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RESUMO

A hanseniase € uma doenca dermatoldgica, granulomatosa crbnica, que
acomete pele e nervos periféricos. A hanseniase acomete paises onde as condi¢des
socioecondmicas sdo precarias, sendo o Brasil o segundo pais no hanking mundial
na detecciio de novos casos ficando atras apenas da india. No Brasil, os maiores
nameros de novos casos estao nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Estudos
com o fator de crescimento endotelial vascular, fator induzido por hipdxia 1-alpha, e a
enzima o6xido nitrico sintase induzivel podem ajudar no monitoramento do curso clinico
de pacientes com hanseniase. O HIF-1 alpha esta presente em situacfes de hipoxia
e ativa a expressao de diversas moléculas como 0 iNOS e 0 VEGF. O presente estudo
buscou caracterizar in situ os marcadores HIF-1a, VEGF e INOS em lesdes cutaneas
de pacientes com hanseniase (vichorwiana (VV), tuberculoide (TT), indeterminada, e
reacional tipo 2). Foram analisadas 23 biopsias de lesdes cutaneas de pacientes com
hanseniase de um hospital publico federal de Recife, Pernambuco. Utilizou-se a
técnica de imuno-histoquimica para avaliacao da expressao das proteinas. Foi feita a
marcacao qualitativa para HIF-1a, VEGF e iNOS. Verificamos que todas as amostras
com a forma clinica TT foram positivas para HIF-1a, enquanto a as amostras com a
forma clinica VV foram negativas (p=<0,01). O iNOS foi positivo em 80% das amostras
TT e negativos em todas as amostras VV. O VEGF foi positivo nas formas TT e VV.
Os achados sugerem que o HIF-1a e o INOS presentes na forma tubercul6ide da
hanseniase pode estar relacionado a um fator de protecdo da doenca e a morbidade

controlada nesses pacientes.

Palavras-chave: Angiogénese. Hanseniase. HipOxia. Pele.



ABSTRACT

Leprosy is a dermatological disease, chronic granulomatous that affects the skin
and peripheral nerves. Leprosy affects countries where socioeconomic conditions are
precarious, with Brazil being the second country in the worldwide hanking in detecting
new cases behind only India. In Brazil, the largest numbers of new cases are in the
north, Northeast and Midwest regions. Studies with the vascular endothelial growth
factor, a factor induced by hypoxia 1l-alpha, and the inducible nitric oxide synthase
enzyme can help to monitor the clinical course of leprosy patients. The HIF-1 alpha is
present in hypoxia situations and activates the expression of several molecules such
as iNOS and VEGF. The present study aimed to characterize in situ the markers HIF-
la, VEGF and iNOS in cutaneous lesions of patients with leprosy (vichorwiana (VV),
tuberculoid (TT), undetermined, and type 2 reactional). We analyzed 23 biopsies of
cutaneous lesions of leprosy patients from a federal public hospital in Recife,
Pernambuco. The immunohistochemistry technigue was used to evaluate the
expression of proteins. Qualitative marking was performed for HIF-1a, VEGF and
INOS. We verified that all samples with the TT clinical form were positive for HIF-1a,
while the samples with the VV clinical form were negative (p = < 0.01). The iINOS was
positive in 80% of the TT and negative samples in all VV samples. The VEGF was
positive in the TT and VV forms. The findings suggest that the HIF-1a and iINOS
present in the tuberculoid form of leprosy may be related to a disease protection factor

and morbidity and controlled in these patients.

Keywords: Angiogenesis. Leprosy. Hypoxia. Skin.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase € uma doenca granulomatosa cronica, dermatoldgica,
neuroldgica, imunoldgica e sistémica e apresenta varias manifestacdes clinicas, que
acomete preferencialmente, pele e nervos periféricos, sendo causada pelo
Mycobacterium leprae, um bacilo intracelular obrigatorio e alcool acido resistente
(SUGITA, 1995; MENDONCGCA et al, 2008). A multiplicagdo do bacilo acontece de
forma lenta e a doenca esta relacionada a uma resposta imune deficiente do
hospedeiro (VAZQUEZ et al, 2014).

Os pacientes podem ser classificados em indeterminados, vichorwianos,
tuberculoides, dimorfos (dimorfo-virchowiano, dimorfo-tuberculoide e dimorfo-
dimorfo), ou ainda de forma simplificada pela OMS em paucibacilares e multibacilares
(MADRID, 1953; RIDLEY E JOPLING, 1966; WHO, 1982).

A doenca afeta os paises mais pobres, acometendo, sobretudo, a populacéo
menos favorecida e sua transmissao ocorre, principalmente, através das vias aéreas
superiores ou através da pele lesionada (ARAUJO, 2005). Quanto a taxa de detecc¢éo
de novos casos, o Brasil ocupa o segundo lugar no hanking mundial, sendo as regifes
Norte, Nordeste e Centro-oeste as mais acomentidas (MINISTERIO DA SAUDE,
2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Em 2018, a taxa de prevaléncia de hanseniase
no Brasil foi de 1,48 casos para cada 10.000 habitantes, sendo no nordeste 2,15
casos/10 mil habitantes e em Pernambuco 2,50 casos/10 mil habitantes (SINAN,
2019).

Estudos com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator
induzido por hipoxia 1-alpha (HIF-1a) e a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
em material de lesbes humanas podem ajudar no monitoramento do curso clinico dos
pacientes com hanseniase (vichorwiana, tuberculoide, dimorfo).

O HIF-1a esté presente em situacdes de hipdxia nos tecidos, sua ativagéao é
importante para a capacidade bactericida dos fagécitos, aléem disso, regula a producao
de diversas enzimas, entre elas a INOS, que pode ter acdo protetora ou nociva para
o organismo (CARDOSO et al, 2015; ZINKERNAGEL, JOHNSON, NIZET, 2007;
SINGH et al, 2012; GORDAN, SIMON, 2007).

Elks et. al. (2013) manipularam a sinalizacdo de HIF-1a em larvas de zebrafish
infectadas pelo Micobacterium marinum, buscando compreender a capacidade que 0

hospedeiro tem em combater essa infecgéo. Esses autores identificaram o HIF-1a nas
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fases iniciais da infec¢ao pela micobactéria e perceberam que houve uma diminuicédo
significativa da carga bacteriana no inicio da infec¢ao pelo HIF-1a via INOS (ELKS et
al, 2013). Em algumas doencas como na leishmaniose, autores descreveram que 0
HIF-1a pode atuar como um fator protetor na leishmaniose cutanea ou prejudicial na
leishmaniose visceral (SCHATZ, NEUBERT, RIEGER, JANTSCH, 2018).

Como forma de defesa do organismo contra a hanseniase, ha producdo de
diversas substancias toxicas pelos macrofagos, entre elas 0 INOS (QUARESMA et al,
2010). SituagBes onde ocorre a ativacao do HIF e também do fator de necrose tumoral
alpha (TNF-a), e interferon gamma (IFNy) aumentam a producéo de iNOS regulando
a resposta a inflamacdo (SCHON et al, 2001; HELLWIG-BURGEL et al, 2005).

Um estudo mostrou imunomarcacdo de INOS fortemente positiva em
macrofagos nos granulomas, bem como sua presenca em bidpsias de pele de
pacientes reacionais tipo 1 (RR) (SCHON et al, 2001). Lockwood et al, 2011, detectou
uma producao elevada de iINOS pacientes com hanseniase dimorfo-tuberculéide (DT)
em comparacdo a pacientes com hanseniase vichorwiana (VV), este achado
referente-se a capacidade do INOS ser um agente bactericida ou bacteriostatico
(LOCKWOOD et al, 2011).

O VEGF é um agente angiogénico que esta envolvido no aumento da
permeabilidade vascular (NIZET, JOHNSON, 2009) e, na inflamacédo granulomatosa,
promove a migracao e ativacdo de macrofagos para o sitio infeccioso (NOGUEIRA,
LATINI, NOGUEIRA, 2016).

Fiallo et. al. (2002), analisaram bidpsias de pele de pacientes com reacao
hansénica tipo 1 (RR) comparadas a casos de hanseniase ndao-reacional e
observaram um aumento da expressédo de VEGF e seu receptor KDR (receptor de
dominio de inser¢do de quinase) em ceélulas endoteliais e em células dendriticas na
RR, sugerindo que essas células podem ser sitios de armazenamento do VEGF e sua
liberacdo implica na transmissado do sinal no inicio da RR. Entretando, faltam estudos
gue relacionem a expressao do VEGF, assim como do HIF-1a, em pacientes com
hanseniase n&o-reacional e o risco de desenvolver as formas reacionais da
hanseniase tipo 1 e tipo 2 (FIALLO, CLAPASSON, FAVRE, PESCE, 2002).

Diante do exposto, este estudo avaliou in situ o papel do HIF1a, VEGF e iNOS
em lesdes de hanseniase (vichorwiana, tuberculoide, indeterminada e reacional tipo
2). Foram avaliadas biopsias de pele coletadas entre 2014 até 2018 do Servico de

Dermatologia de um hospital publico federal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos epidemiolégicos da hanseniase

A hanseniase é relatada principalmente onde as condicdes econdmicas,
sociais e ambientais sdo precarias. O Brasil ocupa a segunda posi¢cdo no hanking
mundial na deteccdo de novos casos ficando atras apenas da india, sendo a doenca
considerada um grave problema de satide publica no pais (MINISTERIO DA SAUDE,
2019). No Brasil, novos casos da doenca sao relatados em todos os Estados, sendo
em maior numero nas regibes Norte, Nordeste e Centro-Oeste, sendo estas
consideradas areas importantes de transmissao da doenca. A elevada endemicidade
favorece a transmisséo da doenca, prejudicando a sua interrupgéo e a diminuicdo de
novos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

O Brasil segue as recomendacdes da Estratégia Global para Hanseniase 2016-
2020 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), onde o seu objetivo imediato é reduzir
a carga da doenca de forma global e local, tendo como alicerce trés grandes pilares:
o fortalecimento do controle, coordenacéo e da parceria governamental, o0 combate
da hanseniase e suas complicacdes, e promover a incluséo social através do combate
a discriminacédo (OMS, 2017).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabelece uma meta para a
eliminacdo da doenca nos paises de menos de 1,0 caso/10.000 habitantes (ARAUJO
2005). A reducao dos casos de hanseniase, baseia-se na detec¢éo precoce de novos
casos da doenca, tratamento eficaz e cura dos casos diagnosticados, com objetivo de
prevenir as deformacdes fisicas provocadas pelo agravamento da doenca (PORTAL
BRASIL, 2017).

Dos individuos que tiveram contato com o M. leprae, estima-se que 95% sejam
resistentes a infeccdo, e dentre os casos de susceptibilidade que totalizam os 5%
restantes, pode haver manifestacdo da doenca de diferentes formas podendo estar
relacionado a fatores como sexo, idade, genética, condicbes socioecondmicas e
ambientais (SECRETARIA DA SAUDE, 2019).

Em 2015, numa publicacéo feita pela OMS que envolveu 121 paises, mostrou
gue houve uma taxa de deteccao correspondente a 3,0 casos/10.000 habitantes em
2014 (WHO, 2015). No Brasil, houve uma reducéo de 34,1% referente a novos casos
diagnosticados no periodo entre 2006 e 2015 (PORTAL BRASIL, 2017).
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A Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) apresentou a estratégia
global para eliminacédo de hanseniase 2016-2020, e segundo a organizacao, o Brasil
€ 0 Unico pais das Américas que nao conseguiu eliminar a hanseniase como problema
de saude publica, sendo responsavel por 94% dos novos casos da doenca nas
Américas (OPAS/OMS, 2017).

O Brasil apresentou em 2018 uma taxa de prevaléncia de 1,48 casos por
10.000 habitantes: sendo 3,34 no Norte, 2,15 no Nordeste (2,50 em Pernambuco),
0,46 no Sudeste, 0,30 no Sul e 4,54 no Centro-Oeste. Pernambuco em 2016 registrou
1856 casos novos de hanseniase, e em 2018, 2263 novos casos da doenca. O
percentual de cura destes pacientes em Pernambuco em 2018 é de 80,5 % (SINAN,
2017; SINAN, 2019).

