-MS, 2007.

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etiolégico da Hanseniase (Mycobacterium leprae) s6 foi descrito em 1873
pelo noruegués Amauer Hansen. E um bacilo gram positivo, alcool-acido resistente, parasita
intracelular obrigatdrio, com predilecdo por célula de Schwann e da pele. O fato de ndo ser
cultivavel dificulta o seu estudo, porém existem modelos animais (tatu e camundongos) que
auxiliam no entendimento da patogenia da doenca (ARAUJO, 2003; BEIGUELMAN, 2002;
MATTOS & FORNAZARI, 2005).

O contéagio pelo bacilo acontece principalmente pelas vias aéreas superiores, e a
doenca é predominantemente uma doenca de pele, mucosas e nervos periféricos. A infeccédo
ativa pelo Mycobacterium leprae possui uma grande diversificacdo no seu curso clinico, todos
0S processos estdo intimamente ligados a resposta imune que ocorre durante a doenca. Nos
pacientes infectados o bacilo se propaga para 0s nervos periféricos e pele onde séo
fagocitados pelas células de Schwann, imprimindo assim uma caracteristica de doenga cronica
(GOULART; PENNA & CUNHA, 2002).

O inicio da hanseniase pode ser insidioso e de dificil reconhecimento, o Mycobactrium

leprae possui um periodo médio de incubagdo de dois a quatro anos (KUKLA, et al.; 2009).



23

Esta bactéria € um parasita intracelular obrigatério, de multiplicagdo lenta que pode demorar
de 12 a 21 dias para se duplicar, e que possui como sitio preferencial de infecgdo as células
cutaneas e nervos periféricos (BRASIL, 2002; MACHADO, et al., 2009). A estrutura
microbiologica do bacilo Ihe confere a caracteristicas de ser alcool-acido resistente (BAAR),
corado pelo método de Ziehl-Neelsen e a sua viruléncia resulta em uma baixa patogenicidade,
onde o contagio se da pelo contato intimo e prolongado entre individuos sadios com pessoas
contaminadas na sua forma bacilifera e ndo tratadas (BRASIL, 2002; GOULART; PENNA &
CUNHA, 2002).

O homem ¢é considerado o Unico reservatério natural do bacilo, porém existem estudos
que relatam também a infeccdo natural de animais selvagens como tatus e macacos
(MACHADO, et al.; 2009). Taxonomicamente, 0 Mycobacterium leprae pertence a familia
Mycobacteriaceae, e se apresenta como um bacilo reto ou levemente curvado e com
extremidades arredondadas. A sua parede celular possui a estrutura quimica presentes nas
micobactérias, as quais apresentam peptideoglicano entrelacados e ligados por cadeias
polissacarideas, que servem de suporte para os acidos micélicos. A presenca na parede de
uma estrutura conhecida como liporabinomanana (LAM), lhe confere uma maior capacidade
de resisténcia dentro dos fagodcitos. Além de apresentar proteinas estruturais que constituem

um importante alvo de acdo para os linfécitos T (SOARES, 2001).

O bacilo possui como um dos componentes de viruléncia, a capsula que é composta
por uma grande quantidade de lipideos, levando a um aspecto espumoso visto nos macréfagos
infectados. A presenca de um lipideo capsular exclusivo do M. leprae, o 2-glicolipideo
fenolico-1 (PGL-1), nos da possibilidade da avaliacdo da presenca tecidual e/ou
soroprevaléncia do bacilo. Este antigeno bacteriano parece persistir por um longo periodo,
mesmo apds o bacilo ter sido eliminado. Além disso, o PGL-1 também atua como fator de
viruléncia, podendo reagir com compostos de radicais livres, sugerindo que este lipideo

capsular pode proteger contra efeitos lesivos do sistema imunolégico (SOARES, 2001).

O curso clinico da infeccdo pelo M. leprae pode variar em um amplo espectro,
mediado principalmente pela resposta imune celular, apresentando pélos clinicos, que pode se
manifestar em uma forma anérgica ou ndo responsiva, onde temos o0 aumento na proliferacdo
bacilar, a uma forma responsiva onde temos um baixo nimero de bactérias. A polarizacdo da
doenga nem sempre acontece, ha também as formas clinicas intermediarias, que sdo até mais

frequientes do que as formas polares. Os aspectos que determinam o curso imunolégico da
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infeccdo ndo estdo totalmente elucidados, varios fatores podem influenciar a patogenia da
Hanseniase, inclusive as caracteristicas estruturais do bacilo, sendo necessério que se conheca

de forma profunda o processo imunopatolégico da infecgéo.
2.4 PATOGENIA DO Mycobacterium leprae

A primeira linha de defesa da resposta imunoldgica é a inata onde o M. leprae é
diretamente reconhecido através de receptores padrées, do tipo Toll-like (TLRs), das células
do hospedeiro. Estes receptores combinam-se a antigenos padroes (PAMPS) de micobactérias,
sendo que os Toll-like’s TLR-2 e TLR-4 parecem ser especialmente ativados pelas
lipoproteinas do M. Leprae, este processo da inicio a cascata de eventos que leva a secrecdo
de citocinas, diferenciacdo de macrdéfagos e ativacdo de células dendriticas. A propagacao
deste evento se da através da apresentacdo dos antigenos aos Linfdcitos T, resultando na
diferenciacdo, proliferacdo celular e ativacdo de outros eventos da resposta imunoldgica
(LIPPOLIS, 2007; MENDONCA, 2008).

O reconhecimento dos PAMPs efetuado pelos receptores Toll-like promove uma
cascata de eventos citoplasmaticos, esta cadeia da resposta parece ser diretamente
influenciada pelo tipo de Toll-like que é ativado. Por exemplo: quando temos ativacdo do
TLR-2 ocorre um aumento na liberagdo de IL-4, IL-5 e TNF-a. Entretanto os ligantes do
TRL-4 parecem induzir a expressdo de IL-1, IFN-y e IL-12. A nivel intracelular, o processo
de ativacdo dos TRL gera uma sinalizacdo que induzem a ativa¢do do Fator Kappa B ou
NFkB, um importante estimulador de genes responsaveis pela produg¢do de citocinas e
progresséo da resposta (LIPPOLIS, 2007).

O bacilo penetra preferencialmente em células de Schwann, e a sua disseminacéo pelo
tecido parasitado sofre influéncia direta da responsividade do hospedeiro em combater o
agente infeccioso, sendo que o préprio agente possui como principal fator de viruléncia a sua
capacidade de sobreviver dentro dos fagocitos (LIPPOLIS, 2007; MACHADO, 2004). O
Macrofago infectado promove, entre outras ac@es, a sinalizacdo aos linfocitos T CD4+ que
sdo os mediadores da resposta celular e atuam na orquestracdo do combate ao bacilo.

Através destas células ocorre também a ativacdo dos linfocitos T CD8+ que possuem
atividade citototoxica. A soma destes mecanismos resulta em uma maior capacidade no
combate ao M. leprae, assim percebemos que a destruicdo de um parasita intracelular como o
Mycobacterium é dependente de um perfil de resposta imunoldgica do tipo Thl com a
presenca macica de células T CD4", T CD8", citocinas como 0 TNF-a, IL-1, IL-2 e IFN-y
(GOULART; PENNA & CUNHA, 2002; TELES, et. al., 2010).
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Porém, todos os fatores citados anteriormente coexistem em uma resposta
imunoldgica, realizando as conexdes necessarias entre a porcao inata e adquirida da resposta
imune. O que resulta em um fendtipo imunoldgico expressos durante a infeccdo, o qual nem
sempre é efetivo contra o parasita. A suscetibilidade do individuo a doenca estd diretamente
relacionada a mecanismo de evasdo do patdgeno ou a falhas na resposta do hospedeiro.

Este conjunto de fatores somado as acbes do parasita levam a modificacdes
histologicas que resultam nas caracteristicas clinicas vistas no espectro da doenga, assim
podemos perceber que ha uma multiplicidade de fatores influenciando o curso patogénico do
bacilo (ARAUJO, 2003; MACHADO, et. al., 2004).

2.5 CLASSIFICACAO DA HANSENIASE

A Classificacdo de Madri instituida em 1953 adota critérios de polaridade da doenca, e
somam as caracteristicas clinicas da infeccdo aos aspectos imunoldgicos, bacterioldgicos e
histologicos (SOUZA, 1997). Podemos distinguir diferentes padrdes que se dividem em
quatro quadros: indeterminado, tuberculdide, virchoviano e dimorfo ou Boderline (Figura 04).
Estas designacfes foram adotadas para as formas estaveis da doenca. Porém a classificacdo de
Ridley & Jopling (1966) adota subgrupos dentro do espectro de Madri, diferenciando as
formas instaveis da doenca (na qual o padrdo de hanseniase pode mudar). Esta classificacdo
dividiu os padrdes de infeccdo em pacientes borderline-tuberculide, borderline-borderline,
borderline-lepromatoso (Figura 05). Entretanto estas classificagbes demandam de uma
estrutura especializada que conta com procedimentos de avaliacdo histolégica da lesdo,
identificacdo do bacilo e aspectos clinicos da doenca, aléem de mao de obra especializada e
treinada. Estes fatores nem sempre estdo disponiveis nas areas endémicas da hanseniase

dificultando assim o seu diagnostico neste formato.
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Figura 04- Classificacdo de Madri (1953):

‘ Classificacdo de Madri, 1953

Dimorfo ou
Boderline

ﬂlmunidade Celular < > Imunidade CeIuIarﬂ

Fonte: adaptado de Immunology of Leprosy, 2008.

Tubercul6ide Indeterminado Virchoviano

Figura 05 - Classificacdo de Ridley & Jopling (1966):

Classificagao Ridley & Jopling,1966
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Fonte: adaptado de Immunology of Leprosy, 2008.
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Figura 06 - Classificacdo Operacional (Organiza¢do Mundial de Saude):

Classificagao Operacional (OMS)

Paucibacilares Multibacilares
Agrupamento das formas com Agrupamento das formas com|
caracterisiticas Tuberculbide caracteristicas lepromatosas

Fonte: adaptado de Immunology of Leprosy, 2008

Na busca de uma classificagdo simplificada e operacional, que possa proporcionar o
paciente o tratamento da sua forma clinica, sem a necessidade de exames diagnosticos
complexos ou de dificil acesso, a OMS adotou um classificacdo que se baseia na populacao
bacilar (Fluxograma 03), através da pesquisa do M. leprae em esfregacos de linfa, onde a
baciloscopia é realizada em pontos especificos como orelhas, joelhos, cotovelos e lesdes.
Levando em conta também o nimero de lesdes apresentadas pelo paciente. Sendo assim 0s
critérios de Madri foram agrupados em duas grandes categorias de pacientes os Paucibacilares
(pacientes com baciloscopia positiva e até 5 lesdes de pele) e Multibacilares (pacientes com
baciloscopia positiva e mais de 5 lesbes de pele). Esta classificacdo foi adotada pelo
Ministério da Saude como critério para definicdo dos esquemas terapéuticos utilizados no
tratamento dos pacientes no Brasil (BRASIL, 2002).

2.6 FORMAS CLINICAS SEGUNDO OS CRITERIOS DE MADRI, 1953:

Seguindo os critérios instituidos em Madri podemos diferenciar a doenca através das

seguintes caracteristicas:

Forma Indeterminada: Presenca de uma &rea de hipoestesia, definida ou ndo, por
uma lesdo visivel. Surgimento de regides hipopigmentas, discretamente eritematosa, mais

secas do que a pele circunjacente, além de lesbes da inervacdo dermica. Este processo



28

demonstra um estagio inicial e transitério da doenca, dentro de uma resposta imune néo
definida (GOULART; PENNA & CUNHA, 2002; SOUZA, 1997).

Aparente lesdo demonstra perda da sensibilidade, geralmente térmica, anidrose e
alopecia. Avaliacdo do tecido local revela a presenca de células mononucleares, em focos
reduzidos, localizados em torno de nervos, vasos e anexos da derme. A evolucdo desta forma
varia de acordo com a resposta imune, havendo a possibilidade de cura ou polarizacdo da
doenca.

Forma Tuberculdide: Este polo se caracteriza pela forma de resisténcia imunolégica,
na tentativa de contencdo do bacilo. As lesdes cutidneas se apresentam em aspecto
hipocrémico ou eritrematoso, com bordas pronunciadas, lesées Gnicas ou em pequeno ndmero
e distribuida de forma assimétrica. O processo inflamatério resulta em uma forma
difusamente infiltrada, com lesdes que ndo ultrapassam 10 cm de didmetro e danos nos ramos
neurais levando a reducdo da sensibilidade e anestesia, auséncia de pelos, hipoidrética e
blogqueio da sensibilidade autonémica (BRASIL, 2002; MYRVANG,; 1973; SOUZA, 1997).

O corte histolégico desta lesdo revela um infiltrado granulamatoso, com a borda
linfocitéria, e centro constituido por células gigantes de Langhans (gigantdcitos) formando
assim um granuloma bem definido. AltercacGes como perda da sensibilidade, sdo explicadas
pelo comprometimento neural, presenca do infiltrado inflamatério perivascular, periglandular
e perineural. O paciente apresenta uma forte positividade ao teste de Mitsuda, além da
baciloscopia negativa na grande maioria dos casos.

Forma Virchoviana ou Lepromatosa: Ao contrario da forma Tuberculdide este pélo
0 paciente apresenta anergia, com alta suscetibilidade ao bacilo, resultando uma forma
disseminada da doenca. A evolugdo desta forma pode ser insidiosa e com uma progressao
lenta, avancando por anos e atingindo areas extensas do tegumento, multiplos troncos
nervosos e outros 6rgdos. O paciente € Mitsuda negativo, mas demonstra uma alta taxa do
bacilo, chegando a 10° bacilos/grama de tecido (MENICUCCI et al., 2005; SOUZA, 1997).

As lesbes cutdneas sdo eritematosas, eritemoacastanhadas, eritemoamareladas,
ferruginosas, espessadas e delimitadas. Podem se apresentam nas formas de infiltragbes em
placa, papulas, nddulos e tubérculos. Neste caso, as lesdes sdo simétricas, iniciando com
méaculas mal definidas, discretamente hipocrdmica ou eritrematosas, muitas vezes pouco
visiveis (BRASIL, 2002; HUBBARD & ROTHLEIN, 2000; RIDLEY & JOPLING, 1966;
SOUZA, 1997).
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Entre as regides mais comprometidas estéo a porgéo frontal, centromedial da face e os
I6bulos da orelha. O infiltrado favorece a acentuacdo dos sulcos naturais do rosto que somado
ao outros aspectos da lesdo caracteriza o que ¢ conhecido como “face leonina”. O
espessamento ocorre também nas mucosas nasais, orofaringea e ocular. Histologicamente
podemos observar uma epiderme atréfica, com uma faixa de Unna (faixa de fibras colagenas
correspondente a derme papilar) e o infiltrado com tendéncia a difuséo, atingindo a derme,
hipoderme e 0Orgdos. Ha também a presenca de células de Virchow, que sdo macréfagos
contendo numerosos bacilos formando globias, goticulas de gorduras com aparéncia
espumosa, vacuolizados e muito volumosos (BRASIL, 2002; HUBBARD & ROTHLEIN,
2000; RIDLEY & JOPLING, 1966; SOUZA, 1997).

Todo este processo gera o comprometimento de multiplos troncos nervosos, de forma
simétrica, 0s quais se tornam espessados e firmes, fibrosos, endurecidos levando a perda da
funcdo, atrofia muscular, paralisias, deformidades e contraturas progredindo ao

comprometimento severo de 6rgaos e sistemas

Forma Borderline OU DIMORFA: neste caso podemos observar uma instabilidade
imunolégica, onde as caracteristicas da lesdo podem evoluir para um dos polos da doenca
(tuberculdide ou virchoviano). O processo de desenvolvimento da resposta imunoldgica pode
ser modulado por diversos fatores, sendo que o ndo tratamento pode conduzir o paciente para

0 polo anérgico da doenca.

