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RESUMO

Introdugdo: O exame histopatoldégico € importante para o diagndstico e para
classificagdo do tipo de Hanseniase, orientando para o correto tratamento dos
pacientes. O diagndstico histolégico nos grupos tuberculdide e indeterminado é dificil
e, frequentemente, impossivel, devido a dificuldade de detectar os bacilos com a
coloracéo do Ziehl - Wade ou pelo Fite. A positividade na Hanseniase Tuberculoide
(HT) e Hanseniase Borderline (BHT) varia de 0 a 36%, portanto, tornando cerca de
dois tergcos dos casos negativos. Mesmo assim, essa positividade é alcancada
depois da busca exaustiva em multiplos cortes de tecido. Por esse motivo, a
demonstracdo evidente do acometimento neural no infiltrado granulomatoso é
considerado um achado importante na Hanseniase Tuberculdéide e Hanseniase
Borderline Tuberculdide, com quase o mesmo significado do achado de bacilos no
nervo. Isso permite a diferenciacdo de outras granulomatoses cutdneas como a
Sarcoidose, Tuberculose, Tuberculides, Sifilis Tardia e Micoses Profundas, nas
quais a destruicdo dos nervos geralmente ndo € observada. Entretanto, alteragdes
neurais semelhantes a Hanseniase tém sido encontradas em alguns casos de
Sarcoidose, Lupus Vulgar, Sifilis Tardia, Liquen Plano e Morféia (JACOB et al.,
1984; SINGH et al.1 1994; BALL; KHO; MARTINKA, 2004). Mesmo assim, a
fragmentacdo neural, num contexto clinico favoravel, € um indicio diagndstico da
Hanseniase Tuberculdide e Hanseniase Borderline Tuberculdide. Objetivos: O
estudo teve como objetivo caracterizar quantitativamente o método mais eficaz na
evidenciagado dos filetes nervosos dérmicos, nas diferentes formas clinicas da
Hanseniase, utilizando a coloracdo de rotina Hematoxilina & Eosina e a marcagao
imunohistoquimica pela proteina S-100. Analisamos e comparamos também a
distribuicdo e o tipo de agressao dos filetes nervosos em relacdo aos infiltrados
inflamatorios dérmicos nos diferentes padrbes histopatoldégicos da Hanseniase e
também no grupo da sarcoidose, utilizada como controle. Metodologia: Estudo
observacional, transversal e histérico, realizado no periodo de julho de 2008 a
novembro de 2009, que incluiu 57 laminas histolégicas de Hanseniase e 23 laminas
de sarcoidose, utilizadas como controle e obtidas de pacientes matriculados e
biopsiados no servigo de Dermatologia do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (HUGG/UNIRIO). O material foi

corado pelo método de rotina com a Hematoxilina e Eosina e marcado



imunohistoquimicamente com a proteina S-100. As laminas foram analisadas pelos
professores do servico de Anatomopatologia do Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle. Conclusdes: A marcacao imunohistoquimica com a proteina S-100, mostrou-
se quantitativamente superior a coloracdo pelo HE na visualizagdo dos filetes
nervosos, sobretudo nos grupos paucibacilares-HT/HBT e no grupo controle. A
proteina S-100, também demonstrou que a distribuicdo dos filetes nervosos, nos
padrées 3 (Dentro e Entre os granulomas) e 1 (Dentro dos granulomas), sao
préprios do grupo paucibacilar-HT/HBT e multibacilar-HBB/HBV/HV e, os padrbes
numero 2 e 3, (Entre os granulomas) e (Dentro e entre dos granulomas), sao mais
encontrados no grupo controle/sarcoidose. No tipo de lesdo neural, os tipos de
agressao Infiltrado (A), Fragmentado (B) e Ausente (C), foram préprios dos grupos
paucibacilar-HT/HBT e multibacilar-HBB/HBV/HV. Os padrbes de nervos Intactos (D)
foram vistos nos grupos controle-Sarcoidose e também no grupo paucibacilar-Hl.

Palavras-chave: Hanseniase. Proteina S-100. Imunohistoquimica.



ABSTRACT

Indrodution: The histopathology is important for leprosy diagnosis and classification,
suggesting the correct treatment. In indeterminate and tuberculoid leprosy groups,
the histology diagnosis is difficult, unfortunately, impossible, due to detecting bacilli
difficulty in Ziel-Wade or Fite colorations. The positive bacilloscopy in Tuberculoid
(HT) and Borderline Tuberculoid Leprosy (BHT) ranges from 0-36%, despite
exhaustive search on multiple specimens, resulting in two thirds of negative exams.
Therefore, the neural demage on granulomatous infiltrate is an important finding in
bouth groups, meaning almost the same as a positive bacilloscopy on nerve, what
differentiate to the others cutaneous granulomatosis as sarcoidosis, tuberculosis,
tuberculidis, Late Syphilis and Deep Mycosis, in which the nerves’ destruction is not
observed. However, a neural damage similar to leprosy’s, have been found in some
sarcoidosis, Lupus Vulgaris, Late Syphilis, Lichen Planus and Morphea cases
(JACOB et al., 1984; SINGH et al.1 1994; BALL; KHO; MARTINKA, 2004). Even so,
the neural fragmentation in a favorable clinical context is a diagnostic clue of
Tuberculoid and Borderline Tuberculoid Leprosy. Objectives: The study objects to
characterize quantitatively the most efficient method to evidenciate dermic fiber
nerves, on different leprosy clinical manifestations, by using Hematoxilin & Eosin and
S-100 protein immunohistochemical staining. We analyzed the inflammatory
infiltrate distribution and aggression on leprosy’s different histopatholy patterns,
comparing to sarcoidosis (control group). Methodology: It is a observational, cross-
sectional and historical study, conducted from July 2008 to November 2009, including
57 histological slides of leprosy and 23 slides of sarcoidosis, used as controls and
from patients enrolled and biopsied in the Hospital Universitario Gaffrée e Guinle of
the Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (HUGG/UNIRIO), on
Dermatology Department. The material was stained with Hematoxylin & Eosin and
protein S-100 scored immunolocalized and analyzed by professors of Pathology
Department in Gaffrée e Guinle Hospital. Conclusions: The protein S-100
immunohistochemical staining, was quantitatively superior to HE in the visualization
of fibers nerves, mainly in the paucibacillary-HT/HBT groups and the control group.
The S-100 protein, also showed that in the distribution of fiber nerve, the pattern
numbers 3 (Within and Among granuloms) and 1 (Within the granuloms) are specific

of paucibacillary-HT/HBT and multibacillary-HBB/HBV/HV groups, and patterns 2



and 3 (Among the granuloms) and (Within and Between the granuloms) are mostly
found in paucibacilar-HI group and controls. Regarding the type of neural injury, the
findings of aggression infiltrate (A) Fragmented (B) and Absent (C), were
characteristic of paucibacilary-HT/HBT and multibacillary-HBB/HBV/HV groups. The
patterns of “no damage” on nerves (D) have been seen in controls and also in the
paucibacillary-HI group.

Key words: Leprosy. S-100 protein. Immunohistochemical staining.
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1 INTRODUCAO

A Hanseniase € mais facilmente diagnosticada quando o Mycobacterium
leprae € demonstrado nas lesdes, mas, frequentemente isso € inviavel nas formas
da Hanseniase indeterminada (HI) e da Hanseniase tuberculdide (HT), nas quais o
M. leprae raramente é detectado, visto que, nessas formas clinicas, o numero de
bacilos é escasso. Nesses casos, a evidéncia histolégica de neurite é amplamente
aceita como um achado de HT e de HI. Entretanto, identificar filetes nervosos em
meio a um infiltrado linfocitario, no caso de HI, ou, no interior de um granuloma, no
caso de HT, pela coloracéo de rotina com a Hematoxilina & Eosina pode ser dificil. A
importancia de caracterizar a neurite na Hanseniase torna-se ainda maior quando se
sabe que existem semelhangcas morfolégicas clinicas e histopatoldgicas da
Hanseniase, sobretudo a forma tuberculdide, com outras dermatoses
granulomatosas, tais como lupus vulgar, sifilis tardia e sarcoidose, nas quais os
quadros histopatoloégicos nao estdo, habitualmente, associados com neurite.

Existem relatos na literatura que enfatizam a importancia da marcagao
imunohistoquimica pela proteina S-100 nas bidopsias de pele, como auxiliar na
identificacdo de filetes nervosos em meio a reacao inflamatdria, destacando-se
assim a evidéncia histopatologica da neurite e, consequentemente direcionando o
diagndstico para a infecgao, particularmente a Hanseniase tuberculdide.

A proteina S-100 € um marcador imunohistoquimico das células de Schwann
dos nervos e foi usada para delinear filetes nervosos nas biopsias de lesdes
cutaneas, uma vez que ela destaca estas estruturas e seus fragmentos nos cortes
teciduais (FLEURY; BACCHI, 1987; JOB et al., 1990; SINGH et al., 1994).

A proteina S-100 também € encontrada no tecido nervoso normal (neurdnios
e célula gliais), melandcitos, células de Langerhans da pele, células mioepiteliais e
ductais das glandulas sudoriparas, e algumas outras células.

O autor desta tese, atuando na area da dermatologia clinica, tem por
objetivo, dar continuidade a esta linha de pesquisa: filetes nervosos, proteina S-100
e Hanseniase, sobretudo, baseado em alguns trabalhos (THOMAS et al., 1999;
GUPTA et al., 2006) que descrevem a importancia de se avaliar a distribuigdo dos
filetes nervosos em relagdo aos granulomas inflamatoérios e também o tipo de leséo
deste nervo, que em determinadas ocasides, podem ser quesitos uteis para

confirmar ou descartar uma hipotese de Hanseniase.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HANSENIASE - ASPECTOS GERAIS

A Hanseniase é uma doenga infecciosa cronica, que encontra no ser
humano e no tatu, seus unicos hospedeiros naturais. Inclui-se na categoria das
inflamacgdes crbnicas granulomatosas, pois o padrdo de reagdo € basicamente o
agregado de macréfagos modificados, com quantidade variadas de outras células
inflamatdrias, em especial os linfécitos.

A doencga afeta primariamente a pele e o sistema nervoso periférico. Tem
como agente etioldgico o Mycobacterium leprae, um bacilo alcool-acido resistente
(BAAR) intracelular obrigatorio, de lenta multiplicagc&o e cujo cultivo in vitro ainda n&o
foi possivel (ARAUJO, 2003; MATSUO, 2005).

O bacilo foi identificado pela primeira vez pelo cientista noruegués Gerhard
Armauer Hansen em 1873 (PALLAMARY, 1995). A transmiss&o da doencga faz-se
pelo contatato intenso e prolongado de uma pessoa infectada que apresenta carga
bacilar elevada e o individuo saudavel, através de secreg¢des naso-orofaringeas
(WHO, 2009b).

Acredita-se que o periodo de incubacdo da doenga seja prolongado,
estimando um tempo igual ou maior que cinco anos a partir do contato para o
aparecimento da Hanseniase (WHO, 2009c).

A maioria das pessoas nao desenvolve Hanseniase, mesmo apds exposi¢cao
macica ao bacilo e, estima-se uma ligeira predominancia da infecgdo no género
masculino em relacdo ao feminino em torno de 1,5 - 2, respectivamente (BRITTON;
LOCKWOOD, 2004; ALCAIS et al., 2005).

O sintoma principal que o portador vai apresentar sdo manchas na pele com
alteragao da sensibilidade local; inicialmente de alteragcdo da sensibilidade térmica ,
em seguida da dolorosa e por ultimo da sensibilidade tactil e motora,além de
espessamento do nervo periférico proximo ao sitio da leséo cutanea (MINISTERIO
DA SAUDE DO BRASIL, 2009).

No Brasil, adota-se oficialmente o termo Hanseniase desde 1976 de acordo
com a lei n°® 9010 - DO de 30/3/95, em substituicdo ao termo “Lepra” ou aos que a
ela se referem nos documentos oficiais, com o objetivo de reduzir o estigma

associado ao portador da doencga ou de seus familiares (MORHAN, 2009).
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2.1.1 Historico e Epidemiologia

A Hanseniase, originalmente conhecida como Lepra, é provavelmente, uma
das doengas mais antigas registradas na literatura. Os primeiros relatos da doencga
datam do ano 600 aC., com casos existentes na China, Egito e India. Supbe-se, no
entanto, que a origem da doencga seja o Continente Africano (MONOT et al., 2005).
Textos destas regides e evidéncias objetivas como analise de esqueletos, sugerem
a existéncia da doenga ha cerca de trés mil ou quatro mil anos (EIDT, 2004). A
existéncia da Hanseniase em outras regides, em tempos antigos, é encontrada em
relatos, porém sao frutos de erros de tradugcao (OPROMOLLA, 2000).

O termo facies leonina foi introduzido no ano de 150, por Arateus em seu
trabalho “Terapéutica de Afecgdes Crbénicas“. Na mesma obra, compara a pele dos
doentes a pele de elefante, dando a Hanseniase o nome de elefantiase.

Durante a ldade Média, a Hanseniase teve alta incidéncia na Europa e
Oriente Médio, sendo criados asilos para os portadores da doenca. A melhoria nas
condicbes sociais durante a ldade Moderna e Contemporanea fez com que
houvesse uma queda da endemia na Europa. Os focos endémicos na Asia e Africa
foram mantidos e a Hanseniase foi trazida ao Novo Mundo com a colonizagao e o
trafico de escravos. No Brasil, os primeiros relatos datam do final do século XVIII
(EIDT, 2004), e nesta mesma época, sao construidos os hospitais de “lazaros”.
Nesta ocasido, foi iniciado um modelo isolacionista que mais tarde seria
caracterizado pelos asilos-colénia. Estes asilos ocupavam areas extensas, com
plantagdes, criagdo de animais, prefeito, policiamento, cadeia, cassino, igreja e
oficinas. O servigo nas colbnias era precario, sendo prestado pelos proprios doentes.
Toda pessoa com o diagndstico de Hanseniase era encaminhada para os asilos e s6
poderia sair de la apds a alta de um servigo médico oficial.

Em 1940, com o advento da sulfona como medida preventiva da
disseminagao da Hanseniase, as politicas governamentais comegaram a mudar. Em
1962, o isolamento compulsério foi abolido e gradativamente os portdes foram
abertos aos pacientes que desejassem seguir o tratamento ambulatorial, muitos dos
quais preferiram permanecer por terem perdido o convivio social e pelo estigma
criado pela doengca (MARZLIAK et al., 2008).
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Hoje a doenga encontra-se distribuida praticamente em todos os paises da
Africa, Asia e América Latina. Na Europa ndo se tem registro de casos novos,
segundo levantamento da Organizacao Mundial de Saude (OMS) de 2005.

Na América do Norte (EUA) registram novos casos, mas a prevaléncia
encontra-se inferior a 1:10000 (hab.) habitantes. Em relagcdo aos EUA, segundo
dados oficiais, 7029 casos foram identificados no periodo entre 1975 a 2005,
mantendo nestes anos uma prevaléncia inferior a 1:10000 hab. (NATIONAL
HANSEN'S DISEASE PROGRAM DATA STATISICS, 2009). Estes dados indicam
que a doenga nestes continentes esta sob controle nao representando problema de
saude publica conforma os critérios da OMS.

Com a introdugao da poliquimioterapia (PQT) para tratamento da doenga no
inicio da década de 80, o numero global de casos identificados, que na época era
em torno de 5,4 milhdes distribuidos em 122 paises endémicos, reduziu
drasticamente para 641.091 em 2000, com 107 paises atingindo a meta proposta
pela OMS (JACOBSON; KRAHENBUHL, 2009). O grande sucesso da PQT levou a
OMS a lancar, em Maio de 1991, durante o 44° World Health Assembly, uma
campanha mundial para eliminagdo da Hanseniase como problema de saude
publica até o ano 2000. A iniciativa reforgou a queda na prevaléncia, porém, no
comego de 2008, o ultimo levantamento da OMS mostra que o objetivo de
eliminagdo ainda precisa ser alcancado: a prevaléncia da doencga foi de 212.802
casos, com trés paises apresentando taxa acima de 1:10000 hab - Brasil, Nepal e
Timor Leste - apresentando respectivamente uma prevaléncia de 2,4, 1,18 e 1,23
(WHO, 2009a; WHO, 2008).

O Brasil encontra-se entre esses trés paises, e € aquele com a maior
prevaléncia da doenca, com taxa de 2,4: 10000 hab e com 45.847 casos detectados,
no comego de 2008. No estado do Rio de Janeiro, as taxas de prevaléncia da
Hanseniase encontram-se muito proximas das expectativas da OMS. No ano de
2008 foram detectados 1880 novos casos, em relagdo aos 2.552 casos de 2007,
com coeficiente de detecgao geral de 11,84/100.000 habitantes e 14,31/100.000
habitantes respectivamente e uma prevaléncia de 1,46/10000 hab. (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2008a; 2009).

Atualmente, a Hanseniase permanece como problema de saude publica em
quinze paises situados na Asia, Africa e América do Sul. Seis paises (Brasil, india,

Madagascar, Miamar, Mogambique e Nepal) sdo responsaveis por 83 % do numero
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total de casos e por 88% dos casos novos de Hanseniase. Destes paises, a india
merece destaque, pois sozinha é responsavel por 64 % da prevaléncia e por 78%
dos casos novos (WHO, 2009a).

O numero de casos registrados no mundo durante o ano de 2008
apresentou uma queda de 4 % em relagdo a 2007, seguindo a tendéncia do ano
anterior. Os esforgcos ainda visam eliminar a Hanseniase em nivel nacional nos
paises endémicos, e em um nivel local, naqueles que ainda apresentam areas
endémicas (WHO,2008; WHO, 2009a). No Brasil, a queda foi de apenas 2,8% sendo
registrados 38.992 casos, 2910 destes em menores de 15 anos (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2009).

Segundo o Ministério da Saude, um caso de Hanseniase é definido quando
uma pessoa apresenta uma ou mais das seguintes caracteristicas: uma ou mais
lesbes de pele com alteracao de sensibilidade, acometimento de um ou mais nervos
com espessamento neural e baciloscopia positiva (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2008b).

