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Estudo das Alteracdes na Cascata de Coagulacdo em Pacientes do Mal de Hansen

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO

Débora Santos da Silva

A hanseniase é uma doenca infecciosa cronica que afeta a pele e os nervos
periféricos, causando deformidades e incapacidades fisicas devido aos danos nos
nervos. A hanseniase é causada pela micobactéria Mycobacterium leprae, um
patdgeno intracelular obrigatério. A resposta a infec¢bes bacterianas, virais ou
parasitarias € acompanhada por diversas alteragdes relacionadas a hemostasia,
como por exemplo, aumento nos niveis de fibrinogénio. Compreender de que modo
essas alteracbes sdo induzidas nessas condicbes pode ser relevante para o
desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas. Na preparacdo do soro de
pacientes hansénicos observarmos algumas vezes a formag¢do de um sdlido coagulo
lipidico, que aqui denominamos Coagulo Hansénico. Inicialmente atribuimos a uma
exacerbacdo dos lipidios séricos a formacdo desse coagulo. Dos cerca de 2000
pacientes que foram atendidos no ambulatorio Souza Araujo, entre os anos de 2009
e 2013, 35 apresentaram o coagulo hansénico (1,75%), dos quais 35% estavam em
reacao tipo Il (ENH) na data da coleta. A analise desse coagulo por cromatografia
em camada delgada de alta performance (HPTLC), eletroforese e espectrometria de
massa, mostrou que além de uma grande concentracdo de lipideos, o coagulo
hansénico contém alto teor de fibrina/fibrinogénio e de imunoglobulinas. Diante
disso, o principal objetivo deste trabalho foi realizar a andlise proteémica do coagulo
hansénico e quantificar, no soro e plasma dos pacientes multibacilares em reacéo
tipo Il ou multibacilares néo reacionais, moléculas que poderiam estar envolvidas na
formacdo desse coagulo. Verificamos que a presenca de coagulo hansénico esta
associada a niveis elevados de fator de von Willebrand e fator tecidual. Aléem disso,
pacientes multibacilares reacionais apresentaram maiores niveis de fibrinogénio
guando comparados aos pacientes multibacilares ndo reacionais. Acreditamos que
nos pacientes multibacilares a alta carga bacilar e a resposta imune a mesma séo
responsaveis pelo dano tecidual e consequente liberagdo de moléculas de matriz
extracelular, acarretando a exacerbacdo do processo de coagulacdo observada nos
mesmos.
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Coagulation Cascade Changes on Leprosy Patients

ABSTRACT
DISSERTACAO DE MESTRADO

Débora Santos da Silva

Leprosy is a chronic infectious disease that affects the skin and peripheral nerves,
causing deformities and disabilities due to nerve damage. Leprosy is caused by
Mycobacterium leprae an obligate intracellular pathogen. Responses to bacterial,
viral or parasitic infections are accompanied by several changes on hemostasis
parameters, such as increased levels of fibrinogen. Understanding how these
changes are induced in these conditions may be relevant to the development of new
therapeutic tools. In preparing serum of leprosy patients, sometimes it was observed
formation of a lipidic solid clot, here called Leprosum Clot, initially attributed to an
exacerbation of serum lipids. Of the approximately 2000 patients treated in Souza
Araujo Ambulatory (I0OC/Fiocruz), between the years 2009 and 2013, 35 showed the
leprosum clot (1.75%), of which about 35% were in type Il reaction (ENL) on the
collect date. The analysis of such clot by high-performance thin layer
chromatography (HPTLC), electrophoresis and mass spectrometry showed that in
addition a high lipid contents, the leprosum clot contains high fibrin/fibrinogen and
immunoglobulin levels. Therefore, the aim of this study was to perform a proteomic
analysis of leprosum clot and quantify, in serum and plasma from multibacillary type
Il reactional patients and multibacillary not reactive ones, molecules that could be
involved in the generation of this clot. It was observed that formation of leprosum clot
is associated to elevated levels of von Willebrand factor and tissue factor. However,
reactional multibacillary patients showed fibrinogen higher levels when compared to
not reactive ones. We believe that in multibacillary patients the high bacterial load
and immune response to it are responsible for tissue damage and subsequent
release of extracellular matrix molecules, resulting in the coagulation exacerbation
observed in these patients.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hanseniase

A hanseniase € uma doenca infecciosa crénica que causa incapacidades e
deformacgbes fisicas devido a danos nos nervos periféricos (Jopling, 1983). E
causada pelo Mycobacterium leprae, sendo este um bacilo alcool-acido resistente,
de lento crescimento, parasita intracelular obrigatério de células do sistema
mononuclear fagocitario e células de Schwann. Dos tempos biblicos ao periodo
moderno, a hanseniase foi descrita como uma doenca que causa horror por conta
do estigma a aparéncia fisica do doente nédo tratado: lesdes ulcerantes na pele,
deformidades e perda das extremidades. Esta marca de desonra, relacionada ao
pecado, fisicamente presente nas feridas e nos membros desfigurados do "leproso”
langou a doencga ao lado mais obscuro da sociedade. Ela significou ainda ao longo
de anos, excluséo do convivio social devido a unica forma de tentativa de controle
epidemiologico existente até meados do século 20, o isolamento nos leprosarios.

A forma de contagio ainda néo foi bem definida, mas acredita-se que a
principal via de contaminacdo seja a mucosa respiratoria, sendo pouco provavel a
transmissdo de bacilos através de lesbes cutaneas ulceradas (Jopling, 1983). A
doenca apresenta um longo periodo de incubacdo e as primeiras manifestacoes
clinicas podem ocorrer entre dois a dez anos apos a infecgéo.

O M. leprae tem alta infectividade e baixa patogenicidade, isto €, infecta
muitas pessoas, no entanto poucas adoecem. Acredita-se que mais de 90% da
populacdo seja resistente a infeccdo pelo M. leprae e ndo apresente sintomas
clinicamente detectaveis (Godal et al 1972).

Em 1981, a Organizacdo Mundial da Saude introduziu a quimioterapia
combinada com trés drogas, conhecida como poliquimioterapia (PQT/OMS), que
consiste no uso das drogas dapsona, clofazimina e rifampicina, com o objetivo de
reduzir a resisténcia do bacilo quando uma Unica droga era administrada. O sucesso
da poliguimioterapia reduziu drasticamente a incidéncia da doenca, porém o
diagndstico precoce e o controle dos episodios reacionais sao desafios que

precisam ser superados.



1.1.1 Distribuicdo Geogréfica Atual

A Hanseniase possui uma vasta distribuicdo pelo mundo (Figura 1.1), sendo
mais prevalente nos trépicos e subtropicos. De acordo com dados da OMS, a
prevaléncia global da hanseniase no inicio de 2012 situou-se em 181.941 novos
casos enquanto que em 2011 esse numero foi de 219.075 e 228 474 em 2010
(OMS,2013). Apesar desse decréscimo, a erradicacdo da doenca, porém, parece
distante, pelo menos em alguns paises. Embora haja mdultiplos esforcos para o
combate a doenca, esta continua sendo até hoje a principal causa de incapacidade

fisica permanente dentre as doencas infectocontagiosas.
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Figura 1.1: Mapa mostrando as taxas globais de prevaléncia da hanseniase no ano de 2012. A
gradacao do vermelho indica diferentes taxas de incidéncia, indo da menor taxa (vermelho claro/rosa,
com menos de um caso relatado para cada 10 mil habitantes) a maior (vermelho escuro,
apresentando mais de dois casos da doenga a cada 10 mil habitantes). Em cinza estdo os paises em
gue ndo houve estimativa. Modificado a partir de http://www.who.int/lep/situation/LeprosyPR2011.pdf
(OMS, 2013).

Segundo o ministério da saude, em 2012 foram diagnosticados 33.303 casos
novos no Brasil, 2.246 (7%) em menores de 15 anos. O coeficiente geral de
deteccdo (17,2/100 mil habitantes) é considerado alto (Figura 1.2.a). Segundo os
parametros de referéncia deste indicador, os estados de Rondbdnia, Mato Grosso,
Tocantins, Goias, Para, Piaui e Maranhao foram classificados como hiperendémicos,
com mais de 40 casos novos por 100 mil habitantes, em 2011. Os estados do Rio
Grande do Norte, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Paran e Santa Catarina

apresentam média endemicidade e o Rio Grande do Sul, baixa endemicidade
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(menos de dois casos novos por 100 mil habitantes). Os outros Estados apresentam
endemicidade alta ou muito alta. No Rio de Janeiro, diversos municipios apresentam
um coeficiente geral de deteccdo considerado muito alto para os parametros do
Ministério da Saude, sendo os municipios de Parati, Guapimirim e Cardoso Moreira

considerados hiperendémicos.
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Figura 1.2: Coeficiente geral de deteccdo da hanseniase. A) Coeficiente geral de deteccdo de
hanseniase por 100 mil habitantes nas Unidades da Federacdo em 2010. Adaptado de Ignott &
Paula, 2010. B) Coeficiente geral de detec¢@o por municipios do Rio de Janeiro em 2010 (adaptado
de Secretaria de vigilancia em saude-Ministério da Saude.

1.1.2 O Mycobacterium leprae

O agente etiolégico da hanseniase, descrito por Gerard Henrik Armaurer
Hansen em 1874, foi a primeira bactéria relacionada a uma doenca humana, porém
até hoje ainda néo € possivel cultiva-lo in vitro, o que dificulta o estudo detalhado de
seus componentes e de sua biologia.

Células de Schwann, responsaveis pela formacdo da bainha de mielina nos
nervos periféricos, assim como macrofagos da pele sdo os principais alvos do M.

leprae. Uma das caracteristicas do M. leprae é o seu padrdo de alta infectividade, e



baixa patogenicidade, ou seja, esse bacilo € capaz de infectar grande namero de
pessoas, mas poucos adoecem.

O M. leprae pertence a ordem Actinomycetales e a familia Mycobacteriaceae,
gue possui um unico género, denominado Mycobacterium (fungus bacterium), nome
proposto por Lehmann e Neumann em 1896, em referéncia a pelicula formada pelo
Mycobacterium tuberculosis na superficie de meios liquidos que era similar a
produzida por alguns fungos (Baptista & Opromolla, 2000).

Possui a forma de um bastonete reto ou ligeiramente encurvado, de 1,5 a 8
um de comprimento por 0,2 a 0,5 um de largura. Cora-se em vermelho pela fucsina
e ndo se descora pela lavagem com alcool acido, sendo, portanto, um bacilo alcool-
acido resistente (BAAR) (Rees, 1985). E uma bactéria de crescimento lento, fazendo
uma divisdo binaria a cada 12-14 dias (OMS, 1987). A temperatura Gtima de
crescimento do M. leprae € abaixo de 37° C, o que pode explicar a sua predilecao
por areas superficiais do corpo como a pele e nervos periféricos (Shepard, 1965).

A parede celular micobacteriana possui caracteristicas Unicas, sendo
impermeavel a diversos compostos, uma caracteristica responsavel pela resisténcia
a inumeras drogas. O glicolipideo fendlico 1 (PGL-1) € um antigeno bem
caracterizado especifico do M. leprae e o maior componente de sua parede celular,
constituindo a camada mais externa do envoltorio celular (figura 1.3).

A membrana plasmatica € recoberta por uma parede celular feita de
peptideoglicano associada covalentemente a galactana por uma unidade de ligacéo
de arabinogalactana. Por sua vez, trés cadeias ramificadas de arabinana séo ligadas
a galactana. A camada de peptideoglicana-arabinogalactana forma a zona eletron-
densa. Acidos micolicos est&o ligados no final da cadeia de arabinana para formar o
folheto interno da bicamada lipidica. O folheto externo é formado por acidos
micélicos de trealose monomicolato (TMMs) e acidos micocerosoicos de fitiocerol
dimicocerosato (PDIMs) e glicolipideo fendlico (PGLs) como indicado na figura 1.3. A
bicamada forma a zona eletrontransparente. Uma capsula composta basicamente de
PGLs e outras moleculas como PDIMs, PIMs (fosfatidilinositol manosideos) e PL
(fosfolipideos) rodeiam a bacteria. Lipoglicanas como PIMs, LM (lipomanana) e LAM
(lipoarabinomanana), conhecidos por se ancorarem a membrana plasmatica,

também sdo encontrados na capsula (Ng et al 2000).
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Figura 1.3: Modelo esquematico do envelope celular do Mycobacterium leprae (Adaptado de
Vissa e Brennan, 2001)

Um marco que abriu muitas perspectivas para o entendimento da biologia
deste patégeno tdo peculiar foi a conclusdo do sequenciamento do seu genoma
(COLE et al., 2001). A disponibilidade da sequencia do genoma do M. tuberculosis,
concluida em 1998 (COLE et al., 1998), vem permitindo a comparacdo da
composicao genética entre estas duas espécies tdo proximas de micobactérias.

Um dado surpreendente € a perda macica de genes pelo M. leprae, o que
poderia explicar a taxa de crescimento lenta do bacilo, assim como sua
incapacidade de crescimento in vitro. Somente 49,5% do genoma do M. leprae
contém genes que codificam para proteinas enquanto que 91% do genoma do M.
tuberculosis corresponde a sequencias codificantes.

O genoma do M. leprae contém 1.116 pseudogenes ou genes degenerados,
assim denominados devido a perda de regides necessdrias para a sua transcricao
e/ou traducao. Esta caracteristica torna o M. leprae uma excecédo entre as bactérias,
sendo este grau de reducdo de genes somente observada, de forma menos
acentuada, em Rickettsia prowazekki, onde 24% do seu genoma é constituido de

sequencias nao codificantes e pseudogenes (Andersson & Andersson, 2001).



Uma analise funcional dos genes preservados pelo M. leprae revela a
integridade da maioria das vias anabdlicas, e dele¢cbes em algumas vias catabodlicas
essenciais. A reducdo da quantidade de pseudo-genes assim como seu baixo teor
de GC, podem ser explicadas pela longa adaptacdo a vida no interior das células
humanas (revisto por Vissa & Brennan, 2002). Acredita-se que o bacilo em questao
infectava nossos ancestrais hominideos, co-evoluindo com nossa espécie desde seu
surgimento (Monot et al 2005).

Embora o homem seja considerado como o Unico reservatorio natural do
bacilo, infeccbes experimentais em tatus (Dasypus novencinctus) realizadas na
década de 60 mostraram que este animal é susceptivel a infeccdo pelo M. leprae,
consistindo em um reservatério acidental da doenca nas ameéricas (Kirchheimer &
Storrs, 1971; Truman et al 2011). O interesse do uso de tatus na pesquisa biomédica
sofreu um incremento quando foi observado que o tatu de nove bandas desenvolvia
a forma disseminada da hanseniase, ap0s a inoculacdo de bacilos derivados de
lesdes de pacientes com hanseniase virchoviana. A baixa temperatura corporal (30-
35°C) caracteristica da espécie, que seria uma exigéncia para a multiplicacdo do M.
leprae, fez com que o tatu se tornasse um importante modelo experimental para
estudo de diversos aspectos da hanseniase, além de ser utilizado para obtencédo de
bacilos em grandes quantidades (Madeira & Rosa, 2000).