Segundo o boletim epidemiolégico do Ministério da Saude, 2018, foram
notificados no Brasil, no periodo de 2008 a 2016, 301.322 casos de hanseniase,
sendo 21.666 (7,2%) correspondentes aos menores de 15 anos de idade. Neste
mesmo periodo, a taxa de deteccdo de casos novos caiu 43%, saindo de 21,5 para
12,3/100 mil habitantes e, entre os menores de 15 anos, a queda foi de 50,7%,
passando 2,1 para 1,1/100 mil habitantes (Figura 1). (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Figura 1 — Taxa de detecc¢éo geral e taxa de deteccdo em menores de 15 anos de casos de

hanseniase.

o2 B gnoe

Fonte: SINAN, 2017.
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No periodo que compreende 2012 a 2016, foram diagnosticados no Brasil
151.764 casos novos de hanseniase, equivalendo-se a uma taxa média de deteccao
de 14,97/100 mil habitantes. Destes, 84.447 casos novos acometeram O Sexo
masculino, correspondendo a um percentual de 55,6%. Ainda nesse periodo,
observou-se que na populacdo masculina a taxa de detec¢éao de novos casos foi maior
gue na populacao feminina, especialmente a partir dos 15 anos de idade. Os casos
multibacilares (MB) foram prevalentes na populacdo masculina (62,7%), enquanto 0s
paucibacilares (PB) prevaleceram na populagéo feminina (58,6%). (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018).

A analise das macrorregides de 2012 a 2016 mostrou que o Centro-Oeste
(37,27/100 mil hab.) e o Norte (34,26/100 mil hab.) sdo as regibes com as maiores
taxas de deteccédo geral de casos novos de hanseniase no pais. As regides Sul (3,75
por 100 mil habitantes) e Sudeste (5,31 por 100 mil habitantes) apresentaram as
menores taxas. Quanto a etnia, observou-se que, entre 0S casoS NOVOS
diagnosticados no pais, os declarados pretos/pardos apresentaram o maior indice da
doenca totalizando 71,7%, enquanto os declarados brancos totalizaram 26,8%,
amarelos 0,9% e indigenas 0,4%. Quanto a escolaridade, o segmento
analfabeto/ensino fundamental incompleto, totalizou 55% das notificacbes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

A taxa de deteccédo de novos casos no periodo entre 2001 e 2017 mostra uma
reducdo dos novos casos, onde em 2001 a taxa era de 26,22/100 mil habitantes e em
2017 era de 13,74/100 mil habitantes (Figura 2) (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).
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Figura 2 — Taxa de deteccéo de hanseniase na populacdo geral.

Hanseniase - Taxa por 100.000 hab/ano

Taca
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Fonte: SINAN / IBGE NOTAS: dados atualizados em 28/05/2019,

2.2 Agente etioldgico

A literatura cientifica oficial denomina a doenca de lepra, contudo no Brasil esta
nomenclatura tornou-se estigmatizante para os doentes, tendo sido substituida pelo
termo hanseniase, tendo recebido esta denominacédo pelo médico noruegués Gerhard
Amauer Hansen, descobridor do agente etioldgico, em 28 de fevereiro de 1873 (GETZ,
1958).

O Mycobacterium leprae, ou bacilo de Hansen, € o agente causador da doenca
hanseniase. Considerado um patdgeno alcool-acido resistente, gram-positivo,
intracelular obrigatorio, que tem afinidade por células da pele e nervos periféricos, tem
multiplicacéo lenta que dura em média 11 a 16 dias, o homem é considerado a Unica
fonte de infeccédo da doenca, possui caracteristica hidrofobica devido a presenca do
acido micélico em sua parede celular. O bacilo possui alta infectividade e baixa
patogenicidade, ou seja, possui capacidade de infectar muitas pessoas, mas séo
poucas as adoecem. A doenca tem um periodo de incubacéo longo, de 2 a 7 anos e
atinge pessoas de todas as idades, nao fazendo distingdo de sexo (SUGITA, 1995;
OPROMOLLA e cols, 2000; MENDONCA et al, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2002;
VAZQUEZ et al, 2014).

A transmisséo acontece através do contato direto com a pessoa néo tratada
portadora do bacilo de Hansen, esta elimina para o ambiente o bacilo contagiando
outras pessoas susceptiveis. A principal porta de entrada do bacilo séo as vias aéreas,
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e autores descrevem também o contato através de lesdes na pele com pacientes
portadores da doenca. Os pacientes paucibacilares (PB) ndo sdo consideracdes
fontes de transmisséo da doenca, visto a baixa carga bacilar que eles apresentam, no
entanto, pacientes multibacilares (MB) sao a principal fonte de infeccdo e de
transmissdo da doenca para o meio exterior (MINISTERIO DA SAUDE, 2002;
ARAUJO, 2005).

2.3 Classificagao clinica da hanseniase

A classificacdo clinica da hanseniase segue os critérios estabelecidos em
Madrid, que considera dois polos estaveis e opostos, o virchowiano polar e o
tuberculdide polar e dois grupos instaveis, o indeterminado (l) e o dimorfo (D) que
evoluiriam para um destes polos estaveis (MADRID, 1953).

Ridley e Jopling em 1966 dividiram os portadores de hanseniase em
virchowianos polares (VV), tuberculéides polares (TT), e subdividiu o grupo dimorfo
em dimorfos-virchowianos (DV), dimorfos-tuberculéides (DT) e dimorfos-dimorfos
(DD). A forma indeterminada (I) representaria a fase de infeccdo inicial com
manifestacfes peculiares e restritas a pele, que pode evoluir para qualquer uma das
formas definidas por Ridley e Jopling (RIDLEY, JOPLING, 1966)

As formas polares séo representadas pelos individuos VV e TT, enquanto os
indeterminados e dimorfos sdo imunologicamente instaveis, podendo apresentar
caracteristicas que se aproximem do polo virchowiano, ou que se aproximem do polo
tuberculdide. Os dimorfos apresentam manifestagcdes de ambos 0s grupos polares e
localizam-se no meio do espectro (NETO, 2012).

A OMS, em 1982 propbs uma classificacdo simplificada, para facilitar a
operacionalizagdo do tratamento. Desta forma classificou de acordo com o indice
baciloscopico, em multibacilar (MB) ou paucibacilar (PB). Em 1988, estabeleceu
critérios clinicos, considerando paucibacilares casos com até cinco lesfes cutaneas
e/ou um tronco nervoso e multibacilares casos com mais de cinco lesdes cutaneas
e/ou mais de um tronco nervoso acometido (RODRIGUES, LOCKWOOD, 2011;
MOSCHELLA, 2004; WHO, 1982).
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2.4 Reac0Oes hansénicas

As reagbOes hansénicas, podem ser definidas como estados clinicos
inflamatérios agudos, relacionados com uma rapida mudanca na resposta
imunologica do hospedeiro, que interrompe 0 curso crénico usual e a estabilidade
clinica de pacientes com hanseniase. Trata-se de resposta imunoldgica frente aos
antigenos bacilares do M. leprae. Todas as formas clinicas de hanseniase podem
desenvolver reacdes hansénicas, menos a forma indeterminada (MASTRANGELO et
al, 2008).

As reacfes hansénicas podem acontecer antes da poliquimioterapia (10% dos
pacientes), durante a poliquimioterapia (50% dos pacientes) e apos a
poliquimioterapia (30%) dos pacientes. Classicamente séo divididas em reagao do tipo
1 ou reacdo reversa (RR) e reacdo do tipo 2 ou eritema nodoso hansénico (ENH).
Vérios fatores podem ser considerados precipitantes para a ocorréncia destes surtos
reacionais: gravidez, parto, puberdade, infec¢cdes intercorrentes, em especial a
tuberculose, vacinacgdes, cirurgia, medicamentos iodados (por exemplo, o iodeto de
potassio) além do estresse fisico e emocional. A reacdo do tipo 1 acontece por
exacerbacdo da imunidade celular e clinicamente corresponde também a uma
exacerbacédo das lesdes pré-existentes ou mesmo o surgimento de novas lesdes que
passam a assumir aspectos inflamatérios: eritema, edema aumento da temperatura
local e em algumas ocasides, hiperestesia que pode ser traduzida por sensacao
dolorosa paradoxal. Acomete preferencialmente os individuos tuberculdides,
dimorfos-tuberculdides e dimorfos-dimorfos, podendo levar a uma melhora do quadro
clinico ou levar a grave comprometimento neural e a instalacdo subita de
incapacidades permanentes. Podem perdurar durante meses, até anos (TALHARI et
al, 2006).

Andlises de bidpsias antes, durante e ap0s a sua ocorréncia, em estudos
conduzidos por Ridley e Radia (1981), em 12 individuos dimorfos, permitiram
subdividir as rea¢des hansénicas tipo 1 em up-grading quando a ocorréncia do
fenbmeno foi acompanhada por decréscimo do indice baciloscopico em relacdo ao
inicial e o estudo histopatoldgico apds a ocorréncia do surto reacional evidenciou que
as lesbes passaram apresentar padroes semelhantes a histopatologia dos individuos

tuberculdides; e em down-grading, quando ocorre piora do indice baciloscépico e a
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bidpsia pos-reacional exibe histopatologia tipicamente dimorfa, alternando entre
padrdes tuberculoides e virchowianos (LASTORIA, ABREU, 2014; NERY et al, 2006).

As reagfes hansénicas do tipo 2 apresentam-se em trés variantes clinicas: o
eritema nodoso hansénico (ENH), a reac&o eritema-polimorfo-like e o fendmeno de
Ldacio. No ENH, ocorre o aparecimento de nodulos eritematosos ou purpdricos,
dolorosos, que se disseminam pelo corpo, e tendem a uma distribuicdo simétrica nos
membros inferiores e superiores (LASTORIA, ABREU, 2014; NERY et al, 2006).

As lesbGes cutaneas na reacéo eritema polimorfo-like, apresentam-se menos
nodulares quando comparadas a do eritema polimorfo e correspondem a placas e
maculas eritematosas ou purpuricas localizadas principalmente em face, tronco e
extremidades, podendo desenvolver vesiculas, bolhas e ulcerar e necrotizar
(NOGUEIRA, FLEURY, ARRUDA, 1995).

O fenbmeno de Lucio ocorre principalmente na forma de hanseniase descrita
por Rafael Lucio e Ignacio Alvarado em 1852, no México, sendo denominada de
hanseniase de Lucio. Pode ocorrer também em outras formas mais graves de
hanseniase virchowiana. Trata-se de forma difusa e peculiar de hanseniase com altos
indices baciloscopicos apresentados pelos pacientes que sdo completamente
anérgicos imunologicamente. As lesGes cutaneas apresentam-se como varias
manchas purpuricas e dolorosas e bolhas hemorragicas que tendem a evoluir para
lesdes necrdticas e ulceradas (CUEVAS et al, 2007).

As ulceracdes apresentam bordos irregulares e podem involuir deixando
cicatrizes atrdficas. Histopatologicamente encontram-se areas de diversos infartos
cutaneos caracterizada por uma intensa vasculite necrotizante de vasos capilares e
artérias de médio a grande calibre na derme e no paniculo adiposo (SOUZA, 1951).

Wemambu et al, 1969, demonstraram o primeiro mecanismo imunolégico para
as reacdes hansénicas do tipo 2, onde identificaram o depésito de imunoglobulinas e
de fracdes do sistema complemento nas paredes dos vasos de lesdes de eritema
nodoso, considerada a principal manifestacao deste estado reacional (WEMAMBU et
al, 1969). No entanto, outros autores perceberam a deposi¢cdo de imunocomplexos
extra-vasculares como o resultado da ruptura de pequenos granulomas virchowianos.
Mais tarde, evidenciou-se que este depdsito de imunocomplexos esta presente tanto
no interior dos vasos quanto nos tecidos, a depender da intensidade do processo
inflamatorio (NOGUEIRA, 1995).
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2.5 Diagnéstico da hanseniase

Desde 1988, a OMS define como um caso de hanseniase, uma pessoa que
apresente 0s seguintes sinais clinicos da doenca: a) leséo (6es) de pele com alteracao
de sensibilidade; b) acometimento de nervo (s) com espessamento neural; c)
baciloscopia positiva para M. leprae (BRASIL, 2002). Os exames laboratoriais
disponiveis auxiliam no diagnéstico, podendo destacar:

1) Baciloscopia: pesquisa de bacilos realizada em material colhido nos I6bulos
auriculares direito e esquerdo, cotovelo direito e em lesdo de hanseniase. Pacientes
gue nao apresentam lesdes visiveis devem incluir a coleta no cotovelo esquerdo. O
esfregaco é corado pelo método de Ziehl-Neelsen a frio e o0 a positividade se dé& pelo
encontro de bacilos em uma avaliagdo quantitativa proposta por Ridley em 1962,
fundamentada em uma escala logaritmica com variacdo entre 0 e 6. Nos pacientes
com suspeita de recidiva e resisténcia medicamentosa a baciloscopia permite ainda
determinar o indice morfolégico, onde os bacilos apresentam-se integros (forma
viavel, define a doenca ativa), fragmentados ou granulosos (BRASIL, 2010).