2.1.2 Mycobacterium leprae

O bacilo causador da Hanseniase foi identificado pela primeira vez em 1873
pelo cientista noruegués Gerahard Henrik Armauer Hansen, sendo por este motivo
chamado de bacilo de Hansen (PALLAMARY, 1995). O Mycobacterium leprae (M.
leprae) € um microorganismo intracelular obrigatério, alcool-acido resistente (BAAR),
movel, de conformacao levemente curva e que mede em torno de 2- y micra por
0,5u micra. O fato do bacilo ndo ser cultivavel em meio artificial, além de intrigante
cientificamente, tem sido um fator limitante classico da pesquisa em Hanseniase.
Tipicamente, os estudos sobre o metabolismo do M. leprae e da resposta
imunoldgica do hospedeiro frente a infeccdo séo feitos ou por comparagdo com
outras micobactérias cultivaveis, tais como, o M. tuberculosis, M. avium, ou
utilizando bacilos mantidos por inoculagdo em patas de camundongo timectizados,
ou ainda, a partir de tecido infectado de tatu, sem outro hospedeiro natural
(SCOLLARD et al., 2006).
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O M. leprae é o microorganismo conhecido que apresenta o tempo mais
longo de multiplicagdo, em torno de 14 dias, o que seria uma explicagao plausivel
para o longo periodo de incubag¢do da doenga (COLE et al., 2001).

Sabe-se que a composicdo da parede celular é semelhante em todas as
bactérias, sendo esta parede composta por ligacées covalentes de complexos de
acido micadlico, arabinogalactanas e peptideoglicanas. No entanto, na composi¢cao da
parede celular do M. leprae encontram-se peptideoglicans e glicolipideos fendlicos
(PGLs) que conferem especificidade imunoldgica ao bacilo, em particular, o PGLs
(SCOLLARD et al., 2006).

O bacilo tem tropismo pelas células fagocitarias e de Schwann da bainha de
mielina que reveste os nervos periféricos. Este neurotropismo é atribuido a ligagao
do M. leprae com a laminina alfa 2 da membrana basal anexa as células de
Schwann. O complexo M. leprae/laminina liga-se entdo a alfa-dextroglicana, uma
proteina de membrana da célula de Schwann em um evento que medeia a invasao
celular (RAMBUKKANA et al., 1997; RAMBUKKANA, 2000).

As células de Schawann sao incapazes de digerir os patdogenos e os
agentes terapéuticos tém dificuldade de atingir os tecidos-alvo nervosos. O estimulo
imunoldgico gerado pela presenca do M. leprae somado a desmielinizagao dos
nervos periféricos, leva ao dano neural (SCOLLARD et al., 2006).

Com o sequenciamento do genoma do M. leprae, ficou evidente uma
dramatica reducdo de seu material genético. Comparando com seu parente mais
proximo, o genoma do M. leprae apresenta em torno de 3,27 megabases (Mb)
contra 4,4 Mb do M. tuberculosis, ocupado parcialmente por 1.116 pseudo-genes
inertes na traducdo de proteinas. Analises comparativas detectaram apenas 391
espécies de proteinas soluveis codificadas pelo genoma do M. leprae, em
comparagao com aproximadamente 1800 do M. tuberculosis (COLE et al., 2001).

Esta evolugao redutiva do genoma do M. leprae contribui para a eliminagao
de importantes fun¢gdes do seu metabolismo, talvez justificando peculiaridades, tais
como o fato do bacilo ndo ser cultivavel, ter um tempo de duplicagdo muito longo e

ter se firmando como parasita intracelular obrigatério.
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2.1.3 Hipoteses da Agressédo Neural na Hanseniase

Estima-se, hoje, a existéncia de 3.000.000 de doentes no mundo, com
incapacidade tipo 2 permanente, enquanto que, no Brasil, ha 55.000 casos, mesmo
apos o tratamento poliquimioterapico (PQT) completo.

Sabe-se que 30% da destruicdo de fibras nervosas sdo necessarias para
inferir manifestacao clinica.

A agressao nervosa na Hanseniase pode ocorrer de duas formas. A primeira
delas é comum tanto a forma paucibacilar quanto a multibacilar, ocorrendo no inicio
da doenca e as células inflamatdrias estdo ausentes. Ja a segunda forma, é tardia e
com presenga do processo inflamatério, podendo haver o desenvolvimento de
autoimunidade, citotoxicidade, com presenca de ROl (Reactive Oxigen
Intermediates) e NO (Oxido nitroso), fibroblastos, NGF-R (Nerve Growth Factor),
NgCAM (Neural Glia Cell Adhesion Molecule), Interferon gamma e TGF-B
(Transforming growth fator beta), TNF- a e TNF B (Tumor Necrosis Factors), IL-6, IL-
8, IL-12 e IL-10 (Interleucinas) e metalo proteinases matriciais (CHACHA et al.,
2009).

2.1.4 As Principais Caracteristicas do Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico € composto pelas fibras nervosas, formadas
por um ou mais axoénios, envoltos pelas células de Schwann, mantidas pelo
endoneuro, mais material amorfo da matriz extracelular, capilares, fibroblastos e
mastdcitos, assim como o epineuro e o perineuro.

Dentro da bainha perineural, os axdnios e as células de Schwann sao
envolvidos pela ldmina basal, representada por uma organizagédo especial da matriz
extracelular e composta por varias moléculas secretadas por multiplas células,
dentre elas, as de Schwann.

A lamina basal, através de interacbes com receptores da membrana celular,
participa no metabolismo celular, na organizacdo das proteinas das membranas
plasmaticas, na migragao celular durante a embriogénese, na diferenciagao celular e
na influéncia da regeneragcdo axonal, além de possuir fungbes estruturais e

sinalizadoras.
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A laminina, um dos componentes da lamina basal, € uma molécula grande e
flexivel, formada por trés cadeias longas de polipeptidios (a, B e y), em forma de
cruz assimeétrica, mantidas unidas por pontes de dissulfetos. Conhecem-se, até o
momento, um total de 15 isoformas de lamininas.

A lamina basal e as lamininas sao importantes para o sistema nervoso
periférico. Além de programarem a sintese da mielina pelas células de Schwann,
elas contribuem no correto desenvolvimento do sistema neural embrionario e
garantem a integridade e a interagdo com os componentes da matriz extracelular.

Em casos de distrofias musculares e neuropatias periféricas, ha auséncia de
uma das isoformas, a laminina-2, provocando a descontinuidade da |amina basal,
desmielinizagdo e diminuicdo na conducédo dos estimulos, uma vez que as células
de Schwann se tornam incapazes de controlar esses processos, porque, dentro do
axoénio, seu numero diminui e a proliferacao fica mais lenta.

As lamininas, na matriz extracelular, se ligam ao colageno |V, a perlecana e
as entactinas e aos receptores de superficie celular, em particular, as integrinas.

As integrinas sao formadas por duas subunidades: a e [3, e funcionam como
receptores transmembranicos heterodiméricos na manutengcdo dos contatos
morfolégicos entre a matriz extracelular e o cito esqueleto, para a conservacao da
arquitetura celular e do equilibrio do meio interno.

Estéo localizados em sitios denominados "areas de adesao focal", onde a
sua porgao intracitoplasmatica mantém contato com o citoesqueleto e, no meio
extracelular, agem primariamente como receptores de colageno, laminina e
fibronectina cujos ligantes podem unir-se a diferentes tipos de integrinas.

As alteragdes das expressdes das lamininas e integrinas sédo de tal
importancia que podem ser usadas para caracterizar a evolugao e a gravidade em
casos de neuropatias em humanos e ratos.

Dentre outras moléculas expressas no sistema nervoso periférico, destaca-
se a proteina S-100, a qual compreende 21 diferentes isoformas, dentre elas, a S-
100 a e S-100 B sdo as principais presentes no tecido nervoso. E um dimero
altamente acido, hidrossoluvel, com massa molecular de 21kDa, que mostra forte
afinidade ao calcio, e pertence a familia das proteinas moduladoras, encontradas
exclusivamente em vertebrados. Apresentam-se em células gliais, células de
Schwann, melanécitos, células de Langherans, dendrécitos dérmicos, histidcitos,

adipocitos, células mioepiteliais e algumas células epiteliais de glandulas.
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A proteina S-100 participa de atividades reguladoras intra e extracelulares,
inibe a fosforilacdo e regula a estabilidade do citoesqueleto, alterando seu
metabolismo, por meio de atividades enzimaticas, incluindo a homeostase do calcio.

Quanto as suas funcdes extracelulares, exerce influéncias sobre as células
inflamatdrias, neurdnios, astrocitos, células gliais, endoteliais e epiteliais.
Demonstrou-se em humanos e cobaias, que a expressao da S-100, nos corpusculos
de Meissner e Paccini, é irregular, apos a compressao ou secgdao do nervo. Sua
expressao tem sido utilizada nos trabalhos envolvendo a Hanseniase, sobretudo,
com o objetivo de melhor diagnosticar a doenca, particularmente, nas formas
indeterminada e tuberculoide com baciloscopia negativa.

Fleury e Bacchi (1987) detectaram alteracdo da expressédo da proteina S-
100 em 8 casos (88,8%) de 9 casos com granuloma histopatdgico inespecifico, sem
bacilo. Singh e colaboradores (1994), ao estudar as dermatoses granulomatosas
sugeriram a utilidade da proteina S-100, na elucidagao diagndstica da Hanseniase.

Thomas e colaboradores (1999) empregaram o método da expressdo da
proteina S-100 também em doengas granulomatosas, logo concluiu que era util na
exclusdo da Hanseniase, precisamente quando as terminagdes nervosas
apresentaram-se integras.

Outro importante receptor da célula de Schwann é a dextroglicana
originariamente isolada dos musculos esqueléticos, € um receptor da laminina-2,
que mantém a adesao da lamina basal da matriz extracelular com a membrana
celular da célula de Schwann.

Com a ligacdo do Mycobacterium leprae a laminina-2, € possivel que a
dextroglicana participe no processo de desmielinizagdo e na depressao axonal na
Hanseniase, com o mecanismo semelhante a agcdo das integrinas, particularmente
da B1 (SHETTY; MISTRY; ANTIA, 2000; CHACHA et al., 2009).

2.1.5 Interacdo do Micobacterium Leprae com SNP

A afinidade do Micobacterium leprae pelos nervos periféricos € conhecida e
estudos recentes demonstram que a ligagdo da bactéria as células de Schwann,
induz a desmielinizacdo, em particular no tipo nao-mielinizado das células de

Schwann, cujas ligagdes sdao mais intensas. Nestas células, o Micobacterium leprae
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encontra protecao contra respostas imunes do hospedeiro e um local extremamente
favoravel a sua proliferacao e sobrevivéncia (SPIERINGS et al., 2000).

Ha evidencias de que na Hanseniase, a invasdo do organismo pela bactéria
decorra da ligacado entre o Micobacterium leprae e a célula de Schwann na lamina
basal da matriz extracelular. Especificamente, esta micobactéria apresenta o
glicolipidio feldlico-1 (PGL-1) e estudos demonstram que a forma purificada do PGL-
1 liga-se particularmente a cadeia a 2 da laminina-2.

Em sintese, os mecanismos de acao do Micobacterium leprae ainda nao
foram completamente elucidados e aceitos. A agressdo da micobactéria sobre a
matriz extracelular do sistema nervoso periférico provoca quebra da ligacao entre a
lamina basal e células de Schwann, deteriorando a integridade das fibras nervosas e

alterando fungdes fisioldgicas e neuronais (CHACHA et al., 2009).
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Figura 1: LA&mina basal com seus componentes e moléculas de adesao
A - Matriz extracelular; B - LAmina basal; C - Célula de Schwann (CHACHA et al., 2009)
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FIBRA NERVOSA ou FEIXE NERVOSO

Constituida de axonios, celulas de Schwann. bainha de mielina e endoneuro
circundante.

—» PERINEURO

___» ENDONEURO

EPINEURQ

englobando 1 feixe nervoso

Figura 2: Corte transversal de um nervo periférico mostrando o Epineuro, Perineuro e
Endoneuro (Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008)

2.2 ASPECTOS IMUNOLOGICOS

O M. leprae € um microorganismo de alta infectividade e baixa
patogenicidade, ou seja, embora consiga infectar grande numero de individuos,
somente uma pequena parcela ira desenvolver doenga. E mesmo entre aqueles que
adoecem, as manifestagdes clinicas e histopatologicas compreendidas entre as
formas polares desta doenca sdo as mais variadas. As caracteristicas clinicas da
doenca refletem a diversidade da patologia, a qual depende do equilibrio entre a
multiplicacdo bacilar e resposta imune do hospedeiro. Somente através de uma
“visdo imunolégica” podemos entender como e porque das diferentes reagdes do
hospedeiro frente a um unico agente etiolégico. A resposta imune especifica,
desencadeada pelo M. leprae, ndo sO determina o curso da infeccdo como a
expressao das diversas formas clinicas da doenca.

Assim como em outras doengas causadas por microorganismos
intracelulares obrigatorios, a Hanseniase exige do hospedeiro uma resposta imune

celular eficiente. Logo, uma falha na imunidade celular especifica favorece uma
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proliferacdo indiscriminada de bacilos, justificando a existéncia das formas mais
graves da doencga, como as encontradas no pélo lepromatoso ou virchowiano.

Entretanto, ainda que a imunidade celular assuma maior importancia no
controle da Hanseniase, esta se encontra intimamente ligada a imunidade humoral.
A analise isolada de qualquer uma delas tem um carater estritamente ditatico, uma
vez que ambas sao ativadas simultaneamente e se interrelacionam (LYRA, 2004).

O reconhecimento de duas populagdes distintas de linfocitos T auxiliares
(Th-1 e Th-2) trouxe novas possibilidades sobre os mecanismos reguladores
envolvidos na resposta imune (MODLIN, 1994; MISRA et al., 1995).

Admite-se que o padrao de produgao de linfocinas do tipo Th-1 determina
uma resposta imune celular efetiva, que cursa com predominio de linfécitos T CD4+,
formagado de granulomas e agdo antibacteriana eficaz. Em contrapartida, no padréao
Th-2, ocorre predominio de linfécitos T CD8+ associado a uma resposta celular
inadequada, que permite franca multiplicagdo bacilar, resultando em infecgao
progressiva.

Os pacientes TT e BT apresentam resposta do tipo Th-1. Ja os pacientes BL
e LL, com imunidade deficitaria, apresentam resposta do tipo Th-2, que leva a um
estimulo na producgao de anticorpos por linfécitos B (MOSMANN; COFFMAN, 1989).

Os linfocitos Th-1 secretam IL-2 e INF- y enquanto os linfécitos Th-2
produzem basicamente IL-4, | IL-5 e IL-10. Ambas as sub-populacdes linfocitarias
tém origem a partir de um padrdo comum TH-0. A diferenciagdo em Th-1 seria
influenciada pela presenca de INF y e IL-2 (SIELING et al., 1994), enquanto a IL-4
teria a capacidade de induzir a diferenciacdo no padrao Th-2.

Entretanto, os padrdées de producéo de linfocinas do tipo Th-1, Th-2 e Th-0
tém sido mais bem demonstrados em modelos experimentais utilizando murinos do
que em modelos humanos. Nestes casos ndo ha consenso entre os autores. Howe e
colaboradores (1995) observaram um padrao de linfocinas heterogéno, distinto dos
tipos Th-1, Th-2 e Th-0, ao estudar a pele e o sangue periférico de pacientes com
Hanseniase.

Outros fatores ainda nao tdo bem estabelecidos também parecem influenciar
na resposta imune do hospedeiro, como a carga bacilar (GODAL; LOFGREN;
NEGASSI, 1972), o tempo de exposi¢cdo aos antigenos bacterianos, a coexisténcia

de infecgdes superimpostas (PARRONCHI et al, 1991) e uma predisposi¢céao
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genética, envolvendo genes implicados com a resisténcia ou susceptibilidade a
agentes infecciosos (MORAES et al., 2001).

Genes como o da resisténcia natural associado a proteina 1 do macrofago
(NRAMP1 e TNF- a seriam capazes de induzir resposta imune inata e adquirida
relacionada com resisténcia contra micobactérias (SANTOS et al., 2000; MORAES
et al., 2001).

Moraes e colaboradores (2001) sugerem que o alelo TNF 2 pode estar
associado a maior producao de TNF-a que, por sua vez, estaria relacionada a uma
resposta mais intensa a reacao leprominica (teste de Mitsuda).

Pacientes tuberculdides mostram indices de TNF-a mais elevados quando
comparados com lepromatosos. Corroborando estes achados, Moraes e
colaboradores (2001) encontraram niveis crescentes do alelo TNF 2 em pacientes
com formas resistentes de Hanseniase TT e BT.

Algumas citoquinas desempemham papel chave no orquestramento da
resposta imune.

O INF-y apresenta importante agdo como mediador da resposta imune.

E produzido por linfocitos T ativados e esta relacionado com a capacidade
microbicida dos fagécitos mononucleares da geracao de radicais livres de oxigénio,
peroxidos e superperdxidos. Encontra-se com maior frequéncia nas formas
resistentes de Hanseniase, estando intimamente relacionado a resposta imune
efetiva (KAWAMURA et al., 1992).

O TNF-a é uma citocina que possui ampla agdes bioldgicas, tais como,
inibicdo de crescimento tumoral e protegao contra agentes infecciosos, além de ser
importante mediador de respostas inflamatérias e do choque séptico. Portanto, a
producdo excessiva de TNF-a pode ser deletéria, levando inclusive a faléncia
organica multipla e morte.

Em virtude destes efeitos deletérios e benéficos, &€ necessario haver um
rigoroso controle desta citocina por parte do organismo.

Alteragbes relacionadas a transcricdo génica e produgdo desta proteina
estdo intimamente ligadas as complicagbes relacionadas a respostas inflamatérias
agudas em uma série de doengas.

O TNF-a é uma molécula pro-inflamatéria capaz de mediar a expressao de
molécula de adesdo e migragdo leucicitaria na pele. O TNF-a tem um papel

fundamental na resposta imunoldgica contra o M. leprae, entretanto, também tem
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mostrado ter grande importancia na génese dos estados reacionais (SAMPAIO,
2003).