Como dito anteriormente, o M. leprae ndo é cultivavel em meios de cultura
artificiais. Na busca por modelos experimentais da doenca, em 1960, Shepard
demonstrou a multiplicacdo do M. leprae em coxim plantar de camundongos da
estirpe CFW, abrindo novas oportunidades para a investigacdo sobre os
mecanismos imunoldgicos basicos de resisténcia do hospedeiro. A inoculacdo de 5 x
10® a 10 bacilos em um volume de 0,03 ml no coxim plantar traseiro de um
camundongo normal alcanca, ap6és 120-240 dias, aproximadamente 10°
bacilos/pata. O numero total de bacilos permanece constante por cerca de um ano,
guando entra na fase de declinio, porém, o nimero de bacilos viaveis diminui mais
rapidamente, ou seja, logo depois do plateau (10° bacilos) ter sido alcancado.
(Scollard, 2006).

Através da aplicacdo de uma suspensdo bacilar em pele escarificada na
regido dorsal da pata do camundongo nude (linhagem de camundongos com
mutacdo génica desativando o gene foxnl, o que resulta em timo deteriorado ou
ausente, ocasionando na inibicdo do sistema imune devido ao numero reduzido de

linfécitos T), Job e colaboradores (1990) obtiveram uma intensa infec¢éo local com
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disseminacdo para outras areas. A supressado da resposta imune de camundongos
por timectomia e irradiacdo, resulta no aumento da infeccdo nas patas e
disseminacdo do bacilo para 6rgdos internos e tecidos periféricos, demonstrando
gue a habilidade de aumentar a infeccao pela deplecédo da fungéo das células T em
um camundongo congenitamente atimico, proporciona um hospedeiro apropriado,
sensivel a infeccdo pelo M. leprae. Nesses camundongos atimicos, a multiplicacao
de M. leprae na pata parece ser disseminada alcancando 10'° ou mais bacilos.
Assim, o desenvolvimento desse modelo de camundongo permite a realizacdo de
culturas com um grande numero de bacilos altamente vidveis para uso experimental
(Figura 1.4) (Katoch, 1999; Truman & Krahenbuhl, 2001; Lahiri, 2005). Atualmente o
Brasil conta com uma planta de producédo de bacilos em pata de camundongos
nu/nu na sinstalacées do Instituto Lauro de Souza Lima / Baurl, Sao Paulo.

Yy

Figura 1.4. Cultivo de M. leprae em pata de camundongo. A) Pata edemaciada de
camundongo nude 6 meses apdés infeccdo com 5x10" de M. leprae. B) Macréfagos altamente
infectados provenientes da pata do camundongo (Scollard, 2006). Aumento x1000.



1.1.2 Caracteristicas Gerais e Classificacéo

O comprometimento dos nervos periféricos é a caracteristica principal da
doenca, dando-lhe um grande potencial para provocar incapacidades fisicas que
podem, inclusive, evoluir para deformidades. Estas incapacidades e deformidades
acarretam problemas, tais como diminuicdo da capacidade de trabalho, limitacdo da
vida social por discriminacdo e problemas psicologicos. Sao responsaveis também
pelo estigma e preconceito associados a doenca.

A hanseniase apresenta um longo periodo de incubacdo e as primeiras
manifestacbes clinicas podem ocorrer entre dois e dez anos apos a infeccéo
(Jopling, 1983). Admite-se que as vias aéreas superiores constituem a principal
porta de entrada e via de eliminagdo do bacilo (Aradjo, 2003).

A manifestacdo da infeccdo na hanseniase caracteriza-se por ter um largo
espectro. O desenvolvimento da doenca pode se manifestar primeiramente como
hanseniase indeterminada (HI), estagio inicial, em geral transitorio, que pode evoluir
para cura. Em caso de progressdo, a resposta imune especifica do hospedeiro
frente ao bacilo ir4 definir os padrées da doenca (Jopling 1991). Em um podlo estéao
os doentes que desenvolvem resposta protetora ao bacilo e um controle efetivo da
disseminacdo da doenca, ndo evoluindo, no entanto para cura espontanea (forma
tuberculdide-TT), e no podlo oposto, aqueles que falham em responder aos antigenos
do M. leprae, resultando na doenca lepromatosa disseminada (forma virchowiana-
LL). Entre esses pdlos, ha pacientes com quadros intermediarios que refletem
graduais variacbes da resisténcia ao bacilo que tendem a se aproximar das
caracteristicas de cada uma das formas polares: "borderline” tuberculéide (BT), "mid-
borderline" (BB) e "borderline" virchowiano (BL) (Ridley & Jopling, 1966; Myrvang et
al, 1973; Bloom & Godal, 1983) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Classificacdo de Ridley-Jopling: TT: tubercul6ide; BT: borderline tuberculéide; BB:
borderline; BL: borderline lepromatoso; LL: lepromatoso; ENL: Eritema Nodoso Lepromatoso
(Adaptado de Walker & Lockwood, 2007).

N&o existe até o momento diagndstico sorologico ou molecular para
Hanseniase, embora inimeros trabalhos tentem indicar marcadores soroldgicos e/ou
moleculares de infeccéo, progressédo da doenca e eficacia do tratamento utilizando
as mais diversas metodologias, como ELISA, técnicas de biologia molecular e
ferramentas protedbmicas (Gupta et al 2010, Spencer et al, 2012), porém esses
achados ainda permanecem inconclusivos.

O diagnéstico realizado é baseado nas manifestacfes clinicas, como o
aparecimento de manchas hipopigmentadas ou avermelhadas com alteracdes na
sensibilidade, pesquisa de bacilos em esfregaco de linfa (baciloscopia) e exame
histopatoldgico das lesdes cutaneas.

A maneira mais eficaz de prevenir as complicacbes decorrentes da
hanseniase se da através do diagndstico e tratamento precoce dos casos, antes de
ocorrerem lesdes nervosas e disseminacdo da doenca para os contatos do caso

indice.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0738081X06000666

1.1.4 Episodios Reacionais

A evolucéo cronica e insidiosa da doencga pode ser sobreposta por fendmenos
inflamatdrios agudos, as reacdes hansénicas. Os episodios reacionais podem
ocorrer em qualquer uma das formas clinicas, sendo rara sua deteccdo na
hanseniase indeterminada. Os estados reacionais sdo a principal causa de lesdes
dos nervos e de incapacidades provocadas pela hanseniase. Portanto, € importante
gue o diagndéstico dos mesmos seja feito precocemente, para se dar inicio imediato
ao tratamento, visando prevenir essas incapacidades.

Os surtos reacionais representam episodios inflamatérios que se intercalam
no curso cronico da hanseniase, ocorrendo antes ou ao longo do tratamento,
podendo ocorrer também depois do mesmo, nesse caso apés a cura do paciente.
Quando ocorrem antes do tratamento, podem induzir ao diagnoéstico da doenca.

Os tipos de reacdo mais importantes sao a reacao reversa (RR) ou reacdo do
tipo | e a reacéo do tipo Il ou eritema nodoso da hanseniase (ENH). A reacéo do tipo
| tende a surgir mais precocemente no tratamento, entre 0 2° e 0 6° meses.
Observa-se a reacédo do tipo 1l ou ENH nas formas virchowianas, em geral apods seis
meses de tratamento.

Clinicamente, a reacdo reversa se manifesta por um aumento do processo
inflamatorio nas lesdes de pele, nervo ou ambas, bem como pelo aparecimento de
novas lesdes (Jih et al 2002). Edema nas maos, pés e face também podem ser uma
caracteristica da reacdo, mas sintomas sistémicos, como febre, sdo incomuns. O
aumento do processo inflamatorio nos nervos compromete a funcdo nervosa, e se
nao for tratada rapida e adequadamente leva a perda permanente dessa funcao
causando neuropatia periférica sensorial e motora. A reacdo reversa €
frequentemente recorrente, e isso pode conduzir a um maior dano nervoso (Van
Brakel et al 1994).

O eritema nodoso hansénico (ENH), ou reacéo tipo Il, € uma complicacao
imunoldgica da hanseniase que acomete cerca de 50% dos pacientes lepromatosos
e 10% dos pacientes borderline lepromatosos (Pocaterra et al 2006). O risco de se
desenvolver o ENH é maior quanto maior for o indice bacteriano (IB) e o infiltrado
inflamatorio presente na lesdo (Manandhar et al 1999). As lesGes cutaneas podem
apresentar-se como eritematosas, papulas ou nédulos que podem ser superficiais ou
profundos. Clinicamente, o ENH € caracterizado por sintomas sistémicos, como

febre alta, mal estar, edema da face, maos e pés.
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A patogénese da reacdo tipo Il é relacionada também com a deposicdo de
complexos imunes nas lesbes e aumento na expressdo de TNF-qa, IL-1B, IFN-y,
proteina C reativa, proteina amiloide A e a-1-antitripisina, (Moraes et al 2001;
Kahawita & Lockwood,2008; Lee et al, 2010).

A ocorréncia dos episédios reacionais é considerada uma emergéncia clinica
e o tratamento anti-inflamatério precisa ser prontamente iniciado. Pacientes com RR
séo tratados com esteroides (Prednisona a 1,0 mg/kg), enquanto pacientes ENL sdo
tratados preferencialmente com Talidomida (300 mg/dia) ou Pentoxifilina (400 mg de
8 em 8 horas), associada ou ndo a esteroides (Ustianowsky et al, 2003; Foss et al,
2005). Nesse contexto, ha um especial interesse voltado para determinar
marcadores clinicos ou laboratoriais que identifiquem pacientes com potencial risco

para o desenvolvimento das reagodes.

1.1.5 Tratamento

O tratamento especifico da hanseniase indicado pelo ministério da saude é
eminentemente ambulatorial. Nos servicos basicos de saude, administra-se uma
associacdo de medicamentos, a poliquimioterapia padronizada pela Organizacao
mundial da saude (PQT/OMS). A PQT/OMS mata o bacilo e modula o sistema imune
do paciente, evitando assim a evolucdo da doenca, prevenindo as incapacidades e
deformidades por ela causadas, levando a cura ao longo de 12 meses de
tratamento. O bacilo morto € incapaz de infectar outras pessoas, rompendo a cadeia
epidemioldgica da doenca. Assim sendo, logo no inicio do tratamento a transmisséo
da doenca é interrompida e, se realizado de forma completa e correta, garante a
cura da doenca.

A dapsona foi o primeiro antibiético efetivo contra o M. leprae. Porém devido
as expressivas notificagcdes de resisténcia do bacilo, em 1982, a Organizacéo
Mundial de Saude implantou o tratamento com a Poliquimioterapia, que consiste na
administracdo de um conjunto de drogas: clofazimina (300 mg, uma dose por més e
50 mg por dia, dapsona (100 mg por dia) e rifampicina (600 mg, uma dose por més)
para os pacientes multibacilares durante um ano e rifampicina e dapsona para 0s

paucibacilares por um periodo de seis meses.
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Dentre os efeitos colaterais da rifampicina relatados pelo ministério da
saude, estdo trombocitopenia e sangramentos. Quanto a clofazimina, ha relato de
prolongamento do tempo de tromboplastina parcialmente ativada e no tempo de
protrombina (Paina et al, 2008), ndo sendo, porém, relatado nenhum evento de
trombose em decorréncia do uso da PQT.

A informacdo sobre a classificacdo do doente é fundamental para se
selecionar o esquema de tratamento adequado ao seu caso. Para criancas com
hanseniase, a dose dos medicamentos do esquema padrdo € ajustada de acordo
com a idade e peso. JaA no caso de pessoas com intolerancia a um dos
medicamentos do esquema padrao, sao indicados esquemas alternativos. A alta por
cura é dada ap6s a administracdo do numero de doses preconizado pelo esquema
terapéutico, dentro do prazo recomendado.

1.2 Hemostasia e Coagulacao

O sangue é um tecido conjuntivo liquido complexo no qual estdo suspensos
diversos tipos celulares, constituindo-se o principal sistema de transporte do corpo.
A alteracdo do equilibrio entre os fatores vasculares e sanguineos pode levar a um
extravazamento sanguineo ou a uma alteracdo no estado de fluidez, dificultando ou
impedindo a circulacdo no local de sua formacdo devido a uma massa sélida
denominada trombo.

Os componentes do sistema hemostatico incluem as plaguetas, os vasos, as
proteinas da coagulacdo do sangue, 0s anticoagulantes naturais e o sistema de
fibrindlise. O equilibrio funcional entre esses diferentes componentes da hemostasia
€ garantido por uma variedade de mecanismos, envolvendo interacdes entre
proteinas, respostas celulares complexas, e regulacéo de fluxo sanguineo.

A coagulacao é uma funcao conservada entre diversos grupos de seres Vivos,
desde insetos, nos quais tem a funcdo de combate aos invasores, aos seres
humanos, com a func¢éo principal de evitar o extravasamento do sangue.

A iniciacdo do processo de coagulacdo depende da exposicdo do sangue a
componentes que, normalmente, ndo estdo presentes no interior dos vasos, em
decorréncia de lesdes estruturais (injuria vascular) ou altera¢des bioquimicas (por

ex., inducdo da expresséo de fator tissular no endotélio).

12



A formacdo do coégulo de fibrina envolve complexas interagbes entre
proteases plasmaticas e seus cofatores, que culminam na génese da enzima
trombina, que, por protedlise, converte o fibrinogénio soltvel em fibrina insoltvel.

A hipotese da “cascata” para explicar a fisiologia da coagulacéo do sangue foi
proposta em 1964 por Macfarlane e Davie & Ratnoff. Nesse modelo a coagulagéo
ocorre por meio de ativacdo proteolitica sequiencial de zimogénios, por proteases do

plasma (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Mecanismos de formac&o do coagulo de fibrina. Adaptado de Terra, 2004
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O esquema classico divide a coagulacdo em uma via extrinseca,
correspondendo ao conjunto de fatores cuja cadeia de ativacdes, para se iniciar,
depende do fornecimento de material proveniente do tecido, e uma via intrinseca,
correspondendo ao conjunto de fatores cuja cadeia de ativagbes se inicia por
simples contato com certos tipos de superficie, que convergem para o ponto de
ativacao do fator X (“via final comum”).

Na via extrinseca, o fator VII plasmatico, na presenca do seu cofator, o fator
tecidual (ou tromboplastina) ativa diretamente o fator X. Na via intrinseca, ativacao
do fator Xll ocorre quando o sangue entra em contato com uma superficie, contendo
cargas elétricas negativas (por exemplo, a parede de um tubo de vidro). Tal
processo € denominado “ativacdo por contato” e requer ainda a presenca de outros
componentes do plasma: pré-calicreina (uma serinoprotease) e cininogénio de alto
peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O fator Xlla ativa o fator Xl, que, por
sua vez, ativa o fator IX. O fator IXa, na presenca de fator VIII, ativa o fator X da
coagulacdo, desencadeando a geracdo de trombina e subsequente formacdo de
fibrina.

