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RESUMO

A hanseniase dimorfa é a forma clinica mais frequentemente
associada a ocorréncia de reacfes de hipersensibilidade mediada por
células (reagbes tipo 1), que podem ocorrer antes, durante ou depois do
tratamento especifico. Ha varias teorias a respeito da patogénese dessas
reacoes, as quais estdo diretamente ligadas ao dano neural e as sequelas.
Visando-se compreender melhor a fisiopatologia das reacdes tipo 1, foram
estudadas 10 biépsias cutaneas de individuos com hanseniase dimorfa-
tuberculbide reacional ndo tratados e 10 de individuos dimorfos em reacao
reversa (ap6s o inicio do tratamento especifico), comparando-se 0s
parametros morfoldgicos e imunoistoquimicos. Observou-se, N0 grupo em
tratamento, maior positividade das células para a enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) e menor quantidade de linfécitos T CD8+ (p<0,05).
N&o houve diferencas significativas na baciloscopia e positividade para
antigenos micobacterianos nos dois grupos, e nem na quantidade de células
IL-10+, apesar de ter sido observada correlacdo negativa entre esta citocina
e a propor¢cdo CD4/CD8 nos pacientes em tratamento (p<0,05). Notou-se,
também, tendéncia a reducéo do infiltrado especifico (linfocitos T e B) e
aumento do numero de células citotoxicas inespecificas (NK) no grupo em
tratamento. Estes resultados sdo concordantes com trabalhos recentes, que
sugerem que a reacao tipo 1 representaria um desequilibrio imunolégico
entre citocinas proé-inflamatorias e anti-inflamatorias. Na presenca de muitos
bacilos viaveis e no contexto de um paciente sem imunidade celular plena,
haveria uma tendéncia a piora no sentido do pdlo virchoviano (downgrading),
porém o tratamento especifico, reduzindo a carga bacilar, favoreceria uma
melhora da imunidade efetiva, caracterizada por um quadro histologico mais
tuberculdide, com posterior desvio progressivo da imunidade adquirida para
a inespecifica (resposta Th3 ou reguladora), interrompendo a reacgdo e
levando a cura.



ABSTRACT

Borderline leprosy is the most frequent clinical type of the disease
associated with the occurrence of type 1 reactions, which can occur
before, during or after the multidrugtherapy. There are several theories
about the pathogenesis of these reactions, which are closely related to
nerve damage. In order to better understand these reactions, we studied
10 skin biopsies of borderline tuberculoid patients with type 1 reaction
without treatment and 10 skin biopsies from borderline patients with
reversal reactions (under treatment). Morphological and
immunohistochemical parameters were compared. In biopsies of patients
with reversal reactions, stronger immunostaining for iNOS inside the cells'
infiltrate and decreased amount of CD8+ T lymphocytes were noticed
(p<0,05). There weren't significant differences in the baciloscopy and
immunostaining for mycobacterial antigens between these two groups,
neither in the amount of IL-10+ cells. Nevertheless, a negative relationship
between this cytokine and the ratio CD4/CD8 T Ilymphocytes was
observed in the group with reversal reactions (p<0,05). It was also noticed
a trend to reduction in the specific infiltrate (B and T lymphocytes) and an
increase in the number of non specific cytotoxic cells (NK cells) in this
group. These results are similar to the recent studies that suggest the type
1 reaction could be an immunological imbalance between pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines. The presence of several
viable bacilli in a patient without full cellular immunity could progressively
and temporarily change the clinical and immunological status towards the
lepromatous pole (downgrading). Once started the multidrugtherapy,
bacillary load falls, restoring the cellular immunity, which is characterized
by a more tuberculoid infiltrate that slowly becomes more non specific (a
shift to innate immunity) under the action of regulatory T cell response
(Th3 type), stopping the reaction and evolving to cure.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Aspectos gerais

A hanseniase é uma doenca infecto-contagiosa cronica causada pelo
Mycobacterium leprae (M. leprae), cujas manifestacbes dependem das
propriedades do agente etiolégico e da reatividade do hospedeiro. O M.
leprae é um bacilo atéxico, de baixa antigenicidade, muito pobre quanto ao
seu metabolismo e, por isso, com um tempo de replicagdo muito lento (13 a
14 dias)™?. Essas caracteristicas devem ser responsaveis pelo periodo de
incubacé&o prolongado e pela baixa sobrevivéncia no organismo, pois mesmo
nagueles individuos com defesa imunecelular minima contra o M. leprae, por
ocasiao do diagnostico e na auséncia de tratamento, jaA ndo sao viaveis cerca
de 90% dos bacilos .

Outra de suas peculiaridades € o tropismo pelo sistema nervoso
periférico, parasitando preferencialmente ramos sensitivos cutaneos e
segmentos mais distais e superficiais dos troncos nervosos, cuja reacao do
organismo resulta nas sequelas freqlentemente observadas nestes
3

pacientes O comprometimento freqiente da pele e segmentos mais

superficiais dos troncos nervosos demonstra, também, a preferéncia do
bacilo de Hansen por temperaturas abaixo da temperatura basal 2.
Finalmente, € um bacilo obrigatoriamente intracelular e, portanto, s6 €
eliminado do organismo por meio da imunidade mediada por células *.

Tudo indica que a resisténcia frente ao M. leprae € constitucional.
Cerca de 95% da populacdo € resistente, ou seja, entre aqueles que sao
expostos ao bacilo, somente uma minoria desenvolver4d a doenca °. Na
maioria das pessoas que ndo desenvolvem a hanseniase, ou naquelas com
manifestacdes localizadas e com tendéncia a cura espontanea, o teste de
Mitsuda é positivo °. Este teste consiste na injecéo intradérmica de 0,1 ml de
uma suspensao de bacilos mortos, obtidos através de bidpsia de nddulos

de pacientes virchovianos, com leitura ap6s 28 dias, sendo considerado um

20
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bom marcador da resisténcia imune celular, ou seja, é positivo (induracao
dérmica acima de 5 mm de didametro) nas formas de resisténcia da doenca e
negativo (induragdo menor que 5 mm ou ausente) nos individuos
desprovidos de resisténcia ou com resisténcia apenas parcial * °.

Os individuos que desenvolvem a Hanseniase de maxima resisténcia,
denominada Tuberculéide polar (TT), mostram quadro estrutural
representado pelo granuloma de células epitelidides bem diferenciadas,
contornado por halo de células mononucleares, principalmente linfécitos, mas
incluindo macréfagos néo diferenciados, mondcitos; os bacilos séo
rarissimos ou ausentes °’. J4 aqueles que desenvolvem a hanseniase de
minima resisténcia, os virchovianos (VV), mostram, na histopatologia,
extensos granulomas de células macrofagicas volumosas, nao epitelidides,
abarrotadas de bacilos. Os linfécitos sdo escassos e esparsos no interior dos
granulomas °”’.

Definem-se, portanto, dois polos nas manifestacbes de hanseniase,
gue sdo estaveis e mutuamente excludentes, ou seja, ndo modificam suas
caracteristicas na evolucdo, ndo havendo transformacdo de um em outro ®
Entre esses dois polos, ha manifestacdes intermediarias proprias de
individuos com resisténcia parcial, caracterizando o grupo dimorfo (D).
Dentro deste grupo, h4 um subgrupo com caracteristicas muito proximas ao
polo tuberculdide, quanto a morfologia das lesbes e a estrutura
granulomatosa, porém com lesdes multiplas, freqiientemente generalizadas e
apresentando baciloscopia positiva, denominados dimorfo-tuberculdide (DT)
879 Qutro subgrupo tem caracteristicas proximas as dos virchovianos, porém
as lesdes deixam areas cutaneas ndo comprometidas. Os granulomas séo
constituidos por macréfagos nao diferenciados tendo, de permeio, muitos
linfocitos, sendo a baciloscopia muito rica, e sdo por isso denominados

dimorfo-virchovianos (DV)%"°.

Um subgrupo absolutamente intermediéario,
extremamente instavel (e por isso o mais raro), o dimorfodimorfo (DD), tem
como caracteristica clinica a presenca de lesdes foveolares (tipo queijo
suico), com limites internos precisos e limites externos imprecisos *°,

e mostra, na histopatologia, granulomas frouxos, com células
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epitelidides pouco diferenciadas, escassos linfocitos e rica baciloscopia. O
grupo dimorfo ndo é estavel quanto a localizacdo no espectro. Deixados sem
tratamento, esses pacientes geralmente pioram, adquirindo progressivamente
caracteristicas semelhantes as descritas para o polo virchoviano. Quando
este comportamento é identificado, estes pacientes sao classificados como

virchovianos subpolares (VV sp)”***.

A base da resisténcia imune na hanseniase consiste na interagéo entre
linfocitos T e macréfagos. As células apresentadoras de antigenos (CAA)
expdem aos linfécitos T determinantes antigénicos, que estimulam estes
linfocitos a proliferarem e a produzirem citocinas as quais, agindo sobre os
macrofagos, estimulam a fagocitose e o0 processamento dos antigenos
micobacterianos. Estes macrofagos transformam-se em células epitelidides,
formando granulomas tuberculdides *. A deficiéncia total ou parcial desse
mecanismo imune resulta nas alteracdes histopatolégicas, baciloscopicas,

clinicas e evolutivas proprias dos virchovianos e dos dimorfos *2.

1.2. Antigenos micobacterianos

A evolugao da bacteriologia e da imunologia, principalmente a partir da
década de 70, ampliou muito os conhecimentos a respeito das caracteristicas
do M. leprae e dos mecanismos de resisténcia contra a infeccdo. Assim,
principalmente por meio de bacilos obtidos pelo desenvolvimento de infeccéo
experimental em tatus foram detectados componentes bacilares de grande
importancia no entendimento da doenca, bem como em trabalhos
experimentais, testes diagndsticos e na deteccdo de antigenos
micobacterianos nos tecidos* *°.

