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RESUMO

MENDES, Mayara Abud. Avaliagdo da modulacdo da esgfio énica e proteica pela Talidomida em
biopsias de lesdes de pele de pacientes com EritemasNddansénico. Rio de Janeiro, Margo de 2015. 118
Folhas. Dissertacdo (Mestrado). Laboratério de Eailase - Instituto Oswaldo Cruz - Fundacao Oswaldo

Cruz - Rio de Janeiro, Brasil.

Introducdo: O Eritema Nodoso Hansénico (ENH) consiste nodestde emergéncia mais importante da
hanseniase e representa a principal causa dedobas acometendo a pele e muitos outros érgdos. A
presenca de infiltrados contendo células polimarfbeares é frequentemente comum para este tipeegéa

e esta relacionada com o aumento da inflamacao. dama&aracteristicas com o ENH é a resposta clagica
tratamento com Talidomida (Tal), acompanhada paa significativa reducdo no nimero de neutréfilos na
lesbes e reducgdo de citocinas pro-inflamatdfigetivo: Identificar o perfil de express@o génica das lesde
ENH, antes e apds o tratamento com a Talidomidabesna de um melhor entendimento dos mecanismos
imunopatogénicos e quais alvos moleculares séo lembaki pela TalidomidaJateriais e Métodos: Biopsias

da lesdo de pele foram obtidas de quatro paciemdesiomento do diagndstico do ENH e 7 dias apos
tratamento com Tal e submetidas a analise de mrerga. A partir desses resultados, os alvos mtdeesi
foram selecionados para a validacdo, em novasibgpe lesdo de pele obtidas de dez novos pacigutes
RT-PCR em tempo realestern blottingWB) e imunohistoquimica (IHResultados:Dentre 0s processos
biolégicos identificados na analise do microarran® de maior significancia estatistica foram oefposta
imune e ferimentos. Para validacdo por RT-PCR enpdtereal foram selecionados genes correlacionados a
imunopatologia do ENH. A anélise da expressdo gémostrou um reducédo dos niveis de RNAnTHNE;
VCAM1; THBS1; ADAM12; MMP1; Cyr6l; CASP1; CDhés lesbes ENH tratadas com Talidomida em
comparagdo com o grupo ENAs andlises por WB e IH das lesdes ENH revelaraenagexpressao proteica
da TNC, PTX3 e CD16a foram globalmente reduzidasesdes apds o tratamento com Tainclusdo:Em
resumo, nossos dados sugerem relevéancia clinicalelis moleculares (TNC, PTX3 e CD16a) na patogénes
da injdria tecidual da hanseniase estudados nextonda Talidomida, uma droga eficaz para o tratdonéo

ENH e responsével pela reduc¢do significativa dittiaflo neutrofilico. Dessa forma, nossos estuddgam

que a Talidomida pode modular negativamente aiigravés da diminuicdo da expressao de TNC que é
altamente expressa durante os processos de @cdmizle feridas e inflamagdo; PTX3, um importante
marcador de inflamag&o vascular; e CD16a exprassweeitrofilos e que reconhecem imunocomplexos.
Comité de ética:Comité de Etica em Pesquisa da FIOCRB@oio financeiro: FIOCRUZ, FAPERJ, CNPq

e CAPES Palavras-chavesHanseniase, Eritema Nodoso Hansénico, Talidomidzosranjo.
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ABSTRACT

MENDES, Mayara Abud. Evaluation of the modulatidngene and protein expression by Thalidomide in
biopsies of skin lesions of patients with Erythem@dosum leprosum. Rio de Janeiro, March 2015. 118
pages. Dissertation (Master’s degree). Leprosy taboy - Oswaldo Cruz Institute - Oswaldo Cruz

Foundation - Rio de Janeiro, Brazil.

Introduction: Erythema nodosum leprosum (ENL) is the most ingurtritical state of leprosy and is the
leading cause of hospitalization, affecting thenskind many other organs. The presence of infikrate
containing polymorphonuclear cells is frequentlyncoon for this type of reaction and is related toréased
inflammation. One of ENL’s characteristics is tHiical response to treatment with Thalidomide (Jha
accompanied by a significant reduction in the numbfk neutrophils in lesions and pro-inflammatory
cytokines.Objective: To identify the gene expression profile of ENkitins before and after treatment with
Thalidomide in search of a better understandingnohunopathogenic mechanisms and molecular targets
which are modulated by Thalidomiddaterials and Methods Biopsies of skin lesion were obtained of four
patients at the time of being diagnosed with ENH @rdays after treatment with Thalidomide, and scifgid

to microarray. From these results, the moleculagets were selected for validation in new biopsieskin
lesion obtained from ten new patients, by real tinRI-PCR, western blotting (WB) and
immunohistochemistry (IHResults Among the biological processes identified in #malysis of microarray,
those with the highest statistical significanceeviéye immune response and injury response. Gemesated
with immunopathology of ENL were selected for vation by real time RT-PCR. The analysis of gene
expression showed reduction in levels of mMRNA of CFNVCAM1; THBS1; ADAM12; MMP1; Cyr61;
CASP1; CD16 in ENL lesions treated with Thalidomideomparison with the ENL group. The IH and WB
analysis of ENL lesions revealed that the proteipressions of TNC, PTX3 and CD16a were globally
reduced in tissue lesions after treatment with TRanclusion In summary, our data suggests clinical
relevance of molecular targets (TNC PTX3 and CD16#)e pathogenesis of tissue injury of leprosydid

in the context of Thalidomide, an effective drug fbe treatment of ENL and responsible for a sigaift
reduction in the neutrophil infiltration. Thus, atudies indicate that Thalidomide can modulateatiegly to
injury by decreasing the TNC expression that ishlyigexpressed during the healing of wounds and
inflammation; PTX3, an important marker of vascufdlammation; and CD16a expressed in neutrophits a
recognizing immunocomplexes.

Ethical comittee: Committee of Ethics of Research of FIOCRWZnding support: FIOCRUZ, FAPERJ,
CNPq and CAPEX ey words: Leprosy, Eythema Nodosum Leprosum, Thalidomidesrbéirray.
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1. INTRODUCAO

1.1. Hanseniase
1.1.1. Aspectos historicos

A hanseniase é considerada por muitos autores con@g das enfermidades
mais antigas conhecidas pela humanidade, e é amplemonhecida pela designacéo
de lepra. A terminologidepra teve origem em traducgdes biblicas do hebraico para
grego, a partir da palavra hebraitsaraath Porém, este termo foi utilizado para
designar diferentes doencas dermatologicas densrigariaveis (Trautman, 1984). No
Brasil, em 1976, o termdéepra foi substituido porhanseniaseem homenagem a
Gerhard Hansen, que descreveu o patdgeno causadimedca. Essa substituicdo foi
devido a conotacdo pejorativa do termo anteriomantentativa de amenizar o forte
estigma social remetido a palavra. Entretanto, stenem 1995, com a lei federal 1.010
/ 95, foi terminantemente proibida a utilizacaaelono lepra (Trautman, 1984).

Os textos antigos descrevem a existéncia da hasseam paises como China,
india e Egito, em cerca de 600 a. C.; além dissstps de esqueletos que evidenciam
caracteristicas da doenca foram encontrados na HEBitowne, 1985). A suposta
origem da doenca € atribuida ao subcontinente rindidendo sido introduzida,
posteriormente, na Europa através dos soldadosgmge regressavam da campanha
indiana de Alexandre, o Grande (Browne, 1985). D&cia, acredita-se que a doenca
tenha se espalhado pelo entorno da bacia do Mexdhiesr, tendo sido os romanos, 0s
resposaveis por sua introducdo na parte ocideatBudopa. Entretanto, pouco se sabe a
respeito de sua presenca na Africa sub-saariasajegue a doenca estava presente
anteriormente a era colonial. Da india, acreditause a hanseniase tenha se espalhado
para a China e, em seguida, para o Japao, atingiima® do Pacifico como a Nova
Caledonia, tdo recentemente quanto o século XIX.

Em 2005, Monott al. forneceram evidéncias de um esquema evolutivd gera
para oM. lepraee, com base na interpretacdo dos dados de genéamgaarativa, foi
demonstrado que todos o0s casos existentes de hasesedio atribuiveis a um unico
clone cuja disseminacdo mundial pode ser refeparar da analise de polimorfismos
de nucleotideo Unico muito raros. Dessa forma, enckn parece ter se originado na
Africa Oriental ou proximo do Oriente e se dissesniatravés de sucessivas migracées



humanas. Acredita-se, ainda, que europeus ou afritenos foram responsaveis pela
introduc&o da doenca na Africa Ocidental e nas Axagmos Gltimos 500 anos (Monot
et al, 2005).

Os individuos que tinham a doenca eram enviado$epossarios ou excluidos
da sociedade, pois a enfermidade era vinculadanbo$ds negativos como pecado,
castigo divino ou impureza, ja que era confundigia cloencas venéreas. Por medo de
contagio pela moléstia — para a qual ndo havia par&poca — os enfermos eram
proibidos de entrar em igrejas e tinham que usstingentas especiais e carregar sinetas

gue alertassem sobre sua presenca (figura 1.Xr@zia2013).

Figura 1.1. Entalheem madeira, de artista ndo identificado, demonstraso cristédo socorrendo um
leproso, Frankfurt, 1571. Atente-se para o “chocalho” prasocinto do doente (Medicine Man — The
forgotten Museum of Henry Wellcome, 2003).

Por falta de conhecimento especifico, a hanseei@smuitas vezes confundida
com outras doencas, principalmente doencas deidgatak e venéreas, por iSSO O
preconceito em relacdo ao seu portador; tendo esta vjjue sua transmissao
pressupunha um contato corporal, muitas vezes dearema sexual e, portanto,
relacionado ao pecado (Andrade, 1996; Fiocruz, 2013

Os primeiros casos de hanseniase no Brasil foraificados em 1600, na

cidade do Rio de Janeiro, onde, anos mais tardefitmlo o primeiro lazareto, local



destinado a abrigar os doentes com lepra, que tangdvém chamados na época de
lazarentos ou doentes de Lazaro. Alguns autoresliteom que a doenga teve inicio em
varios pontos do litoral, com o0s primeiros colodi@m@s portugueses e escravos
africanos (Andrade, 1996; Eidt, 2004).

Por muito tempo, a hanseniase foi negligenciadaneiste em 1920 foi criado o
Departamento Nacional de Saude Publica, por Cdatlosgas, que organizou uma
atividade sanitaria para o combate da doenca (Aedra996). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a hansenias@gmé&las doencas negligenciadas
de maior interesse no cenario brasileiro, e comati@lmente, uma das prioridades de
acdo do "Programa de Doencas Negligenciadas" destdiio da Saude, juntamente
com a esquistossomose, dengue, doenca de Chaghasdriose, filariose linfatica,
oncocercose, infeccdes por helmintos transmitidedo psolo, tracoma e raiva
(Departamento De Ciéncia E Tecnologia, 2010).

A hanseniase esta incluida no grupo de doencasciofas de notificacdo
obrigatéria devido a sua incidéncia / prevalénci@nicidade, relevancia social e
econdmica, morbidade (relacionada a deficiénciaferchidades), e também porque é
uma doenca transmissivel (exclusiva entre seresahos), passivel de tratamento e de
controle. Devido a inexisténcia de uma vacina dfipaca sua prevencdo depende da
eficacia oportuna de agfes de diagnodstico e tratan{@enneet al, 2011). A doenca
afeta principalmente pessoas em idade produtiuasacalo altos custos econdmicos,
tanto diretos (relacionados a tratamento e reabdd) e indiretos (relacionados a perda
de potenciais anos de vida, além dos estigmasis@irala associados com a doenca)
(Penneet al, 2011).

1.1.2. Epidemiologia

A resolucdo da 442 Assembléia Mundial de Saude 1(198efiniu como
eliminacdo da hanseniase a prevaléncia de regadtaixo de 1 caso para 10.000
habitantes, meta programatica que deveria teradtdmcada pelos paises endémicos até
2000 (Noordeen, 1995).

Apesar de curavel, a hanseniase continua a senpartante problema de saude
publica nos paises em desenvolvimento. O regidobap da doenca relatado pela

OMS, no inicio de 2012, foi de 232.876 novos calrisctados. Neste mesmo ano, na
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india foram relatados 134.752 novos casos, segindBrasil com 33.303 e Indonésia
com 18.994 casos (Worobec, 2012; OMS, 2012).

O numero de novos casos notificados é importartis, ipdica a presencga de
infeccdo na comunidade. Enquanto 16 paises ratatardices> 1000 novos casos,
varios outros tém reportado poucos, ou nenhum @adongo dos ultimos anos. Entre
esses paises, india, Nepal, Nigéria, Costa do MaFilipinas, Sud&o do Sul, Sri Lanka
e Republica Unida da Tanzénia relataram mais noasss em 2012 do que no ano
anterior. Os novos casos relatados a partir ddssgsises sdo responsaveis por 95 %

do total de novos casos notificados em todo o0 mgwddO, 2013).
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Figura 1.2. Taxas de prevaléncia mundial da hansemde reportadas a OMS, no inicio do ano de
2012, referentes ao ano anteriorAs taxas de prevaléncia correspondem a cadad G&Bitantes. Os
paises em destaque representam o Brasil (AmériGakl@ o Sudo (Africa) (Adaptado de OMS, 2012).

Os 115 paises que reportaram novos casos de hasesé@nin sido estratificados
em cinco categorias (zero casos, 1-9 novos ca®e89 hovos casos, 100-999 novos
casos e 1000 novos casos), de acordo com o0 numero relaad@012. A grande
variacdo no numero de casos relatados por esses paflete a distribuicdo desigual da
doenca e implica uma necessidade de estratégiasgicadds para cada categoria de
paises, a fim de melhorar a cobertura da popul@y&tD, 2013).

Com énfase no diagndstico precoce como principehrigenta disponivel para

alcancar a meta estabelecida pela estratégia gilebatforco, pode esperar-se que o



relato de novos casos aumente. Entre as regi0e®Mid, este aumento € visto
principalmente no Sudeste Asiatico e Regifes afasd\WHO, 2013).

A distribuicdo dos novos casos detectados em 2&i2todas as regides da
OMS (figura 1.3), foi semelhante aos resultadosaiuss anteriores. A regidao Sudeste
da Asia foi responsavel por 71 % dos novos castec@elos em todo o mundo, com
16% das Américas, 9 % da Africa, 2 % das regiGesldditerraneo Oriental e 2 % das
regibes do Pacifico Ocidental (WHO, 2013).

Regido do Pacifico Ocidental, 5.393 (2%)

Regido do Mediterranio Oriental , 4.235 (2% ~— / - .
[ Regido Africana, 20.599 (9%)

Regido das Américas, 36.178 (16%)

Regido do Sudeste da Asia, 166.455 (71%

Figura 1.3. Distribuicao de novos casos reportadasm 115 paises, nas regides da OMS, no ano de
2012(WHO, 2013).

O Brasil contribuiu com 16 % desses casos e repi@seais de 90 % dos casos
das Américas (WHO, 2012). Em 2012, dos 33.303 sioaso0s detectados, 2.446 foram
em individuos menores de 15 anos e o coeficienfgalaléncia foi de 1,51 para cada
10 mil habitantes (MS, 2013).

A distribuicdo da hanseniase em diferentes regifie8rasil € heterogénea.
Existem parametros muito elevados de endemicidadssregides Norte e Centro-
Oeste, e em algumas capitais da regido NordestauBo lado, varios estados, regides
metropolitanas e cidades do Sul e Sudeste do Bapsdsentam baixas taxas de
prevaléncia e reducdo na deteccdo de novos casass dfigura 1.4) (MS, 2012). A
distribuicdo espacial heterogénea dos casos impliccessidade de adogdo de politicas

apropriadas as diferentes realidades do pais.
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Figura 1.4. Padrdo de endemia da hanseniase no Bitdsaseado nos indicadores epidemiolégicos do
Ministério da Saude, 2012 (MS, 2012Parametros para a determinacéo do padrdo de endeipeés:
acima de 40 casos / 100.000 habitantes; Muito 2floa 39 casos / 100.000 habitantes; Alto: 10 a 19
casos / 100.000 habitantes; Médio: 2 a 9 cas08.0Q0 habitantes; Baixo: menos de 2 casos / 100.000

habitantes.

No Brasil, uma reducdo gradual nas taxas de detededovos casos pode ser
observada (WHO, 2012). No entanto, o diagnosticoaes casos continua e devera
manter-se ao longo dos proximos anos, ou até mdseadas (Schreudet al, 2012).

O impacto de fatores operacionais, as diferencg®nais de endemicidade, e até
mesmo o proprio significado do coeficiente de dgiecem relacdo a real incidéncia da
doenca sdo questdes que permanecem em abertog(Notai, 2008).

Em 2012, no municipio do Rio de Janeiro, o codiiteiede prevaléncia foi de
0,81 por 10.000 habitantes, com deteccdo de 47%snaasos (7,56 / 100.000
habitantes). O coeficiente em menores de 15 anae®,77 por 100.000 habitantes e a
incapacidade grau 2 ao diagndstico ocorreu em 4teqas (10,2 %) (Secretaria

estadual de saude do Rio de Janeiro, 2012).



1.1.3. Agente Etioldgico

A hanseniase possui como agente etiologiddyoobacterium lepraedescrito
pelo médico noruegués Gerhard Amauer Hansen em T&rbém conhecido como
bacilo de Hansen, possui forma de bastonete, gomitivw, com lados paralelos e
extremidades arredondadas, de 1,5 a 8 micra dergoergo por 0,2 a 0,5 micra de
largura, de crescimento lento (12 a 13 dias), garastracelular obrigatorio, com
predilecdo pelas células de Schwann nos nervo$peos e macréfagos na pele,
podendo também ser encontrado em células epitéRass, 1985).

Assim como outras micobactérias, € considerado w@tildb &lcool-acido
resistente (BAAR), pois se cora em vermelho petaifia e é resistente a descoloracao
pela lavagem com solucdo alcool-acida (método Aklken). Em cortes
histopatoldgicos, os bacilos podem se apresentéord® isolada ou em aglomerados
compactos, chamados de globias, nestas os bagilrscentram fortemente ligados por
material gelatinoso (Ress, 1985).

A parede celular micobacteriana possui caracteasti Unicas, sendo
impermeavel a diversos compostos, uma caracterisdigponsavel pela resisténcia a
inUmeras drogas. O envoltério celular Mo lepraeé formado, na por¢cdo mais interna,
por uma membrana plasmatica seguida de uma camadgegtideoglicanos
covalentemente ligada a arabinogalactana. Os aaidoslicos estdo ligados nas
porcdes terminais de arabinose da arabinogalacdac@nada mais externa € composta
por lipopolissacarideos livres, glicolipideos e fdtipideos. A céapsula possui
glicolipideos, onde o mais abundante é o glicosipidendlico | (PGL-I), presente
somente enM. leprae conferindo especificidade imunoldgica a essegeato (Hunter
e Brennan, 1981).

A entrada do bacilo no nervo é mediada pela ligalth®GL1 com a laminina
da célula de Schwann (Fitzpatrick, 2008). O PGlofstitui cerca de 2 % da massa
total bacteriana e caracteriza-se por ser um argigspecifico do bacilo, podendo ser
encontrado no sangue, tecido e urina dos paci¢fbss, 1997).

Experimentac¢des utilizando modelas vitro - culturas de células nervosas
infectadas conmM. leprae- (Mukherjee e Antia, 1986) m vivo — tatus inoculados
intravenosamente coM. leprae- (Scollard, Mccormick e Allen, 1999) confirmaram
tropismo desse patdgeno por nervos periféricose @nthteracdo dMl. lepraecom a

célula de Schwann leva ao dano neural, desmietiiizae perda da condutividade



axonal (Tapinos, Ohnishi e Rambukkana, 2006). pssdilecdo do patdégeno pelos
nervos periféricos (Stoner, 1979; Shimeji al, 1999) poderia explicar as lesdes
observadas nos pacientes, assim como as deformpedea de sensibilidade e atrofias,
que caso nao tratadas adequadamente, podem eyaitdar incapacidades fisicas
permanentes.

Apesar daM. lepraeter sido o primeiro patdgeno a ser identificadme@gente
etiolégico de uma doenca infecciosa, nunca foi ipes seu cultivo em meio de
cultura axénica, explicavel pela falta de alguméss \biossintéticas sugeridas pelo
sequenciamento genémico (Cad¢ al, 2001). Em 1960, Shepard desenvolveu uma
técnica que possibilitou a inoculacéo Me leprae na pata de camundongo, onde o
bacilo apresentou crescimento localizado e limitadoque possibilitou inUmeras
pesquisas sobre o mesmo (Shepard, 1960). Além, d&sdoram descritos modelos
experimentais em tatu e em camundongos timectooszadrradiados (Hastings, 1994;
Talhari e Neves, 1997). Entretanto, a impossikdelao cultivo bacterian vitro,
aliado ao fato de que dentre todas as bactériasecmas, oM. leprae apresenta o
maior tempo de duplicacdo, em torno de 21 diagesemtam grandes barreiras na
pesquisa de area basica (Martetlal, 2002).