Atualmente, novos conceitos para entender os eventos da coagulacdo tém
surgido. Embora o conceito da "cascata" da coagulacdo tenha representado um
modelo bem sucedido e um avanco significativo no entendimento da coagulacgéo,
observacdes experimentais e clinicas mais recentes demonstram que a hipétese da
cascata nao reflete completamente os eventos da hemostasia in vivo (Robert et al
2006).

Recentemente foi proposto o modelo baseado em superficies celulares, no
gual a hemostasia requer substancias procoagulantes ativadas que permanecam
localizadas no sitio da lesdo para a formacdo de tampao plaquetario e de fibrina
neste local. Neste novo modelo, o processo de coagulacdo sanguinea é iniciado
pela exposicédo de Fator tecidual (FT) na corrente sanguinea. O FT ndo é expresso
constitutivamente nas células endoteliais, mas esta presente nas membranas das
células ao redor do leito vascular, como células do musculo liso e fibroblastos.
Dessa forma, o FT € exposto na circulacdo sanguinea pela lesdo endotelial e de
células vizinhas ou pela ativacdo de células endoteliais ou mondcitos (Riddel et al
2007; Lefkowitz, 2008).

Este modelo propbe a ativagdo do processo de coagulacdo em quatro fases
gue se sobrepdem: iniciacdo, amplificacdo, propagacao e finalizagcdo, que estao
sumarizadas na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1: Fases do processo hemostético (adaptado de Riddel et al 2007)

Iniciacéo

Amplificagéo

Propagacéo

Finalizacéo

Apo6s injuria vascular e
perturbacdo na
circulacéo das células
sanguineas, ocorre a
interacdo do FVlla
presente no plasma
com o fator tecidual.
Ha pouca producao de

A trombina inicia a
ativacdo de plaquetas
e cofatores (FVa e
FVllla) e FXI nas
superficies
plaquetarias.

Ha producao
significante e
consequente aumento
na atividade da
trombina, geragéo do
tampéo estavel no
local da leséo tecidual
e interrup¢éo do

Ocorre a limitacdo do
processo de
coagulacao para se
evitar a oclusao
trombética em areas
normais do vaso ao
redor da lesao.

fibrina. sangramento.

A fibrindlise consiste em um mecanismo de reparo nos depdsitos de fibrina
Nnos vasos sanguineos, de pessoas saudaveis e doentes. A fragmentacao da fibrina
resulta da acao proteolitica da plasmina que existe no organismo sob a forma de um
precursor inativo, o plasminogénio. Por acéo de ativadores enddégenos ou exdgenos
ocorre alteracdo na estrutura molecular do plasminogénio que se converte em
plasmina. Os mecanismos para a formacéo e dissolu¢do da fibrina sdo semelhantes,
sendo a concentracdo de fibrina resultante do equilibrio entre sua formacdo e
degradacdo. O conceito de perturbacdo de coagulagcdo como mecanismo
intermediario de doenca, € um dos assuntos de maior atualidade em medicina
(Langer e Wolosker, 2006). Multiplicaram-se as publicacbes de pesquisas clinicas e
experimentais e admite-se atualmente que uma tendéncia a coagulacdo sanguinea,
definida

laboratorialmente, pode determinar varias perturbacoes clinicas.

como estado de hipercoagulabilidade e ainda n&o detectada

1.3 Inflamacao x Coagulacao

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatéria.
A inflamacdo é um processo bioldgico complexo que envolve componentes
vasculares, celulares e uma diversidade de substancias solGveis, apresentando
como sinais clinicos caracteristicos rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional.
Durante a inflamacé&o varios sistemas bioquimicos, como o sistema do complemento
e da coagulacéo, sdo ativados auxiliando no estabelecimento, evolucéo e resolucao
do processo.

O sangue contém niveis de fatores de coagulacdo 100 vezes superiores ao

necessario para coagular todo fibrinogénio plasmatico. No entanto, os individuos
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saudaveis tém um potente mecanismo de protecdo que impede 0 excesso de
geracao de trombina. Conceitualmente, todo o sistema trabalha de modo a permitir a
formacéo rapida do coagulo de fibrina (Esmon, 2004). Assim, quando a coagulacdo
€ comprometida, ela pode contribuir para a patogénese de varias condi¢des
inflamatodrias através da deposi¢cdo de fibrina no interior dos vasos, bem como
através do aumento da resposta inflamatéria. A contribuicdo do fibrinogénio e/ou
fibrina para a inflamacéo tem sido reconhecida, enquanto o papel dos produtos de
degradacéao da fibrina neste processo permanece desconhecido (Jennewein, 2011).

Ja é conhecido que doencas autoimunes como a Sindrome do Anticorpo
Antifosfolipideo (Séne et al, 2008), a sepse (Salluh et al, 2011) e infeccbes por
patdgenos como o virus HIV (Dikshit et al, 2009), protozoarios (Francischetti et al,
2008) e bactérias (Martinuzzo, 2002) estdo associadas com profundas alteracdes no
balanco hemostéatico sistémico, incluindo ativacdo da coagulacdo e supressédo da
fibrindlise. A relacéo entre coagulacédo e inflamacéo tem sido observada através de
estudos da resposta fisiolégica do organismo frente a diversos tipos de estimulos
pré-inflamatérios capazes de ativar pelo contato a cascata da coagulacdo e as
células fagocitarias.

A inflamacéo como resposta a uma infeccéo grave resulta em ativacao local e
sistémica da coagulacéo. Tais eventos inicialmente foram descritos como resultado
da acéo direta de endotoxina ou de microrganismos. Contudo, a partir da década de
90, avancos no conhecimento da sepse e da resposta inflamatoria sistémica
permitiram o reconhecimento de que o principal precursor da geracdo de trombina
relacionada com a inflamacéo é o fator tecidual (Van der Pol et al, 2011).

O fator tecidual é uma proteina transmembrana constitutivamente expressa
no organismo encontrando-se de modo predominante nos tecidos subcutaneos. O
FT também é expresso em células mononucleares ativadas por citocinas que tem
papel preponderante na resposta do hospedeiro as infeccbes (Van der Pol et al,
2011).

Nesse contexto, as células endoteliais desempenham um importante papel na
inducao/regulacdo do processo de coagulacdo mediado por mecanismos
inflamatorios (Figura 1.7), uma vez que sdo também alvos para as reacdes imunes
locais e sistémicas do organismo; estando envolvidas na adesdo de neutréfilos e de
mondocitos, na indugdo da sintese do fator de ativagdo plaquetéria (PAF) e fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF) (Bevilacqua et al 1987; Cotran,

1987;McMillen, 1993).
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Deposicao de fibrina
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Citocinas zzr; stf;?o mecanismo de fibrinolise
pré-inflamatérias tacidiial coagulacao mediada
por PAI-1

|

Células endoteliais vasculares

Figura 1.7: Representacdo esquemética de vias moleculares na coagulacdo intravascular
disseminada (CID). Durante a resposta inflamatéria sistémica, tanto células endoteliais como células
mononucleares ativadas podem produzir citocinas pré-inflamatérias que medeiam a ativacdo da
coagulacdo. A ativacdo da coagulacdo € iniciada com a expressdo do fator tecidual em células
mononucleares e células endoteliais ativadas. Além disso, a regulacdo negativa de mecanismos
anticoagulantes fisiolégicos e inibi¢cdo da fibrindlise por células endoteliais vai promover ainda mais a
deposicao de fibrina intravascular. PAI-1 indica ativador do plasminogénio tipo 1. (Adaptado de Levi,
2003).

As células endoteliais constituem em uma barreira importante entre o sangue
e 0 espaco extracelular. Também sdo de crucial importancia para a hemostasia,
mantendo equilibrio entre a coagulacédo e a anticoagulacdo, devido a uma série de
fatores tais como a capacidade para produzir moléculas semelhantes a heparina,
trombomodulina, proteina C, prostaciclina, moléculas de adesdo e fatores de
crescimento que podem nao sO6 promover a resposta inflamatéria, como também
afetar a coagulacéo (Levi et al, 2003).

A inflamacdo € um mecanismo de defesa, mas pode ela prépria ser uma
doenca ou as vezes ter efeitos clinicos indesejaveis. Doencas autoimunes como
artrite reumatoéide e reacfes de hipersensibilidade sao alteracbes com base nos

fendmenos inflamatérios.
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A resposta inflamatéria, como resultado de infeccdo de tecidos, requer a
migracao de leucdcitos a partir do sistema vascular para a area infectada como parte
da imunidade de inata e adaptativa. Apds 0 extravasamento no compartimento
subendotelial, os leucdcitos encontram a matriz extracelular (MEC), que tem sido
descrita como um ambiente de total importancia para a modulacdo do
comportamento celular, atuando na adesédo e migracéo celular ou na liberacdo de
fatores de crescimento, tendo o seu papel em doencas infecciosas como a
hanseniase (Antunes et al, 1999) e a tuberculose (Elkington et al, 2011)
frequentemente estudado.

A degradacdo da MEC por enzimas denominadas metaloproteinases de
matriz (MMP) pode amplificar a inflamacao, ja que a clivagem das proteinas da MEC
pode gerar fragmentos quimiotaticos, que contribuem para o recrutamento de células
inflamatorias (Hunninghake, 1981), além de ativar a coagulacao pela via de contato.

Metaloproteinases de matriz (MMP) formam uma familia de endopeptidases
gue coletivamente sdo capazes de degradar a maioria dos componentes da MEC e
membrana basal, ndo estando envolvidas somente no remodelamento da matriz,
mas também na participacdo da progressdo de processos inflamatérios e
proliferacéo celular (Ito et al, 1996; Whitelock et al, 1996; Korpos et al, 2009; Imai et
al, 1997).

As metaloproteinases de matriz sdo muito importantes durante a infeccéo
bacteriana pela acdo direta nos componentes da matriz extracelular. Teles e
colaboradores (2010) observaram um aumento nos niveis de mRNA de MMP-9 e
MMP-2 e das proteinas correspondentes, conjuntamente com o aumento dos niveis
de expressdo de TNF-a e IFN-y nas lesbes de pacientes com hanseniase
tuberculéide e em reacdo, também sendo correlacionada com destruicdo
generalizada do tecido em pacientes com tuberculose.

Paralelamente, temos a participacdo de anticorpos antifosfolipideos no
processo de coagulacdo. Anticorpos Antifosfolipideos (AAF) constituem um grupo
heterogéneo de anticorpos, 0s quais tém sido reportados na definicdo de doencas
autoimunes e também durante doencas infecciosas (Séne, 2008). Os alvos-chave
destes anticorpos séo fosfolipideos e cofatores fosfolipidicos da cascata da
coagulacdo e das membranas celulares. As superficies plaquetaria e endotelial sdo
alvos conhecidos de AAF, porém 0s mecanismos pelos quais anticorpos circulantes
reagem contra fosfolipideos intracelulares permanecem incertos (Love & Santoro,

1990; Louzada et al, 1998).
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A presenca de AAFs no plasma caracteriza uma sindrome denominada
Sindrome do Anticorpo Antifosfolipideo (SAA), que é uma desordem autoimune de
hipercoagulabilidade adquirida, cujos portadores apresentam quadros de trombose
vascular e recorrentes complicagcbes gestacionais. Esse estado pro-tromboético
também tem sido relacionado com a inducdo de um fenoétipo pro-inflamatorio (Tanne
et al, 2008).

A maioria dos componentes do sistema de coagulagéo parece estar envolvida
na patogenicidade dos anticorpos antifosfolipideos, incluindo a cascata da
coagulacdo, assim como a ativacdo e agregacao plaquetaria. A interferéncia em
qualquer um desses elementos pode ser um possivel mecanismo de alteracédo

hemostética (Louzada et al, 1998).

1.4 Coagulacéo e doengas micobacterianas

Alguns autores ja apontaram para a presenca de disturbios em etapas da
cascata da coagulacdo sanguinea na hanseniase, como adesividade plaquetaria e
fibrindlise (Parvez et al, 1979; Martinuzzo et al, 2002), porém esses achados ainda
séo inconclusivos

A proposito de alteracbes da coagulacdo sanguinea, na vigéncia de ENH,
Freitas e Fleury (1998), em um trabalho sobre o perfil hematologico dos pacientes
com ENH observou aumento do tempo de lise da euglobulina (exame que avalia a
fibrindlise) em casos de ENH. Este achado laboratorial reflete uma diminuicdo na
fibrindlise, talvez ligada ao aumento dos niveis de fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina — 1(IL-1) nestas reacfes. Associada a fibrindlise deficiente temos nos
casos mais intensos de ENH, reacéo inflamatoria aguda com lesdes generalizadas
nos vasos da circulacdo terminal. Estas lesées podem ativar a coagulacéo pelas vias
intrinsecas e extrinsecas, ou seja, exposicdo do colageno subendotelial como fator
de contato.

Diversos autores tem relatado a prevaléncia de anticorpos antifosfolipideos na
hanseniase. Embora eventos tromboembdlicos ndo sejam frequentes nesta doenca,
(Gupta et al, 1975), diversos trabalhos ja demonstraram haver distlrbios na cascata
de coagulacdo de pacientes hansénicos ocasionados por anticorpos anti-
fosfolipideos (aPL) (Elbeyali et al, 2000; Martinuzzo et al, 2002). Segundo Séne
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(2008), dentre as infec¢Bes bacterianas, a hanseniase € provavelmente a doenca
cuja associacdo com anticorpos anticardiolipina é mais bem explorada.
Autoanticorpos tém sido relatados predominantemente no polo multibacilar da
hanseniase, que apresenta marcada resposta imunolégica humoral. Entretanto, a
origem dos autoanticorpos na hanseniase e em outras doencas infecciosas cronicas
ainda ndo é bem estabelecida, podendo ser devida a ativagédo policlonal das células
B por componentes da bactéria, presenca de reacdo cruzada entre antigenos
bacterianos e autoantigenos, ou, a leséo tecidual crdnica e exposicdo de antigenos
habitualmente ocultos (Chavez-Legaspi et al 1985; Bonfa et al 1987; Miller et al
1987; Medina et al 1998).

