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Introducéo

7z

A hanseniase € doenca infecciosa, de evolucdo cronica, causada
pelo Mycobacterium leprae. Apresenta, em qualquer das suas
manifestacdes dentro do espectro clinico, histopatolégico, baciloscopico e
imunoldgico, proposto por Ridley e Jopling®#, lesdes cutaneo-neurais de
evolucao lenta, progressiva, com escassos sinais inflamatorios,
denominadas lesdes torpidas. No entanto, por vezes, ocorrem episodios
agudos caracterizados por multiplas lesdes eritematosas, edematosas, as
guais inclusive sofrem necrose e ulceracao, sobre e/ou ao lado das lesbes
torpidas preexistentes®. Na faixa do espectro de maior resisténcia, ou
faixa tuberculdide, estes episddios tém, como base, reacéao
granulomatosa extensa, confluente, associada a congestdao, edema
intracelular e intersticial, deposicédo de fibrina e, por vezes, focos de
necrose e ulceracdo, e recebem a denominacdo de reacéo tipo 1 de
Jopling*. Na faixa de menor resisténcia do espectro, ou faixa virchoviana,
hé episddios agudos caracterizados por dilatacdo vascular e exsudacao
serofibrinoneutrofilica sobre granulomas macrofagicos regressivos, por
vezes incluindo tromboses vasculares, abscedacao, vasculites e necrose,
definidos como reacao tipo 2 de Jopling, ou eritema nodoso hansénico®.
Ha uma parcela de individuos classificados, na faixa tuberculéide
do espectro, que desenvolvem quadro reacional tuberculéide ab-initio,
caracterizado por aparecimento mais ou menos abrupto de multiplas
papulas, placas e nodulos. Por apresentarem multiplas lesdes de padréo
tuberculéide, esses individuos sdo, pelos parametros atuais, classificados
como dimorfo-tuberculdides reacionais (DTR). Distinguem-se, no entanto,
dois comportamentos diferentes neste grupo. Alguns individuos mantém
baciloscopia permanentemente positiva, sintomas neurolégicos evidentes,
edema de extremidades e discreto comprometimento do estado geral;
outros tém baciloscopia negativa ou apenas transitoriamente positiva, sem
manifestagdes sistémicas, e 0s sintomas neurologicos sao discretos ou
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ausentes". Souza Lima & Souza Campos estudaram essas
manifestacdes reacionais na era pré-sulfonica e evidenciaram que 0s
individuos com o primeiro padrdo de comportamento mostravam teste de
Mitsuda fracamente positivo ou negativo, e tendiam a modificar suas
caracteristicas clinicas, assumindo aspectos progressivamente
semelhantes aos virchovianos. Dentro da classificacdo de Madrid, foram
incluidos no grupo dimorfo:. O segundo padrdo incluia individuos com
teste de Mitsuda positivo 0s quais, apds um ou mais episodios reacionais,
tendiam a cura espontanea, e que foram denominados Tuberculdides
reacionais (TR). Estas manifestacdes estariam incluidas na classificacéo

de Madrid como Tuberculéides major®*®

. Na classificacdo de Ridley e
Jopling®s>- os TR n&o s&o reconhecidos e, provavelmente, foram
incluidos no grupo dimorfo. Mais tarde, no entanto, Ridleyz considerou
duas manifestac6es no polo tuberculdide, ou seja, o tuberculdide pleno,
ou hanseniase TT primaria (TTp), que evolui a partir da hanseniase
indeterminada, com lesbes solitarias ou escassas; a outra manifestacéo
inclui casos onde os individuos apresentam caracteristicas clinicas
semelhantes aos dimorfo-tuberculdides (DT), porém evoluem com lesdes
mais destrutivas e com sinais de hipersensibilidade, e recebem a
denominacdo de hanseniase Tuberculéide secundaria (Us). Como os
TTp, foram incluidos dentro do 17 demonstraram, por meio de bidpsias
em testes de Mitsuda pdlo tuberculdide.

Lastoria et al’’ seriados, que os TR evidenciaram indices de
positividade baciloscopica menores e uma maior capacidade de
“clearence" bacilar que os DTR.

Os trabalhos e revisbes mais recentes sobre imunopatologia de
hanseniase dao énfase a dois padrées de citocinas teciduais relacionadas
as manifestacdes polares. Nas lesdes tuberculbides, ha producédo de
citocinas do tipo Thi, ou seja, interleucina 2 (IL-2), que induz a
proliferacdo de linfacitos T; INFy (interferon gama), que induz a ativacao
macrofagica, com producao de TNFa°>22, citocinas que, juntas,
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estimulam a producdo de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)***®%. Por
outro lado, nas lesdes virchovianas, existe um predominio do perfil Th2,
com producédo de IL-4 e IL-10, que suprimem a imunidade celular,
estimulando a imunidade humoral n&o protetora %%

Mais recentemente, propdem-se quatro tipos de resposta imune
adaptativa: ThO, ou inicial, que pode derivar para Thl, na presenca de
altos niveis de IL-12, ou para Th2, quando em presenca predominante de
IL-4 e IL-10. Em ambas as respostas, ha sempre uma modulacdo por
citocinas da resposta Th3, ou reguladora, mediada principalmente por IL-
10w