As lesBes podem se apresentar com caracteristicas virchovianas e tuberculdides. Por
exemplo: o tecido espessado, de coloracdo ferruginosa simétrica ou ndo, maculas,
eritematosas, em pele claras e hipocrdomicas ou em peles escuras, sendo comum apresentarem
papulas, tubérculos, nddulos e placas (BRASIL, 2002; HUBBARD & ROTHLEIN, 2000;
RIDLEY & JOPLING, 1966; SOUZA, 1997).

Os aspectos histopatoldgicos revelam infiltrados virchowianos e de granuloma
tuberculdide. Presenca de células gigantes, fendtipo imunoldgico instavel e dependente de
fatores que influenciem a relacdo entre o Mycobacterium leprae e o hospedeiro. Porém temos
que levar em conta que mesmo com a dificuldade operacional da classificacdo proposta por
Ridley & Jopling (1966), este formato nos permite uma visdo mais ampla e fiel do modelo de
lesdo que ocorre durante a infeccdo, resultando em uma terapéutica personalizada e uma cura

mais efetiva da doenca. Permitindo também a execucdo de estudos que buscam elucidar a



30

patogenia do M. leprae. Este modelo proposto em 1966 descreve as seguintes formas clinicas
da doenga (BRASIL, 2002; RIDLEY & JOPLING, 1966; SOUZA, 1997).

Segundo a classificacdo de Ridley &Jopling podemos dividir esta forma em
Borderline-tuberculéide (BT), Boderlin-lepromatoso (BL) e borderline-borderline (BB). A
forma BT possui uma maior proximidade ao polo tuberculdide apresentando areas de lesdo
bem delimitadas, anestésicas e de superficie seca com pouco ou nenhum bacilo. J& a forma
BL apresenta mais caracteristicas do pdlo virchowiano com lesdes mais numerosas,
brilhantes, menos delimitadas e uma perda, ndo tdo intensa, da sensibilidade, além da
presenca de um numero maior de bacilos (MENDONCA, et al., 2008).

O grupo BB ou borderline classico apresenta como caracteristicas as lesbes com
aspecto anular, circulares, ovais ou faveolar. Esta Gltima possui bordas pouco delimitadas,
formando placas eritematosas, tipo queijo-suico. A lesdo anular possui um anel
eritrematoacobreado, mais delimitado interna e externamente (MENDONCA, et al., 2008).
Esta forma clinica é a mais instavel, apresentando um polimorfismo de alteraces que podem
estar na forma de lesdes cutaneas, de distribuicdo simétrica, com diversos tipos de dimensdes,
ou formacdo de méculas, papulas e placas de tamanhos variados. Alem da indefinicdo de
margens das lesdes apresentadas.

2.7 PAPEL DA RESPOSTA IMUNOLOGICA NAS FORMAS CLINICAS DA
HANSENIASE

Por ser uma doenca espectral a Hanseniase varia entre os polos tuberculdide (que se
apresenta de forma localizada, com uma resposta imune celular vigorosa, poucos bacilos e
lesbes limitadas), ou na forma virchowiana, o p6lo de extrema suscetibilidade ao M. leprae,
no qual temos a proliferacdo disseminada do bacilo, com lesbes difusas da pele e potente
resposta humoral (MACHADO et al., 2004).

O espectro da doenca é visivel histologicamente onde o infiltrado reflete os dois pélos
da doenca. A forma Tuberculdide, apresenta um perfil de resposta Thl, onde podemos
observar a formacdo de granuloma, constituido por um agregado de células fagocitarias
mononucleares, presenca de células gigantes multinucleadas do tipo Langhans no centro da
lesdo e com linfécitos que lhe conferem o halo do infiltrado (MACHADO et al., 2004).

O polo virchowiano ou Lepromatoso, o perfil Th2 é predominante e a lesdo
histopatologica ocorre na forma de um extenso infiltrado celular composto de histiocitos

carregados de bacilos citoplasmaticos, multivacuolados, conferindo um aspecto de células
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espumosas. Este infiltrado ndo atinge a camada basal da epiderme, ficando separado por uma
faixa de fibras coladgenas correspondente a derme papilar (faixa de Unna).

A reposta imunoldgica dos grupos de pacientes borderline é altamente complexa e
instavel, contendo caracteristicas dos dois polos. Neste espectro os pacientes borderline-
borderline sdo os mais raros, e podem tender para um dos polos, apresentando um nimero
maior de bacilos, com células epitelidides difusamente espalhadas por todo o granuloma e ndo
focalizadas por zonas de linfécitos, caracterizando a forma borderline-lepromatosa (BL) ou
na forma borderline-tuberculdide (BT) onde é encontrada uma relativa resisténcia, lesdes com
um numero menor de bacilos e o granuloma focalizados por zonas periféricas de linfocitos
(GOULART; PENNA & CUNHA, 2002).

Estudos imunohistoquimicos demonstram uma variacdo no padrdo de citocinas,
diferenciando as formas polares da doenca. A forma tuberculdide pura (TT) apresenta um alto
namero de células positivas para IL-2, IFN-y, IL-1B e TNF-a. Neste tipo de lesdo os clones de
linfocitos CD4™ produzem altos niveis de IFN-y. Entretanto, nas leses lepromatosas (LL) os
clones de linfocitos CD8" sdo produtores de altos niveis de I1L-4 e encontramos baixos indices
de IFN-y. Este perfil resulta em uma resposta inadequada contra o M. leprae, resultando nas
caracteristicas clinicas vistas neste polo da doenca (COSSERMELLI-MESSINA &
COSSERMELLLI, 1995).

A producdo de altos niveis de IFN-y resulta na ativacdo do Antigeno Lucocitario
Humano | (LFA-1) e também na sintese de moléculas co-estimuladoras e de adesdo (ICAM-
1), facilitando a interacdo entre as células apresentadoras de antigenos aos linfécitos T. A 1L-2
atua como fator autécrino induzindo a expansao clonal de células T produtoras de IFN-y, estas
citocinas levam a um aumento na atividade dos macréfagos, resultando na producéo de TNF-y
0 que favorece ainda mais atividade citolitica destas células (SPOELSTRA, et al., 1999;
GOULART; PENNA & CUNHA, 2003).

Outro importante agente responsavel pelo direcionamento para resposta Thl é a IL-12.
Esta citocina atua como um dos mais potentes fatores de crescimento para células T, e quando
liberada ela age sobre as células NK estimulando a producdo IFN-y, além de induzir a
diferenciacéo de clones de células T CD4" com padrdo Th1(QUARESMA, et al., 2010).

No polo Virchoviano da Hanseniase podemos observar uma tendéncia a resposta Th2,
neste caso ha altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10, os quais contribuem para uma baixa ativacao
de macréfagos e uma falha na resposta contra o bacilo. O brago humoral desta resposta pode
ser comprovado através da presenca de altos indices de anticorpos anti-PGL-1. Além da

presenca de IL-4, que contribui para proliferacdo de Linfécitos B, exercendo assim um efeito
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imunorregulatorio através de um bloqueio na ativacdo dos mondcitos, inibicdo da acéo da IL-
2 e reducdo dos eventos celulares contra o parasito (GOULART; PENNA & CUNHA, 2002).

Estes processos resultam no paradigma dentre o perfil Thl e Th2 da resposta
imunologica. Embora os dois perfis de resposta coexistam na Hanseniase, o fenotipo Thl esta
presente de forma mais efetiva nas lesbes TT, onde podemos observar que a taxa CD4:CD8 ¢
de 2:1. Na resposta Th2 a populacdo de linfécitos CD8+ predomina com uma taxa de
CD4:CD8 de 0,6:1 (GOULART; PENNA & CUNHA, 2002, MENDONCGCA, et al., 2008).

Os Linféocitos T CD4" presentes no centro granuloma de paciente TT estdo em
justaposicdo com macrdfagos e as células T CD8" contornam o granuloma. Estes linfdcitos
CD4 apresentam fendtipo T-memoria e possuem papel primordial na ativacdo dos
macrofagos, estimulando a sua maturacéo e destruicdo do parasita. Porém, na forma LL, as
células CD8" estdo associadas a macrofagos e células CD4". Neste caso os linfocitos s&o
primariamente do fendtipo navie e os CD8 possuem o fendtipo T-supressor atuando na
supressao da reposta imune mediada por células (GOULART; PENNA & CUNHA, 2002,
MENDONCA, et al., 2008).

Outras citocinas também contribuem para o efeito imunossupressor desta via, a I1L-10
¢ produzida predominante em macr6fagos, porém sua atuacdo pode induzir a uma
diferenciacdo de células T CD4" resultando em uma linhagem de linfcitos T-reg que tem um
papel imunossupressor. Podemos citar também a presenca do fator transformador de
crescimento ou TGF-B. Estudos demonstram que uma modifica¢cbes de sinalizagdo
intracelular promovida pela prépria atuacdo do M. leprae podem induzir a sintese deste fator.
O TGF-B atua como um dos mais potentes imunossupresores endégenos, resultando em uma
inibicdo na atividade dos macréfagos, apoptose de células citotdxicas e contribuindo com a
perpetuacdo da infeccdo. Os efeitos promovidos por estas citocinas se apresentam de forma
diferente entre os pacientes com as formas TT e LL da doenca. Um aumento espontaneo na
apoptose de células mononucleares, especialmente linfocitos T CD8" e linfocitos B, pode ser
observado em pacientes multibacilares, ocorre também uma reducdo na intensidade de
ativacdo dos macrofagos presentes nestas lesdes, sinalizando uma falha na capacidade
destrutiva contra o bacilo (QUARESMA, et. al., 2010).

Entretanto, somado ao perfil de citocinas, temos que levar em conta a capacidade de
escape que o M. leprae pode apresentar, atraves de antigenos PGL-1 e LAM
(lipoarabinomanana) os quais potencializam a fungédo supressora da ativagdo de macréfagos
(SOARES, 2001).
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2.8 PARTICIPACAO DO ENDOTELIO NA CASCATA DE MIGRACAO CELULAR

O processo inflamatorio € um dos principais mediadores da disfuncdo endotelial,
atuando diretamente na ativacdo das células do vaso, e promovendo alteragcdes que resultam
em mecanismos pro-inflamatorios como a abertura de juncGes celulares, perda da barreira
endotelial e remodelagem vascular. Além de participar da complexa relacao entre as células
endoteliais e os leucdcitos sanguineos, mediando através da expressdo de adesinas a rolagem
e migracdo de células em direcdo ao tecido inflamado.

O endotélio atua como uma das primeiras linhas de defesas contra agentes
inflamatdrios, atuando diretamente sobre a resposta imunoldgica inata e adquirida. Durante a
fase inicial da inflamacdo, onde a resposta inata esta mais presente, as células endoteliais
levam a ativacdo de proteinas TLR mediando a resposta imunoldgica, principalmente através
da expressao de receptores do tipo TLR2 e TLR4. O TLR2 é um agente crucial na resposta
inflamatdria contra bactérias e alguns outros agentes patogénicos, j& o TLR4 é um forte
regulador da resposta imunoldgica inata e adaptativa. Porém antes da ativacdo das células
endoteliais estas moléculas se apresentam em baixa quantidade, e o sistema de ativacdo do
endotélio leva a uma maior estimulacdo dos receptores TLR (JINGWEN & QING, 2014).

Além dos receptores padrbes para antigenos do tipo 2 e 4 o endotélio é responsavel
pele expressdo de mediadores da familia das imunoglobulinas como as moléculas ICAM-1 e
VCAM-1, outras adesinas como a E-selectina e a P-selectina também se apresentam em maior
quantidade durante a resposta inflamatéria, mediada principalmente pelos estimulos das
citocinas. Estas adesinas sdo moléculas que se expressam de forma constitutiva na membranas
de células endoteliais, porém quando os niveis de agentes pro-inflamatérios aumentam ocorre
um estimulo levando a elevacdo da expressdo destas adesinas. Este fato leva a uma maior
interacdo entre os leucdcitos sanguineos e 0s seus ligantes endoteliais, atraindo estas células
para a cascata que leva a rolagem, adesdo firme e diapedese das células do sistema
imunoldgico (JINGWEN & QING, 2014).

Durante a inflamacéo as células endoteliais sofrem a influéncia de diversos fatores
que atuam diretamente na ativacdo do endotélio, facilitando a formacdo infiltrado
inflamatorio. Dentre 0s mecanismos responsaveis por esta alteracdo, se destaca 0 estresse
oxidativo que atua como resultante da resposta imunoldgica, aumentando a expressao de
moléculas de adesdo como VCAM-1, ICAM-2 e as Selectinas: CD62E e CD62P. Entretanto

as citocinas do sistema imunoldgico atuam como agentes diretos na mediacdo do estresse
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oxidativo, e também influenciam o mecanismo de adesdo de leucocitos (DIMITRIS et al.
2013).

A resposta imunolégica esta associada ao aumento na expressdo de citocinas como o
IFN-y, o TNF-q, a IL-1a e IL-1b as quais atuam também sobre o aumento da expressdo de
moléculas de adesdo. O IFN-y parece ser um dos mais importantes fatores indutores da
expressdo do MHC de classe Il e também como um importante agente de formacdo de
moléculas co-estimulatdrias, incluindo as moléculas de adesdo como o ICAM-1 e a E-
selectina. O TNF-a leva ao aumento na expressao de moléculas como o VCAM-1 e ICAM-1.
Sendo que dependendo do fenétipo e da intensidade dos estimulos inflamatérios podemos
observar diferentes moléculas de adesdo na membrana das células endoteliais, modificando o
processo de rolagem e transmigracéo tecidual dos leucécitos (CECILE et al., 2012).

O mecanismo de transmigracdo celular através do endotélio s6 € possivel com a
ruptura da integridade da parede endotelial, mediada principalmente pelas alteracGes células
induzidas pelas citocinas pro-inflamatdrias, uma cascata de eventos intracelulares levam a
uma modificacdo sobre o citoesqueleto celular, 0 que permita o extravasamento de liquido,
mediadores quimicos e células em direcdo ao tecido. Este processo resulta na formacéo do
edema perivascular e também na melhora do combate contra o agente parasitario diretamente
no sitio da infeccdo.

Figura 07 — Sequencia da Migracdo Celular através do endotélio.
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Fonte: adaptado de Endothelial dysfunction in conduit arteries and in microcirculation. Novel therapeutic
approaches, 2013.

2.9 FORMACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

Durante os eventos inflamatorios a formacéo do infiltrado e a sinalizacdo intercelular
ganham destaque como um importante fator que conduz para as formas polares da doenca.
Para que este processo ocorra serd necessario uma sequéncia de etapas de sinalizagéo, adeséo
e migracdo das celulas plasmaticas em direcdo ao tecido, que sé sdo possiveis através da

formacdo de complexos envolvendo moléculas co-estimulatérias de linfocitos, proteinas de
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adesdo celular e vascular além de citocinas indutoras da sintese destas moléculas (KUKLA,
et. al., 2009).

O processo de migracdo ocorre atraves de quatro etapas principais: etapa de
rolamento, etapa de adesdo celular, etapa de diapedese ou transmigracdo e fase de migracédo

tecidual.

Figura 08 — Etapas de Migrac&o Celular e Moléculas de Adesédo

Rolamento e Adesao
A Adesio Firme
@ @ Transmigragao

L-selectin

Diapedese

P-selectin

E-selectin

B2 integrins

a4p1 integrins

o4p7 integrins

Fonte: adaptado de The role of adhesion molecules in cutaneous inflammation, 2010.