2) Reacdo de Mitsuda: avalia a capacidade lisogénica dos macréfagos. Util para
avaliar o estado de relativa resisténcia ao M. leprae. E realizado mediante a injecéo
intradérmica de 0,1ml de lepromina, sendo o antigeno de Mitsuda-Hayashi o mais
utilizado. A leitura é realizada em duas etapas sucessivas onde na primeira ou reacao
de Fernandez, verifica-se a formacdo do tuberculinico ap6s a injecdo antigénica,
atingindo seu pico em 48-72h. A segunda fase ou reacdo de Mitsuda propriamente
dita, € geralmente lida ap6s 3 semanas com critérios de avaliacdo que levam em
consideracao o tamanho, aspecto e evolucao da infiltracdo, sendo interpretada como
a) Reacao negativa (-): auséncia de infiltracdo; b) Reacéo duvidosa (+/-): infiltrado <
3mm; c) Reacéo fracamente positiva (+): infiltrado de 3-5mm; d) Reac&o positiva (++):
infitrado com mais de 5mm; e) Reacdo fortemente positiva (+++): quando ocorre
ulceracao (BEIGUELMAN, QUAGLIATO, 1964; MIYAWAKI, 2008).

A reacdo de Mitsuda pode ser positiva em areas ndo-endémicas, em pacientes
sem histérico de contato prévio com o bacilo, ndo sendo possivel, desta forma
relacionar a sua positividade a exposicdo pregressa. Entretanto, nos doentes de
hanseniase a negatividade é indicativa de baixa resisténcia ao bacilo e o

desenvolvimento de formas multibacilares, por outro lado a positividade indica certo
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grau de resisténcia ao bacilo e e esta relacionada com individuos paucibacilares
(BEIGUELMAN, QUAGLIATO, 1964).

2.6 Aspectos imunes da hanseniase

A resposta imune inata caracteriza-se por um mecanismo de defesa
inespecifico, que apresenta acdo contra diversos fatores de agresséo e patégenos,
independente da sua natureza. Apesar da resposta inespecifica frente aos patégenos,
ha diversos receptores presentes que sao capazes de reconhecer moléculas
presentes na superficie dos microrganismos, chamadas de padrées moleculares
associados a patdgenos (PAMPS), estes por sua vez, sado reconhecidos por
receptores de reconhecimento de padrées (PRR), o qual pode-se destacar os
receptores do tipo Toll (TLRs) (CRUVINEL et al, 2010).

Os linfécitos T-helper (Th) se subdividem a depender do padréo das citocinas
que sera produzido e, consequentemente, apresentardo respostas efetoras distintas.
As células Thl produzem de forma abundante IL-2 e IFN-y que auxiliam na ativacéo
de fagocitos e na producéo de anticorpos opsonizantes. A resposta Thl esta envolvida
na inducdo das respostas inflamatérias na tuberculose e também auxilia no controle
da replicacdo de microrganismos intracelulares. Os linfécitos Th2 tem papel
fundamental na resposta imune humoral e as principais citocinas produzidas sdo a IL-
4, IL-5, IL-6 e IL-10 e auxilia na producéo de anticorpos (MESQUITA et al, 2010).

As micobactérias apresentam em sua superficie PRR. As células do hospedeiro
reconhecem os PRRs que se constituem na primeira deteccao por parte do organismo
frente a presenca do M. leprae. As lipoproteinas do M. leprae sédo capazes de se
ligarem aos receptores TLRs, especialmente os TLR2 (KRUTZIK, MODLIN, 2004). A
expressao destes receptores esta aumentada na presenca de citocinas Thl e inibida
na presenca de citocinas Th2 (IL4). A ativacdo dos TLRs leva a um aumento na
producdo de TNF-a como parte da resposta inflamatoria aguda, e IL-12 que induz uma
resposta adaptativa Thl (KRUTZIK et al, 2003).

Na hanseniase, a forma tubercul6ide tem a resposta imune mediada por
linfécitos Thl que expressam citocinas inflamatérias como TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-1.
Na forma virchowiana, a resposta imune é mediada por linfécitos Th2 com expressao
de citocinas supressoras, como IL-10, TGF-B, IL-4 e IL-13 (AARAO et al., 2014;
ABDALLAH et al., 2014; DE SOUSA et al, 2017).
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A ativacdo destes receptores também leva indiretamente a expansao de células
dendriticas (DC) que promovem a ativacao de células T através da secrecao de IL-
12, e IL-15 e seus receptores levando a diferenciacdo de macrofagos (DEMANGEL,
BRITTON, 2000; KRUTZIK et al, 2005).

A resposta mediada por Thl e producdo de interferon (IFN-y) medeia
mecanismos responsaveis pela eliminacdo do bacilo e, consequentemente, o controle
da progresséao da doenca (BRIGHTBILL et al, 1999).

A imunidade adaptativa é estimulada pela exposicdo consecutiva ao antigeno
e se caracteriza pela especificidade e meméria adquirida frente ao microrganismo. E
composta pelos linfécitos B (que vao produzir os anticorpos que reconhecem 0s
antigenos) e T. Além disso possui dois tipos de reposta: 1) a imunidade humoral, que
mediada pelos anticorpos produzidos pelas células B e é a principal linha de defesa
contra patégenos extracelulares; 2) a imunidade celular, esta é mediada pelas células
T e estdo envolvidas na destruicdo de patdgenos intracelulares, seja pela destruicdo
do patogeno propriamente dito ou pela destruicdo das células infectadas pelo mesmo,
com o intuito de eliminar os reservatorios da infeccdo (ABBAS, LICHTMAM, PILLAI,
2015).

Na imunidade adaptativa as células T CD4* sdo predominantes tanto na
resposta imune indutora como efetora. O predominio de resposta imune celular ou
humoral, frente a infeccao pelo bacilo, pode influenciar a evolu¢cdo da doenca e estar
associado, pelo menos em parte, com as manifestacdes clinicas e alteracdes teciduais
observadas nos pacientes portadores das formas TT e VV, respectivamente
(TALHARI et al, 2006).

As células T CD4+, sdo encontradas predominantemente em lesdes cutaneas
de pacientes TT, em contrapartida, as lesdes cutaneas de pacientes VV, apresentam-
se com uma maior propor¢cdo de células T CD8+. (YAMAMURA et al, 1992;
KHANOLKAR-YOUNG, SNOWDON, LOCKWOOD, 1998). Nas infeccdes
micobacterianas é evidente a formacéo de granulomas, que ajuda a reduzir e evitar
que a infeccdo se dissemine. Nos granulomas, os macrofagos sao abundantes e
podem se adaptar a situacdes de hipoxia, evitando assim, a morte celular (CARDOSO
et al, 2015).

Alguns pesquisadores tém avaliado a associacéo do perfil de citocinas com as

caracteristicas clinicas da doenca. No entanto estes estudos tém demonstrado ser
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conflitantes, o que dificulta estabelecer um bom biomarcador (SALGAME et al, 1991,
YAMAMURA et al, 1992).

2.7  Fator induzido por hipoxia 1 alpha (HIF-1 alpha)

O fator induzido por hipoxia 1 (HIF-1) é o fator de transcricdo fundamental
durante a hipoxia e a sua ativacdo leva as células de mamiferos a se adaptarem a
escassez de oxigénio (WERTH et. al, 2010).

O HIF-1 é um heterodimero composto por uma subunidade B, constitutivamente
expressa no nucleo das células, e pela subunidade a regulada pela presenca de
oxigénio (WERTH et. al, 2010). O HIF-1a esta relacionado a situa¢cfes de hipdxia e
ativa genes que participam da eritropoiese, angiogénese, glicélise (FRAGA et al,
2012).

A inibicdo da atividade enziméatica do dominio da prolil hidroxilase de HIF (PHD)
e do fator inibidor de HIF (FIH1) através da hipdxia, € o mecanismo pelo qual ocorre
a estabilizacao do HIF-1q, ou seja, na presenca de oxigénio a atividade de PHD e do
FIH1 degrada HIF-1a, jA em condicdo de hipoxia o HIF-1a é estabilizado e atividade
da PHD é reduzida, e sua estabilizacdo tem efeitos em varios processos no organismo
como na homeostase, neovascularizacdo, na inflamacéo, dentre outros (WERTH et
al, 2010; MAJIMUNDAR, WONG, SIMON, 2010). Além deste mecanismo, a atividade
da PHD também ¢ inibida através da quelacao do ferro e consequentemente, ocorre
a ativacado do HIF-1a (WERTH et al, 2010).

As células mantém a degradacido de HIF-1a em situaces n&o-hipdxicas, a
medida que o oxigénio diminui e passa a ter uma condi¢do de hipoxia, a degradacao
do HIF-1a é inibida e sua expresséo é aumentada (MANALO et al, 2005).
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Figura 3 — Mecanismos reguladores de HIF-1a.
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HIF-1a esta presente em diversos tecidos com inflamag&o e microambientes
hipéxicos (GORDAN, SIMON, 2007). Quando um organismo € exposto as bactérias,
o HIF-1 é vigorosamente estimulado desempenhando papel na regulacdo da
producédo de 6xido nitrico e TNF por fagdcitos (CARDOSO et al, 2015). A ativagédo do
HIF-1a é essencial para a capacidade bactericida dos fagdécitos, produzindo varias
moléculas efetoras da resposta imune do hospedeiro (ZINKERNAGEL, JOHNSON,
NIZET, 2007; SINGH et al, 2012). A sinalizacéo através da via HIF-1a esta envolvida
na ativacdo de leucécitos e nos mecanismos de defesa do individuo infectado. A
estabilizacdo de HIF-1la aumenta o tempo da funcdo dos leucocitos em relagcdo a
resposta imune inata na lesdo (ZINKERNAGEL, JOHNSON, NIZET, 2007; SINGH et
al, 2012).

A expressdo de HIF pode ter efeitos distintos na regulacdo imunoldgica a
depender do tipo de célula (BHANDARI, NIZET, 2014). Um estudo comparou o efeito
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do HIF-1la em fagdcitos mononucleares na leishmaninose cutanea induzida por
L.major e na leishmaniose visceral e mostrou que o HIF-1a atua como fator protetor
na leishmaniose cuténea, enquanto que na leishmaniose visceral ele atuou como fator
prejudicial (SCHATZ, NEUBERT, RIEGER, JANTSCH, 2018).

Outro estudo demonstrou que a ativacédo do HIF-1a no macréfago € um fator
protetor para o parasita intracelular Leishmania donovani, onde o0 crescimento
intracelular do parasita foi favorecido na presenca de HIF-1a contrapondo-se a
atividade prejudicial a outros patégenos como Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas  aeruginosa, Salmonella  typhimurium dentre  outras
bactérias. A infeccdo por L. donovani aumentou a transcricdo de HIF-1a e sua
estabilizacdo, bem como inibiu a atividade da PHD (SINGH, 2012).

Elks et al, (2013) manipularam a sinalizagao de HIF-1a em zebrafish infectado
com Mycobacterium marinum e perceberam que a estabilizacdo do HIF-1a nas fases
iniciais da infeccdo no hospedeiro conseguiu diminuir a quantidade de bactérias
atraves da acao da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (ELKS et al, 2013).

O HIFla tem sido recentemente associado ao controle da infecgdo pelo
Mycobacterium tuberculosis via inducdo de IFNy. Os autores demonstraram uma
correlacao positiva entre iNOS e HIF-1a, que amplifica a ativacdo de macréfagos.
Além disto, o oxido nitrico (NO) neste modelo inibe via ativacdo de NF-kB (Factor
Nuclear kappa B), uma resposta hiper-inflamatéria. Desta forma o NO teria atividade
microbicida, porém limita os danos provocados pela inflamacdo (BRAVERMAN,
STANLEY, 2017).

Wang et al, (2018) identificaram que a variante missense rs142179458
(c.1045G> A [p.Asp349Asn]) localizada no éxon 8 do HIF-1a na regido cromossdmica
14923.2, esta fortemente relacionada a susceptibilidade a hanseniase, principalmente
em individuos multibacilares de populacdes asiaticas (WANG et al, 2018).