Do ponto de vista da identificacdo da populacdo celular, hd um
modelo para a Hanseniase tuberculbide, proposto desde 1983, e que
permanece citado até trabalhos mais recentes, com algumas
modificacbes:'». E postulado que, nos granulomas tuberculdides, os
linfécitos CD4+ estdo justapostos aos macréfagos no interior dos
granulomas, e que linfocitos CDB+, predominantemente citotoxicos estao
restritos ao halo que contorna o granuloma. As células CD4+ presentes
no interior dos granulomas séo linfocitos T de memoaria, e as células T-
naive estdo localizadas no halo linfocitario, perto das células CD8+**

Os diferentes comportamentos referidos na faixa tubercul6ide do
espectro da hanseniase podem estar ligados a diferencas na imunidade
celular entre os TT e os DT, e entre as manifestacdes térpidas e
reacionais. Nesse sentido, nos propomos a estudar, em biépsias de
lesdes torpidas e reacionais na faixa tuberculdide do espectro, por
técnicas imunoistoquimicas, a populacdo celular, a atividade dos
macrofagos por meio da deteccdo de INOS, a presenca de resposta
moduladora/supressora pela quantificacdo da IL-10 e a presenca dos
antigenos micobacterianos nos tecidos, confrontando os resultados com
0s gquadros histopatoldgicos correspondentes.
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Materiais e Métodos

Casuistica:
Foram selecionadas, do arquivo do Instituto Lauro de Lima,

biopsias cutaneas de 10 individuos de cada grupo de manifestacées
(TT, DT, TR, DTR), virgens de tratamento, com diagnostico clinico
confirmado pelo exame anatomo-patologico. A idade dos pacientes variou
entre 11 e 84 anos. A classificacdo histopatoldgica de cada grupo seguiu 0s
critérios proposto por Ridley (1971)% e que foram usados no trabalho de
Lastdria et al.*’

TT — Granulomas bem delimitados, de células epitelidides bem
diferenciadas, com halo linfocitario de densidade variada; agressao neural
intensa sem identificacdo de ramos nervosos ou apenas deteccdo de
fragmentos de nervos no interior dos granulomas; agressao focal a
epiderme. Baciloscopia de 0 a 1+ (Escala de Ridley)*®

TR — Granulomas extensos, mal delimitados, de células epitelidides
bem diferenciadas, com extensdo ao intersticio e confluentes; edema
intracelular e intersticial; eventual deposicéo intersticial de fibrina, focos de
necrose principalmente ao longo de ramos nervosos; agressao frequente
a epiderme e agressao inconstante a ramos nervosos. Baciloscopia: 0 a
1+.

DT — Granulomas de células epitelidides bem diferenciadas, porém
mais frouxos que os granulomas TT; halo linfocitario de densidade
variada, ramos nervosos comprometidos ou preservados sao identificados
com maior facilidade; ndo ha agressado epidérmica. Baciloscopia: 2+ ou
mais.

DTR — O padrao geral é semelhante ao TR, porém os focos de
necrose sao raros, ndo ha agressao a epiderme e 0S ramos Nervosos sao
identificados com maior facilidade. Baciloscopia: 2+ ou mais.

N&o se incluiu a avaliacdo de células gigantes tipo Langhans ou
tipo corpo estranho como caracterizacao dos grupos porque a sua
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presenca é muito variada em um mesmo grupo e, principalmente nos
episédios reacionais em bidpsias de éareas cutaneas expostas, as
células gigantes fagocitam fibras elastéticas fragmentadas,
representando mais uma reacdo do tipo corpo estranho secundaria do
que uma reacéo especifica ao M. leprae °.

Biopsia Cutanea:

Cortes histologicos seriados de 5 pm de espessura foram corados
pela Hematoxilina-Eosina (HE) e o Faraco-Fite para classificacao
histopatolégica de cada grupo estudado e empregados para o estudo

imunoistoquimico.

Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais, com suas diluicbes, utilizados neste
estudo foram: anti-CD8 (Dako/M7103 — 1:25), anti-CD20 (Dako/M0O755-
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).

Anticorpos policlonais

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

Estudos imunoistoquimicos

As células mononucleares (linfécitos T, linfocitos B, plasmécitos,
células NK e macrofagos), antigenos micobacterianos, a enzima oxido
nitrico sintase e a interleucina 10, no infiltrado inflamatorio, foram
identificadas por método imunoistoquimico empregando-se a marcacao
pela imunoperoxidase por meio do Sistema Dako En Vision+ (K4001 e

K4003). Os cortes seriados foram colhidos em laminas de vidro
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silanizadas (Dako, S3003, Glostrup-Denmark) e submetidos a processos
de desparafinizacdo e hidratacdo. Em seguida, as laminas foram tratadas
com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol, por 30 min, para bloqueio
da peroxidase enddgena e posteriormente, aquecidas a 950C, por 10 min,
em tampdo citrato a 10mM pH 6,0 para recuperacdo antigénica dos
marcadores CD3, CD8, CD20, CD79 e INOS. Apos o 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 (33" tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina)(Sigma) e contracoradas em hematoxilina de Harris.

A imunomarcacéo para IL-10 seguiu o0 método ABC com o Kit
Vectastain Elite (Vector Lab./6102), de acordo com Hsu et al.12, porém
fez-se a recuperacdo antigénica com tripsina a 0,25% em PBS e o
bloqueio de proteinas inespecificas do tecido com incubacdo do soro AB
humano.