Uma variacdo da reacdo tipo Il da hanseniase, um fenbmeno denominado
fenbmeno de Ldcio, cuja apresentacdo clinica € caracterizada como um eritema
necrosante tem sido associado frequentemente a alteragcbes vasculares com a
presenca de BAAR na derme ou em torno dos vasos sanguineos, invadindo a
parede vascular e as células endoteliais, ocasionando a diminuicdo do lumen
vascular por proliferagcdo dos bacilos ou a total oclusédo do vaso por trombos (Figura
1.8), acarretando o extravazamento dos glébulos vermelhos para o tecido, assim
como infiltrado inflamatorio rico em neutrofilos e linfocitos (Vargas, 2007). Nas lesdes
do Eritema Necrosante ha extensa agressdo do territério vascular terminal e
necroses teciduais, da mesma maneira ou talvez com maior intensidade do ocorrido
em casos de ENH, onde pode-se observar eventualmente severas alteracbes da

coagulacao sanguinea (Fleury, 1998).
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FIGURA 1.8: Imagem de microscopia 6tica onde seta aponta trombo em vaso sanguineo,
contendo numerosos bacilos de Hansen. (Monteiro et al 2012)

Diversos estudos relataram a ocorréncia de complicacdes trombdéticas, em
particular, na coagulacdo intravascular disseminada (DIC) e trombose venosa
profunda (TVP), em pacientes de tuberculose (Fujita et al 1997, Mark et al 2007).
Kothari e colaboradores (2012) demonstraram o aumento da expressdo de fator
tecidual em macrofagos infectados pela cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv, 0
gue segundo os autores poderia servir como uma plataforma para o aumento da
formacéo de trombos com consequéncias como DIC e TVP.

Outros autores relataram uma diminuicdo dos niveis de antitrombina Il (AT-
[Il) e plaguetas simultaneamente com hiperfibrinogenemia, incluindo niveis elevados
de seus produtos de degradacdo, de ativador do plasminogénio tecidual e fator
ativador de plaquetas (PAF-1) (Shitri et al 2004), sendo a explicacdo mais aceita

para estes achados, a ativacdo da via de coagulacdo pela inflamacéo aguda.
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1.4.1 Justificativa

Estudos anteriores apresentam divergéncias quanto a presenca de distirbios
trombogénicos na hanseniase. Na clinica da Hanseniase € observada a formacao
de uma massa soélida esbranquicada na obtencdo de soro de alguns pacientes.
Clinicos em todo o Brasil se referem a essa massa como precipitado lipidico ou
gorduroso. O fenbémeno é frequentemente observado no soro de pacientes
hansénicos, majoritariamente naqueles que apresentavam alta bacteremia (Figura
1.9).

Figura 1.9: Aparéncia da “massa lipidica” observada durante a coleta de soro de pacientes de
hanseniase. A) Tubo de ensaio contendo sangue colhido de paciente de Hanseniase virgem de
tratamento, o agregado associado ao codgulo pode ser observado ndo no topo do tubo (como no
caso de quilomicrons), mas sobre os eritrécitos. B) Agregado retirado do tubo com o uso de pin¢a,
apresentando aspecto solido.

Esses fatos que sugerem o0 aumento da atividade trombogénica na
hanseniase despertaram-nos o interesse na realizacdo deste trabalho. Acreditamos
gue um melhor entendimento das bases moleculares na formagéo deste tipo coagulo
pode auxiliar na compreensdo da fisiopatologia da hanseniase e provavelmente
contribuir com novos candidatos moleculares para o diagnostico sorolégico da

doenca.
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2) OBJETIVO GERAL

Decifrar a natureza da “massa lipidica” observada durante a coleta do soro do
pacientes de Hanseniase, avaliando parametros da coagulacdo em pacientes do
polo Multibacilar da hanseniase, estando estes em reacéo ou néo.

2.1 Objetivos especificos:

e Realizar a andlise protedmica da “massa lipidica”.

e Realizar a andlise protebmica comparativa entre a “massa lipidica” e um
coagulo formado em plasma de individuo sadio.

e Verificar os niveis de fibrinogénio, dimero-D, Anticorpos anti-cardiolipina e
lipideos no sangue de pacientes dos diferentes polos da hanseniase.

e Verificar alteracdes nos tempos de tromboplastina parcial ativada (aPTT) e de
Protrombina (PT) no plasma de pacientes de hanseniase.

e Analisar por ELISA os niveis séricos de MMP-9 e Fator de von Willebrand nos
pacientes que apresentaram o coagulo hansénico, no momento deste evento
e em outros periodos do tratamento (antes ou depois).

e Auvaliar os niveis de Fator Tecidual no soro e em fragmentos de pele obtidos
por biopsia de pacientes de hanseniase.

e Analisar por histoquimica a presenca de glicosaminoglicanos em fragmentos

de pele obtidos por bidpsias de pacientes hansenianos.
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3. MATERIAIS E METODO

3.1 Selecéao e classificacdo dos pacientes

Neste trabalho foram estudados pacientes portadores de hanseniase,
pertencentes a duas coortes diferentes, tratados no centro de referéncia Ambulatério
Souza Araujo da FIOCRUZ/RJ. Todas as amostras de soro colhidas de pacientes de
hanseniase, no periodo de 2009 a 2013 que apresentaram o codgulo apos a
centrifugagéo foram inseridas neste projeto.

Na primeira coorte, o soro de 35 pacientes foi obtido por puncdo venosa de
aproximadamente 20 mL de sangue, coletado sem anticoagulante em um tubo
Vacutainer (BD Diagnostics). Para obtencdo do soro, o sangue permaneceu 10
minutos a temperatura ambiente para a formacdo do coagulo, sendo em seguida
centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. A massa em estudo surgia no limiar entre o
coagulo de eritrocitos e o soro, sendo entao separada, lavada com salina tamponada
com fosfato (PBS) e congelada a -20 °C para posterior separacdo de seus
constituintes e analise por eletroforese. O soro destes pacientes também foi
aliguotado e congelado para analises futuras.

Para fins de comparacao, induzimos a formacédo de coagulo pela adicdo de
cloreto de célcio (0,5 M) em plasma obtido de individuos saudaveis (N=3). O coagulo

foi fotografado, pesado e congelado a - 20 °C para posterior andlise (figura 3.1).

Figura 3.1: Coagulo gerado em plasma de individuos saudaveis. E possivel observar que ao
contrario do codgulo formado espontaneamente pelos pacientes do polo lepromatoso (multibacilares)
0 coagulo formado através da adicdo de célcio em plasma de individuos normais ndo apresenta a
mesma rigidez e coloracédo esbranquicada, tendendo mais ao incolor.
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Esta primeira coorte € formada por 24 homens e 11 mulheres, com idade
variando de 10-71 anos, com média etaria de 48 anos. Dos pacientes que
apresentaram o coagulo, 31 eram multibacilares (formas clinicas LL, BL ou BB) e 4
eram paucibacilares (forma clinica BT). Um total de 16 pacientes estavam em
reacdo, sendo 12 em reacgdao tipo Il e 4 em reacao tipo I. Dos 35 pacientes, 9 eram
virgens de tratamento, sendo 4 n&o reacionais, 2 estavam em reacéo tipo Il e 3 em
reacdo reversa. Quanto as doencas pré-existentes quando da entrada no
atendimento no Ambulatério Souza Araujo, 24 pacientes relataram algum tipo de
doenca respiratéria, enquanto que 5 relataram hipertensao arterial, 2 relataram
reumatismo e 1 relatou diabetes.

Para os estudos de coagulacao, foram utilizadas amostras de sangue de 24
pacientes (segunda coorte). Todos os pacientes eram multibacilares em reacao tipo
Il (n=14) ou néo reacionais (n=10) sendo 6 mulheres e 18 homens, com idade média
de 45 anos, virgens de tratamento, também recrutados junto ao Ambulatorio Souza
Araujo.

Para a analise histoquimica e imunoflorescéncia, foram utilizadas laminas de
fragmentos de pele obtidos por biopsia de pacientes multibacilares nao reacionais ou
em reacao tipo Il, apos o diagnostico do paciente.

Cada paciente foi avaliado através de exame clinico e dermatoldgico, do
indice bacterioldgico (IB), sendo categorizados de acordo com a classificacdo de
Ridley e Jopling (1963), e receberam a poliquimioterapia recomendada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apds a coleta da amostra. Todos o0s
individuos incluidos neste estudo foram examinados quanto aos sintomas clinicos da
hanseniase. Este projeto esta amparado pelo comité de ética CEP/Fiocruz 509/09
de 15.06.2009. Para a protecdo e bem estar dos individuos incluidos neste estudo,

nao foi divulgado o nome de nenhum dos participantes.
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3.2 Obtencao de extrato proteico, determinacdo da concentracdo de proteinas
e SDS-PAGE

Para a realizacdo dos experimentos de proteoma, as “massas lipidicas”
recolhidas dos soros dos pacientes e os coagulos controle foram macerados em
solucdo de extracdo (Uréia 7 M, Tiouréia 2 M, CHAPS 4%, Tris 40 mM e DTT 60
mM), seguido de cinco ciclos de freeze-taw.

A concentragcdo proteica das amostras foi determinada utilizando-se o 2-D
Quant-Kit (Amersham Biosciences) segundo as especificagdes do fabricante. O
procedimento é baseado na precipitacdo de proteinas através da ligacdo especifica
de ions de cobre com as mesmas. O cobre ndo ligado € medido por ensaio
colorimétrico, sendo a densidade da cor inversamente relacionada com a
concentracao de proteinas. Linearidade da reagéo: 0-50 pg de proteina.

Para a eletroforese unidimensional (SDS-PAGE), 30 ug de extrato proteico
das “massas lipidicas” e coagulos controle foram misturados em tamp&o de amostra
(1,25 mL de Tris 0,5 M pH 6,8; 4 mL de Glicerol; 0,2 g de SDS; 0,5 mL de -
Mercaptoetanol, 0,25 mL de Azul de Bromofenol 0,05 %, agua deionizada g.s.p.). A
mistura foi em seguida aquecida a 100 °C por 5 minutos. Posteriormente as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10 % (gel
concentrador de 4%) em condicdes desnaturantes. As condi¢cdes elétricas

empregadas foram 10 mA/gel por 30 min e 20 mA/gel até o fim da corrida.

3.3 Eletroforese bidimensional

3.3.1 Focalizacao Isoelétrica (12 dimensao)

Para a eletroforese bidimensional (Goérg et al., 2004), 500 pg de extrato
proteico foram submetidos a focalizagéo isoelétrica, utilizando-se fitas de focalizacdo
de 24 cm, com intervalo linear de pH entre 4 e 7 (Biorad). As amostras foram
solubilizadas em solucado de reidratacao (uréia 7 M, tiouréia 2 M, CHAPS 4 % (m/v),
azul de bromofenol 0,002 % (m/v), DTT 60 mM e IPG buffer 1 % pH 4-7 (viv) e
aplicadas nas fitas de IPG. A reidratacdo das fitas foi feita a 20 °C, por 12 horas, a
30 volts. As condices elétricas (da primeira dimensdo no sistema Ettan IPGphor
(GE Healthcare) foram: 200 volts por 1hora, 500 volts por 1 hora, 1.000 volts por 1

hora, 1.000-3.500 volts por 30 min e 3.500 volts por 4 horas.
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3.3.2 Eletroforese em SDS-PAGE (22 dimenséo)

ApoOs a focalizagdo isoelétrica, as fitas foram incubadas por 15 minutos, sob
agitacdo, em 10 mL de solucdo de equilibrio (Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, ureia 6 M,
glicerol 30 % (v/v), SDS 2 % (m/v) e azul de bromofenol 0,002 % (m/v) contendo 100
mg de DTT, para a redugcdo das pontes dissulfeto. Em seguida a solucdo de
equilibrio foi descartada, seguindo-se nova incubacdo com solucdo de equilibrio,
desta vez contendo 400 mg de iodoacetamida, para alquilagdo dos grupos sulfidrila.
Em seguida as fitas foram posicionadas sobre gel de poliacrilamida 12 % com SDS
(Laemmli, 1970). O sistema foi selado com agarose a 80 °C, preparada a 0,5 %
(m/v) em tampao de corrida Tris-glicina (Tris-base 24,6 mM, Glicina 192 mM, SDS
0,5%). As condicdes elétricas empregadas foram 5 mA/gel por 30 minutos e 10
mA/gel constantes até o final da corrida

3.3.3 Coloracao dos géis e analise das Imagens

Os géis foram corados por Comassie G-250 coloidal para visualizagdo dos
spots a serem analisados por espectrometria de massas. A analise diferencial entre
0s géis do coagulo hansénico e do coagulo controle foi feita através do software
PDQuest (BioRad). Em nossas andlises, foi utilizado o método de normalizacdo
denominado Total density in Gel Image, onde o valor de intensidade de pixel de
cada spot, medido em partes por milhdo (ppm), é dividido pelo valor de intensidade
total de todos os pixels presentes na imagem. Este modelo de normalizacdo assume
gue a densidade total de uma imagem (incluindo a densidade do background e
densidade do spot) sera relativamente consistente de gel para gel, favorecendo a
validacdo das analises.

Neste trabalho, foram realizadas analises provenientes de comparacfes de
trés experimentos independentes (replicatas biolégicas), observando a expressdo

gualitativa (presenca ou nao de determinado spot) ou quantitativa.
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3.3.4 Retirada e processamento dos spots; identificacdo por espectrometria de

massas

Para a andlise por espectrometria de massas, 0s spots foram cortados
manualmente do gel e recolhidos em tubos tipo eppendorf. Inicialmente os spots
foram descorados em solucdo de acetonitrila (ACN) 50% (p/v) / bicarbonato de
amoénio 25mM, pH8.0. Apds o tempo necessario, o descorante foi removido, sendo
adicionado a cada tubo ACN 100%, com incubacdo por 5 minutos sob agitacao
continua. Os tubos foram colocados entdo em evaporador a vacuo (Speed Vac —
Savant) por 15 minutos. Em seguida, foi feita a digestdo triptica dos spots,
adicionando-se 10 pL de solucdo de tripsina a 20 ng/puL (Tripsin Gold, Mass
Spectrometry Grade — PROMEGA). Apdés 1 hora de incubacdo, o excesso de
solucéo foi removido, sendo adicionado 20l de solugcéo de bicarbonato de aménio
50 nM e os tubos incubados por 16 horas, a 37 °C.

Ao término da incubacdo os tubos foram sonicados por 10 minutos e em
seguida agitados em vortex. A solucdo resultante dessa 12 digestdo foi transferida
para tubos limpos e aos spots foi adicionado 30pl de solugcéo de acido formico 5%
(viv) ACN 50% (v/v) para a re-extracdo do material. Os tubos foram agitados em
vortex por 20 minutos. A solucdo foi acrescentada a anterior e 0 processo de re-
extracdo foi repetido mais uma vez, somando-se um volume final de
aproximadamente 60ul. A amostra foi concentrada no evaporador a vacuo até o
volume aproximado de 10pul. Posteriormente as amostras foram dessalinizadas em
ponteiras contendo resina de fase reversa (Zip Tip C18 — Millipore) seguindo o
protocolo do fabricante.

As amostras dessalinizadas foram analisadas em espectrémetro de massas
MALDI-TOF TOF 4700 Proteomics Analyser (Applied Biosystems) da Plataforma de
Espectrometria de Massas/PDTIS (Laboratério de Toxinologia, IOC-FIOCRUZ).