2.3 FORMAS CLINICAS

Desde a mais remota época, sempre se buscou classificar a Hanseniase de
acordo com suas formas clinicas. As descri¢des mais antigas sao oriundas da China
e India e datam do século VI aC . O tratado indiano Sushra Samhita, escrito por volta
do ano 600 aC, foi o primeiro a reconhecer diferentes formas da doenca
(HASTINGS; OPROMOLLA, 1994): Vat Rakta, forma clinica com alteracdes
sensoriais e deformidades, porém sem lesbdes cutaneas e Aruna Kushta, esta
subdividida em duas variedades com lesdes cutaneas, sendo a primeira com
alteragbes sensoriais e a outra com predominio de ulceragao.

Danielssen e Boeck (1848) dividiram a Hanseniase em duas formas: nodular
e anestésica. Hansen e Looft (1895) classificaram esta doenga em Lepra tuberosa e
maculo-anestésica, a fim de fazer referéncia as lesdes de pele também presentes
nestas formas clinicas. Neisser (1903) dividiu a doenca em trés formas: Lepra
tuberosa, cutédnea e nervosa. Darier, em 1923, foi o primeiro a adotar o termo
tuberculdide em relagédo a Lepra. Em 1931, nas Filipinas (Manila), houve a primeira
tentativa em uniformizar a classificagcédo da Hanseniase. O Congresso Internacional
de Lepra no Cairo (1938) aperfeicoou a classificacdo de Manila, adotando o termo
lepromatoso para a forma até entdo conhecida como cuténea e dividindo a forma
neural em 3 subtipos: neuro-macular simples, neuro-macular tuberculdide e neuro-
anestésica. Posteriormente, diversas classificacbes foram propostas, sendo dignas
de nota a do Il Congresso Pan Americano de Lepra no Rio de Janeiro (1946), a de
Havana (1948), onde o conceito de proposto por Rabello em dividir a doenga em
duas formas polares foi aceito, e a de Madrid que admitia a presenca de um novo
grupo conhecido como dimorfo (Borderline, que seria uma forma intermediaria entre
os dois extremos (tuberculdide e lepromatosa) (LYRA, 2004). A classificagcdo de
Madrid (1953) admitia ainda a forma indeterminada ou indiferenciada, capaz de
evoluir para qualquer espectro clinico. Ridley e Jopling (1962) propuseram uma nova
classificagdo, baseada em critérios imunoldgicos e histopatolégicos, originalmente

planejada para fim de pesquisa (LYRA, 2004).
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Em 1966, Ridley e Jopling aperfeicoaram este sistema de classificagcao, que
passou a levar em conta aspectos clinicos e baciloscopicos, além dos previamente
citados. A grande vantagem que a classificacdo de Ridley e Jopling trouxe foi poder
explicar a enorme variedade de manifestagdes clinicas encontradas na Hanseniase
por meio de mecanismos imunoldgicos,ou melhor, da interagdo do Mycobacterium
leprae com o hospedeiro (JOPLING; MCDOUGALL, 1991). A classificagao de Ridley
e Jopling (1966), adotada neste trabalho, admite cinco formas clinicas espectrais e

uma forma clinica inicial, descritas a seguir.

2.3.1 Classificacéo de Ridley e Jopling (1966)

Hanseniase Indeterminada (HI): Forma clinica inicial da doenga capaz de involuir
espontaneamente ou evoluir para qualquer das formas espectrais. Clinicamente
caracteriza-se por presenca de maculas hipocrédmicas, hipoestésicas, geralmente em
pequeno numero. Pode haver perda de pélos no interior das manchas. O aspecto
histopatolégico é de um infiltrado do tipo linfo-histiocitario inespecifico e somente o
envolvimento das terminagdoes nervosas, laminagdes do perineiro e aumento da
celularidade intraneural, pode definir o diagnostico (SALES et al., 2004). O indice
bacteriolégico € negativo, enquanto o teste de Mitsuda pode ser negativo ou

positivo.

Hanseniase tuberculdide tuberculdide (TT): Uma das formas polares da doencga, é
classicamente representada por placa eritematosa ou hipopigmentada de limites
bem definidos, uniformemente infiltrada, com centro deprimido, alopécia, anidrética e
com anestesia precoce. Algumas vezes assume aspecto descamativo. Costumam
ser lesbes unicas ou pouco numerosas, associadas a espessamento de nervo
periférico. Sintomas como anestesia, hiperestesia, fraqueza e/ou atrofia muscular
podem estar presentes. Em geral, a lesdo neuroldgica esta restrita a um ou dois
troncos nervosos.

O aspecto histopatolégico (RIDLEY; JOPLING, 1966) é de granuloma
tuberculdide, com grande numero de células gigantes do tipo Langhans e halo
linfocitario bem constituido, que se dispde em faixa na derme papilar acompanhando

o feixe vasculo-nervoso superficial, algumas vezes podendo “tocar” a epiderme. Na
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derme média /profunda o infiltrado inflamatério é focal, do tipo perivascular e
perianexial. Raramente, pode-se identificar filetes nervosos, provavelmente ja
destruidos pelo processo imflamatorio. Mastocitos estdo presentes em grande
numero, mas nao se consegue identificar BAAR. O teste de Mitsuda é positivo e a
baciloscopia negativa.

Existe ainda uma forma com acometimento neural puro, sem manifestacéao
cutédnea (MENICUCCI et al., 2005).

Hanseniase borderline tuberculdide (BT): As lesbes cutdneas sao semelhantes a
das Hanseniase tuberculoide tuberculdide (TT), entretanto as placas costumam ser
mais numerosas, algumas vezes com lesbes satélites e com bordas externas
menos nitidas em alguns pontos. A xerodermia intralesional habitualmente n&o é téo
pronunciada como na forma TT. Embora o niumero de troncos nervosos acometidos
seja pequeno, geralmente é maior que na TT. Na Hanseniase borderline
tuberculdide os achados histopatolégicos (RIDLEY; JOPLING, 1966) também sé&o
semelhantes a TT. Entretanto, pode haver pequenas diferencas, tais como, a
presenca de um edema moderado dissociando os granulomas, a permanéncia de
alguns filetes nervosos preservados, além da auséncia de “agressao” a epiderme.
N&do se identificam BAAR ao exame histopatologico. O Mitsuda é positivo e a

baciloscopia negativa.

Hanseniase borderline borderline (BB): Entre os dois pdlos, encontra-se a forma
borderline borderline, que substituiu a designacédo inicial de dimorfa. Esta é mais
instavel das formas clinicas de Hanseniase.

Caracteriza-se por apresentar placas infiltradas, eritematosas, cujo limite
externo € impreciso e o centro oval, hipopigmentado, com bordas internas bem
delimitadas, assumindo o aspecto conhecido como “foveolar” ou em “queijo suigo”.
O grau de anestesia das lesbes é menor quando comparado ao das formas
tuberculdides. O numero e o tamanho das lesdes sao bastante variados.

O aspecto histopatolégico apresenta grande variacdo de acordo com a area
biopsiada, ora se aproximando do pélo tuberculdide, ora se parecendo com o pdlo
lepromatoso (RIDLEY; JOPLING, 1966). Os granulomas sao quase exclusivamente
formados por células epitelidides pouco coesas e por raros linfécitos e plasmacitos e

nao se observam células gigantes de Langhans. Os feixes nervosos sdo mais
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facilmente identificaveis e podem mostrar proliferagdo moderada de células de
Schwann. Em alguns casos, ja se observa faixa subepidérmica de colageno (Faixa
de Unna). Bacilos alcool-acido resistentes podem ser encontrados. O teste de

Mitsuda costuma ser negativo, enquanto o indice baciloscdpico € positivo.

Hanseniase borderline lepromatosa (BL): As lesdes podem ser maculas, papulas,
placas e nodulos e costumam ser numerosas e assimétricas. Algumas placas tém
grande dimens&o, geralmente com configuragado foveolar tipica. Estas lesdes n&o
sao brilhantes ou suculentas e nao apresentam alteracdo de sensibilidade tao
marcante quanto as encontradas na forma TT da doencga. Eventualmente, alguns
nddulos demonstram caracteristicas depressao central. Pode haver espessamento
de varios nervos periféricos.

A histopatologia (RIDLEY; JOPLING, 1966) demonstra raros agregados de
células epitelioides em meio a macroégafos pouco diferenciados e quantidade
variavel de linfocitos e pasimocitos. O infiltrado inflamatorio € mais denso do que o
encontrado nas formas anteriormente descritas e a epiderme pode ser atrofica em
determinados cortes. Os filetes nervosos sao identificados com maior facilidade e
encontram-se infiltrados por células mononucleares, assumindo o caracteristico
aspecto de “bulbo de cebola”. O teste de Mitsuda € negativo e a baciloscopia é

positiva.

Hanseniase lepromatosa lepromatosa (LL): Forma polar da doenca que se
caracteriza por apresentar imunidade celular deficiente, incapaz de reprimir a
multiplicagdo do M. leprae. As lesdes iniciais costumam ser maculas, levemente
hipopigmentadas ou eritematosas, algo brilhante, com limites mal definidos,
tendéncia a simetria e, numa fase precoce, podem passar desapercebidas ao
exame. As alteracdes de sensibilidade sdo pouco evidentes neste periodo inicial,
assim como o espessamento de nervos periféricos. Com a progressdo da doenca,
toda a superficie corporal tende a ser acometida, com excecédo do couro cabeludo,
axilas, virilha, cavo popliteo e perineo. A pele torna-se infiltrada, lisa, brilhante,
eritematosa e ressecada, adquirindo aspecto caracteristico. Pode haver
aparecimento de tubérculos ou nddulos difusamente distribuidos, porem com
predominio na face, em especial nos pavilhdes auriculares. A infiltracado da face, o

aprofundamento das linhas de expressdo, o espessamento do nariz e pavilhdes
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auriculares, associados a madarose e preservagao dos cabelos confere a estes
pacientes o aspecto denominados de “facies leonina”. Nota-se ainda edema das
maos e membros inferiores, que podem apresentar livedo reticular, cianose e
encontram-se particulamente xerodérmicos. Nesta fase, as lesbes sdo notavelmente
simétricas, assim como as alteragcdes de sensibilidade “em bota e luva’. O
espessamento dos troncos nervosos periféricos também tende a ser bilateral e
simétrico. A infiltracdo da mucosa nasal e comum levando a voz fanhosa, coriza,
espistaxe, ulceracdo nasal, deformidades da asa do nariz e ate
destruicdo/desabamento da piramide nasal. Outros 6rgdos também podem ser
acometidos. As alteragdes oftalmoldégicas comprometem o aparelho lacrimal,
palpebra, cérnea e uvea. Dacriocistite, ectropio, lagoftalmo, ceratite, uveite, ulceras
de cornea e até cegueira sdo complicagdes descritas. Lesdes Osseas, tais como
reabsorcao de falanges distai, mal perfurante plantar, perda dos incisivos e
destruicdo dos o0ssos nasais sao talvez as alteragbes mais estigmatizantes da
Hanseniase. Podem ocorrer lesbes testiculares como orquite, epididimite e atrofia
que acarretam esterilidade, ginecomastia e impoténcia. Lesdes de 6rgaos internos
como laringe, figado, rins e supra-renal sdo mais raramente observadas (MCKEE;
CALONJE; GRANTER, 2005; TALHARI et al., 2006).

Existem ainda formas clinicas particulares de Hanseniase lepromatosa
lepromatosa como a variante histoide e “Lepra bonita” (de Lucio) (SOUZA, 1997). A
Hanseniase histoide foi descrita por Wade em 1960 e caratcteriza-se pela presenca
de lesbes nodulares, de superficie lisa, brilhantes de consisténcia firme e limites bem
definidos, semelhantes a dermatofibromas. Originalmente tida como forma de
resisténcia a dapsona, a Hanseniase histoide também tem sido observada em
pacientes virgens de tratamento (SHAW et al., 2000).

Descrita em 1852 no México por Lucio e Alvarado, a Lepra de Lucio tem
como caracteristica principal a presenga de infiltragdo cutanea difusa, que confere a
pele aspecto espessado, tumido e brilhante, associado a extensa perda de pelos
corporais. Nesta forma particular de Hanseniase lepromatosa nao ocorrem nédulos
ou tubérculos (JOPLING; MCDOUGALL, 1991).

A injecdo intradermica do antigeno de Mitsuda acarreta necrose local apos 6
horas, fenbmeno conhecido como reagdo de Medina, de grande importancia para o
reconhecimento de “lepra bonita”. A histopatologia da Hanseniase lepromatosa é

caracteristica (RIDLEY; JOPLING, 1966): a epiderme apresenta-se atrofica e
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retificada, estando separada da derme por uma faixa de colageno bem delimitada
(Faixa de Unna). Ocupando toda a extensdao da derme, encontra-se um denso
processo inflamatério que se estende por grande areas do corte, sem, contudo,
“tocar” a epiderme. Este processo inflamatério e constituido basicamente por
macrofagos, plasmécitos e poucos linfocitos com disposicdo perivascular. Os
macrofagos, com a evolugdo da enfermidade, assumem aspecto vacuolado e
encontram-se tumefeitos e repletos de bacilos, recebendo entdo o nome de células
de Virchow ou células espumosas. Os bacilos alcool - acido resistentes sao
facilmente reconheciveis e formam verdadeiras “massas” conhecidas como globias.
Os nervos podem mostrar alguma alteragao estrutural, todavia sem apresentar
infiltragao celular. O indice baciloscépico € positivo, enquanto o teste de Mitsuda é

negativo.

2.3.2 Classificagcdo da OMS

Visando otimizar a atuacéo dos programa de saude publica, em 1982, um
grupo de experts da OMS elaborou uma nova forma de classificacdo que divide os
pacientes hansénicos em dois grupos: os paucibacilares e os multibacilares. Embora
nao seja uma forma de classificagdo precisa, o sistema adotado pela OMS tem a
seu favor a simplicidade, o que permite o uso operacional mesmo em unidades
basicas de saude que n&o disponham de grandes recursos técnicos ou humanos.
Assim sendo, permite orientar o tratamento adequado aos pacientes, de acordo com
a classificagdo em pauci ou multibacilar, com seis ou doze doses de PQT,
respectivamente.

Com a finalidade de simplificar o sistema de classificagao, foram adotados
como critérios o numero de lesdes cutaneas e de troncos nervosos acometidos.
Pacientes com mais de cinco lesdes de pele ou com mais de um tronco nervoso
comprometido sado classificados como multibacilares e os demais como
paucibacilares.

A baciloscopia deve ser realizada quando ha possibilidade. Os pacientes
com baciloscopia positiva sao classificados como multibacilares, enquanto aqueles

com indice baciloscépico negativo sdo considerados paucibacilares (LOCKWOOD;
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SARNO; SMITH, 2007). Quando houver duvida na classificagdo do doente,
recomenda-se que ele seja tratado como multibacilar.

Gallo e colaboradores (2003), ao avaliarem 837 prontuarios de pacientes
multibacilares submetidos a classificacdo da OMS, a qual se baseia no numero de
lesdes cutaneas, encontraram sensibilidade e especificidade de 89,6% e 83,8%
respectivamente, e valor preditivo positivo de 95,1% e negativo de 69,5%.

O Brasil adota tanto a classificagcdo de Madri como a da OMS em seus
documentos oficiais. A classificacdo de Ridley e Jopling (1966) & frequentemente
utilizada para fins de pesquisa. E importante esclarecer que devido a terminologia
adotada no Brasil, termos derivados da palavra “lepra” foram substituidos por outras
derivadas de “virchow”, uma referéncia ao aspecto “espumoso“ do macrofago rico
em bacilos de Hansen, também chamadas de células de Virchow.

Adota-se também, em nosso pais, para as formas intermediarias o termo
“dimorfo“ como tradugao de “borderline”. Esta nomenclatura particular gera inclusive
polémica quando na codificacdo da doenga pelo pela Classificacdo Internacional de
Doencgas (CID 10) 10° revisdo, que mesmo que traduzido para o Portugués mantém
as siglas em Inglés, segundo a classificagcdo de Ridley e Jopling (OPROMOLLA;
MARTELLI, 2005).

Tabela 1: Correlagdo entre as classificagcbes de Madri (1953), de Ridley e Jopling (1966) e
da OMS (1982) adotadas para Hanseniase

Classificacao Indeterminada  Tuberculoide Borderline Lepromatosa
Madri I T B L
Ridley e Jopling I TT BT, BB, LL

HBV
OMS Paucibacilar multibacilar

TT: Tuberculdide tuberculdide; BT: Borderline tuberculdide, embora apresente caracteristicas de
forma paucibacilar, operacionalmente tem sido classificada como multibacilar; BB: Borderline
borderline; BL: Borderline lepromatoso e LL: Lepromatoso lepromatoso.

2.4 DIAGNOSTICO

Basicamente o diagndstico é feito de acordo com as manifestagdes clinicas

da doenga (WHO, 2009a). Embora tentativa de identificacdo direta do M. leprae nas
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amostars bioldgicas de pacientes, por Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR, em
inglés) ou mesmo por sorologia, em busca de anticorpos especificos como o anti-
PGL 1, tem sido realizadas (SCOLLARD et al.,, 2006). A primeira manifestagao
sugestiva da doenga € uma mancha na pele com alteragdes da sensibilidade. A
confirmacao pode ser feita, entido, pela identificacdo de bacilos na linfa coletada nos
I6bulos das orelhas, cotovelos ou da propria lesdo por bacterioscopia. Conta-se
entdo o numero de bacilos por campo microscopico e gera-se um indice, o indice
baciloscopico (IB), que vai ser util tanto para o diagndéstico como para o
acompanhamento pods-tratamento. A biopsia da pele afetada também pode ser
utilizada com alta especificidade, pois além de refletir a resposta inflamatéria na pele
e nervos periféricos, pode identificar a presenca do bacilo por coloragcdes especificas
como a de Ziehl-Neelsen e serve para diferenciar a reagdo granulomatosa da
Hanseniase de outras granulomatoses (BRITTON; LOCKWOOQOD, 2004).