Dentre os antigenos externos do M. leprae, o glicolipideo fendlico
(PGL-1) é um importante antigeno capsular, especifico do bacilo de Hansen,
correspondendo a 2% da massa total bacteriana. Tem capacidade para
neutralizar radicais livres provenientes do metabolismo oxidativo

intrafagolisossomal *°*°. O PGL-1 também causa uma inibicéo especifica da
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liberacdo de citocinas por mondcitos de individuos sadios apos estimulacao
por lipopolissacarideos in vitro %°, e é capaz de induzir supresséo de resposta
mitogénica de linfécitos in vitro de pacientes com hanseniase %2,

A lipoarabinomanana (LAM) é um componente da parede celular
comum a varias micobactérias, que podem excreta-la em grande quantidade.
Esta relacionada a patogénese e sobrevivéncia do bacilo dentro dos
macréfagos 2 , pois blogueia a capacidade dos macréfagos de responder aos
efeitos ativadores do interferon gama (IFN-y), bloqueia a inducédo e a
liberacdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e inibe a apresentacao
antigénica pelas CAA 224,

Estudos imunoistoquimicos com anticorpo anti-PGL-1 demonstraram
que este marcador apresenta bons resultados para detec¢do de antigenos
nos tecidos de pacientes multibacilares. Apesar de especifico, alguns autores
referem que este anticorpo ndo se mostrou eficaz na deteccédo de antigenos

2526 rasultados estes diferentes

micobacterianos em casos paucibacilares
daqueles encontrados por Narayanan et al (1990)?’ e Wang et al (1992)%.
O anticorpo anti-LAM parece ter mais sensibilidade, apesar de haver

25,29' Em

descricdo de reatividade cruzada com antigenos de nervos
pacientes DT com reacdo reversa, foi detectada positividade para LAM
dentro do granuloma e em macréfagos, mesmo quando a coloracdo de
Faraco-Fite foi negativa ?*. Verhagen et al (1999), analisando a expressao
dos antigenos PGL-1 e LAM em bidpsias de pacientes com hanseniase,
notaram que a positividade para estes antigenos diminuiu com o tratamento,
sendo que a imunomarcagédo para PGL-1 dentro do granuloma tornou-se
negativa antes que o LAM °

Ainda em relacdo a deteccdo de antigenos em biopsias, observa-se
que em casos de hanseniase paucibacilar, ou seja, tuberculdide e
indeterminada, a baciloscopia da biépsia é, na maioria das vezes, negativa *
.Nestes casos, pode-se aumentar a deteccdo de antigenos bacilares por
meio de da utilizacdo do anticorpo policlonal anti-BCG *** o qual reage

cruzadamente com o M. leprae *°>. H4, porém, a desvantagem de poder
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ocorrer marcacao de varias outras espécies bactérias e muitos géneros de

fungos 3%,

1.3. Imunidade inata

E necessaria a compreenséo detalhada dos mecanismos das diferentes
respostas imunoldgicas dos individuos a infeccdo pelo M. leprae, para se
entender as manifestagdes clinicas e estruturais na hanseniase. Em primeiro
lugar, sabe-se que mais de 95% das pessoas expostas ao bacilo ndo séo
suscetiveis a doenca, e a maioria destas pessoas livres de doenca sdo Mitsuda
positivos >°. Porém uma minoria, cujo teste de Mitsuda mantém-se negativo
apos a exposicdo ao M. leprae, também ndo desenvolve a doenca. Isso se
deve, provavelmente, a predisposicdo genética e ao impedimento da infeccéo
pela imunidade inata, que é formada pelas barreiras naturais, representadas
pela integridade dos epitélios, secre¢bes e imunoglobulina A (IgA) de
superficie, dispersdo dos microorganismos no sistema linfatico, sistema

mononuclear fagocitico *’

e por células como os linfécitos NK (células
exterminadoras), linfécitos T y6 e macréfagos ativados, as quais possuem
capacidade microbicida independentemente da ativacdo da imunidade
adaptativa, %,

Assim, uma vez 0 organismo exposto ao bacilo, uma primeira etapa no
desenvolvimento da infeccdo € a passagem pelas barreiras naturais. Se o
bacilo ultrapassa essas defesas, encontra os linfécitos T y0, as células
exterminadoras naturais (NK) e os macrofagos teciduais. Estas células sdo as
principais responsaveis pela defesa inespecifica na pele e nas mucosas. Os
linfocitos T yo circulantes sédo geralmente CD4- e CD8- (duplo negativos), mas
a maioria geralmente apresenta receptores CD8+ nos tecidos *° e, portanto,
tém acdo citotoxica. Podem reconhecer superantigenos e antigenos de
micobactérias *°, bem como responder a antigenos protéicos presentes em

muitos patdégenos, denominados proteinas do choque térmico (hsp) *%*?

e
mesmo reconhecer antigenos apresentados por receptores CD1, como o

LAM. Além disso, podem produzir citocinas proprias da
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resposta imune celular tipo 1 (Thl) e ativar macréfagos teciduais sem a
necessidade prévia de imunidade adaptativa 3.

Da mesma forma, as células NK, além de produzirem granzima,
perforina, e granulisina, esta Ultima com capacidade destrutiva direta para

micobactérias %

, também podem secretar IFN-y sob acéo da interleucina
12 (IL-12) e interleucina 18 (IL-18) secretadas por macréfagos infectados,
estimulando a destruicdo intrafagolisossomal ***°. Estas células sao linfécitos
morfologicamente grandes e granulares, ndo expressam TCR ou
imunoglobulina de superficie, podendo participar tanto da imunidade inata
guanto da adaptativa, via citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC), ou
via producao de citocinas como o IFN-y, quando estimuladas por interleucina
2 (IL-2)*°. Sao detectadas principalmente pela expressédo de CD16, CD56 e
CD57 *°. Existem evidéncias de que a funcéo citotoxica pode n&o ser a mais
importante funcéo dessa populacdo celular. Esses linfocitos sdo capazes de
produzir IFN-y, TNF-a, fator estimulante do crescimento de colbnias de
granulécitos e monécitos (GM-CFS) e interleucina 3 (IL-3)***”. Podem ter um
papel precoce importante nas infecgbes intracelulares, pois sob estimulos
inespecificos podem induzir a produgdo de citocinas, sendo a producdo de

IFN-y mais répida e intensa do que pelos linfocitos T 4>

, COM 0s quais

atuam sinergicamente na modulac&o da resposta imune celular 2.
Romagnani (1992) sugere que a resposta Thl induzida pelas

bactérias intracelulares seja, em parte, devida as células NK, porque sao

estimuladas diretamente pelas bactérias a produzirem IFN-y*°.

1.4. Imunidade adaptativa na hanseniase

Na hanseniase, ultrapassada a imunidade inata e instalada a infec¢éo
em nivel cutadneo-neural, desenvolve-se a resposta adaptativa. Esta é
espectral, variando de acordo com a imunidade celular do hospedeiro, uma
vez que a imunidade humoral é ineficiente para a destruicdo de patdgenos

intracelulares **.

25



Introducao e Revisao Bibliografica
|
Nos individuos praticamente sem imunidade celular, ou seja, 0s
virchovianos, os bacilos serdo fagocitados e multiplicar-se-ao livremente,
atraindo novos macrofagos para o local, desenvolvendo um granuloma
macrofagico nao diferenciado. Nesta forma, a analise histopatoldgica mostra
extenso infiltrado macrofagico, onde o0s macréfagos séo volumosos,
abarrotados de bacilos, com citoplasma homogéneo, levemente vacuolar ou
multivacuolar (célula de Virchow)®’. Os linfécitos sdo escassos, focais, com
predominio de células CD8+/CD28- (supressoras) e estdo distribuidos entre
os macréfagos *.

Desde 1983, varios autores °°-°2

vém postulando que, nos pacientes
com imunidade celular plena, os tuberculéides, o granuloma é formado por
agregados de macrofagos com diferenciagdo epitelidéide bem evidente,
células gigantes multinucleadas tipo Langhans, linfécitos CD4+ justapostos
aos macréfagos no centro da lesédo, e com muitas células CD8+ restritas ao
manguito que contorna o granuloma. Modlin et al (1988) referiram que as
células CD4+, presentes no centro do granuloma, sédo linfécitos T de
memoria, sendo que as células T-naive estavam localizadas no manguito
linfocitario em volta do granuloma, perto das células CD8+, que séao
predominantemente CD28+ (citotéxicas) °°. Analisando a taxa CD4:CD8 em
biopsias de lesbes da hanseniase, identificaram, também, que a populagéo
CD4 era maior, com uma taxa de 1,9:1 nas lesdes TT, enquanto que em
lesbes VV a populacdo CD8+ predominava, com uma taxa CD4:CD8 de
0,6:1. A proporcdo CD4:CD8 presente nas lesdes eram independentes
daquelas encontradas no sangue dos pacientes, sugerindo migragao seletiva
para dentro das lesdes, proliferagdo ou mesmo retencdo nas lesbes. Apesar
de a proporcdo CD4:CD8 ser de 2:1 no sangue e nas lesbes de pacientes
TT, a populacéo de linfocitos T no tecido nao representa um filtrado aleatorio
do sangue. A taxa T-memoaria: T-naive € de 1:1 no sangue, mas € de 14:1
nas lesbes, ou seja, as células CD4+ nas lesdes TT expressam fenotipo T-
memoria (CD45RO+). Ja nas lesdes LL, a metade das células CD4+

pertence & subclasse de células T-naive “2.
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Recentemente, Fakhouri et al (2003) estudaram quantitativamente a
populacdo celular em biopsias de pacientes com diferentes formas de
hanseniase tuberculdide, tendo encontrado linfocitos B e células NK em

todos os casos. A distribuicdo dos linfécitos CD4+ e CD8+ foi semelhante

aguela descrita por Modlin, porém a taxa CD4:CD8 (valores expressos em
mediana) nos adultos com hanseniase tuberculoide foi de 1,28:1.

Na hanseniase, a protecdo contra o M. leprae é criticamente
dependente da funcado das células NK nos estagios mais iniciais da infec¢éo e

da resposta imune celular na fase tardia >*.

1.5. Padréao de citocinas na hanseniase

O entendimento da regulacdo da resposta imune as infec¢des resultou
de analise do padrao de citocinas produzido por clones de linfécitos T CD4+
murinos. Nesses modelos, na infeccdo intracelular, a resposta imune
resistente versus suscetivel parece ser regulada por duas subpopulacdes de
linfécitos T, gerando as respostas Thl e tipo 2 (Th2)>°. Da mesma forma, na
hanseniase, a resposta Thl, ou celular, confere resisténcia a infeccdo e a
resposta Th2, ou humoral, torna o individuo suscetivel a progressdo da
doenca °°°® As subpopulacées de linfécitos T, que produzem IL-2 e IFN-y,
chamadas Thl, aumentam a imunidade mediada por células. O IFN-y ativa
macréfagos e a IL-2 estimula o crescimento de células T antigeno-
especificas, resultando em doenca mais controlada ou cura. Linfocitos T, que
produzem as interleucinas IL-4, IL-5 e IL-10 geram a resposta tipo Th2, que é
a resposta humoral *°. Tanto a IL-4 quanto a IL-10 estimulam células B, que
inibem a ativacdo de macréfago, resultando em infecgéio progressiva 388,

Estudos imunoistoquimicos, por hibridizacdo in situ, e amplificacbes
de RNA mensageiro (MRNA) nas lesdes de hanseniase tém demonstrado
que, na forma TT, ha predominio de citocinas Thl (IL-2, IFN-y e TNF-q),
caracterizando resposta imune celular eficiente e resisténcia a proliferacéo

do M. leprae, com tendéncia a cura espontanea. Na forma W, prevalecem
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as citocinas de padréo Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10), resultando em uma resposta
imune humoral, que se mostra ineficaz, com produgdo aumentada de

anticorpos e disseminacéo da infeccao ** °°.

1.6.0 papel da IL-10 na hanseniase

A Interleucina 10, também chamada fator inibidor da sintese de
citocinas, foi descrita inicialmente como o fator produzido por linfécitos T
CD4+ Th2 capaz de suprimir a producédo de citocinas por linfocitos T CD4+
Thl °°. Em seguida, demonstrou-se que a IL-10 era produzida também por
linfécitos B, mastocitos, queratindcitos, eosinofilos, células dendriticas,
monocitos e macrofagos, estes ultimos sendo a principal fonte fisiologica de
IL-10°%%4, A producdo desta citocina por estas células est4d aumentada na
presenca de endotoxinas, TNF-a, catecolaminas e de drogas que elevam os
niveis de adenosina monofosfato (AMP) ciclico ®*.