Os espectros obtidos foram analisados utilizando o programa Mascot versao
2.2 (www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl|?FORMVER=2&SEARCH=MIS).

Para a identificacdo das proteinas realizamos pesquisa contra 0 banco de
dados NCBInr (“National Center for Biotechnology Information) sem restricao

taxondmica, usando-se os parametros que constam na tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Parametros utilizados nas buscas com o programa Mascot

Database NCBInr

Taxonomy All entries

Enzyme Trypsin

Allow up to 2 missed cleavages
Fixed modification Carbamidomethy (C)
Variable modification Oxidation (M)
Peptide tol 50 ppm

MS/MS tol 0,6 Da

Peptide charge +1 Da

Instrument Maldi TOF TOF

3.4 Ensaios Imunoenzimaticos (ELISAS)

Nesse estudo os niveis de MMP-9, Fator Tecidual, Dimero D e Fator de von
Willebrand no soro de pacientes de hanseniase e/ou lisado de células THP-1 foram
determinados por ELISA utilizando-se, respectivamente, os Kits comerciais:
DUuoSET® ELISA Development Systems (R&D systems), Tissue Factor Human Elisa
Kit (ABCAM), e von Willebrand Factor Human ELISA Kit (ABCAM), que foram
processados de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A leitura foi realizada em
espectrofotometro para microplaca com filtro de 450 nm. Para a quantificacdo das
amostras, a medida da absorbancia obtida foi comparada com os padrbes através
de uma correlacdo matematica por regressao linear dos dados da curva padrédo. A
analise estatistica dos resultados deste estudo foi realizada através do software

GraphPad Prism VS 5, utlilizando-se o teste t ndo pareado.
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3.5 Colaboracéo Fiocruz-Laboratdrio Sérgio Franco

Para a realizacdo dos testes de Tempo de Protrombina (PT) e Tempo de
Tromboplastina Parcial ativada (aPTT), fibrinogénio, Dimero-D, Anti-cardiolipina
(IgM) e Lipidograma, foi firmada uma parceria com o Laborat6rio Sérgio Franco. O
laboratério Sérgio Franco é uma empresa que trabalha ha décadas no campo de
analises clinicas, com reconhecimento nacional na area de medicina diagndstica.

Para os testes PT, aPTT e dosagem de fibrinogénio, o sangue periférico foi
colhido em tubo BD Vacuntanier contendo citrato de so6dio. Empregou-se método
coagulométrico automatizado nos testes de PT e APTT, enquanto o fibrinogénio foi
dosado através do método de Clauss automatizado. Para a avaliagdo de Dimeros-D,
foi utilizado plasma citratado congelado imediatamente apds a centrifugacdo e
utilizado o método Imunoturbidimétrico. A dosagem de Anti-cardiolipina foi realizada
em soro através do método ImmunoCAP. Especificamente para avaliagdo do
lipidograma o sangue foi colhido em tubo do tipo soro-gel para obtencdo do soro. As
dosagens do lipidograma foram realizadas por método enzimatico colorimétrico.
Apés os procedimentos de coleta e processamento, as amostras devidamente
acondicionadas eram encaminhadas ao Nucleo Técnico-cientifico, situado na

Rodovia Rio-Petropolis.

3.6 Processamento de rotina e coloracfes de fragmentos de pele obtidos por

bidpsia

As biépsias de pele foram realizadas sobre lesao tipica (escolhida no exame
clinico). O fragmento de pele obtido pela biopsia foi entdo fixado em formol
tamponado a 10% e incluida em parafina, apdés desidratacéo e clarificacdo. Cortes
seriados, cortados em micrétomo, com 5 uym de espessura foram corados pelo
acido periédico de Schiff (PAS) para a visualizacdo de glicoconjugados e Alcian
blue pH 1 e pH 2,5, para a visualizacdo de glicosaminoglicanos sulfatados e totais,
respectivamente.

As laminas foram analisadas de forma descritiva em microscopio 6tico e 0s

aspectos considerados relevantes foram registrados em microfotografias
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3.7 Imunofluorescéncia

Fragmentos de pele obtidos por biopsia, processados e congelados foram
permeabilizados com tampao de permeabilizagdo (Soro fetal bovino 5% e Triton X-
100 0,01% em PBS) por 20 min a temperatura ambiente. Em seguida foram lavados
em PBS 1X por 5 minutos e incubados overnight com anticorpo monoclonal anti-fator
tecidual (diluicdo 1:100 v/v). Em seguida foram realizadas trés lavagens com PBS
1X por 5 min e incubacdo com o anticorpo secundario Alexa 555 (Life Technologies,
EUA) diluido (1:250 v/v) e anticorpo anti CD68-FITC 1:50 v/v) em solugcdo de
blogueio/permeabilizagdo por 2h em temperatura ambiente. Por fim, os nucleos
foram corados com DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenillindole, Sigma-Aldrich), as laminas
lavadas trés vezes com PBS 1X por 5 min e montadas com laminulas de vidro
contendo 3 pL de solugdo ProLong® Gold Antifade (Life Technologies, EUA) e
seladas com Entellan® (Merck, Alemanha).

Foram capturadas imagens de 10 campos aleatérios utilizando-se o
microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss Axio Observer com sistema de
iluminacao Colibri com objetiva Plan-neofluar 40X com 1.4 de abertura numeérica

(Zeiss). As imagens foram registradas em camera monocromatica HMR (Zeiss).
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil bidimensional de proteinas do agregado lipidico

A analise protebmica da massa lipidica revelou uma grande quantidade de
fibrina(ogénio), albumina e imunoglobulinas presente na constituicdo do agregado
lipidico, demonstrando que o mesmo trata-se de fato de um coagulo, motivo pelo
qual, a partir deste momento, o denominamos coagulo hansénico (Figura 4.1). A
partir desse momento ficou claro que estavamos diante de um coagulo e, e ndo de
um agregado lipidico, como se acreditava até entdo, embora o contetdo lipidico no
coagulo hansénico seja cerca de 10 vezes maior que o do coagulo gerado no

plasma de pacientes sadios (Figura 4.2).
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Figura 4.1: 2D-Eletroforese do extrato protéico obtido do codgulo hansénico. Foram aplicados 500ug de proteinas. O gel foi corado por Comassie blue.PM:
Peso Molecular. FIE: Focalizac&o Isoelétrica. Spots marcados com linha laranja: regides ricas em albumina; linha preta: regides ricas em fibrina beta, linha verde:
regides ricas em fibrina gama, linha azul: regides ricas em fibrina alfa; linha roxa: apoliproteina A1; linha vermelha: regides ricas em imunoglobulinas.
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Figura 4.2: HPTLC (high performance thin layer cromatography) dos lipideos extraidos do
codgulo hansénico e coagulo controle. A) Perfil de lipideos neutros. B) Perfil de fosfolipideos. C) e
D) Quantificacdo de A e B, respectivamente, utilizando-se o software Image J. A extracao de lipideos
foi realizada segundo metodologia descrita por Bligh & Dyer (1989). Em seguida, o extrato lipidico foi
aplicado em placas de HPTLC, e desenvolvidos na mistura de solventes Hexano:Eter:Acido Acético
(15:10:0,25 v/viv) e Hexano:Cloroférmio:Acido Acético (20:5:0,25 viviv)para lipideos neutros e
Cloroférmio:Metanol:Acetona:Acido Acético:Agua (10:3,25:3,52:3:2 viviviviv) para fosfolipideos. A
revelacdo foi feita com lodo e apods digitalizagdo da placa, a mesma foi exposta a Reagente de
Sharring (10% acido fosférico, 8% sulfato de cobre), e aquecida a 200°C por 10 minutos. CP:
Coéagulo paciente. CC: Coagulo Controle. PLN1: Padrdo de lipideos neutros 1. PLN2: Padrdo de
lipideos neutros 2. PFL1 Padrdo de fosfolipideos 1. PFL2: Padrdo de fosfolipideos neutros 2. TG:
triglicerideos. DG: Diglicerideos. MG: Monoglicerideos. AG: Acidos graxos. EM: Esfingomielina, FC:
Fosfatidilcolina. FE: Fosfatidiletanolamina. FS: Fosfatdilserina. LFC: Lisofosfatidilcolina.
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4.2 Perfil bidimensional de proteinas do coagulo hansénico e coagulo controle

A partir desse momento, nosso interesse voltou-se a tentar compreender o
porqué da formacdo desse coagulo no soro de pacientes hansenianos. Com esse
objetivo, realizamos a andlise proteomica comparativa entre coagulos hansénicos e
coagulos controles, formados através da adicdo de cloreto de célcio (5M) a plasma
de doadores sadios colhidos em tubos com citrato de s6dio como anticoagulante.

Para fins comparativos, foi feita uma analise em SDS-PAGE com extratos
protéicos obtido coagulo dos pacientes e do coagulo induzido no plasma de
individuos saudaveis, além de um homogenato de plaquetas (figura 4.3). A analise
do gel demonstra a semelhanca dos perfis protéicos das duas amostras maceradas,
indicando uma composicdo similar. Também ¢é possivel perceber os perfis
completamente distintos entre as amostras de coagulos e do homogenato de
plaquetas, descartando a hipotese inicial de que o coagulo era constituido
essencialmente da aglomeracéo de plaquetas.
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Figura 4.3: SDS-PAGE comparativa dos extratos protéicos do coagulo de paciente e de
coagulo induzido. Foram aplicadas 30ug de proteinas em cada lane.

Em seguida esses extratos proteicos foram analisados por eletroforese
bidimensional (Figura 4.4). Destacamos cinco regides onde foram encontradas
maiores divergéncias entre os dois perfis.

As imagens bidimensionais foram analisadas através do programa PDQuest

(BioRad). A Figura 4.5 mostra a analise comparativa das regiées 1, 3, 4 e 5.
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Figura 4.4: Géis bidimensionais (2D-Eletroforese) representativos do perfil proteico do coagulo
hansénico e coagulo controle. A) Codgulo Controle. B) Coagulo Hansénico. Foram aplicados 600ug
de proteinas. O gel foi corado por Comassie blue.PM: Peso Molecular. IEF: Focalizacéo Isoelétrica.
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Regibes marcadas em vermelho representam spots diferencialmente expressos entre coagulo
hansénico e coagulo controle.
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Figura 4.5: Andlise comparativa das proteinas do coagulo hansénico e coagulo controle. (A)
Detalhe dos géis 2D mostrando spots diferencialmente expressos entre CH e CC(N=3). (B) Gréfico
gerado pelo programa PDQuest mostrando o PPM dos spots assinalados. As barras vermelhas
demonstram a quantidade em PPM de todas as amostras denominadas Coagulo controle e as barras
verdes os Co4gulos hansénicos.

Das regifes destacadas foram extraidos cerca de 25 spots de cada gel. Ao
todo foram processados 137 spots do conjunto das replicatas biolégicas. A analise
por espectrometria de massas identificou 120 proteinas, destas 11 encontravam-se
diferencialmente expressas. Trés estavam presentes somente no coagulo controle,
guatro somente no coagulo hansénico, trés superexpressas no coagulo controle em
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relacdo ao coagulo hansénico e uma superexpressa no coagulo hansénico em

relacdo ao coagulo controle (Tabela 4.1 e 4.2).

Tabela 4.1: Sumario de proteinas identificadas somente no coagulo hansénico ou coagulo
controle

Proteina Funcéo Amostra
. Fosfolipase que quebra ligacdo sn-2 de fosfolipideos Coégulo

Fosfolipase A2 liberando acido aracddnico Controle

KNG - Regula vasodilatacdo e resposta imune (permeabilidade

kininogen-1 vasgcular) & P P Coagulo

isoform 2 controle

precursor

I Controla migracgéao e divisdo celular alterando afinidade de | Coagulo
Tropomiosina

actina Controle
Complemento Seu papel é central no processo de ativagao da parte Coagulo
C3 comum para as vias classica e alternativa hansénico

A cadeia 4 alfa da cascata de complemento é clivada em

Complemento C4 anafilotoxina, envolvida no auxilio da interagéo Coagylp
C4 ) . A hansénico
antigeno anticorpo da via classica do complemento.

Haptoglobina é responséavel pelo sequestro de .
. L ) o . Coagulo
Haptoglobina hemoglobina livre, tem efeito antioxidante e também é o
= . Hansénico
classificada como proteina de fase aguda.
IHRP - inter-
glphe_l—trypsm Proteina de fase aguda (APP), envolvida na resposta Coagulo
inhibitor family -
: TH2. hansénico
heavy chain-

related protein
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Tabela 4.2: Sumério de proteinas identificadas por MS/MS que estavam super
expressas ou menos expressas no coagulo hansénico em relagdo ao coagulo controle.

Proteina Funcéo

Principal componente das lipoproteinas de alta
densidade (HDL). Cofator da lecitina colesterol acil !
transferase (LCTA), também envolvida no transporte de
colesterol celular livre.

Apolipoproteina Al

Proteina sérica envolvida em sequestro de

HAP-1 - haptoglobin-1 precursor | hemoglobina livre. Tem efeito antioxidante e também é \’
classificada como proteina de fase aguda.

Actina Citoesqueleto, provavelmente oriundo de plaquetas \’

B-tubulina Citoesqueleto, provavelmente oriundo de plaquetas ™
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4.3 Avaliacdo dos niveis de Imunoglobulinas Reativas a Fosfolipideos.

A presencga de anticorpos anti-fosfolipideos é descrita em muitas doencas
autoimunes e infecciosas, sendo muitas vezes associados a um estado pro-
trombdtico. Na hanseniase o anticorpo anti-cardiolipina (aCL) é encontrado em
aproximadamente 43% dos pacientes, e destes pacientes cerca de 45% apresentam
também o anticorpo anti-B2 GPI (anti beta 2 glicoproteina 1) (Séne, 2008). O carater
trombogénico do aCL nas Sindromes do anticorpo antifosfolipideo (APS) esta
intimamente ligado a presenca de anti-B2 GPI (Séne, 2008). Ao encontramos
guantidade expressiva de imunoglobulinas no proteoma do coagulo hansénico nos
interessamos em investigar a possibilidade da participacdo de anticorpos anti-
fosfolipideos na formacao deste coagulo.

Para determinar se os pacientes de hanseniase que apresentavam o coagulo
hansénico teriam niveis mais elevados de anticorpos anti-fosfolipideos em relacéao
aos pacientes que nao apresentavam esse fendmeno, avaliamos dois tipos de
anticorpos (aCL e o anti-B2 GPI ) por ensaio do tipo ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

Na Figura 4.6 estdo mostrados os resultados referentes ao anticorpo anti-p2
GPI. Nao foram detectadas diferencas estatisticas quanto aos niveis de anticorpos
IgG anti-B2 GPI entre os diferentes grupos. Nossos dados estdo de acordo com a
literatura (Ribeiro et al, 2011) que aponta 0 mesmo em outras coortes de pacientes
de hanseniase. Dessa forma, os dados obtidos ndo apontam para a participacao de

IgG anti-2 GPI na formagao do coagulo hansénico.
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Figura 4.6: Niveis de IgG B2GPI no soro de pacientes de hanseniase.