Na tentativa de identificar o perfil da resposta imunolégica de um individuo
frente a antigeno do M. leprae, pode-se fazer um teste cutaneo denominado reagéo
de Mitsuda, realizada pela primeira vez em 1919 e aperfeicoada desde entao
(MARTELLI et al., 2002). O antigeno de Mitsuda ou lepromina, utilizada neste teste
intradérmico é formada por uma suspensao de bacilos de Hansen autoclavados. O
antigeno é injetado intradérmicamente, e a reacdo € mensurada apos 28 dias. A
resposta é positiva quando exista a formagdo de um granuloma no local da
inoculagdo maior ou igual a 5 mm de diametro.

A resposta positiva evidencia a integridade da resposta imunoldgica celular,
ou seja, a capacidade de formar granuloma. Por esta razdo a possibilidade de
influéncias genéticas na resposta a lepromina tem sido motivo de interesse dos
geneticistas no que concerne aos aspectos de heranga imunoldgica. Esta reagao
ajuda na classificagao clinica e serve como progndstico na forma indeterminada
(SCOLLARD et al., 2006).

2.5 TRATAMENTO

O tratamento atual da Hanseniase ¢é poliquimioterapico, baseado na

associacdo de trés medicamentos e foi introduzido na década de 80 pela OMS.
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Desde o inicio da década de 90 os medicamentos tém sido distribuidos de forma
gratuita em todo o mundo (WHO, 2009c).

Este esquema terapéutico revolucionou a historia natural da doenga e hoje
se pode dizer que a doencga é curavel em 100% dos casos tratados.

O esquema PQT é padronizado para as formas paucibacilares e
multibacilares, segundo critérios da OMS de 1980. Os casos paucibacilares sao
tratados com Dapsona, 100mg/dia e Rifampicina 600 mg em dose mensal
supervisionada, em um total de seis doses. Ja para as formas multibacilares, o
tratamento consta de 100 mg/dia de Dapsona, 50 mg/dia de Clofazimina, mais dose
mensal supervisionada de 100mg de Dapsona, 300mg de Clofazimina e 600mg de
Rofampicina ou um total de doze doses. As doses supervisionadas sao feitas nas
unidades de saude que prestam atendimento ao hanseniano e servem para evitar o
abandono do tratamento e diminuicdo da populagdo bacteriana viavel, diminuindo o
contagio (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008c).

Importante ressaltar que embora o tratamento multiterapico a longo prazo
elimine o agente bacterioldgico, a eventual perda da fungdo nervosa ocasionada
nao pode ser revertida (SCOLLARD et al., 2006).

2.6 PREVENGAO

A prevencao da Hanseniase, até 0 momento, esta baseada na deteccéo dos
casos, principalmente multibacilares e o tratamento precoce com drogas efetivas
com o objetivo de impedir a cadeia de transmissédo. Cogita-se a elaboragédo de
vacinas especificas para prevenir a doenga em pessoas expostas ou de areas
endémicas, na tentativa de profilaxia tanto pré como pds exposigao. Isto ainda nao
se concretizou, mas com o sequenciamento do genoma do M. leprae, a investigagéo
de antigenos potenciais para confecgdo de vacinas voltou a tornar-se uma
possibilidade plausivel.

Na atualidade, utiliza-se como profilaxia, a vacina BCG, com antigenos do
M. bovis. Esta vacina confere niveis de protecdo entre 20 - 80% com uma
enigmatica eficacia (MARTELLI et al., 2002; SCOLLARD et al., 2006).

Trés relativamente recentes trials estudaram a hipétese que a combinacao

de BCG com o M. leprae morto aumentava a eficacia da vacina. Os estudos foram
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conduzidos na Venezuela e Malawi e, ambos os estudos, concluiram que nao € a
adicao do M. leprae que aumenta a eficacia e sim o numero de doses, sendo que
uma segunda dose, mesmo naqueles com cicatriz vacinal aumentava a chance de
protecao além de 50% (SCOLLARD et al., 2006; CONVIT et al. 1992).

No Brasil, segundo orientagdo do Ministério da Saude, preconiza-se uma
Unica dose de BCG intradérmica em todos os contatos intradomiciliares,
independente de serem PB ou MB e de terem ou nado cicatriz vacinal prévia
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2008d).

2.7 ESTADOS REACIONAIS

No curso evolutivo da doengca podem acontecer os episddios reacionais,
reacdes inflamatdrias agudas ou subagudas que podem ocorrer antes, durante ou
mesmo apods o tratamento (KAHAWITA; WALKER; LOCKWOOD, 2008).

Os episddios reacionais sado divididos em duas formas, denominadas
Reacdo Reversa (RR) tipo 1 e Eritema Nodoso Hansénico (ENH) ou tipo 2 que
juntas podem afetar de 30 a 50 % dos pacientes acometidos de Hanseniase. Nos
episodios reacionais, o portador tem piora do estado geral, piora do acometimento
neural e cutaneo, podendo também ter os 6rgaos internos afetados. Estes episddios
sdo considerados emergéncias médicas, devido ao dano neural que pode ser
irreversivel. A causa, mecanismo e tratamento dos estados reacionais ainda sao
pouco entendidos e desafiadores. Os estados reacionais parecem ser elicitados por
respostas imunologicas diversas. A RR acomete mais os pacientes das formas
interpolares (BV, BB e BT) e parece ser uma resposta imunolégica celular do tipo
hipersensibilidade tardia (KAHAWITA; WALKER; LOCKWOOQOD, 2008).

Frente a um episddio de RR, o portador até pode mudar dentro do espectro
clinico da doenga para melhor (upgrading) ou (downgrading); neste tipo de reacéo,
as lesbes cutaneas ficam mais edematosas e eritematosas e ocorre neurite
progressiva. O ENH afeta mais os doentes bacilares (BV ou V), o episddio
caracteriza-se por nodulos cutaneos, por vezes ulcerados, febre e mal estar,
podendo ocorrer iridociclite, epididimite, artrite e miosite, além de certo grau de
neurite. Esta reacdo deve-se ao aumento de imunoblobulinas circulantes e pobre

resposta celular. Uma outra forma particular de reagdo, embora nao tao frequente,
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pode acontecer nos doentes bacilares: trata-se de uma vasculite necrotizante
chamada de fendmeno de Lucio, cuja mortalidade e morbidade sado bastante
elevadas (SCOLLARD et al., 2006; COSTA et al., 2005).

Os estados reacionais normalmente sdo tratados com altas doses de
corticosterdides e/ou talidomida, sendo este ultimo medicamento mais utilizado no
ENH devido sua agao antiinflamatéria - porém, por ser reconhecidamente
teratogénico, o uso da talidomida exige medidas preventivas quanto a anticoncepgéo
que devem ser adotadas por mulheres que necessitam deste tratamento
(KAHAWITA; WALKER; LOCKWOOD, 2008).
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3 IMUNOHISTOQUIMICA

A Patologia conta hoje com um arsenal poderoso de recursos tecnolégicos.
Ao lado de procedimentos convencionais de analise macro e microscépica utilizados
ha muito tempo, nos ultimos anos surgiram novos e diversificados instrumentos de
estudo, trazendo colaboragao valiosa ao estudo das doencas.

As técnicas de imunohistoquimicas representam uma das maiores
conquistas, complementando o exame histopatolégico, a histoquimica e a
microscopia eletrbnica, e os resultados ja conseguidos, e a constante producéao de
novos marcadores, permitem vislumbrar um futuro ainda profundo.

A imunohistoquimica € técnica essencialmente qualitativa. Embora métodos
quantitativos possam ser aplicados para determinar um numero de elementos
presentes ou a intensidade da reagao, seu objetivo fundamental € o encontro e a
localizacdo topografica de antigenos nos tecidos. Nesse sentido, difere de outros
testes imunologicos que fornecem resultados quantitativos, como radioimunoensaio,
ELISA etc. O produto da reacdo imunohistoquimica deve ser sempre interpretado
em conjunto com os achados morfologicos, e ndo simplesmente em termos de
reacao positiva ou negativa.

Esta técnica é um conjunto de procedimentos que utiliza anticorpos como
reagentes especificos para detecgdo de antigenos presentes em células ou tecidos.
O produto da reacdo antigeno-anticorpo € examinado ao microscopio em
preparados citologicos, em cortes histoldgicos de amostras incluidas em parafina ou
em cortes obtidos de tecidos congelados e cortados em criostato.

Sua utilizagdo permite identificar grande variedade de antigenos celulares e
microorganismos, tais como: imunoglobulinas, enzimas, fatores de coagulagao,
particulas virais, entre outros (MENDONCA, 1987).

O método foi introduzido em 1942 por Coons e colaboradores quando
acoplaram uma substancia fluorescente, o isotiocianato de fluoresceina, a um
anticorpo, permitindo a identificagdo do complexo antigénico usando microscopio
com fonte de luz ultravioleta.

A imunofluorescéncia passou entdo a auxiliar o diagndéstico
anatomopatolodgico, e tem sido de grande valia em Dermatopatologia, sobretudo no

que se refere as doencas bolhosas.
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O método representou uma descoberta importante, mas apresentava
algumas desvantagens que limitavam a sua utilizagdo: necessidade de cortes em
congelagao, emprego de microscopio com fonte de luz ultravioleta, exame imediato
das preparacdes, pouca definicdo celular, impossibilidade de arquivamento do
material, inviabilidade de analise concomitante pela microscopia eletrénica e estudo
retrospectivo.

Em 1962, Saint-Marie tentou a fixagao prévia do material em alcool, inclusdo
em parafina e aplicagao posterior da técnica de imunofluorescéncia.

Em 1957, Straus utilizou a peroxidase extraida do rabano silvestre
(horseradish) para avaliar a absorgao protéica dos tubulos renais do rato. A
possibilidade de unido de uma enzima com uma proteina tornou-se uma realidade.

Grande avango técnico foi conseguido em 1966 por Nakane e Pierce que
conjugaram um anticorpo a uma peroxidase. Posteriormente, outras enzimas foram
experimentadas, tais como a glicose-oxidase e a fosfatase alcalina.

O complexo antigeno-anticorpo-peroxidase, para ser reconhecido ao
microscopio Optico necessitava de um substrato cromdégeno capaz de gerar um
produto final corado. A benzidina passou a ser a substancia mais empregada para
este fim e em decorréncia de suas propriedades toxicas e possivelmente
carcinogénicas, Grahan e Karnovsky (1966) substituiram-na pelo seu derivado, a 3-3
diamino-benzidina-4 HCI (DAB).

Em 1969, Avrameas e Ternyck fixaram o material em glutaraldeido e
conseguiram o exame simultaneo: imunohistoquimico e de microscopia eletrénica.

O aprimoramento técnico alcangou seu apice em 1970, quando Sternberger
e colaboradores conseguiram um anticorpo peroxidase-antiperoxidase (PAP):
complexo estavel, soluvel, que nao perdia a imunorreatividade nas passagens
sucessivas pelas solugdes tampdes. A modificagao introduzida proporcionou maior
sensibilidade e especificidade na identificacdo antigénica.

Um dos problemas solucionados foi a eliminagdo da peroxidase enddgena,
presente em algumas células. Isto foi conseguido por Streefkerk (1972), utilizando o
peroxido de hidrogénio H,O, a 3 % em metanol.

Ainda em 1972 Miller, examinando material fixado em formol e incluido em
parafina, identificou imunoglobulinas em material processado anteriormente,

comprovando a possibilidade de estudos retrospectivos.
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A amplitude do método imunohistoquimico tornou-se evidente quando
Touraine e colaboradores (1983) conseguiram identificar os linfécitos T humanos,
usando anti-soro heterdlogo.

A presenga de imunoglobulinas nas células plasmaticas foi comprovadas a
seguir por Taylor e Burns (1974), que utilizaram a a - N pironina para bloquear a
peroxidase enddgena.

A técnica imunohistoquimica exige cuidados especiais para que a resolu¢ao
final permita a identificagdo segura dos atributos antigénicos pesquisados. A
aderéncia adequada dos cortes nas diferentes etapas do processamento, o
afastamento da peroxidase enddgena, a tripsinizacdo do material, a correta diluicao
dos anti-soros, a analise obrigatéria dos padrbes de comparagdo teciduais s&o
exemplos dos requisitos técnicos indispensaveis.

Em 1983, Pinneys aplicou as técnicas de imunoperoxidase a
Dermatopatologia e chamou atengdo a sua importancia, ndo s6 quanto ao
diagnostico, como a histogénese das lesdes. Entre os varios anti-soros utilizou o
antigeno carcinoembridnico, anticorpo monoclonal para mielina, fator VIII e pré-
ceratina.

Na Hanseniase, a primeira referéncia coube a Rea e Taylor (1977) quando
verificamos variagdes dos niveis de lisozima no soro e lesbes cutaneas.

Yamashita, lwamoto e lijima (1978) pesquisaram a lisozima dos
macrofagos de pacientes hansenianos.

Ridley, Russel e Ridley (1982) estudaram nos granulomas hansénicos a
preseca de Ig G, Ig M, C1q, C3d, lisozima, alfa-1-antitripsina, plasminogénio e

proteinas C-reativa, através da imunoperoxidase.
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4 PROTEINA S-100

Em 1965, Moore isolou do cérebro bovino uma proteina acida 100 % soluvel
em solugao saturada de sulfato de aménia de pH neutro, denominando-a, por este
motivo, proteina S-100 (PS-100).

A proteina PS-100 é constituida por 91 residuos de aminoacidos; pertence a
familia das proteinas ligadas pelo ion calcio, ndo contém fésforo, carboidrato ou
lipidios. O peso molecular é de 21.000 daltons e apresenta identidade imunoldgica
com numerosas espécies de vertebrados (KESSLER; LEVINE; FASSMAN, 1968;
ISOBE; OKUYAMA, 1978; MCNUTT, 1998).

Esta proteina se constitui de uma mistura de trés espécies moleculares: S-
100 a, S-100 b e S-100 a0, dimeros contendo as sub-unidades a e (3, sendo a PS-
100a (a B) e PS-100b (BB) os componentes predominantes. A PS-100 a0 (aa)
representa a fragdo menor, apenas 3% da proteina total; o peso molecular da PS-
100 a é de 20.097 daltons e da PS-100 b, 21.104 (ISOBE; OKUYAMA, 1978; ISOBE;
ISHIOTA; OKUYAMA, 1981; ISOBE et al., 1983; SEDAGHAT; NOTOPOULOS,
2008).

A sintese da PS-100 foi estudada nas culturas de células gliais do rato por
Pfeiffer e colaboradores (1970), que verificaram o acumulo no citoplasma, quando a
cultura atingia uma certa densidade, coincidia com a inibi¢do da proliferagdo celular
na fase estacionaria. Admitiram a existéncia de um mecanismo regulador atuante
sobre a superficie celular.

Considerada desde o inicio uma proteina especifica do sistema nervoso, sua
identificacdo nas células de Schwann do sistema nervoso periférico e nas células
dendriticas satélites dos ganglios foi realizada por Eng e colaboradores (1976).

Cocchia e Michetti (1981) identificaram a PS-100 utilizando a fixagdo de
complemento, no ganglio cervical superior e medular adrenal de ratos adultos. Nesta
localizacdo, chamaram atencdo para a sua presenca ao nivel de células de
Schwann, mas nao no neurénio.

Kanamori e colaboradores (1982) identificaram a PS-100 nos linfocitos T
humanos circulantes de pessoas normais e seu numero diminuido nos portadores de
leucemia linfocitica.

Cocchia, Michetti e Donato (1981) aplicaram a PS-100 na pele normal

humana identificando-a nos melandcitos (origem neuroectodérmica) e células de
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Langerhans (origem mesodérmica); discutiram, inclusive a idéia inicial de que a
proteina s6 fosse encontrada nas células do sistema nervoso.

Kahn e colaboradores (1983) a aplica em Dermatopatologia. Na pele normal
ela é identificada nos melanécitos e células de Langerhans. Na derme, ao nivel de
células de Schwann, corpusculos de Paccini, Meissner, células reticulares
interdigitantes, condrdcitos, acinos, ductos e células mioepiteliais da glandula
mamaria. Quanto aos tumores, os achados sdo semelhantes aos descritos na
literatura.

Nakajima e colaboradores (1982b) identificaram a PS-100 em histiécitos da
histiocotse X, granuloma eosinofilico, Hand - Schuller - Chistian, Letter-Siwe, células
de Langerhans epidérmicas, interdigitantes dos linfonodos, timo e bago. Referiram
que a populagao de células de Langerhans na pele é variavel tanto de caso para
caso como em sua localizacdo. Na medula éssea é ausente, assim como nas
células epitelidides dos granulomas da sarcoidose.

Rowden, Connelly e Winkelmann (1983) estudando a histiocitose X,
xantogranuloma juvenil, xantogranuloma necrobiético, xantoma papuloso, xantoma
eruptivo e reticulohistiocitose, encontraram a PS-100 positiva nos histiécitos da
histiocitose X, mas nao nas células gigantes ou histiocitos dos outros processos
proliferativos. Relataram ainda um caso de dificil classificagdo histopatolégica, no
qual foi identificado um foco com células positivas para PS-100.

Weiss, Langloss e Enziger (1983), aplicando-a ao neurofibroma,
comentaram sobre o seu espectro celular, assim como do Schawanoma maligno |,
sarcoma de células claras e tumores neurogénicos puros (neuroblastoma,
neuroepitelioma, ganglioneuroma) visto estarem encontrando resultados conflitantes.

Watabe e colaboradores (1983) identificaram a PS-100 nos corpusculos
“tactil like“ dos neurofibromas e aventaram a possibilidade de serem constituidos por
células de Schwann.