A IL-10 inibe a producao de IFN-y por linfécitos T CD4+, CD8+ e por
células NK. Essa inibicdo da funcdo dos linfécitos Thl parece ser devida a
sua acao por meio de células acessorias agindo nos macrofagos, dependente
ou independentemente da interacdo com moléculas de classe Il do complexo
maior de histocompatibilidade (MHC-11)°*°> Além disso, suprime a producao
de citocinas pelos macréfagos ativados (TNF-a, IL-1, IL- 6, IL-12) e a
capacidade microbicida dessas células por inibicdo da expressédo do receptor
co-estimulador CD23, indispensavel na formacdo de radicais intermediarios
de oxigénio (ROI) e de nitrogénio (RNI)®?®*® A |L- 10 bloqueia a proliferacéo
linfocitaria, tanto de linfécitos Thl como Th2, e a producédo de IL-2 e de IFN-
y®” em resposta a antigenos e mitdgenos, mas n&o inibe a proliferacdo
induzida pela IL-2. Reduz também a produc¢do de IFN-y pelos linfocitos Thl
%8 e de IL-4 pelos Th2 % &

A IL-10 pode ser produzida tanto pelos linfécitos T CD4+ quanto por
linfécitos B ativados da resposta Th2, estimulando a apresentacdo de
antigenos por linfécitos B. Estas podem ser as principais células

apresentadoras de antigeno nos casos onde haja pouco antigeno local °
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inibindo a apresentacdo antigénica por células profissionalmente
apresentadoras de antigenos, como células dendriticas e macrofagos 64.
Também pode ser produzida por linfécitos T CD4+ da resposta tipo 3 (Th3),
ou reguladora, presente em qualquer tipo de resposta adaptativa °* A IL-10 e
o IFNy séo citocinas antagbnicas ndo s6 na fungcdo, como também na
producdo, uma vez que o IFN-y inibe a producdo de IL-10 por mondcitos
Apesar de ter as func¢des de inibir a imunidade celular, estimular a imunidade
humoral, ou regular os dois tipos de resposta adaptativa, a IL-10 estimula a
citotoxicidade mediada por células e a imunidade inata, pois aumenta a
proliferacdo de mastocitos, a fagocitose e a producdo de citocinas pelas
células NK induzida por IL-2%,

Na hanseniase, foi descrito que a IL-10 é expressa em altos niveis
(MRNA) nas lesées do pélo W, quando comparados as lesées do pélo TT 8,
porém clones de linfocitos T das lesGes de pele dos pacientes VV produzem
apenas pequena quantidade dessa interleucina ** Anticorpos monoclonais
anti-IL-10 aumentaram significativamente a proliferacdo de clones de
linfécitos T especificos para 0 M.leprae e a liberagdo de TNF-a e IFN-y.
Esses dados indicam que o M. leprae induz a produgcdo de IL-10 pelos

macréfagos, a qual inibe a proliferacdo de linfécitos T CD4 Thl *.

1.7. A funcao do 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) na

hanseniase

Uma efetiva resposta mediada por células T, e conseqiente
eliminacdo do M leprae, dependem do macrofago e de sua adequada
ativacdo’’. O NO é um géas, produto do metabolismo da L-arginina sob a
acao das isoenzimas, denominadas NO-sintases (NOS). As NOS existem
como trés isoformas, denominadas NOS endotelial (eNOS), NOS neural
(nNOS) e NOS induzivel (iNOS)"?. A sintese de NO tem sido observada em
macréfagos e células gigantes multinucleadas, bem como em outras
células, como fibroblastos, células epiteliais, células endoteliais’?,

células de Langerhans ™, eosinéfilos °, neutréfilos ®, linfécitos T helper 77,
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osteoclastos e osteoblastos 8, podendo ter varios efeitos, dependendo do tipo
de célula que a produz, do sitio de liberacdo e da concentracéo produzida 8.
O NO é uma toxina oxigénio-independente, sendo uma das mais importantes
para destruicdo de parasitas intracelulares, e pode se combinar com radicais
intermediarios de oxigénio, originando compostos citotéxicos como o
peroxinitrito (ONOO), o qual é mais potente que seus precursores 2> 2.

A INOS, responsavel pela sintese do NO, é expressa por células
inflamatérias por meio de estimulos de substancias como o0s
lipopolissacarideos (LPS), fragmentos antigénicos de micobactérias, fungos e
protozoarios, e por citocinas inflamatorias e/ou imunorreguladoras como IL-1,
TNF-a, TNF-B, IFN-y. Em contrapartida, as citocinas IL-10, IL-4 e o fator
transformador do crescimento B (TGF-B) inibem a expressdo de INOS e
conseqiiente producdo de NO por macréfagos in vitro %,

Tem sido evidenciada intensa expressdo de INOS em células
epitelidides e células gigantes multinucleadas de granulomas causados por M.
leprae, M. tuberculosis, Cryptococcus neoformans e Leishmania sp 7382 83,

O NO apresenta importante papel imunorregulador, sendo produzido e
atuando sobre as principais células do sistema imune, como macréfagos e
linfécitos T 7", A producdo de NO por linfécitos T CD4+ e sua participacdo na
modulacdo da resposta imune celular permanecem controvertidas. Estudo in
vitro demonstrou producao de NO por células Thl, mas nao por células Th2.
Além disso, o NO inibiu a secrecao de IL-2 e IFN-y e ndo causou nenhum
efeito na producéo de IL-4 por células Th2. De acordo com Taylor-Robinson
et al (1994), o NO produzido por células Thl participa de um mecanismo de
retroalimentac&o negativo, inibindo a producéo de IL-2 e IFN-y e prevenindo,
assim, a proliferacéo de células Thl, de células CDB* e de macréfagos '’
adicionalmente, as células Th2 proliferaram na presenca de IL-4, cuja
produgéo ndo foi afetada pelo NO. De acordo com esses achados, as
células Thl e Th2 podem ser distinguidas por diferentes padrdes de

citocinas produzidas e diferente susceptibilidade ao iINOS. O NO também
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contribui para supressao da resposta imune, gracas a inibicdo da expressao
pelos macréfagos da molécula MHC de classe I, prejudicando a
apresentacao antigénica ®*.

Na hanseniase, 0 NO desempenha importante papel na destrui¢cdo do
M. leprae. Avaliando a expressdo de INOS e TGF-f nas formas da
hanseniase, Khanolkar et al (1998) evidenciaram forte marcacdo de iNOS
nos pacientes TT, moderada positividade nas manifestacbes dimorfas com
reacao reversa (DT-RR e DL-RR) e auséncia de reatividade nos DT e W. A
positividade para TGF- foi maior nos VV, sugerindo supressao da resposta
imunologica por excesso de antigeno; nos pacientes em reacao reversa,
essa imunomarcacéo foi ausente, indicando desregulacédo no balanco INOS/
TGF-B. O TGF-B também foi negativo dentro dos granulomas reacionais,
porém em dois casos foi positivo no perineuro, sugerindo producado. pelas
células perineurais, como forma de defesa, ja que essa citocina inibe a
producdo de NO. Portanto, a producdo de TGF- B poderia ser responsavel
pela fibrose dos nervos, observada apés a reacéo reversa '*.

Schon et al (2001) detectaram, em pacientes dimorfos néo tratados
com e sem reacdo reversa, a producdo de NO e ONOO", por meio de
anticorpos anti-INOS e anti-nitrotirosina  (NT). Observaram forte
imunomarcacao para iINOS e NT nos macrofagos dos granulomas infiltrando
nervos dérmicos, indicando que reativos intermediarios de nitrogénio (RNI)
podem estar envolvidos no dano neural. Os queratinécitos, fibroblastos e
células endoteliais proximas a reacdo granulomatosa também foram
imunomarcados. A expressao de iINOS e NT foi semelhante, e presente em

todos os pacientes 3.

1.8. Tratamento da hanseniase

Até 1943, ndo havia nenhum tratamento eficaz contra a hanseniase.
Nesta data, Faget introduziu a sulfona, no inicio sob a forma do Promin, no
Carville (EUA)®. No final da década de 40, comecou-se a utilizar a 4, 4' —

diaminodifenilsulfona, também chamada dapsona ou DDS, que provou ser
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eficaz contra o M. leprae em doses baixas, tornando-se a droga de escolha. A
dapsona é droga bacteriostatica, e levemente bactericida quando utilizada na
dose diaria de 100 mg (OMS, 1982). Age por competicdo com o &cido
paraminobenzoéico (PABA), bloqueando a sintese do &cido diidrofélico .
Devido aos varios casos de resisténcia bacteriana a esta droga,

quando utilizada isoladamente®’:®

, em 1963, Opromolla introduziu a rifamicina
parenteral, isolada ou associada a dapsona °, que logo foi substituida pela
rifampicina oral. A rifampicina é bactericida, interferindo na sintese de RNA
bacilar, e atinge tanto o meio intracelular quanto o extracelular. E t&o eficaz
gue, com apenas uma Unica dose de 600mg, reduz-se a quantidade de
bacilos viaveis de um paciente virchoviano, estimada na ordem de 10 a 100
bilhdes, para cerca de 1 milhdo °°. Porém, quando utilizada isoladamente,
também ha possibilidade de resisténcia bacteriana **, e por isso recomenda-
se a associagdao com outras drogas, como a clofazimina, um corante com
atividade fracamente bactericida (OMS, 1982)%°, mas que apresenta as
vantagens de nao haver resisténcia bacteriana conhecida e de ter acao
antiinflamatoria, tendo algum valor, portanto, no manuseio das reacdes
hansénicas .

Por tudo o que foi exposto acima, um comité de especialistas da OMS
sugeriu, em 1982, a poliquimioterapia (PQT)®® para o tratamento da
hanseniase. Os regimes de tratamento, atualmente recomendados para
utilizag&o no Brasil, dividem-se em dois esquemas:

1. Paucibacilares — pacientes com até cinco lesfes: uma dose
mensal supervisionada de rifampicina 600mg e uma dose diaria
auto-administrada de dapsona 100mg, por um periodo de seis
meses.

2. Multibacilares — pacientes com mais de cinco lesbes: uma dose
mensal supervisionada de rifampicina 600mg + uma dose mensal
supervisionada de clofazimina 300mg e uma dose auto-
administrada de dapsona 100mg + uma dose auto-administrada de

clofazimina 50mg, por um periodo de um ano®.
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Outras drogas, como minociclina, ofloxacina, claritromicina,
etionamida e aminoglicosideos, apesar de também terem acdo contra o M.
leprae, ndo sao recomendadas para utilizacdo como drogas de primeira
escolha, ou mesmo para substituicdo pelo esquema classico, pois a PQT tem

niveis de toxicidade e taxa de recidiva extremamente baixos 2.