Rolamento: inicialmente ocorre uma interacao entre os ligantes celulares e endoteliais
de forma fraca, mediado pela associacdo e dissociacdo das moléculas de adesdo da célula, o
gue permite que cada célula reduza o seu movimento e inicie o seu rolamento em direcdo ao
tecido, neste processo 0 TNF-a atua diretamente induzindo a produgdo de fator tecidual pelas
trombomodulina resultando no aumentando da viscosidade do sangue e permitindo que as
células fluam mais lentamente. A presenca de TNF-o e IL-1 ativa também a expressdo de
selectinas que possuem o papel de proporcionar adesdo de fraca afinidade das células
sanguineas ao endotélio vascular, facilitando assim a rolagem inicial do leucdcito em diregéo
a fenda de transmigacéo celular. Além disso participam desta etapa as quimiocinas como a
MCP-1, IL-8, RANTES e MIP-1a/B, que atuam no estimulo da expressdo de moléculas de
adesdo pelos leucocitos sanguineos (KADONO, 2010; LAWSON & WOLF, 2009).

Adesdo celular: durante esta etapa a célula inicia a sua associacdo ao endotélio de

maneira mais firme (etapa de fixacdo firme), a presenca de citocinas quimiotaticas produzidas
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por macréfagos ativados, induz através da ativacdo de seus receptores 0 aumento da expressdo
de moléculas de adesdo com alta afinidade proporcionando a forte ades&o entre as moléculas
expressas pelo endotélio e as células sanguineas (KADONO, 2010; LAWSON & WOLF,
2009).

O TNF-o também atua nesta etapa induzindo a expressdo de integrinas e
imunoglobulinas que sdo responsaveis pela adesdo firme. A presenca de citocinas como a IL-
8 resulta na expressdo de integrinas com alta afinidade pelas imunoglobulinas facilitando
assim o proximo passo que é a diapedese (KADONO, 2010).

Diapedese: neste momento a célula esta aderida ao endotélio inicia-se entéo a fase de
transmigracdo mediada pela presenca de imunoglobulinas, como o PCAM-1 expressas pelas
células do endotélio. Nesta etapa ocorre a penetracdo das células na membrana basal
endotelial e nos espacos intersticiais, sendo assim a célula consegue prosseguir e ultrapassar a
barreira endotelial. Este processo é mediado pela presenca de proteinas juncionais e
imunoglobulinas, as quais facilitam a entrada da célula no tecido (KADONO, 2010;
LAWSON & WOLF, 2009).

Migracdo Tecidual: ultima fase do processo de migracdo ocorre quando o as células
chegam ao tecido, nesta etapa a presenca de fatores quimiotaticos promovem o
direcionamento para esta célula, auxiliando também na expressdo de adressinas que se
relacionam com as estruturas da matriz extracelular presentes no local. Estes fatores
quimiotaticos podem ter atividades especificas sobre um determinado tipo de célula, assim
eles atuam direcionando o recrutamento seletivo destas células, um exemplo disso & presenca
de IL-8 que aumenta a quimiotaxia dos neutréfilos ao tecido (KADONO, 2010; LAWSON &
WOLF, 2009).

Porém, o deslocamento celular corre pela interacdo entre as moléculas de adesédo
expressa pelas células e a moléculas presentes na matriz extracelular. Durante esta etapa 0s
leucdcitos ultrapassam a barreira endotelial migrando através proteinas de adesdo como o
PECAM-1, VE-caderina e moléculas juncionais (JAMs) (LUDWING, et al., 2009).

O mecanismo visto nas etapas de migracdo celular envolve a atuacdo de um conjunto
de moléculas de adesdo com diferentes caracteristicas estruturais. Este conjunto de adressinas
podem ser divididas em selectinas, ligantes de selectinas, integrinas e moléculas da
superfamilia das imunoglobulinas. Algumas destas moléculas estdo relacionadas na tabela n°

01 logo abaixo.
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Tabela 01 — Moléculas de adesdo e seus ligantes expressos durante as etapas de migracao

celular.
ETAPAS DE MIGRACAO CELULAR E EXPRESSAO DAS MOLECULAS DE
ADESAO
Rolagem e Adeséo Fraca Ligantes
L- Selectina Sialyl Lewis X, CD3, GlyCAM-1)
PSGL-1 P-selectina
Syalyl Lewis X E-selectina
Adesédo Firme Ligantes
LFA-1 ICAM-1
Mac-1 ICAM-1
asP1 Integrina VCAM-1
asfB7 Integrina MAdCAM-1, VCAM-1
Transmigracao Ligantes
PECAM-1 PECAM-1
LFA-1, Mac-1 ICAM-2
JAM-A, LFA-1 JAM-A
asf1 Integrina JAM-B
JAM-C, Mac-1 JAM-C

Fonte: adaptado de the role of adhesion molecules in cutaneous inflammation, 2010.

Selectinas e ligantes de selectinas: foram descritas trés diferentes selectinas a E-
selectina (CD62E), presente no endotélio, L-selectina (CD62L) presente principalmente nos
leucdcitos e a P-selectina (CD62P) presente principalmente nas plaquetas e no endotélio.
Apesar de estarem presente nas membranas destas células, algumas selectinas ndo sdo
constitutivas e a sua expressdo € induzida pela presenca de fatores pré-inflamatérios, como o
TNF-a, IL-1, isso acontece com a E-seletina que se expressa no endotélio aproximadamente
seis horas ap0s sua ativagdo. A molécula CD62E ndo se apresenta no endotélio em condigdes
basais, porem rapidamente é induzida pelo processo inflamatdrio, através da sua translocacéo
para superficie depois da ativacdo da célula endotelial (GRAILER, KODERA, STEEBER,
2010; SIMINIAK, et al., 1997; KAISA, SIRPA, MARKO, 2014; OKANISHI, KAGAWA,
WATARI, 2014).

Porém ao contrario da CD62E a L-selectina é constitutiva da membrana de leucocitos

(principalmente linfécitos navie, memoria, neutrdfilo, mondcitos e eosindfilos), ja a P-
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selectina estd pré-estocada em células em repouso, sendo translocada para superficie celular
quanto ocorre ativagio por histamina, trombina e anion superéxido (GONZALEZ-AMARO,
et al., 2000; SIMINIAK, et al., 1997).

Todas as selectinas se ligam aos acUcares do tipo sulfatado, os quais recebem o nome
de Sialil Lewis X, estas estruturas estdo presentes principalmente no endotélio ativado, mas
também se encontram nos linfécitos sanguineos. Porém existem afinidades mais especificas
entre as selectinas e outros ligantes como, por exemplo, a P-selectina que se liga ao PSGL-1
(P-selectin glycoprotein ligand-1), sendo assim podemos perceber que este ligante possui uma
alta afinidade por esta selectina (RAJENDRAN, et al., 2011; SIMINIAK, et al., 1997).

Integrinas e os ligantes de integrinas (superfamilia das imunoglobulinas): estas
moléculas possuem cadeias estruturais do tipo a ¢ B. Podemos enumerar a0 menos oito tipos
de cadeias B e mais de nove tipos de cadeia a as quais podem formar inimeros heterodimeros
com diferentes func¢bes na migracdo celular. As fungdes mais conhecidas sdo das moléculas
com que possuem as cadeias 1 e B2, as cadeias B, sdo conhecidas como CD18 e podem estar
associadas as diferentes cadeias a (CDI11), desta forma podemos descrever diferentes
moléculas formadas por varias combinacdes (EVANS, et al., 2009; HALACHEVA, et al.,
2002).

o a1, — CD11a/CD18; LFA-1;
o omp,—CD11b/CD18; Mac-1,
o oxp,— CD11c/CD18; p150,95
o oagf2,—CD11d/CD18

o apr— VLA-1

o oz — VLA-2; CD49b/CD29
o osp;— VLA-3; CD49d/CD29
o o4p1— VLA-4; CD49d/CD29
o aspr— VLA-5

o agpr— VLA-6

As moléculas do tipo B, participam ativamente da etapa de adeséo celular e diapedese,
ligando-se principalmente as imunoglobulinas presentes no endotélio vascular. Durante esta
etapa da migracdo celular ocorre a adesdo firme entre as integrinas 3, com 0 seu ligante
(ICAM-1), sendo um processo primordial na migracgéo celular, onde alguns estudos apontam
para uma reducdo da resposta inflamatdria cutdnea quando bloqueamos esta integrina ou o seu
ligante (KADONO, 2010).
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A estrutura ; pode se associar com todas as moléculas a, formando importantes
integrinas que tem como papel principal a ligacdo com a matriz extracelular. Estas moléculas
sdo denominadas antigenos tardios ou VLA que dependendo da sua sub-estrutura o pode ser
classificado como VLA-1 (01f1), VLA-2 (02B1), VLA-3 (a3B1), VLA-4 (a4B;) € outros. Estas
moléculas se ligam as estruturas da matriz extracelular como a fibronectina, laminina e
coldgeno. Porém o VLA-4 (a4f1) € um dos poucos que excede a esta regra, ligando assim a
imunoglobulina VCAM-1 participando das etapas de adesdo celular e transmigracdo
(MARTIN et al., 2014; FUTOSI, FODOR, MOCSAI, 2013).

2.10 SUPERFAMILIA DAS IMUNOGLOBULINAS:

Os ligantes das integrinas sdo pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas.
Existem cinco moléculas principais pertencentes ao grupo que participa do processo de
migracdo celular, sdo estas 0 ICAM-1 ou CD54 (expresso no endotélio ativado), ICAM-2 ou
CD102 (expresso no endotélio em repouso) e ICAM-3 ou CD50 (presente principalmente nas
células apresentadora de antigeno e atuando assim na sinalizacdo celular aos linfécitos T
CD4+), o VCAM-1 (expresso no endotélio, macrdéfagos, células dendriticas e estroma da
medula 6ssea) e o MadCAM-1 (presente no endotélio de vénulas dos linfonodos)
(MONCADA et al., 1993). A expressdo do ICAM-1 e do VCAM-1 nas células endoteliais
demonstra ativacdo deste endotélio, sendo este um processo primordial na atuacdo dos
leucdcitos durante a resposta imunoldgica. Apesar destas moléculas estarem em baixa
concentracdo no endotélio em repouso, durante a inflamacao seus niveis aumentam de forma
significativa demonstrando assim o importante papel que estas imunoglobulinas exercem
(HUBBARD & ROTHLEIN, 2002; LAWSON & WOLF, 2009; RAJENDRAN, et al., 2011).
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Tabela 02 — Integrina e o ligante de integrina (Imunoglobulina)

Integrina Presenca na Célula Ligante — Imunoglobulina
LFA-1 Mondcitos, granuldcitos, linfécitos ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3
CR3 (CD11b/CD18)  Células mieldides, NK) ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3 e

iC3b

CR4 (CD11/CD18) Células dendriticas, macrofago, iC3b

neutréfilos, NK

VLA-4 (04B1) Células de Memoria VCAM-1
VLA-5 (asp1) Linfécitos T memodria, mondcitos, VCAM-1
plaquetas

Fonte: adaptado de the role of adesion molecules in curtaneous inflammation, 2010.

Estruturalmente as imunoglobulinas se apresentam como uma molécula
transmembrana que possui uma porcdo extracelular protéica e um pequeno dominio
citoplasmatico. O dominio interno do ICAM-1 aparentemente se relaciona com as proteinas
do citoesqueleto, actina e outras moléculas estruturais citoplasmaticas. Esta relacdo resulta em
uma sinalizacdo intracelular que promove, ndo somente, a migracdo de leucdcitos, mas
também no aumento do Ca?" intracelular, ativacdo de proteinas quinases, fatores (NFkp) e
vias transcricdo. Isso tudo leva em uma regulacdo sustentada e positiva da producdo de
citocinas pré-inflamatorias, e da prépria producdo de moléculas de adesdo. Apesar dos
mecanismos exatos deste processo ndo estarem completamente elucidados, esta cascata de
sinalizacdo parece ser extremamente importante durante a resposta inflamatéria (HUBBARD
& ROTHLEIN, 2002; LAWSON & WOLF, 2009; RAJENDRAN, et al., 2011).

2.11 RELACAO ENTRE PERFIL DE RESPOSTA IMUNOLOGICA Th1 E Th2 E A
EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO

O reconhecimento de antigenos apresentados pelas APCs é realizado pelos linfocitos T
auxiliares através de receptores do tipo MHC classe Il com ajuda das proteinas co-
estimulatorias. Este processo conduz os Linfécitos T CD4 navie a se diferenciarem em
Linfocitos T efetores do tipo Thl ou Th2. O perfil resposta imunoldgica e a sua polarizacéo é
dependente de diversos fatores, dentre eles podemos citar a afinidade entre as moléculas

presentes nas APCs e no proprio linfécito T, além da presenca de citocinas pré-inflamatorias.
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O padréo de citocinas afeta também as fases de migracao celular, modificando o perfil
de expressdo das adressinas. A etapa de rolamento, por exemplo, tem como principais
estimuladores a presenca de TNF-a, IL-1 e INF-y, 0os quais aumentam na expressdo das
moléculas E-selectina e P-selectina pelas células endoteliais. 1sso pode ser visto em resposta
com perfil Thl, onde observamos a expressdo de altas taxas de PSGL-1 o qual tem alta
afinidade por estas selectinas. Na pele a expressdo de integrinas vista nos linfocitos T efetores
permite que estas células iniciem a fase de rolagem. Porém as células Th2 expressam um
PSGL-1 com baixa afinidade pela E-selectina e P-selectina, resultando assim em uma possivel
modificacdo na migracao de células com este perfil (KADONO, 2010).

Em estudos que avaliaram o processo de rolagem demonstraram que o bloqueio com
anticorpos da P-selectina ndo influencia a rolagem de linfdcitos do tipo Thl. Porém, o
bloqueio das integrinas o4 demonstrou exercer uma reducdo significativa em
aproximadamente 70% do influxo dos linfocitos Thl em direcdo ao tecido, este processo foi
visito em células do endotélio p6s sinusoidais do tecido hepatico inflamado. Outras avaliacdes
na pele demonstraram que neste tecido a P-selectina exerce um papel extremamente
importante na rolagem e no recrutamento de linfécitos com perfil Thl, o blogueio desta
selectina parece ndo interferir somente no recrutamento dos linfocitos, mas também é
importante na migracdo de neutrofilos, reduzindo em até 40% o influxo destas células para o
tecido (XU et al., 2004). Avaliacdo da migracdo de células da linhagem Th2 ndo demonstrou
ser influenciada pelo blogqueio da P-selectina ou das integrinas a4 (BONDER et al., 2005).

A possivel seletividade das imunoglobulinas no recrutamento de células Thl ou Th2
ndo esta totalmente elucidada, entretanto o bloqueio da imunoglobulina VCAM-1 resultou
também em uma inibigdo da adesdo de linfdcitos Thl. Isso demonstra também a o importante
papel da integrina a4B; a qual é o ligante do VCAM-1. Devemos ressaltar ainda a preferéncia
das células Thl pelo VCAM-1 durante a migracdo. Este estudo também demonstrou que o
bloqueio do ICAM-1 e do VCAM-1 influencia na migragdo dos linfocitos T CD8+
modificando assim a presenca de células citotoxicas no tecido (BONDER et al., 2005;
RADHAKRISHNAM, et al., 2007).

Os altos niveis de IL-4 e a presenca de TGF-B atua reduzindo a expressdo de
VCAM-1 resultando em uma modificagdo na formagdo do infiltrado inflamatério. Podemos
verificar ainda que o aumento na expressdo de VCAM-1 esta correlacionado a uma maior
presenca de macrdfagos no infiltrado e uma concomitante presenga de linfocitos CD4+ e
CD8+ no tecido inflamado (HENSELEIT, et al., 1995; KADONO, 2010; SPOELSTRA, et
al., 1999).
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Desta forma correlacionamos a expressdao das moléculas de adesdo ao perfil de
resposta imunoldgica presente na lesdo. Na hanseniase os pacientes com a forma lepromatosa
apresentam uma resposta imunoldgica com o perfil Th2 o que resulta em uma baixa expressao
de ICAM-1 e LFA-1, este fato pode contribuir na modulagédo da resposta imunologica e assim
auxiliar na disseminacdo da doenca (SULLIVAN, et.al. 1991; ISHII, et.al. 1993). Porém, o
papel destas moléculas no recrutamento de Linfocitos T em dire¢do ao tecido parece ser bem
mais complexo. Em lesdes cronicas a expressao de E-selectina é sustentada pela a presenca
continua da IL-1, TNF-a e IFN-y, assim podemos verificar que a presenca de linfocitos T
pode manter o estado de ativacdo do endotélio e o aumento de expressdo de adesinas,
consequentemente a manutencdo no recrutamento de celulas (HAWORTH, et al., 2008;
SUNDERKOTTER, et al., 1996; DE VRIES, et al., 1998).