Gaynor e colaboradores (1980) utilizando a técnica de fixagdo de
complemento e a imunofluorescéncia, demonstraram a localizacdo da PS-100 nas
células cultivadas dos melanomas, em cinco das sete estirpes pesquisadas. No ano
seguinte, os mesmos autores encontraram-na em lesdes primarias e metastaticas
dos melanomas e também nos nevos compostos. Assim, consideram a PS-100
como um bom marcador para pesquisar células do melanoma, principalmente na

variedade amelandtica e micrometatases ganglionares.
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A aplicabilidade no conhecimento de tumores melanociticos foi confirmada
por Cocchran e colaboradores (1982) utilizando cortes em parafina e substrato de
aminoetilcarbazol em 56 melanomas e 35 nevos nevociticos. Todos foram positivos
e nao estavam relacionados com o grau de pigmentacdo do tumor. Os autores
destacaram que o material tinha até sete anos de incluido em parafina e
comentaram sobre nao haver problemas quanto ao diagnéstico diferencial entre
melanoma metastatico e linfomas.

Nakajima e colaboradores (1982a) encontraram 44 casos positivos em 47
melanomas diagnosticados previamente, e 10 em 12 nevos examinados.

Springall e colaboradores (1983) fizeram um estudo comparativo dos
resultados obtidos com a PS-100 e com a enolase neurdnio especifica (NSE) em 33
melanomas maligno primarios. Encontraram positividade para PS-100 em 33, e
apenas seis para NSE, concluindo que aquela deve ser escolhida para pesquisa de
células do melanoma.

Nascimento (1986), no Brasil, realizou pesquisa de PS-100, NSE e
gangliosideo GD3 (Melan-1) em 54 lesbes de melanomas. Comprovou a utilidade
desses marcadores, mas conclui que ndo servem como indicadores de progndstico.

Maceira e colaboradores (1982) pesquisaram a PS-100 nos granulomas da
sarcoidose, mostrando um maior numero de células dentriticas nos granulomas
imunogénénicos.

Mshna, Crawford e Humber (1982) pesquisaram antigenos micobacterianos
intraneurais em nervos periféricos de pacientes hansenianos, através da
imunoperoxidase e concluiram que as técnicas baseadas no estudo
imunohistoquimico, apresentam muito maior sensibilidade na detec¢cdo de estados
patolégicos.

Modlin e colaboradores (1984) fizeram um estudo comparativo empregando
a PS-100 e OKT6 em pele de pacientes hansenianos. Foram estudados 40
pacientes com Hanseniase e empregada a técnica de imunoperoxidase indireta para
PS-100 e imunofluorescéncia para o OKT6. O OKT 6 se mostrou melhor para
identificacdo das células de Langerhans epidérmicas, enquanto na derme a PS-100
foi superior. Registraram pele primeira vez o aumento do numero de células de
Langerhans na epiderme de pacientes hansenianos com lesdes imunologicamente

ativas (Hanseniase tuberculdide, reagao reversa e eritema nodoso). Na derme, nas
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lesdes tuberculdides, elas circundam os granulomas, em contraste com as lesdes
virchowianas, onde estdo ausentes.

Dugan, Modlin e Rea (1985) fazendo estudos imunoihistoquimicos das
reagdes de Mitsuda, relataram a hiperplasia das células de Langerhans epidérmicas,
nas formas tuberculdides e sua escassez no pélo virchowiano.

No Brasil, Fleury e Bacchi (1987) utilizaram a PS-100 como auxiliar do
diagndstico histopatologico das biopsias de pacientes hansenianos pertencentes as
formas tuberculdides e dimorfa.

Fizeram uma analise do acometimento neural destas formas de

apresentacao, assim como referéncia a populacao de células Langerhans.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o método histolégico mais eficaz na evidenciagdo dos filetes
nervosos dérmicos, nas diferentes formas clinicas da Hanseniase e sua contribuigao

para diferencia-la das outras doengas granulomatosas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Analisar quantitativamente, tanto pelo método de rotina, como pela marcagao
imunohistoquimica, os filetes nervosos nas lédminas de Hanseniase, em suas

diferentes formas clinicas.

¢ Analisar e comparar a distribuicdo dos filetes nervosos em relagcao aos infiltrados

inflamatodrios dérmicos, nas diferentes formas clinicas de Hanseniase.

¢ Analisar e comparar o tipo de lesdo dos filetes nervosos nas diferentes formas de

Hanseniase.

¢ Analisar e comparar as formas granulomatosas da Hanseniase (HT e HBT) com a
sarcoidose, granulomatose nao-infecciosa, quanto aos aspectos quantitativos dos
filetes nervosos, distribuicdo dos filetes nervosos em relacdo aos infiltrados

inflamataorios e o tipo de lesédo dos filetes nervosos.

e Calcular o rendimento destas variaveis como teste de diagnostico para a

Hanseniase.
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6 METODOLOGIA

6.1 MATERIAL

Trata-se de um estudo observacional, transversal e histérico, de base clinico
e laboratorial, em que as laminas histoldgicas incluidas para o estudo, foram obtidas
de bidpsias de pacientes matriculados no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle,
examinados e diagnosticados clinicamente no ambulatério de Dermatologia, e
posteriormente, confirmados histopatologicamente no Departamento de Anatomia
Patologica, no periodo de 1997 a 2007.

A aplicagdo de nosso meétodo resultou na selegdo de 57 laminas de
Hanseniase e, cuja amostra, incluiu, segundo a classificagdo de Ridley e Jopling
(1966), pacientes com as cinco formas clinicas espectrais - Hanseniase tuberculdide
tuberculdide, Hanseniase borderline tuberculdide, Hanseniase borderline borderline,
Hanseniase borderline virchowiana, Hanseniase Virchowiana e uma forma clinica
inicial - Hanseniase Indeterminada.

Foram excluidas as laminas com diagndstico de formas reacionais ou que
nao apresentavam material suficiente para revisdo histopatologica, portanto, nao
preenchendo o critério de lamina adequada.

Selecionamos e incluimos 23 Iaminas de sarcoidose para compor o grupo
controle, por representar uma classica doenga granulomatosa nao-infecciosa e, que
frequentemente, exige um diagndstico histopatolégico diferencial com algumas

formas de Hanseniase, sobretudo com as suas variantes granulomatosas.
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Tabela 2: Distribuicdo das 57 laminas de Hanseniase incluidas no trabalho, de acordo com
as seis formas clinicas

N° de Casos/Doentes Forma Clinica N° de Laminas
16 Indeterminada 17
12 Tuberculdide 13
10 Borderderline Tuberculdide 12
2 Borderline Borderline 2
5 Borderline Virchowiana 5
7 Virchowiana 8
controle = 21 23

Como o objetivo do estudo foi o de analisar o numero de filetes nervosos, a

localizacdo destes nervos em relagdo aos infiltrados inflamatdrios especificos e o

tipo de lesdo neural, as 57 laminas de Hanseniase e as 23 ladminas do grupo

controle, foram distribuidas na formagcdo de quatro grupos de padrdes

histopatoldgicos:

Tabela 3: Padrdes histopatolégicos

Grupos Padrdes histopatolégicos

1 paucibacilar Baar (-) Indeterminada Hl

2 paucibacilar Baar (-) Tuberculéide HT/HBT

3 multibacilar Baar (+) Infiltrado difuso
HBB/HBV/HV

sarcoidose-controle
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6.1.1 Definicdo dos padrdes histopatoldgicos

1. Padrao de Infiltrado Inespecifico (Padrao Indeterminado - HI):

Hanseniase Indeterminada (HI): dermatite crbénica inespecifica com infiltrado
inflamatdrio linfo-histiocitario perianexial; presenga de fibras nervosas ou bainha

perineural com aumento da celularidade.

2. Padrao de infiltrado granulomatoso tuberculdide (Padrao HT/HBT):

Hanseniase tuberculdide (HT): células epitelidides bem diferenciadas em focos, com
ou sem células gigantes tipo Langhans. Halo linfocitario ao redor, formando
granulomas que em geral se estendem a epiderme. Zona clara subepidérmica n&o
visualizada; fibras nervosas muitas vezes visualizadas nos granulomas com

diminuicao da inervacao.

Hanseniase borderline tuberculdide (HBT): a presenga de zona subepidérmica clara
faz o diagndstico diferencial com o HT, a presenga de focos de células epitelidides
com halo linfocitario ou a presenga de células gigantes tipo Langhans faz o
diferencial com o BB; as fibras nervosas podem ser visualizadas nos granulomas

fortemente infiltradas.

3. Padrao de infiltrado predominantemente granulomatosos com faixa de Unna
(Zona de Grenz) associado a infiltrado histiocitario difuso - (Padrao HBB):

Hanseniase borderline borderline (HBB): as células epitelidides estdo dispersas nos
granulomas bem desenvolvidos, porém menores que os da HT; as células gigantes
tipo Langhans sao ausentes e os linfécitos sao raros e dispersos; as fibras nervosas
sdo em geral bem visualizadas e mostram moderada proliferacdo de células de

Schwann;
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4. Padrao de infiltrado histiocitario predominantemente difuso ou perianexial (Padrao
HBV/HV):

Hanseniase borderline virchowiana (HBV): histidcitos com tendéncia a vacuolizagao
e com areas de densa infiltragcao linfocitaria perineural ou tomando extensa area do

granuloma; fibras nervosas pouco alteradas.

Hanseniase virchowiana (HV): granulomas de células histiocitarias com diferentes
graus de alteragédo lipidica, originando células espumosas, das quais as com
pequenos vacuolos e as com grandes alteragdes espumosas so sao encontradas no
HV. Os linfocitos s&o geralmente escassos e esparsos. Os nervos podem ter alguma

alteragao estrutural.

6.1.2 Localizacdo histologica dos filetes nervosos em relagcdo aos infiltrados
inflamatorios

a. Padrao n° 1 - filetes nervosos localizados DENTRO do infiltrado inflamatorio
granulomatoso.

b. Padréo n° 2 - filetes nervosos localizados ENTRE os infiltrados granulomatosos.

c. Padrdao n° 3 - filetes nervosos localizados DENTRO e ENTRE os infiltrados
inflamatorios.

d. Padrdo n° 4 - filetes nervosos INDETECTAVEIS.

6.1.3 Tipo de agresséo histoldgica dos filetes nervosos

Padrao Infiltrado (A): Estruturas fibrilares escuras com padrdo ondulado e com
células inflamatérias. Nervo com infiltragdo do perineuro por linfécitos e/ou formagéao

de granulomas epitelidides intraneurais.

Padrao Fragmentado (B): Estruturas pequenas, escuras, fibrilares, geralmente
multiplas dentro do granuloma. Identificadas como fragmentos de nervo devido ao
aspecto fibrilar ondulado, embora o nervo intacto ndo fosse identificado. Padrao

sugestivo de estagio mais avangado de destruicao neural pelo infiltrado inflamatdrio.
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Padrao Ausente (C): Auséncia de estruturas fibrilares escuras dentro ou fora do
granuloma, indicando destruicdo neural pelo granuloma, sem possibilidade de

reconhecimento.

Padrao Intacto (D): Estruturas fibrilares escuras com aspecto ondulado, sem células

inflamatorias no interior. Padrao exclui HT e HBT.

6.1.4 Doenca utilizada como controle: sarcoidose

A sarcoidose €& doenca granulomatosa n&o infecciosa de etiologia
desconhecida, em cuja patogénese parece participar os fatores genéticos,
imunoldgicos, ambientais e infecciosos. Varios 6rgaos podem ser afetados,
causando amplo espectro de manifestagcdes clinicas. A pele € acometida em cerca
de 20 a 35% dos casos, proporcionando ao dermatologista importante papel no
diagndstico da doenca.

O granuloma sarcoidico € granuloma imunoldgico, constituido pelo arranjo
concéntrico de células epitelidides, que consistem em histiécitos modificados pela
acao dos linfocitos T. Os granulomas sao geralmente uniformes na forma e no
tamanho, sendo compostos por histiocitos de citoplasma amplo e eosinofilico, nucleo
vesiculoso de aspecto oval ou torcido e nucléolo proeminente. Em sua periferia, os
granulomas sarcoidicos podem apresentar halo frouxo de linfécitos, sendo por tal
motivo designados “granulomas desnudos” ou “granulomas nus®, contrapondo-se
aos granulomas tuberculdides em que denso infiltrado linfocitario pode ser
observado no contorno daquelas estruturas. A necrose caseosa, caracteristica dos
granulomas tubeculdides, nao € observada nos granulomas sarcoidicos. A
impregnagdo argéntica revela fibras de reticulina na periferia e no interior dos
granulomas sarcoidicos, aspecto ndo encontrado nos granulomas tuberculéides. O
granuloma sarcoidico pode apresentar-se envolvido por fibras de colageno de
arranjo compacto. As células gigantes de Langhans, gigantocitos com nucleos
dispostos na periferia em forma de ferradura, podem compor o infiltrado. Embora
ndo sejam especificos da sarcoidose, podem-se observar no interior dos
gingatdcitos os corpusculos asteréides (fibras colagenas de aspecto estrelado) e os

corpos de Schaumann (inclusbes arredondadas, basdfilas, que parecem
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corresponder a lisossomaos calcificados). Na pele os granulomas sao vistos na
derme média, podendo atingir a derme profunda e o tecido subcutaneo. A epiderme
sobrejacente aos granulomas tem frequentemente aspecto normal ou atréfico, e
raramente se apresenta acantético. Pode ocorrer o fenbmeno de eliminagao
transepidérmica. O achado de material birrefringente ndo afasta o diagndstico de
sarcoidose. Na sarcoidose, os granulomas nao acometem foliculos pilosos e nervos.
Alguns casos de sarcoidose apresentam quadro histopatolégico um pouco diferente
do habitual, tendendo mais para um granuloma do tipo tuberculéide, ocasido em ha
necessidade de maiores estudos no diagndstico diferencial, principalmente com a
Hanseniase da forma tuberculdide e borderline tuberculdide (BALL; KHO;
MARTINKA, 2004).

6.2 METODOS

Os fragmentos para o exame histopatolégico foram fixados em formol a
10%, incluidos em parafina e os cortes, com espessura de 5u, corados pela
Hematoxilina-Eosina e Ziehl-Wade.

Os blocos em parafina encontravam arquivados no servico de Anatomia
Patolégica do Hospital ~ Universitario Gafrée e Guinle. A partir deste material, foram
realizados novos cortes, com a mesma espessura, para realizagao das seguintes

técnicas de coloragdo e marcagao imunohistoquimica:

e Hematoxilina-Eosina
e Ziehl-Wade

e Imunoperoxidase (PAP), para pesquisa de proteina S-100

O exame microscopico das preparacdes coradas pela hematoxilina-eosina,
Ziehl-Wade e o reconhecimento dos antigenos nas laminas preparadas pela técnica
imunohistoquimica foram realizados em microscépico Optico comum da marca
Olympus CX 41.
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6.2.1 Imunoperoxidase (PAP) - para pesquisas da proteina S-100

1. Instrugao:

e Preparagao das laminas:

A técnica de imuno-histoquimica precisa ter uma preparagao especial da lamina
usada para os cortes histoldgicos, pois o procedimento de recuperagdo antigénica
costuma causar a queda do tecido da lamina, sendo necessario a utilizagcdo da

lamina especial para imuno-histoquimica.

e Recuperagao antigénica:
As amostras fixadas em formalina requerem recuperacéo antigénica para a grande

maioria dos epitopos habitualmente pesquisados.

e Incubagao em calor umido:
As laminas sao incubadas em tampao citrato 10 Mm / Ph 6,0, em banho-maria entre
95 °C - 99 °C, durante 30 minutos); apos esfriar por 20 minutos, seguem-se lavagens

em agua corrente.

e Bloqueio da peroxidase endogena:

Procede-se ao bloqueio da peroxidase enddgena com solugdo de peroxido de
hidrogénio (H202) a 3% em metanol (ou solugdo comercial de agua oxigenada a 3%
= 10 volumes), em um banho de 20 minutos. Seguem-se lavagens em agua

corrente.

e Reacéao Anticorpo Primario:

Anticorpo utilizado: S-100 Polyclonal marca DAKO Cdéd.: Z0311

Diluicdo: 1:1500 (uma parte de anticorpo para 1500 partes de solugao de PBS com
albumina a 1%).

O anticorpo € aplicado ao tecido, sendo aproximadamente 3 gotas por lamina de
modo que o tecido figue completamente coberto pelo anticorpo. As laminas sao

incubadas por 1 hora.
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e Reacéo de polimero ADVANCE HRP marca DAKO Cad.: K 4068.

Apds incubar as laminas com anticorpo especifico.

Lavar com solugao tampao PBS. Incline levemente a bandeja e borrife o PBS nas
laminas sobre a pia, removendo o anticorpo, incline a bandeja até 80° para remover
0 excesso, borrife mais PBS e deixe descansar por 3 minutos.

Incubar com ADVANCE HRP LINK por 15 minutos a temperatura ambiente.

Lavar com solucado tampao PBS e deixar descansar por 3 minutos

Incubar com ADVANCE HRP ENZYME por 15 minutos a temperatura ambiente.
Lavar com solugdo PBS e deixe descansar por 3 minutos.

e Revelagcdo e montagem:

Incubar as laminas em solugdo substrato (diaminobenzidina - DAB), durante 30
segundos a 2 minutos lavar com agua corrente quando a lamina adquirir coloragéo
marrom.

Contracorar com hematoxilina de Harris por 20 segundo a 1 minuto e lavar em agua
corrente e destilada.

Desidratar as laminas (alcool e xilol).

Montagem das laminas com balsamo de Damar (goma de damar diluida em xilol)

para leitura em microscopia optica comum.

As 57 laminas de Hanseniase e as 23 laminas de sarcoidose foram
examinadas no Departamento de Anatomia Patoldgica. Dois dermatopatologistas
foram os responsaveis pela analise e revisdo das 80 laminas disponiveis.

Os dados foram digitados em planilha Excel e analisados no programa
SPSS Statistics, realizando nos cruzamentos, as analises estatisticas cabiveis
(APENDICE A).

Calculamos as frequéncias das variaveis nominais e as medidas centrais, de
dispersdo e a amplitude das variaveis continuas para a apresentagcao das
caracteristicas da amostra e das variaveis por grupos.