2.8 Enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)

O oxido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizagdo importante que regula
varios processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, como por exemplo, em doencas do
sistema imunolégico. Em disturbios inflamatorios, o NO tem funcgéo citotoxica e sua
producdo é catalizada por enzimas chamadas de sintase de Oxido nitrico (NOS) e

pode-se citar pelo menos trés isoformas diferentes: oxido nitrico sintase endotelial
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(eNOS), oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS).
A elevada producdo de NO é catalisada pelo INOS podendo apresentar efeitos
protetores ou nocivos. O INOS pode ser estimulado por citocinas imunoestimuladoras,
liberacdo de produtos bacterianos ou infeccdo em células do endotélio, figado,
macrofagos e da musculatura lisa. Além dos efeitos protetores do iINOS, a sua inibi¢éo
favorecer o tratamento de doencas inflamatorias (AKTAN, 2004).

Na hanseniase, os macréfagos secretam varias substancias toxicas para as
células como forma de defesa do organismo, entre elas 0 INOS, o TNF, dentre outras
moléculas (QUARESMA et al, 2010). Em tecido inflamados, a ativacdo do HIF, pode
aumentar a producdo de NO, e a inducdo de iNOS pelo HIF representaria uma
resposta positiva na regulacdo da inflamacédo (HELLWIG-BURGEL et al, 2005). O
TNF-a e o IFN-y também estimulam a producéo de iINOS. (SCHON et al, 2001). Um
estudo mostrou imunomarcacdo de iINOS na hanseniase dimorfa em macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, queratindcitos. O INOS mostrou-se fortemente
positivo em macrofagos nos granulomas. Também demonstraram a presenca do iNOS
em bidpsias de pele de pacientes RR (SCHON et al, 2001).

Em um estudo feito por Belone, (2004), em 10 biépsias de lesdes para cada
grupo (TT, DT, TR e DTR), onde se propuseram a estudar a atividade dos macréfagos
através da deteccdo de iINOS e evidenciaram expresséo de iINOS em todos 0s grupos
estudados, sendo que valores mais elevados foram encontrados nos TT. Também
evidenciaram uma correlagao positiva entre iNOS e células NK nos TT, sugerindo uma
imunidade celular mais satisfatéria contra o bacilo (BELONE, 2004).

Venturini, (2008), pesquisaram iNOS in situ em lesdes cutaneas de 19
pacientes com hanseniase dimorfa por imunohistoquimica e verificaram sua
expressdo em ceélulas epitelidides, histiocitos e células gigantes multinucleadas
presentes nos granulomas. A deteccao de iNOS foi maior em pacientes DT com IB de
0 a 1+ (mostrando uma resposta imune eficaz contra o bacilo) do que em pacientes
DV com IB de 4+ e a presenca de TGF-B1 e IL-10 em grande quantidade de células
(mostrando uma resposta imune ineficaz e elevada carga bacilar) (VENTURINI, 2008).

Um estudo em biopsias de pele de pacientes com hanseniase, detectou iINOS
em 78% das amostras analisadas, onde obtiveram niveis mais elevados em pacientes
BT e mais baixos em pacientes VV, este achado pode estar associado a capacidade
da iINOS ser um agente bactericida ou bacteriostatico. (LOCKWOOD et al, 2011).

Neste mesmo estudo, os autores acharam niveis elevados de TNF-a, TGF-3 e INOS
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nas lesdes de reacéo tipo 1 na pele. (LOCKWOOD et al, 2011). No entanto, De Sousa
et al, 2017 mostraram um aumento da enzima iNOS na hanseniase virchowiana (DE
SOUSA et al, 2017).

Pereira-Suérez et al, (2015), estudaram a co-expressao de Sicllal e INOS em
macrofagos infiltrantes (CD68+) em bidpsias de pele de 48 pacientes com
hanseniase, sendo 33 VV e 15 TT e descobriram que a carga bacteriana estava
relacionada a intensidade da imunomarcacéo para iNOS e Slcllal, mas ndo para a
CD68. Eles sugerem que o bacilo pode aumentar a expresséo de Slcllal e INOS em
macrofagos na hanseniase VV, contudo Slcllal também pode regular a expressao
de iINOS. Essa expressao de Sicllal e iNOS regulada positivamente pode néo ser
capaz de eliminar o patdgeno na hanseniase VV (PEREIRA-SUAREZ et al, 2015).

2.9 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

Os vasos sanguineos tém uma participacdo estratégica na resposta imune
inflamatdria, com importante expresséo de citocinas, moléculas de adeséo, fatores de
crescimento e fatores hemostaticos por células endoteliais que podem ser
identificados precocemente e auxiliar clinicamente como biomarcadores de algumas
doencas infecciosas (NOGUEIRA, LATINI, NOGUEIRA, 2016). O VEGF é um dos
mais importantes agentes angiogénicos relacionado ao aumento da permeabilidade
vascular e neovascularizacdo em cancer, retinopatia diabética, feridas, degeneracéo
macular relacionada a idade e infecces parasitarias (NIZET, JOHNSON, 2009).

O VEGEF se liga ao seu receptor presente em células endoteliais para que se
inicie a angiogénese, esses receptores sdo chamados de VEGFR-1, VEGFR-2,
VEGFR-3. A ativacdo do VEGF pode ocorrer por inumeros estimulos, entre eles a
hipoxia e a isquemia, e algumas citocinas. Em situacdes de hipdxia, ocorre uma
vasodilatacao periférica devido ao aumento do NO circulante e uma estabilizacdo do
HIF-1a, e por conseguinte um aumento nos niveis de VEGF (NOCITI et al, 2015).

A angiogénese aumenta o VEGF na inflamacéo granulomatosa, promovendo a
migracao e ativacdo de macrofagos para a regido (NOGUEIRA, LATINI, NOGUEIRA,
2016). A ativacdo endotelial induz ao estimulo de moléculas que podem implicar na
patogénese das reacOes hansénicas (NOGUEIRA, LATINI, NOGUEIRA, 2016). Ha
muitos fatores angiogénicos e angiostaticos que podem estimular a expressao de

VEGF para aumentar a permeabilidade vascular, entre eles o HIF-1qa, que se liga ao
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promotor VEGF para iniciar e ativar a transcricdodo gene, além disso o HIF-1a
também esta relacionado com o estimulo de angiogénese em situa¢cfes de isquemia
tecidual (NIZET, JOHNSON, 2009; KONNER, DUPONT, 2004, MAJMUNDAR,
WONG, SIMON, 2010).

Fiallo et al, (2002) mostraram uma elevada expressdo de VEGF e KDR
(receptor do VEGF nas células endoteliais) em amostras de RR quando comparadas
aos casos de hanseniase ndo-reacional e evidenciaram uma expressdo aumentada
de VEGF nas células dendriticas e que estas células poderiam representar sitios de
armazenamento do fator e a liberacdo do mesmo poderia ser significativa para a
transmissao do sinal no inicio da RR (FIALLO, CLAPASSON, FAVRE, PESCE, 2002).
Os resultados obtidos por Khadge et al, (2015), também mostraram um aumento do
VEGF no inicio da RR, além de outros marcadores como IP-10 e IL-1p (KHADGE et
al, 2015). Em contrapartida, Nogueira et al, (2016), revelou que houve maior
expressdo de VEGF e fator tecidual em amostras de endotélio da hanseniase néo-
reacional quando comparada a controles saudaveis (NOGUEIRA, LATINI,
NOGUEIRA, 2016).

Soares et al, (2013) avaliaram em seu estudo a angiogénese e a
linfangiogénese nas formas da hanseniase, nos episodios reacionais da doenca e em
suas lesdes residuais através de imunohistoquimica e observaram que a angiogénese
esta presente em todas as formas da hanseniase, inclusive nos estagios reacionais
(SOARES et al, 2013).

O aumento do VEGF foi observado na tuberculose pulmonar, uma doenca
granulomatosa, onde os autores verificaram maiores niveis séricos de VEGF na
tuberculose pulmonar ativa em relacdo a tuberculose antiga e bronquite aguda
(MATSUYAMA et al, 2000).

Outra doenca granulomatosa onde pode-se observar o aumento dos niveis de
VEGF foi a doencga pulmonar causada por Mycobacterium avium, favorecendo o
desenvolvimento de inflamacéo cronica. Este estudo sugeriu que os niveis de VEGF
estdo relacionados a extensdo das lesbes granulomatosas, em particular nas
pequenas lesbes nodulares que sdo caracteristicas da infecgédo pelo M. avium, sendo
as principais fontes de VEGF os macréfagos alveolares, células epitelidides, células
gigantes multinucleadas, linfécitos, e células epiteliais das vias aéreas (NISHIGAKI et
al, 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

Os biomarcadores séo indicadores que sinalizam um processo normal ou uma
condicao patoldgica, e podem ser diferentes tipos de moléculas: DNA, RNA, proteinas,
lipidios, metabdlitos ou mediadores encontrados em sangue, fluidos corporais ou
tecidos. Seu principal uso tem como a finalidade diagnosticar doencas, prever
resultados clinicos, e monitorar as respostas terapéuticas e a imunidade (ANDRADE,
BARRAL-NETTO, 2011).

Atualmente varios biomarcadores tem sido avaliados com potencial valor
diagnéstico, especialmente em doencas infecciosas (FRAGA et al, 2012; PAGE,
LILES, 2013) e céncer (KOZAKIEWICZ, SOBOL, PATERA, 2016). Ja existem
evidéncias que algumas moléculas podem estar expressas de maneira alterada na
presenca de parasitoses, como o HIF-1a, presente em lesGes cutaneas
leishmanioticas (ROCHA et al, 2018) e no cancer de pele (MICHAYLIRA,
NAKAGAWA, 2006).

Nas infeccbes micobacterianas ha formacao de granulomas que atua contendo
a infeccdo e evitando que o microrganismo se dissemine e 0os macrofagos sao
encrontrados abundantemente nessa condicdo (CARDOSO et al, 2015). O HIF-1a
esta presente em situacdes de hipoxia e em processo de inflamacéo e regula diversas
moléculas, como por exemplo o NO e TNF e sua ativacdo € importante para os
mecanismos de defesa do hospedeiro, controlando a infecgdo (ZINKERNAGEL,
JOHNSON, NIZET, 2007; SINGH et al, 2012; CARDOSO et al, 2015). Além disso,
autores mostraram que o HIF-1a tem uma correlacdo positiva com o iNOS,
amplificando a ativacdo dos macréfagos no local da infeccdo (BRAVERMAN,
STANLEY, 2017).

O VEGF é um fator para angiogénese e encontra-se expresso em altas
concentracbes em melanomas, sendo relacionado a um mal prognéstico (DAUD et al,
2017); também pode encontrar-se elevado em material bioldgico de individuos com
malaria (FURUTA, KIMURA, WATANABE, 2010). Estudos in vitro realizado em
biépsias de pele de pacientes com hanseniase, sugerem que o VEGF esta presente
nas fases iniciais da RR, levando a um processo inflamatério em pele e nervos
periféricos acometidos pelo Mycobacterium leprae (Fiallo et al, 2002; ANDRADE,
BARRAL-NETTO, 2011; ANDRADE, NERY, 2014).
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Estratégias terapéuticas no futuro envolvendo a regulacdo destes
biomarcadores relacionado a exacerbacdo de quadros inflamatorios podera ser
utiizado na hanseniase que além de patologia infecciosa, é também doenca
relacionada ao sistema imunoldgico, cujo desfecho, favordvel ou néo,
independentemente do tratamento medicamentoso especifico e eficaz, é relacionado
diretamente a modulacao desta resposta.