A localizacdo das lesGes da hanseniase no corppatisntes sugere que 0S
bacilos tenham preferéncia por temperaturas mewargsie 37° C, o que pode explicar
a sua predilecado por areas superficiais do corpaoca pele e nervos periféricos. O
bacilo pode manter-se viavel fora do organismogtérl0 dias em temperaturas de 4°
C; e em secrecao nasal, em temperatura de 20p8ft @té 7 dias (Shepard, 1965).

O M. lepraefoi uma das primeiras bactérias patogénicas geeatin 0 genoma
completamente sequenciado (Cefeal, 2001). Uma caracteristica que diferencia o
bacilo de Hansen de outras micobacterioses é swglitcicdo gendmica, que é formada
por 1604 genes com proteinas codificadas e 50 gerasmoléculas de RNA estaveis
(Coleet al, 2001).

A comparacdo do genoma dd. leprae com o de outras micobactérias
demonstra que esse patdgeno passou por um pradesselucdo redutiva, no qual
determinados genes se tornam inativos, uma vezcquas funcbes ndo sdo mais
necessarias em nichos altamente especializagegtando em uma possivel perda de
mais de 2000 genes. Esse processo é documentadotera parasitas intracelulares
obrigatorios, comoRickettsia e Chlamydia spp., em organismos endossimbiontes

(Stinearet al, 2007), e enM. ulcerans(Andersson e Andersson, 1999; Stinetal,
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2007), onde determinados genes se tornam inatives,vez que certas funcées nao sao
mais necessarias em nichos altamente especializBdosconta dessa reducdo no
genoma, oM. leprae tornou-se dependente dos produtos metabdlicosdosnnas
células do hospedeiro, sendo por isso, dificil w @dtivo em meio artificial (Daffe e
Draper, 1998).

1.1.4. Transmissao

Os mecanismos de transmissdo da hanseniase ainda s@d bem
compreendidos. Estudos demonstram que 0s contatgsacientes com hanseniase
apresentam um risco maior de desenvolver a doemgagelacdo a populacdo normal
(Santos, Faria e Menezes, 2008). Acredita-se qaéransmissao seja através de pessoa
a pessoa, devido a propagacao de aerossol nagatioulas do trato respiratério, sendo
as vias aéreas superiores a principal porta dedate via de eliminacdo do bacilo
(Talhari e Neves, 1997; Santos, Faria e Menez&8g)20

Estudos demonstraram que o0s pacientes lepromapustesn abrigar elevada
carga bacteriana, até 7.000 milhdes de bacilos rangnama de tecido, enquanto que
nas demais formas da doenca, a carga bacilar éecdahpor ser muito menor, da
ordem de um milhdo de bacilos no total (Talhari evé$é, 1997; Santos, Faria e
Menezes, 2008).

O M lepraetem sido encontrado em numeros elevados (100 esldé bacilos
viaveis por dia) na mucosa nasal (Davey e Reedl)18pesar da pele ter sido sugerida
como uma possivel via de transmiss&o, esta hipatesen foi comprovada. A medida
que a viabilidade do bacilo fora do corpo esterelaeslongo de um periodo que varia
de 36 horas a 9 dias, dessa forma, fomites podesengeenhar um papel na
transmisséao.

Nenhuma relacéo entre o bacilo e um vetor temesstimbelecida, entretanto esta
possibilidade ndo pode ser excluida. Como a hamsemao € uma doenca altamente
contagiosa, algumas condicbes devem ser conheaidas que um hospedeiro possa
estar infectado. Além disso, casos de hanseni&®ectidide transmitida através de
tatuagem tém sido relatados, principalmente naal@horpade, 2009); bem como a
transmissao vertical, de forma que, diades de m@iiao- devam ser acompanhdas
(Duncanet al, 1983).



Acrescenta-se, ainda, a presenca de relatos denwoeaicdo por fluidos
corporais, tais como leite, sémen, suor e secre¢gdgiais, mas estes ndo possuem
significancia epidemioldgica na disseminacdo dadgdio (Talhari e Neves, 1997; Van
Beers, De Wit e Klaster, 1996).

Recentemente um estudo buscou detectar materigtigendo patégeno em
raspados bucais de pacientes hansenianos e con@gosnesmos na tentativa de
determinar 0 envolvimento da mucosa oral na trassioi da doenca.
Interessantemente, quando os pacientes foramifsidds segundo a fonte de coleta
da amostra (raspados nasal, bucal, ou ambos) aquefesiderados paucibacilares
apresentaram uma maior frequéncia de DNAVddepraeem swabsbucais, enquanto
aqueles considerados multibacilares a deteccad\bFodd bacilo foi mais frequente em
swabsnasais. Essa foi a primeira evidéncia que a muooak principalmente em
individuos paucibacilares, pode ter uma importamygicacdo para a transmissao do
bacilo. Entre os contatos domiciliares analisadosestudo, aproximadamente 7 %
apresentaram positividade para a deteccdo do DNAVdédeprae Isso reforca a
evidéncia que contatos domiciliares podem ser adores do bacilo e representar uma
segunda fonte ativa de transmissao, contribuinda padisseminacdo da hanseniase
(Martinezet al,, 2010).

O M. lepraepossui alta infectividade e baixa patogenicida&tmedita-se que
mais de 95 % dos individuos que habitam areas endérsejam resistentes a infeccéo
pela micobactéria e ndo apresentem sintomas ciieicte detectaveis (Godat al.,
1972). Considera-se o homem como o principal haspea reservatorio do bacilo,
apesar do relato de animais selvagens naturalmafgetados (tatus, macacos e
chimpanzés). Os pacientes portadores de formasbauilares sdo considerados a
principal fonte de infeccdo, ndo obstante o pama paucibacilares na cadeia de
transmissao ja ter sido demonstrado; sendo imgertassaltar que, para se adquirir a
doenca € necessario contato proximo e prolongaddS(02012). Entretanto, a
existéncia de portadores sadios tem sido relatattss gestudos de DNA utilizando a
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCRprano papel desses individuos na
transmissdo e o seu risco de adoecimento nao restigéinidos (Visschedijlet al,
2000).

Apesar doM. leprae ser um patdgeno intracelular obrigatério, algusisidos
buscaram identificar a presenca do patdogeno emvetédos “ndo-humanos”; como,

por exemplo, amostras ambientais (Desikan, 1977sikBe e Sreevatsa, 1995).
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Matsuoka e colaboradores relataram a presenca ded@MW. lepraeem amostras de
agua de locais com altos indices de prevalénclaadseniase na Indonésia (Matsuoka
et al, 1999). Outro estudo, também utilizando uma algwaemolecular, identificou
material genético do patégeno em amostras de sulcareas endémicas na India
(Lavania et al, 2008). Entretanto, ainda se faz necessario nmeshestudos para
compreender a relevancia do ambiente e de outmerviodrios na dinamica de
transmissao da doenca.

Embora a hanseniase hoje se mantenha nos paisepaobags e nos estratos
referentes a populacbes menos favorecidas, ndabgea® certo o peso de variaveis
como moradia, estado nutricional, infeccbes contamtes (por exemplo: HIV e
malaria), e infec¢des prévias por outras micobmsteO papel de fatores genéticos tem
sido avaliado ha muito tempo; a distribuicdo dangaeem conglomerados, familias ou
comunidades com antecedentes genéticos comung ssgjarpossibilidade (Van Beers,
De Wit e Klatser, 1996; Visschedigt al, 2000; Cardoset al, 2011).

A interrupcao da transmissao da doenca esta rakadocom inimeros fatores:
ambientais, sécio econdmicos, resposta imune eispgicdo genética de cada
individuo, representando um grande desafio panar@gramas de controle da doenca
(OMS, 2012).

1.1.5. Diagnostico

O diagnéstico da hanseniase € realizado por meidesfgificacdo de sinais e
sintomatologia, analise da histéria epidemiolégecaondicbes de vida do paciente,
exame dermatoneuroldégico para identificar lesbesreas de pele com alteracbes de
sensibilidade e / ou comprometimento de nervodé@@ms (sensitivo, motor e / ou
autondémicos) (MS, 2010).

Pela Organizacdo Mundial de Saude e Ministério dad8&, a hanseniase é
definida pela presenca de um ou mais dos segyatésetros: lesdo (6es) de pele com
alteracdo da sensibilidade; acometimento de nesyocdm ou sem espessamento,
associado a alteragbOes sensitivas e / ou motofagueautondmicas ou baciloscopia
positiva (MS, 2010; OMS, 2012).

Em certos casos se faz necessario o uso de fei@snammplementares, como

exames baciloscépicos e histopatolédgicos, pardiauai confirmagédo do diagndstico e
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classificacéo clinica da doenca. O exame bacilosod®e esfregacos cutaneos (linfa de
I6bulos auriculares, cotovelos e / ou lesbes stagedleve ser realizado em todos 0s
pacientes com suspeita clinica da hanseniase. Alodmnpia apresenta alta
especificidade e baixa sensibilidade. Além disasspi facil execucédo e baixo custo,
embora necessite de laboratorio e profissionaiditaalos para a sua execucao. Esse
exame consiste na contagem de bacilos em micrasdigico apos a coloracdo do
esfregaco pelo método de Ziehl-Nilsen (Cocito e ville] 1985). Nas formas
paucibacilares, e em alguns pacientes multibasilabeexame apresenta resultados
negativos, entretanto resultados positivos cl&ssifi 0 caso como multibacilar,
independente do niumero de lesdes apresentadgsgoéote (MS, 2010b).

Para os exames histopatoldgicos sdo utilizadasibi®putaneas da area da lesao
ou do ramo sensitivo dos nervos periféricos. Ness®, 0s bacilos presentes nas
bidpsias podem ser detectados através da colopgaométodo de Wade (Cocito e
Delville, 1985). Esse tipo de exame é utilizado diagndstico, na classificacdo das
formas clinicas e para caracterizar os estadosoreas. Devido as dificuldades
operacionais para 0 seu uso, pois necessita de dpaanatomia patologica, passou a
ser considerada como uma classificacdo destinadamteos especializados e trabalhos
de pesquisa (Fleury, 2005).

O PGL-1, um glicolipideo presente em abundancipamade ddV. leprae é um
antigeno especifico do patdgeno, e constitui 2 ¥hassa total bacteriana, podendo ser
facilmente encontrado nos tecidos infectados, samiculante e urina de pacientes
multibacilares, sendo responsavel por desencademresposta imune humoral precoce
(Choet al, 1983; Hunter e Brennan, 1981).

Devido a essa especificidade imunoldgica, foi p@dsidesenvolver
imunoensaios, principalmente utilizando a técnica HLISA Enzyme-linked
immunosorbent asspycapazes de detectar anticorpos contra o antigétsl, no qual
0s niveis de producdo do IgM anti-PGL-1 indicam csxgho aoM. leprae e
correlaciona-se com a baciloscopia (Lafesteal, 1991). A deteccdo de anti- PGL-1
também pode ser realizada através de testes denagéo com particulas de gelatina
(MLPA), dipsticke através do teste fluxo lateral.

O teste de fluxo lateral é um teste rapido reatizaish 10 minutos e que possui
correlacdo com a técnica de ELISA, demonstrandosaihsibilidade na classificacédo de
pacientes com a forma severa da doenca (97,4 %9 especificidade em comparacéo

com grupos controle (90,2 %) (Buhrer-Séketal, 2003). Dessa forma, a deteccéo de
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anticorpos anti-PGL1 pode contribuir para a avabago nivel de exposicdo dos
contatos com maior risco de desencadear a doengdiaa na classificacdo dos
pacientes e no monitoramento da eficacia do trateomem virtude do seu declinio
durante e apds o tratamento, contudo nem todosacientes portadores da doenca
apresentam titulos anti - PGL1 (Mowraal, 2008; Buher — Sékukt al., 2008).

Um dos maiores avan¢os no diagnéstico laboratatéalhanseniase foi o
desenvolvimento de ensaios moleculares para agdetedo bacilo, principalmente
baseados na técnica de PCR. A alta especificidadasbilidade dessa técnica permite
sua utilizacdo a partir de uma variedade de ansostmaicas, tais como linfa, sangue,
secrecdo nasal, esfregacos cutaneos e biopsiatede pervos (Goulart, 2007).

Alguns estudos apontam uma sensibilidade de 90 %a paacientes
multibacilares e 30 % em paucibacilares (Gould@@72. A identificacdo molecular do
M. lepraeconsiste na amplificacdo de regides especificad3Mid do bacilo. Para isso,
diferentes genes-alvo do patégeno tém sido utiigad comparados, tais como o
elemento repetitivdRLEP, Ag85B e 0 16S RNA ribossomal (Martinezt al, 2006;
Martinezet al, 2009; Martinezt al, 2011).

Com isso, a deteccdo molecular do bacilo € umasafierramenta para auxiliar
casos de dificil diagndstico, como por exemplogran& neural pura (PNL) da doenca,
uma vez que esta se manifesta sem a presencadds lea pele. Outra aplicacéo
importante da técnica de PCR é a determinacéo alilisade doM. leprae em

amostras biologicas (Martinez al, 2009).

1.1.6. Classificacao

Por conta de seu amplo espectro de manifestacésasl e imunoldgicas, a
compreensdo da hanseniase se tornaria dificil seaux@lio de um sistema de
classificacao.

As classificacfes mais usadas no Brasil sdo asatki NConferéncia de Madri,
1953) e de Ridley e Jopling (1966). Em 1953, derantConferéncia de Madri, foi
sugerida uma nova classificagdo que dividia a hdase em dois grupos estaveis e
antagobnicos: tuberculbide e lepromatoso (virchowjae dois grupos instaveis:
indeterminado e borderline (dimorfo), que camirdn@rpara um dos polos, na evolucao

natural da doenca (Basombabal, 1953).
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Em 1966, a classificacdo proposta por Ridley e idoplsem alterar
fundamentalmente a classificacdo de Madri e conomw@mplexidade do conceito de
polaridade, permitiu uma melhor compreensédo do caspespectral da hanseniase,
baseada em aspectos clinico-evolutivos, imunol&gicobaciloscépicos e
histopatoldgicos, consistindo em cinco formas denga, que compreendem dois polos
opostos e trés formas intermediarias que variavanaabrdo com a resisténcia do
hospedeiro; além disso, suas subdivisdes possupmlag@o direta com o namero de
bacilos detectados nas lesbes, o0 qual é geralmexpieesso como uma escala
logaritmica que varia de 0 a 6+ (indice bacilosodpliB) (Ridley e Jopling, 1966).

Com isso, em um dos poélos, denominado de pdlo ¢uliede polar (TT),
encontram-se individuos resistentes, a doencacali@ilimitada apresentando lesdes
localizadas e bem demarcadas, e poucos bacilaaneate positivos para exames
bacteriologicos, além de exibir uma robusta respostine celular especifica &d.
leprae(tipo Thl) e reacdo positiva a lepromina.

No pdlo oposto, denominado de pélo lepromatosorpglh), encontram-se
aqueles individuos que exibem uma forma dissemidadioenca, com multiplas lesGes
altamente baciliferas, devido a ineficiente respdstune celular, além de exibir
predominio da resposta imune humoral (tipo Th2gagdo negativa a lepromina. As
formas clinicas intermediarias, denominadas “bdirdet borderline tuberculdide
(BT), borderline média (BB),borderline lepromatosa (BL), sdo definidas de acordo
com suas respectivas proximidades ao poélo resesstenfio polo susceptivel (figura 1.5)
(Ridley e Jopling, 1966; Fleury, 2006).
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Exposiciio ao M. leprae

/ N

Resisténcia natural on Hanseniase
remo o assintomdatica sintomatica
Polo tuberculdide T BT BB BL LL Polo lepromatoso

Resposta imune Resposta imune
mediada por células NJ humoral
Formagio de granuloma Macréfagos espumosos
Poucos organismos

Muitos organismos

IFN-y, TNF, IL-2,IL-6, IL-12 | I-4,1L-10

Reagio

Mediadores
Reversa

inflamatorios

-—
IFN-y, TNF, IL-2,
IL-6, IL-12, IL-4,
Mediadores IL-5,1L-10 Polimorfonucleares
inflamatérios 'mediada Complexos Ag-Ac

IFN-y,TNF, IL-1p, | Por células Citocinas Thl e Th2 aumentadas
IL-2, IL-12 aumentada

Figura 1.5. Representacdo das formas clinicas daieeniase, baseada na classificacdo de Ridley e
Jopling, 1966.Esquema demonstra o perfil espectral da doencaftuberculéide), BT (“borderline”
tuberculéide), BB (“borderline borderline”), BL (Boderline” lepromatosa), LL (lepromatosa). Estédo
incluidos aspectos da resposta imune do pacieote episédios reacionais, denominados RR (reagdo
reversa) e ENH (eritema nodoso hansénico), os qaimetem principalmente individuos das formas
clinicas indicadas para cada tipo de episddio eeati{Mischet al, 2010).

Inicialmente, a forma indeterminada ndo foi inciuido espectro, sendo
considerada uma fase inicial da doenca, que na&samia granulomas (Fleury, 2006).
Em 1974, Ridley propés uma modificacdo na classiio, onde a forma LL foi
subdividida em polar e subpolar (Ridley, 1974), germas em 1978 a forma
indeterminada foi proposta por Opromolla e Fleurin@rporada a classificacao de
Ridley e Jopling (Jopling e McDougall, 1988).
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Devido as dificuldades operacionais da classificapéoposta por Ridley e
Jopling para 0 seu uso, pois necessita de apoiexdees histopatolégicos, esta
classificagdo passou a ser destinada a centrosi@gslos, e trabalhos de pesquisa
(Fleury, 2006). Em vista disso, em 1982, a OMSuwrima classificacdo mais simples
(classificacao operacional), indicada para o ttabale campo, com a intencdo de
operacionalizar o diagndéstico e controle da doeeg@ecialmente em &reas endémicas.

O esquema de classificagcdo da OMS é sobrepostoataede Ridley-Jopling
para compreender dois regimes distintos de poliquarapia e consiste em duas
categorias: doenca paucibacilar (PB), que incluif@asnas tuberculdide polar e
borderline tuberculdide, e doenga multibacilar (MB), que inas formashorderline
média, borderline lepromatosa e forma lepromatosa polar (MS, 2008).casos PB
apresentam até cinco lesdes cutaneas no total asos MB, seis ou mais lesfes
cutaneas. Caso o resultado do exame baciloscopjagssitivo, o paciente devera ser
classificado como MB, independentemente do niumeresbes cutaneas que o0 mesmo
apresente. Entretanto se o resultado for negatiwbassificacdo serd definida levando
em consideracdo somente o numero de lesdes culdn®ag010).

Acrescenta-se ainda que, independente das forrmasasl apresentadas, existe
uma denominacdo especifica designada como hansengmgal pura (HNP) ou
primaria, para casos em que o paciente gueixa-paréstesia, que evolui para hipo ou
anestesia em determinada area, e comprometimenty,ma ambos. Na maior parte
dos casos o comprometimento é assimétrico; e pmekr lsomprometimento de mais de
um tronco nervoso, sendo os nervos ulnar, mediaflouar os mais comprometidos
(Azulay, 2011).

Os pacientes considerados suspeitos de HNP amesenitcomprometimento
nervoso periférico como primeira manifestacdo dg@o ti mononeuropatia,
mononeuropatia multipla ou polineuropatia, e moooogatia confluente, sem outra
suspeita na anamnese e auséncia de lesdo de pamMifigdvel clinica e
laboratorialmente (Garbino, 2011).

Para o diagnéstico deste tipo de manifestacaocalise faz necessario a
utilizacdo de exame histopatolégico de nervo pecihé colhido por bidpsia, junto aos
dados clinicos, eletroneuromiograficos, laborateria epidemiolégicos obtidos do
paciente (Garbino, 2011).
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1.1.7. Tratamento

Até a década de 1940, a hanseniase era tratadieprosarios com o6leo de
chaulmoogra, medicamento fitoterapico natural ddialn administrado através de
injecOes ou por via oral; e provavelmente os casosdos devido ao seu uso eram 0S
gue regrediam para cura de forma espontanea (Opaprh897).

Os pesquisadores s6 se deram conta de que o isdando era solugdo para o
combate a doenca no final de 1940, gracas aos @vadg inddstria quimico-
farmacéutica e das pesquisas laboratoriais, e aodassulfona no tratamento dos
enfermos. Dessa forma, a dapsona foi a primeirgadeoser empregada efetivamente
contra a hanseniase e o primeiro caso de resiatéicnotificado em 1964 (da Silva
Rocha, 2012; Opromolla, 1997, Fiocruz, 2013).