Realizamos também a avaliacdo dos niveis de anticorpos anti-cardiolipina
(Isotipos IgG e IgM) nos soros dos pacientes que apresentaram o coagulo hansénico
em diferentes momentos. No soro colhido na data na qual o paciente apresentou o
coagulo hansénico, em uma coleta em uma data anterior e uma coleta em uma data
posterior ao aparecimento do coagulo hansénico. Essa dosagem foi feita através de
ensaio enzimatico em colaboracdo como laboratério Sérgio Franco. Na figura 4.7
esta representado o grafico com apenas a dosagem de IgM aCL, visto que nao
foram encontrados niveis detectaveis de reatividade para IgG aCL (dados né&o

mostrados).
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Figura 4.7: Niveis de IgM Anticardiolipina no soro de pacientes de hanseniase. Antes CH
significa soros colhidos em data anterior a data de coleta do soro que apresentou o codgulo
hansénico (durante CH), assim como Depois CH representa soro colhido apés a data de
aparecimento do CH.*p<0.05; NS: ndo significativo.

Dos soros colhidos antes do coagulo hansénico, apenas 1 apresentou
reatividade para IgM anti-aCL (N=5). Por outro lado dos soros que apresentaram a
formacdo do coagulo hansénico, 7 apresentaram altos titulos de IgM anti-aCL
(N=21), sendo que destes, 3 ja estavam em reacdo na data da coleta. Dos soros
colhidos apés o aparecimento do coagulo hansénico, 8 apresentaram reatividade
(N=12), sendo que destes, 3 ja estavam em um quadro de eritema nodoso.

E importante ressaltar que nem todas as amostras se encontram pareadas,
visto que nem todos 0s pacientes possuiam coletas em tempos anteriores e/ou

posteriores as coletas nas quais o coagulo hansénico foi detectado.
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4.4 Avaliacao de fatores envolvidos na coagulacdo em soro de pacientes com
codgulo hansénico

O Fator de von Willebrand (FVYW) é uma glicoproteina multimérica de alto
peso molecular, produzida pelas células endoteliais e megacariocitos, presente no
plasma e nas plaquetas. O FVW tem duas fun¢des principais: ligar-se ao colageno
presente no subendotélio e nas plaquetas, promovendo a formacdo do tampé&o
plaquetario no local da lesdo endotelial; e ligar e transportar o fator VIII, protegendo-
o da degradacdo proteolitica no plasma. O envolvimento dessa glicoproteina na
interacdo de adesdo de agentes patologicos ja foi demonstrado na endocardite
(Pappelbaum, 2013). Observamos um aumento nos niveis desse importante fator no
soro colhido no momento em que o paciente apresentou o coagulo hansénico
(Figura 4.8A).

Paralelamente, analisamos o0s niveis de outro fator importante para o
processo de coagulacdo, o fator tecidual. Este fator estava significativamente
aumentado nos soros colhidos de pacientes que apresentaram o coagulo hansénico
no momento do acontecimento desse evento e em coleta posterior, em relacdo aos

soros colhidos antes do surgimento desse coagulo (Figura 4.8B).
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Figura 4.8: Nivel de fatores de coagulacdo no soro de pacientes de hanseniase. A) Niveis
séricos de Fator de von Willebrand. A linha tracada em 1.5 Ul/mL representa o nivel normal
encontrado no soro. B) Niveis séricos de Fator Tecidual. Antes CH significa soros colhidos em data
anterior ao surgimento do coagulo hansénico (durante CH), assim como Depois CH representa soro
colhido apés a data de aparecimento do CH. As linhas vermelhas representam as trajetérias de dois
pacientes. *p<0.05.
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E importante ressaltar que nem todas as amostras se encontram pareadas,
visto que nem todos os pacientes possuiam coletas em tempos anteriores e/ou
posteriores as coletas nas quais o coagulo hansénico foi detectado. Os pacientes
gue possuiam as 3 coletas estdo sinalizados no grafico com uma linha vermelha,
com a coleta anterior sendo realizada de 1-2 meses antes da coleta com a deteccéo
do coagulo hansénico e a coleta posterior ap6s 1 ano da deteccdo do coagulo
hansénico.
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4.5 Avaliacdo dos niveis séricos de MMP-9 em pacientes com coégulo
hansénico

Em um estudo recente (Teles, 2010), foi demonstrado o aumento na
expressdo de MMP-9, um integrante da familia das metaloproteinases de matriz que
sdo responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular, no soro de pacientes
lepromatosos. O aumento desta molécula poderia estar relacionado ndo s6é com o
remodelamento da matriz extracelular, como também a exposi¢cao de moléculas com
potencial trombogénico no limen do vaso sanguineo, levando a agregacédo de
plaguetas e a formacéo de trombo.

Os niveis séricos de MMP-9 nas amostras dos pacientes colhidas antes,
durante e apdés a ocorréncia do Coagulo Hansénico ndo se mostraram

significativamente elevados em relacéo aos do grupo controle (figura 4.9).
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Figura 4.9: Niveis de MMP-9 nos soros dos pacientes que apresentaram o Coagulo Hansénico
em diferentes momentos.
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4.6 Andlise dos parametros de coagulacdo em pacientes multibacilares em
reacdo hansénicatipo Il e pacientes nao reacionais.

Uma vez que cerca de 35% dos pacientes que apresentaram o coagulo
hansénico estavam em reacao tipo 2, ou desenvolveram o episddio reacional
posteriormente a data da coleta de sangue na qual surgiu o coagulo, resolvemos
entdo avaliar se esses pacientes apresentavam parametros de coagulacéo
alterados. Estas analises foram feitas em colaboracdo com o Laboratério de
Andlises Clinicas Sérgio Franco.

Inicialmente foram avaliados os tempos de protrombina e tromboplastina
parcial ativada, compilados na tabela 4.3.

O tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) auxilia na avaliacdo da via
intrinseca e via comum que envolvem os fatores de coagulacao I, 11, V, VI, IX, X, XI
e XlIl. O aPTT mede o tempo que leva para a formac&o do coagulo apos a reposicéo
de célcio em plasma citratado pré-incubado com fosfolipideos e agente ativador da
via de contato (tromboplastina parcial).

Valores aumentados nesse teste indicam, entre outras coisas, deficiéncia ou
consumo exagerado de um desses fatores, como ocorre na coagulacao intravascular
disseminada, presenca de anticorpos antifosfolipideos ou uso de anticoagulantes,
como a heparina. De acordo com o observado na ficha de acompanhamento clinico
desses pacientes, nenhum deles afirmou o uso de anticoagulantes.

O tempo de protrombina é um teste para avaliar a via extrinseca e a via
comum, ou seja, os fatores VII, X, V, Il e o fibrinogénio. Neste teste adicionamos ao
plasma tromboplastina contendo fator tissular. Assim, o tempo de protrombina estara
aumentado em casos de deficiéncia de fibrinogénio e de qualquer um dos
fatores mencionados anteriormente, em pacientes que fazem uso de
anticoagulantes antagonistas da vitamina k, nas doencas hepaticas e deficiéncia
de vitamina K, pois os fatores IlI, VIl e X séo dependentes desta vitamina.

Os resultados estdo mostrados na Tabela 4.3. Dois pacientes apresentaram
alteracdo do PT, com atividade de protrombina abaixo de 70%. Por outro lado,
dentre os 25 pacientes, 9 (36%) tiveram seu aPTT aumentado em relacdo aos
valores de referéncia. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos, 4 pertenciam
ao ENH e 5 ao NR.

Também avaliamos os niveis de fibrinogénio (Figura 4.10). Como a proteina

C-reativa, o fibrinogénio é uma proteina de fase aguda e pode ser utilizado como um
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marcador de inflamacdo e de risco coronariano, sendo que niveis altos de
fibrinogénio indicam propensdo a trombose arterial ou venosa. Seus niveis se
elevam quando ha inflamacao ou lesado tecidual de qualquer causa. Essas elevagdes
sdo temporarias, e desaparecem ap0s cessar a causa. Podem ser detectados niveis
altos com infec¢bes agudas e cancer.

Como observado na figura 4.10, os pacientes multibacilares em reacgao
apresentaram niveis de fibrinogénio estatisticamente aumentados em relacdo aos

pacientes multibacilares néo reacionais.
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Tabela 4.3 Tempo de protrombina e tromboplastina parcialmente ativada em pacientes
multibacilares reacionais e nédo reacionais

TAP TTPA (segundos)
ID TP Relagé&o Relacéo Atividade Padrdo | Paciente | Relagéo
Paciente | Paciente/ Cliente/ padrdo de Paciente/
Padréo Padrdo | internacional | protrombina Padréo
(segundos) (INR) (70-100%)
LL1 12.8/11 1.16 0.95 77.8 26.5 36.7 1.38
LL2 10.9/10.7 1.01 1.01 98,6 26.0 31.7 1.22
LL3 14.3/11.41 1.25 1.25 63.8 26.0 55.0 2.12
LL4 14.1/11.0 1.28 1.27 69 28.5 36,3 1.27
LL5 13.3/11.3 1.18 1.18 81.6 26 68.6 2.64
LL6 12.2/13.3 1,08 1,08 84,2 26 34.7 1.33
LL7 11/11.6 1.05 1.05 89.6 25 35.4 1.42
LL 8 11/10.9 0.99 0.99 101.7 28 26.7 0.95
LL9 11/11.2 1.02 1.02 96.7 28 31.1 1.11
LL 10 10.6/11.1 1.05 1.05 92.6 28 34 1.21
LL11 11/12.9 1.17 1.17 74.1 28 29.8 1.06
ENH 1 12.3/11 1.12 1.11 83.1% 26.5 29.4 1.11
ENH 2 14.3/11.4 1.25 1.25 62,3 26.0 35.7 1.37
ENH 3 12.8/11.4 1.12 1.12 79 26.0 26.7 1.03
ENH 4 11.7/11.0 1.06 1.06 90.3 28.5 31.2 1.09
ENH 5 13.3/11.0 1.18 1.20 75.5 28.5 32.1 1.13
ENH 6 11.9/11.0 1.08 1.08 88,6 28,00 32,6 1.16
ENH 7 11.5/14.3 1.24 1.24 73 28 317 1.13
ENH 8 12/11.3 1.25 1.06 93.7 26 32.6 1.25
ENH 9 14.3/11.5 1.24 1.24 70,5 28 32.2 1.15
ENH 10 13.2/11.5 1.15 1.14 80.2 28 47.8 1.71
ENH 11 12.1/11 1,19 1.10 83 26 34.6 1.33
ENH 12 12.6/11 1.15 0.99 77.4 28 32 1.14
ENH 13 - - 1.14 75.1 - 42.7 -
ENH 14 10.6/12.8 121 1.21 73.5 28 40 1.44

! Os ntimeros destacados em vermelho indicam valores alterados em relacéo ao padréo.

% Valores aPTT alterados correspondem a 8 segundos além do valor do padrdo
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Figura 4.10: Niveis de fibrinogénio no soro de pacientes multibacilares (LL) e em reacao tipo Il
(ENH). LL: Lepromatoso-lepromatoso (N=10) ENL: Eritema nodoso hansénico (N=14). *P<0.001.

Realizamos nestes mesmos plasmas a dosagem dos niveis de dimero-D
(Figura 4.11). Os dimeros-D s&o produtos da degradacéo de fibrina ja polimerizada,
ou seja, indicam fibrindlise intravascular, sendo considerado um marcador
importante no diagndstico de coagulagéo intravascular.

N&do encontramos diferencas significativas nos niveis de D-dimero de
pacientes em reacdao tipo Il em relacdo aos pacientes ndo reacionais, embora esses
dois grupos tenham apresentado valores significativamente aumentados em relagéo

ao grupo sadio.
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Figura 4.11: Niveis de Dimero-D no soro de pacientes multibacilares (LL) e em reacéo tipo Il
(ENL). LL: Lepromatoso-lepromatoso (N=10); ENH: Eritema nodoso hansénico (N=14). *P<0.001.
*P=0.002. NS: ndo significativo

Existem outros fragmentos derivados da fibrina monomerizada, mas o dimero
D é especifico para a fibrina degradada apds a polimerizacdo, o que qualifica seu
uso como marcador de fibrindlise de coagulo. O nivel sérico do D-dimero reflete um
estado pré-trombotico e, portanto, pode ser Gtil como marcador de risco de eventos

cardiovasculares e tromboembdlicos.
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4.7 Avaliacdo dos lipideos séricos em pacientes multibacilares ndo reacionais
e em reacgéo tipo Il

Devido a grande quantidade de lipideos encontrados no codgulo hansénico e
j& que 35% dos pacientes que apresentaram o coagulo hansénico apresentavam o
quadro de eritema nodoso, avaliamos a concentracdo de lipideos no soro de
pacientes multibacilares nao reacionais e no soro de pacientes em reacao tipo I,
gue teoricamente, seriam 0s mais propensos a formacéo do coagulo hansénico. Foi
feita dosagem dos seguintes constituintes: HDL, LDL, VLDL, Triglicerideos e
colesterol total em aparelhagem semi-automética. Os valores encontrados nas
medicOes dos soros de pacientes com hanseniase lepromatosa nao reacional e

pacientes lepromatosos em reacao tipo Il estdo expressos na figura 4.12.
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Figura 4.12: Lipidograma de pacientes multibacilares em reacéo tipo Il e ndo reacionais. A linha
vermelha indica os valores limites recomendados, sendo para colesterol total <200mg/dL; LDL
<100mg/dL; HDL >40mg/dL, VLDL< 30mg/dL; Triglicerideos < 150mg/dL.
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Como podemos observar na figura 4.12, os pacientes de Hanseniase
multibacilar apresentaram lipidograma normal em todos os parametros, havendo
uma aparente reducao de triglicerideos nos pacientes reacionais (ENH), porém sem
diferenca estatistica com relacdo aos multibacilares néo reacionais (LL).
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4.8 Avaliacéo dos niveis de Fator de Von Willebrand e Fator Tecidual no soro
de pacientes multibacilares n&o reacionais e em reagéo tipo Il

Uma vez observado que os niveis do Fator de von Willebrand e do Fator
Tecidual estavam aumentados nas no soro dos pacientes que apresentaram o
coagulo hansénico, avaliamos a presenca desses fatores no soro dos pacientes
multibacilares em reacédo tipo Il ou ndo reacionais. Nao encontramos diferencas
significativas nos niveis desses dois fatores entre os dois grupos estudados (Figura
4.13.A e B), embora ambos tivessem valores aumentados em relacdo aos niveis

considerados normais e aos controles, respectivamente.
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4.13 Niveis de Fator de Von Willebrand e Fator Tecidual no soro de pacientes multibacilares em
reacdo tipo Il ou néo reacionais. LL: Lepromatoso-lepromatoso; ENH: Eritema nodoso hansénico
*P<0.05. NS: néo significativo A) Niveis séricos de fator Von Willebrand. Linha significa nivel basal no
soro. B) Niveis séricos de fator tecidual
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4.9 Avaliacdo dos niveis de imunoglobulinas reativas a fosfolipideos no soro
de pacientes multibacilares em reacdao tipo Il ou ndo reacionais

Uma vez observado que 0s pacientes que apresentaram o coagulo possuiam
niveis elevados de IgM anti-cardiolipina, realizamos a dosagem deste anticorpo
antifosfolipideo no soro de pacientes multibacilares em reacéo tipo Il e em pacientes
nao reacionais. A presenca destes anticorpos é considerada um fator de risco para o
desenvolvimento de trombose e outras desordens, e no nosso estudo, poderia estar
relacionado a formacéo do coagulo hansénico.