1.9. Reacéao tipo 1

Um aspecto interessante é que, mesmo nas manifestacdes de
hanseniase com resisténcia maxima ou parcial, ou seja, TT e grupo dimorfo,
provavelmente devido a baixa antigenicidade do M. leprae, as lesdes
cutdneas ndo mostram sinais inflamatérios intensos; apresentam tom
acobreado, desprovido de brilho e sdo secas (lesbes torpidas). Do ponto de
vista histopatoldgico, os granulomas sao bem delimitados, ramificados, sem
extensdo ao intersticio, constituidos apenas pelos elementos proprios da
reacdo inflamatoria cronica (linfécitos, macrofagos, células epitelidides e
gigantécitos) ®’. Em mais de 50% dos individuos dimorfos *°, no entanto, as
lesBes toérpidas, de maneira mais ou menos abrupta, se tumefazem, tornando-

% Estas lesdes de padrédo

se eritematosas e novas lesGes aparecem
inflamatério mais agudo, ou seja, com eritema, edema e, mais raramente
necrose e ulceragcdo, podem ser a primeira manifestagdo da doenca, ou

podem ocorrer durante ou apés o tratamento %>

, sendo mais precoces nos
pacientes com hanseniase dimorfa-tuberculdide e dimorfadimorfa e mais
tardias na dimorfa-virchoviana °¢. Outros individuos, na faixa tuberculéide do
espectro, ja apresentam, antes do inicio do tratamento especifico, papulas,
placas ou ndédulos eritémato-edematosos disseminados 96. Na analise
histopatolégica, os granulomas sdo mais extensos, mal delimitados e
confluentes; hd edema intersticial e intracelular, eventual deposicéo intersticial
de fibrina e, por vezes, necrose e ulceracdo °’. Esse tipo de reacdo, que

envolve hipersensibilidade, é denominado por Jopling de reacéo tipo 1 %.
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Na era pré-sulfénica, Souza Lima & Souza Campos descreveram esse
tipo de comportamento, em seu tratado “"Lepra tuberculoide” (1947).
Distinguiram dois tipos de manifestacdes reacionais na faixa tuberculdide.
Alguns individuos desenvolviam, de maneira abrupta, episédios com as
caracteristicas referidas, com certo grau de comprometimento do estado
geral, sintomas neurolégicos em multiplas localizacbes, edema de
extremidades, com baciloscopia permanentemente positiva. Os individuos
com esse padrao reacional respondiam fracamente ou n&do respondiam ao
teste de Mitsuda; mostravam tendéncia a repetir esses episodios e, onde
havia modificacdo das lesbes, estas assumiam caracteristicas semelhantes

aquelas observadas nos virchovianos °°.

Eram, pois, instaveis, e na
classificacdo de Madrid (1953) foram incluidos no grupo dimorfo **° Outros
individuos, também com episddios reacionais, mostravam lesées mais
localizadas, sem edema de extremidades, sem sintomas gerais e com
sintomas neurologicos discretos ou ausentes; a baciloscopia era
transitoriamente positiva, o teste de Mitsuda era sempre positivo, e apds um
ou mais episddios reacionais evoluiam para a cura, com ou sem lesdes
residuais. Denominaram esses pacientes de Tuberculbdides reacionais. Na
classificacdo de Madrid, identificam-se como Tuberculéides major'®*, mas na
classificacdo de Ridley e Jopling (1962 e 1966) ndo h& referéncia a essa
manifestagcdo, que provavelmente foi incluida no subgrupo dimorfo-
tuberculéide 2,

Ridley, no entanto, em 1987, em sua excelente obra "Skin biopsy in
leprosy, 2 ed.", referiu dois subtipos no poélo tuberculéide. O primeiro,
denominado Tuberculbéide primario, com resisténcia maxima, apresentando
poucas ou solitarias lesdes, que tendiam a cura espontanea. O outro, onde
os individuos manifestavam inicialmente quadro clinico com caracteristicas
DT, mas na sua evolucdo, por meio de reacdes com caracteristicas de
hipersensibilidade celular e com maior potencial destrutivo sobre os tecidos,
assumiam caracteristicas nitidamente tubercul6ides, ficando implicita a
evolucdo para a cura espontdnea. Para esse autor, nesses pacientes

haveria um retardo no reconhecimento dos antigenos micobacterianos pelo
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sistema imune de tal modo que, quando esse reconhecimento imune se
estabelecesse, desencadear-se-ia quadro reacional com alto grau de
hipersensibilidade. Classificou este subtipo, também polar, como
Tuberculéide secundario’.

Lastoria et al (1998) estudaram dois grupos de pacientes (DTR e TR)
por meio do teste de Mitsuda seriado (30, 60, 90, 120 dias). Verificaram que
os TR apresentavam sempre reacdo de Mitsuda positiva e, em geral,
mantinham o quadro granulomatoso dos 30 aos 120 dias, mostrando grau
muito mais eficiente de clearance bacilar do que os DTR**.

Como ja foi referido, além das reagdes tipo 1 que se manifestam antes
do inicio do tratamento especifico, had ainda aquelas que se desenvolvem
durante ou apOs o seu término. Estas reac¢des variam quanto ao tempo de
instalacado, intensidade, grau de envolvimento neuroldgico, tempo de duragéo
e caracteristicas histopatologicas®™. Muitas vezes, individuos considerados
como virchovianos ou dimorfo-virchovianos podem desenvolver reacdes tipo
1 onde, do ponto de vista clinico e histopatologico mostram, com intensidade
variada, aspectos mais tuberculdides. Este tipo de reacdo recebe a
designacéo de reacao reversa, ou "upgrading" ®’.

A patogénese destas reacdes € desconhecida. Para alguns autores,
no individuo dimorfo ndo tratado, haveria proliferacdo bacilar progressiva,
que induziria depressdo da imunidade mediada por células (CMI). Em
esséncia, seria o desvio de uma resposta Thl para Th2. Uma vez instalado
o tratamento, a reducédo da carga bacilar levaria a uma recuperacao da CMI,
e instalacdo de reacdes granulomatosas mais tuberculéides”’*. Para outros,
qualquer gue seja 0 esquema de tratamento, devido as caracteristicas do M.
leprae, pode haver persisténcia do bacilo em locais protegidos do sistema

imune 103,104

, como em musculo eretor do pélo, ramos nervosos e parede
vascular 1%, Estes bacilos, em condicées ideais, podem voltar a proliferar, e
estimular, em um paciente com alguma imunidade celular, uma reacdo de
hipersensibilidade retardada, ou reacdo tipo 1 de Jopling .
Portanto, apesar de haver taxas de recidiva muito baixas com a utilizacéo

da PQT, permanece ainda o grande problema na diferenciacao
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entre recidiva e reacdo reversa %’

. Harboe considera que a quebra do
equilibrio entre a quantidade de antigenos bacilares e a resposta do
hospedeiro levaria &s mudancas abruptas nas caracteristicas clinicas *. Para
Ridley & Radia (1981), a avaliacdo da bidpsia pos-reacdo separa uma reacéo

108 Assim,

de uma piora, denominada por eles de "downgrading
considerando que a célula epitelidide € o resultado do processamento efetivo
do antigeno, a presenca de bacilos tipicos na bidpsia de um paciente
corretamente tratado *°°, no contexto de um granuloma tuberculéide, indicaria
recidiva, e a auséncia destes, reacéo reversa '%°.

Estudos imunoistoquimicos em bidpsias de lesdes de pacientes com
reacdo reversa demonstraram aumento de células CD4+ na lesdo %% O
namero de células com receptores para IL-2, bem como a expressdo de
HLA-DR em células do infiltrado e em queratinécitos da epiderme também
estdo aumentados, por acdo do INF-y >3, A expressdo de mRNA para IL-16,
TNF-a, IL-2, INF-y e IL-12"! esta igualmente aumentada, permanecendo
fixas as taxas CD4/CD8, entre 1,7 e 1,8:1 %,

Os trabalhos sobre a expressao de IL-10 (resposta Th2 ou Th3), bem
como a expressao de citocinas de padrdo Th2 (IL-4 e IL-5), nas lesbes de
reacado tipo 1, mostram resultados conflitantes. Yamamura et al (1992)
referem niveis diminuidos de mRNA para IL-4, IL-5 e IL-10, em bidpsias de
pacientes dimorfo-dimorfos (DD) em reacao reversa, quando comparados
com dimorfo-virchovianos (DV) ndo reacionais *'°. Recentemente, porém, foi
observado que esses episddios estdo associados com elevados niveis de
citocinas, incluindo as pro-inflamatérias (IL-12, INFy e TNFa), e as
antiinflamatérias (IL-10 e TGFB) sugerindo que, dentro do granuloma, o
controle da rede de citocinas parece ser auto-regulatério, e que um simples
modelo de resposta Th1l é insuficiente para explicar a patologia reacional **2.
Na reacdao tipo 1, também foi relatada a presenca de iINOS no citoplasma dos
macréfagos dos pacientes dimorfos reacionais **°, porém em nivel menor do
que nos TT *. Essa positividade correlacionou-se com a presenca de INF-y e

IL-1283,
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Nenhuma diferenca significativa da atividade NK foi evidenciada na
hanseniase entre 0s pacientes com reacdo tipo | e 0sS nao reacionais,
notando-se, nos pacientes reacionais, uma correlacdo entre a atividade NK e

a positividade & Reac&o de Mitsuda 3.

1.10. Tratamento das reacdes reversas

O principal problema encontrado no decorrer do tratamento da
hanseniase dimorfa € a ocorréncia de reacdes reversas; caracterizadas
predominantemente por extenso comprometimento neurolégico, com piora
dos sintomas ja apresentados antes do tratamento, como aumento da
extensdo das alteracdes de sensibilidade e da anestesia / hipoestesia, e / ou
paralisia / paresia de extremidades, ou pelo aparecimento subito de dor,
aumento do calibre e da sensibilidade de nervos periféricos ***.

Como uma reacgéo reversa dura entre 3 e 6 meses e 0 tratamento
especifico com a poliquimioterapia ndo altera o seu curso, uma vez iniciada,
ha indicacdo da introducéo de corticosteroides, na dose de 60-80mg por dia,
somente nos casos onde haja neurite ou extensas ulceragdes. Se 0s sintomas
nao melhoram em 24-48 horas, a dose deve ser aumentada em 20-40mg.
Little et al (2001) referem que a expressdo mRNA para citocinas pro-
inflamatérias nas lesdes reacionais pode se manter por até seis meses®?.

Nos outros casos, utilizam-se antiinflamatoérios n&o hormonais,
cloroquina, ou clofazimina na dosagem de 300mg/dia. A retirada deve ser
lenta e gradual, nos casos com maior severidade do quadro reacional, ou
mais rapida nos casos mais leves. O tratamento com corticoesteréides
também ajuda a diferenciar entre reacdo e recidiva, uma vez que a recidiva

néo melhora com a utilizacdo desta droga *.