No fim da década de 70, foram relatados varios scade resisténcia
medicamentosa e muitos paises apresentaram taxamates de resisténcia secundaria
a sulfona. Em vista disso, intensificou-se o tem@rmperda de um dos medicamentos
mais importantes no tratamento da hanseniase. €atex disso, a OMS propds, em
1977, a associacdo de medicamentos para o tramrdantioenca; e em 1981, apos
avaliacdo de especialistas, a poliquimioterapiaT)PQassou a ser adotada em seu
tratamento, sendo considerada o instrumento maertante na eliminagéo da doenca
(Opromolla, 1997; Lombardit al, 1998; Oliveira, Oliveira e Andrade, 1989).

Nos anos 1980, a preocupacdo com 0s pacientesagaarpm décadas isolados
levou a redefinicdo dos leprosarios, que foramcetrEnsformados em hospitais gerais
ou centros de pesquisa (Fiocruz, 2013). No BrasPQT teve inicio gradativo apos
1986 e s6 foi amplamente utilizada em todo o paidétada de 90 (Gallo, 1995).

Todos os casos de hanseniase possuem tratamemta. @ctratamento desses
pacientes € realizado através da administracdo amuimioterapia (esquema
terapéutico padrdo nos paises endémicos, combdigfidb gratuita pela OMS), no qual
é feita uma associacdo de trés drogas bacteri@dhacteriostaticas (rifampicina,
dapsona e clofazimina) usadas de forma padronizan@a os bacilos; além disso, o
tratamento possui duracdo fixa, dependendo do micherlesdes e do resultado do
exame baciloscopico (Noordeen, 2000).

A combinacédo das drogas é recomendada com o irdaitevitar a resisténcia
medicamentosa; reduzir a duracdo e os custos tiomegato, de modo a se tornarem

compativeis operacional e financeiramente com deimgntacdo nos paises endémicos;

17



aumentar a adesdo do paciente e garantir a ingdiwmuga cadeia epidemioldgica da
hanseniase, evitando as incapacidades (Ji, 1988r3Va993; Grosset, 2000).

Existem dois tipos de tratamento de acordo com dicénbaciloscopico da
doenca. O tratamento de pacientes multibacilaresypauracéo de 12 doses (devendo
ser completado em até 18 meses), sado utilizadampi€ina (600 mg, uma dose por
més), clofazimina (300 mg, uma dose por més e 5@anglia) e dapsona (100 mg por
dia), j& nos pacientes paucibacilares sdo admadissr somente rifampicina (600 mg,
uma dose por més) e dapsona (100 mg por dia) pgrenindo de seis doses (devendo
ser completado em até 9 meses) (figura 1.6) (WHD52).

Figura 1.6. Medicacgéo utilizada no tratamento da hansenias Cartela verde destinada ao tratam
de pacientes paucibacilares adultos e cartela Yleaimgacientes multibacilares adultos (Organizddio
Americana da Saude, 2010).

A rifampicina é a droga mais importante da PQToeigso € utilizada nos dois
tipos de pacientes. O seu alto poder foi verificagkperimentalmente, e é capaz de
destruir, com uma Unica dose, 99,9 % das bactéxistentes em uma amostra,
eliminando todas as subpopulacdes Me leprae resistentes as demais drogas
(Opromolla, 1997; Hastings, 1998; Fiocruz, 2013; $M012).

O portador de hanseniase recebe a denomimdida por curg apdés a
administracdo do numero de doses preconizadas estuema terapéutico, e
regularidade ao tratamento, de forma que o pacgamtgo registro ativo e ndo mais sera
computado nos coeficientes de prevaléncia da dddfigsstério da Saude, 1999).
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1.1.8. Medidas Preventivas

O diagnéstico precoce da hanseniase, tratamentd€pm exame dos contatos,
vacinacdo com BCG, identificacdo e tratamento aaldgudas reacbes e neurites,
orientacdo de autocuidado, bem como apoio emociensdcial a estes individuos
favorecem a prevencédo de incapacidades (PI). A Pas necesséria em alguns casos
apos a alta da PQT (reagles, neurites e defornddade olhos, méos e pés). A
avaliacdo neurologica, grau de incapacidade, a@dlccale medidas preventivas e a
orientacdo para o autocuidado sdo procedimentospogemsam ser realizados nas
Unidades de Saude, pois sdo necessarios para sedaelagMinistério da Saude,
2010).

Por outro lado, € fundamental o monitoramento adodgatos domiciliares. Para
fins operacionais, considera-se contato intraddiaidcoda e qualquer pessoa que resida
ou tenha residido com o paciente hansénico namasgticinco anos (MS, 2010). Além
disso, a ampla cobertura com a vacina BCG (BaadoCdlmette-Guérin) continua
sendo uma contribuicdo importante para a reducamadga da hanseniase (Duppte
al., 2008).

A investigacéo epidemioldgica consiste no examend&-neuroldgico de todos
0s contatos intradomiciliares dos novos casos tates, independentemente de sua
classificacdo operacional e do repasse de oriezgagbbre o periodo de incubacéo,
transmissao e sinais e sintomas precoces da hassewnisando, com isso, a descoberta
de casos entre aqueles individuos que convivemoouiveram com o doente e suas
possiveis fontes de infeccdo (OMS, 2010).

No Brasil, de acordo com as normas implementadis Mmistério da Saude
atraveés da Portaria Conjunta N° 125, de 26 de nade@D09, por orientacdo da OMS, a
utilizagdo da vacinagdo com BCG segue 0s seguictdgrios: & contatos
intradomiciliares de pacientes com hanseniase c@mosnde um ano de idade j&
vacinados, ndo necessitam da aplicacdo de outead#8CG; entretanto, os contatos
com mais de um ano de idade, ja vacinados comnazepa doseque ndo apresentem
sinais e sintomas da doenca no momento da avaliagde&pendentemente de serem
contatos de pacientes classificados como PB oudé®m seguir as instrucoes da
tabela 1(Cunhaet al, 2004).Na incerteza da cicatriz vacinal ao exame dos tmsta

intradomiciliares, recomenda-se aplicar uma nosedimdependentemente da idade.
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Avaliacado da Cicatriz Vacinal Conduta

Sem cicatriz Prescrever uma dose
Com uma cicatriz de BCG Prescrever uma dose
Com duas cicatrizes de BCG N&o prescrever nenhuma dose

Tabela 1 — Vacinacdo de BCG nos contatos intradoniliares de hanseniaséPortaria N° 3.125, de 7
de Outubro de 2010).

Com isso, foi demonstrado que a administracdo dma@CG subsequente ao
diagndstico de um caso de hanseniase multibac#datrémamente eficaz na reducéo do
risco de doenca entre os familiares e outros amhfatOximos a esses pacientes com
hanseniase; e que o monitoramento dos contatogitlares, em busca de diagnostico
precoce desses individuos ainda em estagios mideéahanseniase, € determinante para

a prevencdao e dimuicédo da gravidade da doenca (Bappl, 2008).

1.9. Episodios Reacionais

Os episddios reacionais hansénicos, também dendosirestados reacionais ou
reacbes hansénicas, representam fendmenos infldmsatégudos sobrepostos a
evolucédo cronica da infeccéo, e caracterizam-seimar exacerbacao do quadro clinico
de forma subita, com surgimento de novas lesdgrelea reativacao de lesdes antigas,
agravamento dos sintomas neuroldgicos (Jopling))LE&ses episodios sdo freqlientes
e importantes no contexto da hanseniase, poderatcepclurante o curso natural da
doenca, ao longo e / ou apds o tratamento especidim a poliquimioterapia (PQT), e
refletem o fenbmeno de hipersensibilidade agudatelidos antigenos dd. leprae
(Kamathet al, 2014).

Os estados reacionais sao a principal causa deslel®3 nervos periféricos, com
perda potencial da funcédo neural, evoluindo pacapacidades fisicas importantes,
provocadas pela hanseniase; além de constituirgrariamtes fatores de risco para o
retratamento da doencga e abandono de tratamentp ZM2; Lucas, 2005; Silva e
Griep, 2007). Na pratica de campo, a carga derseffitio produzido por esta morbidade
reflete diretamente na incompreensdo dos pacieniasto a realidade de hoje que

hanseniase tem cura (Souza, 2010).
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As reacdes seguem-se a fatores desencadeantesadopl como importantes
no desenvolvimento desses episédios reacionass,ctano: infecgdes intercorrentes,
vacinagdo, uso de contraceptivo e outras drogasperio, gravidez, amamentacao,
medicamentos iodados, estresse fisico e emociOsaindividuos hansenianos podem
ser surpreendidos por esses quadros ou estadosneaem cerca de 10 a 50 % dos
casos, e constituem um dos maiores problemas @adostno manejo de pacientes
portadores de hanseniaBerfiset al, 2004; Nery, 2013)

Esses episodios podem ocorrer tanto em casos auiltites (maioria dos
casos), como paucibacilares (Buatsal, 2004; Nery, 2013). Em pacientes com grande
carga bacilar, a presenca continua de antigentma®s mortos aumenta o risco de
reacbes hansénicas, ja que esta eliminacdo baxilanta e depende do sistema
fagocitario do individuo na ordem de 0,6 a 1,0 logno. Este mecanismo também
explica porque as reacdes podem ocorrer logo dfgsnedicamentosa (Manandhar,
Lemaster e Roche, 1999).

Em 1998, Neret alrealizaram um estudo com pacientes multibacilaregjual
foi demonstrado que em pacientes com indice badjpso maior do que trés existe
uma maior proporcéo de casos de eritema nodos@inaas enquanto nos pacientes
com indice baciloscopico menor do que trés, a ee®&rsa € mais frequente (Nety
al., 1998).

A duracdo e o numero desses surtos reacionais diepemuitas vezes da forma
clinica, bem como do indice baciloscépico inici8e¢x-Bleumink, Berhe, 1992;
Kahawita, Walker, Lockwood, 2008); dessa forma, aracterizacdo clinico-
epidemioldgica dos padrdes reacionais € primopheh 0 manejo desses pacientes. A
compreensdo da correlacdo entre as formas clirecass estados reacionais €
extremamente importante, principalmente quanda esttados ocorrem apoés a alta por
cura, podendo ser confundidos com recidiva (Shéfgkade e Antia, 2001).

Grandes variacdes na apresentacao clinica da hassema reacdo fazem da
histopatologia uma ferramenta importante para apoiaiagnostico clinico (Adhe,
Dongre e Khopkar, 2012).

As reacdes hansénicas sao classificadas em dos dip acordo com Jopling
(1970): reacédo hansénica do tipo | ou reversa (BRR)reacdo hansénica do tipo Il , cuja
principal manifestacdo € o eritema nodoso hanségbiil). A RR € causada por um
aumento subito da resposta imune celular Mwo leprag gerando uma resposta

21



inflamatdria que é extremamente danosa ao teciétadd; além disso, estudos
demonstram um predominio do padrdo Thl (BL.-INF, IL-2, IFN+) nessas reac¢fes
(Nery, 2006; Nery, 2013).

A RR acomete entre 10 e 33 % dos pacientes comeh@@se e surge,
geralmente durante o tratamento ou apdés o primairo da alta. Os pacientes
apresentam as seguintes caracteristicas clinddgacdo de lesdes antigas, associada
ao surgimento de novas lesdes em forma de manehgdacas infiltradas; eritema;
edema das lesdes pré-existentes; e aparecimentwvde papulas e placas eritematosas,
na maioria das vezes na sua vizinhancga; dor; lesésiko-bolhosas; ulceracdes;
hiperestesia; parestesia; mal estar; dor ou espessa de nervos periféricos com perda
da funcdo sensitivo-motora e, mais raramente, fetbédicit da funcdo neural na
auséncia de sintomas (neuropatia silenciosa), deonh@ principalmente os nervos

ulnar e tibial posterior (Andrade, Lehman e Scheeud005; Neryet al.,2006).

A RR pode ocorrer nas formas clinicasrderline: borderlinetuberculéide
(BT), borderline média (BB) eborderline lepromatosa (BL) (Batistat al, 2008)
Aproximadamente um terco dos pacientes com a fdyonderline lepromatosa (BL)
possuem risco de desenvolver a RR. Além dissoh®iapatologia apresenta edema
dentro do granuloma, separando células inflamatocam variadas densidades de
linfécitos na derme; em vista disso, faz-se necessarealizacdo do exame de série de
biopsias para a distincdo entre progressdo ou ug&ol da histopatologia da reacéo
(Lucas, 2005; Kamatket al, 2014). O tratamento da RR € realizado por meio do
corticoide sintético prednisona na dose de 1 a 2 Kg (peso / dia), até melhora do
quadro, com reducéo gradual da dose, com o objdeveduzir a reacao inflamatoria
(MS, 2010).

O ENH afeta cerca de 50 % dos pacientes multibasilaGeralmente, é
caracterizado pelo surgimento abrupto de papulaslulos dolorosos profundos,
eritematosos, que podem variar de poucos a inumguespodem evoluir para necrose,
nas formas mais graves do ENH; também pode vir paohado de sintomatologia
relacionada ao acometimento ocular, hepatico, esplé de linfonodos, peritonio,
testiculos, articulacfes, tenddes, musculos, assoss, acompanhados, muitas vezes,
por febre, mal-estar geral, adenopatia doloroseolgtose e, geralmente apresentam-se

em multiplos episédios, tornando-se mesmo croritozdterraet al, 2006).
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O ENH tem como caracteristicas histopatologicasned@érmico, infiltracdo de
neutrofilos e vasculite em um fundo de infiltradaarofagico (Hussaiet al, 1995). De
acordo com as diretrizes do Ministério da Saudealmlomida é a droga de escolha na
dose de 100 a 300 mg / dia, conforme a intensidadguadro. Na impossibilidade do
seu uso, prescreve-se prednisona na dose de 1ga/ kg dia (MS, 2010). Segundo
Azulay (2011), outras drogas também podem serzadiis na reacdo do tipo Il
clofazimina, pentoxifilina e azatioprina. Além daetitprednisolona endovenosa ou
pulsoterapia para facilitar a retirada da dose wral do corticoide, com consequiente

diminuicdo dos efeitos colaterais e morbidade (N2096; Azulay, 2011).

1.9.1. A Reacéo do tipo Il - Eritema Nodoso Hanséeo

O ENH é uma das principais causas de danos pertesnems nervos
periféricos, podendo acarretar em deformidades capecidades observadas na
hanseniase. Acredita-se que o ENH seja um epis@iezionado a formacdo de
complexos imunes com consequente ativacdo do sistmmplemento (Legendre,
Muzny e Swiatlo, 2012). Dados recentes sugeremagresposta imune mediada por
células desenvolve um importante papel na doenghgita e Lockwood, 2008).

A maioria dos pacientes apresenta multiplos episodigudos da doenca de
curta duracéo ou ENH crénico com durabilidade mdomgue 6 meses (Pocateetaal,
2006), podendo se prolongar durante varios anosmé@kuDogra e Kaur, 2004).

A forma LL e o indice de baciles4 representam fatores de risco significativos
para o desenvolvimento do ENH (Manandhar, LemastBoche, 1999; Saunderson,
Gebre e Byass, 2000; Pocateetaal, 2006). Em 1999, Manandat al demonstraram
qgue o infiltrado dérmico também representa um fdeorisco (Manandhar, Lemaster e
Roche, 1999). Além disso, demais fatores de risooocgravidez, lactacdo, puberdade,
infeccdo intercorrente, vacinacédo e estresse pgjool tém sido associados (Maurus,
1978; Duncanet al, 1983), embora ndo tenham sido confirmados emdestu
prospectivos.

As lesbes desse episédio reacional sdo tipicanmemtentradas na face e na
extensdo da superficie dos membros, mas qualoeedrdo organismo pode ser afetado

(figura 1.7) e o infiltrado inflamatério encontra;snormalmente, situado nas camadas
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profundas da derme e epiderme. As células congéitutlo infiltrado variam de acordo

com a evolucdo da doenca (Mabadhyl, 1965).

Figura 1.7. LesBes de pele de paciente com eritemadoso hansénicdASA - FIOCRUZ, 2014).

Uma das diferencas histolégicas entre o ENH e fobina a infiltracdo de
neutréfilos caracteristica nas lesdes do ENH. Et02Qeeet al. investigaram o0s
mecanismos de recrutamento de neutréfilos no ldaadoenca. O perfil de expresséo
génica das lesbes do ENH compreende ativacédo dategrada de TLR2 e do receptor
Fc, migracdo de neutréfilos e inflamacdo. Os ppaisi aspectos desta via incluem: (a)
FcR ou TLR2 induzem a liberacdo de Ig-1b) ativagcdo do endotélio, incluindo a
regulacdo positiva de E-selectina e subsequerded@mde neutrofilos; e (¢) regulagcéo
positiva dos mediadores inflamatérios associadot taom neutrofilos e mondécitos /
macrofagos (Leet al, 2010).

Em 2012, Adheet al relataram que os neutréfilos estavam presentds tam
infiltrado granulomatoso e / ou no intersticio, comsem leucocitoclasia. Em algumas
secles, eles também foram vistos invadindo a ep&lex os ductos das glandulas
sudoriparas. Entretanto, a densidade do infiltregldrofilico foi variavel. No ENH, foi
observado ainda que nas lesfes inicialmente maiegrestavam presentes infiltrados
muito mais densos quando comparados com lesdessnggaves e / ou antigas. A
colecdo densa de neutrofilos na epiderme e derpr@v@avelmente responsavel pelo
achado clinico de pustulas em les6es de ENH (Adbegre e Khopkar, 2012).

A presenca de fibrina na parede do vaso foi o gsimgk comum observado,

seguido de trombos de fibrina e neutréfilos na gerdo vaso, em alguns casos. As
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caracteristicas histologicas da vasculite deperdbefase em que a lesao foi biopsiada.
Uma lesdo mais antiga tera infiltrado neutrofiliesparso e predominio de células
mononucleares, enquanto uma lesdo precoce apnesentalominantemente infiltrado
neutrofilico com deposicdo de fibrina. A ocluséo ldenina vascular com amplo
envolvimento de vasos na parte inferior da derrrexigo subcutaneo estdo envolvidos
com processos que levam a necrose ou ulceracdesda. |IAs alteracOes vasculares
foram mais prevalentes na derme superior e médguédamo tecido subcutaneo, sendo a
necrose e ulceracao bastante incomuns no ENH (Autirggre e Khopkar, 2012).

O espectro histopatolégico de vasculite variandbaco endotelial, infiltracdo
neutrofilica da parede do vaso com destruicdo dasdps e leucocitoclasia (Palit e
Inamadar, 2006); a deposicao de fibrina nas pamaesasos e a formagao de trombos
no lumen também podem ocorrer. As lesdes iniciaiENH mostram a presenca de
formas granulares e fragmentadas de bacilos (Jotbe @ Macaden, 1964; Mabalay
al., 1965; Sehgakt al, 1986). Em 1960, Ridley mostrou que a existén@autha
preponderancia granular sobre as formas solidadeséss de ENH em comparacao
com as lesdes LL sem reacédo, além de relatar gbaaiss se tornaram granular mais
rapidamente antes do aparecimento do ENH (Rid@§01L

A imunidade celular estd também envolvida na gatege do ENH; de forma
que a relagédo da proporcédo das células T'Giasa T CD8 encontra-se alterada de 2
para 1. Além disso, existe evidéncia do envolvimetds respostas do tipo Thl e Th2,
tanto nas lesGes de pele como no soro (Sreenivesaln 1998; Moraest al, 1999;
Moraeset al, 2000; Nathet al, 2000; Telest al, 2002).

As citocinas TNF e IL-6 ja foram caracterizadas poitos autores no soro e
nas lesbes de pele de quase todas as reacoesi(@aent al, 1998; Moraest al,
1999; Moraeset al, 2000; Teleset al, 2002). As células mononucleares de sangue
periferico (PBMC) de pacientes com ENH mostrarana uraior liberacdo de TNF
comparada ao ENH inativo, RR e lesdes LL (Baeted, 1992).

O M lepraetambém estimula neutrofilos a secretarem TNF e diu8nentando
a inflamacédo. Os niveis circulantes de TNF e isteriy (IFN-y) encontram-se
elevados nesses pacientes e a leucocitose paxif@io presenca de neutrofilos € um
achado comum (Oliveirat al, 1999; Legendre, Muzny e Swiatlo, 2012). Além oljss
proteina C reativa, proteina A amiléide e antitripsalfa 1 também tém sido relatados

como elevados no soros de pacientes com ENH (Kénawiockwood, 2008)
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Em 2010, Souza realizou um estudo composto por oowmte com 118
pacientes, classificados como 66 LL, 15 BT, 08 B8, BB, observou que o ENH
ocorreu em 59,1 % dos pacientes LL; destes, 61,m&btiveram o ENH apds o
tratamento, embora o quadro tendesse a reducae tpiaknente (80 %) no 1° ano pos-
PQT. O ENH em pacientes LL variou em outros estu®o25 % a 76,3 % (Souza,
2010; Silva, Griep, 2007; Galkt al, 1997; Gallo, Oliveira, 1997).