Apl6s as analises nao encontramos diferencas significativas entre esses 2
grupos, porém nossos dados parecem apontar uma tendéncia de alta, ou seja, pode
ocorrer de uma analise envolvendo um nimero maior de individuos possa encontrar

diferenca estatistica entre os grupos.
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4.14: Niveis de IgM Anticardiolipina no soro de pacientes de Hanseniase multibacilar néo
reacional ou em reacdo tipo Il. LL: Lepromatoso-lepromatoso (N=11); ENH: Eritema nodoso
hansénico (N=14). *p<0.05

Dos 11 pacientes multibacilares analisados, 54,5% apresentavam reatividade
para IgM anti-cardiolipina (acima de 40 MPL-U/mL), enquanto que entre o0s
pacientes multibacilares reacionais 36% apresentaram reatividade para este

anticorpo.
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4.10 Avaliacdo dos niveis séricos de MMP-9 em pacientes multibacilares em
reacao tipo Il ou ndo reacionais

As metaloproteinases de matriz (MMPs) estdo estreitamente ligadas ao
remodelamento da matriz e ao dano tecidual em situacdes patolégicas, podendo
atuar como um importante fator na liberacdo de moléculas trombogénicas na
corrente sanguinea. Teles e colaboradores (2009) observaram um aumento nos
niveis de mMRNA de MMP-9 e MMP-2 e das proteinas correspondentes,
conjuntamente com o aumento dos niveis de expressdo de TNF-a e IFN-y nas
lesbes de pacientes com hanseniase tuberculdide e em reacdo. As
metaloproteinases também sdo correlacionadas com destruicdo generalizada do
tecido em pacientes com tuberculose (Elkington et al, 2011). Por esse motivo,
realizamos a dosagem de MMP-9 no soro de pacientes multibacilares em reacao
tipo Il e em pacientes multibacilares néo reacionais. Tanto 0s pacientes reacionais,
guanto 0s nao reacionais apresentaram niveis estatisticamente mais elevados que

os dos controles.
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Figura 4.15: Analise dos niveis de Metaloproteinase-9 (MMP-9) no soro de pacientes
hansénicos multibacilares em reacéo tipo Il ou ndo reacionais. *p<0.05

Nossos dados corroboram com os que foram encontrados por Telles e
colaboradores (2009) e acrescentam aos mesmos a descrigcdo de aumento de MMP-

9 em pacientes multibacilares nao reacionais em relagcéo aos controles.
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4.11 Analise da expressao de fator tecidual nas lesdes de pele de pacientes de
hanseniase

A avaliacdo da expressdo de fator tecidual também foi realizada em
fragmentos de pele obtidos de lesbes de pacientes multibacilares ndo reacionais,
pacientes em reacao tipo IlI, pacientes paucibacilares n&o reacionais e em
fragmentos de pele de individuos sadios. Na figura 4.16 podemos notar a expressao
de fator tecidual em células aparentemente CD68 que embora raras, acontecem
mais frequentemente na lesdo do paciente em reacdo, quando comparado com a
lesdo dos pacientes multibacilares néo reacionais e a dos pacientes paucibacilares.
O CD68 é uma glicoproteina transmembrana altamente expressa por mondcitos
humanos e macréfagos teciduais. E um marcador de macréfagos em geral. A
positividade € citoplasmatica, pois a molécula encontra-se nos lisossomos. Neste
caso, embora a inducdo da expressao de fator tecidual em mondcitos através da
infeccdo por uma micobactéria ja tenha sido descrita (Kothari et al, 2012), podemos
supor a participacdo de outras células, como as endoteliais, na expressao do fator

tecidual nas lesGes dos pacientes hansénicos.
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Figura 4.16: Expressdo de fator tecidual em lesdes de pele de pacientes acometidos pela
hanseniase. Imagens representativas da marcagao com anticorpo anti-fator tecidual (vermelho), Anti-
CD68 (verde) e DAPI (azul). (A-B) imagem de fragmento de pele de paciente apresentando quadro
de ENH. Seta indica células positivas para fator tecidual (C-D) Aumento da area apontada pela seta
em (A-B), respectivamente. (E-F) imagem representativa de fragmento de pele de paciente LL. (G-H)
imagem representativa de fragmento de pele de paciente BT. (I-J) imagem representativa de
fragmento de pele de individuo sadio. Barra de escala representa 25um em C e D e 100um nos

demais campos.
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4.12 Anélise da expressdo de glicosaminoglicanos nas lesdes de pele de

pacientes de hanseniase

Acreditamos que a remodelacdo do tecido devido a acao de
metaloproteinases e o dano tecidual acarretado pela grande quantidade de bacilos
encontrados nas lesdes de pele de pacientes multibacilares gere um subsequente
aporte de moléculas extracelulares a corrente sanguinea, como 0S
glicosaminoglicanos, cuja presenca foi detectada no coagulo hansénico em um dado

gerado no inicio desse projeto (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Eletroforese de Glicosaminoglicanos extraidos do coagulo hansénico e
codgulo controle. CH: Coagulo Hansénico. CC: Coagulo controle. P: Padrédo. CS, condroitin-sulfato;
DS, dermatan sulfato, HS, heparan-sulfato. Aproximadamente 100mg de extrato seco e delipidado foi
submetido a digestdo com papaina. Todo o produto de digestdo foi aplicado no gel de agarose e

submetido a eletroforese.

Desse modo, para avaliar a presenca de moléculas glicosiladas nas lesfes de
pacientes com hanseniase multibacilar em reacdo tipo Il ou nao reacionais,
fragmentos de pele de aproximadamente seis milimetros (mm) obtidos por biopsia
foram processados como descrito nos métodos e corados com PAS e Alcian-blue
para a visualizacdo de polissacarideos neutros em magenta e polissacarideos
sulfatados em azul através de coloracdo em pH 1.0, respectivamente. Ambos 0s
grupos de polissacarideos sdo corados de azul através de coloracdo em pH 2,5
(Figura 4.18 e Figura 4.19).
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Figura 4.18: Histopatologia de lesdo de pele de paciente multibacilar em reacao tipo Il. Se¢des
foram coradas com &cido periodico (PAS) e Alcian-blue pH 1 (A, C,E,G) ou pH 2,5 (B,D,F,H). A-B:
caso 27969, C-D/G-H: caso 28203, E-F: caso 28274. As setas e 0 asteristico apontam células com
alto teor de polissacarideos. Barra de escala representa 100pm em A,B,C,D,E e F; 50 um em G; 10
pm em H. G e H representam regido fortemente marcada pelo PAS (asteristico em C) vista em
contraste interferencial de campo (DIC), onde € possivel ver células de aspecto fusiforme
apresentando grandes quantidades de polissacarideos neutros.
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Figura 4.19: Histopatologia de lesdo de pele de paciente multibacilar ndo reacional. Se¢des
foram coradas com acido periddico (PAS) e Alcian-blue pH 1 (A, C,E,G) ou pH 2,5 (B,D,F,H). A-B:
caso 28029, C-D: caso 28030, E-F: caso: 28542.
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5. DISCUSSAO

A hanseniase ainda constitui relevante problema de salde publica, a despeito
da reducédo drastica no numero de casos. De acordo com o Ministério da Saude, os
casos de hanseniase diminuiram 26% entre 2001 e 2011. No entanto, a queda da
doenca no resto do mundo foi muito mais acentuada, ja que segundo a OMS em um
periodo de seis anos (entre 2004 e 2010) houve uma reducéo de 40% nos casos da
doenca em todo o mundo.

Embora o impacto das a¢gdes no ambito dessa endemia ndo ocorra em curto
prazo, o Brasil reline atualmente condi¢cdes altamente favoraveis para a sua
eliminacdo como problema de saude publica, compromisso assumido pelo Pais em
1991 e que significa alcangar um coeficiente de prevaléncia de menos de um doente
em cada 10 mil habitantes. Atualmente o Brasil apresenta 5 casos para cada 10 mil
habitantes. A hanseniase quando diagnosticada e tratada tardiamente pode trazer
graves consequéncias para os portadores, pelas lesbes que 0s incapacitam
fisicamente, e seus familiares, que ficam expostos mais tempo ao bacilo.

Como parte dos esforcos das instituicbes de pesquisas mantidas pelo
governo federal em entender as diferentes manifestacbes dessa doenca, este
estudo teve como propoésito caracterizar uma massa anémala com aparéncia lipidica
surgida no limiar entre o coagulo sanguineo e soro de pacientes hansénicos do polo
lepromatoso, visando identificar possiveis distirbios no metabolismo de lipideos, na
homeostase da coagulacdo, e o desenvolvimento de novas ferramentas para o
diagndstico precoce da doenca e seus quadros reacionais.

Ja se sabe que a resposta a infec¢bes causadas por diversos patdégenos
como bactérias e fungos pode vir acompanhada por alteracfes nas principais vias
metabdlicas, podendo-se incluir o metabolismo de lipideos e a cascata de
coagulacao.

Alguns estudos anteriores observaram algumas desordens na cascata de
coagulacao na hanseniase (Martinuzzo et al, 2002; Gupta et al, 1975; Wirawan et al,
1979). Embora altos niveis de plaquetas e marcadores de coagulacédo intravascular
como Dimeros-D tenham sido descritos nesses estudos, existem poucos eventos
tromboticos vasculares associados a hanseniase (Rogers, 1960).

A primeira parte do nosso trabalho entdo voltou-se a desvendar os
componentes da massa anémala observada durante a coleta de soro de pacientes,

utilizando-se técnicas protedmicas. A protebmica pode contribuir de modo
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importante para o estudo de diversas doengas, aumentando a compreensao acerca
de seus mecanismos moleculares e identificando novos biomarcadores para
diagnostico e prognostico, assim como novos alvos terapéuticos, sendo amplamente
utilizada nesta empreitada (Hanash 2003; Ray et al 2011).

Na parte inicial desse projeto, definimos o mapa prote6mico dessa massa,
identificando como proteinas mais abundantes cadeias a, B e y de fibrinogénio e
albumina, proteinas tipicas de coagulo sanguineo. Além dessas proteinas, também
foram identificadas apoproteina Al e as proteinas de fase aguda haptoglobina e alfa-
1-glicoproteina &cida, demonstrando que a massa anOmala anteriormente
identificada pelo apoio ambulatorial como “gordura” tratava-se de um coagulo
formado de forma exacerbada, suplantando a populacao eritrocitica do sangue.

Devido a condi¢éo impar no surgimento desse codgulo na hanseniase e com
a dificuldade de comparar esse evento com qualquer outra condicdo patoldgica,
induzimos a formacdo de um coagulo pela titulagcdo de cloreto de calcio em plasma
obtido de sangue de voluntarios saudaveis. Notamos que esse coagulo induzido,
embora de coloracdo mais clara, apresentava perfil proteico semelhante, com
excecdo de algumas bandas, ao coagulo hansénico (figura 4.2).

Na analise comparativa do perfil proteico de coagulos hansénicos e coagulo
controles conseguimos encontrar 11 proteinas diferencialmente presentes, sendo
gue dessas, 3 foram identificadas somente no coagulo controle, 5 expressas
somente no coagulo hansénico e 3 super expressas no coagulo controle em relacéo
ao coagulo hansénico.

A apolipoproteina ApoA-l, o maior componente da lipoproteina HDL (high
density lipoprotein) foi encontrada mais expressa no coagulo controle que no
coagulo hansénico, o que corrobora com alguns dados presentes na literatura e 0s
nossos (figura 4.12), que apontam o decréscimo de colesterol HDL na hanseniase
(Mernon et al 1996;Gupta et al 2002). Apo Al / A-l1V sdo associadas com a resposta
da fase aguda e por promoverem efeitos anti-inflamatorios. Por exemplo, a Apo A-I
suprime a ativacdo de neutrdfilos e inibe a expressdo endotelial de moléculas de
aderéncia (Brouillette et al 2001). Kim e colaboradores (2007) mostraram a
diminuicdo dos niveis de Apo Al no plasma em pacientes com HIV. A regulacdo de
Apo A-l/A-IV no figado parece ser inibida por IL-6 e TNF-a, arcos de sinalizagao
muito ativos na Hanseniase multibacilar e seus episédios reacionais (Navarro et al
2005).
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Porém que fique claro que esse panorama sérico vai na contramdo do
observado nos tecidos infectados, onde foi demonstrado recentemente pelo nosso
grupo a inducdo da sintese, captacdo e consequente acumulo de colesterol e
lipideos em geral, além da formacao de corpusculos lipidicos nas células infectadas
pelo M. leprae. Esse acumulo se da através da captacdo de apolipoproteinas
séricas, resultando, ao que nossos dados indicam, na reducdo dos seus niveis
sanguineos (Matos et al 2012, Matos et al, dados n&o publicados).

Trés proteinas do citoesqueleto foram encontradas diferencialmente
expressas entre 0s coagulos hansénico e controle. Sdo elas actina, encontrada
super expressa no coagulo controle, tropomiosina, encontrada somente no coagulo
controle e a B-tubulina, encontrada super expressa no coagulo hansénico. A actina é
0 maior componente dos filamentos finos das células musculares e do citoesqueleto
de células ndo musculares e esta presente em todos os eucariontes. A superfamilia
das tropomiosinas é considerada a mais prevalente fonte de alérgenos alimentares
de origem animal enquanto que a B-tubulina, juntamente com a a-tubulina séo as
proteinas que compdem o0s microtubulos. Essas proteinas provavelmente sao
provenientes das plaquetas arrastadas durante a formacao do coagulo hansénico e
da inducéo do coagulo controle

A fosfolipase A2 citosoélica € uma enzima que catalisa a hidrélise das ligacfes
acido-éster de glicerofosfolipidios, liberando, como produto da catalise, acidos
graxos e lisofosfolipidios (Dennis et al 2011). Nesse estudo, observamos a
supressdo dessa enzima nas amostras de coagulo hansénico. A inibicdo da
expressdo de uma fosfolipase em decorréncia da infeccdo pelo M. leprae ja foi
descrita na literatura (Tanigawa et al 2012), sendo reconhecido como um
mecanismo da bactéria aumentar o acumulo de lipideos na célula hospedeira.