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

Como controle positivo antipopulacdo celular, foram utilizadas
amidalas e, para os anticorpos anti-LAM, anti-BCG e anti-IL-10, foram
utilizadas bidpsias de pele com diagnéstico de hanseniase virchoviana,
incubadas com os anticorpos primarios, respectivamente. Os controles
negativos foram obtidos omitindo-se 0s anticorpos primarios, 0s quais
foram substituidos por PBS.
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Avaliacdo dos cortes histoldégicos submetidos a
imunoistoquimica

O numero de linfocitos T CD4+, TCD6+, células NK e células com
expressao de IL-10 positivas foi obtido contando-se 15 campos de
0,0625mm?, sendo 5 campos na derme papilar, 5 na derme reticular
média e 5 na profunda, sorteados no aumento de 400x.

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

As células INOS positivas foram avaliadas por 4 observadores
independentes, de forma semiquantitativa de 0 a 3 +, sendo: 0 = ausente;
1+ =1 a 10% de células imunomarcadas; 2+ = 11 a 20% de marcadas; 3+
=> 20% ceélulas marcadas.

Os antigenos micobacterianos, assim como os bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), foram verificados em todo o corte histolégico com os
anticorpos anti-Micobacterium bovis, anti-LAM e com Faraco-Fite,
utilizando-se a escala de 0 a 6+ de acordo com Ridley (1971):. A
representacdo morfolégica dos antigenos micobacterianos mostrou
fragmentos antigénicos bem individualizados, permitindo contagem igual a
empregada para os bacilos em cortes corados pela técnica do Faraco-
Fite.

Analise estatistica

Os resultados obtidos de cada grupo estudado foram submetidos a
analise estatistica por meio do método nao-paramétrico Kruskal-Wallis.
Para as variaveis significativas, foram aplicados os teste de comparacéo
multipla, de Dunn (1964) e o de Wilcoxon para duas amostras
independentes. Para a comparacdo entre as areas da derme superficial,
média e profunda usou-se o teste de Friedman, levando-se em conta a

dependéncia entre as areas. Para as variaveis que apresentaram
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diferenca significativa, foi aplicado o teste de Dunn. Para analise de
correlacdo entre todos os marcadores, utilizou-se o Teste de Person.
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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Resultados

Os resultados da avaliagdo imunoistoquimica estdo nas tabelas 1 e
figural, 2,3 e 4.

Analisando a populacdo de linfocitos T, o niumero de linfocitos T
CD4+ no grupo TT foi maior, estatisticamente, que nos grupos DT e DTR
(p<0,05); e as células T CD8+ néo diferiram nos grupos estudados. A
relacdo CD4+/CD8+ nao apresentou diferenca significativa entre as
quatro manifestacbes avaliadas, sendo TT:1,5/1; DT:1,311; TR:1,6/1 e
DTR: 1,3/1.

Os linfocitos B CD20+ e CD79+ foram detectados em maior
namero nos reacionais (p<0,01), com diferenca estatistica entre as
manifestacdes TR x TT e DTR x TT; o CD79+ também apresentou
diferenca significante com o grupo DT (TR x DT e DTR x DT) (p<0,05).

As células NK foram observadas em maior namero nas
manifestacbes tdérpidas (p<0,01), diferindo significativamente entre os
grupos TTx TR e TT x DTR (p<0,05).

A distribuicdo das células nos granulomas foi mais ou menos
constante em todos os grupos, ou seja, os linfécitos T CD4+ e CD8+
misturavam-se nos halos linfocitarios tanto superficiais como profundos.
No interior dos granulomas o namero de linfécitos era minimo em relagéo
ao halo linfocitario, encontrando-se tanto linfocitos T CD4+ e CD8+ como
linfocitos B e células NK. Os linfécitos B CD20+ e CD79+, em geral,
estavam esparsos nos granulomas superficiais, e nos granulomas do
derma médio e profundo formavam aglomerados densos, estelares,
principalmente no halo periférico. Esse fato dificultou a contagem
guantitativa dessas células e, por isso, a avaliacdo foi semiquantitativa.
Estatisticamente, essa distribuicdo dos linfocitos B foi significante em
todos os grupos avaliados (Teste de Friedeman, p<0,05).

As células marcadas com anticorpo anti-CD68+ (macréfagos

jovens, células epitelidides e células gigantes multinucleadas) ndo foram
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guantificadas, pois essa marcacéao foi utilizada apenas com a finalidade
de avaliar a relagdo destas células com os outros tipos celulares no
infiltrado.

Os resultados referentes a expressdao da enzima INOS
evidenciaram imunomarcacdo em todas as manifestacbes estudadas.
Foram observadas células iINOS+ em maior nimero nas manifestacbes
Térpidas (p<0,01), com diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos TT x TR, TT x DTR e DT x TR, DT x DTR (p<0,05), analisando-se
a derme total. Diferencas estatisticas foram observadas entre TT x DT
(p<0,05) quando se avaliou o derma médio e profundo. As células
marcadas com iNOS, observadas nos granulomas, foram células gigantes
multinucleadas, células epiteliides, macrofagos jovens e neutrofilos. A
intensidade da marcacgéo variou nos granulomas e tipos celulares. Em
todos o0s grupos avaliados foram encontradas células mononucleares
INOS+, intensamente coradas, e localizadas na periferia do granuloma.