Em alguns pacientes (4,5 %), essas reacOes sdongadas e agressivas
causando grande morbidade, observando-se surtosordprometimento do estado
geral, febre, cefaleia, nalseas e vomitos com &tloe lesdes dolorosas continuas,
prolongando-se até o 4° semestre pds - PQT. Ditedas outras formas clinicas, dos
pacientes LL que n&o tiveram rea¢cfes durante antexito, 11 % desenvolveram apos a
cura (Souza, 2010).

O ENH devera ser tratado como grave, diante daepcasde qualquer um dos
seguintes sinais: dor ou incbmodo em um ou maigBsecom ou sem perda de funcéo;
ulceragdo dos nédulos de ENH; dor ou vermelhid&oatimos, com ou sem diminuicao
da acuidade visual; edema dolorido nos testicudoguite) ou nos dedos (dactilite);

artrite ou linfadenopatia acentuada (OMS, 2010).

1.10. Talidomida

A o-N-[ftalimido]-glutarimida, mais conhecida como itmida, é um analogo
estrutural da glutetimida que foi sintetizada na&manha Ocidental, em 1953, nos
laboratorios da Ciba, e depois pela empresa aleme@ni@ Grunenthal, em 1954 (MS,
2014).

Dado seu excelente efeito sedativo e antieméticeatesfeitos os padrbes
toxicoldgicos exigidos na época, a droga foi callecao mercado sem exigéncia de
prescricdo médica, e utilizada por milhdes de @messEm 46 paises, incluindo o Brasil,
convertendo-se em um dos farmacos mais popularegckda de 50. Entretanto, em
1960, a Talidomida foi retirada do mercado devidinédéncia de graves efeitos
teratogénicos (Mazzoccddt al, 2012; MS, 2014).

A Talidomida é um derivado dacido glutdmicoe estruturalmente contém dois
anéis amida e um unico centro quiral. Este compegiste na forma de mistura

equivalente de dois isbmerosopticos S (-) e Rue) sk interconvertem rapidamente em
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condicOes fisiologicas. @nantibmeraS estarelacionado com os efeitos teratogénicos
da Talidomida, enquanto enantibmeroR é responsavel pelas propriedades sedativas
do farmaco (figura 1.8) (MS, 2014).

Nemlil 3 [¢]
NH
[¢] 0
R{+}-thalidomide
Rapid interconversion
at physiological pH
[¢]
22
=
N ———i| 3 0
NH
o 0

S{-)-thalidomide

Figura 1.8. Estrutura dos enantibmeros da Talidomid (Frank, Macpherson, Figg, 2004).

Em1965, o Dr. Jacob Sheskin, um dermatologistalenae, fez uma descoberta
acidental ao administrar Talidomida em seus pagseodm hanseniase, devido as suas
propriedades sedativas. Os pacientes com eriterdasaohansénico apresentaram
melhora inesperada das lesfes inflamatorias deepéles sintomas sistémicos, logo
apos o inicio da terapia com o farmaco (Mazzoceblal, 2012). Em 1971, a OMS
coordenou um ensaioiglco que comprovou a rapida melhora eiimaero significativo
de pacientes, levando a liberagcdo do medicameméotamento do ENH, sob estrita
regulacdo e precaucbes (WHO, 1988). Assim, a pddirestudos licos e da
descoberta de suas aplicacfes terapéuticas, amadia voltou a ser comercializada em
alguns paises, entre eles o Brasil.

Esses efeitos imunomoduladores da Talidomida dadeacam uma renovacao
de seu interesse, contribuindo para que outrosupssgtpres comecassem a utilizar o
medicamento em doencas de base imunologica, bemo casn que possuem
manifestacbes dermatoldgicas, tais como o prurggular, lUpus eritematoso discéide
e sistémico (Sheskin, 1975; Thonmetsal, 2000). Em 1998, a droga foi aprovada pela
Food and Drug AdministratiofFDA) para o tratamento do ENH e, em 2006, para o
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tratamento do mieloma multiplo. Com issostatusda Talidomida como uma “droga
orfa”, contra-indicada durante a gravidez e amaatéat, levou ao seu uso inovador em
vérias doencas inflamatorias que ndo respondianraasentos tradicionais, como é o
caso do ENH (Mazzoccadit al, 2012).

1.10.1. Mecanismo de acéo da Talidomida

Dentre suas propriedades, sdo notaveis as altsrag®eniveis de TNF, uma
importante citocina envolvida em diversos processol®gicos, tais como a apoptose e
a resposta imune. Estudimsvitro demonstraram que a Talidomida inibe seletivamente
a producao do fator de necrose tumoral (TNF) emdumitws humanos quando estes
foram tratados com LPS e outros agonistas micobaects em cultura, acelerando
ostensivamente a degradacao dos transcritos dRNAumensageiro (Sampaiet al,
1991; Moreiraet al, 1993; Sampaiet al, 1993). Além disso, outros trabalhos sobre o
efeito da droga mostraram que a mesma foi respehpéla reducéo dos niveis de TNF
em macroéfagos alveolares humanos (Tavated, 1997), bem como no fluido cérebro
espinhal, levando a uma diminui¢do de inflamacé&elbral (Schoemaet al,2000).

Estudosin vivo demonstraram que o pré tratamento com Talidomidayés da
injecao intraperitonial do farmaco em camundonggsosterior estimulo com LPS, era
responsavel pela reducéo dos niveis de TNF (Morélemng et al, 1997). Acrescenta-
se, ainda, a atuacdo da Talidomida no bloqueio dplicacdo do HIV
(Makonkawkeyoonet al, 1993), na supressdo da perda de peso associatiiSa
(Reyes-Teraret al, 1996; Kaplanet al, 2000), na reducdo de Ulceras aftosas orais
(Jacobsoret al, 2001) e no aumento do ganho de peso em paciesesnfeccao por
M. Tuberculosisconcomitante ao HIV-1 (Klausnet al, 1996).

Acrescenta-se, ainda, que a Talidomida tem se auwstsignificativamente
promissora no tratamento de varios disturbios iragicos, incluindo diarréia
microsporidial (Sharpstonet al, 1995), meningite bacteriana (Burroug#sal, 1995;
Schoemaret al, 2000), doenca crbnica do enxerto contra o hosmedogelsanget
al., 1992), doenca de Crohn (Ginsburg, Hanan e Eheenp2001) e choque séptico
(Moreira, Wanget al, 1997).

Além disso, foi demonstrada sua atuacdo como ssgm@esda angiogénese

(D'amatoet al, 1994), possivelmente através da inibicdo da feralfdo de células
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endoteliais (Moreiraet al, 1999). Devido ao fato da angiogénese ser crigga o
crescimento da maioria dos tumores solidos, a datida foi testada para o tratamento
de gliomas de alto grau de repeticao, no qual detrmnatividade significativa (Finet
al., 2000), alem de efetividade contra o mieloma mlatiHideshimaet al, 2000;
Davies et al, 2001), outro cancer altamente dependente de Hidfeghimaet al,
2001). Dentre esses processos alterados pela adidoestdo também relacionados
com disturbios de ordem maligna, entre eles: simdsomielodisplasicas, mieloma
multiplo e tumores solidos, os quais constituenalatente uma das mais fortes linhas
de pesquisa para a adocdo da droga como agemqtéuteca (De Carvalhet al, 2007).

O uso da Talidomida para tratamento de tumoresaydahsido testado desde
1965; porém, o grande aumento de testes clinic@sa@oncoldgica surgiu com o0 seu
efeito anti-angiogénico (Thomas al, 2000). Entretanto, foi demonstrada que sua acao
se limita a alguns tipos de céancer, sendo o SaratenKaposi, cancer de prostata,
melanomas e mieloma multiplo onde ocorrem as methiaxas de resposta ao farmaco,
mostrando que o efeito anti-angiogénico e anti-taindepende dos fatores envolvidos
em cada tipo de tumor (Franks, Macpherson e Fig@4 R

Nos casos de mieloma multiplo, por exemplo, estugos-clinicos da
Talidomida sugerem que a mesma age de varias fobeasre elas, o farmaco modula
as interacOes adesivas e, portanto, pode altemeszimento e a sobrevivéncia das
células tumorais e a sua resisténcia a drogat@sras secretadas no microambiente da
medula 0ssea pelas células do mieloma e / ou pélakss estromais da medula 0ssea,
tais como interleucina IL-6, ILfll IL-10 e TNF podem aumentar o crescimento e a
sobrevivéncia das células do mieloma, e a Talidanpdde alterar sua secrecdo e
bioatividade. Além de diminuir a secrecdo do fatercrescimento endotelial vascular,
da IL-6 e do fator de crescimento basico dos filastbs pelas células do mieloma e/ou
pelas células estromais da medula 6ssea (Richardgteshima e Anderson, 2002).

Nos casos de infeccdo pelo virus da imunodeficgériuimana (HIV), a
Talidomida suprime a replicacdo e diminui a carigal valém de proporcionar melhoras
em nivel sistémico, favorecendo o bem-estar doeptgi com reducdo da febre
induzida pelo TNF, o mal-estar, a fraqueza muscelaa caquexia no paciente
imunodeprimido (Makonkawkeyoaet al, 1993).

O efeito da Talidomida em varias desordens imuricddg como as descritas
acima (Schuler e Ehninger, 1995; Zwingenberger eIy 1995; Klausner, Freedman

e Kaplan, 1996), é mediado, muito provavelmentegvas de sua atuacdo sobre a
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modulacdo da producdo de citocina. Além do TNFamnaco também demonstrou
potente atividade imunomodulatéria, principalmedegido a sua capacidade de alterar
a secrecéo e atividade de vérias citocinas, indtuareducao da producao de IL-6 e IL-
12(Moreira, Tsenova-Berkoyat al, 1997; Haslettet al, 1998; Corralet al, 1999;
Haslett et al, 1999; Lokensgarcet al, 2000); o aumento da producdo de IL-10,
induzida por LPS, em PBMC (Corrat al, 1999); e a supressdo da sintese de 6xido
nitrico (Lopez-Talaverat al, 1996).

A supressao significativa da producao de TNF pealaldmida também resultou
na diminuicdo da expressdo de varias moléculasddsda da superficie celular, tais
como ICAM-1, VCAM-1, L-selectina e E-selectina egludas endoteliais (Nogueiet
al., 1994; Geitz, Handt e Zwingenberger, 1996). Esfietos gerais também foram
sugeridos como sendo atribuidos parcialmente aqublo da ativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-kB), pela Talidomida por meio da sugdiesda atividade da quinase
IkappaB (Keiferet al, 2001). O NF-kB € um fator de transcricdo envawviin muitos
processos fisioldgicos, como a regulacdo de geekesionados com a inflamacao
(TNF, IL-6, IL-8 e IL-2), e de genes envolvidos apoptose (BIRC3 e membros da
familia Bcl-2), e em fatores angiogénicos (VEGRaifhpaioet al, 1991; Majumdar,
Lamothe e Aggarwal, 2002)

Ao mostrar que a Talidomida suprime a ativacdo 8ekBl induzida por TNF
em ceélulas Jurkat, Majumdat al sugeriram que tais modulacfes podem contribuir
para o0 papel do farmaco na supressdao da proligraglamacédo, angiogénese e
sistema imune (Majumdar, Lamothe, Aggarwal, 201&Em disso, a Talidomida
também pode atuar por via de co-estimulacdo déaséluCD8 humanas, o que resulta
na producdo aumentada de IL-2, IL-12 e l&&NA IL-2, por sua vez aumenta a
proliferacdo de células T, enquanto a IL-12 e tEMtivam as células killers para
eliminar as células cancerosas (Davétsal, 2001; Kawamateet al, 2006). Estes
aspectos demonstram a sua atividade imunomodulaulgrge difere da agcéo de simples
anti-inflamatorios; dessa forma, o contexto do sso € fundamental para determinar
sua atividade biologica, embora a mesma atue, riarimalos casos, reduzindo a
atividade inflamatoria.

A inibicdo da migragéo de leucdcitos polimorfonacs também foi um avanco
consideravel para o entendimento da acdo da Taliidpngue embora pudesse ser
correlacionado com a inibicdo de TNF, forneceudindi para a descricdo de outras

acbes do farmaco, como a reducdo de receptoresirngagaina, além de diminuir a

30



producao de IgM; alterar as razdes de células T COB8; e / ou inibir processos de
angiogénese e ativacao celular. Entretanto, af@ratido de linfécitos parece ndo ser
afetada pela Talidomida (Faure, Thivolet e Gaualtera980)

Os efeitos da Talidomida também podem ser atrilsuido reducdo na
estabilidade de mRNA de genes pro-inflamatoriosaconmNF (Moreiraet al, 1993) e
COX-2 (Moreiraet al, 1993; Jinet al, 2007); da inibicdo eixo fosfatase PTEN —
proteina quinase akt (proteina quinase B) (Knobktchl, 2008) e mais recentemente
pela inibicdo da formacdo de um complexo ubiquitigase E3, através da interacao
direta com a proteina CRBN (l&t al, 2010).

Andlises com microarranjos de DNA para identifiosimpacto da Talidomida
na expressao génica em células PBMCs humanas apsinulacdo com LPS
demonstraram que a droga ndo atua diretamente pr@ssfo génica de citocinas
inflamatdrias. Entretanto, a mesma é capaz de rapdehes precurssores do processo
de inflamacdo. Além desses processos, foi obsereadi@ixa expressdo de genes
relacionados a morfogénese dos vasos sanguineons, g exemplo, a angiopoietina 1
(ANGPT1), o que pode explicar as propriedades anrgiogénicas da droga (Paiea
al., 2012;Gupta e Qin, 2003).

1.11. A Talidomida e o Eritema Nodoso Hansénico

A Talidomida € a terapia de primeira linha paraNHE moderado a grave — e
ENH recidivante, e pode ser utilizada para a ssaee prevencao da doenca cutanea
(Teoet al, 2002); entretanto, sua teratogenicidade torreuaso restrito.

Uma caracteristica da Talidomida € a respostacealind tratamento do ENH,
acompanhada por uma rapida reducdo no numero deSfiles nas lesdes (Sheskin e
Convit, 1969) e inibicdo das citocinas pr6 - infe&orias (Moreiraet al, 1993; Van
Crevelet al, 2000; Rodriguest al, 2007).

Entre os varios mecanismos de acao descritosapbaidomida, encontram-se a
inibicdo da producdo de TNF, a estimulacédo da m@awae IL — 2 por células T, além
da inibicdo de recrutamento de neutréfilos (Moreitaal, 1993; Hasletet al, 2005;
Leeet al, 2010).

A eficacia da Talidomida no ENH esta associada eomeducdo nos niveis

circulantes da citocina proé-inflamatéria TNF (Sampet al, 1993). Esta acdo pode
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estar relacionada a capacidade do farmaco em regkidintomas locais e sistémicos
deste episddio reacional, e reduzir o numero dédféas e células T CD4 nas lesbes
(Anvisa, 2015).

Além da reacdo hansénica classica completa, toslajoivalentes reacionais
(iridociclite, orquiepididimite, adenite, neuritbeneficiaram-se da terapéutica, embora
em intensidade e prazos variaveis. Sintomas cordac&® da febre, das lesdes
cutaneas, da leucocitose, das artralgias tambérnmd@ativos da resposta terapéutica a
Talidomida em pacientes com ENH. A curto prazo,dbservada uma melhoria em
52% dos pacientes que receberam 100 mg, quatre pezalia, em um ensaio duplo-
cego, randomizado em comparacao com aspirina €lyak, 1971). As respostas foram
observadas em 70 — 80 % dos pacientes que recedalaomidaversus25 % em
outros ensaios placebo-controlados, e doses detemgdio de 25 - 100 mg por dia tém
se mostrado igualmente eficazes apds o controlsidtmsmnas iniciais (Teet al, 2002).

Os resultados de uma revisdo de 15 anos de expari@dm mais de 4000
pacientes com ENH e tratados com Talidomida, ma@straque 99 % dos individuos
responderam ao tratamento como farmaco em 24 - @héskin, 1980). Entretanto,
cabe ressaltar que a Talidomida ndo possui ac#maeargriana ou antifingica. Assim, a
sua utilidade clinica parece dever-se as suas ipdagles contra a inflamacédo e
moduladora sobre o sistema imunolégico (Anvisa5201

Entretanto, vale ressaltar que a Talidomida € undicamento de uso
controlado, e sua utilizacdo exige uskie de medidas de controle, a exemplo de
producao, prescricdo e dispensacao, de acordo dosnr® 10.651, de 16 de abril de
2003 e a Resolu¢cgdeRDC n° 11, de 22 de margo de 2011, RDC 24, deeloril de
2012, pelos seus efeitos teratogénicos comprovébl® 2014). Atualmente, sua
producacestasob a responsabilidade do laboratério oficiaFdadacadezequiel Dias
(Funed), no Estado de Minas Gerais. A prescricocesdicionada a rigidos critérios e
deve ser realizada por meio de Notificagdo de Fede Talidomida, acompanhada do
Termo de Responsabilidade / Esclarecimento (MS4R® distribuicdo que acontece
em ambito local implica assisténcia farmacéutiedived que oriente e monitore a sua
entrega, utilizacéo, resultados e devolucéo / desapropriados.

No Brasil, o farmacasta proibido para mulheres gravidas e sob rigiahrote
para mulheres em idade fértil, tendo em vista qu@estdo de um Unico comprimido
durante a gestacéo pode ocasionar sindromes nadeto: focomelia (aproximagao ou

encurtamento dos membros junto ao tronco, tornansiemelhante a forma externa da
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foca), amelia (auséncia completa de bracos e / @map e ainda auséncia ou
malformacéo dos dedos das maos e dos pées), algnovtecar altergdes dos membros
superiores e inferiores, defeitos visuais, aud#iv@a coluna vertebral e, em casos mais
raros, defeitos cardiacos e no tubo digestivo. Aldisso, 0s pacientes do sexo
masculino deverdo ser orientados pelo prescrit@nigu ao uso de preservativo
masculino, durante todo o tratamento com o farnesapds 30 dias de seu término (§ 4°
do art. 19 da RDC n° 11, de 22 de marco de 201§5) @014).
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2. Justificativa

Os estados reacionais sdo a principal causa deesledds nervos e de
incapacidades fisicas provocadas pela hanseniaseisfa disso, € importante que o
diagndstico dos mesmos seja feito precocemenia) dd que o tratamento da doenca
tenha inicio imediato e sua cadeia de transmisgaadrgerrompida.

O Eritema Nodoso Hansénico € acompanhado pornsastosistémicos com
alteracdes no estado geral de saude do paciem®, por exemplo: fadiga, fraqueza,
febre, dores nas articulaces e perda de pescesemea de ndédulos dolorosos de curso
subagudo pode ocorrer principalmente nos membresiares, e ocasionalmente no
tronco. O ENH se desenvolve em torno 50 % dos ptasecom hanseniase lepromatosa
e pode ocorrer diversas vezes ao longo do cursdodaca. Dessa maneira, diversas
davidas persistem, principalmente a respeito do amemo responsavel por
desencadear o ENH e os fatores que contribuemspararonicidade, uma vez que em
diversos casos o tratamento imunomodulador deveaetido por longos periodos.

Atualmente a Talidomida representa a droga de pamescolha no manejo do
ENH agudo e recorrente. As propriedades anti-aggicgs e anti-inflamatérias deste
farmaco, bem como os mecanismos moleculares edeslvhdo estdo completamente
elucidados na hanseniase, tendo em vista que aiandas estudos foi realizada em
diferentes tipos de cancer. Dessa forma, levandoogrsideracao as diversas aplicacbes
da Talidomida, informagfes que venham a elucidarasividade imunomoduladora no
ENH também poderiam ser transpostas para outrakges.

Acrescenta-se, ainda, que o estudo de expressaa giobal utilizando a técnica
de microarranjo representa uma importante ferraanedé andlise, devido a
possibilidade de investigar um grande numero degeimultaneamente. Além disso,
estudos de avaliacdo do perfil de expressédo génicdoencas como mieloma multiplo
ou cancer de mama possibilitaram a descobertavde para diagndstico, estratificacéo,
bem como predicdo e comportamento progndésticoad@ntiento (Zhan, Barlogie e John
D, 2007).

Em suma, a utilizacdo do microarranjo na compreedséimunopatogénese do
ENH possui um valor relevante, tendo em vista ataitrde uma doenca sem modelo
animal ouin vitro. Nosso estudo pode promover novas descobertas vibs a

moleculares que favorecem ndo apenas uma melhgreensdo da imunopatogénese
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do ENH, podendo contribuir para um melhor diagmésé prognostico da doenca, bem
como a busca de novos alvos terapéuticos. Outrto i vista muito importante € a
melhor compreensdo da acdo da Talidomida n&do apen&NH, como nas demais

patologias na qual a mesma € empregada.
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3. Obijetivos

3.1. Objetivo Geral

Melhorar o entendimento da imunopatogénese do EdtHdyés da validacdo de alvos

moleculares modulados negativamente pela agéo lddoiéda, detectados através de

microarranjo previamente realizado, em lesdes tedmpacientes ENH apos o uso do

farmaco.