As linhagens de células T CD4" e T CD8" expressam diferentes moléculas de adesao,
apesar destas integrinas ndo distinguirem entre as linhagens de linfécitos, podemos observar
que as células T CD4+ expressam uma maior quantidade de moléculas do tipo CD11b e
CDl11c, as quais se relacionam com ICAM-1 e VCAM-1 respectivamente. Os linfocitos T
CD8+ também expressam CD11b e CD11c porém, as células T CD8" supressoras apresentam
somente CD11b e a linhagem de T CD8" citotoxica expressam CD11c. Todos os linfécitos
possuem em sua membrana a forma CD11a, que parece ndo variar de acordo com a linhagem
de células. As integrinas de classe Bl ndo restringem as classes especificas de linfocitos.
Porém foi observado que esta molécula esta presente em maior proporcao nas células T CD8+
do que nas T CD4+ (AGREWALA, KUMAR, VOHRA, 1997; CAVERS, et al., 2002).

Outras moléculas também diferem quanto a linhagem de células, é o caso da L-
selectina (CD62L) que esté presente, em altas quantidades, nas células T CD4+, fato este que
pode contribuir para o acumulo destas células, observado nos processos inflamatorios
crénicos (CAVERS, et al., 2002). O conjunto destas interagdes moleculares aponta para uma
seletividade em relacdo as linhagens de linfécitos T CD4+ ou T CD8+ que migram em
direcdo ao ambiente tecidual demonstrando que a presenca destas células no tecido ndo
representa um infiltrado aleatdrio, e que ha uma possivel selecdo endotelial exercida por
moléculas de adesdo (BONDER, et al., 2005; CAVERS, et al., 2002; COSTA, et al., 2003;
OGAWA, et al., 2010).

O fato da hanseniase apresentar-se como uma doenca espectral pode correlacionar
com todos estes achados imunoldgicos. Porém, ndo sabemos qual o perfil de moléculas de

adesdo que estdo expressas nas formas polares da hanseniase. Além disso, ndo esta claro qual
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a influéncia que o endotélio pode exercer sobre o tipo de linfécitos recrutados nesta lesdo
tecidual.

3. JUSTIFICATIVA

Apesar de ser conhecida pelo homem ha milhares de anos, a hanseniase continua
atingindo milhdes de pessoas em todo 0 mundo. No Brasil a infeccdo pelo Mycobacterium
leprae ainda esta longe de ser controlada. O Para € um dos estados que mais apresenta casos,
chegando a indices hiperendémicos, com mais 4,5 casos para cada 10.000 habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Varios fatores dificultam o controle e combate a infec¢do causada pelo M. leprae. A
resposta imunoldgica é preponderante para determinar o curso clinico e o prognostico da
doenca. Neste sentido o endotélio vascular in loco e a interacdo dos seus ligantes com ligantes
das células inflamatdrias sanguineas, contribui de maneira central em uma resposta especifica.
Conhecer através das moléculas de adesdo, a estreita relacdo que ocorre entre o endotélio e as
células do sistema imunoldgico pode ajudar a definir o caminho que leva ao desenvolvimento
das formas clinicas de Hanseniase.

A selecdo de diferentes linhagens de linfocitos exercida pelo endotélio foi vista nas
hepatites virais, comprovando também a acdo de diferentes integrinas e moléculas de adesdo
celulares neste processo (BONDER, et al., 2005). Porém, ainda ndo ha estudos conclusivos
gue demonstre como isso pode ocorrer nas formas polares da Hanseniase, sabemos somente a
o perfil da resposta imunoldgica encontrada nos dois polos pode influenciar a expressdo de
selectinas e imunoglobulinas pelo endotélio, resultando assim em uma possivel selecdo das
células que seguem em direcdo ao combate do bacilo.

Outro fator que justifica 0 nosso estudo € o de que na hanseniase o padrdo
imunoldgico celular presente no sangue nem sempre € visto no ambiente tecidual, criando
assim uma lacuna de como este processo ocorre. A andlise proposta pelo nosso estudo pode
auxiliar na elucidacdo das caracteristicas de migracdo de células em direcdo ao tecido
inflamado, demonstrando o papel do endotélio nesta seletividade e também as diferentes
caracteristicas do perfil de expressdo das formas polares de infeccéo.

Outros estudos ja apontam para diferentes perfis de expressao das adesinas endoteliais
nos diferentes polos de doencgas espectrais, demonstrando uma diferenca na expressdo e
imunoglobulinas, selectinas e integrinas com relacdo a presenca da resposta imunoldgica do
tipo Th1l em comparacdo ao perfil Th2 (SULLIVAN, et.al. 1991; ISHII, et.al. 1993). Porém,
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estas caracteristicas ainda ndo estdo claras na infec¢do pelo bacilo da Hansen, o que fortalece

a necessidade do estudo proposto.

4. OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil da expressdo de moléculas de adesdo e a participacdo do endotélio na
selecdo de células para a formagdo do infiltrado inflamatorio presente na Hanseniase e

correlacionar estes achados com as formas clinicas polares da doenca.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Quantificar a expressdo das moléculas de adesdo: ICAM-1; ICAM-2, VCAM-1; VLA-
4 (04P1); E-selectina; P-selectina; nos cortes histoldgicos estudados.
e Analisar a expressao das moléculas de adesdo de acordo com o tipo ao padrdo do
infiltrado histopatoldgico expresso nos polos tuberculdide de virchoviano da infecgéo.
e Avaliar de forma quantitativa a presenca das moléculas de adeséo e correlacionar estas

adesinas com os diferentes padrdes celulares vistos nos dois polos da infeccéo.

5. METODOLOGIA

5.1 CARACTERIZAQAO DA AMOSTRA

Foram utilizados 30 blocos de parafina que continham amostras de pele de pacientes
que realizaram o exame histopatoldgico. Os blocos foram retirados do arquivo de exames
Histopatoldgicos do Laboratério Celso Matos de Santarém-PA. As amostras de pele foram
coletadas entre os anos de 2009 a 2011. O material foi classificado de acordo com as
caracteristicas histologicas apresentadas, seguindo o laudo emitido em cada amostra.

As amostras de pele foram seccionadas em micrétomo a uma espessura de 5-um. As
porcdes retiradas foram coradas com Hematoxilina-Eosina e pelo método de Ziehl-Neelsen,
para que fossem realizadas as avaliacbes morfoldgicas. As laminas ja coradas foram
analisadas utilizando como parametros: atrofia da epiderme, zona subepidérmica livre de
infiltrado inflamatdrio, distribuicdo do infiltrado inflamatorio, presenca de células epitelidides
e células gigantes, linfocitos, presenca de granuloma, envolvimento neural e presenca e
quantidade de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Assim as amostras foram agrupadas
nos dois polos da infeccdo, sendo que os cortes histolégicos que apresentavam as
caracteristicas como infiltrado perineural, perivascular e periglandular dos histidcitos

contendo bacilos, com a formacdo de globias (células de Virchow) e alta carga de bacilos
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eram classificado como polo virchoviano e as amostras que apresentavam presenga de
granuloma tipo tubercul6ide de células epitelidides, linfocitos, células gigantes tipo Langhans
e baixa quantidade de bacilos foram classificadas como polo tubercul6ide. Posteriormente os
cortes histologicos das diferentes amostras foram submetidas a analise imunohistoquimica
através de anticorpos monoclonais contra as adesinas ICAM-1; ICAM-2 ; VCAM-1; VLA-4
(0sPy); P-selectina e a E-selectina.

5.2 IMUNOHISTOQUIMICA

Utilizou-se o método imunoistoquimico de Estreptavidina-biotina peroxidase, segundo
o0 protocolo de Hsu et al (1981), parcialmente adaptado por Quaresma et al (2006).

Para as etapas iniciais de desparafinizacdo e hidratacdo os cortes foram colocados em
estufa pré-aquecida a 60°C, durante 12 horas. Em seguida, foram imersos em xilol 1 e 11 (20 e
10 minutos, respectivamente), alcool etilico absoluto | e Il (5 e 2 minutos, respectivamente),
alcool etilico 90%, 80% e 70% por 2 minutos, cada. No fim desta etapa as laminas foram
lavadas por 1 minuto em &gua destilada e 5 minutos em PBS (tampéo fosfato salino).

Em seguida foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena em solucdo de peroxido
de hidrogénio a 3% em trés incubagdes de quinze minutos cada, em camara escura.

A recuperagdo antigénica foi feita com tampéo citrato pH 6 a 95 °C em Céamara de
Pascal, por 20 minutos, seguida da lavagem das laminas em &gua destilada por 1 minuto e
PBS por 5 minutos.

Para o blogueio das proteinas inespecificas, os cortes foram incubados em solucéo de
leite desnatado (Molico, Nestlé) a 10% por 30 minutos em temperatura ambiente.

Os cortes histoldgicos foram incubados com anticorpo primario diluido em BSA 1%
em camara Umida a 4-8 °C por 12 a 14 horas.

As laminas foram lavadas duas vezes por cinco minutos cada em PBS para posterior
incubacdo com anticorpo secundario biotinilado por 30 minutos a 37°C. Ap6s nova lavagem
em PBS, os preparados foram incubados com Estreptavidina durante 30 minutos a 37°C. Apds
lavagem, os cortes foram revelados com solugdo cromogena de diaminobenzidina acrescida
de peroxido, seguindo recomendacdes do fabricante.

Apos lavagem em &gua corrente, os cortes foram contracorados com hematoxilina de
Meyer’s por dois minutos. As laminas foram submetidas as etapas de desidratacdo em
concentragOes crescentes de &lcool. ApoOs secas em temperatura ambiente, as ldaminas foram

montadas com laminulas e Permount.
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DOS ANTICORPOS PRIMARIOS

IMUNOHISTOQUIMICA

EspecificacBes dos anticorpos primarios utilizados para imunomarcacdo em biopsias

de pele de pacientes com hanseniase e suas respectivas diluicdes:

Tabela 03 — Relagdo de anticorpos primarios utilizados no estudo.
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UTILIZADOS NA

Anticorpo primario

Descricdo

Diluicéo/ Tempo de

Incubacéo

Fabricante

a4B1 — VLA-4; CD49d/CD29
ICAM-2 ou CD102

VCAM-1

ICAM-1 ou CD54

P-selectina (CD62P)

E-selectina (CD62E)

Ac monoclonal de coelho anti Integrin
alpha 4 clone (EPR1355Y)

Ac policlonal de coelho anti-ICAM2

Ac monoclonal de cam clone [1.4C3] anti
VCAML, prediluted

Ac de cam anti ICAM1, Clone MEM-111
Ac monoclonal de cam clone [AK-6] anti
CD62P
Ac monoclonal de cam clone [16G4] anti
CD62E

1:100 Overnight

1:200 Overnight
Pronto para uso
Overnight
1:100
Overnight
1:100
Overnight
1:100
Overnight

Novus Biologicals

Novus Biologicals

Abcam

Abcam

Abcam

Abcam

5.4 ANALISE DAS LAMINAS

Para contagem das células marcadas por imunohistoquimica com os anticorpos citados

anteriormente, os cortes foram observados e analisados em microcopio Zeiss, modelo 456006
com a lente A-plan objetiva de 40x. Selecionaram-se aleatoriamente cinco campos diversos na
area do infiltrado inflamatério dérmico das lesdes histoldgicas. Uma vez determinada a
quantidade de células presentes, obteve-se a média das células dos diversos campos, com

resultados expressos em celulas por campo.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados e analisas estatisticamente através do programa Graph
Pad Software, San Diego, CA Prism 5.0®. Os resultados foram expressos de modo
quantitativo e submetidos aos testes estatisticos t de Student e Correlacdo Linear de Pearson r,
sendo p<0,05, estabelecido como nivel de significancia.
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5.6 CRITERIOS DE INCLUSAO

= Amostras coletadas entre os anos de 2009 a 2011 confirmadas pelo laudo como
positiva para mal de hansen e que tenha caracteristicas histologicas das formas polares

da doenca.
5.7 CRITERIOS DE EXCLUSAO

= Amostras que ndo tiveram o laudo confirmatério como positiva para infeccdo pelo
Mycobacteriu leprae ou que o laudo indicava a forma indeterminada da doenca, a qual

ndo é objeto do estudo.

= Amostras que ndo possuiam material suficiente para confeccdo de laminas ou que a
quantidade de material era escassa, ao ponto de comprometer o armazenamento de

uma parte, para o retorno ao arquivo de blocos do laboratério.

5.8 ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

O projeto foi enviado ao comité de ética de acordo com a resolucdo do CNS n°
196/96, sendo aprovado através do Parecer Numero 103.560 de 21/09/2012 e todos o0s

procedimentos de biosseguranca foram tomados para minimizar os riscos do estudo.

Com relacdo aos aspectos de biosseguranca, no decorrer dos procedimentos foram
utilizados equipamentos de protecdo individual (EPIs) e todo material potencialmente
contaminado foi manipulado em laboratério foram descartados de modo seguro de acordo

com o manual de seguranca do Laboratorio.

O material bioldgico foi armazenado sob a responsabilidade dos pesquisadores e
instituicdo que realizara os testes. Sendo que o sigilo e respeito a confidencialidade foi
mantido através da codificacdo das amostras. Foi criado um mecanismo de contato que
assegure a possibilidade de contato com os doadores para o fornecimento de informacg6es do

Seu interesse caso seja Nnecessario.

5.9 AVALIACAO DE RISCOS
= A populagédo estudada esta sob o risco de quebra de sigilo sobre a identidade do
pesquisado ou da perda do material coletado.
= Porém para que ndo ocorra a quebra do sigilo os laudos foram codificados e somente o

pesquisador responsavel manipulara as amostras e também os laudos.
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= Para que ndo ocorra a perda do material coletado, todas as amostras foram
previamente analisadas, dispensando o uso de blocos que estejam com material

escasso ou que ndo tinham uma estrutura adequada para o corte histoldgico.

5.10 AVALIACAO DE BENEFICIOS

= A conclusdo do estudo deve auxiliar na descricdo do processo fisiopatoldgico que
envolve a infeccdo pelo Mycobacterium leprae, assim melhorar o entendimento dos
mecanismos que levam as lesdes na hanseniase.

= Auxiliar no entendimento dos mecanismos imunolégicos que permitem a
suscetibilidade do individuo e a polariza¢éo da doenga.

= O estudo também complementa outros trabalhos que juntos permitirdo tracar o
caminho que envolve a contaminacdo e processo inflamatério da lesdo causada pela

doenca.
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISE COMPARATIVA DOS IMUNOMARCADORES ICAM-1, ICAM-2,
VCAM-1, VLA-4, CD62E E CD62P ENTRE OS POLOS TUBERCULOIDE E
VIRCHOVIANO DA INFECC}AO

As amostras de hanseniase que continham as formas polares da doenca foram
analisadas de forma quantitativa. Os resultados foram avaliados através comparacéo entre a
forma tuberculdide e a forma virchoviana da infeccdo, realizou-se também a correlacdo de
presenca dos anticorpos entre os imunomarcadores estudados.