A analise estatistica da quantificacdo de células IL-10+, nos
diversos grupos, detectou valores maiores e significantes nas
manifestacdes reacionais (p< 0,01), sendo observados entre 0s grupos
TR xTT, DTR x TT, TR x DT e DTR x DT (p< 0,05). A imunomarcacao
para IL-10 foi detectada em células mononucleares, apresentando padrao
granular. Nado foram observadas células IL-10+ no interior dos
granulomas. Observou-se depdsito granular em células mononucleares,
principalmente na periferia dos granulomas.

A imunoistoquimica ampliou a deteccdo de antigenos
micobacterianos de 30 para 70% das biopsias nos TT, e de 60 para 100%
nos TR, permanecendo, porém, quantitativamente em 1+. Nos casos com
indice bacilar (IB) maior ou igual a 2+, ndo houve aumento significativo da
positividade, porém houve ampliagdo da visibilidade, sendo possivel a

deteccéo dos antigenos ja no aumento de 400x.
Empregando-se a correlacdo de Person, detectou-se correlagédo
positiva entre baciloscopia, LAM, BCG e CD20; entre células NK e iNOS;
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entre NK e CD4; entre CD20 e CD79; entre IL-10 e CD79. Correlagao
negativa foi observada entre INOS e CD20; entre INOS e CD79; entre NK
e IL-10 (p< 0,05).
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Tabela 1. Avaliagdo da populagdo de célular e interleucina 10, por meio de técnicas imunoistoquimicas, em
biépsias cutdneas de pacientes com hanseniase na faixa tuberculbide, apresentando

manifestacdes térpidas (TT e BT) e reacionais (TR e DTR), 10 individuos por manifestagao.

Semiquantitativa

Quantitativa b
Clinica CD4+ CD8+ CD57+ IL-10+ CD20+ CD79a+
o+ Méda 1665,23 104,21 412,60 24,11
DP 345,06 317,87 189,87 21,51
Mediana 1738,28 1112,48 462,00 19,43 2 1
Amplitud 735,00 - _
911,25 - 2004,9 o0y BO0-7110  45-7085 1-3 1.2
oy Mdia 1263,90 941,07 276,35 31,97
DP 343,9 319,37 238,61 45,55
Mediana 1207,80 849,98 210,25 9,0 2 150
Ampiud 471178095 672.75-17199  270-861,0 195-139,95 2-3  1-2
tn Média 1500,44 952,68 161,10 84,73
DP 457,66 400,63 113,80 66,07
Mediana 1674,9 1016,83 133,50 72,90 3 2
AP 653,25 - 1989,0  276,6-16200 160-4250 90-21195 2-3 23
otn  Média 1289,81 1011,77 133,70 71,34
DP 372,43 223,11 118,99 56,60
Mediana 133,95 1004,10 90,50 61,50 3 250
AmPIUd - 6720-19182 6450-14283  200-3770 150-1680 2-3 23
Média 1464,56 1017,64 344,48 27,83
Térpido DP 303,45 319,92 221,20 34,20
Mediana 1550,78 930,83 280,00 12,90 2
AmPIud  g47,1-20049 672,75-1839.9 27.0-861,00 195-13995 1-3 13
Reacion Media 1395,12 147,40 78,43
al DP 420,23 982,22+317,08 114,19 60.26
Mediana 1385,78 1014,98 109,50 72,90 3
Amplitud

e 653,25-1989,9 276,6-1629,0 16,0-4250 9,0-211,95 2-3 2-3

TT - Tuberculbide térpida ou priméria (Ridley)

DT - Dimorfa-tuberculéide,

TR - Tuberculdide reacional /Tuberculéide secundario (Ridley)

DTR - Dimorfe-tuberculSide reacional

Numero total de células/mma2.

Escala de 0 a 4+: 0 = ausente; 1+ = minimo; 2+ = discreto; 3+ = moderado; 4+ = intenso.



Figura 1: Hanseniase dimorfa-tuberculéide. Etapas na formagdo do granuloma. A: granulomas extensos,
cordonais e granulomas focais no derma superficial e profundo (HE-50X). B: foco inflamatdrio superficial
mostrando a relagdo dos linfocitos com vasos de pequeno calibre. Canto inferior direito: inicio de
transformacéo epitelidide (HE-200X). C: foco superficial mostrando as mesmas relagbes com esbogo
granulomatoso mais evidente na é&rea central e infiltrado linfocitario em torno de vasos (HE-200X). D:
granuloma profundo definido com halo linfocitario mantendo sua relag&o com os vasos (HE-400X).