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2. Objetivos Especificos

Selecionar um grupo de genes dentre 0s negativanegpressos, levando em

consideracao as funcdes bioldgicas e o quadrantlensas e sinais do ENH;

Correlacionar as alteracdes morfologicas da pekerghdas antes e apds a

Talidomida com o quadro clinico, através da técdeanunohistoquimica;

Avaliar a expressao dos genes previamente selemenas lesdes antes e apds
o tratamento, utilizando a técnica de RT-PCR enptersal, a fim de confirmar

0s resultados obtidos pelo microarranjo;

Avaliar a expressdo proteica relacionada aos geeksionados, através de

Western Blottingpara validacao dos resultados obtidos pelo micaogo;

Utilizar a técnica de imunohistoquimica para avatiaexpressao protéica no

contexto das alteracfes histopatologicas.
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4. Materiais e métodos

4.1. Infraestrutura fisica / Tecnologia

A parte experimental foi realizada em sua maiotepao préprio Laboratorio de
Hanseniase (LAHAN, FIOCRUZ — RJ), utilizando a a&fstrutura fisica ja estabelecida
no mesmo. O atendimento dos pacientes e a colstardastras foram realizados no
Ambulatério Souza Araudjo (ASA, FIOCRUZ-RJ), centte referéncia nacional - com
acreditagcdo internacional - para atendimento deepes com hanseniase. Os ensaios
de microarranjo foram realizados em colaboracdo odmaboratory of Clinical and
Infectious Diseasedo National Institutes of HealtiNIH - USA), responsaveis pelo
fornecimento do suporte técnico-cientifico parabetacdo dos ensaios e analise de
dados, mediante intermédio do Dr. Frank de Leoae Blizabeth Sampaio.

4.2. Biosseguranca e permissao ética

Todas as amostras foram manipuladas de acordo samrenas preconizadas
para a manipulacdo de material bioldgico. A pgrticio de cada individuo neste estudo
foi condicionada a assinatura do Termo de Consention Livre Esclarecido,
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Psasqla FIOCRUZ (Protocolo ne.
643/11), no qual os mesmos foram informados dososise beneficios, além da
confidencialidade do estudo.

No sentido de garantir a protecdo e o bem-estaindidsduos incluidos neste

trabalho, ndo foi citado o nome de qualquer umpdoscipantes.

4.3. Populacao estudada

O estudo compreendeu um total de 10 pacientes oo seasculino,
diagnosticados clinica e histopatologicamente c®h Eno qual segundo as diretrizes
do Ministério da Saude, foram administradas 300/naia de Talidomida, por um
periodo de 1 semana, mediante acompanhamentaoclinic

Os pacientes do sexo feminino, com idade inferidlBaanos, portadores de
diabetes, infec¢cbes causadas por outras micolectériaqueles coinfectados com o

virus da imunodeficiéncia humana foram excluidataelestudo.
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Para classificacdo das formas clinicas adotou-szitgsios da rotina do ASA,
que consistem em exame dermatoldgico, pesquisaAddRBem esfregaco cuténeo e
histopatologia. Foi caracterizada como reag¢ao lipou eritema nodoso hansénico, a
presenca de nodulos eritematosos, dolorosos esgamt@nte ou a palpacéao, isolados

ou associados a manifestacdes sistémicas @ery 2006).

4.4. Obtencgédo e processamento das amostras biol@gic

As amostras de pele foram coletadas no ASA, pailoatelogista, no momento
do diagnostico do ENH e apés sete dias de tratameoh Talidomida. Os dados
clinicos foram obtidos através dos prontudrios pasientes. O intervalo entre as
consultas foi semanal, de modo que a evolucaccalithos pacientes também pode ser
analisada. A evolucdo clinica foi avaliada de formpadronizada, pelo mesmo
dermatologista, buscando sinais e sintomas sist8miomprometimento de nervos
periféricos e avaliagcdo macroscépica das lesoes.

Um fragmento do centro da lesdo de ENH foi coletemim punchde 6 mm de
diametro. As biopsias coletadas foram divididasa araliacdo histoldgica, através da
coloracdo com Hematoxilina-Eosina (alteragfes nhiagfocas) e coloracdo de Wade
(identificacdo de BAAR) (Mouraet al, 2012); e posterior marcagdo por

imunohistoquimica, além de extracdo de RNA e pnatei

4.5. Expressao génica global

Este trabalho € um desdobramento de outro j4 ewidade no laboratério,
apoiado pela CAPES através do edital CAPES-SUSrdgrama Nacional de Pés-
Doutorado em Saude - PNPDS, intitulado cortaentificagdo de possiveis alvos
terapéuticos para o tratamento do Eritema Nodosoptaso: perfil de expressao
génica nas lesdes reacionais antes e apos tratameam a Talidomida e descricdo de
funcdes biologicas envolvidadlo decorrer do projeto foi executado um experimento
de microarranjo de lesGes de pele biopsiadas pesabe4 pacientes, sendo 4 durante o
ENH e as outras 4 apds uma semana de tratamentdalaomida 300 mg / dia.

O perfil de expresséao génica foi obtido atravémftaestrutura da plataforma de
microarranjo davanderbilt Universit( TN - USA), através de uma colaboracdo com o

Laboratory of Clinical and Infectious Diseases -HN+ USA(por intermédio da Dra.
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Elizabeth Sampaio e Dr. Frank de Leo), utilizandchgp Affymetrix, U133Plus2H.

sapiens cobrindo 54.675 sondas, incluindo duplicatas etrotes, que representam
20.121 genes Uunicos, que puderam ser testados tam@ainente. Para esses
experimentos, 2 a 2,5 g de RNA obtido de lesdgsetie biopsiadas foram utilizados
para a confeccdo do microarranjo. Bidpsias obtidas pacientes em condi¢cdes
semelhantes foram utilizadas como replicatas bicégg(minimo de 3) para posterior
andlise dos dados. Para a confeccdo das laminasiatoarranjo, as amostras dos

mesmos pacientes, em momentos diferentes, forafrootedas de forma pareada.

4.6. Andlise dos dados do microarranjo

A andlise primaria dos dados foi feita utilizandopmgrama daAffymetrix
Expression ConsoleO nivel de expressdo para cada sonda foi determiead
logaritmo (base 2) dos sinais gerados foi utilizg@dwa normalizacdo e reducdo da
variabilidade.

Os valores ddold changeENH vs. 1 semana de tratamento foram calculados,
obtendo valores positivos indicando os genes copnesgdo reduzida com o0 uso da
Talidomida. As médias das intensidades dos simaimalizados nas amostras “teste” e
“controle” em cada experimento repetido foram comgas e analisadas através do
teste one-way utilizando o software GeneSpring 6.0.

AplOs normalizacdo dos dados, das 54675 sondasanfds 1556 que
obedecessem ao critério de possuir© @01, considerados significativos, bem como
fold change> 2 (reducdo na expresséo apds tratamente) -@u(aumento na expressao
apos tratamento). A partir desta lista chegamo94a d&nes unicos reduzidos e 412
aumentados.

O enriquecimento da lista de genes foi realizadavéas da plataforma online
disponibilizada pelo NIH, DAVID v 6.70atabase for Annotation, Visualization and

Integrated Discoveryhttp://david.abcc.ncifcrf.goy/ onde utilizamos os 100 principais

genes reduzidos.

Os genes superexpressos apos o tratamento nao doremiderados nesta etapa
de andlise, uma vez que estudos preliminares iraicado haver processos bioldgicos
estatisticamente significativos quando seguimogsnma abordagem.

Seguimos as orientagdes da propria plataforma gmm@nalises, porém alguns

parametros foram alterados durante o processoalfi@nos em parceria com o Dr.
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Flavio Nobre, COPPE - UFRJ, para a realizacdo dtartrento matematico e das

andlises estatisticas referentes ao microarranjo.

4.7. Analise de vias de sinalizacdo e enriquecimentdos dados do

Microarranjo

Através da analise de processos biolégicos (Geneldy — GO — Biological
Process — BP) realizada na plataforma digital DAMii2ntificamos um total de 174
processos biologicos, sendo que 27 desses prodassmgicos apresentavam p < 0,01
com a participacdo de 88 genes (Tabela 2). O psocédsolégico com maior
significancia estatistica identificada foi o dep@sta imune, contando com 17 genes
(CLEC5A, CD1D, FCGR3B, S100A7, GALNT2, AQP9, CCHBR5S; IL7R, LILRB2,
PTX3, PTPRC, RSAD2, RGS1, SLC11A1, THBS1,)T&R1/,0E-6.

GO Pathway Genes na P Valor
Lista/Genes
na Via

G0:0006955 - immune response 17/690 7,03E-06
G0:0009611 - response to wounding 13/530 1,41E-04
GO:0006952 - defense response 14/615 1,44E-04
G0:0001817 - regulation of cytokine production 8/181 1,62E-04
G0:0001775 - cell activation 9/287 5,10E-04
G0:0002440 - production of molecular mediator of immune response 4/31 0,001014
G0:0000041 - transition metal ion transport 5/71 0,001117
G0:0007155 - cell adhesion 13/700 0,001679
G0:0022610 - biological adhesion 13/701 0,001699
G0:0002252 - immune effector process 6/134 0,001707
G0:0002683 - negative regulation of immune system process 5/83 0,001992
G0:0001819 - positive regulation of cytokine production 5/90 0,002678
G0:0009968 - negative regulation of signal transduction 7/221 0,002986
G0:0048585 - negative regulation of response to stimulus 5/100 0,003915
G0:0030098 - lymphocyte differentiation 5/103 0,00435
G0:0045321 - leukocyte activation 7/242 0,004654
G0:0042445 - hormone metabolic process 5/106 0,004817
G0:0010648 - negative regulation of cell communication 7/248 0,005237
G0:0002822 - regulation of adaptive immune response based on somatic recombination of immune 4/55 0,005296
receptors built from immunoglobulin superfamily domains

G0:0002819 - regulation of adaptive immune response 4/56 0,00557
GO:0006968 - cellular defense response 4/61 0,007068
G0:0048754 - branching morphogenesis of a tube 4/65 0,008422
G0:0030217 - T cell differentiation 4/65 0,008422
G0:0042592 - homeostatic process 12/751 0,008529
G0:0016477 - cell migration 7/276 0,008689
G0:0042110 - T cell activation 5/126 0,008811
G0:0046649 - lymphocyte activation 6/199 0,009144
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Tabela 2 — Processos biolégicos identificados comegativamente modulados, a partir da andlise da
expressdo génica global, em lesdes de ENH regredidapdés uma semana de tratamento com

Talidomida.

Também é possivel notar que a resposta a ferimgegsonse to woundindi
0 segundo processo com maior significancia estatjsho qual, observamos 13 dos
nossos genesCCR2, NRP1, PLSCR1, PTX3, S100A8, SAAl, SERPINEN 181,
THBD, THBS1, TLR1, TNC, VCAM& p=1,4E-04. O processo de adesao celaldl (
adhesioh também aparece entre os 10 principais processa®gitos com a
participacdo de 13 geneADJAM12, COL12A1, CYR61, FERMT2, ITGB1, ITGB1P1,
LAMB1, NRP1, PLXNC1, PTPRC, PCDH17, TNC, THBS1,MQA p=0.001679.

Quando submetidos a analise de vias de sinalizatiéipando o banco de dados
KEEG na plataforma DAVID, identificamos somente sluaas com p<0,1ECM-
receptor interaction(interacdo de matriz extracelular e receptoresgedes:ITGB1,
LAMB1, TNCe THBS1 p=0,031) ePrimary immunodeficiencyimunodeficiéncia
primaria - 3 geneslAK3, IL7Re PTPRC p=0,033).

Também procedemos com uma analise integrativa desoa dados através da
comparacao da nossa lista de 894 genes regulagatvaenente apds tratamento com
Talidomida e uma lista de genes modulados posigvéendurante o ENH, publicada
anteriormente em colaboracdo com nosso grupo ¢Led, 2010). Através do mesmo
corte defoldchagee p valor foldchange> 2 ep < 0,01), obtivemos uma lista com 2013
genes positivamente modulados nas lesdes de EN¢bemparacdo com lesdes LL ndo
reacionais. Sobrepondo nossa lista de 894 genesicmva lista gerada, obtivemos 202

genes compartilhados, conforme o diagrama de Vesagair (figura 4.7).
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Lee DJ et al. J Infect Dis. 2010

LLXENH Modulados Positivamente
ENH

X
ENH+THAL

692

Modulados
Negativamente

Figura 4.7 Diagrama de Venn mostrando a sobreposicaentre genes reduzidos em lesdes af

tratamento com Talidomida e genes aumentados durante o EN

4.8. Selecados genes utilizados no estut

Para selecéo dos genes a serem testados, consideagmsicdo ocupada pe
mesmosem relacdo a sua expressreduzida apos tratamento com a Talidor,
funcBes biolégicas descritas na literatura e cagé® com os fenenos ocorridos n
ENH (inflamacdo, angiogénese, migracdo de célulasnés). Selecionamogenes
representativos da composi: tenascina C (TNC) enolécula de adesédo de cél
vascular 1 (VCAM1) e remodelamen da matriz extracelular desintegrina
metaloproteinase 1ADAM12) e metaloproteinase 1 (MMPXo tipo celular presente
na lesdo (CD16)yvias de sinalizacdo e componentes de regulagéo rdoegsc
inflamatdria proteina supressora de sinalizacdo da citocifSOCS?) e caspase 1
(CASP1);e moléculas soluveis envolvic na ativacéo e migracdo celulproteina rica
em cisteina 1 (CYR61)rombospondina (THBS1) e pentraxina @TX3).

Além disso, também levamos em consideracdo osipaiscgenes presentes
analise integrativapna qual omparamos nossos dados com outro microarran
publicado, onde foram identificados os genes sappressos no ENH em compcéo

com les@es lepromatos@see et al, 2010).
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Simbolo dos
Top100 Andlise Integrativa | FoldChange

Genes
MMP1 1 SIM 74,97
PTX3 3 SIM 16,89
SOCS3 4 NAO 15,73
VCAM 7 SIM 13,85
CYR61 9 NAO 11,19
TNC 10 SIM 10,24
THBS1 11 SIM 9,54
FCGR3A/B (CD16b) 24 SIM 5,47
CASP1 46 NAO 4,32
ADAM12 55 SIM 4,18

Tabela 3. Selecao de genes utilizados no estudo etss critérios combinados.Todos os genes
selecionados estdo entre os 100 principais redsizdntificados pelo microarranjo e ranqueados pelo
valor deFold Change(valor que representa quantas vezes o gene setemederado em relacdo ao
controle — ex. a expressao génica de MMP1foi reldusm 74,97 vezes apls o tratamento com
Talidomida).

Microarranjo

ENH Normalizagcdo Genes reduzidos em bidpsias de
X =  Filtragem — ENH 7 dias apds Talidomida
ENH 7 dias de Estatistica FI<2ep<0,01=2894 genes
Talidomida

Andlise Integrativa

202 genes em comum com oS
2013 regulados positivamente
no ENH em comparagéo com LL
(GSE16844FI22e p<0,01)

TOP 100 Genes

Functional Annotation Tool : = =
KEGG Pathways com a maior reducio na expressio

apos 7 dias de tratamento com Tal.

Alteracoes de MEC w VCAM1, TNC
Remodelamento de MEC = ADAM12 e MMP1
Fendtipo celular presente nos sitios da lesao = CD16
Vias de sinalizacdo associada a processos inflamatérios s CASP1, SOCS3
Ativacdo e migracdo celular =% CYR61, THBS1, PTX3

Figura 4.8. Esquema representativo da selecdo doergs através dos dados gerados pelo

microarranjo, previamente obtido (Colaboragdo LAHAN - Fiocruz e NIH - USA).
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4.9. Extracdo de RNA total

Para a obtencédo do RNA total, derme e epidermegattas das lesbes biopsiadas
foram processadas, utilizando 2 mL de reagentedR(tife technologies, USA), com
o auxilio de um homogeneizador de tecidos (POLYTR®N-3100D - Kinematica
AG).

Em seguida, as amostras em TRizidram transferidas para microtubos e o
RNA extraido segundo as instru¢des do fabricardea Bso, adicionou-se 200 pL de
cloroférmio (Merck, Alemanha) em cada tubo de 15 tivre de DNAse / RNAse,
para cada 1 mL de TRIZYle os mesmos foram homogeneizados por inversaseaté
obter um aspecto leitoso. Posteriormente, os ttdrasn centrifugados a 12000 x g por
15 min a 4° C. A fase aquosa contendo o RNA (fapersor) foi transferida para novos
tubos de 1,5 mL propriamente identificados, conbe®d0 uL de isopropanol (Sigma-
Aldrich, USA) para cada 1 mL de TRIZohdicionado no inicio; os mesmos foram
misturados por inversdo e incubados a -70° C, pommimo 30 minutos. A fase
organica foi armazenada a -70° C para posterioagit de proteina.

Apos o periodo de incubacdo, os tubos foram mamtmiy 10 minutos em
temperatura ambiente, e entdo centrifugados a 120§0por 20 min a 4° C. Os
sobrenadantes foram descartados e o material ssditieelavado com 1 mL de etanol
75% através de centrifugacdo a 7500 x g por 5 mid°aC. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram removidos, os sedimentos agewsperatura ambiente por cerca
de 20 min e, posteriormente, ressuspensos em Idkedgua destilada ultrapura, livre
de DNAse / RNAse (Life Technologies, USA).

4.9.1. Quantificacao e pureza do RNA

A quantificacdo e avaliagdo de pureza do RNA eddraanteriormente foi
realizada por espectrofotometria, utilizando o rimsento NanoDrop ND-1000
(Thermo scientific, USA). Inicialmente foi lido 1Lpde agua destilada ultrapura, livre
de DNAse / RNAse (Life Technologies, USA) para deiear o “branco”. Em seguida,
1 pL de cada amostra foi lido contra o “branco’comprimento de onda de 260 nm. A
avaliacdo da pureza foi determinada pela raz&o lsorildéncia A) em dois
comprimentos de ond#;so250indica 0 grau de contaminacao por proteinas, erqua

Acsorzzoindica o grau de contaminagdo por compostos organids amostras foram
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consideradas com alto grau de pureza quando assidzd2s0 € Azeor230 apresentaram

valores > 1,8.

4.9.2. Analise da integridade do RNA

A integridade do RNA extraido foi avaliada por gelsnaturante de agarose
(Life technologies, USA) 1,2 % em tampao MOPS 1 3g(a-Aldrich, USA).
Inicialmente as amostras foram desnaturadas adictimse 200 ng de RNA a 35 %
formamida, MOPS 1 X, 0,125 % de corante azul denbfenol e 1 pL de SYBR
Green 1l 100 X (Life technologies, USA). Em seguida amostras foram incubadas em
banho seco a 65° C por 15 minutos e depois apBoadla@el. A corrida de eletroforese
foi realizada em corrente elétrica de 100 V ponbButos. Apos esse periodo, o gel foi
analisado por sistema de fotodocumentacéo (L-RightoLoccus biotecnologia, SP). O
RNA foi considerado integro quando observadas lbrsdades ribossomais esperadas
(28S e 18S) e auséncia de rastros de RNA no gel.

4.10. Reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempal

4.10.1. Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido a partir de 1pg de RNA total, itlo anteriormente,
adicionado a reacao de sintese de cDNA, com oa&d SuperScript IlI® First-Strand
Synthesis SuperMix para RT-PCR em tempo real (Léehnologies, USA). Seguindo
o protocolo do fabricante, 1ug de RNA acrescidd ge. de de Oligo(dhy (50 uM), 1
puL de Anneling Buffer e BD em quantidade suficiente para completar 8ul dienve
final, foram incubados a 65° C por 5 minutos. Apgeeriodo de incubacao, as amostras
foram mantidas em gelo, por pelo menos 1 minuto.

Em um segundo momento, foram adicionados 10 pL d¢ Birst-Strand
Reaction Mix e 2uL de SuperScript® IlI/RNaseOUT™ Enzyme. Essa méstioi
incubada a 50° C por 50 minutos para transcrigggyida de incubacéo a 85° C por 5
minutos para inativacdo da enzima. Apos o periagdindubacdo, as amostras foram
mantidas em gelo, por pelo menos 1 minuto e posteeinte armazenadas a -20° C até

posterior uso.
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4.10.2. RT-PCR em tempo real para analise da exps# génica (qRT-
PCR)

Para andlise da expressdo génica, a reacdo de RTeRCtempo real foi
realizada utilizando-se o reagente Taqffast Universal PCR MasterMix (2x)
(Applied Biosystems, USA), seguindo as instrucGefathricante.