Teoricamente, o desenvolvimento de reacdo tipo 1 inicio do

tratamento especifico na hanseniase dimorfa indicaria um padrdo de
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comportamento imunecelular proprio do individuo, provavelmente frente a
carga antigénica elevada. Nos individuos que desenvolvem reacdes tipo 1
durante o tratamento, haveria recuperagcao da CMI, previamente deprimida
frente & proliferacdo bacteriana progressiva anterior ao tratamento %,

Sao, pois, dois contextos diferentes que pretendemos estudar em
biopsias cutaneas de pacientes dimorfos com reacado tipo 1, por meio de
técnicas histoquimicas de rotina - hematoxilina-eosina (HE) e Faraco-Fite - e
técnicas de imunoistoquimica. Por meio destas Ultimas, avaliando a
populacdo celular, a atividade macrofagica, a presenca de antigenos
micobacterianos nos tecidos e a atividade moduladora / supressora da

citocina IL-10.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo estudar e comparar as
manifestacbes reacionais entre pacientes com hanseniase dimorfa
tuberculdide reacional antes do inicio do de tratamento especifico (DTR) e
pacientes com hanseniase dimorfa em tratamento e com reagéo reversa (D-
RR), analisando, por meio de técnicas histoquimicas (HE e Faraco-Fite) e
imunoistoquimicas:

o A morfologia dos granulomas e sua baciloscopia;

o A populacao celular e sua distribuicdo nos granulomas;

o A atividade dos macrofagos, por meio da deteccdo do Oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS);

o A presenca de resposta moduladora / supressora, pela
guantificacéo da interleucina 10 (IL-10);

o A presenca dos antigenos micobacterianos nos tecidos, por
meio da quantificagdo da lipoarabinomanana (LAM) e antigenos do
Mycobacterium bovis (BCG).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Casuistica

Foram selecionadas dos arquivos da Secéao de Anatomia Patoldgica
do Instituto Lauro de Souza Lima, pertencente a Coordenadoria dos Institutos
de Pesquisa da Secretaria de Estado da Saude do Estado de Sao Paulo,
laminas de histologia e blocos de parafina de bidpsias cutaneas de 10
individuos diagnosticados clinicamente como Dimorfo Tuberculdide
Reacional antes do inicio do tratamento especifico (DTR), e 10 individuos
diagnosticados clinicamente como dimorfos com reacao tipo 1 na vigéncia de
poliquimioterapia para multibacilares (D-RR). Os critérios de escolha
utilizados foram o diagnostico clinico, confirmado pelo exame
histopatolégico, e a qualidade e volume do tecido incluido em parafina, para
possibilitar a realizacdo de grande nimero de cortes histologicos e com boa
gualidade para a confeccao de laminas para imunoistoquimica.

Os critérios diagndsticos, tanto quanto a classificacéo histopatolégica

quanto a condic&o reacional, foram os expostos por Ridley (1987)’.

3.2. Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais, com suas diluicdes, utilizados neste
estudo foram: anti-CD8 (Dako/M7103 — 1:25), anti-CD20 (Dako/M0755-
1:100), anti-CD79 (Dako/M7050— 1:50), anti-CD68 (Dako/M0814 - 1:1000),
anti-CD57 (Lab.Vision/MS.136P — 1:100), anti-IL-10 (R&D Systems/MAB285
- 1200) e anti-LAM (Lab. AMC/F30.5 — 1:500).
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3.3. Anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais e suas diluicbes foram: anti-CD3
(Dako/A0452 — 1:75), anti-iINOS (Santa Cruz Biotechnology Inc./sc-651 —
1:500) e anti-BCG (Dako/B0124 — 1:2000).

3.4. Estudos imunoistoquimicos

As células mononucleares (linfocitos T, linfécitos B, plasmdécitos,
células NK e macrofagos), antigenos micobacterianos, a enzima éxido nitrico
sintase e a interleucina 10, no infiltrado inflamatério, foram identificadas por
meétodo imunoistoquimico empregando-se a marcacao pela imunoperoxidase
por meio do Sistema Dako EnVision® (K4001 e K4003) Os cortes seriados
foram colhidos em laminas de vidro silanizadas (Dako, S3003, Glostrup-
Denmark) e submetidos a processos de desparafinizagdo e hidratagdo. Em
seguida, as laminas foram tratadas com peroxido de hidrogénio a 3% em
metanol, por 30 min, para blogueio da peroxidase enddgena e posteriormente,
aquecidas a 95C, por 10 min, em tampdo citrato a 10mM pH 6,0 para
recuperagcédo antigénica dos marcadores CD3, CDB, CD20, CD79 e iNOS.
Apos resfriamento, as laminas foram incubadas por 1 hora, em temperatura
ambiente, com 0s anticorpos primarios. A seguir, foram incubadas por 30 min
com o Sistema Dako EnVision®, posteriormente, com DAB (3'3' tetra-
hidrocloreto de diaminobenzidina) (Sigma) e contra-coradas em hematoxilina
de Harris.

A imunomarcacdo para IL-10 seguiu o método ABC com o Kit
Vectastain Elite (Vector Lab./6102), poréem fez-se a recuperacdo antigénica
com tripsina a 0,25% em PBS e o bloqueio de proteinas inespecificas do
tecido com incubacgao do soro AB humano.

Os linfécitos T CD4+ foram identificados empregando-se o Sistema
de Dupla-Coloragcdo Dako EnVision (K1395), com os marcadores CD3 e
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CD8. O anticorpo primario antilinfécito T supressor/citotoxico (CD8) foi
incubado com polimero marcado com peroxidase e revelado com DAB. Em
seguida, apos o emprego da solucdo blogueadora, o anticorpo primario
antilinfécito T (CD3) foi incubado com polimero marcado com fosfatase e
incubado com Fast Red. Os linfocitos T CD8+ ficaram corados de marrom,
enquanto os linfocitos T CD3+ coraram-se de vermelho caracterizando,
desse modo, linfécitos T CD4+ todos aqueles que apresentaram coloracao
vermelha.

Como controle positivo para marcacdo da populagdo celular, foi
utilizado material histolégico proveniente de amigdalectomia e, como controle
positivo para os anticorpos anti-LAM, anti-BCG e anti-IL-10, foram utilizados
blocos de bidpsias de pele incluidos em parafina oriundos de pacientes com
diagnostico de hanseniase virchoviana. Ambas foram incubadas com os
anticorpos primarios. Os controles negativos foram obtidos omitindo-se os

anticorpos primarios, os quais foram substituidos por PBS.

3.5. Avaliacao dos cortes histologicos submetidos a

Imunoistoquimica

O numero de linfocitos T CD4+, TCD8+, células NK e células com
expressdo de IL-10 positivas foi obtido contando-se 15 campos de
0,0625mm? (aproximadamente 1mm?), sendo 5 campos na derme papilar, 5
na derme reticular média e 5 na profunda, sorteados no aumento de 400x.
Esta contagem foi realizada mediante consenso entre trés observadores.

A avaliacdo da populacdo dos linfécitos B CD20+ e CD79+ foi
realizada por 3 observadores, em escala semiquantitativa de 0 a 4+, sendo:
0 = ausente; 1+ = minimo; 2+ = discreto; 3+ = moderado; 4+ = intenso.

A populacdo de células INOS positivas foi avaliada por 3

observadores independentes, de forma semiquantitativa, de 0 a 3 +, sendo:
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0 = ausente; 1+ = 1 a 10% de células imunomarcadas; 2+ = 11 a 20% de
marcadas; 3+ = mais de 20% das células marcadas.

Os antigenos micobacterianos, assim como os bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), foram verificados em todo o corte histolégico com o0s
anticorpos anti-BCG, anti-LAM e com a técnica de Faraco-Fite, utilizando-se
a escala de 0 a 6+, de acordo com Ridley (1987). A representacéo
morfolégica dos antigenos micobacterianos mostrou fragmentos antigénicos
bem individualizados, permitindo contagem igual aquela utilizada para
guantificar os bacilos em cortes corados pela técnica do Faraco-Fite.

3.6. Andlise estatistica

Os resultados obtidos de cada grupo estudado foram submetidos a
andlise estatistica por meio do método ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Para
comparacao entre os grupos das variaveis quantitativas foi aplicado o teste
"t" de Student. Para correlagdo entre varidveis semiquantitativas entre os
dois grupos. utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Para analise da correlacéo
entre variaveis semiquantitativas e quantitativas num mesmo grupo, foi
utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman. Para as variaveis que
foram significativas, foram aplicados o teste de comparacao mdltipla, teste de
Dunn, e o teste de Wilcoxon para duas amostras independentes. Para a
comparacao entre as areas da derme superficial, média e profunda usou-se o
teste de Friedman, levando em conta a dependéncia entre as areas. Para as
variaveis apresentaram diferenca significativa, foi aplicado o teste de Dunn.
Para analise de correlacdo entre todos os marcadores utilizou-se o Teste de
Pearson. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa
STATISTICA, U.S.0. (1997), e o nivel de significancia adotado foi de 5% (p <
0,05)
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4. RESULTADOS

As caracteristicas clinicas referentes aos pacientes dimorfo reacionais
nao tratados e dimorfos em tratamento em reacao reversa encontram-se nos

guadros 1 e 2.

Os resultados das avaliagbes morfolégicas, por meio de técnicas
histoquimicas (HE e Faraco-Fite), dos granulomas das bidopsias dos
pacientes DTR e dos D-RR, encontram-se nos quadros 3 e 4, e a avaliagdo

baciloscopica e de antigenos bacilares nas tabelas 1 e 2.

Comparando-se os quadros 3 e 4 pelo Teste de Mann-Whitney,
observou-se que o grupo DTR apresentou uma maior diferenciacado das
células epitelidides, ndo havendo presenca de macréfagos multivacuolados,

como no grupo D-RR (p<0,01).

Os resultados das avaliagbes imunoistoquimicas encontram-se nas
tabelas 1, 2, 3,4,5,6 e 7.

Nas avaliacdes das tabelas 1 e 2, ndo foram notadas diferencas
significativas na quantidade de antigenos entre os dois grupos, exceto pela
presenca de bacilos tipicos (integros) no grupo DTR e auséncia destes no
grupo D-RR. Observou-se também forte correlacdo entre a baciloscopia,
avaliada pela técnica de Faraco-Fite, e a positividade para LAM e BCG
(p<0,05).

Analisando-se a populacdo linfocitaria T e B e os linfocitos NK
(tabelas 3, 4 e 5), notou-se que o numero de linfécitos T CD8+ foi
estatisticamente maior no grupo DTR (p<0,05). A populacéo de linfécitos T
CD4+ também tendeu a ser maior neste mesmo grupo, bem como os

linfécitos B CD20+ e CD79+, gquando comparado com o grupo em
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tratamento. Quanto aos linfécitos NK, foi observada tendéncia ao aumento

do numero de células no grupo DRR, em relacdo ao grupo nao tratado.

N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre a populagéo
de células IL-10+ (tabela 6) entre os dois grupos, porém observou-se
correlacdo negativa entre a quantidade de células imunomarcadas para IL-
10 e a propor¢cdo CD4/CD8 apenas no grupo dimorfo em tratamento com
reacgéo reversa (p<0,05).

Na tabela 7, notou-se que o grupo dimorfo em tratamento com reacao
reversa mostrou maior quantidade de células INOS+ que o grupo nao tratado
(p<0,05).
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Quadro 1— Identificacdo, local da biépsia, idade e sexo dos pacientes
com hanseniase dimorfa tuberculdide reacional antes do inicio do
tratamento especifico

Bidpsia (N=10) Localizacao Idade Sexo
B03-3471 Tronco 24 M
S03-0440 Antebraco 84 F
B04-0347 Coxa 53 F
B03-0544 Antebrago 35 F
B03-0561 Mao 47 M
B02-2441 MSD 56 M
B02-2354 Perna 29 F
B02-1338 Coxa 43 F
B03-0578 Tronco 62 F
B02-0861 Coxa 28 M

Quadro 2- Identificacao, local da biopsia, idade, sexo, tempo de
tratamento e diagndstico inicial dos pacientes com hanseniase dimorfa
em reacao reversa (D-RR).