Figura 2: Hanseniase na faixa tubercul6ide. Avaliagdo por imunoistoquimica da populacdo celular e células
expressando IL-10 e iINOS. A: granuloma TR. (HE-100X); B: granuloma TR - dupla colora¢éo com linfcitos
CD4 (vermelho) e CD8 (marrom) no halo linfocitario e esparsos linfécitos no interior do granuloma (100X); C:
granuloma TR — derma superficial: linfécitos CD4+ (vermelho) e CD8+ (marrom) entremeados na periferia e
interior do granuloma em formagao(200X); D: granuloma TR - derma profundo: linfécitos B CD20+ formando
densos focos na periferia do granuloma (100X); E: granuloma TR - linfécitos CD20+ presentes no halo
linfocitario e entre células epitelidides; F: granuloma TT - linfécitos anti-NK CD57+ no halo linfocitario e no
interior do granuloma (200X); G: granuloma TR - linfocitos B ativados e plasmécitos CD79a+ em areas focais
no halo linfocitario (50X); H: granuloma TR - detalhe da figura anterior: plasmécitos em éarea focal no halo
linfocitario(200X); !: granuloma TT — células IL-10+ na periferia do granuloma (200X); J: granuloma TT -
gigantécitos, células epitelidides e macréfagos iINOS+ na periferia do granuloma (200X); K: granuloma BT -
macrofagos e células epitelidides imunomarcados com anticorpo anti-BCG (200X); L: granuloma BTR -
macrofagos e células epitelidides imunomarcados com anticorpo anti-LAM (200X).
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Figura 3. Avaliacdo semiquantitativa, por meio de técnica imunoistoquimica, de células
expressando iNOS, na derme superficial, média, profunda e total, em bidpsias
de lesbes cutaneas, em individuos classificados em 4 diferentes grupos na
faixa tuberculéide do espectro da hanseniase.
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Escala de 0 a 3 +. sendo: 0 = ausente; 1+ = 1 a 10% de células
imunomarcadas; 2+ = 11 a 20% de marcadas; 3+ = > 20% células
marcadas.

Estatisticamente significante quando comparados os grupos TT X
DT, na derme superficial e profunda; e TT x TR, e TT x DTR em todas as
superficies (p<0,05) (Testes de Kruskal — Wallis, Wilcoxom e Dunn).



48

Figura 4. Avaliacdo semiquantitativa, por meio de coloracdo de Faraco-Fite e técnicas
imunistoquimicas, de antigenos micobacterianos, em biopsias de lesdes
cutaneas de individuos classificados em 4 diferentes manifestagfes na faixa
tuberculéide do espectro da hanseniase.

scores

: o FARACO
7 %&\\ . i UAM
¢ BCG

DT TR DTR

a. Escala de 0 a 6+, de acordo com Ridley (1971).
b. Estatisticamente significante quando comparados os grupos TT x

DT, TT x DTR, DT x TR e DT x DTR (p<0,05) (Testes de Kruskal — Wallis.
Wilcoxom e Dunn).
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Discussao

As caracteristicas das manifestacdes clinicas e histopatologicas
dos reacionais, na faixa tuberculdide, indicam associacdo de
hipersensibilidade a imunidade protetoraczs27.2 Quando Ridley sugere que
os TT secundéarios derivam de retardo no reconhecimento
antigénico>®, podemos deduzir que esse retardo propicia proliferacéo
bacilar até niveis suficientes para desencadeamento de resposta imune
celular. Portanto, a hipersensibilidade seria consequéncia do choque
entre capacidade imune efetiva x carga antigénica elevada. Os indices
baciloscopicos, sempre mais elevados nos reacionais do que nos
térpidos, e os achados de Souza Lima & Souza Campos de que a
baciloscopia cutanea nos tuberculbides reacionais era transitoriamente
positiva, falam a favor dessa hipotese. E interessante, a proposito, notar
gue o teste de Mitsuda, cuja carga bacilar por volume tecidual é muito
alta, induz, em tuberculéides térpidos, reacdo granulomatosa muito similar
aos tuberculdides reacionais, por vezes com necrose e ulceragao.

Uma outra hipétese patogénica para desenvolvimento de episodios
reacionais, na faixa tubercul6ide, é que individuos constitucionalmente
resistentes venham a se infectar com grandes doses bacilares, ou que
uma falha qualquer na imunidade inata facilite a penetracao do M. leprae
no organismo, permitindo que grande carga bacilar se acumule nos ramos
nervosos sensitivos cutaneos e/ou nos segmentos preferenciais dos
troncos nervosos. Em ambas as situagdes, as reacbes poderiam ser mais
disseminadas, intensas e destrutivas.

Por esse motivo, incluiu-se a pesquisa de antigenos
micobacterianos nos cortes histologicos, na tentativa de verificar se
poderiamos detectar esses antigenos nos macréfagos e ramos nervosos,
em uma apresentacdo diferente daquela propiciada pelo reconhecimento
morfolégico e tintorial dos bacilos:. Entretanto, empregando tanto
anticorpo anti-BCG como anti-LAM, ndo se obteve aumento significativo
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na deteccdo em pacientes multibacilares (DT e DTR). Nos casos
paucibacilares, notou-se que a imunoistoquimica foi capaz de mostrar
antigenos bacilares em localizacdes preferenciais do bacilo (ramos
nervosos, musculo eretor do pélo e regido subepitelial) de maneira mais
eficaz do que a técnica de Fite-Faraco. Porém, esse aumento na deteccdo
foi menor do que o relatado por outros autores:s.*.** Como na faixa
virchoviana do espectro (VV e DV) os antigenos, ndo morfologicamente
representados, sdo detectados com facilidade nos tecidos, acredita-se
gue a transformacéo epitelidide e a formacdo do granuloma tubercul6ide
signifiguem sempre uma efetiva capacidade de processamento
antigénico, restando nos cortes apenas bacilos ndo processados, ou
situados em locais ainda ndo atingidos pela reacdo imune (ramos
nervosos, musculo eretor do pélo e parede muscular de vasos).