Foi fixado em 0,05 o valor de p (a=0,05) para a rejeicao da hipotese de
nulidade, em teste bilateral. Os valores sao apresentados com o respectivo intervalo
de confianga de 95% (IC=95%) de certeza, com faixa de resultados dentro da qual o

verdadeiro valor se encontra na populacao.
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O teste do Quiquadrado foi empregado para dados em escala nominal, em
tabelas de contigéncia. O teste t-student com duas caudas foi empregado para
detectar diferencas significativas das variaveis entre Hanseniase e o grupo controle.

A Acuracia (A), Sensibilidade (S), Especificidade (E), com respectivo
intervalo de confianga de 95%, sé&o aferidos a partir de tabelas de contigéncia 2x2.
Utilizamos o programa de calculos estatisticos basicos para testes diagnosticos
(BRAILE; GODOY, 1999).

Apdés as analises das laminas, os aspectos histopatolégicos e
imunohistoquimicos encontrados nas 5 formas clinicas e no controle, foram o
fotografados, utilizando-se materiais proprios para esta documentagdo. Utilizamos

um microscoépio Olimpus BX 41, acoplado de uma maquina digital NIKKON COLPIX.
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7 ASPECTOS ETICOS

O Projeto de Pesquisa foi encaminhado em 05/12/2007 e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) - CAAE-0072.0.328.000-07
(ANEXO A).
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8 RESULTADOS

O numero de filetes com coloragcao HE e S-100 foram analisados através de
uma Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias. O primeiro fator, com quatro
niveis, estava relacionado ao padrao histopatoldgico (fator entre grupos). O segundo
fator, com dois niveis, estava relacionado com o tipo de coloragao (fator intra-grupo).
O grafico 1 apresenta estes resultados. A ANOVA revelou uma interagéo entre os
dois fatores (F(3,76)=3,18; p=0,029), bem como um efeito de coloragéo
(F(1,76)=30,01; p<0,001). O tipo do padrao histolégico ndo se mostrou significativo
(F(3,76)=0,21; p=0,88). Uma analise post-hoc indicou que houve um aumento na
coloragdao S-100 em relagdo a coloragao HE no tipo histopatolégico paucibacilar-
HT/HBT (p<0,001) bem como na situagao controle (p<0,001) mas nao nas condi¢des
paucibacilar-HI (p>0,1) e multibacilar-HBB/HV (p>0,1).

6 1 B Colocagéio HE

& 5 * B Coloragio S-100

3 *

g 4

)

3 3

g,

Z d—

[+~

= 1

s

“ 0 L
Paucibacilar Paucibacilar HI Multibacilar Controle
HTHBT HBBMHV

Padrio Histopatologico

Grafico 1: Média (+ EPM) do numero de filetes com coloragéo HE e S-100

A seguir serdo apresentados a distribuicao dos filetes nervosos (tabela 4) e o
tipo de lesédo (tabela 5) nos diferentes padrdes histopatolégicos. Esses resultados

sdo apresentados em porcentagens e analisados através do teste de Qui-quadrado.
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Tabela 4: Localizagdo dos filetes nervosos nos diferentes padrées histopatolégicos
utilizando a marcagao imunohistoquimica pela proteina S-100

Padréo Dentro dos Entre os Dentro e Entre  Indetectaveis Total
Histopatoldgico granulomas granulomas os granulomas
paucibacilar-HT/HBT 40% (10) 4,0% (1) 48,0% (12) 8,0% (2) 100% (25
paucibacilar-HI 23,5% (4) 58,8% (10) 5,9% (1) 11,8% (2) 100% (17
multibacilar-HBB/HV 46,7% (7) 0% (0) 26,7% (4) 26,7% (4) 100% (15
Total Hanseniase 36,8% (21) 19,3% (11) 29,8% (17) 14,0% (8) 100% (57
Controle 0% (0) 65,2% (15) 30,7% (7) 4,3% (1) 100% (23

A tabela 4 apresenta a distribuigdo (%) da localizagdo dos filetes nervosos
nos diferentes padrbes histopatolégicos e, ao compararmos estes resultados,
constatamos que das 25 laminas compondo o grupo paucibacilar-HT/HBT, os
resultados predominantes foram o do padrdao n° 3 (Dentro e Entre os granulomas) e
do padrdo n° 1 (Dentro dos granulomas); 12 marcagdes imunohistoquimicas
mostraram o padrao n°3 (n=25, 48%), seguindo de 10 padrbes n°1, correspondendo
a (n=25, 40%) dos casos.

O padrao n° 4 (Indetectaveis), foi visto em 2 marcagbes (n=25, 8%) e
somente 1 marcagao (n=25,4%) para o padrao n° 3 (Entre os granulomas).

Portanto, houve uma equivaléncia na maior propor¢cdo de distribuicdo entre os
padrdes n°3 e n°1 do que nos padrées n° 4 e n° 2.

Ao compararmos com o grupo da sarcoidose, observamos que ao contrario
do grupo paucibacilar-HT/HBT, no grupo controle, as laminas marcadas pela
proteina S-100, foi significativa maior a proporgéao (p<0,001) do padrédo n° 2 (Entre
os granulomas), com 15 achados e perfazendo um total de (n=23, 65,2%) dos
casos, enquanto que este padrao n° 2 no grupo paucibacilar-HT/HBT, apresentou-se
em somente 4% dos casos. Observamos também que houve significancia estatistica
em relagdo ao padrédo n° 1 (Dentro dos granulomas), onde o controle-sarcoidose n&o
revelou nenhum caso (0%) e no grupo paucibacilar-HT/HBT encontramos 10 casos
(n=25, 40%) (p=0,027). Em relagdo ao padrao n°3 (Dentro e Entre os granulomas),
os resultados mostraram uma leve equivaléncia, tendo 12 casos (n=25, 48%) no
grupo paucibacilar-HT/HBT e o grupo controle com 7 laminas (n=23, 30,7%).

No padrdo n° 4 (Indetectaveis) do grupo controle e paucibacilar-HT/HBT,

também nao houve significancia estatistica na propor¢ao dos resultados, com
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apenas 1 caso (n=23, 4,3%) do grupo controle e 2 casos (n= 25; 8%) do grupo
paucibacilar-HT/HBT (p=0,37).

Analisando o grupo paucibacilar-HI, foi significativa a maior proporgdo do
padrdo n°2 (Entre os granulomas), ocorrendo em 10 casos (n=17, 58,8%) p=0,008.
O padrao n°1 (Dentro dos granulomas) foi verificado em 4 laminas (n=17, 23,5%).
Houve 2 casos (n=17, 11,8%) relacionados ao padrao n°4 (Indetectaveis) e, em
apenas 1 caso (n=17, 5,9%), o exame imunohistoquimico mostrou o padrédo n°3
(Dentro e Entre os granulomas).

Ao analisarmos o padrdo multibacilar-HBB/HBV/HV, houve predominio do
padrao n°1 (Dentro dos granulomas), observando 7 (n=15, 46,7%) diagndsticos
positivos nas preparagdes imunohistoquimicas. Os padrées n° 3 (Entre e Dentro) e
n°4 (Indetectaveis) apresentaram distribuigbes idénticas com 4 (n=15, 26,7%)
laminas positivas para cada padrao histopatoldgico. Nao encontramos nenhum caso
(0%) no padrao 2 (Entre os granulomas).

Entre o total das laminas de Hanseniase distribuidas pelos 3 padrbes
histopatolégicos, a tabela mostra o predominio do padrdo n° 1 (Dentro dos
granulomas) com um total de 21 (n=57, 36,8%) casos confirmados pela marcagéo
imunohistoquica pela proteina S-100. Logo em seguida, encontramos o padréo n° 3
(Dentro e Entre os granulomas), somando 17 [&minas (n=57, 29,8%).

O padrao n°2 (Entre os granulomas) foi evidenciado em 11 laminas (n=57,
19,3%) e, por ultimo o padrao n°4 (Indetectaveis), que mostrou apenas 8 laminas
(n=57, 14%).

Tabela 5: Tipo de lesdo neural nos diferentes padrées histopatolégicos utilizando a
marcagao imunohistoquimica pela proteina S-100

Padréao Histopatoloégico Infiltrado Fragmentado Ausente Intacto Total

paucibacilar-HT/HBT 52,0% (13) 40,0% (10) 8,0% (2) 0,0% (0) 100 % (25)
paucibacilar-HI 11,8% (2) 11,8% (2) 11,8% (2)  64,7% (11) 100% (17)
multibacilar-HB/HBV/HV ~ 40,0% (6) 33,3% (5) 26,7% (4) 0,0% (0) 100% (15)
Total Hanseniase 36,8% (21) 29,8% (17) 14,0% (8) 19,3% (11) 100% (57)
Controle 8,7% (2) 4,3% (1) 4,3% (1) 82,6% (19) 100% (23)

A tabela 5 apresenta a distribuigdo (%) do tipo de lesao dos filetes nervosos
nos diferentes padrbées histopatoldégicos e, ao compararmos estas agressodes

neurais, observamos que no grupo paucibacilar-HT/HBT, foram significativas as
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maiores propor¢des de padroes histopatoldgicos pertencentes aos padrdes Infiltrado
(A) e Fragmentado (B), com respectivamente 13 laminas (n=25, 52%) e 10 laminas
(n=25, 40%) (p < 0,001).

Apenas 2 laminas (n=25, 8%) n&o mostraram a presenga dos filetes
nervosos, incluindo, desta maneira, no padrédo Ausente (C). Nenhum caso (0%) foi
encontrado no padrao Intacto (D).

Ao comparamos com 0 grupo controle da sarcoidose, observamos que, ao
contrario do grupo paucibacilar-HT/HBT, neste grupo, foi significativamente maior a
propor¢ao do padrao Intacto (D), com 19 laminas positivas=23, 82,6%), enquanto
que no grupo paucibacilar-HT/HBT, ndo revelou nenhum caso positivo (0%).

Em relagcdo aos padrdes Infiltrado (A) e Fragmentado (B), também
observamos significancia estatistica, onde o grupo controle mostrou pouca
positividade, com 2 Iaminas (n=23, 8,7%) para o padrao Infiltrado (A) e 1 Iamina
(n=23, 4,3%) para o padrao Infiltrado (A), enquanto que no grupo paucibacilar-
HT/HBT os resultados foram de 13 laminas positivas (n=25, 52%) para o padrao
Infiltrado (A) e 10 laminas positivas (n=25 , 40%) para o padrdo Fragmentado (B)
(p=0,0013).

Analisando o padrao Ausente (C) do grupo controle e paucibacilar-HT/HBT,
também nao houve significAncia estatistica na proporgdo dos resultados, com
apenas 1 lamina positiva no grupo controle (n=23, 4,3%) e 2 laminas positivas no
grupo paucibacilar-HT/HBT (n=25, 8%) (p=0,17).

Estudando o grupo paucibacilar-HI, verificamos que 11 marcagdes (n=17,
64,7%) apresentaram o padréo Intacto (D) e os restantes das laminas revelaram
uma equivaléncia proporcional nos padrdes, compreendendo 2 casos (n=17, 11,8%)
no padrdo Infiltrado (A), 2 casos (n=17, 11,8%) no padrdo Fragmentado (B) e 2
casos (n=17, 11,8%) no padrao Ausente (C).

Observando o grupo multibacilar-HBB/HBV/HV, notamos que, do mesmo
modo que no grupo paucibacilar-HT/HBT, predominaram os padrdes Infiltrado (A),
com 6 casos (n=15, 40%) e Fragmentado (B) com 5 laminas (n=15, 33,3%).

No padrao Ausente (C), pela marcagao imunohistoquimica com a proteina S-
100, 4 laminas (n=15, 26,7%) exibiram este quadro histopatologico. Nenhuma
ldmina (0 %) estudada apresentou o padréao Intacto (D) (p=0,06).

Entre o total das laminas de Hanseniase distribuidas pelos 3 padrbes

histopatolégicos, a tabela mostra uma maior propor¢ao do padrao Infiltrado com 21
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ldminas (n=57, 36,8%), seguido do padrdao Fragmentado (B) com 17 laminas (n=57,
29,8%), padréao Intacto (D) com 11 laminas (n=57, 19,3%) (C) e finalmente, o
padrao Ausente com 8 casos (n=57, 14%).

As tabelas n° 6, 7, 8, 9, 10 e 11, mostram dados obtidos utilizando programa
de calculos estatisticos basicos para testes diagndsticos (BRAILE; GODOY, 1999),
visando o estudo da Sensibilidade e Especificidade nos dois quesitos: tipo de leséo
dos filetes nervosos e distribuigdo dos filetes na Hanseniase, em comparagdo com o
grupo controle da sarcoidose. Os resultados presentes nas tabelas de localizagéo
dos filetes comprovam que a distribuicido Dentro e a distribuicdo Entre sao
importantes no diagnédstico diferencial entre a Hanseniase o grupo controle.

Podemos também observar que nas tabelas referentes ao tipo de lesdes dos
filetes nervosos, nos variados padrbes histopatoldgicos, obtivemos resultados
significativos quando incluimos e comparamos as trés alteragdes dos filetes

nervosos: Infiltrado, Fragmentado e Ausente, com o grupo controle.

Tabela 6: Resultados da Sensibilidade, Especificidade e Acuracia. Hanseniase Total -
Localizagdes Dentro / Dentro e Entre (Hanseniase) x Entre (controle)

DISTRIBUICAO DOS FILETES NERVOSOS EM RELACAO AOS INFILTRADOS
Dentro / Dentro e Entre x Entre
Hanseniase Total x controle (sarcoidose)

Sensibilidade - Especificidade - Acuracia IC=95%
Sensibilidade = 77,6% 65,9 -89,2
Especificidade = 68,2% 48,2 -87,6
Acuracia = 74,6% 64,5 -84,8

Tabela 7: Resultados da Sensibilidade, Especificidade e Acuracia. Hanseniase Total -
Localizagdo Dentro (Hanseniase) x Entre (controle)

DISTRIBUICAO DOS FILETES NERVOSOS EM RELACAO AOS INFILTRADOS
Dentro x Entre
Hanseniase Total x controle (sarcoidose)

Sensibilidade - Especificidade - Acuracia IC=95%
Sensibilidade = 65,6 % 49,2 -82,2
Especificidade = 100% 100

Acuracia = 76,6% 64,5 - 88,7
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Tabela 8: Resultados da Sensibilidade, Especificidade e Acuracia. Hanseniase Total,
excluindo HI (Dentro) x Entre (controle)

DISTRIBUICAO DOS FILETES NERVOSOS EM RELACAO AOS INFILTRADOS
Dentro x Entre
Hanseniase Total - HI x controle

Sensibilidade - Especificidade - Acuracia IC=95%
Sensibilidade = 94,4% 83,9-100
Especificidade = 100 100-100
Acuracia = 97% 91,1-100

Tabela 9: Resultados da Sensibilidade, Especificidade e Acuracia, comparando os tipos de
lesbes dos filetes nervosos, quando considerados, ora isoladamente, ora
agrupados (infiltrado, fragmentado e ausente) - Hanseniase Total x controle

Hanseniase Total x controle (sarcoidose)

Tipo de leséo do filete nervoso  Sensibilidade Especificidade Acurécia
IC=95% IC=95% IC=95%
Somente Infiltrado 36,6 90,5 51,3
24,3-494 77,9 -100 40,2 - 62,4
Somente Fragmentado 29,8 95,7 48,8
17,9 417 87,3 -100 37,8% - 59,7
Somente Ausente 14 95,7 48,8
5-23 87,3 -100 37,8 -59,7
Qualquer alteragéo presente 80,7 82,6 81,3
70,5-90,9 67,1 -98,1 72,7 - 89,3

Tabela 10: Resultados da Sensibilidade, Especificidade e Acuracia, comparando os tipos de
lesdes dos filetes nervosos, quando considerados, ora isoladamente, ora
agrupados (infiltrado, fragmentado e ausente) - Hanseniase HT/HBT x controle

Hanseniase - HT/HBT x controle (sarcoidose)

Tipo de lesado do filete nervoso  Sensibilidade Especificidade Acurécia
IC=95% IC=95% IC=95%
Somente Infiltrado 52 91,3 70,8
32,4-71,6 79,8 - 100 58,0 - 83,7
Somente Fragmentado 40 95,7 66,7
20,8 -59,2 87,3 -100 53,3-80
Somente Ausente 8 95,7 50
-21,2 87,3-100 35,9 - 64,1
Qualquer alteragao presente 100 82,6 91,7

100 - 100 67,1-96,2 83,8 -99,5
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Tabela 11: Resultados da Sensibilidade, Especificidade e Acuracia, comparando os tipos de
lesdes dos filetes nervosos, quando considerados, ora isoladamente, ora
agrupados (infiltrado, fragmentado e ausente) - Hanseniase Total, exceto HI x

controle
Hanseniase - HT/HBT/HB x controle exceto HI (sarcoidose)
Tipo de lesdo do filete nervoso Sensibilidade Especificidade Acurécia
IC=95% IC=95% IC=95%
Somente Infiltrado 47,5 91,3 63,5
32,0-63,0 79,8 -100 51,6-75,4
Somente Fragmentado 37,5 95,7 58,7
22,5-52,5 87,3 -100 46,6 - 70,9
Somente Ausente 50 50 50
38,1-61,9 35,2-64,8 40,7 - 59,3
Qualquer alteragao presente 100 82,6 93,7

100 - 100 67.1-98,4 87,6 -99,7
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8.1 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Os achados histopatolégicos de algumas laminas de Hanseniase e do grupo
controle (sarcoidose) foram fotografados utilizando um microscépio Olimpus BX 41,

acoplado com uma maquina digital NIKKON COLPIX.