A ativacao do endotélio € um fator de grande importancia a ser estudado nas
reacOes de hanseniase, devido a grande quantidade de moléculas produzidas que
influenciam na patogénese da doenca. Estudos em material de lesdes humanas
poderiam ajudar a obter maior esclarecimento da patogénese, bem como buscar
alternativas para fins de diagnéstico, prognéstico e de tratamento da hanseniase.
Diante disso, h4 uma necessidade de se investigar mais detalhadamente se existe
uma participacdo do VEGF, HIF-1la e iINOS no controle das lesbes hansénicas,
devendo levar em consideracao que ndo ha como prever ou detectar precocemente o
risco de desenvolvimento de episodios reacionais de hanseniase através de exames
laboratoriais (Mizoguti et al, 2015), esses estudo vem a colaborar com a necessidade
de otimizac&o do progndstico das diferentes formas clinicas de hanseniase. A busca
e identificacdo de biomarcadores podera ser Gtil para 0 monitoramento do curso clinico
(STEFANI et al, 2009; KHADGE et al, 2015; NOGUEIRA, LATINI, NOGUEIRA, 2016).
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Existe diferenca na expressédo de HIF-1a, VEGF e iINOS nas diferentes formas

clinicas da hanseniase?
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Determinar in situ os marcadores HIF-1a, VEGF e iINOS em espécimes

cutaneas de pacientes com diferentes formas clinicas de hanseniase.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar se existe diferenca na expressao in situ dos biomarcadores: HIF-1a,

VEGF entre as formas tuberculdide e virchowiana da hanseniase;

e Avaliar a expressao de iINOS nas diferentes formas clinicas da hanseniase;



34

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Populacéo e local de estudo

Foram analisadas 23 amostras de biopsias cutdneas de pacientes com
hanseniase tuberculdide (15 amostras), vichorwiana (4 amostras), indeterminada (3
amostras), reacao tipo 2 (1 amostras). Os pacientes foram selecionados a partir de
andlise detalhada dos prontuérios e fichas de acompanhamento médico, a
confirmacdo de hanseniase se deu através dessa analise detalhada. Foram
analisados os perfis clinicos e laboratoriais desses pacientes que foram atendidos no
Servico de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco com biopsias realizadas entre o periodo de 2014 a 2018.

Para inclusdo no projeto, os critérios exigidos foram espécimes cutaneas de
hanseniase classificados como virchowianos, tuberculdides, e indeterminado, virgens
de tratamento e espécimes cutdneas de fases reacionais da hanseniase em
tratamento. E como critério de exclusdo, foram espécimes cutaneas de hanseniase
gue apresentaram no momento do diagnéstico quaisquer co-infec¢cdes ou outras
doencas de natureza autoimune.

Esse estudo foi realizado seguindo os protocolos éticos de pesquisa em seres
humanos com aprovacdo do comité de ética do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) sob registro (CAAE
88560218.8.0000.5208).

6.2 Imunohistoquimica

Para deteccdo imunohistoquimica (IHQ) de antigenos nos tecidos, foi feita a
IHQ indireta que abrange um anticorpo primario ndo-conjugado e um anticorpo
secundario .

Quanto aos anticorpos primarios, para deteccao de HIF-1a, foi usado o HIF-1
alpha polyclonal antibody (Product Datasheet, Novus Biologicals a Bio-techne®,
USA), para deteccdo de VEGF, foi usado o anti-VEGF rabbit polyclonal antibody
(Proteintech®, USA), para deteccdo do iNOS, foi usado o Anti-INOS Rabbit

monoclonal antibody (Sigma-Aldrick®, Darmstadt, Alemanha).
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Quanto a peroxidase, foi utilizada a anti-rabbit IgG, peroxidase-linked species-
specific whole antibody (©Amersham Biosciences, United Kingdom).

O anticorpo secundéario empregado foi o kit Histotain®-SP Broad Spectrum
(HRP) Invitrogen™ (Novex by Life Technologies, USA).

Foi utilizado cromogeno 3,3'DAB e o substrato H202. Como controle normal
utilizou-se pele humana normal e como controle positivo: lesédo ativa de leishmaniose
cutanea humana (referéncia).

As lesbes foram classificadas de acordo com Ridley e Jopling representada
pelas formas tuberculoide-tuberculoide (TT), virchowiana-virchowiana (VV) e
indeterminada (). Além dessas formas clinicas, foi incluida 1 amostra de reacgéo
hansénica tipo 2.

A andlise foi feita de forma qualitativa, sendo o resultado expresso como positivo
ou negativo para os marcadores estudados. As laminas foram analisadas em
microscopio Optico, utilizando-se a objetiva de 40x.

Foram feitos cortes de 5 pum de espessura das amostras parafinizadas e
colocados em laminas para posterior andlise. As amostras de controle positivo e
negativo seguiram o mesmo protocolo.

Os espécimes, apdés colocados em laminas foram desparafinizados e
hidratados da seguinte forma:

1. As laminas foram submersas em xilol | e Il durante 10 minutos cada;

Depois foram submersas em alcool etilico absoluto por 5 minutos;
Depois em alcool etilico a 95%, durante 5 minutos;
A seguir, em alcool etilico a 80%, durante 5 minutos

Depois em alcool etilico a 70%, durante 5 minutos

o 00k w N

E por fim, submersos em agua destilada, durante 5 minutos. ApOs esse
processo as amostras seguiram para iniciar a realizagéo da IHQ

As amostras foram colocadas em tampéao citrato pH 6 e seguiram para o banho-
maria a seco a 95°C por 45 minutos. ApOs esse tempo, as amostras foram lavadas
trés vezes em PBS Tween a 0,2%, durante 5 minutos cada lavagem.

Apoés a lavagem, foi adicionado o perdxido de hidrogénio (H202) a 5% em PBS
Tween a 0,2%, cada espécime recebeu 100 pl da solugédo durante 45 minutos. Em
seguidas essas amostras foram lavadas mais trés vezes com PBS Tween.

Apos isso, 100 pl de PBS BSA a 1% foi colocado sobre os espécimes durante 30

minutos, e apdés esse tempo foi feita a solugdo com o anticorpo primério (HIF-
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1o/VEGF/INOS) em PBS BSA a 1%, e dessa solucao, foram adicionados 100 pl em
nas amostras teste e nas amostras controle. Em seguidas essas amostras foram
incubadas na geladeira a 8°C por 24 horas.

Passadas as 24 horas, as amostras foram lavadas mais trés vezes com PBS
Tween a 0,2%, e em seguida foi adicionado o anticorpo secundério, durante 45
minutos. Apds esse tempo, lavou-se mais trés vezes as amostras com PBS Tween a
0,2% e em seguida, foi adicionado a Streptavidina - HRP do kit Invitrogen®, durante
30 minutos. As amostras seguiram mais trés vezes para lavagem com PBS Tween a
0,2%, e em seguida foi preparada uma solu¢cdo com Tris HCL e o revelador DAB,
durante até 5 minutos e nesse tempo as laminas foram incubadas protegidas da luz.

Apébs esse procedimento, as laminas de preparacdo para HIF-1oa e iINOS foram
contracoradas com hematoxilina, e as laminas de preparacdo para VEGF foram
contracoradas com hematoxilina e eosina, e depois todas foram para o processo de
desidratacéo e diafanizagéo:

1. Primeiramente foram submersas em alcool etilico a 70%, durante 5 minutos;
A seguir, em alcool etilico a 80%, durante 5 minutos;

Depois em alcool etilico a 95%, durante 5 minutos;

Depois foram submersas em alcool etilico absoluto por 5 minutos;

o bk~ 0N

E por fim, as laminas foram submersas em xilol | e Il durante 10 minutos cada;

As laminas foram analisadas em microscopio Optico, utilizando-se a objetiva de
40x.

Toda metodologia foi realizada de acordo com as normas dos fabricantes. Os
ensaios foram realizados no Departamento de Parasitologia do Instituto Aggeu
Magalhdes (Parasitologia/lAM-PE) e no Laboratério de Parasitologia/Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE).

6.3 Andlise estatistica

Inicialmente os dados foram descritos através de frequéncias absolutas e
percentuais (variaveis qualitativas) e por meio de medidas como média, desvio-
padrao, minimo, mediana e maximo (variaveis quantitativas). As associacdes entre as
variaveis qualitativas foram feitas através do teste exato de Fisher. Todas as anélises
foram feitas com o auxilio do software SAS 9.2. Para todas as analises adotou-se um
nivel de significancia de 5%.



37

7 RESULTADOS

7.1 Artigo que sera submetido a Revista International Journal of Experimental
Pathology:
Avaliacdo in situ dos marcadores VEGF, HIF-1a e iINOS em bidpsias de pele

de pacientes com hanseniase.

RESUMO

A hanseniase é uma doenca dermatoldgica, granulomatosa crbnica, que
acomete pele e nervos periféricos. Esse estudo buscou caracterizar in situ 0s
marcadores HIF-1a, VEGF e INOS em espécimes cutaneas de hanseniase
(vichorwiana, tuberculoide, indeterminada, e reacional tipo 2) para verificar se existe
diferenca entre as formas clinicas. Foram analisadas 23 biopsias cutaneas de
pacientes com as diferentes formas clinicas da hanseniase em um hospital publico
federal de Recife, Pernambuco. A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada para
avaliacdo qualitativa da expressao das proteinas com o0s resultados expressos em
positivos e negativos para os marcadores. Este trabalho traz um capitulo ainda néao
investigado envolvendo na infeccéo por hanseniase identificando marcadores imuno-
histoquimicos em bidpsias cutédneas de pacientes portadores de hanseniase nas suas
diferentes formas clinicas com a finalidade de verificar se existe diferenca entre as
diferentes formas clinicas desta patologia. Verificamos positividade em todas as
amostras com a forma tuberculéide (TT) para HIF-1a, enquanto as amostras da forma
virchowiana (VV) foram negativas (p=<0,01). O INOS foi positivo em 80% das
amostras TT e negativo nas amostras VV. Nas amostras avaliadas ndo encontramos
diferencas na expressao do VEGF entre as formas TT e VV. Os achados sugerem
que o HIF-1la e o INOS podem estar envolvidos na protecdo contra a forma

vichorwiana da hanseniase.

Palavras-chave: Angiogénese. Hanseniase. Hipoxia. Pele.
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1 INTRODUCAO

A hanseniase é causada pelo Mycobacterium leprae um bacilo
intracelular obrigatério, alcool acido resistente, com multiplicag&o lenta. E uma doenca
dermatoldgica, granulomatosa crénica, neurolégica, imunoldégica e sistémica, que
apresenta varias manifestacdes clinicas acometendo pele e nervos periféricos®°19,
Sua transmisséo ocorre, principalmente, através do trato respiratorio superior ou pelo
contato com a pele lesionada®.

A hanseniase é principalmente reportada nos paises onde as condicfes
socioecondmicas e ambientais sdo precarias, sendo a india o pais com maior taxa
de deteccgdo de novos casos e o0 Brasil ocupando a segunda posi¢cao no hanking
mundial na deteccdo de novos casos, e as regides mais acometidas sao a Norte,
Nordeste e Centro-Oestel2, Segundo a Organizagdo Pan-americana de Saude
(OPAS) o Brasil é o Unico pais das Américas que ndo conseguiu eliminar a hanseniase
como problema de saude publica, com a taxa de 94% de novos casos®.

O Brasil segue as recomendacdes da Estratégia Global para Hanseniase 2016-
2020 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cujo objetivo é reduzir a carga da
doenca de forma global e local*. A OMS estabelece uma meta de menos de 1,0
cas0/10.000 habitantes para a eliminacdo da doenca nos paises®.

O Brasil apresentou em 2018, uma taxa de prevaléncia de 1,48 casos por
10.000 habitantes: sendo 2,15 no Nordeste (2,50 em Pernambuco)®. No Brasil, houve
uma reducdo na taxa de deteccédo de novos no periodo entre 2001 e 2017 passando
de 26,22/100 mil habitantes em 2001 para 13,74/100 mil habitantes em 20172

O fator induzido por hipéxia 1-alpha (HIF-1a) esta presente em situacdes de
hipoxia nos tecidos, sua ativacdo é importante para a capacidade bactericida dos
fagocitos, além disso, regula a producéo de diversas enzimas, entre elas a iNOS, que
pode ter acdo protetora ou nociva para o organismo'1213.14 Um estudo identificou a
presenca de HIF-1a nas fases iniciais da infec¢cdo pelo Micobacteruim marinum em
um modelo zebrafish e perceberam uma diminuicdo significativa da carga bacteriana
no inicio da infec¢do pelo HIF-1a via iINOS'®. Na leishmaniose cutanea, o HIF-1a
apresentou-se como um fator protetor, enquanto na leishmaniose visceral o HIF-1a
contribui para determinar a resposta imunossupressora e a cronicidade da infeccdo®®.

Em outro estudo, o HIF-1a foi associado ao controle da infec¢cdo por Mycobacterium
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tuberculosis em camundongos via inducéo de IFNy’. Ainda néo foi estudado o papel
HIF-1a em lesdes cutaneas nas diferentes formas clinicas da hanseniase.