Modlin refere um padréo de distribuicdo linfocitaria nos granulomas
TT, o qual vem sendo repetido na maioria dos trabalhos sobre a
imunopatologia da hanseniase*. Nesse modelo, admite-se que no interior
dos granulomas tuberculéides os linfécitos T CD4+ estariam em contato
com as células epitelidides e, no halo linfocitario, predominariam linfocitos
T CD8+°2*%3%* N&o se encontrou este padrdo em nenhum dos grupos
estudados. O halo linfocitario, que, na verdade, representa a zona de
influxo de novas células inflamatérias a partir de vénulas e capilares
adjacentes, contém células CD4+, células CD8+, macrofagos néao
diferenciados, células dendriticas, células NK e linfocitos CD20+ e
CD79a+. E possivel que esse halo represente o local da efetiva atividade
imune celular, e que, na medida em que os macrofagos processam
efetivamente os antigenos, transformam-se em células epitelibides. O
granuloma em formagdo sequestraria, entre as células epitelioides,
guaisquer células presentes no halo referido. Também nos cortes
tangenciais aos granulomas podem se superpor células do halo
linfocitario aos granulomas, criando uma falsa imagem das relagcbes entre
as células participantes do processo imune.
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Os valores admitidos da proporcdo CD4+/CD8+ de 1,9/1, nas
lesGes tuberculdides, ndo foram observados em neste trabalho. As
guatro manifestacbes tuberculéides ndo mostraram diferencas
consistentes (TT: 1,5/1; TR: 1,6/1; DT: 1,3/1; DTR: 1,3/1). Assim, acredita-
se que estudos posteriores, com melhor identificacdo fenotipica e
funcional dessas células, sejam necessarios para melhor interpretacdo
imunolégica do granuloma tuberculdide. FAKHOURI et al (2003)¢,
comparando a populacéo celular entre hanseniase tubercul6ide nodular
de infancia e tuberculéide térpida, encontraram valores dessa proporcao
nos TT ainda menores que os relatados nesta pesquisa.

Os estudos encontrados na literatura, sobre a deteccdo de iINOS na
hanseniase, s@o conflitantes*#?* Encontrou-se, neste trabalho, valores
elevados nos TT, semelhante aos achados por KHANOLKAR, e
positividade também nos DT e reacionais, como no estudo de SCHON.
Os valores de iNOS se relacionam paralelamente com os niveis de IFNy e
IL-12¢. A multiplicacao progressiva do M. leprae estimula a expressdo de
altos niveis de TGF-R, que reduz a atividade macrofagica, e
consequentemente a producdo de INOS:. Por outro lado, o
processamento do bacilo levaria a uma reducéo na carga antigénica, com
reducdo nos niveis de TGF-R, desencadeando uma resposta inflamatoria
desregulada®.

A presenca de IL-10 em todas as manifestacdes estudadas esta de
acordo com a literatura*#»**+: Entretanto o alto nivel de IL-10 presente nas
lesdes TR e DTR, cujos indices baciloscopicos sdo diferentes, sugere fontes
e funcges diferentes para esta citocina:*

Analisando os resultados obtidos na avaliagcdo das células NK,
linfécitos B, INOS e IL-10, observaram-se padrdes distintos entre as
manifestacdes torpidas e reacionais. Foi observada correlagdo positiva
entre IL-10 e CD79+ (resposta Th2/Th3) e entre iINOS e células NK
(resposta Thl). Houve correlagdo negativa entre IL-10 e NK, iINOS e
CD79, e tendéncia negativa entre IL-10 e INOS.



52

Nos TT, os macrofagos jovens sdo capazes de eliminar
rapidamente os bacilos, e, apds o término do processamento antigénico,
transformam-se em células epitelidides e células gigantes as quais,
apesar de nado possuirem mais atividade fagocitaria, continuariam
produzindo citocinas=z, como IFNy e TNFas, mantendo o granuloma
ativo, independentemente da existéncia do antigeno. As células NK,
presentes em maior nimero nos TT, podem ser estimuladas por IL-12 e
IL-18 produzidas pelos macréfagos ativados:’, e por IFNy e IL-2
produzidos pelo granuloma tuberculbide. Estas citocinas aumentam a
atividade citotdxica das células NK e induzem a producdo de IFNy, o qual
mantém o granuloma, estimula a producdo de iINOS+ e reduz a producéo
de IL-10 e IL-4, diminuindo a resposta Th2 e, consequientemente, 0
namero de linfocitos B.

No grupo toérpido, comparando-se DT e TT, apesar de ndo haver
diferencas estatisticamente significantes, foram observadas, nos DT,
valores maiores de IL-10 e CD79a, e menor numero de células NK.
Houve, neste ultimo grupo, significantemente maior indice baciloscépico,
menor numero de células CD4+ e, no derma médio e profundo,
positividade menor para iINOS, sugerindo, em relagdo aos TT, menor
imunidade celular.