Para o RT-PCR em tempo real foram utilizadas am®ste cDNA, obtidas
anteriormente, na concentracdo de 10 ng por re&#@. isso, a reacao de PCR foi
realizada com volume final de 10 uL, onde forantiadiados 1 pL de cada cDNA, 3,5
puL de agua destilada ultrapura, livre de DNAse AR&I(Life Technologies, USA) e 5
uL de TagMafiFast Universal PCR MasterMix (2x) (Applied Biosys®. Para cada
amostra foram amplificados os genes de interesse gene constitutivo GAPDH
(Hs99999905 m1l) (Life Life Technologies, USA). Asacdes foram incubadas no
equipamento de PCR em tempo real StepOne®Rlpplied Biosystems, USA) e
submetidas a ciclos de 95° C por 20 segundos,cii@sale 95° C por 1 segundo e 60° C
por 20 segundos.

Para 0s ensaios acima, os seguintes ensaios Tadétam utilizados: SOCS3
(Hs02330328_s1), VCAM1 (Hs00171642_ml), MMP1 (H€®E58 ml), TNC
(Hs01115665_m1), ADAM12 (Hs01106101_m1), THBS1 ®8%R908 _m1), PTX3
(Hs00173615_m1), FCGR3A (Hs00275547_m1), CYR61 (456479 _m1), CASP1
(Hs00354836_m1) (Life Life Technologies, USA).

4.10.3. Andlise dos dados obtidos a partir de RT-HCem tempo real

A andlise da expressé&o génica relativa foi reagiastdizando-se o métods"s’
(Livak e Schmittgen, 2001). Inicialmente foi caldib 0ACy, subtraindo-se os valores
de G (do inglésthreshold cyclelimiar do ciclo) de cada gene alvo pelos valale<s
do gene normalizador, o controle endogeno GAPDHe (Liechnologies, USA). Uma
vez determinado A\C; das amostras, os valores de expressdo génicavaetatam

obtidos pela férmula 27, referente a cada gene alvo.
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4.11. Extracdo de proteinas pelo método de TRIZol

A extracdo de proteinas pelo método de TfiZoi realizada como descrito por
(Hummonet al, 2007). Resumidamente, foi realizada a separagdasg de RNA e a
precipitacdo do DNA das amostras com TriZalomo descrito pelo fabricante. A fase
fenol-etanol restante de cada amostra foi colocadauma membrana de celulose
(Snake skin dialysis tubing MWCO 3,5k, Thermo Stifen USA) com auxilio de
clamps apropriados, e submetida a um process@sletmpas de dialise em solugcéo de
SDS 0,1 % a 4° C: por 16 horas, 4 horas e 2 hoespectivamente. ApOs esse
procedimento, a massa globular (visivel) de cadastma foi coletada, transferida para
um tubo novo e centrifugada por 20 minutos a 6090ax4° C. Em seguida o pellet foi
ressupenso e homogeneizado em [dl0fe solucédo de Tris - HCI 1M, uréia 8 M, pH 8,

até sua dissolucao completa.

4.11.1. Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas obtida das bidpsiasfiaida pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), através do reagente Brad(Sigma-Aldrich, USA). Para
elaboracdo da curva padrédo foi utilizada albumiéaca bovina (BSA) em tampao
salino, variando entre 0,1 - 1,4 mg / mL. Em umaraplaca de 96 pocos de fundo
plano (Greiner Bio-one, Brasil) foi aplicada a aupadrao (diluicdo seriada: 0,1ug/ pL
a 1ug/ pL), agua destilada como branco (10 plgopcee as amostras diluidas 10 x (1
puL / poco de amostra e 9 / poco pL deOH Em seguida, em cada poco, foram
adicionados 200 pL do reagente Bradford e a plaiceubmedita a homogeneizacdo em
um agitador por aproximadamente 30 segundos. Asstamsoforam incubadas a
temperatura ambiente durante 5 minutos e a leitlaaplaca foi realizada em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 59508nesultados foram analisados

pelo software SoftMax® data acquisition and analy®lolecular Devices, USA).
4.12.Western Blotting- corrida, transferéncias e incubacoes

ApoOs as dosagens pelo método de Bradford, 30 pgrdésinas extraidas das

bidpsias foram diluidas em tampéao de amostra (hicérol, 5 % 2 — mercaptoetanol,
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2 % SDS, 0,06 M Tris - Hcl, pH 6,8 e azul de broemaf); em seguida, as proteinas
presentes nos lisados celulares foram desnatumda®anho seco a 100°C por 5
minutos.

As amostras desnaturadas foram aplicadas em umlegebliacrilamida - SDS
12 % e a corrida foi realizada em tampao consttpiar 25 mM Tris; 192 mM glicina;
0,1 % de SDS, a 120 V em cuba de eletroforese - USA) por 90 minutos.

O gel contendo as proteinas que migraram duracteri@da e uma membrana de
nitrocelulose (GE, S&o Paulo, Brasil) foram monsadwm suporte da cuba de
transferéncia. O sanduiche montado contendo: esppapel filtro, gel, membrana de
nitrocelulose, papel filtro e esponja, foi entddocado na cuba de transferéncia (Bio-
Rad, USA), juntamente com o tampao constituido Slen® de Tris; 192 mM de
glicina; metanol 10 %. A transferéncia foi reali@aadtilizando corrente de 100 V
durante 1 hora.

Apés a transferéncia, as membranas foram coradas stbucdo deRouge
Ponceaupara a confirmacdo da transferéncia e identificagdopadréo de massa
molecular e, posteriormente, descoradas por lagagem solucdo de TBS/ T (10 mM
Tris pH 8,0; 150 mM Nacl; Tween-20 0,05 %). Em sdguas membranas foram
bloqueadas em solucéo de bloqueio (5 % de BSA e®/TB1X 0,15 % Tween) por 1
hora e incubadasvernight com os anticorpos primarios monoclonais anti - TNC
(ab108930, Abcam, USA) na diluicdo de 1:1000, anfiCAM1 (ab134047, Abcam,
USA) na diluicdo de 1:2000, anti - CD16 (ab1833B#cam, USA) na diluicdo de
1:1000, anti - MMP1 (ab52631,Abcam, USA) na diloicde 1:500, PTX3 (LS-
C140141, LSBio, USA) na diluicdo de 1:2000, TNF aumncentracdo de 2 pg / ml
(MAB210, R&D Systems, USA), em 1 % de BSA em TBIS1 X 0,15 % Tween.

ApoOs esta incubacdo, as membranas foram lavadaségsovezes com TBS / T
1X 0,15 % Tween durante 10 a 15 minutos e logo eguida, foram incubadas por 1
hora com anticorpos secundarios anti - IgG de coetimjugado a peroxidase (P0448,
Dako Cytomation, Dinamarca) diluido 1 : 2000 em H&BSA em TBS/T 1 X 0,15 %
Tween, ou anti-IgG de camundongo conjugada a pdasegi (P0447, DakoCytomation,
Dinamarca) diluido 1:2000. As membranas foram lasagés vezes com TBS / T por
10 minutos e reveladas em cassete de revelagéo.

A deteccéo das bandas foi realizada adicionandmis® a membrana 1 mL do
substrato quimioluminescent@&/estern blottingLuminol (Santa Cruz, USA). Em

seguida, em camera escura, a membrana foi expasta #me radiografico X (X-
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OMAT LS; Kodak, NY, USA) por diversos periodos @enpo, e o filme foi revelado
apos imersdo em solucao reveladora e solugéo fiagdodak, USA).

Apés a revelacdo, a membrana foi incubada, solagigit com solucdo de
stripping (NaOH 0,2 M, 25 mM de glicina, 1 % de SDS pH 2,8) p periodos de 15
minutos, intercalados por trés lavagens com TBSL/X0,15 % Tween, durante 10 a
15 minutos, para a remocgdo dos anticorpos. A memabfai entdo novamente
bloqueada com TBS /T 1 X com 5 % de BSA em 0,18e%ween por 1 hora e entdo
um novo Western Blottingfoi realizado para GAPDH (Santa Cruz Biotechnology
USA) numa diluicdo de 1:500 de TBS / T com 1 % d&ABem 0,15 % de Tween,
seguindo um protocolo semelhante ao anterior, parémticorpo secundario utilizado
foi anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase (BO8akoCytomation, Dinamarca)
na diluicdo de 1 : 2000.

A quantificacdo doWestern blottingfoi realizada através de densitometria,
utilizando o programa Adobe Photoshop 7.0.1 (Adsy&tems Incorporated, USA). Os
resultados foram apresentados como a mediana #odpadrao da razdo Alvo /
GAPDH.

4.13. Imunohistoquimica

As les@es de pele biopsiadas de pacientes com EBENhomento do diagnostico
e 7 dias ap0s o seu tratamento com Talidomida fa@rgeladas imediatamente apos a
coleta e mantidas em nitrogénio liquido até o mdmede uso. Posteriormente, a partir
de fragmentos de lesdes de pele congeladas forers ¢ertes de 5 - pm de espessura
com o auxilio do criostato LM3000 (Leica, Wetzl#&demanha) e analisados pela
técnica de imunoperoxidase.

Apébs o corte em criostato, as laminas foram desad#&emperatura ambiente
por no minimo 40 minutos, e 0s cortes congelad@sfdixados em acetona gelada por
10 minutos. Apos o periodo de secagem, foram laidost em PBS pH 7,4 por 10
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a igaax endégena foi bloqueada
com peréxido de hidrogénio 0,3 % em PBS por 15 tomie os sitios de ligacao
inespecifica foram bloqueados com o Kit ABC Elitée¢tor Laboratories,Inc.;
Burlingame, CA), de acordo com as instru¢coes daidabte. As laminas foram
escorridas e lavadas em PBS por 5 minutos e inasbach soro normal por 1 hora a
temperatura ambiente (Kit ABC Vector, VectastaiA, OSA).
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Todas as incubacdes dos anticorpos foram realizadag solucdo de soro
albumina bovina (BSA) 0,1 % diluida em tampédo fsfale sodio (PBS) na
concentracdo de 1 X por 1 hora a temperatura amebi@&s seccdes foram incubadas
com os anticorpos primarios humanos monoclonaidyzidos em coelho: anti - CD16a
(ab183354, Abcam, USA) na diluicio de 1:50; monuoai® produzidos em
camundongo: anti - TNC (ab108930, Abcam, USA) thaigho de 1:100, anti - CD105
(ab11414, Abcam, USA) na diluicdo de 1:50, antD1Cc na diluicdo de 1:25 (M0732,
DakoCytomation, Dinamarca), anti - CD3 (347340, B&ba diluicdo de 1:25;
policlonais produzidos em camundongo: anti - VCAMb134047, Abcam, USA) na
diluicdo de 1:200, anti-MMP1 (ab52631, Abcam, US#) diluicdo de 1:100, anti -
ADAM-12 (ab137468, Abcam, USA) na diluicdo de 1:106®noclonais produzidos em
rato: anti - PTX3 (LS-C140141, LSBio) na diluicde #:50, por 60 minutos, lavadas
com PBS e em seguida incubadas com o anticorpmd&@ca biotinilado (Vectatain
ABC kit; VectorLaboratories, Inc.; Burlingame, CAjor 60 minutos, seguido da
incubagdo com o complexo avidina-biotina (VectataBiC kit; VectorLaboratories,
Inc.; Burlingame, CA) por 40 minutos a temperatamzbiente e processadas de acordo
com instrucdes do fabricante.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS ponutos e incubadas em
tampdo de acetato de sodio pH 5,2 por 5 minutogma Ravelagdo, os anticorpos
primarios foram detectados pelo Kit Substrato deoéase com AEC (3-amino-9-
etilcarbazol) (Vector Laboratories, Burlingame, G#§A), manuseados de acordo com
as instrucdes do fabricante, e acompanhados aosuodpio para ndo supercorar, por no
méaximo 20 minutos. Em seguida, os cortes foramraardrados por 5 minutos com
Hematoxilina de Mayer, lavados em agua corrente oatawlos com meio aquoso
Paramount (Dako, ThousandoOaks, CA). Para as l&nuiea controle negativo, o
anticorpo primario foi omitido ou um isotipo corrale especificidade irrelevante foi
utilizado.

As amostras foram analisadas por um microscopic@pe campo claro Nikon
Eclipse E400 (Nikon Instruments Inc., NY, USA), cauxilio do programa Infinity
Capture (Lumenera Corporation, ON, Canad4) e agdnsmgeradas foram avaliadas

através do software ImageProPlus.
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4.14. Analises estatisticas

Os resultados foram representados como média Hpadho. Os dados foram
analisados utilizando o teste t de Wilcoxon (paveadao paramétrico) e a significancia
estatistica foi considerada quando p < 0,05.

As anadlises estatisticas dos dados apresentadas faralizadas através do
programa Windows GraphPad Prism verséo 5.0 (Grap&®é&ware, San Diego, CA,
USA). O numero de replicatas experimentais indepeted foi especificado nas

legendas de cada figura.
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5. Resultados

5.1. O tratamento com Talidomida conduz a uma regssdo dos sintomas clinicos

de reacdes do tipo Il apos 7 dias

Nosso grupo de estudo compreendeu um total 10rgasielo sexo masculino
diagnosticados clinica e histopatologicamente copnioneiro episddio reacional
referente ao ENH, no qual segundo as diretrizesMiustério da Saude, foram
administradas 300 mg / dia de Talidomida como agemtti-inflamatorio Unico,
conforme intensidade do quadro, por um periodo desemana, mediante
acompanhamento clinico.

A evolucédo clinica dos pacientes foi avaliada apogatamento, onde foi
possivel observar que a maioria dos episodios aeais do tipo Il foi controlada,
apresentando involugéo ou estacionamento de lesd@seas caracteristicas desse tipo
de reacdo, além de reducao de sintomas sisténuows mal estar geral, febre e edema,
apos administracéo do farmaco na concentracad@dpeacima indicados.

Em termos de faixa etaria, o ENH foi predominante pacientes com idade
superior a 20 anos e a média de idades dos indwidompreendeu 36,5 anos; periodo
este muito importante porque esta relacionado anento de vida em que 0s mesmos

sao profissionalmente ativos.
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- - Mal-estar Edema
Paciente | Idade | Sexo Data Lestes Cuténea;rga Reaciclt R geral ENTI?’;’;‘O ENH/ Outros
ENH/TTO TTO
- q Parestesia, perda de peso, dor neural
. N It dot ENH, . . . ’ , !
Diao Ov:asraecstoei?stioca l.ft(i)va Sim Sim/ 38,82C Sim artralgia, mialgia, alteracdo da sensibilidade,
N - M § nédulos inflamatérios.
7 Dias apés Lesdes antigas do tipo ENH, . ) ) Pareste§1§, Aartralgla, mialgia, alteragdo da
. ! Lo . Nao Sim Sim sensibilidade, presen¢a de manchas
Talidomida caracteristicas involuidas. ) -
hipercromicas.
lueixas nasais, artralgia, surto, alteracdo de
i i algi alteragdo di
- . sensibilidade, mialgia, dor neural,
M Diao NOV::rlecstoei?stdiocanapt(i)v}iNHy Sim Sim/ 37°C Sim aparecimento stibito de sintomas, parestesia,
2 28 . infiltragdo, emagrecimento, doenga
respiratdria
7 Dias ap6s| Nova reagdo, tipo ENH com lesdes Nio Nio Nio Perda de peso, presenca de nodiulos
Talidomida antigas estacionadas inflamatérios.
Diao Nova reagdo, tipo ENH com lesoes Nio Sim/ 37°C Nio Mialgia, artralgia, adenomegalia. Presenca de
3 28 M novas, caracteristica: ativa. nodulos inflamatérios
7 Dias apos Lesdes antigas do tipo ENH, Nio Nio Nio Melhora dos sintomas. Parestesia em MMI
Talidomida caracteristica estacionada. esquerdo (pé), presenca de nédulos.
Diao Nexz reaca(;’é;‘::igi com novas Nao Nao Nao Presenca de n6dulos inflamatérios
4 32 M - - o— -
7 Dias ap6s| Nova reagdo, tipo ENH com lesdes < - - .
Talidomida antigas estacionadas Nao Nao Nao Melhora dos sintomas
_ . Mialgia, artralgia, dor neural, alteragdo da
Diao e lestoe? ?,O tl]:;;) NI, Sim Sim/38,5°C Sim sensibilidade e for¢a muscular, neurite,
5 23 M caracteristica ativa. placas bem delimitadas.
7 D}as apos Lesbes antigas d? tipo ,ENH’ Nao Nao Nao Melhora dos sintomas.
Talidomida caracteristicas involuidas
. Novas lesoes do tipo ENH, 9 9 0 9 Lesdo cutdnea, dor muscular, queixa nasal,
Diao caracteristica ativa. S SIS Sitm dor neural, alteragdo da sensibilidade
M
6 49 . . Nova reagdo do tipo EM; LesGes
7 Dias apos ! . . - .
Talidomid: antigasdo tipo ENH, Sim Nao Sim X
1domida caracteristicas involuidas
Diao I:Iova reagdo, tipo ENH com Sim Sim Nio Ml‘?{gla, parestesia, alteragdo da
lesGes novas, caracteristica: ativa. sensibilidade, placas por todo o corpo.
7 62 M
7 D}as aPOS Leses m%ngas d? tipo ,ENH' Nao Nao Nao Presenca de nodulos inflamatérios
Talidomida caracteristicas involuidas
Nova reagdo, tipo ENH com . 5 .
A - q - 3 3 - Queixas nasais, presen¢a de ndédulos
Diao novas lesdes ativas Nao Sim/39°C Nao . .
inflamatorios ulcerados.
8 22 M - - -
7 Dias apos Lesdes anFlgas d_o tipo ,ENH' - < < Melhora dos sintomas. Presenca de
N i caracteristicas involuidas. Nao Nao Nao .
Talidomida nédulos.
Nova reagao, tipo ENH com . . .
. A A < < . Parestesia nos pés, presenca de nodulos e
Diao novas lesoes ativas Nao Néao Sim
. M pépulas.
9 5
7 Dias apos Lesoes antigas do tipo ENH, - < -
Talidomida caracteristicas involuidas Nao Nao Nao X
Novas lesges do tipo ENH. Parestesia, reducdo da sensibilidade,
. s €0 tpo g . . . Presenca de nddulos inflamatérios e
Diao caracteristica ativa. Sim Sim Sim . . .
vesfculas, artrite, orquite
10 4 M
7 Dias apos Lesdes antigas do tipo ENH, Nio Nio Nio X
Talidomida caracteristicas involuidas

Tabela 4. Quadro Clinico representativo de 10 paaites com ENH no momento do diagndstico e 7

dias apés tratamento com Talidomida.
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5.2. Talidomida reduz alteracOes classicas descritano ENH apos 7 dias de

tratamento

Na fotografia representativa de um paciente com Effigura 5.2.A) no
momento do diagnostico, as lesdes apresentaramseelevo, relativamente a pele
vizinha; com presenca de nodulos com coloracaeneaitosa, porém avermelhada no
centro, de limites sombreados que vao se apagardinajmente; mais intensos no
centro da lesdo do que na perifeAarescenta-se, ainda, a presenca de edema tecidual
com grande infiltracdo, cujos limites ndo se podislimitar precisamente, alguns
desses nodulos confluem formando placas eritenmtreaoda a extensdo do membro
superior esquerdo, especialmente na face extgooaterior dos bragos, bem como nos
antebracos e cotovelo.

ApoOs 7 dias de tratamento com Talidomida (figu@B, todos os fenbmenos
foram se atenuando gradualmente, com o desapardoime infiltracdo, enquanto que
o eritema foi modificando sua coloragao, primitieante vermelho intenso, e tornando-
se violacea, até que, do antigo nddulo sé persistia pigmentacdo equimotica de
limites difusos e coberta por uma fina descamacao.

J& na imagem representativa de coloragcdo histald@gion hematoxilina-eosina,
no momento do diagndstico observamos (figura 5.@2€50 subcutanea profunda, onde
€ possivel observar intenso infiltrado inflamatoriocalizado na derme e,
principalmente, na hipoderme, proximo ao tecidocstdmeo e a anexos cutaneos;
Infiltrado inflamatério este, composto por macr@fsgespumosos, algumas células
polimorfonucleares, incluindo neutréfilos, além dglandulas sudoriparas
desorganizadas e edema vascular, confirmando estasplescritos na literatura. Apés
o0 sétimo dia de tratamento com Talidomida (figurd.[3), as lesdes apresentaram
reducdo intensa do infiltrado inflamatério dérmiem alguns casos e moderada em

outras, diminuicdo do edema vascular, neovascalgie colagenizagao da derme.
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Figura 5.2. Aspectos macro (A e B) e microscépicd€ e D) das lesBes cutaneas de paciente com ENH
antes e 7 dias apos tratamento com Talidomida, resptivamente. As imagens séo representativas da
avaliacdo de 5 pacientes com ENH. As imagens bigittds foram obtidas no microscopio Nikon E400
Eclipse e avaliadas no programa Infinity softw&arras: (C-D) = 2bm.