Biopsia Tempo de Diagnostico
(N=1 d) e s e tratamento inicial
B04-2826 Torax 66 M 10 meses DT
B00-1966 Antebracgo 37 M 9 meses DT
B00-4127 Braco 40 F 7 meses VV subpolar
B04-4012 Pele 43 M 11 meses DD
B01-3223 Fronte 25 M 8 meses DV
B01-0580 Coxa 46 M 18 meses VV subpolar
B00-2524 Dorso 47 M 4 meses DT
B01-1189 Brago 50 M 5 meses DV
B02-2415 Térax 55 M 3 meses DT
B02-1022 Lombar 41 M 2 meses DD
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Resultados

Tabela 1— Analise semiquantitativa baciloscopica e de antigenos
micobacterianos em bidpsias cutaneas de pacientes DTR. Valores de 0 a
6+, seqgundo Ridley (1987).

Bidpsia Baciloscopia LAM BCG
B03-3471 4 4 5
S503-0440 3 - 4
B04-0347 2 2 2
B03-0544 2 2 2
B03-0561 5 6 6
B02-2441 5 6 6
B02-2354 2 2 2
B02-1338 3 4 4
B03-0578 3 3 3
B02-0861 2 2 2
Média + DP 31+1.2 3,56+1,58 3,6 +£1,65
Mediana 3 3,5 3,5

Tabela 2- Andlise semiquantitativa baciloscopica e de antigenos
micobacterianos em bidpsias cutadneas de pacientes com hanseniase
dimorfa em reacéo reversa (D-RR). Valores de 0 a 6+, segundo Ridley
(1987).

Biopsia Baciloscopia LAM BCG
B04-2826 3 3 4
B00-1966 3 4 4
B00-4127 5 6 6
B04-4012 2 3 3
B01-3223 5 6 6
B01-0580 0 1 1
B00-2524 2 3 3
B01-1189 4 4 5
B02-2415 2 2 2
B02-1022 3 4 4
Média + DP 2,9+1,52 3,6+1,58 3,8+1,62
Mediana 3 3,5 4
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Resultados

Tabela 5- Avaliacdo quantitativa da populacdo de células NK (CD 57+)
por mm2 nas diferentes regides do derma, por meio de técnicas

imunoistoquimicas, em biopsias cutaneas de pacientes DTR e D-RR, 10
individuos por manifestacéo.

DERMA

o DERMA DERMA DERMA
Localizacao )
SUPERFICIAL MEDIO PROFUNDO TOTAL
Média + DP 47,10 + 46,09 41,30 + 32,37 45,30 + 44,44 133,70 + 118,99
DTR
Mediana 37,50 35,50 28,50 90,50
Média + DP 104,10 + 147,39 114,50 + 151,74 80,40 + 59,84 299 + 351,20
D-RR
Mediana 57,50 70 70 207,50
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Tabela 6 - Avaliacdo quantitativa da populacdo de células IL-10+ por
mm? nas diferentes regides do derma, por meio de técnicas
imunoistoquimicas, em bidpsias cutaneas de pacientes DTR e D-RR.

DERMA DERMA

Localizacao DERMA MEDIO DERMA TOTAL
SUPERFICIAL PROFUNDO
Média + DP 28,40£21,04 23,20+22,07 14,90+12,18 66,50+50,95
DTR
Mediana 28 12 11,50 47
Média + DP 30,89+12,02 22,89+8,36 11,22+6,08 65+23,12
D-RR
Mediana 30 24 12 61
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Tabela 7 - Avaliacdo semiquantitativa da populacdo de células iINOS+
por mm2 nas diferentes regides do derma, por meio de técnicas
imunoistoquimicas, em bidpsias cutaneas de pacientes DTR e D-RR.

o DERMA ) DERMA
Localizacao DERMA MEDIO DERMA TOTAL
SUPERFICIAL PROFUNDO
Média + DP 1,75+ 0,71 1,63+0,74 1,63+ 0,74 1,63 + 0,74
DTR
Mediana 2 1,50 1,50 1,50
Média + DP 2,50 + 0,53 2,30+ 0,48 1,90 £ 0,74 2,30+ 0,48
D-RR
Mediana 2,50 2,00 2,00 2,00
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Figura 1- Biopsia B04-2826 - Quadro histologico -caracteristico:
dimorfo-tuberculéide em reacdo reversa, mostrando granulomas de
padréo tuberculdide extensos e confluentes (HE - 50x).

Figura 2 - Detalhe da figura 1: Granulomas de padrédo tuberculéide com
células epitelioides, linfocitos e célula gigante tipo Langhans (HE -
400x).
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Figura 3 — Detalhe da figura 1: Granulomas de padrao tuberculdide com
células epitelidides predominando e acumulo focal de linfécitos (HE —
400x).

Figura 4 — Bi6psia B04-2826 - Baciloscopia da bidpsia tipica de quadro
dimorfo em reacdo reversa: grumos de bacilos granulosos em
macréfagos vacuolizados em meio a células epitelidides (3+ na escala
de Ridley) (Faraco-Fite — 1000x).
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Figura 5 - Reagdo granulomatosa ao redor de ramos nervoso com
delaminacédo do perineuro. Os linfécitos T CD8 coram-se em marrom e
vermelho e os CD4 apenas em vermelho. Imunoistoquimica (Dupla

coloracdo CD3 e CD8 - 200x).

Figura 6 - Reacdo granulomatosa extensa mostrando linfécitos T CD4 e
CD8 entremeados, com acumulo de linfocitos B (ndo corados) na regido
central. Imunoistoquimica (Dupla coloragdo CD3 e CD8 - 200x).
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Figura 7 — Infiltrado inflamatério mostrando linfécitos T CD4 e CD8
entremeados agredindo ramo nervoso. Imunoistoquimica (Dupla
coloracdo CD3 e CD8 — 200x).

R
g

Figura 8 — Reacdao inflamatéria granulomatosa mostrando linfécitos B
em acumulos e dispersos em meio ao granuloma. Imunoistoquimica
(CD20 — 400X)
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Figura 9 — Acumulo de linfécitos B em localizagcdo perivascular na
periferia de granulomas. Imunoistoquimica (CD20 — 400X).

e AL

N SN

NET Lt Bl W o
pat o ¥

-

Figura 10 — Acumulos de linfécitos B ativados e plasmocitos no derma
reticular profundo. Imunoistoquimica (CD 79 — 200X).
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Figura 12 - Células NK dispersas em meio a reacdo granulomatosa.
Imunoistoquimica (CD57 - 400X).

63



Resultados

Figura 13 — Reacgdo granulomatosa mostrando células marcadas
positivamente para a enzima 6Oxido nitrico sintase induzivel (3+ na
escala semiquantitativa). Imunoistoquimica (iINOS — 400X)

Figura 14 — Reacao granulomatosa perivascular mostrando menor
intensidade na marcacdo para iNOS (1+ na escala semiquantitativa).
Imunoistoquimica (INOS — 400X).
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Figura 15 — Macréfagos contendo grande quantidade de
lipoarabinomanana no derma superficial (5+ na escala
semiquantitativa). Imunoistoquimica (LAM — 200X).

Figura 16 — Detalhe da figura 15: Macréfagos contendo grande
guantidade de lipoarabinomanana superficial (5+ na escala
semiquantitativa). Imunoistoquimica (LAM — 400X).
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Figura 17 — Ramo nervoso do derma profundo mostrando forte
marcacdo para anticorpo anti-Mycobacterium bovis (6+ na escala
semiquantitativa). Imunoistoquimica (BCG — 200X).
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Figura 18 — Detalhe da figura acima mostrando intensa marcagéao
dentro do ramo nervoso. Imunoistoquimica (BCG — 400X).
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Figura 19 - Células mononucleares imunomarcadas para IL-10 em meio
ao infiltrado linfo-histiocitario perivascular. Imunoistoquimica (IL-10 -
400X).
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5. DISCUSSAO

Naafs e Wheate * referem que a reacdo tipo 1 espontanea, ou seja,
antes do tratamento especifico da hanseniase, ocorre em 51% dos individuos

dimorfos. Lockwood!®

também afirma que essas reagfes podem ser
independentes do tratamento, e as considera proprias dos individuos
dimorfos. Na era pré-sulfénica, antes de existir qualquer tratamento
especifico, havia individuos que desenvolviam episodios reacionais, com
lesBes de estrutura tuberculdide, as quais podiam evoluir naturalmente para
cura, ou entdo modificavam suas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas a
cada episodio no sentido do polo virchoviano 99.

Avaliando as caracteristicas histopatolégicas das reacdes tipo | em 66

individuos, Trindade °

encontrou nove casos onde as manifestacoes
ocorreram antes do tratamento.

As reac0es tipo 1 durante o tratamento séo referidas desde Lauro de
Souza Lima®® , que as denominava de pseudoexacerbacéo. Nos trabalhos

béasicos sobre sua classificacdo, Ridley & Jopling " *?

, Ja referem as reacdes
na evolucao do grupo dimorfo, definindo "downgrading” e "upgrading”. Esta
altima foi também denominada reac&o reversa, por significar reversédo para
um quadro clinico e estrutural mais tuberculéide. Jopling *® cunhou o termo
reacdo tipo 1 para diferenciad-la da reacado tipo eritema nodoso hansénico
(reacdo tipo 2), que ocorre nos virchovianos e estd ligada a imunidade
humoral.

Roche et al *® descreveram reacées tipo | em 42 de 136 individuos
portadores de hanseniase dimorfa durante o tratamento, as quais foram mais
frequentes nos DD (46%) e DV (39%) que nos DT (20%).

Trindade ® descreve que, nos individuos inicialmente diagnosticados
como DT, DT reacional, DD e DD reacional, quase todos os episodios
reacionais durante ou apos o tratamento mostraram padrdo DT. Ja naqueles
com diagndstico inicial de DV ou VV subpolar, os episédios reacionais
dividiram-se entre estrutura DT ou DD, sendo que um dos individuos deste
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altimo grupo apresentou, num novo episodio reacional subsequiente, um
padréo DT.

Ha fortes evidéncias de que a reacdo tipo 1 seja uma reacdo de
hipersensibilidade tardia a antigenos bacilares 4, 98, 117. Bjune et al '®
evidenciaram niveis elevados nos testes de transformacéo linfocitaria (LTT) e
nos testes de inibicdo da migracdo dos linfécitos (LIMT) durante as reacdes

reversas. Godal et al '

avaliaram varios parametros imunologicos em
individuos DT, que através de reacdes tornaram-se mais tuberculdides, e
demonstraram estatisticamente aumentos significativos dos valores de LTT e
LIMT, sendo que na maioria a reacao de Mitsuda foi positiva e precedida por
reacao de Fernandes em torno de 3 cruzes.

Raciocinando em termos de patologia geral e estabelecendo-se
analogia com outras doencas infecciosas granulomatosas, como a
tuberculose e  paracoccidioidomicose, pode-se sugerir que a
hipersensibilidade mediada por células se desenvolve quando um individuo
com imunidade celular preservada defronta-se com uma carga antigénica
elevada. Assim, uma reacado tipo 1 que se desenvolve antes do inicio do
tratamento dependeria da exposicdo de carga bacilar elevada a um sistema
imune constitucionalmente resistente. Durante o periodo de incubag¢do da
hanseniase, altos niveis de antigenos bacilares poderiam decorrer da
contaminacgao do individuo por doses infectantes elevadas, por um déficit dos
mecanismos de defesa natural, ou por deficiéncia da imunidade inata *'.