Nas manifestacfes reacionais, observou-se expressdo mais
elevada de IL-10 e CD79+, e numeros menores de células NK e de
células positivas para iINOS. Nao houve, pelos parametros utilizados,
diferencas estatisticamente significantes entre os TR e DTR, exceto pela
baciloscopia maior nos DTR.

Os niveis de multiplicacdo bacilar podem levar a producéo tanto de
IL-10 quanto de IL-12 por macréfagos infectados. E possivel que, nos
pacientes DTR, devido a producdo de IL-10 mais elevada e, dentro de um
microambiente com tendéncia a imunidade humoral, houvesse
estimulacdo da resposta Th2, com proliferacdo e ativacao de linfocitos B,
gerando uma resposta humoral/supressora. Esta inibiria a producéo de
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IFNy pelos linfocitos Thl e células NK, diminuindo a produgdo de TNFa
pelo macrofago. Como conseqiiéncia, haveria reducdo da producdo de
INOS, favorecendo a multiplicacao bacilar e piora da infeccao.

Ja nos pacientes TR, haveria producdo predominante de IL-12,
levando ao um desenvolvimento da resposta Thl, com ativacdo dos
macréfagos e consequente destruicdo dos bacilos. A presenca de IL-10,
neste caso, possivelmente dever-se-ia a ativacdo de células T
CD4+/CD25+ (Th3) que, sob estimulo da IL-2 propria da resposta Thi,
produziria IL-10, que estimularia a proliferacéo e ativacdo de linfocitos B,
bem como sua ag¢do como células apresentadoras de antigeno, levando a
limitacdo do numero de reacdes e tendéncia a cura.

Pode-se inferir que, na hanseniase, os comportamentos Thl, Th2 e
Th3 ndo séo exciudentes entre si, pois na faixa tuberculéide do espectro
identificaram-se células e citocinas do perfil Th2 num contexto de resposta
imune celular predominante (Thl). Isso poderia significar um mecanismo
para conter a perpetuacao de uma atividade altamente destrutiva para os
tecidos.

Também pode-se inferir que, na faixa tuberculdide, hd uma
situacao paradoxal, ou seja, uma menor resisténcia natural e adquirida
poderia propiciar, em uma primeira fase, acimulo de antigenos nos
tecidos, mas o individuo, guardando imunidade suficiente, e a partir de
um certo nivel de carga antigénica, reagiria de maneira mais intensa,
por vezes com destruicao tecidual, mas as vezes com maior efetividade
gue no individuo cuja resisténcia se desenvolve ab initio» A diferenca
entre os TR e DTR residiria na maior eficiéncia e rapidez dos primeiros
no bloqueio da proliferagéo bacilar e na limitagcdo da invaséo bacilar dos
troncos nervosos. Os DTR, por isso, manteriam sempre um percentual de
bacilos proliferando, mantendo episédios reacionais e tendéncia a piora,
inclusive com comprometimento neurolégico mais generalizado e severo.
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Resumo

Na faixa tuberculéide do espectro da hanseniase (Tuberculdides e
Dimorfo-tuberculéides), identificam-se manifestacdes cronicas, de
evolugdo lenta e progressiva, ou seja, hanseniase Tuberculbide torpida
(TT) e Dimorfa-tuberculdide (DT), e manifestacdes ab initio reacionais, de
instalacdo abrupta, com lesdes mudltiplas, generalizadas, mostrando
intensa atividade inflamatéria, denominadas hanseniase Tuberculoide
reacional (TR) e Dimorfa-tuberculdide reacional (DTR). Nesta ultima, os
episoédios reacionais se mantém e tendem a piorar e, na hanseniase TR, a
tendéncia é a resolucdo apds um ou poucos episddios reacionais?

Com o objetivo de pesquisar as causas desses diferentes
comportamentos, confrontamos, em bidpsias cutaneas de 10 pacientes de
cada grupo (TT, DT, TR e DTR), os achados histopatoldgicos e
baciloscépicos com a avaliagdo imunoistoquimica da populacdo celular,
dos antigenos micobacterianos, da presenca de Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e de interleucina 10 (IL-10). De modo geral, a deteccéo
dos antigenos micobacterianos correspondeu aos indices baciloscépicos,
sugerindo que a transformacéo epitelidide € uma evidéncia do efetivo
processamento dos antigenos micobacterianos. Nao se detectaram
diferencas significantes na distribuicdo da populacdo linfocitaria
(CD4/CD8) nos diversos grupos, no entanto, valores significantemente
maiores de NK+ e INOS+ nos TT sugerem imunidade celular mais efetiva.

Em todos os grupos foram detectadas células IL10+ e infiltrado de
linfécitos B e plasmadcitos, com predominio significante nos reacionais.
Esses dados sugerem que os comportamentos Th1l/Th2 ndo sejam
excludentes entre si, e que a resposta Th2 ou Th3 podem estar presentes
em lesdes predominantemente Thl, como uma tentativa de desarme de

reacao muito agressiva para os tecidos.
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Summary

In the tuberculoid pole of leprosy (Tuberculoid and Borderline
Tuberculoid) chronic manifestations of insidious and progressive evolution
are identified, that refers to Torpid Tuberculoid (TT) and Borderline
Tuberculoid (DT). "Ab initio" reactional manifestations, with abrupt onset,
multiple and generalized lesions showing intense inflammatory reaction
are denominated Tuberculoid Reactional (TR) and Borderline Tuberculoid
Reactional (DTR). In these last, the reactional episodes are maintained
and tend to become worse, in the first manifestations mentioned, there a
tendency to recovery after one or a few reactional episodes.