Por outro lado observamos também um incremento significativo na resposta
sérica de IgM a cardiolipina em nossos pacientes (figura 4.14), um glicerofosfolipidio
presente apenas na membrana interna mitocondrial. Dados da literatura demonstram
a reducdo na expressao génica mitocondrial durante a infeccdo pelo bacilo em
guestdo (Guerreiro et al 2013). Dados ainda ndo publicados por nosso grupo
parecem apontar para a reducdo drastica na atividade e presenca de mitocondrias
durante a infeccdo pelo M. leprae. Acreditamos que uma possivel autofagia
acumulo e reconhecimento imune de cardiolipina por parte do hospedeiro. Essa

hipétese sera analisada pormenorizadamente num futuro préximo.
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O sistema complemento (SC) é o principal mediador humoral do processo
inflamatoério junto aos anticorpos. Estd constituido por um conjunto de proteinas
sollveis no plasma e expressas nhas membranas celulares. O SC é ativado por
diversos mecanismos atraves de duas vias: a classica e a alternativa. As proteinas
do SC sao sintetizadas principalmente nos hepatdcitos e macrofagos/mondcitos
(Iturry-Yamamoto & Portinho 2001). Na analise prote6mica comparativa entre
coagulo hansénico e coagulo controle, encontramos duas proteinas do sistema
complemento mais expressas nos coagulos hansénicos em comparacdo aos
controles: as proteinas C3 (envolvida na lise de patdgenos através da via alternativa)
e C4 (associada a via classica envolvendo imunocomplexos com anticorpos),
indicando quem ambas as vias encontram-se aumentadas nesses individuos. De
fato a exacerbacdo da atividade do sistema complemento ja foi demonstrada em
plasma de pacientes (Gomes et al 2008)

Devido ao fato de altos niveis de IgG e IgM terem sido identificados nos
coagulos hansénicos (figura 4.1), acreditamos que provavelmente a proteina C4
esteja associada ao mesmo através de imunocomplexos.

Outra proteina encontrada somente no coagulo hansénico foi a proteina IHRP
- inter-alpha-trypsin inhibitor family heavy chain-related protein. Esta glicoproteina ja
tem sido relacionada como tendo funcdo anti-inflamatéria, com a producéo
levemente aumentada em pacientes com doencas inflamatoérias. Nessas situacfes a
IHRP se liga a actina, impedindo a sua polimerizacéo, suprimindo a fagocitose e a
guimiotaxia de polimorfonucleares (Choi-Miura, 2004). Curiosamente a deteccao da
actina total também foi reduzida no coagulo hansénico. Nao ha dados na literatura
sobre a regulacdo da IHRP sobre actina e ativacao plaquetarias.

A haptoglobina é uma glicoproteina plasmatica sintetizada principalmente pelo
figado com atividade antioxidante e imunomodulatéria (Langlois e Delanghe, 1996).
A principal funcdo da haptoglobina é a formacdo de um complexo estavel com a
hemoglobina livre liberada no interior dos vasos sanguineos prevenindo desta forma
a excrecdao de ferro pelos rins e os danos causados pelo efeito oxidativo do ferro ao
permanecer livre. Gupta e colaboradores (2007) em uma analise protedmica do soro
de pacientes multibacilares em reacéo tipo Il observou a expresséo diferencial de
isoformas de haptoglobina em pacientes ENH em relacdo a individuos sadios. Em
nossas analises, encontramos uma isoforma de haptoglobina presente
predominantemente nas amostras de coagulo hansénico, confirmando os dados da

literatura.
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Essas analises apontam para possiveis causas da formag¢do do coégulo
hansénico, podendo no futuro contribuir para o desenvolvimento de um diagndstico
sorologico pré-clinico para a doenca.

Cerca de 35% dos pacientes que apresentaram o coagulo hansénico (12
pacientes) desenvolveram reacao do tipo Il (ENH), sendo que destes 2 eram virgens
de tratamento na data da coleta do sangue, o que pode demonstrar nao s6 uma
relacdo entre o surgimento do codgulo hansénico e o estado reacional desses
pacientes, como também a identificacdo de um parametro preditivo de reacéo.

Deste modo, na segunda parte do nosso trabalho, nos dedicamos avaliar as
diferencas nos componentes da cascata de coagulacdo entre pacientes
multibacilares ndo reacionais e pacientes que estavam desenvolvendo um quadro de
reacao tipo Il, ambos virgens de tratamento.

O eritema nodoso hansénico € a sindrome inflamatéria aguda que ocorre
antes, durante ou apos o tratamento da hanseniase multibacilar ou wirchowiana. O
ENH é considerado importante causa de morbidade em meio aos pacientes com
hanseniase, e, sem pronta assisténcia médica, pode ocasionar danos neurais,
paralisias e deformidades. Atualmente, os episddios de ENH estdo entre as
principais causas de hospitalizacdo desses pacientes em muitas regides endémicas
brasileiras.

Em nossos resultados verificamos uma elevacao consideravel nos niveis de
fibrinogénio nos pacientes com ENH em relacdo aos pacientes multibacilares néo
reacionais, resultados semelhante ao encontrado por Kurade e colaboradores
(2001).

O sistema fibrinolitico é conhecido por desempenhar um papel importante na
resposta inflamatéria a infeccdes bacterianas (Sato et al, 2003). E sabido que em
resposta a traumas vasculares, vias hemostaticas promovem a deposicao de fibrina
nos locais afetados (Mullarky, 2006). Esse processo se deve a exposicao do plasma
ao fator tecidual, ativando assim as vias de coagulacdo, o que culmina na ativacao
da protrombinase, enzima que converte protrombina em trombina, que por sua vez
cliva o fibrinogénio, promovendo sua polimerizacdo, deposicdo como fibrina e
liberacdo de dimeros-D, pela degradacdo da fibrina jA polimerizada. Observamos
diferencas significativas nos niveis de dimero-D entre os pacientes multibacilares
(em reacdo ou ndo) e os individuos sadios, indicando que individuos acometidos
pela Hanseniase apresentam fibrindlise intravascular. Curiosamente, os niveis de

fibrinogénio ndo se encontram diminuidos por consumo intravascular, pelo contrario,
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encontram-se estatisticamente mais elevados em nossos pacientes quando
comparados a individuos sadios, fato que pode indicar uma exacerbacdo da
producéo de fibrinogénio na Hanseniase.

Os anticorpos antifosfolipidios representam um grande grupo de
imunoglobulinas de consideravel importancia clinica devido a sua associagdo com
trombose venosa/arterial, ja tendo sido observados em varias doencas, inclusive na
hanseniase (Martinuzzo et al 2002; Séne et al 2002). De Larrafiaga e colaboradores
(2000) demonstraram a prevaléncia de anticorpos anticardiolipina e antiB2GP1
isotipo IgM nos pacientes de hanseniase. Em nossos dados identificamos um
aumento na producdo de anticorpos IgM anti-cardiolipina nos pacientes
multibacilares que apresentaram o codgulo hansénico, no entanto, nos demais
pacientes esse aumento foi apenas sugestivo, sem significancia estatistica.

Xie e colaboradores (2013) demonstraram 0 aumento da expressao de fator
tecidual e TNF-a induzidos pelo complexo Anti-B2GPI/B2GPI. Dados adicionais
indicam que a inflamacéo e trombose estdo ligadas em muitas condigdes clinicas. O
TNF-a, citosina pré-inflamatéria com forte acéo pré-trombatica, estimula monécitos e
a adesdo de neutréfilos ao endotélio, prejudica a fibrindlise, inibe sistema
antitrombotico da proteina C e aumenta a expressdo de fator tecidual na superficie
celular (Esmon 2008). Essa cascata de eventos foi registrada em nossos pacientes,
sendo o TNF-a amplamente expresso nas reagées hansénicas (Moraes et al 2001),
talvez através da contribuicdo dos complexos imunes IgM-Cardiolipina, fato que
contribuiria para o aumento do fator tecidual e aumento da coagulacéo intravascular
e fibrindlise, como sugerido pelos altos niveis de D-dimeros observados nos
pacientes.

A fase inicial do processo da coagulacdo ocorre quando células que
expressam o fator tecidual em sua superficie sdo expostas aos componentes do
sangue, sendo assim, este fator exerce um papel de suma importancia nos
processos de hemostasia. Nossos resultados demonstraram um aumento nos niveis
de fator tecidual no soro de pacientes que apresentaram o coagulo hansénico, em
relacdo ao soro colhido em data anterior. Porém esse aumento ndo ocorreu quando
comparamos 0s niveis de fator tecidual no soro de pacientes multibacilares néo
reacionais e pacientes em ENH. Entretanto, ao analisar a expressédo dessa molécula
nas lesdes de pele de pacientes em ENH notamos que estava aumentada nesse

grupo de pacientes, em relacdo as lesdes de pacientes ndo reacionais.
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As metaloproteinases de matriz s&o muito importantes durante a infeccéo
bacteriana pela acdo direta nos componentes da matriz extracelular sobre a
viabilidade, motilidade e adesdo de patdgenos. Teles e colaboradores (2010)
observaram um aumento nos niveis de mRNA de MMP-9 e MMP-2 e de suas
proteinas correspondentes, conjuntamente com o aumento dos niveis de expressao
de TNF-a e IFN-y nas lesdes de pacientes com hanseniase tuberculdide e em
reacdo, também sendo correlacionada com destruicdo generalizada do tecido em
pacientes com tuberculose. Ndo encontramos relacdo entre a atividade da MMP-9 e
a formacdo do coagulo hansénico. Acreditamos que essa relacdo esteja ligada
apenas aos episédios reacionais, onde a remodelacdo tecidual e subsequente
liberacdo de componentes de matriz extracelular para a corrente sanguinea, fator
ndo desprezivel em pacientes que sofrem de infeccdo dérmica crbnica e
disseminada, pode favorecer a desestabilizacdo da homeostase da coagulacao,
porém sem acarretar na formacéo do coagulo hansénico.

Em contrapartida, através da coloracao de cortes de lesédo por Alcian blue pH
2,5, observamos um aumento da expressao de glicosaminoglicanos (GAGS) nao
sulfatados nas lesbes dos pacientes multibacilares em reacéo tipo Il em relacdo aos
pacientes multibacilares, porém nao observamos diferenca na expressao de GAGs
sulfatados.

Os Glicosaminoglicanos sdo moléculas encontradas ubiquamente no corpo
humano, sendo integrantes importantes da matriz extracelular. Moléculas de GAG
sdo expressas na superficie de muitas células eucaridticas e medeiam muitos
processos celulares. (Wadstrom & Ljungh, 1990). Os principais glicosaminoglicanos
sdo: condroitim 4 e 6 sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparan sulfato (HS),
heparina (HEP), queratam sulfato (QS) e acido hialurénico (AH). Estes compostos
diferem entre si quanto ao tipo de hexosamina e acucar ndo aminado, quanto ao
grau e posicdo de sulfatacdo. Com excecdo do acido hialurénico, todos os
glicosaminoglicanos estédo ligados covalentemente a esqueleto proteico, formando
assim os proteoglicanos. Estdo envolvidos em mudltiplas funcdes bioldgicas como
adesao, migracéo e proliferacdo celular, secrecédo de proteinas e expressao génica.
De forma geral, os GAGs contribuem para a estrutura e as propriedades de
permeabilidade do tecido conjuntivo, bem como guia para enzimas e fatores de
crescimento tanto na matriz quanto na superficie das células (Cechowska-Pasko et
al 1996; Frase et al 1997).

68



Alguns estudos ja demonstraram o0 aumento da presenca de
mucopolissacarideos (nome dado anteriormente aos glicosaminoglicanos) em lesdes
de pele de pacientes com hanseniase (Abolos et al 1974: Skinsnes & Matsuo 1974).
Segundo Jiang e colaboradores (2007), a producdo de citocinas inflamatérias por
mondocitos pode também ser induzida por produtos de degradacdo do Aacido
hialurénico através da estimulacdo dos receptores Toll-like (TLR2 e TLR4). Altos
niveis de RNAm de citocinas pro-inflamatérias com TNF-a, IL-6 e IL-12 foram
detectados na derme, assim como na epiderme durante os episodios reacionais (RR
ou ENH) (Moraes et al 2000; Moraes et al 2001: Teles et al 2002).

Acreditamos que a alta carga bacilar nesses individuos, e a resposta imune a
mesma, podem acarretar na liberacdo de moléculas com alto poder trombogénico na
corrente sanguinea. A presenca dessas moléculas poderia favorecer a ativacdo da
cascata de coagulacdo. A definicho de um estado de hipercoagubilidade na
hanseniase, caracterizados aqui pelo aumento da expressdo de fator tecidual,
fibrinogénio e dimero-D no soro dos nossos pacientes, nos leva a pensar em uma
pré-disposicdo a eventos trombogénicos, até entdo ditos nédo frequentes na
hanseniase. Todavia € necessario ressaltar a heterogeneidade das respostas
encontradas, demonstrando a necessidade de se expandir o grupo de individuos
estudados.

Na figura 5.20 pode ser encontrado o modelo esquematico das alteracdes de

coagulacao observadas na hanseniase, com base nos resultados desse estudo.
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Figura 5.20: Proposta mecanistica das alteragdes de coagulacdo observadas na Hanseniase. A
infeccdo pelo M. leprae é capaz de induzir a formacéo de complexos imunes contendo a cardiolipina
proveniente das mitocéndrias afetadas apos a infec¢éo, ao mesmo tempo em que inibe a funcéo da
fofolipase A2. Os complexos imunes sdo capazes de induzir a producéo de citocinas pro inflamatorias
gue atuam no figado, aumentando a expressdo de fibrinogénio, proteinas de fase aguda e
componentes do complemento, do mesmo modo como induzem a producéo de fatores de coagulacdo
no endotélio. Todos esses fatores liberados na corrente sanguinea contribuem para formacéo da rede
de fibrina, gerando assim o potencial trombdético que pode culminar na formacdo do coagulo

hansénico e nas alteracdes gerais de coagulacao observadas neste estudo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que:

Para este grupo amostral, a formacdo do coagulo hansénico né&o
possui valor preditivo para o diagndstico precoce da reacao hansénica
tipo 1l. Embora seja um evento relatado frequentemente, sua
ocorréncia e composi¢cdo necessitam ser estudadas em outros grupos
populacionais;

O aumento dos fatores tecidual e de von Willebrand no soro de
pacientes hansénicos colhido na data de aparecimento do coagulo, em
relacdo ao colhido em data anterior, indicam um estado de
hipercoagubilidade, com pré-disposicao a eventos trombogénicos;

O aumento dos niveis de fibrinogénio e dimero-D em pacientes em
reacao apontam para um desbalanco da cascata de coagulacao.

Pacientes multibacilares em reacdo tipo Il expressam mais
glicosaminoglicanos nao sulfatados em relacdo aos pacientes
multibacilares.
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