Ridley sugere que os quadros tuberculéides reacionais, aos quais
denomina tuberculdides secundarios, desenvolver-se-iam a partir de retardo
no reconhecimento antigénico, o que provavelmente implicaria em acumulo de
cargas antigénicas antes do reconhecimento imune ’.

As reacOes tipo 1 que aparecem durante o tratamento especifico
pressupdem prévia degradacdo ("downgrading”), o que € proprio dos
dimorfos nédo tratados. Esta degradacdo estaria ligada a capacidade
imunecelular parcial do individuo constitucionalmente dimorfo, que

nao conseguiria impedir a proliferacdo bacilar progressiva. Isto alteraria,
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consequentemente, as caracteristicas dos macréfagos e da reacgdo
granulomatosa, e as lesdes cutaneas se tornariam mais extensas, confluentes
e generalizadas. Opromolla *° sugere que esta evolucdo se processa sem
alterar constitucionalmente a imunidade celular, embora se saiba que cargas
antigénicas elevadas de agentes etioldgicos atdéxicos deprimam a imunidade
celular **°, no intuito de manter a homeostase.

Por qué o tratamento, em geral num periodo médio de 6 meses % °
pode propiciar a reacao reversa? Por qué ha individuos que se curam sem
apresentar reacao e outros que sO a apresentam apos a alta medicamentosa?

Opromolla %

sugere que toda a reacdo tipo 1 € desencadeada como
resposta a proliferacao bacilar, provavelmente de bacilos persistentes. A favor
desta hipotese, verifica-se que ndo ha diferencas clinicas ou estruturais entre
reacao reversa e recidiva, a nao ser pela presenca de bacilos tipicos na ultima

condicdo 99108,

Descartando-se proliferacdo bacilar, que mecanismos
poderiam ser responsaveis pela ocorréncia da reacao reversa? Esta questao
é de dificil resposta, pois falta um modelo experimental para hanseniase, mas
a comparacdo dos padrées histologicos e de populacéo celular (definida pela
imunoistoquimica) entre bidpsias de individuos dimorfos com reacao tipo 1
antes do inicio do tratamento e durante o tratamento constitue uma
abordagem interessante para o entendimento das reacdes tipo 1.

Nos dois primeiros quadros estdo explicitadas as caracteristicas
clinicas dos pacientes dimorfos apresentando quadro clinico de reacao tipo 1
antes do tratamento, constituindo o grupo DTR, ou com manifestacbes
reacionais compativeis com reacdo reversa durante o tratamento com
poliquimioterapia (DRR).

No quadro 2, expde-se o diagndstico prévio ao tratamento (a maioria
com comprovagao histopatoldgica) dos 10 casos dimorfos que apresentaram
reacao tipo | durante o tratamento e o tempo decorrido entre o inicio do
tratamento e o episodio reacional. Com excecédo do individuo cuja biopsia foi

B01-0580, o qual apresento longa evolugcdo com episodios alternados de
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reacao reversa, eritema nodoso hansénico e recidiva, 0s pacientes restantes
desenvolveram episddios de reacao tipo | entre 4 e 11 meses a partir do inicio
do tratamento, com meédia de 6,6 meses, correspondendo aos achados
encontrados por Naafs e Wheate * e Roche et al **

Analisando-se o quadro 3 (DTR antes do tratamento), observa-se que
apenas quatro biopsias mostraram alteracdes exsudativas e necroticas,
referidas nas reacdes tipo 1 de grande intensidade. A maior parte das
bidépsias apresentava, como evidéncias reacionais, maior extensdo dos
granulomas, edema intracitoplasmatico em células epitelidides bem
diferenciadas e numero variavel de células gigantes do tipo corpo estranho. O
componente linfocitario nos granulomas mostrou valores moderados na
analise semiquantitativa, e houve predominio da disposicéo destas células ao
longo dos vasos sobre a localizagdo em meio as células epitelidides. Os
guadros reacionais resolutivos, com alteragdes agudas exuberantes, focos de
necrose e ulceracdo, sao proprios dos tuberculéides reacionais (ou
tuberculéides secundarios, segundo Ridley ).

Analisando-se os quadros 3 e 4, onde sdo expostos os dados
histopatolégicos dos dois grupos, observa-se que ndo ha diferencas
consistentes entre eles. Todas as bidpsias mostram granulomas com células
epitelidides, gigantocitos imaturos do tipo corpo estranho e linfécitos, dando
ao conjunto carater tuberculdide. Os granulomas sdo, em geral, extensos,
mal-delimitados e confluentes, observando-se graus variados de edema
intersticial e intracelular, e isto define quadro reacional. O Unico achado
diverso (p<0,05) entre os dois grupos foi a presenca de macrofagos
multivacuolados em trés bidpsias (B00-4127, B01-0580 e B01-3223) do
grupo dimorfo em reacao reversa durante o tratamento, cujos diagndsticos
prévios ao tratamento foram VV subpolar, VV subpolar e DV,
respectivamente. Este achado histopatolégico confirma que estes individuos
sofreram degradacdo na sua evolugdo prévia ao tratamento, assumindo
caracteristicas histopatoldgicas préprias dos VV ou DV, com formacdo de
células de Virchow. O encontro destas células multivacuoladas dentro dos

granulomas de padrdo epitelidide permite o diagnéstico de reagdo reversa
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independentemente do conhecimento dos dados clinicos ou das biopsias
prévias, embora a ndo deteccdo destas células em bidpsias de reacdo
reversa nao afaste degradacao prévia. A proposito, em um dos trabalhos
pioneiros sobre reacdo reversa, Lauro de Souza Lima °’, que a designou
como pseudoexacerbacéo, refere que o quadro granulomatoso reacional
poderia se instalar sobre lesbes previamente existentes ou sobre pele
aparentemente normal.

Analisando-se os dados das baciloscopias das biopsias (Tabelas 1 e
2), verifica-se que apenas na biopsia B01-0580, que corresponde a um
quadro reacional em paciente com longa evolugcdo e tratamento, a
baciloscopia € negativa. Todos os DTR apresentaram baciloscopia positiva, e
em dois deles com indice de 5 cruzes na escala de Ridley. Isto ndo afasta o
diagnostico de DTR, pois os dimorfos séo instaveis e sujeitos a proliferacdo
bacilar progressiva. indices baciloscopicos elevados poderiam preceder as
modificacbes morfologicas dos granulomas ("downgrading”). No grupo
dimorfo em reacdo reversa, os maiores indices baciloscépicos (8004127 e
B01-3223) correspondiam a individuos cujos diagndsticos iniciais foram VV
subpolar e DV, respectivamente. Estes casos mostraram evidéncias de
degradacdo prévia. A manutencao dos altos indices baciloscopicos em 9 das
bidpsias de dimorfos em reacéo reversa é compativel com o curto periodo de
tratamento, uma vez que por meio da poliquimioterapia ha rapida morte e
fragmentacao bacilar, mas o "clearence" bacilar € lento. Para os virchovianos,
este € da ordem de uma cruz (na escala logaritmica) por ano.

O encontro de bacilos tipicos nos granulomas dos pacientes DTR, na
presenca de células epitelidides e linfocitos, indica que estes pacientes
provavelmente estdo sofrendo degradacado ("downgrading"), o que é préprio
de sua condicdo. N&o h4, pois, diferencas morfoldgicas clinicas
(caracteristicas das lesdes) ou histopatologicas consistentes nas coloracdes
de rotina (hematoxilina-eosina e Faraco-Fite), afora a maior diferenciacédo das
células epitelidides e a presenca de bacilos tipicos no grupo DTR, ja que

todas estas lesdes representam quadros reacionais de padréo tuberculdide.
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A imunoistoquimica anti-BCG e anti-LAM demonstrou positividade
constante, com resultados sugerindo forte correspondéncia com a coloracéo
de Faraco-Fite, ndo havendo diferencas estatisticas entre os dois grupos.
Porém, houve diferencas quanto ao indice morfologico, pois s6 no grupo néo
tratado (DTR) foram encontrados bacilos tipicos. A este respeito, ha um fato
interessante de observacdo clinica e que ficou patente no trabalho de
Trindade *°. Alguns individuos com hanseniase indeterminada, apesar do
tratamento especifico bem orientado, evoluiam para hanseniase tuberculoide.
Esta observacdo levanta a hipdtese de que a morte e conseqiente
fragmentacao bacilar € que estimularia a reatividade imune celular adquirida.
Sabe-se que bacilos viaveis produzem e secretam LAM e PGL-1, que inibem
a resposta imunecelular, o que pode induzir tolerancia imune. Nesse sentido,
em pacientes DTR néo tratados, embora haja uma fracdo importante de
bacilos mortos (fragmentados), ha também bacilos tipicos, ou viaveis que, ao
proliferarem progressivamente, induziriam mecanismo de imunossupressao,
contrapondo-se a reatividade imune celular a antigenos derivados da morte e
fragmentacdo bacilar. Estes antigenos poderiam estimular reacdes Thl,
porém seriam insuficientes para suplantar a imunossupressao gerada pela
replicacdo bacilar, levando a maioria dos individuos do grupo DTR com o
tempo a tender & piora baciloscépica e estrutural (quadro 2). Uma vez
instalado o tratamento, a acdo medicamentosa destruiria 0s bacilos viaveis e
metabolicamente ativos, liberando quantidades progressivamente maiores de
antigenos, criando condicbes para reversdo da imunossupressao e
desencadeamento de reacdes mais intensas e quadro estrutural mais
tuberculéide”.

Este raciocinio, como ja dissemos, tem base em fatos de observacao
clinica e experimental, e suscita algumas questdes, como qual seria o gatilho
para o desenvolvimento da reacédo tipo 1, e por qué alguns dimorfos nao
apresentam reacdes. Para tentar contribuir para o esclarecimento

destas questbes, realizamos também a avaliacdo da populacao celular e de
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parametros representativos da resposta imune celular, como a iNOS, IL-10 e
a avaliacao de antigenos bacilares, em nosso material.

Belone *?* estudou comparativamente 40 casos de pacientes na faixa
tuberculdide virgens de tratamento (10 TT, 10 DT, 10 DT reacionais antes do
tratamento e 10 Tuberculbides reacionais antes do tratamento), e ndo achou o
padrdo classicamente descrito por Modlin *° de distribuicdo linfocitaria nos
granulomas, ou seja, linfocitos T CD4+ no centro do granuloma e CD8+ na
periferia. Em todos os seus casos, linfocitos T CD4+ e CD8+, linfocitos B
CD20+ e CD79+, bem como células NK, entremeavam-se tanto nos halos
quanto dentro dos granulomas. Também a proporcéo de linfécitos T CD4/CD8
em seus casos foi menor do que a classicamente descrita por este mesmo
autor (2:1), com valores médios entre 1,6:1 nos Tubercul6ides reacionais e
1,3:1 nos DT reacionais. Da mesma forma que Atkinson *'?, encontrou niveis
aumentados tanto de substancias pro-inflamatérias (iINOS) quanto de
citocinas anti-inflamatérias (IL-10), indicando tentativa de manutencéo da
homeostase apds desequilibrio imunolégico. Em nosso material, a disposi¢éo
dos linfocitos, bem como a proporcdo de linfocitos T CD4+/CD8+, e a
presenca de IL-10 nos dois grupos DTR e D-RR, mostraram resultados
semelhantes.