55



5.3. Talidomida reduz alteragcbes na histopatologialo ENH apdés 7 dias de

tratamento

Na figura 5.3.A referente ao momento do diagndstitia 0) do paciente 1,
podemos observar derme e hipoderme intensamentpraeomatidas pela presenca de
infiltrado inflamatorio denso, com envolvimento @struturas vasculares (seta) e
neurais (asterisco), além da presenca de célula®moleares, contendo numerosos
neutrofilos. Apos tratamento com Talidomida por peniodo de 7 dias (figura 5.3.B),
notamos a reducgdo consideravel do infiltrado infiBrio nas regides de derme e
hipoderme.

No dia 0 do paciente 2 (figura 5.3.C), podemosnias a presenca de vasculite
aguda, representada por infiltrado inflamatérissdciando as camadas do vaso (seta) e
intensa proliferagdo de células endoteliais. Alégsa notamos a presenca de matriz
extracelular edemaciada e infiltrada, contendo datm angiogénese. Posteriormente ao
tratamento com o farmaco (figura 5.3.D), observaraosolagenizacdo da matriz
extracelular, além de reducéo intensa do infiltradtamatoério perivascular, embora

permanecam focos de vasos neoformados (setas).
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Figura 5.3. Fotomicrografias de lesdes cutaneas gacientes com ENH no momento do diagndstico

e apo6s 7 dias de tratamento com TalidomidaAs fotomicrografias sao referentes a dois pacientes
diagnosticados com ENH no momento do diagnéstia @ (A e C) e apds 7 dias de tratamento com
Talidomida (dia 7) (B e D). As imagens de cortespdeafina corados com hematoxilina-eosina (HE)
foram observadas ao microscépio Olympus e captsrattavés do software Infinity. Barras = (A-B)
200um; (C e D) = 5Qum.
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5.4. Validacdo por RT - PCR de genes modulados ndiyamente, selecionados a

partir do microarranjo, apos 7 dias de tratamento om Talidomida

Apos enriquecimento dos dados de microarranjo éraa analise de processos
biologicos na plataforma online de bioinforméaticA\DD e andlise integrativa, 0s
seguintes genes alvos foram selecionados paragabdoor RT-PCR em tempo real.

De uma forma geral, podemos destacar o gene de UiNfEpnhecido marcador
de melhora da reacdo do tipo Il e duevitro / in vivopode ser modulado
negativamente pela acdo da Talidomida; os geneBHEES1, CYR61, PTX3, TNC,
VCAM-1 como fatores secretados, responsaveis pélacao celular tecidual e que
alteram a composicao da MEC; CD16 como um recejgqrorcéo Fc, capaz de indicar
uma alteracdo na populacdo de células na les@mmlgculas intracelulares CAPS1 e
SOCSS, responsaveis pelo controle de vias impegamiacionadas com inflamacéo e
apoptose. Também avaliamos os genes das metaiopss#s MMP1 e ADAM12,
responséaveis pelo remodelamento da matriz extlacéMEC).

A expressao génica de TNF (figura 5.4.A), THSBhufa 5.4.B), CYR61
(figura 5.4.C), e PTX3 (figura 5.4.D) foi signifibeamente reduzida apés 7 dias de
tratamento com Talidomida.

As demais moléculas: TNC (figura 5.4.E), VCAM-1g(fra 5.4.F), CD16a
(figura 5.4.G), Caspase 1 (figura 5.4.H) e SOQ®B@Ia 5.4.1), MMPL1 (figura 5.4.J) e
ADAM 12 (figura 5.4.K) ndo apresentaram reducacexaressao génica nas lesdes de
pele de pacientes com ENH apés tratamento comneatar, neste mesmo periodo de
tempo. Dessa forma, acreditamos ser necessarimerdo dos valor do N experimental
atual.

Cada um dos genes foi testado para todos os 18 gareiopsias, no entanto as
reac0es de RT - PCR em tempo real foram incon@aspara alguns casos nas
condi¢des padronizadas, o que reduziu o numerbdotsiderado para TNF e PTX3.
Além disso, para algumas bidpsias, as moléculas @NRT X3 apresentaram auséncia

de amplificacéo detectada (pontos vermelhos).
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Figura 5.4. Modulac&o da expressdo génica de TNF YATHBS1 (B), CYR61 (C), PTX3 (D), TNC
(E), VCAM-1 (F), CD16a (G), caspase 1 (H), SOCS3){IMMP1 (J), ADAM-12 (K) e por RT-PCR

em tempo real semi-quantitativo, de lesdes de pdieopsiadas de pacientes com ENH, no momento
do diagnéstico e 7 dias afs o tratamento com Talidomida, respectivamenteTodos os valores de
expressdo génica obtidoaACt) foram normalizados pela expressdo de GAPDH. réxltados
representam a média de 7-10 experimentos indepesdéndicados na parte inferior de cada RT-PCR
em tempo real) e a significancia estatistica fdcudada por teste Wilcoxon (** p<0,01; * p<0,05).

Pontos vermelhos representam auséncia de ampiifiadgtectada.
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5.5. Talidomida modula a expressédo proteica de malélas expressas nas lesbes de

ENH apoés 7 dias de tratamento

Para a deteccdo e analise qualitativa da exprgss@gica nas lesbes de pele
biopsiadas dos pacientes com ENH, através de imentiiicacdo, as mesmas foram
submetidas a analise pwestern blottingpara as moléculas TNF, TNC, CD16a, V-
CAM1, PTX3, caspase 1 e MMP-1 no momento do diaigwslos pacientes e 7 dias
apos tratamento com Talidomida.

As moléculas TNF (figura 5.5.A), TNC (figura 5.5,)D16a (figura 5.5.C), V-
CAM1 (figura 5.5.D) apresentaram reducéo estasisiente significativa de sua
expressao protéica apos 7 dias de tratamento cbdoiféda.

Entretanto, as moléculas PTX3 (figura 5.5.F) e asspl (figura 5.5.G)
apresentaram resultados inconclusivos. J& MMPguréi 5.5.E) apresentou aumento
estatisticamente significativo de sua expresséatéioeo em todos 0s pacientes quando
avaliados no mesmo periodo de tempo apoés tratamento
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Figura 5.5. Western blotting demonstrativo do efeit do tratamento com Talidomida sobre a
expressdo proteica de TNF (A), TNC (B), CD16a (CY,-CAM (D), MMP-1 (E), PTX3 (F), Caspase-

1 (G) em lesdes de pele biopsiadas de pacientes &&RH, no momento do diagndstico e 7 dias apés

o tratamento com Talidomida.Os resultados representam a média + erro padr&el@eexperimentos
independentes (indicados na parte inferior de ¢&83 e a significancia estatistica foi calculadaopel
teste de Wilcoxon (* p<0,05). Adicionalmente, sdostnadas as andlises densitométricas da intensidade
de expressdo das bandas geradas, normalizadaseymiessdo de GAPDH e Tubulina, conforme

identificado em cada molécula analisada. Experiosergpresentativos.

5.6. Talidomida promove a reducdo de moléculas envaas na

imunopatogénese do ENH apoés 7 dias

Para identificar a presenca e localizacdo das aulslg presentes na
imunopatogénese das lesdes de pele biopsiadasad@mnies com ENH, as mesmas
foram submetidas a andlise por imunohistoquimica pa moléculas CD3CD11¢,
CD16&a, CD105, MMP1 e PTX3. Na lesdo dos pacientes no momento do diagndstico
foram observadas muitas células Cf&yura 5.6 A), CD11¢ (figura 5.6C), CD16a
(figura 5.6 E), CD105 (figura 5.6 G), MMP{figura 5.6 1) e PTX3 (figura 5.6 K)
distribuidas principalmente nos infiltrados infladréos da derme e ao redor de anexos
cutaneos gsteriscos e setagespectivamente). Além disso, observamos umadgran
quantidade de vasos sanguineos CDIfStribuidos pela derme e, principalmente,
localizados nos infiltrados dérmicos e proximos @wsxos cutaneoagteriscos e setas
respectivamente).

Apods 7 dias de tratamento com Talidomida (figurd B, D, F, H, J e L),
verificamos uma redugdo na expressdo de todos osadmes analisados, além da
diminuicdo do infiltrado inflamatério dérmicoagterisco e setase também nos

microvasos.
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Figura 5.6. Expressdo de marcadores celulares nassbes de pele de pacientes com ENH antes e
apo6s tratamento com Talidomida.Fotomicrografias de lesfGes de pele de pacientes ENH antes

(coluna da esquerda) e 7 dias apds tratamento edidofida (coluna da direita) marcados para CD3 (A
e B), CD11c (C e D), CD16a (E e F), CD105 (G eMMP1 (I e J) e PTX3 (K e L). Essas observacdes
séo representativas de 5 pacientes com ENH. Mé&edmunoperoxidase e contraste com hematoxilina.
As imagens foram obtidas no microscdpio Nikon EEOGDpse e avaliadas no programa Infinity software.

Barras = 5(m.

5.7. O uso de Talidomida reduz a expresséo de TN@@&s 7 dias de tratamento

Para caracterizarmos a distribuicéo e a expressaiN€ nas lesdes de pele de
pacientes com ENH, os cortes foram imunomarcadasacdNC.

Com relacdo ao padrdo imuno - histoquimico observamb momento do
diagndstico verificamos uma intensa marcacao p&l@ mos infiltrados inflamatorios
dérmicos ¢eta$ (figura 5.7.A), na regido subepidéermieasteriscg, ao redor de anexos
cutaneos presentes na regido profunda da dernss (set C) da pele de paciente no
momento do diagndéstico e antes do tratamento(figui&C). Apds 7 dias de tratamento
com Talidomida verificamos a reducdo da marcacda PAIC na area subepidérmica
(seta$ (figura 5.7.B) e nos infiltrados inflamatérioschlizados na derme e ao redor das

glandulas sudoriparas (figura 5.7.D).
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Pré-Talidomida Pés-Talidomida

Figura 5.7. Expressdo d&NC em lesdes de pele biopsiadae pacientes com ENH antes (AC) e
apos 7 dias de tratamento com TalidomidaB e D). As imagens histoldgicaforam capturadas de
campos aleatdrios, 0 representativas da avaliagcdo de cortes comg, provenientes de lesdes de [
biopsiadas de pacientes com ENI As imagens foram observadas ao microscépio Olyrepapturada

através do software Infinitarra: = (A e B) 100um; (C e D) 5Qum.
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6. Discussao

Neste estudo, foram demonstrados que no ENH al&ntrddicionais genes
envolvidos na resposta imune inflamatoria, outistesas bioldgicos responsaveis pela
homeostasia tissular s&o moléculas chaves paraaessar e regredir o evento quando
tratados com a Talidomida. Avaliando nosso trabaiblo ponto de vista do farmaco,
diversos genes que sdo sabidamente envolvidos cet@istase, desenvolvimento de
tumores, fibrose e inflamacé&o crénica foram ide#dos como sendo modulados pela
Talidomida.

Trabalhos sobre os efeitos da Talidomida em modwlono com tuberculose
pulmonar mostraram que a droga acarretou uma redtegdto no tamanho do
granuloma, como na destruicdo do pulmao (Moreisgandva-Berkovet al, 1997). Ja
em modelo utilizando coelhos com meningite tub@sal demonstrou-se que o uso da
Talidomida associado a antibiéticos foi responsépela diminuicdo total da
mortalidade devido a doenca (Tsenetal, 1998).

A analise de microarranjo realizada em estudo préem amostras de lesfes de
pele biopsiadas de pacientes com ENH (N=4), pdgsibrepetir o desenho do estudo
clinico no presente trabalho, utilizando nesta i@casm maior nimero de amostras
(N=10), além da ampliacdo das técnicas empregtias,omo RT-PCR em tempo real,
western blotting e imunohistoquimica, para confirmacdo dos dadosidab
anteriormente. Para isto realizamos as etapas s#&@Es para a selecdo de genes a
serem analisados através das técnicas acima.

Nas lesdes agudas, o infiltrado inflamatdrio aprsepredominantemente,
leucécitos polimorfonucleares (PMN), geralmentaagibs nas camadas mais profundas
da derme e hipoderme, muitas vezes constituindooaticessos assepticos. Embora, a
sua intensidade varie entre casos discretos de EOH lesdes cutaneas pouco
dolorosas, sem comprometimento do estado geras@sanais graves que necessitam
internacdo. Por outro lado, a participacdo de asl@ndoteliais no recrutamento de
células inflamatérias ndo deve ser descartada commo ponto chave para o
desenvolvimento deste episodio reacional. A presate edema na derme € outro
achado frequente; j4 as lesOes tardias podem apaesdteracdes de proliferacdo ou
obliterativa (Job, Gude e Macaden, 1964; Faisa., 2003).

Dentre as moléculas presentes na imunopatogénssesdas de pele biopsiadas

dos pacientes com ENH, observamos a redu#idmunomarcacido de CD3os
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infiltrados remanescentes das lesfes em regressaolécula CD3 € uma glicoproteina
membro da familia das moléculas de adesdo, dendaiimdegrina. Seu receptor de
superficie é que interage com o receptor de litdéci (TCR) formando o complexo
TCR — CD3. Além disso, pode ser usada como marckatipico para indicar a
populacdo de linfocitos T, pois estdo presentesaaestas celulas (Parkin e Cohen,
2001).

Além disso, também observamos redugcdo da imunagéoc das células
CD11¢, em especial na epiderme, indicando uma reducioogalggdo de células
dendriticas ap0s o tratamen#s células CD11c sdo consideradas as mais efetivas
apresentadoras de antigenos, além de estarem iglagohos processos deimiotaxia,
fagocitose e adesado celulaentretanto possuem baixa freqiéncia nos linfonodos
drenantes quando comparadas as demais popula¢dlesese(Osugi, Vuckovic e Hart,
2002).

Em nosso trabalho verificamos a marcacdo de digensigcrovasos positivos
para CD105 durante o ENH, entretanto, ap0s o peribel tratamento a mesma
apresentou-se reduzida, o que indica o processnglegénse como uma caracteristica
do ENH. O anticorpo monoclonal CD105 (endoglinagnidfica o receptor do fator
transformador do crescimenfd (TGF$1). Este receptor € uma glicoproteina trans-
membranar do tipo | que € expressa nas célulastadiai® sendo um marcador da
angiogénese tecidual, em processos inflamatorina ormacéo de tumores, embora
pouco expresso no endotélio de tecidos normais éuivanget al, 1996). Varios
estudos demonstram o seu potencial no diagnégirogndstico e terapia de tumor
(Huanget al, 2014; Cavaet al, 2015).

De forma geral, apesar do CD16a néo se tratar denaroador fenotipico que
possa indicar uma populacéo celular exclusivadag&o de células positivas pasta
moléculaindica que uma dessas populacdes, na qual a mewuoate-se envolvida,
possa ser chave para o desenvolvimento do EAlém disso, a molécula CD16a
também apresentou reducéo significativa apos aar8altratamento com Talidomida,
atraves de avaliacdo da expressao génica.

O antigeno CD16 € um receptor lolexa afinidade para IgG, existe tanto como
uma proteina ancorada glicosil-fosfatidilinosit@Rl) em células polimorfonucleares,
como uma proteina transmembranar em células Nk &sfigeno tem expressdo em
granuldcitos, mondcitos, macrofagos e em célulagralsiller, além de ser responsavel

pela funcao de citotoxicidade celular dependentantieorpo(Hogg, 1988)
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A presenca de alteragcdes no microambiente tecidu&@NH parece promover a
inflamacéo crénica do tecido, sendo isto confirmpdi@a natureza de genes reduzidos
apos o tratamento com a Talidomida. Embora envadvitb reparo ao dano tecidual e
esta ser uma das principais funcdes biolégicastifiemlas a partir da analise do
microarranjo, € aceito que o0 excesso de molécutam tuncbes inflamatorias,
envolvidas com migracdo celular e degradacéo tetigarticipem de eventos de
inflamacg&o crbnica. O envolvimento de padroes nutdees associados ao dano tissular
(DAMPs) no ENH parece justificar os eventos infladn@s verificados, no entanto
outros marcadores ainda precisem ser avaliadazrah@fmais consistente.

Estudos recentes tém demonstrado que proteinasssagrna MEC humana
adquirem propriedades de DAMPs em algumas doenmgaswpluem para cronificagéo,
tais como artrite reumatdide. Entre estes DAMP<rites encontram-se colageno,
TNC e fibronectina. Os DAMPS séao reconhecidos asade receptores da resposta
imune inata, tais como TLRs e receptores da famil@D-like (NLRP3). Estes
receptores iniciam vias de transducdo de sinallepsm a inflamagdo em resposta a
MAMPs (padrées moleculares associados a micrékié®u DAMPs (Feldman, Rotter
e Okun, 2015).

Dentre as principais moléculas consideradas DANtiRgddas ou expressas no
ENH, detectou-se a TNC. A expressdao de outras milakecinflamatérias e
modificadoras da matriz, como as MMPs e ADAM12,bara por degradar a MEC e
propagam o ciclo inflamatorio destrutivo .

Nas biopsias de pele de pacientes com ENH no meondmtdiagndstico, a
expressao génica de TNC foi detectada em todo® gadientes analisados. Embora,
apos o periodo de 7 dias de tratamento com Talmndois casos apresentaram
expressao génica negativa para esta molécula. Aiéso, a analise estatistica nao
indicou significancia entre os valores obtidos.r&ainto, observamos a diminuicao de
sua expressao protéica através das técnicasstern blottinge imunohistoquimica.

A TNC atua como um DAMP, provocando ativacdo ddsla® da imunidade
inata, via ligacdo com TLR-4 (Gobt al, 2010). Trata-se de uma glicoproteina
extracelular categorizada como uma proteina maitteze sendo altamente expressa
durante o processo de cicatrizagdo de feridadamatao, além de possuir uma ampla
variedade de efeitos sobre a resposta celular nbogémese e remodelacao tecidual

(Imanaka-Yoshida, Yoshida e Miyagawa-Tomita, 2014).
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Embora a expressao aguda da TNC seja necessaia penatrizacéo de feridas
adequadamente (Sumioka al, 2013), sua expressao persistente pode ser pajiidi
como no caso de ratos com doenca de Alzheimer,umresgta molécula apresenta-se
positivamente regulada, e sua supressao reduzrapa¢oiogia e inflamacao na doenca
(Xie et al, 2013). Além disso, a TNC representa um importéatter na propagacao da
inflamacé&o crénica e pode atuar de forma semeltegie doencas como, por exemplo,
a Sindrome do célon irrithvel (Gaudet e Popovi€iA.

A presenca da TNC no ENH pode representar um fiterminante para a
manutencéo da inflamacao tecidual crénica; encamatsaa molécula disposta ao redor
de microvasos e também ao redor dos infiltraddsrimdtorios, o que pode ser uma
fonte de ativacéo celular constante .

Em 2009, Midwoodet al. demonstaram pela primeira vez em um modelo de
artrite no qual os sintomas de doencas inflamadia camundongdanock outpara
TNC foram rapidamente resolvidos; inversamentegciigs de TNC promoveram
inflamag&o das articulagbes. Dessa forma, a TNCe pgel um importante alvo
terapéutico a ser explorado para o tratamento deé @MNdwood e Orend, 2009; Kirat
al., 2012).

Recentes investigacOes detalhadas de varios madkeldsencas utilizando TNC
KO tém sugerido que esta glicoproteina pode promeveicatrizacdo do tecido,
contudo contribui para 0 aumento de inflamacaobeose (Midwoodet al, 2011;
Udalova et al, 2011; Brellier e Chiquet-Ehrismann, 2012; Imanakeshida, 2012;
Chiquet-Ehrismanet al, 2014).

A presenca de TNC, junto a outros achados, par@cirmar que 0 processo
inflamatdrio crénico que pode ocorre no ENH reamiegpossa ser mediado por eventos
de fibrogénese e pela presenca de mediadores atfiaios importantes para o reparo
tecidual, no entanto expressos de forma descod&ptaque leva a mais danos do que
resolugdo. Dessa forma, identificar quais fator@snitobatéria influenciariam nesses
eventos sdo passos importantes a serem desenwolvido

Outros trabalhos do nosso grupo demonstraram, deafariginal, que a
Talidomida € responsavel pela reducdo de TNF (Samgiaal, 1991), dado este
confirmado no nosso trabalho, apds o sétimo dimademento com o farmaco, no qual
podemos constatar a reducdo estatisticamente isgiid dos valores de TNF,

mediante analise de expresséo génica evpstern blottingno nosso grupo amostral.
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A acdo da Talidomida se faz através do bloqueioR8A mensageiro que
comanda a producdo desta citocina, 0 que podepécax o seu efeito no ENH
(Moreiraet al, 1993). Dessa forma, o efeito da Talidomida ennzids niveis séricos
de TNF ocasiona a melhora das manifestacdes lecsistémicas do ENH, inibindo a
migracéo de células inflamatorias em direcédo dekSampaiet al, 1993).