Na hanseniase, os macrofagos secretam varias substancias toxicas como
forma de defesa do organismo, entre elas o INOS (QUARESMA et al, 2010). A
ativacao do HIF, bem como o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), e interferon
gamma (IFN-y) aumentam a producdo de INOS regulando a resposta a
inflamacé&o®®1°,

Um estudo mostrou imunomarcacdo de INOS fortemente positiva em
macrofagos nos granulomas. Também demonstraram a presenca do INOS em
biépsias de pele de pacientes RR8. Outro estudo detectou maior producéo de iNOS
em pacientes com hanseniase bordeline tuberculéide (BT) quando comparados a
pacientes com hanseniase vichorwiana (VV), achado este que pode estar relacionado
a capacidade do iINOS ser um agente bactericida ou bacteriostatico®.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) participa da angiogénese
promovendo aumento da permeabilidade vascular e migracdo e ativagdo de
macréfagos para sitio infeccioso?2?2, Fiallo et. al. 2002, verificaram um aumento da
expressdo de VEGF em células endoteliais e dendriticas em biopsias de pele de
pacientes com reacdo hansénica tipo 1 em comparacao com casos de hanseniase
nao-reacional, sugerindo que essas células poderiam representar sitios de
armazenamento do VEGF e sua liberagéo implica na transmisséo do sinal no inicio da
RR%,

Até o momento, o papel do HIF-1a em lesBes cutaneas de hanseniase nao esta
esclarecido e este estudo revela um capitulo inédito envolvendo as diversas formas
clinicas da hanseniase e o HIF-1a, bem como corrobora com estudos anteriores sobre
0 INOS e o0 VEGF nesta patologia.

Estudos com o VEGF, HIF-1a e INOS em material de lesbes humanas podem
ajudar no monitoramento do curso clinico dos pacientes com hanseniase. Este estudo
avaliou in situ a expressdo do HIF1a, VEGF e iNOS em lesdes de hanseniase

(vichorwiana, tuberculdide, indeterminada e reacional tipo 2).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Populacéao e local do estudo



40

Foram analisadas 23 amostras de bidpsias de pele de pacientes com
hanseniase, sendo 15 amostras da forma tuberculdide, 4 amostras da forma
vichorwiana, 3 amostras da forma indeterminada e 1 amostra da forma reacinal tipo
2. A selecéo dos pacientes e a confirmagcdo de hanseniase foi feita pela avaliacdo
clinica através de fichas e prontuarios dos pacientes. Foram analisados os perfis
clinicos e laboratoriais de todos os pacientes que foram atendidos no Servico de
Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco e
tiveram a biopsia realizada entre o periodo de 2014 a 2018.

Esse estudo foi realizado seguindo os protocolos éticos de pesquisa em seres
humanos com aprovacdo do comité de ética do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) sob registro (CAAE
88560218.8.0000.5208).

2.2 Imunohistoquimica

Para deteccdo de antigenos nos tecidos, foi feita a imunohistoquimica (IHQ)
indireta que abrange um anticorpo primario nao-conjugado e um anticorpo
secundario?.

Os anticorpos primarios empregados para deteccao de HIF-1a, VEGF e iNOS
nos tecidos foram respectivamente: HIF-1 alpha polyclonal antibody (Product
Datasheet, Novus Biologicals a Bio-techne®, USA), anti-VEGF rabbit polyclonal
antibody (Proteintech®, USA), Anti-INOS Rabbit monoclonal antibody (Sigma-
Aldrick®, Darmstadt, Alemanha). Foi utilizada peroxidase anti-rabbit IgG, peroxidase-
linked species-specific whole antibody (©Amersham Biosciences, United Kingdom). O
anticorpo secundario empregado foi o kit Histotain®-SP Broad Spectrum (HRP)
Invitrogen™ (Novex by Life Technologies, USA). Foi utilizado cromégeno 3,3'DAB e o
substrato peroxido de hidrogénio (H202).

Como controle normal utilizou-se pele humana normal e como controle positivo:
lesdo ativa de leishmaniose cutanea humana®.

As lesbes foram classificadas de acordo com Ridley e Jopling representada
pelas formas tuberculoide-tuberculoide (TT), virchowiana-virchowiana (VV) e
indeterminada (I). Além dessas formas clinicas, foi incluida 1 amostra de reagéo

hansénica tipo 2.
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A analise foi feita de forma qualitativa, sendo o resultado expresso como positivo
ou negativo para os marcadores estudados. As laminas foram analisadas em
microscopio optico, utilizando-se a objetiva de 40x.

Toda metodologia foi realizada de acordo com as normas dos fabricantes. Os
ensaios foram realizados no laboratorio de parasitologia do Instituto Aggeu Magalhaes
(Parasitologia/lAM-PE) e no Departamento de Medicina Tropical/Parasitologia do

Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CCS-UFPE).

2.3 Andlise estatistica

Os dados foram descritos através de frequéncias absolutas e percentuais
(variaveis qualitativas) e por meio de medidas como média, desvio-padrdo, minimo,
mediana e maximo (variaveis quantitativas). As associacdes entre as variaveis
qualitativas foram feitas através do teste exato de Fisher. Todas as analises foram
feitas com o auxilio do software SAS 9.2. Para todas as andlises adotou-se um nivel
de significancia de 5%.

3 RESULTADOS

Foram analisadas 23 amostras de biopsias de pele de pacientes com
hanseniase, sendo 15 (65,22%) amostras da forma tuberculoide, 4 (17,4%) amostras
da forma vichorwiana, 3 (13,0%) amostras da forma indeterminada e 1 (4,3%) amostra
da forma reacinal tipo 2. Das 23 amostras, foram realizados testes de imuno-
histoquimica para HIF-1a. em 17 amostras (73,9%), para VEGF em 15 amostras
(65,2%) e para INOS 15 amostras com resultados (65,2%). Quanto ao sexo, 12
(52,17%) eram do sexo feminino e 11 do sexo masculino (47,83%).

Foi possivel identificar nos prontuarios e fichas dos paciente, apenas a idade
de 20 dos 23 pacientes (86,95%), com idade minima de 14 anos e a maxima de 82
anos (tabela 1). O total de casos e as porcentagens das variaveis diagnéstico

histopatolégico, forma clinica, HIF-1a, VEGF e iINOS estda descritos na tabela 2.
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Tabela 1 — Caracterizacdo dos pacientes quanto a idade.

Média Desvio-padrao Minimo Mediana Maximo

Nimero de pacientes 55,3 17,3 14,0 58,0 82,0

20

Tabela 2 — Total de casos e porcentagem das variaveis analisadas.

Variavel Total de %
casos
Forma clinica
I 3 13,04
Reacdo T 2 1 4,35
TT 15 65,22
\AY 4 17,39
HIF-1 alpha
Negativo 4 23,53
Positivo 13 76,47
VEGF
Positivo 15 100,00
iINOS
Negativo 7 46,67
Positivo 8 53,33

Legenda: Forma clinica: 1= Indeterminada; Reacdo T 2= Reag¢do hansénica tipo 2; VV= Vichorwiana;
TT= Tuberculbide.

Verificamos que todas as amostras com a forma clinica TT foram positivas
para HIF-1a, enquanto as amostras VV foram negativas (p=<0,01), o que nos
sugere que o HIF-1a pode estar envolvido na protecdo contra a forma
disseminada da hanseniase. O INOS apresentou-se negativo nos casos de
hanseniase VV, enquanto nas amostras TT o resultado variou, porém houve
positividade na maioria das amostras analisadas (p=0,04). Nao houve nenhuma
diferenca estatistica significativa para VEGF, visto que houve positividade tanto

na forma TT quanto na forma VV (tabela 3).
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N&o foram considerados estatisticamente os resultados da forma
indeterminada e reacional tipo 2 na tabela 3, devido a pouca quantidade de
amostras, porém 2 amostras indeterminadas foram positivas para HIF-1a e
VEGEF e devido a falta de material suficiente ndo foram testadas para iNOS. Uma
terceira amostra da forma inderteminada foi negativa para iINOS, porém nao
havia material suficiente para testar HIF-1a e VEGF. A forma reacional tipo 2 foi
negativa para iNOS, devido a falta de material sufciente néo foi testada para HIF-
1a e VEGF.

Tabela 3 — Associac¢des envolvendo a forma clinica

Variavel FORMA CLINICA Valor-p
TT* Vv**  Total
HIF-1 alpha
Negativo 0(0%) 4(100%) 4
Positivo 11(100%) 0(0%) 11 <0,01
Total 11 4 15
VEGF
Positivo 11(100%) 2(100%) 13
Total 11 2 13
iNOS
Negativo 2(20%) 3(100%) 5
0,04
Positivo 8(80%) 0(0%) 8
Total 10 3 13

Legenda: Forma clinica: VV= Vichorwiana; TT= Tuberculbide.

* Na forma clinica TT, 4 amostras ndo foram testadas por falta de material para HIF-1 alpha e VEGF.
Para iINOS, foram testadas apenas 10 amostras.

** Na forma clinica VV, apenas 2 amostras foram testadas para VEGF e 3 para iNOS, devido a falta de
material suficiente nas demais amostras.
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Figura 4 — Expressdo de HIF-1a em lesdes cutédneas de hanseniase tuberculéide (A) e controle
negativo sem expressdo de HIF-1a (B); Expressdo de iNOS em lesdo cutédnea de hanseniase
tuberculéide (C) e controle negativo sem expressao de INOS (D); Expressdo de VEGF em lesdes
cuténeas de hanseniase vichorwiana (E) e controle negativo sem expressao para VEGF (F). As
seccdes A a D (x 40) foram coradas com imunoperoxidase e com hematoxilina. As sec¢des E e F (x
40) foram coradas com imunoperoxidase e com hematoxilina e eosina.

Fonte: Proprio autor.
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Os controles positivos para os marcadores HIF-1a, VEGF e iNOS usados na
técnica de imuno-histoquimica foram baseados em estudos cientificos que usaram os
mesmos marcadores e a mesma técnica em amostras de individuos com
leishmaniose, uma doenca inflamatéria crénica que atinge a pele?>26:3034, Foram
utilizadas amostras de pele de individuos saudaveis como controle normal para as

reacoes.

4 DISCUSSAO

Os biomarcadores sdo indicadores que sinalizam um processo normal ou
patolégico?®. A ativacdo do endotélio produz uma vasta quantidade de moléculas que
influenciam na patogénese da hanseniase, sendo assim considerado um fator
importante a ser estudado nesta patologia. Estudos em material de lesdes humanas
podem ajudar a obter maior esclarecimento da patogénese.

A ativacdo do HIF-1a é essencial para a capacidade bactericida dos fagdcitos,
devido a producédo de varias moléculas efetoras que participam dos mecanismos de
defesa do individuo infectado!>!3, levando a inducdo e estimulagdo de moléculas
como 0 iINOS e o VEGF!9:21,31.32,

A expressao do HIF-1a é induzida por uma série de estresses celulares, como
a ativacdo da via de estresse oxidativo sob infecgdo®34%. O aumento do estresse
oxidativo tem sido observado na hanseniase. A desregulacao ou disfuncéo do HIF-1a
pode interromper essa transducédo celular de sinalizac&o nas respostas do hospedeiro
a infeccdo pelo M. Leprae?’:2°.

N&o hé relatos na literatura sobre a expressao de HIF-1a em bidpsias de lesdes
cutaneas de hanseniase, pouco se sabe sobre o papel do HIF-1a nesta patologia e
este estudo traz resultados inéditos sobre este marcador na hanseniase.

Estudos com o HIF-1a na hanseniase sdo escassos, porém € possivel
encontrar estudos com o HIF-1a e outros patdgenos que apresentem resposta
granulomatosa. Um estudo mostrou que na leishmaninose cutanea induzida por
Leishmania major o HIF-1a teve um papel protetor, enquanto na leishmaniose visceral
o HIF-1a mostrou ter um papel prejudicial contribuindo para a cronicidade da infeccao
em camundongos!®. Outro estudo com Leishmania donovani demonstrou que o

crescimento do parasito intracelular foi favorecido na presenca de HIF-1a, além disso
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a infeccdo por L. donovani foi capaz de aumentar a transcricdo de HIF-1a e sua
estabilizacdo, sendo assim o HIF-1a um fator de protecéo para o parasito!3.

O nosso estudo demonstrou o papel do HIF-1a em espécimes cutdneas de
hanseniase e apresentou-se fortemente positivo nas amostras de hanseniase
tubérculdide (TT), e negativo nas amostras com a forma virchowiana (VV), esses
achados podem sugerir que o HIF-1a pode estar relacionado a protecao do individuo
contra a forma virchowiana da hanseniase, visto que pacientes com a forma TT
apresentam resisténcia ao bacilo®>3,

Autores demonstraram uma correlacdo positiva entre iINOS e HIF-1a, que
amplifica a ativacdo de macrofagos, controlando assim, a infeccdo pelo
Mycobacterium tuberculosis via inducdo de IFNy!’. Outros autores estudaram o
zebrafish infectado com Mycobacterium marinum e a sinalizacdo de HIF-1la e
verificaram que o HIF-1a, quando estabilizado nas fases iniciais da infecg&o, pode
diminuir a carga bacteriana no hospedeiro através da acdo do iNOS™.