Comparando-se os achados imunoistoquimicos entre os dois grupos,
observa-se que os valores de IL-10 ndao mostraram diferengas significativas.
Porém, ha no primeiro grupo (DTR) maior quantidade de linfocitos T CD8+
(p<0,05), tendéncia a maior quantidade de células da imunidade adaptativa
(linfocitos T CD4+, linfécitos B CD20+ e CD79+), na presenca de bacilos
viaveis e menor quantidade de células imunomarcadas para iINOS (p<0,05).
Isto sugere imunidade adaptativa presente, porém com desvio para perfil Th2.
Nesse caso, a funcéo da IL-10 seria de supressao da imunidade celular.

Em relacdo ao segundo grupo (D-RR), os valores de INOS em relagéo
aos pacientes DTR, indicam uma hipersensibilidade prévia mais efetiva
nesses pacientes tratados, porém a tendéncia de menor quantidade de

células da imunidade adaptativa e tendéncia de aumento de células NK, bem
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como a correlacdo negativa entre IL-10 a proporcao de linfocitos T CD4/CD8
sdo mais sugestivos de resposta moduladora com desvio para a imunidade
nao especifica.

O maior problema na interpretacdo dos achados histopatolégicos e
imunoistoquimicos na hanseniase € que, ao se exteriorizarem as lesfes
clinicas, a maior parte dos fendbmenos imunobiolégicos ja se desenvolveu.
Mesmo assim, as reacgdes tipo 1 permanecem por meses, OU porque sua
resolucdo € demorada, ou porque os estimulos que Ihe deram origem ainda
permanecem. A necessidade de desarmar estas reacdes para manter a
homeostase explica a coexisténcia de padrées de resposta Thl e Th2/Th3
em bidpsias de lesBes reacionais do tipo 1, como se verificam neste estudo e

nos trabalhos de Belone'? e Atkinson 2,
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6. CONCLUSOES

a.

A presenca de grupamentos de macrofagos multivacuolados (células
de Virchow) em meio as células epiteliides, em bidpsias de reacéo
tipo 1, € indicativa de que este individuo portador de hanseniase
dimorfa sofreu prévia degradacéo em direcédo ao polo virchoviano.

A presenca de bacilos tipicos no interior de granulomas de padrédo
DTR em lesdo estabelecida € a marca da resisténcia imune parcial
destes individuos, 0os quais sdo incapazes de destruir e processar
todos os bacilos. E provavel que a permanéncia e progressiva
proliferacdo  destes  bacilos tipicos, pelas  modificacdes
imunossupressoras que induzem nos granulomas e que resultam no
aumento do numero e extensdo das lesfes cutaneas, seja
responsavel pela degradacdo dos dimorfos no sentido do polo
virchoviano.

N&do héa diferencas morfologicas consistentes entre os granulomas
DTR e D-RR, sugerindo mecanismos imunes semelhantes para o
desenvolvimento das reacdes tipo 1.

Como ja relatado em trabalhos prévios, demonstrou-se coexisténcia
de padrbées Thl e Th2/Th3 nas biépsias de lesdes de pacientes
dimorfos com reacéao tipo 1, sugerindo que sempre ha necessidade de
resposta moduladora, a qual pode se tornar imunossupressora, caso

haja a influéncia local da imunossupresséao induzida pelo bacilo.

e. As diferengas encontradas nos estudos imunoistoquimicos, entre os

dois grupos estudados, na populacdo celular e no niumero de células
imunomarcadas para iINOS e IL-10, sugere que no primeiro grupo
(DTR) a IL-10 teria um papel imunossupressor, devido a proliferacédo
progressiva de bacilos integros. Ja no grupo D-RR, na auséncia de
bacilos viaveis, a IL-10 atuaria como imunomoduladora, desarmando
a imunidade adaptativa e desviando para a resposta inespecifica.

Assim, a reacdo tipo 1 em paciente dimorfo representa uma
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manifestacdo da imunidade celular, embora essa possa ocorrer de
forma desequilibrada, gerando destruicao tecidual, principalmente em
nervos. Para a manutencdo da homeostase, o organismo langca méao
dos mecanismos reguladores, como a IL-10. Havendo bacilos viaveis
e incapacidade do sistema imune de destrui-los, esta tentativa de
regulacdo acaba convertendo-se em imunossupressao (DTR). Caso
todos os bacilos sejam mortos, a regulacdo faz com que a resposta
adaptativa seja progressivamente substituida pela resposta

inespecifica, autolimitando a reacao e evoluindo para a cura.
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Anexo 3 — Anédlise semiquantitativa de linfocitos B (CD20+ e
CD79+). Distribuicédo dos linfocitos CD20+ e CD79+ na derme
superficial (DS), média (DM), profunda (DP) e total em lesbes

cutaneas de pacientes com hanseniase dimorfa-tuberculdide
reacional antes do tratamento (DTR). Valores expressos em +
(Escala de 0-4+).

CD20 CD20 CD20 CD20 CD79 CD79 CD79 CD79

Biopsia DS DM DP TOTAL DS DM DP TOTAL
B02-0861 2 3 4 3 2 3 4 3
B02-1338 3 3 3 3 2 3 3 3
B02-2354 3 3 4 3 3 3 4 3
B02-2441 2 3 3 3 2 3 3 3
S03-0440 2 3 3 3 2 3 3 3
B03-544 2 2 3 2 1 1 2 1
B03-0561 2 3 3 3 1 2 2 2
B03-0578 2 3 3 3 1 2 2 2
B03-3471 1 1 3 2 1 1 3 2
B04-0347 1 2 3 2 1 2 2 2
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Anexo 4 - Analise semiquantitava de linfécitos B (CD20+ e
CD79+).Distribuicdo dos Linfocitos CD20+ e CD79+ na derme superficial
(DS), média (DM), profunda (DP) e total em lesdes cutaneas de pacientes
em hanseniase dimorfa em reacéo reversa (D-RR).Valores expressos em
+(Escala de 0-4+)

CD20 CD20 CD20 CD20 CD79 CD79 CD79 CD79

Bidpsia
DS DM DP TOTAL DS DM DP TOTAL
B00-2524 3 3 2 3 3 3 2 3
B04-2826 2 2 2 2 2 2 2 2
B01-3223 2 2 2 2 2 2 2 2
B01-1189 2 2 2 2 2 2 2 2
B00-1966 2 2 3 2 2 2 2 2
B02-2415 2 3 3 3 2 3 3 3
B01-0580 2 2 2 2 2 2 2 2
B00-4127 2 3 3 3 2 3 3 3
B02-1022 2 3 3 3 2 3 3 3
B03-4012 2 3 2 2 2 3 2 2




Anexo 5 - Analise quantitativa de células NK (CD57+). Niamero
total de células NK/mm2 distribuidas na derme superficial (DS),
meédia (DM), profunda (DP) e total nas lesGes cutaneas de
pacientes com hanseniase dimorfa-tuberculdide reacional antes
do tratamento (DTR).

Biopsia NK NK NK NK
DS DM DP TOTAL

B02-0861 7 11 6 24
B02-1338 20 25 28 73
B02-2354 20 37 22 79
B02-2441 39 18 29 86
S03-0440 47 41 34 122
B03-0544 37 34 24 95
B03-0561 09 77 138 314
B03-0578 38 52 57 147
B03-3471 9 6 5 20

B04-0347 155 112 110 377
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Anexo 6 — Analise quantitativa de células NK (CD57+). Niamero
total de células NK/mm2 distribuidas na derme superficial (DS),

média (DM), profunda (DP) e total nas lesdes cutaneas de

pacientes com hanseniase dimorfa em reacéo reversa (D-RR).

Bidpsia NK NK NK NK

DS DM DP TOTAL

B00-2524 515 525 213 1253
B04-2826 25 10 18 53
B01-3223 60 60 125 245
B01-1189 75 120 100 295
B00-1966 100 156 85 340
B02-2415 21 15 17 53
B01-0580 35 80 55 170
B00-4127 110 105 105 320
B02-1022 45 45 55 145
B03-4012 55 30 31 116




Anexo 7 — Analise quantitativa de células expressando IL-10.
Numero total de células IL10+/mm2 distribuidas na derme
superficial (DS), média (DM), profunda (DP) e total nas lesdes
cutaneas de pacientes com hanseniase dimorfa-tuberculéide

reacional antes do tratamento (DTR).

Biépsia IL-10 IL-10 IL-10 1L-10
DS DM DP TOTAL
B02-0861 49 42 16 107
B02-1338 7 9 7 23
B02-2354 52 26 41 119
B02-2441 30 34 17 81
S503-0440 5 5 5 15
B03-0544 26 11 5 42
B03-0561 2 7 7 16
B03-0578 63 75 30 168
B03-3471 19 13 16 48

B04-0347 31 10 05 46




Anexo 8 — Andlise quantitativa de células expressando IL-

10. Namero total de células IL10+/mm2 distribuidas na derme
superficial (DS), média (DM), profunda (DP) e total nas lesdes
cutaneas de pacientes com hanseniase dimorfa em reacao
reversa (D-RR).

Bidpsia IL-10 IL-10 IL-10 IL-10
DS DM DP TOTAL

B00-2524 22 28 19 69
B04-2826 34 15 12 61
B01-3223 50 38 18 106
B01-1189 17 10 6 33
B00-1966 30 24 5 59
B02-2415 20 16 7 43
B01-0580 20 24 3 47
B00-4127 43 23 15 81
B02-1022 42 28 16 86

B03-4012 - - - -




Anexo 9 — Anadlise semiquantitativa de células expressando

INOS. Imunomarcacdo positiva de células inflamatérias nas
biopsias de lesGes cutaneas de pacientes com hanseniase
dimorfa-tuberculdide reacional

Valores expressos em + (Escala de 0-3+)

antes do tratamento (DTR).

Bidpsia INOS INOS INOS INOS
DS DM DP TOTAL
B02-0861 2 1 1 1
B02-1338 2 2 2 2
B02-2354 1 1 1 1
B02-2441 1 1 1 1
S03-0440 3 3 3 3
B03-0544 2 2 2 2
B03-0561 1 1 1 1
B03-0578 2 2 2 2
B03-3471 - - - -

B04-0347
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Anexo -10 Anélise semiquantitativa de células expressando

INOS. Imunomarcagéo positiva de células inflamatorias nas

biopsias de lesbes cutdneas de pacientes com hanseniase

dimorfa em reacao reversa (D-RR). Valores expressos em +

(Escala de 0-3+)

Bidpsia INOS INOS INOS INOS

DS DM DP TOTAL
B00-2524 3 3 3 3
B0O4-2826 3 3 3 3
B01-3223 2 2 1 2
BO1-1189 2 2 2 2
B00-1966 2 2 i 2
B02-2415 3 2 2 2
B01-0580 2 2 1 2
B00-4127 3 2 2 2
B02-1022 2 2 2 2
B03-4012 3 3 2 3
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