During the search for the causes of these different behaviors in
biopsies of 10 patients of each group, we confronted the histopathological
and bacilloscopic findings with the immunohistochemical evaluation of the
cell population, of the mycobacterial antigens, the presence of induced
nitric oxide sintase (iINOS) and interleukin 10 (IL10). Except for the TT and
TR, the detection of mycobacterial antigens correspond to the
bacilloscopic indexes, what suggests that the epithelial transformation is a
consequence of the effective processing of mycobacterial antigens. We
did not detect significant differences in the lymphocytes population
distribution (CD4/CD8) in the several groups studied, however,
significantly higher values of NK+ and iNOS in the TT group suggests a
more effective cellular immune response.

IL10+ positive cells and B lymphocyte populations and plasma cells
were found in all groups, with significant predominance in the reactional.
This data suggests that the Th1/Th2 behaviors do not mutually exclude
each other, and the Th2 or Th3 responses may be present in
predominantly Thl lesion, in a tentative to overcome very aggressive
reactions to the tissue.
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Resumen

En la forma tuberculoide del espectro de la hanseniase
(Tuberculoides y Dimorfa-tuberculoides), se identifican manifestaciones
cronicas, de evolucion lenta y progresiva, o sea, Tuberculoide torpido (TT)
y Dimorfa tuberculoide (DT), y manifestaciones "ab initio" reacciones, de
instalacion abrupta, con lesiones mudltiplas, generalizadas, mostrando
intensa actividad inflamatoria, denominadas tuberculoide reacciones (TR)
y dimorfa-tuberculoide reacciones (DTR). En este ultimo, los episodios de
reacciones se mantienen y tienden a empeorar, y en los primeros, la
tendencia es la resolucién después de uno o pocos episodios de
reacciones.

Con el objetivo de investigar las causas de estos diferentes
comportamientos, en biopsias de 10 pacientes de cada grupo (TT, DT, TR
y DTR), confrontamos los descubrimientos histopatoldgicos y
baciloscépicos con la evaluacion inmunohistoquimica de la poblacion
celular, de los antigenos micobacterianos, de la presencia de Oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) e interleucina 10 (IL10). Excepto en los TT y TR,
la deteccion de los antigenos micobacterianos corresponde a los indices
baciloscépicos, sugiriendo que la transformacién epiteliéide es una
consecuencia del efectivo procesamiento de los antigenos
micobacterianos. No detectamos diferencias significativas en la
distribucion de la populacion linfocitaria (CD4/CD8) en los diversos
grupos, no obstante, valores significantemente mayores de NK+ y iINOS
en los TT sugieren inmunidad celular mas efectiva.

En todos los grupos se detectaron células 1L10' e infiltrado de
linfocitos B y plasmocitos, con predominio significantivo en las reacciones.
Estos datos sugieren que los comportamientos Th1l/Th2 no sean
mutuamente excluyentes, y que la respuesta Th2 o Th3 pueden estar
presentes en lesion predominantemente Thl, como una tentativa de
desarme de reaccion muy agresiva para los tejidos.
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Résumé

Dans la chaine tuberculoide du spectre de la lépre (tuberculoides et
dimorpho-tuberculoides) s'identifiques des manifestations chroniques,
d'évolution lente et progressive,ou, tuberculoide (torpido) (TT) et
dimorpho-tuberculoide (DT) et manifestations "ab initio" réactives,
d'instaliation subite, avec lesions multiples, généralisées montrant une
intense activité inflamatoire, dénomées tuberculoide reactive (TR) et
dimorpho-tuberculoide reactive (DTR). Dans ce dernier, les episodes
réactifs se maintiennent et ont tendance a s'aggraver, et pour les
premiers, la tendance est a la resolution aprés un ou quelques épisodes
réactifs.

Avec l'objectif de rechercher les causes de ces différents
comportements en biopsies de 10 patients de cheque groupe (TT,DT,TR
et DTR), on a compare les résultats histopatologiques et bacilloscopiques
avec evaluation immunochimique de la population célulaire, des antigénes
microbactériens, de la presence d'oxide nitrique synto-induit (iNOS)et
interlucine 10 (IL 10).

Excepté dans TT et TR, la detection des antigens microbactériens
correspond aux indices bacilloscopiques, suggérant que la transformation
épithéliale est une consequence de l'effectif processus des antigenes
microbactériens.

Nous ne détectons pas de differences significatives dans la

distribution de la population lymphocitaire (CD4/CD8) dans les divers
groupes, pourtant, des valeurs significativements supérieures de NK+ et
iINOS+ dans les TT suggérent une immunité célulaire plus effective.
Dans tous les groupes ont été détectées des cellules IL 10+ et linfiltation
de lymphocytes B et plasmatiques, avec predominance significative des
réactives. Ces données suggerent que les comportements Thl/Th2 ne
sont pas mutuellement excluants, et que en réponse Th2ou Th3 peuvent
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étre présents en Iésions prédominantes Thl, comma une tentative de

desarmer une reaction trés aggressive pour les tissues.
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