A imunomarcacéo da adesina ICAM-1 demonstrou, de forma significativa (p=0,0084),
qgue esta molécula estd presente em um maior numero de células endoteliais na forma
tuberculéide (TT) com 9,92+1,11 células/mm?, quando comparado com as amostras do polo

virchoviano (LL) que apresentaram 5,87+1,01 células/ mm? (Fig. 9).

ICAM-1
p=0.0084
301
20+
*k
104 I
N I
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Figura 9 — Andlise quantitativa da imunomarcacao de ICAM-1 nas biopsias de pele de pacientes com hanseniase.
Cada barra representa a médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras
TT e LL in situ das formas polares da infeccdo de acordo com a classificacdo de Madri. ** Representa que as
amostras das formas TT apresentaram um numero significativamente (p=0,0084) maior de células endoteliais
marcadas em comparacdo aos valores obtidos com a imunomarcacéo das amostras LL (Teste t Student).

Analise da presenca da molécula ICAM-2 demonstrou que ndo que ha diferenca
significativa (p=0,5160) no namero de células endoteliais que expressaram ICAM-2, quando
comparamos as amostras das formas tuberculdides (13,21+1,27 células/ mm?) em relacdo as

amostras que apresentaram o polo virchoviano (14,30+1,02 células/ mm?) (Fig. 10).



50

ICAM-2
30- p=0.5160
204
——p—
104
0-
&& N

Figura 10 - Andlise quantitativa da imunomarcacdo de ICAM-2 nas biopsias de pele de pacientes com
hanseniase. Cada barra representa a médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histologicos
amostras TT e LL in situ das formas polares da infeccdo de acordo com a classificacdo de Madri. Analise
estatistica ndo demonstrou diferenca significativa (p=0,5160) na comparacdo entre as amostras estudadas (Teste t
Student).

O numero de células endoteliais imunomarcadas para molécula VCAM-1 demonstrou
ser significativamente (p=0,0002) maior na forma tuberculdide. Anélise quantitativa mostrou
que as biopsias de pele da forma tuberculéide da doencga, apresentaram em média 18,28+1,46
célulass/mm2 marcadas para adesina VCAM-1, quando comparada a forma virchoviana que

apresentou em média 10,67+1,25 células/ mm? (Fig. 11).
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Figura 11 — Andlise quantitativa da imunomarcacdo de VCAM-1 nas biopsias de pele de pacientes com
hanseniase. Cada barra representa a médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histologicos

amostras TT e LL in situ das formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri. ***
Representa que as amostras das formas TT apresentaram um ndmero significativamente (p=0,0002) maior de
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células endoteliais marcadas em comparagdo aos valores obtidos com a imunomarcacao das amostras LL (Teste t
Student).

Semelhante ao seu ligante VCAM-1 a integrina VLA-4 também demonstrou, de forma
significativa (p=0,0024), estar mais presente nas amostras do polo tubercul6ide da infecgéo.
Estas amostras apresentaram 22,46+1,38 celulas/mm2 marcadas pelo anticorpo Anti-VLA-4

em comparacdo ao polo virchoviano que mostrou apenas 16,04+1,56 células/ mm? (Fig. 12).
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Figura 12 — Andlise quantitativa da imunomarcacdo de VLA-4 nas biopsias de pele de pacientes com hanseniase.
Cada barra representa a médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras
TT e LL in situ das formas polares da infeccdo de acordo com a classificacdo de Madri. ** Representa que as
amostras das formas TT apresentaram um numero significativamente (p=0,0024) maior de células endoteliais
marcadas em comparacdo aos valores obtidos com a imunomarcacdo das amostras LL (Teste t Student).

A avaliacdo da imunomarcacdo das duas selectinas (E-Selectina e P-Selectina)
presentes no endotélio, foi realizada e realizou-se a comparacdo dos dados das biopsias de
pele com caracteristicas do polo tubercul6ide versus virchoviano da doenca. Com relagdo a
presenca destas adesinas, podemos perceber que houve uma diferenca significativa na
imunomarcacao destas estruturas entre as formas polares da doenca. Verificamos que no polo
tuberculéide da infeccdo ha uma quantidade (13,00+1.59 células/mm?), significativamente
(p<0.0001) maior da E-Selectina em comparacéo ao polo virchoviano que apresentou apenas

2,58+0.38 células/mm? desta mesma molécula (Fig. 13).
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Figura 13- Anélise quantitativa da imunomarcacdo de E-Selectina nas biopsias de pele de pacientes com
hanseniase. Cada barra representa a médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histologicos
amostras TT e LL in situ das formas polares da infeccdo de acordo com a classificacdo de Madri. ***
Representa que as amostras das formas TT apresentaram um ndmero significativamente (p<0,0001) maior de
células endoteliais marcadas em comparagdo aos valores obtidos com a imunomarcacao das amostras LL (Teste t
Student).

Quando realizamos analise da presenca da P-Selectina, observamos uma diferenca no
perfil de imunomarcacdo desta molécula quando comparado ao que foi visto na marcacdo da
E-Selectina. Avaliacdo demonstrou que a CD62P estd mais presente no polo virchoviano da
infeccdo, que expressou em média 3,25+0,56 célulassmm? em comparacdo ao polo
tuberculéide que apresentou apenas 1,17+0,24 células/mm? endoteliais marcadas para esta
adesina (p<0,0001) (Fig. 14).
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Figura 14- Anélise quantitativa da imunomarcacdo de P-Selectina nas biopsias de pele de pacientes com
hanseniase. Cada barra representa a médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histologicos
amostras TT e LL in situ das formas polares da infeccdo de acordo com a classificacdo de Madri. ***
Representa que as amostras das formas LL apresentaram um ndmero significativamente (p<0,0001) maior de
células endoteliais marcadas em comparagdo aos valores obtidos com a imunomarcacao das amostras TT (Teste t
Student).

6.2 ANALISE COMPARATIVA DA IMUNOMARCACAO DO ICAM-1 versus ICAM-
2, VCAM-1, VLA-4, CD62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E
VIRCHOVIANO DA INFECQAO

A andlise de comparacdo realizada entre os marcadores ICAM-1 versus ICAM-2
demonstrou em ambos os polos da infec¢do houve uma maior presenca da molécula ICAM-2.
Porém somente na forma virchoviana da doenca este resultado foi significativo com valor de
p<0,0001, apresentando uma média de 6,61+0,99 células/mm? para o marcador ICAM-1 e
11,73+1,18 célulassmm? para o marcador ICAM-2, apesar de percebermos uma maior
presenca da imunomarcacao da molécula ICAM-2, também no polo tubercul6ide da infeccao,
0 teste estatistico ndo demonstrou haver uma diferenca significativa apresentando um valor de
p=0,2138 (Fig. 15, A e B).
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Figura 15 - Andlise quantitativa da imunomarcagdo de ICAM-1 versus ICAM-2 nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenga ndo significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes
histol6gicos amostras TT, p=0,2138. (B) Representa diferenca significativa entre as mediaste.p.m. de células
endoteliais imunomarcadas nos cortes histoldgicos amostras LL , p<0,0001***. (Teste t Student).

Os resultados da contagem de células imunomarcadas para ICAM-1 quando
comparados a marcacdo do VCAM-1, demonstraram que houve uma maior presenca do
VCAM-1 em ambas as formas polares da infeccdo. Onde o polo tuberculdide apresentou em
média 9,92+1,11 células/mm? para o marcador de ICAM-1 enquanto o houve uma marcagio
de 18,28+1,46 célulassmm?® para a molécula VCAM-1 (p<0,0001). No polo virchoviano
houve uma marcagdo de 6,61+0,99 célulassmm? para o marcador ICAM-1 e 11,73+1,18

células/mm? para o marcador VCAM-1 com um valor de p=0,0012 (Fig. 16, A e B).
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Figura 16 - Analise quantitativa da imunomarcagdo de ICAM-1 versus VCAM-1 nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médias+e.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histologicos amostras LL , p<0,0012**. (Teste t Student).

Verificando a presenca da molécula de ICAM-1 em comparacdo a VLA-4 nas
amostras do polo tuberculéide e virchoviano, percebemos que em ambos os polos da infeccéo
houve uma maior presenca da molécula VLA-4. Sendo que o polo tubercul6ide da infeccdo
apresentou em média 9,92+1,11 célulassmm? para a molécula ICAM-1 enquanto a adesina
VLA-4 obteve uma marcacdo de 22,46+1,38 células/mm?® No polo virchoviano, podemos
observar que houve em média uma marcacdo de 6,61+0,99 células/mm? para o ICAM-1
enquanto verificamos uma média de 16,04+1,56 células/mm? para molécula VLA-4 (Fig. 17,
AeB)
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Figura 17 — Analise quantitativa da imunomarcacdo de ICAM-1 versus VLA-4 nas biopsias de pele in situ, das

formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p<0,0001***, (Teste t Student).

Quando analisamos a presenca da molécula de ICAM-1 em comparacdo a E-Selectina
nas amostras do polo tuberculdide, percebemos que houve uma diferenca siginificativa
(p=0,0016) entre estas duas moléculas, e observamos que a CD62E apresenta em média
13,00£1,59 células/mm? sendo superior a marcagdo do ICAM-1, que apresentou
9,92,00+1,11 células/mm? neste polo da doenca. Porém este perfil ndo se repetiu no polo
virchiviano da infeccdo, onde podemos verificar que apresenca do adesina ICAM-1 foi
superior a da molécula CD62E, e obteve uma média de 6,61+0,99 células/mm?, enquanto a E-
Selectina apresentou uma média de 2,58+0,48 células/mm? marcadas neste polo (Fig. 18, A e
B).
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Figura 18- Andlise quantitativa da imunomarcacdo de ICAM-1 versus CD62E nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p=0,0016***. (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p=0,0006***. (Teste t Student).

Ao compararmos a imunomarcacao do ICAM-1 com presenca da molécula CD62P
nas células endoteliais, podemos verificar um padrdo semelhante de expressdo destas
moléculas nas duas formas polares de hanseniase. Nas amostras que apresentavam a forma
tuberculdide da infeccdo observamos que a média da marcacdo de ICAM-1 foi de 9,92+1,11
células/smm?, sendo significativamente (p<0,0001) superior a presenca da molécula CD62P
que apresentou apenas 1,17+0,24 células/mm? neste polo da doenca. Observando o polo
virchoviano podemos verificar que 0o ICAM-1 esta presente em 6,61+0,99 células/mm? e a
selectina CD62P apresentou uma imunomarcacéo de 3,25+0,56 células/mm? (p<0,0053) (Fig.
19 AeB).
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Figura 19- Analise quantitativa da imunomarcacdo de ICAM-1 versus CD62P nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p=0,0053***, (Teste t Student).

6.3 ANALISE COMPARATIVA DA IMUNOMARCACAO DO ICAM-2 versus VCAM-
1, VLA-4, CD62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO DA
INFECCAO

A avaliacdo comparativa entre as moléculas ICAM-2 e VCAM-1 demonstrou perfis
diferentes de expressdo destas moléculas nos dois polos da infeccdo. Sendo que no polo
tuberculdide podemos observar uma maior presenca da imunoglobulina VCAM-1, que
apresentou em média 18,28+1,46 células/mm? imunomarcadas, enquanto o ICAM-2
apresentou 13,21+1,27 células/mm? neste mesmo polo da infeccdo. No polo virchoviano da
infeccdo podemos observar um perfil diferente da expressdo destas moléculas, neste tipo de
lesdo houve uma maior presenca da molécula ICAM-2, que apresentou 14,30+1,02
células/mm? marcadas, a molécula VCAM-1 foi marcada em 10,67+1,25 células/mm? neste
polo da doenca (Fig. 20, A e B).
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Figura 20 - Andlise quantitativa da imunomarcacéo de ICAM-2 versus VCAM-1nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histoldgicos
amostras TT, p=0,0101*. (B) Representa diferenga significativa entre as médiasxe.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p=0,0226*. (Teste t Student).

A comparacdo entre a presenca das moléculas ICAM-2 e VLA-4 demonstrou uma
diferenca significativa (p<0,0001) somente na forma tuberculdide da infeccdo, sendo que a
molécula VLA-4 demonstrou estar mais presente nesta forma da doenca em comparacdo com
a imunoglobulina ICAM-2. A molécula VLA-4 apresentou a imunomarcagdo de 22,46+1,10
células/mm?, enquanto que a molécula ICAM-2 apresentou 13,12+1,27 células/mm? marcadas
neste perfil da doenca. No polo virchoviano ndo houve diferenca significativa entre estas duas
moléculas (Fig. 21, A e B).
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Figura 21- Andlise quantitativa da imunomarcagdo de ICAM-2 versus VLA-4nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa que ndo houve uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m.
de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histologicos amostras LL , p=0,3526. (Teste t Student).

Quando realizamos analise comparativa entre as moléculas ICAM-2 e CD62E no
polo tuberculdide da infeccdo, percebemos que ndo houve uma diferenca significativa entre
estas duas adesinas. Porém, na andlise do polo virchoviano podemos verificar que a molécula
ICAM-2 ¢ significativamente (p<0,0001) mais presente, quando comparado com a E-
Selectina. A imunoglobulina ICAM-2 apresentou uma imunomarcacdo de 14,30+1,02
célulassmm? enquanto a molécula E-Selectina obteve uma marcagdo de 2,58+0,48

células/mm?, estes resultados estdo representados na Figura 22, A e B.
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Figura 22 — Andlise quantitativa da imunomarcacdo de ICAM-2 versus CD62E nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
gue ndo houve uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos
cortes histologicos amostras TT, p=0,9172. (B) Representa uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m.
de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p<0,0001. (Teste t Student).

Analise da marcacdo da molécula ICAM-2 em comparacdo a P-Selectina demonstrou
em ambos 0s polos da doenca houve uma diferenca significativa na presenga destas duas
moléculas. Podemos verificar que no polo tuberculdide da infeccdo o ICAM-2 apresentou
13,21+1,27 células/mm? imunomarcadas, e houve uma diferenca significativa (p<0,0001) em
comparagdo a molécula CD62P que apresentou uma média de 1,17+0,24 células/mm?. No
polo virchoviano este mesmo padréo foi visualizado, onde a molécula ICAM-2 apresentou
14,30+1,02 célulassmm?, enquanto a P-Selectina apresentou uma marcacdo de 3,25+0,56
células/smm? (Fig. 23, A e B).
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Figura 23 - Andlise quantitativa da imunomarcagdo de ICAM-2 versus CD62P nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p<0,0001***, (Teste t Student).

6.4 ANALISE COMPARATIVA DA IMUNOMARCACAO DO VCAM-1 versus VLA-4,
CDG62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO DA INFECCAO

Os resultados demonstraram que a molécula VLA-4 foi imunomarcada em uma
quantidade maior quando comparada ao VCAM-1 em ambas as formas polares de hanseniase.
Os dados obtidos mostraram uma imunomarcacdo significativamente (p<0,0397) maior de
22,46+1,38 célulassmm?® para a molécula VLA-4 em comparagdo ao VCAM-1, que
apresentou 18,28+1,46¢células/mm? marcadas para esta molécula no polo tuberculéide da
infeccdo. A forma virchoviana ndo demonstrou uma diferenca significativamente (p<0,2993)
na presenca das moléculas VLA-4, que estava presente em média 16,04+1,56 células/mm?,
enquanto que a molécula VCAM-1 apresentou uma imunomarcacdao de 18,28+1,46
células/mm? (Fig. 24, A e B).
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Figura 24 — Andlise quantitativa da imunomarcacdo de VCAM-1 versus VLA-4 nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras  TT, p<0,0397*. (B) Representa diferenga ndo significativa entre as médiaste.p.m. de células
endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p<0,2993. (Teste t Student).