Nossos estudos mostraram a presenca de iINOS em espécimes cutaneas de
hanseniase TT, apenas duas amostras TT foram negativas para iNOS, enquanto as
amostras de lesdes virchowianas, reacional tipo 2 e indeterminada ndo apresentaram
a presenca do iINOS. Nossos achados sugerem que o INOS pode estar relacionado a
protecdo contra a forma virchowiana desta patologia, igualmente o HIF-1qa, ja que
pacientes com a forma TT apresentam maior resisténcia ao bacilo3>3¢ e corroboram
com estudos anteriores que mostraram a presenca de iINOS em bidpsias cutaneas de
pacientes com reagcdo hansénica tipo 1 (RR), de modo geral, pacientes TT que
evoluem para quadro reacional, tendem a evoluir para a forma reacional tipo 1 ou
reacdo reversa (RR)'820:37, Belone, (2004) também evidenciou a expresséo de iNOS,
por meio de imunohistoquimica, em bidpsias cutanéas de individuos virgens de
tratamento, em maior quantidade nos pacientes TT do que nos demais grupos por ele
estudado (DT, TR e DTR)3. Por outro lado, De Sousa et al, (2017), em seu estudo
envolvendo 33 pacientes, sendo 17 da forma TT e 16 da foma VV, mostraram um
aumento do iNOS na hanseniase virchowiana®°.

As moléculas de adesdo tem um importante papel no direcionamento de
leucdcitos para os sitios inflamatérios. E sabido que o VEGF é um fator de
angiogénese e encontra-se aumentado na inflamacéo granulomatosa??, e estudos em
melanomas revelam que o VEGF & um fator de mal prognostico e encontra-se

expresso em altas concentracdes*®. Seu aumento também foi observado em doencas
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granulomatosas como na tuberculose pulmonar ativa em relacéo a tuberculose antiga
e bronquite aguda*! e na doenga pulmonar causada pelo Mycobacterium avium, que
propiciou o desenvolvimento de inflamacédo crénica, além disso sugeriram que 0s
niveis de VEGF estdo relacionados a extensdo das lesdes granulomatosas*?.

Verificamos em nossos estudos, a presenca de VEGF, nas formas TT e VV das
bidpsias de pele de hanseniase, dados estes compativeis com os achados de Soares
et al, 2013 que observaram através de biopsias cutdneas de hanseniase que a
angiogénese esta presente em todas as formas da hanseniase, inclusive nos estagios
reacionais*3. Os achados de Soares et al, 2013, tambem s&o compativeis com os
achados de Fiallo et al, 2002, Khadge et al, 2015 e Nogueira, Latini, Nogueira, 2016,
onde os dois primeiros estudos mostraram um aumento da presenca de VEGF na
reacado hansénica tipo 1 (RR), enquanto o terceiro estudo mostrou um aumento de
VEGF nas formas néo reacionais da hanseniase??4422, Estes achados sugerem que
ha um aumento da permeabilidade vascular nas formas clinicas da hanseniase, no
entanto ndo identificamos diferencas entre as formas clinicas.

Como perpectiva sugere-se estudos mais detalhados sobre o HIF-1a, VEGF, e
INOS em lesBes de hanseniase nao-reacional e sua relacao com o surgimento de
formas reacionais da hanseniase, bem como deve ser mais explorado o papel do HIF-
1a nas diferentes formas clinicas da hanseniase, a fim de contribuir com o progndstico

dessa patologia.

5 CONCLUSAO

Os achados mostraram que o HIF-1a foi expresso em todas as amostras de
hanseniase tuberculéide, enquanto ndo houve positividade na hanseniase
virchowiana, bem como o INOS que foi expresso na maioria das amostras de
hanseniase tuberculdide sugerindo que o HIF-1a e INOS podem estar relacionados a
uma protecdo contra a forma disseminada ou virchowiana da hanseniase. O VEGF,
por sua vez, esteve expresso em todas as formas de hanseniase analisadas

(vichorwiana, tuberculoide).
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CONCLUSAO

Os achados mostraram que o HIF-1a foi expresso em todas as amostras de
hanseniase tuberculdide, enquanto ndo houve positividade na hanseniase
virchowiana sugerindo que o HIF-1a pode estar relacionado a uma protecao

contra a forma disseminada da hanseniase.

O VEGF, por sua vez, esteve expresso em todas as formas de hanseniase

analisadas (vichorwiana, tuberculoide).

O INOS foi expresso na maioria das amostras de hanseniase tuberculoide, o
gue sugere que este marcador também pode ser considerado um fator de

protecdo nesta forma clinica da hanseniase.
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SUMMARY

Leprosy is a dermatological, chronic granulomatous disease that affects the skin
and peripheral nerves. This study aimed to characterize in situ the markers HIF-1 q,
VEGF and iNOS in skin specimens of leprosy (vichorwiana, tuberculoid, indeterminate,
and type 2 reactional) to verify if there is difference between the clinical forms. We
analyzed 23 cutaneous biopsies of patients with the different clinical forms of leprosy
in a federal public hospital in Recife, Pernambuco. The immunohistochemistry
technique was used for qualitative evaluation of the expression of proteins with the
results expressed as positive and negative for the markers. This paper presents a
chapter not vyet investigated involving leprosy infection by identifying
immunohistochemical markers in cutaneous biopsies of leprosy patients in their
different clinical forms for the purpose of To verify if there is a difference between the
different clinical forms of this pathology. We verified positivity in all samples with the
tuberculoid form (TT) for HIF-1 a, while the virchowian (VV) samples were negative (P
= < 0.01). The INOS was positive in 80% of the TT and negative samples in the VV
samples. In the evaluated samples we found no differences in VEGF expression
between the TT and VV forms. The findings suggest that the HIF-1a and iINOS may be

involved in the protection against the Vichorwiana form of leprosy.

Keywords: Angiogenesis. Leprosy. Hypoxia. Skin.
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1 INTRODUCTION

Leprosy is caused by Mycobacterium leprae a mandatory intracellular bacillus,
resistant acid alcohol, with slow multiplication. It is a dermatological, chronic,
neurological, immunological and systemic disease, which presents several clinical
manifestations affecting the skin and perifetirous nerves & %19 Its transmission occurs
mainly through the upper respiratory tract or by contact with the skin lesionada®.

Leprosy is mainly reported in countries where socioeconomic and
environmental conditions are precarious, with India being the country with the highest
rate of detection of new cases and Brazil occupying the second position in the world
hanking in the detection of new cases, and the Most affected regions are north,
Northeast and Midwest*2. According to the Pan American Health Organization
(PAHO), Brazil is the only country in the Americas that has failed to eliminate leprosy
as a public health problem, with the rate of 94% of new casess.

Brazil follows the recommendations of the Global strategy for leprosy 2016-
2020 of the World Health Organization (WHO), whose objective is to reduce the burden
of the disease in a global and local®*. The WHO establishes a target of less than 1.0
case/10,000 inhabitants for the elimination of the disease in the countries®.

Brazil presented in 2018, a prevalence rate of 1.48 cases per 10,000
inhabitants: being 2.15 in the northeast (2.50 in Pernambuco)®. In Brazil, there was a
reduction in the rate of detection of new in the period between 2001 and 2017, passing
from 26,22/100 thousand inhabitants in 2001 to 13,74/100 thousand inhabitants in
20172,

The factor induced by hypoxia l-alpha (HIF-1a) is present in situations of
hypoxia in the tissues, its activation is important for the bactericide capacity of
phagocytes, moreover, regulates the production of several enzymes, including iNOS,
which can have protective action or harmful to organismo!%1213.14 One study identified
the presence of HIF-1a in the early phases of Micobacteruim marinum infection in a
zebrafish model and perceived a significant decrease in bacterial load at the onset of
HIF-1a infection via INOS?®. In cutaneous leishmaniasis, the HIF-1a presented as a
protective factor, while in visceral leishmaniasis, the HIF-1a contributes to determine
the immunosuppressive response and the chronicity of infection!®. In another study,

the HIF-1a was associated with the control of Mycobacterium tuberculosis infection in
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mice via induction of IFN-J 17, The role of HIF-10 in cutaneous lesions in the different
clinical forms of leprosy has not been studied.

In leprosy, macrophages secrete several toxic substances as a form of defense
of the organism, including iINOS?#. The activation of the HIF, as well as the tumor
necrosis factor alpha (TNF-[J), and gamma interferon (IFN-[1) increase the production
of INOS regulating the response to inflammation81°,

One study showed strongly positive INOS immunostaining in macrophages in
the granulomas. They also demonstrated the presence of INOS in skin biopsies of
patients RR!8, Another study detected higher production of iNOS in patients with
borderline tuberculoid leprosy (BT) when compared to patients with vichorwian leprosy
(VV), a finding that may be related to the ability of INOS to be a bactericidal agent or
Bacteriostatic 2°.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) participates in angiogenesis
promoting increased vascular permeability and migration and activation of
macrophages to site Infeccioso?!??. Fiallo et. Al. 2002, verified an increase in the
expression of VEGF in endothelial and dendritic cells in skin biopsies of patients with
type 1 leprosy reaction in comparison with cases of non-reactional leprosy disease,
suggesting that these cells could represent sites of storage of VEGF and its release
implies the transmission of the signal at the beginning of the RR?3.

To date, the role of HIF-1a in leprosy skin lesions is unclear and this study
reveals an unprecedented chapter involving the various clinical forms of leprosy and
the HIF-1a, as well as corroborating previous studies on iNOS and VEGF in this
Pathology.

Studies with VEGF, HIF-1a and iNOS in material of human lesions may help to
monitor the clinical course of leprosy patients. This study evaluated in situ the
expression of HIF1a, VEGF and iNOS in leprosy lesions (vichorwiana, tuberculoid,

indeterminate and reactional type 2).

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Population and place of study

We analyzed 23 samples of skin biopsies from leprosy patients, 15 samples of

the tuberculous form, 4 samples of the vichorwiana form, 3 samples of the
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indeterminate form and 1 sample of the reacinal form 2. Patient selection and leprosy
confirmation were made by clinical evaluation through patient records and charts. The
clinical and laboratory profiles of all patients who were attended at the dermatology
service of the Hospital das Clinicas of the Universidade Federal de Pernambuco and
had the biopsy performed between 2014 and 2018 were analyzed.

This study was conducted following the ethical protocols of research in humans
with approval of the ethics of the Center for Health Sciences of the Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) wunder registration (CAAE
88560218.8.0000.5208).

2.2 Immunohistochemistry

For the detection of antigens in the tissues, an indirect immunohistochemistry
(IHC) was performed that encompasses a non-conjugated primary antibody and a
secondary antibody?“.

The primary antibodies used for detection of HIF-11J, VEGF and iNOS in the
tissues were respectively: HIF-1 alpha polyclonal antibody (Product Datasheet, Novus
Biologicals a Bio-Techne®, USA), VEGF rabbit polyclonal antibody (Proteintech®,
USA), Anti-iINOS Rabbit monoclonal antibody (Sigma-Aldrick®, Darmstadt, Germany).
Peroxidase anti-rabbit 1gG, peroxidase-linked species-specific whole antibody (©
Amersham Biosciences, United Kingdom) was used. The secondary antibody used
was the Histotain®-SP Broad Spectrum (HRP) Invitrogen™ (Novex by Life
Technologies, USA) kit. Chromogen 3.3 ' DAB and hydrogen peroxide substrate
(H202) were used.

As normal control, normal human skin was used and as positive control: active
lesion of cutaneous leishmaniasis humana50.

The lesions were classified according to Ridley and Jopling represented by the
tuberculoid-tuberculoid (TT), Virchowiana-Virchowiana (VV) and indeterminate (1)
forms. In addition to these clinical forms, 1 sample of type 2 leprosy reaction was
included.

The analysis was performed qualitatively, and the result was expressed as
positive or negative for the markers studied. The slides were analyzed in an optical

microscope, using the 40x lens.
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All methodology was carried out according to the manufacturers ' standards.
The tests were carried out at the Parasitology Laboratory of the Instituto Aggeu
Magalhdes (parasitology/IAM-PE) and in the Department of Tropical
Medicine/parasitology of the Health Sciences Center of the Universidade Federal de
Pernambuco (CCS-UFPE).