Estudosin vitro e in vivo demonstraram que a Talidomida inibe a producéo do
TNF em mondcitos, acelerando ostensivamente a diegfia dos transcritos de acido
ribonucleico (RNA). Outros estudos sobre o efesoddoga mostram que a mesma foi
responsavel pela reducdo dos niveis de TNF em fago® alveolares humanos
(Tavareset al, 1997) e reducao dos niveis de TNF no fluido aéelspinhal, levando
a uma diminui¢do da patologia cerebral (Schoeetah, 2000).

Além disso, nosso grupo também demonstrou quewgdmdda ativacdo do NF-
kB, assim como sua capacidade de ligacdo ao DNaxrfonibidas pela Talidomida. A
droga também reduziu a producdo de TNF em monoegtsiulados conM. leprae
inibindo a fosforilacdo da p38 e ativando a vi&E®RK 1/2 (Hernandeet al, 2011).

Embora a liberacdo do uso da Talidomida pelos &rgho saude publica de
varios paises tenha sido pautada nas propriedatdeBNF, 0 seu mecanismo de acao €
bem amplo e n&o parece ser exclusivo sobre estcutal Através do nosso trabalho
de analise de microarranjo, aqui descrito, comooaitnos, podemos ver que outros
genes sao modulados pela Talidomida e que estesgrosuncdes chave no processo
inflamatodrio (Paivaet al, 2012).

Verificamos, ainda, no nosso estudo que as metdakippses MMP1 e
ADAM12 ndo apresentaram reducdo de sua express@tagipos 7 dias de tratamento
com Talidomida. Na analise de imunohistoquimicaseolblamos a reducdo da
imunomarcacdo da MMP1 nas amostras analisadaseSagentemente, a anélise por
western blottingdemonstrou aumento estatisticamente significaéiio 7 dos casos
analisados. Uma possivel explicacdo para esteséata em virtude dos fragmentos de
tecidos, embora proveninentes dos mesmos paciemiézados para a técnica de
western blotting ndo corresponderem aos mesmos utilizados na &cde
imunohistoquimica.

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma fandbktruturalmente
relacionada, porém geneticamente distinta, de ewiproteoliticas derivadas do
hospedeiro, envolvidas na degradacédo fisiologicgpatoldégica da maioria das

macromoléculas da matriz extracelular (MEC) e prnete de membrana basal
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(Birkedal-Hansen, 1993). Além disso, as MMPs estamlvidas no trafego das células
inflamatdrias, nos processos de defesa e dandatig§ereenlee, Werb e Kheradmand,
2007).

A MMP-1 é expressa por fibroblastos, células erdose macréfagos,
hepatocitos, condrécitos, osteoblastos, célulasotaisy e durante a migracdo de
queratinécitos epidérmicos (Birkedal-Hansen, 19%3tracelularmente, a atividade
proteolitica das MMPs é regulada pelos inibidoresiduais de metaloproteinases
(TIMPSs) e por mecanismos de ativacéo pro-MMPs @hibrakiguchi e Abiko, 1999).

A ADAM12 é um membro da grande familia de enzimd3AM; estas sdo
multifuncionais, em geral, ligadas a membranagragases de zinco. ADAM12 tem
sido implicada na patogénese de diversos tipos ameec, fibrogénese de figado,
hipertensé@o e asma, e a sua elevacao ou diminagzdoro humano tem sido associada
a estas e outras condicoes fisioldgicas / patadgiNyren-Ericksort al, 2013).

Enquanto ADAM12 ¢ transitoriamente expressa duraatemorfogénese
embrionaria dos musculos esqueléticos, 6rgaosnaisce 0sso (Kurisalet al, 1998),
os ratos com deficiéncia de ADAM12 ndo mostram dean anomalias de
desenvolvimento (Kurisaket al, 2003). A expressdo de ADAM12 pds - natal em
orgaos saudaveis e sem lesdes é baixa; entretam@sma € altamente elevada em
doencas acompanhadas por fibrose, como cirrosdideeide Pabicet al, 2003), leséo
muscular (Borneman, Kuschel e Fujisawa-Sehara,)2@86lerodermia (Shi-West al,
2007), feridas crénicas (Harshtal, 2008) e hipertrofia cardiaca (Waegal, 2009)

Consistentemente, um estudo genético recente esymaistrou que ADAM12 é
expressa nas células mesenquimais perivasculaeggit@s), que sdo programadas
durante o desenvolvimento da parede vascular,datsvam resposta a lesdo de tecido e
geram miofibroblastos pro- fibroticos (Dulauretyal, 2012).

Em vista disso, ADAM12 tem potencial para emergimo um bem sucedido
alvo de drogas, embora direcionando-se ao domimtaloproteinase com qualquer
especificidade sera dificil de alcancar, devideraedhanca estrutural entre os membros
da familia de enzimas MMP e ADAM. No geral, faz-secessario maiores
investigacdes para estabelecer ADAM12 como um hicad®r altamente desejavel e
alvo de farmacos para diferentes doencas e seuiddres seletivos, como potenciais
agentes terapéuticos.

A presenca de ADAM12 e MMP1 no ENH, demonstra maisg vez que o

processo de remodelamento tecidual esta deseqditibre que € compativel com a
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fiborose e manutencdo da inflamacdo recorrente @icardque acomente alguns
pacientes. Por outro lado, a acdo da Talidomideesedtas moléculas traz novas opc¢oes
terapéuticas que podem ser baseadas em sua agiaréldgos em doengas onde a
presenca dessas moléculas representem um papelmdrava sua patogénese.

Em outras moléculas ainda relacionadas a matria@{tlar, assim como a
THBS1 e CYR61 observamos a reducao estatisticansgteficativa da expressao
génica nos pacientes analisados apds tratamento é@maco.

A proteina CYR61 € um componente da matriz extudeelque é produzida e
secretada por varios tipos celulares, incluindalaglendoteliais, fibroblastos e células
musculares lisas. A CYR61 tem sido envolvida naragg§o dos leucdOcitos e no
processo inflamatdrio, mas também esta envolviddasenvolvimento cardiovascular e
carcinogénese. Ela exerce as suas funcdes atravdggatdo a varias integrinas
presentes em muitos tipos celulares diferentes msitiplicidade de funcdo € agora
conhecida por contribuir para um diversificado kqie processos celulares em que a
mesma pode regular (Perbal, 2013).

Durante o processo de cicatrizacdo de feridas eatanmiofibroblastos séo
recrutados para formar o tecido de granulacdo, aaleroliferam e rapidamente
sintetizam a MEC para fornecer integridade tecididiatante o reparo. Em fases
posteriores de cicatrizacdo de feridas, estes lnadfiastos sdo conduzidos para a
senescéncia pela CYR61, sobre a qual expressarangtigo de degradacédo da MEC e
limitam a fibrose. Assim, as fun¢des da CYR61, camointerruptor molecular anti-
fibrético que convertem os fibroblastos produtodes MEC em células senescentes
degradadoras de MEC, imp6em um controle auto-lntetana fibrogenése durante a
cicatrizacdo de feridas (Lau, 2011).

A expressdao de CYR61 é fortemente regulada porcicds e fatores de
crescimento. No entanto, a CYR61 pode modular atinehte a adesao celular e os
processos migratdrios, enquanto regula simultanetn@eproducdo de outras citocinas
e quimiocinas através deedbackparacrino e autécrino. Esta funcionalidade congplex
do CYRG61 tem destacado o papel fundamental quarestsula pode desempenhar na
regulacdo do processo de vigilancia imunologicg&nfibisso, a CYR61 tem aparecido
ultimamente como um parceiro importante no diremoento de componentes dos
processos de doenca inflamatoéria crénica ou infeegitais como aterosclerose ou

artrite reumatoide (Perbal, 2013).
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Por sua vez, as trombospondinas compreendem umdiafade proteinas
homoélogas que regulam o fendtipo celular e a estwxtracelular durante a criacéo e
o remodelamento do tecido. Varios estudos tém dstramo que a THBS-1 regula a
diferenciacéo, proliferacdo, migracdo celular, epapse de fibroblastos, células de
musculo liso e macrofagos (Jaffe, Ruggiero e Falc®B85; Bornstein, 2001; Adams e
Lawler, 2004). Dessa forma, a THBS-1 desempenhampurtante papel na regulacéo
de varias atividades bioldgicas, incluindo homessstavascular, imunidade, e
cicatrizacdo de feridas (Reed al, 1993; Baueret al, 2010; Lopez-Dee, Pidcock e
Gutierrez, 2011).

De modo geral, as células endoteliais sdo adapta@apressar altos niveis de
moléculas de adeséo, como é o caso da VCAM-1. Aeegfo génica de VCAM-1 ndo
apresentou reducdo na expressao génica, entredaatvalise pomwestern blotting
demonstrou reducéo estatisticamente significativa.

A VCAM-1 pode ser mais persistente no tecido, urea gue sua expressao
pode ser constitutiva em células dendriticas ednias endoteliais. A expresséo dessas
moléculas é resultado do processo de ativacao dlutédio que ocorre em condicdes de
lesdo tecidual, na presenca de subprodutos de ngécriemos (por exemplo:
lipopolissacarideos - LPS) ou mediante contato faimres provenientes da resposta
inflamato6ria, como componentes das cascatas doleomapto, coagulacao, citocinas
(IL-1B, TNF) e mediadores como a histamina e o leucatrigh (Gearinget al, 1992;
Hwanget al, 1997).

ApOs a ativacdo leucocitaria, moléculas endotelidés adeséo, tais como
VCAM-1, comegcam a participar do processo de ativagélamatéria, podendo
inclusive ser utilizadas como marcadoras do prec@stamatorio. Estas moléculas
permitem adesdo estavel dos leucocitos e sua didgegpassagem pela camada de
células endoteliais. A expressao de VCAM-1 pode reedulada por NEB e sua
reducao de expressao mediada pela Talidomida modesiltado da atuacao sobre este
fator de transcricdo (Gearirg al, 1992; Hwanget al, 1997).

ApoOs tratamento com Talidomida, a expressao gédeaPTX3 apresentou
reducdo estatisticamente significativa nos casadisanlos, embora para dois casos a
reacdo de RT - PCR em tempo real tenha sido negadira esta molécula. Acrescenta-
se, ainda, que nas andlises protéicas por imupghighica, houve reducdo da
imunomarcacao, embora a analise western blottinghdo tenha apresentado diferenca

significativa em sua expressao.
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Em trabalho recente do nosso grupo, onde avalisanegpressao génica de
mondcitos estimulados por LR vitro diante do tratamento com Talidomida, também
identificamos e validamos a PTX3 como um dos ppaisi genes modulados
negativamente (Paiwa al, 2012).

As Pentraxinas (PTXs) sdo uma superfamilia de imase conservadas
multifuncionais, algumas das quais sdo componetgessposta humoral da imunidade
inata e se comportam como ancestrais funcionais atdigorpos (Acs). Elas séo
conhecidas como proteinas de fase aguda classmatsecidas pela raca humana por
mais de um século (Martinez De La Toeteal, 2010).

A PTX3 também vem sendo apontada como um possialcator de
inflamacgé&o vascular, j& que embora os seus nivassnaticos sejam muito baixos em
individuos normais, eles se apresentam aumentadoscandicfes inflamatorias,
resultando em uma ampla gama de estados patolégiswsvariam de infeccbes a
doencas autoimunes e / ou degenerativas (Okut@06)2 Além disso, a PTX3 é
produzida a partir de células endoteliais vascalaremacréfagos, e 0s seus niveis
podem diretamente refletir o estado inflamatérievido a sua sintese extra-hepatica,
seus niveis sdo acreditados para ser um verdaddiocador inflamatorio independente
da atividade da doenca (Fazztial, 2001).

A PTX3 foi originalmente clonada em células endatglcomo um gene indutor
de IL-1B e em fibroblastos como um gene indutor de TNF (éeal, 1994). Dessa
forma, sinais pro-inflamatérios primarios induzerexgressao de PTX3 em diferentes
tipos de células e, em particular, em células aidit, mondécitos / macréfagos (Alles
et al, 1994; Leeet al, 1994). Ambos os tipos celulares desempenham el pantral
na patogénese da vasculite sistémica (KallenbeFgreaert, 1999; Harper e Savage,
2000; Lentsch e Ward, 2000). Com isso, PTX3 podmtapto, representar um
candidato para o acompanhamento local do envoloneflamatorio em pacientes
com vasculites sistémicas (Fazzial, 2001).

A PTX3 é produzida por exposicdo a estimulos pfléamatérios, como:
receptor Toll-like - TLR, citocinas (TNF, ILB) e constituintes microbianos especificos
(LPS, lipoarabinomananas, proteinas da membraeanajt(Lee, Lee e Vilcek, 1993).
Curiosamente, o IFNy reduz a producdo de PTX3 por células dendriticasocitos e
macréfagos por meio da inibicdo da sua transcrgdeducdo da estabilidade dos
transcritos (Goodmaet al, 2000; Doniet al, 2006).
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A presenca da PTX3 nas lesdes de ENH e sua redp¢&oo tratamento podem
ser resultado da acdo sobre o endotélio vasculaa, wez que essa modulacdo é um
evento classico neste episddio reacional e € unsidass de melhora a serem notados
histologicamente nas lesdes regredidas apos oneata com a Talidomida.

Tanto SOCS3 como Caspase 1 ndo apresentaram reéstdttsticamente
significativa da expressdo génica nas lesdes de ¢@el paciente com ENH apds
tratamento com a Talidomida .

As proteinas supressoras de sinalizacdo de cidiB®CS) sao inibidores
intracelulares que atuam em um ciclo de feedbagati® classico (Crokeet al,
2004). A SOCS3 pode apresentar profundos efeitbe s regulagdo da imunidade e
inflamacé&o, afetando a ativacédo, desenvolvimerftmedes homeostéaticas de todas as
linhagens envolvidas nas respostas imunes e intitaias (O'shea e Murray, 2008). O
aumento da expressado de SOCS3 nas lesdes de ENHspodinal da ativacado de
mecanismos que limitam a inflamacgao no tecido, uezaque esta pode ser ativada por
estimulos de citocinas proé-inflamatérias.

Em 2005, Ajithet al. demonstraram haver uma correlacdo entre cargiabaci
apoptose em lesdes multibacilares (Agtral, 2005). A presenca de CASP-1 nas lesGes
de ENH pode ser um indicativo de apoptose. Dessaafoo excesso de células em
apoptose e a sua remocéo tardia também podem savssivel mecanismo de ativacao
de processos inflamatorios.

Os inflamassomas sado complexos multiproteicos deluéares que atuam na
ativacdo de enzimas da familia cisteina-aspartatbbegses (caspases) como uma
estrutura essencial para a regulacdo da imunidadeandicBes fisioloégicas e no
reconhecimento de sinais de perigo a diferentegponentes. Dessa forma, formam
plataformas moleculares que permitem a dimerizagfvacdo e autoprotedlise da
CASP-1 (Martinon, Burns e Tschopp, 2002; Oguratepwila e Flavell, 2006; Dostert,
Meylan e Tschopp, 2008)).

A CASP-1 ativa € responsavel por regular a secrdeaa@rias proteinas que nao
possuem um peptideo sinal e ndo exigem a via céssiiculo endoplasmatico / Golgi
- dependente para a sua liberacéo (Kalteal, 2008). Estas proteinas estédo envolvidas
na inflamacéo, citoprotecédo, apoptose e angiogér@sginalmente, a CASP-1 foi
identificada como um ativador de citocinas préanfatorias pro IL-f e pro IL-18, que
também n&o possuem um peptideo sinal (Ogura, ®attee Flavell, 2006; Dostert,

Meylan e Tschopp, 2008).
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A CASP-1 também pode estar envolvida na ativacadoinflamassoma. O
aumento local da caspase-1 zimogénea, atravésnueriziicdo, aumenta a atividade
catalitica necessaria para iniciar a sua propiiaglo por autoprotedlise. Uma vez
proteolisada, as subunidades da caspase-1 p20 sephOntam em dimeros p20 / p10
enzimaticamente ativos que clivamos substratosadpase-1, tais como proé-Ii3-%
pro-1L-18 (Walkeret al, 1994; Elliottet al, 2009)

Em vista disso, a ativacdo do inflamassoma podeuserpotencial evento
responséavel pelos elevados niveis deflad ENH. Em processos inflamatorios, onde
a presenca do inflamassoma é crucial, pode serémmbm potencial alvo para a
aplicacdo da Talidomida ou de seus analogos.

Como a atividade da CASP-1 conecta inflamacéo aogiogénese, e ambos 0s
processos sao inibidas vivo pela Talidomida. Uma reducdo de expressdo destas
proteinas do inflamassoma (CASP-1, ASC, NALP- friBartite motif-16) inibe a sua
ativacdo e, por sua vez, a secrecado de proteimasond&encionais (Feldmeyet al,
2007; Kelleret al, 2008; Nickel e Rabouille, 2009). Entretanto, Kekt al. (2009),
demonstraram que o efeito inibidor da Talidomid® Mé devido a supressdo da
expressao de proteinas do inflamassoma (Kellelhe3ger e Beer, 2009).

Dessa foma, a reducao da expressao génica da CABEs tratamento sugere
que o inflamassoma possa estar envolvido no episimENH, envolvendo ndo apenas
componentes bacterianos que poderiam ativar os TddRso primeiro sinal, assim
como moléculas ativas tissulares como um segunda sjue juntas induziriam a
ativacdo da pro-caspasel em caspasel e liberacdb-I& indutor da resposta
inflamatoria.

O dado de que a CASP-1 foi um gene identificado pgtroarranjo no ENH e
reduzido pela Talidomida fortalecem esta hipotekamn do fato do ENH poder ocorrer
em individuos em que ndo hé& evidéncia de multipfioacelular, sugerindo fortemente a
interacdo de componentes estocados no tecido queciemmnstancias especiais
desencadeariam esses episodios. Esta hipdtesetaatir deve ser adequadamente
explorada através de estudos desenhados paraargirmacao.

De um modo geral, os dados gerados por este tmali@thecem novos alvos
moleculares presentes no ENH e que sdo modulades ggéo da Talidomida,
favorecendo uma melhor compreensdo da imunopategéoleservada durante este
episodio reacional, bem como a atuacdo da Talidma resolucdo deste quadro

clinico, de forma indicar a possibilidade de sumgito de novos surtos reacionais.
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7. Conclusao

O enriquecimento (processos de normalizacdo,détrae analise estatistica) da
lista de genes, oriundos dos resultados de expregééica global previamente
realizado, proveniente de lesdes de pele de pasiectm ENH no momento do
diagnostico e apds uma semana de tratamento cadoiéda, nos permitiu chegar a
uma lista com os 100 principais genes envolvidosva® de sinalizagcdo e processos
biologicos envolvidos na imunopatogénese da injieeidual ocasionada por este
episodio reacional e identificados como negativamenodulados apos 7 dias de
tratamento com o farmaco.

Desses 100 genes, selecionados 10 alvos molec(iMiB1, PTX3, SOCS3,
VCAM-1, CYR61, TNC, THBS1, FCGR3a, CASP1, ADAM12arp este estudo, no
qual obedecem a critérios referentes a posicdoadeupm relacdo a sua expressao
génica reduzida apds 7 dias de tratamento comidon@ba, suas funcdes bioldgicas
descritas na literatura e a correlacdo com os fenomdescritos no ENH.

Os resultados referentes a validacéo funcionalizeela pelas técnicas de RT-
PCR em tempo real, WB e IH, dos 10 alvos molecslaaecionados demonstram
relevancia clinica, e descrevem pela primeira vperél de expressao génica e proteica
nessas lesdes de pele de pacientes com ENH apdas7de tratamento com a
Talidomida.

Dessa forma, € possivel afirmar que a Talidomidamprve a modulacdo
negativa da expressdo génica de moléculas envslvida processos de ativagédo e
migracéo celular (CYR61, THBS1 e PTX3); quanto educdo da expressao proteica
de moléculas envolvidas nos processos de remodefar(lENC) e alteracbes (VCAM-
1) da matriz extracelular, e nos fenotipos celslgpeesentes nos sitios das lesdes
inflamatdrias (CD16a).

Em suma, nossos dados favorecerdao uma melhor cengd@ dos mecanismos
envolvidos na imunopatogénese observada durantéHy Bem como dos mecanismos
de acdo da Talidomida na resolucdo deste quadnicglide forma a indicar a
possibilidade de surgimento de novos surtos reaprpodendo acrescentar na
literatura novos alvos moleculares em que a Talidanpossa atuar. Além da
transposicao destes dados para outras patolog@ss poderia abrir novas indicagoes

clinicas para o seu uso, bem como de seus analogdsnte estudos especificos.
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