Os resultados da comparagdo entre as moléculas VCAM-1 e CD62E apresentaram um
perfil semelhante em ambos os polos da infeccdo. Apesar do nivel da E-Selectina aparentar
estar elevado no polo tubercul6ide, podemos verificar que houve uma diferenca significativa
(p<0,0159) na imunomarcacdo entre as moléculas VCAM-1 e CD62E. As analises
demonstram que a molécula VCAM-1 apresentou 18,28+1,46 célulassmm?, enquanto que a
molécula CD62E apresentou 13,00+1,59 células/mm? imunomarcadas. No polo virchoviano
da infeccdo a diferenca entre a presenca destas duas moléculas foi mais expressiva, 0 VCAM-
1 apresentou uma média de 10,67+1,25 células/mm?, enquanto que a E-Selectina apresentou
somente uma média de 2,58+0,48 células/mm? marcadas neste polo da infeccéo (Fig. 25, A e
B).



64

A VCAM-1 x CD62E B VCAM-1 x CD62E
30+ p=0.0159 301 p<0.0001
204 —_— 201
*k%k
104 10- I
0. 0. .
(\/‘\ (\/\\ @\ @
> & > &
v@ <$ W s
© @ © @

Figura 25 — Andlise quantitativa da imunomarcacédo de VCAM-1 versus CD62E nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histologicos
amostras TT, p<0,0159*. (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p<0,0001***, (Teste t Student).

Avaliacdo da presenca das moléculas VCAM-1 e CD62P demonstraram
caracteristicas de expressao semelhantes em ambos os polos. A imunoblobulina VCAM-1 se
apresenta em maior quantidade quando comparado a expressdo da P-Selectina. Podemos
observar que na forma tubercul6ide da infeccdo a molécula VCAM-1 apresentou 18,28+1,46
célulassmm? enquanto que a molécula P-Selectina apresentou somente 1,17+0,24
células/smm? marcadas para esta adesina. Na forma virchoviana da infeccdo as caracteristicas
foram semelhantes, 0 VCAM-1 apresentou uma média de 10,67+1,25 células/mm? marcadas
por campo contabilizado, e a molécula CD62P expressou somente 3,25+0,56 células/mm?
marcadas. Ambos 0s polos demonstraram uma diferenca significativa na expressdo destas

moléculas com um p<0,0001 (Fig. 26, A e B).
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Figura 26 - Analise quantitativa da imunomarcacdo de VCAM-1 versus CD62P nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histologicos amostras LL , p<0,0001***, (Teste t Student).

6.5 ANALISE COMPARATIVA DA IMUNOMARCAQAO DO VLA-4 versus CD62E E
CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO DA INFECCAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que em ambas as formas polares das
amostras de hanseniase estudadas, a molécula VLA-4 estd mais presente que a E-Selectina.
Podemos observar esta diferenca significativa (p<0,0001) na forma tuberculdide da infeccdo
onde o VLA-4 apresentou 22.46+1,38 célulassmm? enquanto que a molécula CD62E
apresentou 13,00+1,59 células/mm? imunomarcadas neste polo da infeccdo. Na forma
virchoviana da doenca podemos observar que as duas moléculas analisadas sofreram reducéo
nas suas expressdes, porém a presenca molécula VLA-4 demonstrou ser superior que a da
molécula CD62E, apresentando 16,04+1,56 células/mm? enquanto que a molécula E-Selectina

apresentou somente 2,58+0,48 células/mm? (Fig. 27, A e B).
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Figura 27 — Andlise quantitativa da imunomarcacdo de VLA-4 versus CD62E nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médias+e.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histologicos amostras LL , p<0,0001***, (Teste t Student).

As amostras analisadas demonstraram que o polo tubercul6ide apresenta uma
imunomarcacdo de VLA-4 (22.46+1,38 células/mm?) significativamente (p<0,001) superior
ao apresentado pela expressdo da molécula CD62P (1,17+0,24 células/mm?). Este perfil se
repete no polo virchoviano em que molécula VLA-4 apresentou 16,04+1,56 células/mm?
marcadas para esta molécula enquanto que a CD62P apresentou 3,35+0,56 células/mm? (Fig.

28, A e B).
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Figura 28 — Andlise quantitativa da imunomarcacdo de VLA-4 versus CD62P nas biopsias de pele in situ, das
formas polares da infeccdo de acordo com a classificagdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A) Representa
uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos
amostras TT, p<0,0001***, (B) Representa diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais
imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL , p<0,0001***, (Teste t Student).

6.6 ANALISE COMPARATIVA DA IMUNOMARCACAO DO CD62E versus CD62P
NOS POLOS TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO DA INFECC;AO

A imunomarcacdo das moléculas CD62E versus CD62P permitiu uma comparagdo da
presenca destas selectinas, diferenciando entre os polos da infec¢cdo. No polo tubercul6ide das
amostras de biopsias de pele analisas demonstraram uma diferenca significativa (p<0.0001),
na presenca de E-Selectina 13,00+1,59 célulassmm? em comparacdo a presenca a
imunomarcacao da molécula P-Selectina, que apresentou uma expressdo média de 1,17+0,24
células/mm?. Esta mesma anélise foi realizada no polo virchoviano que ndo demonstrou uma
diferenca significativa (p=0,3683) entre a expressdo destas duas moléculas. A CD62E
apresentou uma marcacao de 2,58+0,48 células/mm? em comparacio a selectina CD62P que
apresentou 3,25+0,56 células/mm? (Fig. 29, A e B).
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Figura 29 - Andlise quantitativa da imunomarcacgdo de E-Selectina e da P-Selectina nas biopsias de pele in situ,
das formas polares da infeccdo de acordo com a classificacdo de Madri de pacientes com hanseniase. (A)
Representa uma diferenca significativa entre as médiaste.p.m. de células endoteliais imunomarcadas nos cortes
histolégicos amostras TT , p<0,0001***. (B) Representa diferenga ndo significativa entre as médiaste.p.m. de
células endoteliais imunomarcadas nos cortes histolégicos amostras LL, p=0,3683. (Teste t Student).

6.7 RESULTADOS DAS ANALISES DE CORRELACOES AVALIADAS ENTRE AS
MOLECULAS ICAM-1; ICAM-2, VCAM-1; VLA-4 (A4B;); E-SELECTINA; P-
SELECTINA;

Os resultados expressos até agora demonstraram uma maior presenca das adesinas no
polo tuberculéide da doenca. A partir da analise individual das moléculas estudas, pode se
estabelecer correlacbes entres a expressao destas adesinas considerando as formas clinicas
polares da infecgéo.

6.8 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE IMUNOMARCAGAO DA MOLECULA
ICAM-1 COM O ICAM-2, VCAM-1, VLA-4, CD62E E CD62P NOS POLOS
TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO DA INFECQAO

A correlacdo entre as Imunoglobulinas ICAM-1 e ICAM-2 entre as amostras do polo
tuberculoide foi significativa (p<0,003). Analise demonstrou haver uma colecdo positiva e
moderada (r=0,3963) entre estas duas moléculas (Fig. 30, A). Porém, quando analisamos a
correlagdo no polo virchoviano da infeccdo, podemos observar que houve uma correlagao
infima negativa (r=-0.004521; p=0,9704), porém ndo significativa entre as adesinas ICAM-1 e
ICAM-2 (Fig. 30, B).
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Figura 30 — Correlagdo entre a imunomarcagdo de ICAM-1 com a adesina ICAM-2 nas formas TT e LL de
hanseniase. (A) Representa a correlacdo positiva e moderada significativa na forma Tuberculdide entre as
moléculas ICAM-1 e ICAM-2 r=0,3963; p<0,003**. (B) Representa a correlacdo infima negativa ndo
significativa na forma Virchoviana entre as moléculas ICAM-1 e ICAM-2, r=-0,004521; p=0,9704. (Correlacéo
de Pearson r).

Ao analisarmos a correlagédo entre o ICAM-1 versus VCAM-1, sobre a forma
tuberculdide, podemos observar uma correlagdo positiva moderada (r=0,4828; p<0,0001)
(Fig. 31,A). A forma virchoviana da doenca apresentou uma correlagcdo negativa infima (r=-
0.005731; p=0,9624) (Fig. 31, B).
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Figura 31 - Correlacdo entre a imunomarcacdo de ICAM-1 com a adesina VCAM-1 nas formas TT e LL de
hanseniase. (A) Representa a correlagdo positiva, moderada e significativa na forma Tubercul6ide entre as
moléculas ICAM-1 e VCAM-1 r=0,4828; p<0,0001***, (B) Representa a correlagdo negativa, infima nao
significativa na forma Virchoviana entre as moléculas ICAM-1 e VCAM-1, r=-0,005731; p=0,9624. (Correlagao
de Pearson r).

As amostras do polo tuberculdide analisadas demonstraram uma correla¢do positiva
moderada entre as adesinas ICAM-1 versus VLA-4 (r=0,5154; p<0,0001) (Fig. 32, A). Sendo
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que a analise de correlagdo destas mesmas moléculas quanto aplicada ao polo virchoviano da

doenca apresentaram uma correlacgéo positiva fraca (r=0,2091; p<0,823) (Fig. 32, B).
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Figura 32 - Correlagdo entre a imunomarcacdo de ICAM-1 com a adesina VLA-4 nas formas TT e LL de
hanseniase. (A) Representa a correlagdo positiva, moderada e significativa na forma Tuberculbide entre as
moléculas ICAM-1 e VLA-4 r=0,5154; p<0,0001***. (B) Representa a correlagdo positiva, fraca significativa na
forma Virchoviana entre as moléculas ICAM-1 e VLA-4, r=-0,2091; p=0,823. (Correlagéo de Pearson r).

A andlise da imunomarcacéo entre as moléculas ICAM-1 e CD62-E, demonstrou uma

correlacdo positiva moderada nas amostras do polo tuberculéide (r=0,3671; p=0,0008) (Fig.

33, A). Quando aplicamos esta mesma andlise de correlacdo no polo virchoviano da infeccédo

percebemos que ndo houve significancia nos resultados, apresentando uma correlacdo infima

entre estas duas moléculas neste polo da doenga (r=0,002641; p=0,9827) (Fig. 33, B).
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Figura 33 - Correlagdo entre a imunomarcacdo de ICAM-1 com a selectina CD62E nas formas TT e LL de
hanseniase. (A) Representa a correlagdo positiva, moderada e significativa na forma Tubercul6ide entre as
moléculas ICAM-1 e CD62E r=0,3671; p=0,0008***, (B) Representa a correlagdo positiva, infima ndo
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significativa na forma Virchoviana entre as moléculas ICAM-1 e CD62E, r= 0,002641; p=0,9827. (Correlagao
de Pearsonr)

Os resultados analisados da correlagdo entre as moléculas ICAM-1 e a P-Selectina,
demonstraram uma correlacdo positiva, infima entre as amostras do polo tuberculdide
(r=0,026370; p=0,8347) (Fig. 34, A). Sendo que em nenhum dos dois polos da infec¢cdo esta
correlacdes foram significativas, e na forma virchoviana, os resultados se apresentaram uma

correlacdo negativa e infima entra estas duas moléculas (r=-0,1372; p=0,2575) (Fig. 34, B).
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Figura 34 - Correlagdo entre a imunomarcacdo de ICAM-1 com a selectina CD62P nas formas TT e LL de
hanseniase. (A) Representa a correlagdo positiva, infima e ndo significativa na forma Tuberculbide entre as
moléculas ICAM-1 e CD62P r=0,026370; p=0,8347. (B) Representa a correlagdo negativa, infima néo
significativa na forma Virchoviana entre as moléculas ICAM-1 e CD62P, r= 0,1372; p=0,2575. (Correlagdo de
Pearson r)

6.9 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE IMUNOMARCACAO DA MOLECULA
ICAM-2 COM O VCAM-1, VLA-4, CD62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE
E VIRCHOVIANO DA INFECCAO

A correlacdo entre o ICAM-2 e 0 VCAM-1 na forma tubercul6ide apresentou-se
positiva moderada (r=0,4911; p<0,001) (Fig. 35, A). Porém a anélise da forma virchoviana
demonstrou ser significativa, negativa fraca (r=0,5594; p<0,0001) (Fig. 35, B).
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Figura 35 - Correlagdo entre a imunomarcacao de ICAM-2 com 0 VCAM-1 nas formas TT e LL de hanseniase.
(A) Representa a correlagdo positiva, moderada e significativa na forma Tubercul6ide entre as moléculas ICAM-
2 ¢ VCAM-1 r=0,4911; p<0,0001. (B) Representa a correlacdo negativa, fraca e significativa na forma
Virchoviana entre as moléculas ICAM-2 e VCAM-1, r=-0,2546; p=0,0334. (Correlacdo de Pearson r)

Avaliacdo realizada através da correlacdo das moléculas ICAM-2 e VLA-4
demonstraram um perfil diferente entre as formas polares das bidpsias de pele estudadas. No
polo tuberculdide, podemos observar uma correlacdo positiva moderada entre a expressdo
destas duas moléculas (r=0,5594; p=0,0001) (Fig. 36, A). Fato este que nao se repete no polo
virchoviano da infeccdo, onde podemos observar que houve uma correlacdo fraca negativa,
entre as moléculas ICAM-2 e 0 VLA-4 (r=-0,2633; p=0,0183) (Fig. 36, B).
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Figura 36 - Correlagéo entre a imunomarcagdo de ICAM-2 com o0 VLA-4 nas formas TT e LL de hanseniase. (A)
Representa a correlagdo positiva, moderada e significativa na forma Tubercul6ide entre as moléculas ICAM-2 e
VLA-4 r=0,5594; p<0,0001. (B) Representa a correlagdo negativa, fraca e significativa na forma Virchoviana
entre as moléculas ICAM-2 e VLA-4, r=-0,2633; p=0,0183. (Correlacdo de Pearsonr)

A correlagdo entre as moléculas ICAM-2 e E-Selectina, demonstraram ser semelhantes

em ambos as formas polares de hanseniase. No polo tuberculdide da doenca podemos
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observar uma correlagcdo positiva fraca com r=0,2660 e p<0,0171 (Fig. 37, A). No polo
virchoviano da infeccdo o perfil de correlacdo se reproduziu atraves de uma correlacdo

positiva fraca, porém com resultado néo significativo (r=0,2077 e p=0,0645) (Fig. 37, B).
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Figura 37 - Correlacéo entre a imunomarcacgdo de ICAM-2 com a CD62E nas formas TT e LL de hanseniase.
(A) Representa a correlagdo positiva, fraca e significativa na forma Tuberculdide entre as moléculas ICAM-2 e
CD62E r=0,2660; p=0,0171. (B) Representa a correlacdo positiva, fraca e ndo significativa na forma
Virchoviana entre as moléculas ICAM-2 e CD62E r= 0,2077; p=0,0645. (Correlagdo de Pearson r)

Quando foi realizada a analise da correlacdo entre as moléculas ICAM-2 e CD62P
podemos observar que ambos os polos apresentam uma correlacdo infima. A forma
tuberculdde da infeccdo apresentou uma correlacdo positiva infima (r=0,02660 e p<0,8148)
(Fig. 38, A). Na analise da correlacdo no polo virchoviano da infeccdo se apresentou infima e
negativa com o resultado de r=-0,04342 e p=0,7211 (Fig. 38, B).
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Figura 38 - Correlagdo entre a imunomarcacédo de ICAM-2 com o CD62P nas formas TT e LL de hanseniase.
(A) Representa a correlagdo positiva, infima e ndo significativa na forma Tuberculdide entre as moléculas
ICAM-2 e CD62P r=0,02660; p=0,8148. (B) Representa a correlacdo negativa, infima e ndo significativa na
forma Virchoviana entre as moléculas ICAM-2 e CD62P, r=-0,04342; p=0,7211. (Correlagéo de Pearson r)
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6.10 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE IMUNOMARCACAO DA MOLECULA
VCAM-1 COM A VLA-4, CD62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E
VIRCHOVIANO DA INFECCAO