The study was conducted following all ethical research protocols in humans with
approval of the Ethics Committee of the Center for Health Sciences of Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) wunder registration (CAAE
88560218.8.0000.5208).

2.3  Statistical analysis

Data were described through absolute and percentage frequencies (qualitative
variables) and by means of measures such as mean, standard deviation, minimum,
median and maximum (quantitative variables). The associations between the
qualitative variables were made using Fisher's exact test. All analyses were performed
with the aid of SAS 9.2 software. For all analyses, a significance level of 5% was

adopted.

3 RESULTS

We analyzed 23 samples of skin biopsies from leprosy patients, 15 (65.22%)
Samples of the Tuberculoid form, 4 (17.4%) Samples of the Vichorwian form, 3 (13.0%)
Samples of the indeterminate form and 1 (4.3%) Sample of the Reacinal form type 2.
Of the 23 samples, immunohistochemistry tests were performed for HIF-1(1 in 17
samples (73.9%), for VEGF in 15 samples (65.2%) And for INOS 15 samples with
results (65.2%). As for sex, 12 (52.17%) were females and 11 males (47.83%).

It was possible to identify in the patient charts and records, only the age of 20
of the 23 patients (86.95%), with a minimum age of 14 years and a maximum of 82
years (table 1). The total number of cases and the percentages of the variables
histopathological diagnosis, clinical form, HIF-1[100 VEGF and iNOS are described in
table 2.
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Table 1 — Characterization of patients regarding age.

Mean Standard Minimum  Median  Maximum
deviation
Number of patients 55,3 17,3 14,0 58,0 82,0
20
Table 2 — Total Cases and percentage of the variables analyzed.
Variable Total cases %
Clinical form
I 3 13,04
Reaction T 2 1 4,35
TT 15 65,22
\AY 4 17,39
HIF-1 alpha
Negative 4 23,53
Positive 13 76,47
VEGF
Positive 15 100,00
INOS
Negative 7 46,67
Positive 8 53,33
Legend: Clinical form: | = indeterminate; Reaction T 2 = type 2 leprosy reaction; VV = Vichorwiana;

TT = tuberculoid.

We verified that all samples with the TT clinical form were positive for HIF-1q,
while the VV samples were negative (P = < 0.01), suggesting that the HIF-1a may be
involved in the protection against the disseminated form of leprosy. The iINOS was
negative in the cases of leprosy VV, while in the TT samples the result varied, but there
was positivity in most of the samples analyzed (P = 0.04). There was no statistically
significant difference for VEGF, since there was positivity in both TT and VV form (table
3).

The results of the indeterminate and reactional type 2 form in table 3 were not
statistically considered due to the low amount of samples, but 2 undetermined samples
were positive for HIF-1a and VEGF and due to lack of sufficient material were not
tested for INOS. A third sample of the Inderteminated form was negative for iNOS, but
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there was not enough material to test HIF-1a and VEGF. The Type 2 reactive form was
negative for INOS, due to lack of sufcient material was not tested for HIF-1a and VEGF.

The positive controls for the HIF-1 a, VEGF and iINOS markers used in the
immunohistochemistry technique were based on scientific studies that used the same
markers and the same technique in samples of individuals with leishmaniasis, an
inflammatory disease that reaches the skin2526:3034  Skin samples from healthy

individuals were used as normal control for the reactions.

Table 3 — Associations involving the clinical form.

Variable CLINICAL FORM Value-p
TT* Vv**  Total
HIF-1 alpha
Negative 0(0%) 4(100%) 4
Positive 11(100%) 0(0%) 11
Total 11 4 15 <001
VEGF
Positive 11(100%) 2(100%) 13
Total 11 2 13
INOS
Negative 2(20%) 3(100%) 5
o 4
Positive 8(80%) 0(0%) 8 0.0
Total 10 3 13

Legend: Clinical form: VV = Vichorwiana; TT = tuberculoid.
* In the TT clinical form, 4 samples were not tested for lack of material for HIF-1 alpha and
VEGF. For iINOS, only 10 samples were tested.
** In the VV clinical form, only 2 samples were tested for VEGF and 3 for iINOS, due to lack of

sufficient material in the other samples.
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Figure 1 — Expression of HIF-1a in cutaneous lesions of tuberculoid leprosy (A) and negative control
without expression of HIF-1a (B); Expression of iINOS in cutaneous lesion of leprosy tuberculoid (C) and
negative control without expression of INOS (D); VEGF expression in skin lesions of vichorwiana leprosy
(E) and negative control without expression for VEGF (F). Sections A to D (x 40) were stained with
immunoperoxidase and Hematoxylin. Sections E and F (x 40) were stained with immunoperoxidase and

Hematoxylin and Eosin.

Source: Author.
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4 DISCUSSION

Biomarkers are indicators that signal a normal or pathological process?e.
Endothelium activation produces a vast amount of molecules that influence the
pathogenesis of leprosy, thus being considered an important factor to be studied in this
pathology. Studies on material of human lesions may help to obtain greater clarification
of the pathogenesis.

The activation of the HIF-1a is essential for the bactericidal capacity of
phagocytes, due to the production of several effector molecules that participate in the
defense mechanisms of the individual infectado'?!3, leading to the induction and
stimulation of molecules such as iINOS and VEGF? 21.31.32,

The expression of the HIF-1a is induced by a series of cellular stresses, such
as the activation of the oxidative stress pathway under infection3345. The increase in
oxidative stress has been observed in leprosy. The deregulation or dysfunction of the
HIF-1a may interrupt this signaling cell transduction in the host responses to the
infection by M. Leprae?”:29,

There are no reports in the literature on the expression of HIF-1a in biopsies of
cutaneous lesions of leprosy, little is known about the role of the HIF-1a in this
pathology and this study brings unprecedented results on this marker in leprosy.

Studies with HIF-1a in leprosy are scarce, but it is possible to find studies with
the HIF-1a and other pathogens that present granulomatous response. One study
showed that in the cutaneous leishmaninosis induced by Leishmania Major the HIF-
1a had a protective role, while in visceral leishmaniasis the HIF-1a showed a harmful
role contributing to the chronicity of the infection in mice!®. Another study with
Leishmania Donovani showed that the growth of the intracellular parasite was favored
in the presence of HIF-1a, moreover, the infection by L. Donovani was able to increase
the transcription of HIF-1a and its stabilization, thus the HIF-1a a factor of protection
for the parasito!3.

Our study demonstrated the role of HIF-1a in leprosy skin specimens and was
strongly positive in the tubercular leprosy (TT) samples, and negative in the virchowian
(VV) samples, these findings may suggest that the HIF-1a can Be related to the
protection of the individual against the virchowian form of leprosy, since patients with
TT form have resistance to the bacilo3%3,
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Authors have demonstrated a positive correlation between iNOS and HIF-1q,
which amplifies the activation of macrophages, thus controlling the infection by
Mycobacterium tuberculosis via induction of IFN'’. Other authors studied the
zebrafish infected with Mycobacterium marinum and the signaling of HIF-1a and found
that the HIF-1a, when stabilized in the early phases of the infection, can decrease the
bacterial load in the host through the action of the INOS,

Our studies showed the presence of INOS in cutaneous specimens of TT
leprosy, only two TT samples were negative for INOS, while the samples of Virchowian,
reactional type 2 and indeterminate lesions did not present the presence of INOS. Our
findings suggest that INOS may be related to protection against the Virchowian form
of this pathology, also the HIF-1a, since patients with TT form have higher resistance
to bacilo3>36 and corroborate with previous studies that showed the Presence of iNOS
in cutaneous biopsies of patients with type 1 leprosy reaction (RR), in general, TT
patients who evolve to a reactional condition, tend to evolve to type 1 or reverse
reaction (RR)'20.37, Belone, (2004) also evidenced the expression of INOS, by means
of immunohistochemistry, in cutanes biopsies of virgin treatment individuals, in greater
amount in TT patients than in the other groups studied by him (DT, TR and DTR)3®. On
the other hand, De Sousa et al, (2017), in his study involving 33 patients, being 17 of
the TT form and 16 of the VV form, showed an increase in the INOS in leprosy
virchowiana®°.

Adhesion molecules have an important role in directing leukocytes to
inflammatory sites. It is known that VEGF is an angiogenesis factor and is increased
in granulomatosa inflammation??, and studies in melanomas reveal that VEGF is a
factor of poor prognosis and is expressed in high concentrations®°. Its increase was
also observed in granulomatous diseases as in active pulmonary tuberculosis in
relation to old tuberculosis and aguda*! bronchitis and in pulmonary disease caused
by Mycobacterium avium, which led to the development of chronic inflammation, in
addition suggested that VEGF levels are related to the extent of the lesions
granulomatosas®?.

We verified in our studies the presence of VEGF in the TT and VV forms of
leprosy skin biopsies, which are compatible with the findings of Soares et al, 2013 who
observed through cutaneous biopsies of leprosy that angiogenesis is present in all
Forms of leprosy, including in the reacionais stages*®. The findings of Soares et al,
2013, are also compatible with the findings of Fiallo et al, 2002, Khadge et al, 2015
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and Nogueira, Latini, Nogueira, 2016, where the first two studies showed an increase
in the presence of VEGF in the Type 1 leprosy reaction (RR), while the The third study
showed an increase in VEGF in non-reactive forms of leprosy?34422, These findings
suggest that there is an increase in vascular permeability in the clinical forms of
leprosy, however we did not identify differences between clinical forms.

The perspective suggests more detailed studies on the HIF-1a, VEGF, and
INOS in non-reactive leprosy lesions and its relationship with the emergence of
reactional forms of leprosy, as well as the role of the HIF-1a in the different clinical
forms should be more explored. of leprosy in order to contribute to the prognosis of

this pathology.

5 CONCLUSION

The findings showed that the HIF-1a was expressed in all tuberculoid leprosy
samples, while there was no positivity in virchowian leprosy, as well as INOS that was
expressed in most of the tuberculoid leprosy samples suggesting that the HIF-1a and
INOS may be related to a protection against the disseminated or Virchowian form of
leprosy. VEGF, in turn, was expressed in all forms of leprosy analyzed (vichorwiana,

tuberculoid).
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Titulo da Pesquisa: Avaliagio in situ do fator de crescimento endotelial vascular e fator induzido por hipoxia
1-alpha nas lesdes de pacientes com hanseniase.

Pesquisador: Pryscilla Layanna Bezerra de Carvalho

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 88560218.8.0000.5208

Instituigido Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.720.590

Apresentagdo do Projeto:

O Protocolo da Pesquisa intitulada

AVALIAGAO IN SITU DO FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR E DO FATOR INDUZIDO
POR HIPOXIA 1-ALPHA NAS LESOES DE PACIENTES COM HANSENIASE tem como finalidade a
dissertagao de mestrado da mestranda Pryscilla Layanna Bezerra de Carvalho do Programa de Pos-
Graduagso em Medicina Tropical da UFPE sob a orientagéo da Profa. Vlaudia Maria Assis Costa e
coorientagdo da Profa. Francisca Janaina Soares Rocha. Constam na equipe de pesquisa Selma Giorgio,
Fabio Melo e Jessica Juliana do Nascimento. Esté registrado no CAAE:_ 88560218.8.0000.5208.

Objetivo da Pesquisa:

S50 apresentados como objetivos primarios caracterizar in situ os marcadores HIF-1, VEGF e iNOS em
espécimes cutaneas de hanseniase (vichorwiana, tuberculoide, dimorfo) e o risco de desenvolver as formas
reacionais tipo 1 e tipo 2.

Como objetivos secundarios caracterizar in situ células que participam do infiltrado inflamatério nas lesdes
cutaneas: avaliar in situ os biomarcadores HIF-1 e VEGF; avaliar a expresséo de iNOS nas diferentes
formas clinicas da hanseniase.
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Continuacao do Parecer: 2.720.590

Recomendacdes:
Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Sem pendéncias

Consideragdes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo estda APROVADO, sendo liberado para o inicio da coleta de
dados. Informamos que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto sé seré dada apés o envio do Relatério
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificag@o”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/CCS/UFPE. Apos apreciacao desse relatério, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao voluntario participante (item V.3.
da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execug&o, € obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovag&o (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
ém outro centro) e ainda, enviar notificacdo & ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 984274 .pdf 14:27:31
Outros CARTADERESPOSTAASPENDENCIAS| 13/06/2018 Pryscilla Layanna Aceito

.docx 14:26:14 | Bezerra de Carvalho
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