Sarcoidose (HE) - HP: 12551

Figura 3A: Varios granulomas do tipo sarcoidico, constituidos por células epitelidides e
escassos linfécitos na periferia (100x)

Figura 3B: Detalhe do processo inflamatério granulomatoso sarcoidico (200 x)
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Sarcoidose (PS-100) - HP: 12551

Figura 4A: Filetes nervosos distribuidos entre os granulomas 40x

Figura 4B: Detalhe dos filetes nervosos 200x



Hanseniase Indeterminada (HE) - HP: 124205

Figuras 5A e 5B: Leve infiltrado inflamatério linfocitario perivascular

Figura 5C: Detalhe do filete nervoso intacto
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Hanseniase Indeterminada - HP: 124205

Figuras 6A e 6B: Cortes transversais de filetes nervosos intactos

71



72

Hanseniase Indeterminada (PS-100) - HP: 124205

Figuras 6C e 6D: Cortes transversais de estruturas fibrilares escuras, sem células
inflamatérias no interior



Hanseniase Tuberculdide - HP: 100794

Figuras 7A e 7B: Esbogo de granuloma, com filete intacto em corte transversal
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Hanseniase Tuberculdide - HP: 99286

Figuras 8A e 8B: Processo inflamatdrio infiltrando o perineuro e dissociando a parede do
nervo



Hanseniase Tuberculdide - HP: 99286

Figuras 9A e 9B: Detalhe da infiltragao neural por linfocitos
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Hanseniase Tuberculdide - HP: 100794

Figuras 10A e 10B: Cortes longitudinais de filetes nervosos, com infiltragdo do perineuro por
linfécitos



Hanseniase Borderline Tuberculdide - HP: 100960

Figuras 11A, 11B e 11C: Filetes nervosos fragmentados e infiltrados por linfocitos

7
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Hanseniase Borderline Tuberculdide - HP: 100960

Figuras 12A, 12B, 12C e 12D: Extenso granuloma em forma de raquete, englobando filete
nervoso infiltrado



Hanseniase Borderline Tuberculdide - HP: 111552

Figura 13: Filetes nervosos fragmentados no interior do processo granulomatoso
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Hanseniase Borderline Borderline - HP: 124743

Figuras 14A e 14B: Extenso filete nervoso fragmentado e infiltrado por células linfocitarias



HBB - Cont. HP: 124743 sequéncia do nervo

Figuras 15A, 15B e 15C: Sequenciamento do extenso nervo fragmentado e infiltrado
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Hanseniase Borderline Virchowiana - HP: 111312

Figuras 16A e 16B: Filete nervoso no centro do granuloma e infiltrado por abundantes
linfocitos



Hanseniase Borderline Virchowiana - HP: 11312

Figuras 17A e 17B: Filetes nervosos com intensa infiltracdo de células mononucleares
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Hanseniase Borderline Virchowiana - HP: 101292

Figura 18A: Panoramica do processo inflamatério granulomatoso atingindo até o tecido
subcuténeo

Figura 18B: Filete nervoso envolvido e infiltrado pelo granuloma de células mononucleares



Hanseniase Borderline Virchowiana - HP: 101292

Figuras 19A e 19B: Filetes nervosos mostrando fibrilas escuras e células inflamatérias
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Hanseniase Virchowiana - HP: 117827

Figura 20A: Filete nervoso seccionado longitudinalmente e infiltrado por linfécitos - H & E

Figura 20B: Visualizagao da marcagao com proteina S-100
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9 DISCUSSAO

O exame anatomopatoldgico € importante para o diagnostico e classificagéo
do tipo de Hanseniase, orientando para o correto tratamento dos pacientes. O
diagndstico histolégico nos grupos Tuberculdide e Indeterminado é dificil e,
frequentemente impossivel, devido a dificuldade de detectar os bacilos com a
coloracédo do Ziehl-Wade ou pelo Fite. A positividade na Hanseniase tuberculdide
(HT) e Hanseniase borderline (BHT) varia de 0 a 36%, portanto cerca de dois tergos
dos casos sao negativos (FLEURY; BACCHI, 1987; SINGH et al., 1994; THOMAS et
al., 1999). Mesmo assim, essa positividade € alcangada, depois da busca exaustiva,
em multiplos cortes de tecido. Por esse motivo, a demonstracdo evidente do
acometimento neural no infiltrado granulomatoso € considerado um achado
importante na Hanseniase tuberculdide e Hanseniase borderline tuberculdide, com
quase o mesmo significado do achado de bacilos no nervo (JACOB et al., 1990;
GUPTA et al.,, 2006). Isso permite a diferenciagdo com outras granulomatoses
cutaneas, tais como a sarcoidose, tuberculose, sifilis tardia e micoses profundas,
nas quais a destruicdo dos nervos geralmente ndo é observada (THOMAS et al.,
1999). Entretanto, alteragdes neurais semelhantes a Hanseniase tém sido
encontradas em alguns casos de sarcoidose, lupus vulgar, sifilis secundaria, liquen
plano e morféia (JACOB et al., 1984; SINGH et al., 1994; BALL; KHO; MARTINKA,
2004). Mesmo assim, a fragmentagao neural, num contexto clinico favoravel, € um
indicio diagnostico da Hanseniase tuberculdide e Hanseniase borderline
tuberculdide.

Nas bidpsias, os achados indicativos de dano neural sao: infiltracdo densa
de células inflamatérias no endoneuro, granulomas endoneurais e identificagdo de
filetes nervosos dentro dos granulomas (FLEURY; BACHI, 1987).

Frequentemente, o infiltrado inflamatério ou os granulomas obscurecem
totalmente a estrutura nervosa. A identificagdo de remanescentes do nervo dentro
dos granulomas, em cortes corados pela coloragéao de rotina Hematoxilina & Eosina,
é dificil, ja que esses residuos sao frequentemente confundidos com células
epitelidides, fragmentos de musculo eretor do pélo e pequenos vasos, adenémeros
das glandulas sudoriparas e pequenos vasos na periferia dos granulomas (FLEURY;
BACCHI, 1987; JOB et al., 1990; THOMAS et al., 1999).
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Os primeiros pesquisadores a publicarem um trabalho, utilizando a
marcacao pela proteina S-100, com finalidade de identificar filetes nervosos e seus
fragmentos, em bidpsias de pacientes com Hanseniase tuberculdide, foram Fleury e
Bacchi (FLEURY; BACHI, 1987). Neste estudo, os autores utilizaram pacientes com
Hanseniase tuberculdide confirmados histolégicamente e outras doencgas
granulomatosas. O unico paciente em que a aplicagdao da proteina S-100 néao
identificou nervos ou seus fragmentos no corte histoldégico, ou seja, estavam
ausentes, demonstrou ser um padrao reconhecido em estudos posteriores, como um
dos padrdes caracteristicos da Hanseniase tuberculdide, visto que foram
interpretados como destruidos pelos granulomas (SINGH et al., 1994; THOMAS et
al., 1999; GUPTA et al., 2006). Esse estudo pioneiro abriu as portas para os estudos
seguintes, onde Job e colaboradores (1990), ja utilizando um grupo controle,
encontraram em todas as bidpsias de doengas granulomatosas ndo-Hanseniase, a
presenga de nervos intactos. Em observagdes posteriores, outros pesquisadores
(GUPTA et al.,, 2006) concluiram que esse achado esta relacionado com a
destruicdo neural encontrada na Hanseniase tuberculdide, uma vez que em nenhum
dos casos de Hanseniase tuberculdide ou Hanseniase borderline tuberculdide foram
encontrados nervos intactos, portanto, interpretado como uma evidéncia indireta do
diagndstico.

O nosso trabalho objetivou o estudo dos filetes nervosos nas diferentes
formas da Hanseniase, quanto ao método mais eficaz para sua evidenciagao, a
localizacédo destes filetes em relagado aos infiltrados granulomatosos especificos e a
identificacdo do tipo lesdo neural ou da existéncia de nervos intactos. A nossa
amostra, incluindo as cinqlenta e sete laminas de Hanseniase e as vinte e trés
laminas do grupo controle, as quais foram distribuidas na formagao de quatro grupos
de padrbes histopatologicos: grupo paucibacilar-HT/HBT, grupo paucibacilar-Hl,
grupo multibacilar-HBB/HBV/HV e grupo controle.

No primeiro estudo, comparando o numero de filetes encontrados nestes
grupos, o primeiro fator, com quatro niveis, estava relacionado ao padréao
histopatolégico (fator entre grupos). O segundo fator, com dois niveis, estava
relacionado com o tipo de coloracdo (fator intra grupo). O grafico 1 nos mostrou a
interagcéo entre os dois fatores, bem como um efeito de coloragao.

O tipo do padrao histolégico ndo se mostrou significativo (p=0,88). Uma

analise indicou que houve um aumento significativo na coloragao S-100 em relagao
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a coloragao HE no tipo histologico paucibacilar-HT/HBT (p<0,001) bem como na
situacdo controle (p<0,001), mas nao nas condi¢des paucibacilar-HI (p>0,1) e
multibacilar-HBB/HBV/HV. Acreditamos que estes resultados ocorreram devido a
maior sensibilidade deste método na visualizacdo dos filetes nervosos que estavam
ocultos pelo denso infiltrado granulomatoso e, também, por se assemelharem com
outras estruturas anexiais dérmicas, eram tidas como tais.

Nos grupos paucibacilar-Hl e multibacilar-HBB/HBV/HV, n&o houve
significancia  estatistica, interpretados, provavelmente por estes grupos
apresentarem respectivamente, um infiltrado inicial leve e inespecifico com poucos
filetes e, um infiltrado virchowiano nao granulomatoso, mais frouxo e nao dificultando
a visualizacao dos filetes; deste modo, prescindindo da marcagao imunohistoquimica
pela S-100.

Concluimos que no estudo do numero de filetes, comparando a coloragao
pelo HE e a marcacdo pela proteina S-100, esta ultima mostrou-se mais eficaz,
sobretudo, na comparagéo intra grupos dos paucibacilares-HT/HBT e no grupo
controle da sarcoidose.

Nao houve diferenga significativa entre a coloragcéo pelo HE e a marcagao
pela proteina S-100 marcagdes, quando comparado todos os inter grupos.

Finalizando, para evidenciar os filetes nervosos, os resultados
demonstraram que a marcacado pela proteina S-100 foi mais eficaz do que a
coloracéo da HE, nos grupos HT e HBT e no grupo controle, porém, nos grupos Hl e
MB nao demonstrou o0 mesmo desempenho.

Estes dados estdo de acordo com a revisao da literatura, ressalvando que
nos trabalhos publicados, n&o houve a inclusdo do grupo MB, visto que neste grupo,
habitualmente n&do ha dificuldade no diagndstico diferencial com as outras doencgas
granulomatosas. Optamos por incluir este grupo, com a finalidade de realizar um
estudo comparativo do comprometimento dos filetes nervosos entre as varias formas
da doenca.

Na segunda fase do nosso trabalho, observamos os achados da localizagao
ou distribuicao dos filetes neurais em relagao aos infiltrados inflamatdrios, sobretudo
os granulomatosos, onde na nossa pratica diaria confronta com as maiores
dificuldades na diferenciagao diagndstica.

Com a finalidade de analisar os padrdes de distribuicio dos filetes nervosos

dérmicos, quatro padrdes distintos foram identificados, de acordo com o estudo
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publicado por Singh e colaboradores (1994): Padrao n° 1 (filetes nervosos “Dentro
dos granulomas”), Padrao n° 2 (filetes nervosos “Entre os granulomas”), Padrdo n° 3
(filetes nervosos “Dentro e Entre os granulomas”) e Padrdo n° 4 (filetes nervosos
“Indetectaveis”).

Singh e colaboradores (1994) estudando um total 40 casos, sendo 12 casos
de Hanseniase tuberculdide, sem confirmacdo e 28 casos-controle granulomatoso
nao-Hanseniase, observaram que entre os tuberculdides, 7 mostraram filetes
nervosos dentro do granuloma (58,3%) e ,em 5 doentes (41,6%%), auséncia de
filetes nervosos. Entre os controles, das 28 laminas disponiveis, 25 (89,2%)
revelaram filetes nervosos fora do granuloma (“Entre o0s granulomas”),
caracterizando o padrdo n° 2.

Singh e colaboradores (1994) chamam também a atencdo que a auséncia
completa de filetes nervosos (41,6%) no seu estudo, dentro ou fora do granuloma, &
o critério mais confiavel para o diagnéstico de Hanseniase tuberculdide. Estes foram
0s primeiros autores a relacionar a auséncia de filetes nervosos com o diagnostico
de Hanseniase, uma vez que traduzem a destruicao total dos filetes nervosos pela
inflamacéao granulomatosa.

Thomas e colaboradores (1999) contestam que este seja o padrao mais
encontrado. Na sua amostra sé encontrou 16 % de nervos ausentes, fato
concordante com nossos resultados, em que sé verificamos 8% de filetes ausentes.
O achado de nervos ausentes é apenas um dos padrdes identificados nos estudos
posteriores, que serao detalhados mais adiante.

Na nossa amostra, comparando o grupo paucibacilar-HT/HBT e o grupo
controle granulomatoso nédo-Hanseniase, constatamos que no grupo paucibacilar-
HT/HBT, os resultados foram concordantes com a literatura quanto ao padrao n°1
(“Dentro do granuloma”), com 40%, porém, na nossa casuistica obtivemos também
48% de filetes nervosos no padrédo n°® 3 (“Dentro e Entre o granuloma”) e apenas 8%
de filetes “Indetectaveis”.

Portanto, houve significancia estatistica em relagdo ao padrao n°1 (“Dentro
do granuloma”), onde a sarcoidose-controle nédo revelou nenhum caso (0%) e o
grupo paucibacilar-HT/HBT (40%) (p=0,027).

Neste grupo, os resultados traduzem o neurotropismo dos granulomas que

esta direcionado aos BAAR existentes nos filetes nervosos. Logo, os granulomas
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estdo na maioria das vezes abrangendo filetes nervosos (padrao “Dentro e Entre”) e
(padrao “Dentro do granuloma”).

Em relagdo ao padrao n° 3 do grupo controle, (“Dentro e Entre o granuloma”)
que mostrou também 30,7%, dos casos, contrapondo com os 48 % do paucibacilar-
HT/HBT, os resultados sugerem que os granulomas da sarcoidose possam também
englobar filetes nervosos casualmente. Nesse caso, importa identificar a existéncia
ou ndo de dano neural, se estdo intactos ou se estdo comprometidos pelos
granulomas, ou seja, Infiltrados, Fragmentados ou completamente destruidos
(Ausentes), para a diferenciagédo com a Hanseniase.

A ocorréncia, na nossa amostra, de apenas 1 caso (4%) de padrdo n° 2
(“Entre o granuloma”), no grupo paucibacilar-HT/HBT traduz a falta de
neurotropismo. Ja no grupo controle predominou o achado entre os granulomas com
62,5% dos casos. De acordo com a revisdo da literatura, o padrédo n°4
(“Indetectaveis”), também traduz neurotropismo, porém, com destruigdo completa do
nervo e impossibilitanto sua identificagcdo, como provavelmente ocorreu nos 5 casos
da casuistica de Sing e colaboradores.

Nos nossos resultados, apenas 2 casos (8%) do grupo Paucibaciar-HT/HBT
e em 1 caso (4,3%) do grupo controle, observamos o padréo n° 4 (indetectaveis).
Explicariamos o resultado do grupo paucibacilar, pela destruicdo dos filetes, porém,
nao encontramos uma resposta satisfatoria para a ocorréncia de um caso desse
padrao no grupo controle.

No grupo controle, também foi significativamente maior (65,2%) p<0,001 os
achados do padrédo n° 2 (“Entre o granuloma®). Interpretamos estes achados da
sarcoidose, pelo fato do infiltrado distribuir aleatoriamente na derme, sem ter como
“alvo” os filetes nervosos, dai o predominio desse padrao entre os demais.

Analisando o grupo paucibacilar-HI, embora n&o tenhamos dados na
literatura pequisada, observamos que foi significativa a maior propor¢éo do padrao
n°® 2 (“Entre o granuloma”), ocorrendo em 58,8% dos casos. O padrdo n° 1 (“Dentro
dos granulomas”) foi visto em 23,5%. O padrdo n°4 (“Indetectaveis) foi revelado em
11,8% e, em apenas 5,9%, mostrou o padrao n° 3 (“Dentro e Entre os granulomas”).
Esses resultados podem ser justificados por se tratar-se de uma forma inicial da
doenga, onde o infiltrado € inespecifico, sem granulomas bem constituidos, logo,

sem uma inflamagdo e uma agressdo neural mais pronunciada. O resultado do
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achado de dois casos com padrao n° 4 (“Indetectaveis”), provavelmente indica a
inexisténcia de filetes nas amostras.

Analisando o grupo multibacilar-HBB/HBV/HV, houve predominio do padrao
n° 1 (“Dentro do granuloma”), observado em 46% dos diagnosticos positivos nas
preparagdes imunohistoquimicas. Os padrées n° 3 (“Entre e Dentro dos
granulomas”) e n° 4 (“Indetectaveis”) apresentaram distribuicdes idénticas, com
26,7% de laminas positivas para cada padrao histopatolégico.

Interessante notar que os resultados no grupo multibacilar demonstraram
somente padrbes bastante relacionados a agressao neural, principalmente o padréao
n° 1 (“Dentro do granulomas”), indicando que exista um dano neural pronunciado,
inclusive com o maior numero do padrdo n° 4 (Indetectaveis) do que no grupo
paucibacilar, demonstrando a completa destruicdo dos nervos.

Entre o total de laminas de Hanseniase distribuidas pelos trés padrbes
histopatolégicos, o nosso estudo mostrou o predominio do padrao n° 1 (“Dentro dos
granulomas”), com 36% dos casos confirmados pela marcagado imunohistoquimica.
Em seguida, encontramos o padrdo n° 3 (“Dentro e Entre os granulomas”), com
29,8%. O padrao n° 2 (“Entre os granulomas”) foi evidenciado em 19,3% e, por
ultimo, o padrao n° 4 (“Indetectaveis®), em apenas 14 %.

Em relacdo ao padrdo n° 2 (“Entre os granulomas”), cabe ressaltar que o
percentual total de 19,3% encontrada, foi devido ao grupo paucibacilar-Hl,
responsavel por 58,8% dos casos, pois 0 grupo paucibacilar-HT/HBT, sé mostrou
4%, e o grupo multibacilar ndo revelou nenhum caso (0 %). Podemos perceber que
o grupo paucibacilar-HI comprometeu a fidelidade dos resultados. Reforgamos que
isso ocorreu, apenas pelo fato da Hanseniase indeterminada constituir numa forma
inicial da doenca.