Analise da correlacdo entre a imunoglobulina VCAM-1 e o seu ligante a integrina
VLA-4 nas amostras do polo tuberculdide apresentou um resultado positivo moderado
(r=0,3770 e p=0,006) (Fig. 39, A). Enquanto que correlacdo entre as mesmas adesinas no polo

virchoviano se apresentou positiva fraca (r=0,2227; p=0,0639) (Fig. 39, B).
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Figura 39 - Correlagéo entre a imunomarcacédo de VCAM-1 com a VLA-4 nas formas TT e LL de hanseniase.
(A) Representa a correlagdo positiva, moderada e significativa na forma Tuberculdide entre as moléculas
VCAM-1 e VLA-4 r=0,3770; p=0,0006. (B) Representa a correlacdo positiva, fraca e significativa na forma
Virchoviana entre as moléculas VCAM-1 e VLA-4, r=0,2227; p=0,0639. (Correlagdo de Pearson r)

Ao analisarmos a correlacdo entre as moléculas VCAM-1 e CD62E percebemos uma
correlacdo positiva fraca entre estas duas moléculas no polo tuberculdide da infeccdo
(r=0,1611; p=0,1535) (Fig. 40, A). O polo virchoviano apresentou uma correlacdo positiva
infima entre estas duas moléculas (r=0,01310; p=0,9143) (Fig. 40, B).
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Figura 40 - Correlagdo entre a imunomarcagdo de VCAM-1 com o CD62E nas formas TT e LL de hanseniase.
(A) Representa a correlacéo positiva, fraca e ndo significativa na forma Tuberculéide entre as moléculas VCAM-
1 e CD62E r=0,1611; p=0,0001. (B) Representa a correlacdo positiva, infima e ndo significativa na forma
Virchoviana entre as moléculas VCAM-1 e CD62E, r=0,01310; p=0,9143. (Correlacao de Pearson r)

Quando analisamos a correlacdo entre as moléculas VCAM-1 e a P-Selectina
percebemos que em ambos os polos, tuberculdide e virchoviano, apresentaram uma correlacao
positiva fraca entre as moléculas representadas na figura 41 A e B respectivamente (Forma
Tuberculdide r=0,2432; p=0,0297 e Forma Virchoviana r=0,1398; p=0.2483).
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Figura 41 - Correlagao entre a imunomarcacdo de VCAM-1 com o CD62P nas formas TT e LL de hanseniase.
(A) Representa a correlacao positiva, fraca e significativa na forma Tubercul6ide entre as moléculas VCAM-1 e
CD62P r=0,2432; p=0,0297. (B) Representa a correlacdo positiva, fraca e significativa na forma Virchoviana
entre as moléculas VCAM-1 e CD62P, r= 0,1398; p=0,2483. (Correlacdo de Pearsonr)

6.11 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE IMUNOMARCACAO DA MOLECULA
VLA-4 COM A CD62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO
DA INFECCAO
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A avalicdo realizada pela analise da correlagdo entre as moléculas VLA-4 e a
Selectina CD62E demonstraram serem semelhantes em ambos os polos da infecgdo. Na forma
tuberculdide da infeccdo houve uma correlacdo positiva fraca com r=0,2146 e nédo
significativa com o p=0, 2146 (Fig. 42, A). O polo virchoviano também apresentou uma

correlagéo positiva fraca e ndo significativa (r=0,0646; p=0,2221) (Fig. 42, B).
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Figura 42 - Correlagdo entre a imunomarcacao de VLA-4 com a CD62E nas formas TT e LL de hanseniase. (A)
Representa a correlacdo positiva, fraca e significativa na forma Tuberculdide entre as moléculas VLA-4 ¢
CD62E r=0,2146; p=0,0559. (B) Representa a correlagdo positiva, fraca e significativa na forma Virchoviana
entre as moléculas VLA-4 e CD62E, r=0,2221; p=0,0646. (Correlagdo de Pearson r)

Analise de correlacdo entre as moléculas VLA-4 e a CD62P das amostras estudadas
demonstraram ndo ser significativas em ambos os polos da infeccdo. Porém, esta analise
positiva e fraca polo tuberculdide (r=0,1194; p=0,2915) e no polo virchoviano ela apresentou-
se negativa e fraca com r=-0,1419; p=0,2412) (Fig. 43, A e B).
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Figura 43 - Correlacédo entre a imunomarcagdo de VLA-4 com a CD62P nas formas TT e LL de hanseniase. (A)
Representa a correlagdo positiva, fraca e ndo significativa na forma Tuberculdide entre as moléculas VLA-4 e
CD62P r=0,1194; p=0,2915. (B) Representa a correlacdo negativa, fraca e ndo significativa na forma
Virchoviana entre as moléculas VLA-4 e CD62P, r=-0,1419; p=0,2412. (Correlacéo de Pearson r)

6.12 ANALISE DE CORRELACAO ENTRE IMUNOMARCACAO DAS
MOLECULAS CD62E E CD62P NOS POLOS TUBERCULOIDE E VIRCHOVIANO
DA INFECCAO

Os resultados da anélise de correlacdo entre as duas Selectinas estudadas a CD62E e
a CD62P apresentaram em ambos os polos uma correlacdo negativa e infima com os valores
de r=-0,03342 e p= 0,7685 no polo tuberculbide e r=-0,07529 com p=0,5356 (Fig. 44, A e B)

A p= 0.7685 B p= 0.5356
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Figura 44 - Correlagdo entre a imunomarcacdo de CD62E com a CD62P nas formas TT e LL de hanseniase. (A)
Representa a correlagdo negativa, infima e nédo significativa na forma Tuberculdide entre as moléculas CD62E e
CD62P r= -0,03342; p=0,7685. (B) Representa a correlacdo negativa, infima e ndo significativa na forma
Virchoviana entre as moléculas CD62E e CD62P, r=-0,07529; p=0,5356. (Correlacdo de Pearson r)
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Figura 45- Andlise |munoh|stqu|m|ca de molecula CD62E nas amostras de peTe de pacientes com hanseniase na
forma Tubercul6ide (TT) em aumento de 200x (A); Andlise imunohistoquimica de molécula CD62E nas
biopsias de pele de pacientes com hanseniase na forma Virchoviana (LL) em aumento de 200x (B).
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Figura 46 - Analise imunohistoquimica de molécula ICAM-1 nas amostras de pele de paaerftes com hanseniase
na forma Tubercul6ide (TT) em aumento de 200x (A); Andlise imunohistoquimica de molécula ICAM-1 nas
biopsias de pele de pacientes com hanseniase na forma Virchoviana (LL) em aumento de 200x (B).
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Flgura 47 Anallse |munoh|stqu|m|ca de molecula ICAM-2 nas amostras de pele de pauentes com hansenlase

na forma Tubercul6ide (TT) em aumento de 200x (A); Andlise imunohistoquimica de molécula ICAM-2 nas

biopsias de pele de pacientes com hanseniase na forma Virchoviana (LL) em aumento de 200x (B).

Figura 48 Anallse |munoh|stqu|m|ca de molécula VCAM-1 nas amostras de pele de pa0|entes com hanseniase
na forma Tuberculdide (TT) em aumento de 200x (A); Andlise imunohistoquimica de molécula VCAM-1 nas
biopsias de pele de pacientes com hanseniase na forma Virchoviana (LL) em aumento de 200x (B).
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Figura 49 - Andlise imunohistoquimica de molécula VLA-4 nas amostras de pele de pacientes com hanseniase
na forma Tuberculdide (TT) em aumento de 200x (A); Analise imunohistoquimica de molécula VLA-4 nas
biopsias de pele de pacientes com hanseniase na forma Virchoviana (LL) em aumento de 200x (B).

7. DISCUSSAO

As caracteristicas fisiopatoldgicas que definem o processo de formagdo do infiltrado
inflamatorio sdo dependentes de diversos fatores envolvidos na complexa relacdo entre o
parasita e 0 hospedeiro, neste aspecto o estudo da hanseniase se destaca como ferramenta para
analise do mecanismo envolto na selecdo de células que migram em direcdo ao tecido
inflamado. Sendo que as caracteristicas clinicas da infeccdo pelo bacilo da Hansen estdo
relacionadas diretamente a resposta imunoldgica, diferenciando a lesdo em formas clinicas
polares, as quais foram alvos do nosso estudo.

O endotélio participa ativamente da resposta inflamatoria, a presenca de células do
sistema imunolégico no sitio de infeccdo se deve ao processo de transmigracdo endotelial.
Este processo se apresenta em sequéncias de etapas de sinalizacdo, adesdo e migracdo das
células plasmaticas em direcdo ao tecido, o que s6 é possivel através da formacdo de
complexos envolvendo moléculas co-estimulatérias de leucdcitos, proteinas de adesdo celular
e vascular além de citocinas indutoras da sintese destas moléculas (KUKLA et.al., 2009;
MULLER, 2011).

A expressdo destas moléculas pelo endotélio sofre influéncia direta das citocinas
plasmaticas. Entretanto, o préprio vaso sanguineo, através da expressdo de moléculas de
adesdo, pode influenciar o perfil de células que sofrem transmigragéo celular, e por sua vez

pode atuar sobre o perfil de resposta imunoldgica vista no tecido.

7.1 AVALIACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DAS MOLECULAS DE ADESAO
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, VLA-4, CD62E E CD62P
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Devido as caracteristicas clinicas e o perfil imunolédgico apresentados durante a
infeccdo pelo bacilo da Hanseniase, podemos verificar alteracbes na presenca de adesinas
expressas pelo endotélio nas formas polares desta infeccdo. A alta marcacdo da molécula
ICAM-1 e VCAM-1 na forma tubercul6ide da doenca, vista em nosso estudo, pode ser
explicada pela estimulagcdo da resposta imunolédgica apresentada neste polo. A forma
tuberculdide leva a um aumento na expressdo de IL-1B, TNF-a e IFN-y, os quais sdo
responsaveis pela ativacdo do endotélio e inducdo na expressdo destas moléculas de adesédo
(HUBBARD & ROTHLEIN, 2000; D’ALESSIO et al., 1998)

O aumento das imunoglobulinas ICAM-1 e VCAM-1 sdo mediados pela ativacdo da
producéo intracelular do NF-kp, este fator de transcrigdo ¢ induzido pela presenga de TNF-a
resultando no fortalecimento da sinalizacdo de transmigracdo tecidual, através da relacdo
entre o LFA-1 (integrina expressa ha membrana de linfocitos) com o seu ligante endotelial o
ICAM-1. Este mesmo mecanismo parece também estar envolvido na indugdo da producéo de
VCAM-1, o que fortalece ainda mais a relagéo entre o endotélio e migracdo de células com o
perfil de Thl em direcdo ao tecido (KIM et al., 2011; FOTIS et al., 2012).

Além da participacdo ativa do TNF-a na expressao do ICAM-1 em células endoteliais,
outros mediadores incluindo a trombina, IL-1B, Lipopolissacarideo (LPS), fator endotelial de
crescimento (VEGF), stress, agentes oxidantes e agentes infeccioso também podem atuar
nesta expressdio (BURNS et al.,, 1999; RAHMAN & FAZAL, 2009). O mecanismo
intracelular indutor da producdo desta imuglobulina parece ser comum a estes diversos
agentes mediadores, incluindo a Interleucina-1p que ¢ um dos agentes ativos no polo
tuberculdide na hanseniase (NADLONEK et al., 2013).

Quando realizamos a analise do ICAM-1 em comparagdo com a presenca das
moléculas como o ICAM-2, VCAM-2, VLA-4, E e P-Selectinas, dividindo as amostras nos
dois polos da doenca, percebemos que o ICAM-1 esta presente em menor quantidade que
estas outras moléculas em ambos os polos virchoviano e tuberculdide da infecgéo.
Demonstrando assim, que apesar do ICAM-1 estar presente e altas quantidades no polo
tuberculéde da infeccdo, esta imunoglobulina esta presente em menor quantidade em
comparacao as outras moléculas analisadas, superando somente a expressdo da E-Selectina no
polo virchoviano, o que pode ser explicado pela baixa inducdo na expressao a desta selectina
neste polo, e também da P-Selectina em ambos os polos tuberculdides e virchoviano, fato este
gue pode estar relacionado a caracteristica da CD62P de ser constitutiva e consequentemente

apresentar baixa expressao em ambos os polos da infecgéo.
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A correlacdo vista no polo tubercul6ide, entre as moléculas ICAM-1 e VCAM-1
reforcam a importancia destas imunoglobulinas na transmigracéo de linfocitos em direcdo ao
tecido inflamado. O VCAM-1 parece ndo ser o principal agente envolvido na transmigragéo
endotelial, porém os estudos que avaliaram o bloqueio simultaneo das moléculas ICAM-1 e
do VCAM-1 demonstraram um reducdo significativa na transmigracdo de leucdcitos. Além
disso, o VCAM-1 parece estar envolvido na sinalizag&o intracelular que resulta na ruptura da
juncéo de células endoteliais, facilitando assim o processo de diapedese das células do sistema
imunologico (WITTCHEN, 2009; VAN et al., 2003; FOTIS et al., 2012).

A correlagdo entre o ICAM-1 as moléculas ICAM-2, VLA-4 e CD62E apresentaram-
se como moderada e positiva no polo tuberculide, fato este que ndo foi visto no polo
virchoviano. Sabendo que a inducdo da expressdo destas adesinas estd estreitamente
relacionada a quantidade de citocinas apresentadas na lesdo, podemos explicar este fato
através da caracteristica imunoldgicas vistas no polo tuberculéide, o qual demonstra ter um
alto perfil citocinas pro-inflamatérias, além de participar como mediador da ativacdo de

células endoteliais levando a uma maior expressdo destas adesinas (DIMITRIS et al. 2013)

A imunoglobulina ICAM-2, analisada no nosso estudo, demonstrou ndo sofrer
influéncia na sua presenca quanto ao polo da doenca. As analises demonstraram nao haver
diferenca significativa na quantidade de ICAM-2, quando comparamos os polos virchoviano e
tuberculdide da infeccdo. Porém, podemos observar uma correlacdo moderada positiva entre a
presenca de ICAM-2 e as moléculas ICAM-1, VCAM-1 e VLA-4. Isso pode ser visualizado
no polo tuberculide da infec¢do. Quando analisamos o polo virchoviano, podemos verificar
que houve uma correlacdo entre 0 ICAM-2 e ICAM-1 infima e negativa, e as correlacdes
entre ICAM-2 e as moléculas VCAM-1 e VLA-4, neste mesmo polo, também se apresentaram
fracas e negativas.

A imunoglobulina ICAM-2 é expressa de forma constitutiva por células endoteliais, e
esta adesina ndo sofre grande influéncia das citocinas plasmaticas na sua expressao, isso ajuda
a explicar as caracteristicas visualizadas no nosso estudo. O ICAM-2 possui um papel de
regulador da migracdo de leucdcitos, sendo que a sua deficiéncia ou o seu blogueio promove
uma reducdo de 50% nos niveis de neutrofilos teciduais, chegando apresentar uma reducéo
em 64% no processo de transmigracdo celular. Esta imunoglobulina parece atuar em conjunto
com o ICAM-1, que participa da etapa de estabilizacédo e adeséo firme do leucdcito, enquanto
0 ICAM-2 trabalha mediando a transmigragéo celular (HUANG, et al. 2007).
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Apesar do auxilio promovido pela molécula ICAM-2 na adesdo firme durante a
migracdo de leucdcitos, percebemos que a presencga desta imunoglobulina estd reduzida na
forma tuberculoide da infeccdo, quando comparada as outras integrinas como o0 VCAM-1 e o
VLA-4. Entretanto os niveis de ICAM-2 nédo sofrem grandes modificacfes na sua expressao
polo virchoviano da infec¢do, demonstrando estar presente em uma quantidade semelhante
nos dois polos da doenca. Este fato reforca a caracteristica constitutiva da expressao desta
molécula. Porém, alguns estudos tém relatado alteracbes na expressdo do ICAM-2 em
patologias cronicas como doenca de Crohn e algumas malignidades linfoides, outras
pesquisas relatam uma reducdo na expressdo do ICAM-2 ocasionada pela exposicéo
prolongada a citocinas, o que pode ser um dos fatores que explicam as caracteristicas vistas
no nosso estudo, considerando que a hanseniase se desenvolve de forma lenta e cronica.
(KRISHMA, et al. 2014; LECCE, et al. 2013; GLOGOWSKA-LIGUS, et al. 2013).

No nosso estudo percebemos uma maior presenca, da integrina VLA-4 (04f1) no polo
tuberculdide. Sendo que houve uma correlacdo positiva moderada entre a imunoglobulina
VCAM-1 e o seu ligante VLA-4 neste mesmo polo da doenca. O polo virchoviano da
infeccdo apresentou um numero reduzido destas duas moléculas, (VLA-4 e 0 VCAM-1) além
de demonstrar uma correlacéo fraca entre estas duas adesinas. Sabendo que os linfécitos com
perfil Thl apresentam altas taxas de VLA-4, e que o endotélio também expressa esta proteina,
podemos assim criar uma correlacdo entre a expressdo desta molécula e do seu ligante
endotelial o VCAM-1 com o perfil de células encontrados nas formas tuberculéide da doenca,
fato este pode afetar diretamente a rolagem de linfocitos em direcdo ao tecido inflamado,
modificando a presenca de células com o perfil Thl no sitio da infeccdo (BONDER et al.,
2005; CAVERS, et.al., 2002; COSTA, et.al., 2003; OGAWA, et.al., 2010).

O bloqueio da integrina VLA-4 parece exercer uma reducdo significativa do influxo
dos linfocitos com o perfil Thl em direcdo ao tecido, este processo foi visito em células do
endotélio pés sinusoidais do tecido hepatico inflamado. Demonstrando assim a importancia da
integrina VLA-4 como mediador da resposta Thl, e reforca também a necessidade da
presenca do seu ligante endotelial 0 VCAM-1 neste processo. Avaliacdo da migracdo de
células da linhagem Th2 ndo demonstrou ser influenciada pelo bloqueio da integrina oaf1
(BONDER et al., 2005; SCHNEIDER-HOHENDOREF, et al., 2014).

Além da integrina VLA-4 estar diretamente ligada a infiltracao de células da linhagem
Th1, ela é responsavel para migragdo de linfécitos que apresenta a proteina CD11b, mediando
principalmente o aumento da presenca de células T CD4" no tecido inflamado. O mecanismo

envolto neste processo esta relacionado aos efeitos pro-inflamatorios de células T efetoras,
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mediadas pelo aumento da expressdo do INF-y e IL-2, o que reforga o perfil da presenca das
moléculas VLA-4 encontrado no nosso estudo, o qual demonstrou ser superior no polo
tuberculdide da infec¢do, aumentando assim a atividade desta integrina na presenca de células
T CD4 no tecido inflamado, realcando a participacdo desta células na ativacdo de uma
resposta imunolégica ativa contra o bacilo de Hansen (MINDUR, et al., 2014).

A possivel seletividade das adesinas no recrutamento de células Thl ou Th2 néo esta
totalmente elucidada, entretanto ndo s6 o bloqueio de integrinas como o da VLA-4, mas
também bloqueio das imunoglobulinas VCAM-1 pode resultar também em uma inibicdo da
adesdo de linfocitos Thl. Devemos ressaltar ainda que o bloqueio do ICAM-1 e do VCAM-1
influencia na migracdo dos linfocitos T CD8+ modificando assim a presenga de células
citotoxicas no tecido (BONDER et al., 2005; RADHAKRISHNAN et al., 2007).

No nosso estudo demonstramos que o polo virchoviano da infeccdo sofre uma reducéo
na expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1, VCAM-1 e VLA-4. O fator responsavel por
esta diferenca entre os polos pode estar relacionado aos altos niveis de IL-4 e a presenca de
TGF-p atua reduzindo a expressao destas adesinas. Podemos verificar ainda que o aumento na
expressao de VCAM-1 esta correlacionado a uma maior presenca de macréfagos no infiltrado
e uma concomitante presenca de linfocitos T CD4+ e CD8+ no tecido inflamado, fator este
que € visto no polo tuberculdide da infeccdo (HENSELEIT et al., 1994; SPOELSTRA et al.,
1999).

As linhagens de células T CD4+ e T CD8+ expressam diferentes moléculas de adeséo,
apesar disso ndo distinguir entre as linhagens de linfocitos, podemos observar que as células T
CD4+ expressam uma maior quantidade de moléculas do tipo CD11b e CD11c, as quais se
relacionam com ICAM-1 e VCAM-1 respectivamente. Os linfocitos T CD8+ também
expressam CD11b e CD11c porém, as células T CD8+ supressoras apresentam somente
CD11b e a linhagem de T CD8+ citotdxica expressam CD11c. Todos os linfocitos possuem
em sua membrana a forma CD11a (LFA-1), que parece ndo variar de acordo com a linhagem
de células (AGREWALA, KUMAR & VOHRA, 1997; CAVERS et al. 2002).

Quando realizamos a comparacao entre a presenca das moléculas ICAM-1 e VCAM-1,
no polo virchoviano, podemos observar uma menor quantidade de ICAM-1. Sabendo que o
LFA-1 se relaciona diretamente com a molécula ICAM-1, podemos reforcar a hipotese de que
0 déficit de ICAM-1 na membrana do endotélio influéncia negativamente sobre a taxa
linfécitos T CD4 observada no tecido (GOULART, PENNA & CUNHA, 2002).
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Devemos ressaltar ainda que quando realizamos a comparagéo entre os dois polos da
doenca, analisando a presenga marcadores VCAM-1 na forma tuberculdide em comparagéo
ao ICAM-1 na forma virchoviana, observamos uma diferenca significativa entre estas duas
moléculas, demonstrando que a expressao de VCAM-1 no polo tuberculdide é superior a
presenca de ICAM-1 no polo virchoviano, reforcando a hipétese de que a imunoglobulina
VCAM-1 participa ativamente da migracdo de linfécitos T CD8 citotoxicos observados na
forma tuberculdide da infeccdo (GOULART, PENNA & CUNHA, 2002).

7.2 PAPEL DA E-SELECTINA E P-SELECTINA SOBRE A MIGRACAO DE
CELULAS NAS FORMAS POLARES DE HANSENIASE

Além da participacdo ativa das imunoglobulinas e integrinas sobre o processo de
migracdo de leucdcitos durante a infeccao pelo bacilo da Hansen, podemos destacar também a
presenca das selectinas na membrana de células endoteliais, atuando sobre a fase inicial de
rolagem, resultando em uma interacdo entre os ligantes presentes nos leucocitos (PSGL-1,
Syalyl Lewis X e LCA) com estas adesinas presentes no endotélio (CHASE, MAGNANI &
SIMON, 2012).

A expressdo da E-Selectina é mediada por citocinas como TNF-a, IFN-y e IL-1, sendo
que a presenca desta selectina no endotélio pode variar de acordo com a estimulacéo
promovida por estes mediadores da resposta imunoldgica (STOCKER et al., 2000; HIRATA
et al.,, 2000; KULIDJIAN, ISSEKUTZ & ISSEKUTZ, 2002). Entretanto também sabemos
que a resposta inflamatéria pode levar ativacdo de varios agentes intracelulares que atuam
como mediadores do aumento destas citocinas, e consequentemente elevam a expressao de
moléculas de adesdo na parede do vaso, fortalecendo o ciclo que facilita a transmigracéo de
células (SU et al., 2012). No caso da E-Selectina a sua expressdo ocorre de forma méaxima 4
horas ap6s a estimulacdo das citocinas pro-inflamatorias, e a sua retirada da membrana é
realizada através da internalizacdo por endocitose e posterior degradacdo por lisossomos
(MULLER, 2012).

Podemos observa no nosso estudo uma correlagdo positiva entre as moléculas CD62E
e as imunoglobulinas ICAM-1, ICAM-2 e 0 VCAM-1, moléculas que estdo mais presentes no
polo tubercul6ide da infeccdo, fortalecendo o vinculo entre a expressdo destas moléculas
através da inducdo de citocinas pré-inflamatdrias. Fato este que facilita transmigracdo de
células mediadoras da resposta Thl, aumentando a capacidade de combate ao Mycobacterum

leprae. Podemos observar também uma variagdo da presenca da CD62E entre as forma
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polares de Hanseniase, e comprovamos através da imunomarcagdo que ha uma quantidade
maior desta molécula na forma tuberculdide da infecdo. Este fator pode favorecer de forma
direta a migracdo linfécitos T em direcdo ao tecido inflamado, sendo que o TNF-a e IFN-y
mais presentes na forma tuberculdide da doenca, pode ser o responsavel pela estimulacdo da
expressdo destas selectina neste polo. Deste mesmo modo o déficit destas citocinas,
apresentado pela forma virchoviana da infeccdo, pode afetar diretamente a presenca da E-
Selectina no endotélio e influenciar na reducdo da migracao de células T em direcdo ao tecido
(GOULART, PENNA & CUNHA, 2002; SULLIVAN, 1991).

Nas reacdes inflamatdrias da pele os linfécitos T parecem depender da E-Selectina
para sua migracdo demonstrando assim a importancia desta molécula. As analises dos estudos
que realizaram o bloqueio com anticorpos Anti-E-Selectina evidenciaram uma deficiéncia na
migracao de células T. Avalicdo da migracdo de linfocitos da linhagem Th1 na inflamacéo da
pele demonstrou que estas células sofrem uma reducdo significativa na sua migracdo, em
camundongos que tiveram delecdo da expressdo desta adesina, resultado que reforca o papel
da CD62E sobre o numero de linfécitos desta linhagem encontrados no tecido (SU et al.,
2012; MULLER, 2012). Alem disso, o bloqueio combinado da E-Selectina e da P-Selectina
parecem reduzir em até 70% a migracdo celular, demonstrando a importancia destas
moléculas e do estimulo indutor da expressao destas adesinas sobre o tecido inflamado.

Além de interagir com o0s outros ligantes leucocitarios as Selectinas também pode se
ligar a integrina VLA-4. Os estudos que analisaram o bloqueio simultdneo destas duas
moléculas (E-Selectina e VLA-4) demonstraram uma reducdo em 85% no recrutamento de
leucdcitos, comprovando que ocorre uma cooperacdo entre estas duas adesinas durante a
transmigracdo celular. O bloqueio Unico da integrina VLA-4 reduz em somente 60% a
migracdo linfocitos durante a inflacdo. Esta mesma andlise, agora aplicado a P-Selectina,
parece exercer uma influéncia minima na migracdo de células reduzindo em apenas 10% o
recrutamento de células T (ISSEKUTZ AC & ISSEKUTZ, 2002).

Alguns estudos sugerem também que a E-Selectina é um dos principais responsaveis
pela adesdo, sinalizacdo, captura e rolagem de neutréfilos sanguineos que se direcionam ao
tecido (CHASE, MAGNANI & SIMON, 2012). Estes dados fortalecem a hipétese levantada
pelo nosso estudo, de que a presenca ou o déficit destas moléculas no endotélio pode
influenciar diretamente o numero de células presentes no tecido e também alterar o perfil de
células de resposta imunoldgica encontrado no sitio da inflamacé&o.

Quando realizamos avaliagdo da presenca da P-Selectina no nosso estudo, podemos

perceber um perfil contrario ao apresentado pela E-Selectina. A presenca da molécula CD62P
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foi baixa em ambas as formas polares da infeccdo. Porém, a imunomarcacao desta molécula
na forma virchoviana foi superior ao apresentado pela forma tuberculdide da doenga. As
lesbes com caracteristicas tuberculdides demonstraram ter uma maior presenca da molécula
E-Selectina em comparacdo coma expressdo da P-Selectina, e quando analisamos o polo
virchoviano verificamos que a presenca da CD62P é semelhante a expressdo da CD62E. A
CD62P pode ser expressa na membrana do endotélio de forma constitutiva, sem a necessidade
da inducdo mediada por citocinas. Entretanto, sabemos que a Interleucina-4 é encontrada
principalmente na forma virchoviana da infeccdo, e que esta citocina pode ser responsavel
pela maior expressdo da P-Selectina em lesdes inflamatdrias cronicas. Além disso, estudos
demonstram que a presenca de IFN-y pode retardar a expressdo de P-Selectina em células
endoteliais humanas, isso pode influenciar diretamente o equilibrio entre as resposta Th1-Th2,
atuando sobre a transmigracdo dos leucocitos (GOULART, PENNA & CUNHA, 2002;
SULLIVAN, 1991; HICKEY etal., 1999; HIRATA et al., 2000).

O que esta claro é que tanto a P-Selectina como a E-Selectina parecem agir de forma
semelhante sobre o recrutamento de linfocitos, e percebemos pelo nosso estudo que o déficit
na expressao da E-Selectina encontrado na forma virchoviana da doenca pode estar
influenciando a migragdo de Linfécitos T CD4", fato este que prejudica diretamente a
capacidade de resposta imunoldgica vista no tecido.

Além de participarem na transmigracdo de linfocitos, as duas selectinas (E-Selectina e
P-Selectina) favorecem a migracdo de neutrofilos em direcdo ao tecido inflamado, a E-
Selectina promove uma juncdo de forca tensional que facilitam a reducdo na velocidade de
passagem da célula e auxilia na primeira etapa de migracdo dos neutréfilos (KADONO,
2010). As andlises que realizaram o bloqueio da P-Selectina demonstraram uma significativa
deficiéncia na migracdo de neutréfilos em direcdo ao tecido inflamado. O que fortalece o
papel desta molécula como mediador na migracdo de células polimorfonucleares (LUO et al.,
2013).

A interacdo das selectinas com os leucdcitos ndo favorece somente a transmigracao
tecidual e este mecanismo parece estar integrado ao processo de ativacdo de um sistema
intracelular que sinaliza para producdo e expressdo outras integrinas e imunoglobulinas. O
papel inicial na adesdo e rolagem de leucocitos mediado pela E-Selectina e a P-Selectina
parece estar diretamente ligado a uma cascata de eventos celulares que cooperam, resultando
na ativacdo das células endoteliais, que promovem a expressdo de mediadores de adesdo
firme como as ; integrinas, dando continuidade na rolagem dos leucdcitos e na
transmigracéo celular (WHYTE et al., 1996; HIRATA et al., 2000; LUO et al., 2013)
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8. CONCLUSAO

que:

Considerando os objetivos propostos pelo estudo, os resultados nos permitiu concluir

Houve uma maior presenca das moléculas de adesdo na forma tubercul6ide da
infeccdo o que pode ser diretamente influenciado pela maior presenca de citocinas
pré-inflamatorias neste polo da doenca;

A maior presenca das imunoglobulinas ICAM-1, VCAM-1 e a integrina VLA-4
demonstram a importancia destas moléculas na migracéo e na selecdo das células que
chegam ao tecido inflamado. O que determina a elevacdo na presenca de células CD4
e maior ativacao a via citotdxica do polo tuberculdide.

As moléculas E-Selectina e P-Selectina, participam ativamente do processo de
migracdo celular, destacando assim a presenca da E-Selectina no polo tubercul6ide
que pode auxiliar diretamente a capacidade de migracdo celular e formacgdo do
infiltrado inflamatorio.

A falha na inducéo da expressdo CD62E na forma virchoviana destas moléculas se
assemelha a presenca da P-Selectina. Porém as duas apresentaram uma baixa
imunomarcagdo,. Este fator interfere diretamente na capacidade de migracao celular,

potencializando o déficit imunoldgico visto na forma virchoviana da infeccao.
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Em resumo podemos concluir que o polo tuberculdide ndo s6 expressa uma maior
quantidade de adesinas, mas também é beneficiado através da capacidade da predilecao
destas moléculas pela migracdo de celulas com o perfil Thl em direcdo ao tecido

inflamado, fato este ndo foi visualizado no polo virchoviano.
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