De forma pratica podemos extrair dessas observagdes os seguintes pontos:

O padrao n° 1 (“Dentro dos granulomas”) e o padrao n° 3(“Dentro e Entre os
granulomas”) sao préprios da Hanseniase paucibacilar-HT/HBT e Hanseniase
multibacilar-HBB/HBV/HV.

O padrao n°® 2 (“Entre os granulomas”) € proprio do grupo controle, porém,
em menor numero, também encontrado o padrdo n° 3 ("Dentro e Entre os
granulomas”). Neste caso cabe analisar o tipo de dano neural, que foi objeto da

terceira fase do nosso trabalho.
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Nesta terceira fase, auxiliados pela marcacdo imunohistoquimica com a
proteina S-100 e, com a finalidade de analisar o tipo de lesdo dos filetes nervosos
nos trés padrdes histopatologico da Hanseniase e no padrao controle, destacamos
os quatro tipos possiveis de agressao neural: padrdo Infiltrado (A), padréo
Fragmentado (B), padrdo Ausente (C) e padrao Intacto (D), conforme os estudos
publicados por Thomas e colaboradores (1999) e Gupta e colaboradores (2006).

Com o propdsito de tornar mais objetiva a analise dos resultados, preferimos
dividir os padrées em dois grupos: a existéncia de dano neural e de nervos intactos.

Os padrées Infiltrado, Fragmentado e Ausentes, traduzem a existéncia de
dano neural, enquanto o achado de nervos intactos revela que ndo houve dano
neural.

Comparamos os nossos achados, sobretudo, o dos grupos paucibacilar-
HT/HBT e o grupo controle, pois, os trabalhos disponiveis na literatura concentram
os seus estudos nas comparagdes entre a Hanseniase tuberculdide e a Hanseniase
borderline tuberculdéide com as outras doengas granulomatosas nao-Hanseniase,
visando e destacando as diferengas sobre ambas granulomatoses, com a finalidade
de obter dados histolégicos para auxilio no diagnéstico diferencial.

Nos nossos resultados, néo foram observados nervos intacto (0%) nos vinte
e cinco casos do grupo paucibacilar-HT/HBT, e também em nenhum dos casos do
grupo multibacilar-HBB/HBV/HV. No grupo controle foram encontrados nervos
intactos em 82,6% dos vinte e trés casos. Comparando estes resultados com a
literatura encontramos correspondéncia com os achados de Fleury e Bacchi (1987),
Thomas e colaboradores (1999) e Gupta e colaboradores (2006), que n&o
observaram nervos intactos em nenhum dos casos de HT e HBT.

Em relagdo ao grupo paucibacilar-HI, evidenciamos nervos intactos em
64,7% dos casos, contrastando com os achados de Gupta e colaboradores (2006)
que foram os unicos a incluir pacientes deste grupo no trabalho e, encontrando 20%
dos casos.

No grupo controle, detectamos 82,6% de nervos intactos, diferentemente de
Thomas e colaboradores (1999) e Gupta e colaboradores (2006) que encontraram
nervos intactos em 100% dos casos.

Com isso, em relagdo ao dano neural, detectamos os padrdes Infiltrado (A),
Fragmentado (B) e Ausente (C) em 100% dos casos paucibacilar-HT/HBT e também

em 100% dos casos MB.
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Nos pacientes paucibacilar-HI, o dano neural foi observado 35,3% dos
casos, incluindo todos os padrdes: Infiltrado, Fragmentado e Ausente.

Nossos dados estdo de acordo com a literatura, onde Thomas e
colaboradores (1999) encontraram dano neural em 100% dos casos estudados,
exceto no grupo paucibacilar-HI. Portanto, podemos concluir que a existéncia de
dano neural pode ser demonstrada pela marcagdo com a proteina S-100 em 100%
dos casos de Hanseniase tubercul6ide, Hanseniase borderline tuberculdide e
também no grupo multibacilar-HBB/HBV/HV, onde ndo foram evidenciados nervos
intactos tanto no nosso trabalho como na literatura. O achado de nervo intacto indica
outras doengas granulomatosas nao-Hanseniase ou em menor percentagem
Hanseniase indeterminada, onde nao existe um granuloma bem estabelecido e,
portanto, incapaz de produzir uma lesdo neural.

Em relacido aos estudos da sensibilidade e especificidade dos dois topicos:
tipo de lesdo neural e distribuicdo dos filetes nervosos na Hanseniase, em
comparagao com o grupo controle da sarcoidose, neste ultimo quesito, retiramos o
grupo Indetectaveis, por ndo sabermos aonde agrupa-los.

Optamos por comparar os grupos “Dentro” x “Entre” para o diagnéstico da
Hanseniase, uma vez que nenhum caso de sarcoidose-controle apresentava filetes
nervosos dentro dos granulomas.

A sensibilidade foi baixa, 65,6% (IC=95%: 49,2 a 82,2) e a especificidade foi
de 100%,quando incluimos todas as formas paucibacilares, porém, retirando o grupo
paucibacilar-HI, que apresentava um numero significativo de laminas (n=10) na
localizagdo “Entre”, a sensibilidade aumentou para 94,4% (IC=95%: 83,9 a 100),
mantendo a especificidade em 100% e, mostrando tratar-se de um excelente exame
diagndstico, com acuracia de 97% (1C=95%: 91,1 a 100%).

Outra forma de aumentar a sensibilidade € incluir, juntamente com o grupo
“‘Dentro”, o achado histolégico “Dentro e Entre os granulomas”, como indicativo de
Hanseniase, porém, esse procedimento ndo elevou significativamente a
sensibilidade, e também causou uma perda da especificidade (sensibilidade = 77,6%
x especificidade = 68,2%), visto que a sarcoidose-controle mostrou-se presente,
também nesta localizacéo, em 30,7% com 7 casos observados.

Na analise dos estudos da sensibilidade e especificidade, dos tipos de
lesdes dos filetes nervosos, como parametros para auxilio no diagnéstico diferencial

entre a Hanseniase, sobretudo, nas suas formas granulomatosas e o grupo controle,
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destacamos que este método diagndstico, conforme se pode constatar, a soma dos
padrées Infiltrado, Fragmentado e Ausente produz uma sensibilidade de 100%, uma
especificidade de 82,6% (IC=95%: 67,1 a 98,4) e com uma acuracia diagnostica de
93,7% (IC=95%:87,6 a 99,7) quando o padréo paucibacilar-Hl encontra-se ausente.
Por outro lado, quando este padrdo é incluido, a especificidade mantém-se em
82,6%, ao passo que a sensibilidade cai para 80,7%.

Quando utilizamos as lesbdes dos filetes nervosos isoladamente, dentro dos
mesmos padrdes histopatolégicos, observamos uma queda da sensibilidade
variando de 36,6% até 47,5% e, a especificidade alta, variando de 90,5% até 91,3%.

Finalizando, quando incluimos todas as formas de alteragdes dos filetes
nervosos, este parametro mostrou-se util como mais um auxilio no diagndstico
diferencial histopatolégico com o grupo controle-sarcoidose.

Acreditamos, porém, que ainda é necessario aumentar o nimero de casos, 0
que nos permitira diminuir o Intervalo de Confianga, levando a uma maior preciséao
da acuracia do teste diagnostico.

Além disso, o aumento da amostra permitird a avaliacdo da associacio

destes achados com outras alteragdes clinico-patoldgicas.
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10 CONCLUSAO

1. A marcagado com proteina S-100 mostrou-se mais eficaz do que a coloragao de
rotina Hematoxilina & Eosina, na visualizagdo dos filetes nervosos dérmicos,

sobretudo nos grupos paucibacilares-HT/HBT e no grupo controle.

2. A marcagdo com a proteina S-100 foi mais eficaz do que a coloracido da
Hematoxilina & Eosina, na quantificacdo dos filetes nervosos na derme,
principalmente na comparagao intragrupo paucibacilar-HT/HBT e controle. A andlise
quantitativa intergrupos  paucibacilar-HT/HBT, paucibacilar-HI,  multibacilar-
HBB/HBV/HV, ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos da Hanseniase

e do grupo controle.

3. A analise da distribuicdo dos filetes demonstrou que pode auxiliar no diagndstico
diferencial entre o grupo paucibacilar-HT/HBT e o grupo controle, onde predominam
respectivamente o padrédo de filetes “Dentro e Entre os granulomas” / “Dentro dos
granuloas e o padrao “Entre os granulomas”. O padrdao “Dentro e Entre os
granulomas” pode ser encontrado também no grupo controle; neste caso, a analise
isolada da distribuigdo dos filetes nervosos, em relagdo ao infiltrado inflamatorio, nao
auxilia no diagnostico diferencial entre os dois grupos, necessitando da observacgéo

do tipo de leséo do filete nervoso.

4. O achado ou nédo do tipo da lesé&o neural, foi o aspecto mais importante para o
diagndstico diferencial entre os grupos HT/HBT e o grupo controle, alcangando
resultados com elevada significancia estatistica. Os padrées de dano neural: filetes
nervosos “Infiltrados”, “Fragmentados” ou “Ausentes” ocorreram em 100% dos casos
do grupo HT/HBT e MB, demonstrando que o dano neural é caracteristico desses
pacientes. O padrdo de filetes nervosos “Intactos”, relacionado a inexisténcia de
dano neural, ndo foi observado em nenhum caso, ao contrario do grupo controle

que mostrou esse padrao em 84,6% dos casos.

5. A presenga do achado histopatoldgico, filetes nervosos “Dentro dos granulomas”,
aponta para o diagnéstico de Hanseniase com uma acuracia de 97%% (IC=95%:

91,1% a 100%), enquanto que a observagao de nervo “Intacto” sugere a auséncia
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desta doenga, com uma acuracia de 93,7% para um (IC=95%: 87,6% a 99,7%),
considerando o diagndstico de formas paucibacilar-HT/HBT/MB em comparagéao

com o grupo controle.
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APENDICE A - Relac&o das laminas estudadas e grupos histopatoldgicos

] Namero de | Namero de Erot_ein_a ~S—lOO Prgteina S_—lOO
Numero de . : : Distribuicdo dos Lesdo dos filetes
Caso laminas Tipo filetes filetes filetes nervosos
HE PS-100

F1L| F2 | F3 | F4 | A B C D
1 Paucibacilar HT 1 3 0 0 1 0 0 1 0 0
2 Paucibacilar HT 3 3 0 1 0 0 0 1 0 0
3 Paucibacilar HT 2 7 0 0 1 0 1 0 0 0
4 Paucibacilar HT 1 2 0 0 1 0 0 1 0 0
5 Paucibacilar HT 3 6 0 0 1 0 1 0 0 0
6 Paucibacilar HT 4 7 0 0 1 0 0 1 0 0
7 Paucibacilar HT 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
8 Paucibacilar HT 1 2 0 0 1 0 1 0 0 0
9 Paucibacilar HT 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
10 Paucibacilar HT 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0
11 Paucibacilar HT 1 3 1 0 0 0 1 0 0 0
12 Paucibacilar HT 3 4 1 0 0 0 1 0 0 0
13 Paucibacilar HT 5 9 0 0 1 0 1 0 0 0
14 Paucibacilar HBT 1 2 1 0 0 0 0 1 0 0
15 Paucibacilar HBT 1 3 0 0 1 0 0 1 0 0
16 Paucibacilar HBT 1 2 0 0 1 0 1 0 0 0
17 Paucibacilar HBT 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0
18 Paucibacilar HBT 2 4 1 0 0 0 0 1 0 0
19 Paucibacilar HBT 4 10 0 0 1 0 1 0 0 0
20 Paucibacilar HBT 5 17 0 0 1 0 1 0 0 0
21 Paucibacilar HBT 2 4 1 0 0 0 1 0 0 0
22 Paucibacilar HBT 3 4 1 0 0 0 1 0 0 0
23 Paucibacilar HBT 1 5 1 0 0 0 0 1 0 0
24 Paucibacilar HBT 2 3 0 0 1 0 1 0 0 0
25 Paucibacilar HBT 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
26 Paucibacilar HI 2 2 0 1 0 0 0 0 0 1
27 Paucibacilar HI 2 2 0 1 0 0 0 0 0 1
28 Paucibacilar HI 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
29 Paucibacilar HI 2 2 1 0 0 0 0 1 0 0
30 Paucibacilar HI 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
31 Paucibacilar HI 2 3 1 0 0 0 1 0 0 0
32 Paucibacilar HI 3 3 0 1 0 0 0 0 0 1
33 Paucibacilar HI 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
34 Paucibacilar HI 2 3 0 1 0 0 0 0 0 1
35 Paucibacilar HI 3 3 0 1 0 0 0 0 0 1
36 Paucibacilar HI 6 12 0 1 0 0 0 0 0 1
37 Paucibacilar HI 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1
38 Paucibacilar HI 5 10 0 1 0 0 0 0 0 1
39 Paucibacilar HI 5 5 0 0 1 0 0 0 0 1
40 Paucibacilar HI 3 3 1 0 0 0 1 0 0 0
41 Paucibacilar HI 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1
42 Paucibacilar HI 3 3 0 1 0 0 0 0 0 1
43 Multibacilar HBB 4 4 1 0 0 0 0 1 0 0

Legenda: F1 - Dentro dos granulomas; F2 - Entre os granulomas; F3 - Dentro e entre os granulomas;

F4 - Intacto; A - Infiltrado; B - Fragmentado; C - Ausente; D - Intacto.
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] NGmero de | Namero de Ffrot'ein_a ~S—lOO Prgteina S_—lOO
Numero de : : : Distribuicdo dos Lesdo dos filetes
Caso [aminas Tipo filetes filetes filetes Nnervosos
HE PS-100

F1 | F2 | F3 | F4 A B C D
44 Multibacilar HBB 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0
45 Multibacilar HBV 6 6 0 0 1 0 1 0 0 0
46 Multibacilar HBV 3 3 0 0 1 0 1 0 0 0
47 Multibacilar HBV 3 3 1 0 0 0 0 1 0 0
48 Multibacilar HBV 1 3 1 0 0 0 1 0 0 0
49 Multibacilar HBV 7 7 0 0 1 0 1 0 0 0
50 Multibacilar HV 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
51 Multibacilar HV 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
52 Multibacilar HV 2 2 1 0 0 0 0 1 0 0
53 Multibacilar HV 2 2 1 0 0 0 0 1 0 0
54 Multibacilar HV 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
55 Multibacilar HV 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
56 Multibacilar HV 3 7 1 0 0 0 1 0 0 0
57 Multibacilar HV 5 5 0 0 1 0 1 0 0 0
58 Controle Sarcoidose 2 3 0 1 0 0 0 0 0 1
59 Controle Sarcoidose 5 5 0 1 0 0 0 0 0 1
60 Controle Sarcoidose 3 3 0 1 0 0 0 0 0 1
61 Controle Sarcoidose 3 7 0 0 1 0 0 0 0 1
62 Controle Sarcoidose 2 2 0 1 0 0 0 0 0 1
63 Controle Sarcoidose 2 4 0 1 0 0 0 0 0 1
64 Controle Sarcoidose 2 6 0 0 1 0 0 0 0 1
65 Controle Sarcoidose 3 4 0 1 0 0 0 0 0 1
66 Controle Sarcoidose 3 3 0 1 0 0 0 0 0 1
67 Controle Sarcoidose 2 8 0 0 1 0 0 0 0 1
68 Controle Sarcoidose 2 5 0 1 0 0 0 0 0 1
69 Controle Sarcoidose 2 3 0 0 1 0 1 0 0 0
70 Controle Sarcoidose 3 3 0 0 1 0 0 1 0 0
71 Controle Sarcoidose 2 6 0 1 0 0 0 0 0 1
72 Controle Sarcoidose 3 6 0 1 0 0 1 0 0 0
73 Controle Sarcoidose 1 3 0 1 0 0 0 0 0 1
74 Controle Sarcoidose 1 5 0 1 0 0 0 0 0 1
75 Controle Sarcoidose 3 3 0 1 0 0 0 0 0 1
76 Controle Sarcoidose 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
77 Controle Sarcoidose 0 2 0 0 1 0 0 0 0 1
78 Controle Sarcoidose 5 5 0 1 0 0 0 0 0 1
79 Controle Sarcoidose 3 4 0 1 0 0 0 0 0 1
80 Controle Sarcoidose 2 3 0 0 1 0 0 0 0 1

Legenda: F1 - Dentro dos granulomas; F2 - Entre os granulomas; F3 - Dentro e entre 0s granulomas;

F4 - Intacto; A - Infiltrado; B - Fragmentado; C - Ausente; D - Intacto.




ANEXO A - Aprovacao do CEP-HUGG

Iﬁ
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

HOSPITAL UNIYERS'ITARIO GAFFREE E GUINLE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

MEMO CEP-HUGG / N° 81 /2010

Rio de Janeiro, 09 de setembro de 2010

Ao
Iimo. Prof. Carlos José Martins
Dermatologia — Pesquisador Responsdvel

Ref.: EMENDA datada de 27.08.2010 relativa ao Projeto
de Pesquisa "Estudo histoquimico e imunohistoquimico dos
filetes nervosos dérmicos e dos melandcitos na hanseniase”
- Projeto CEP-HUGG n° 67/2007.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, em reunidio
realizada em 09 de setembro de 2010, analisou de acordo com a Resolugdo CNS n° 196/96 ¢
APROVOU a Emenda, datada de 27.08.2010, relativa ao projeto de pesquisa em epigrafe, que
trata da exclusdo de um dos objetivos secundirios do projeto de pesquisa, aprovado em 24.01.08,
relativo ao estudo dos melanécitos na hanseniase, o que altera o titulo inicial do projeto que passa
a ser “Estudo histoquimico e imunohistoquimico dos filetes nervosos dérmicos nas diferentes
Jormas de hanseniase.”

Informamos que, de acordo com a Resolugo CNS n° 196/96, cabe ao pesquisador

apresentar a0 CEP/HUGG os relatérios parciais (semestrais) e final do projeto aprovado.

, \ Atenciosamente,
( . {

- i o

‘ ! :“: V \‘. ‘. O /

Prof. Dr. Pedro Eder Portari Filho
Coordenador do CEP-HUGG
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